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ABSTRACT

Since many pathogens have become resistant to standard antimicrobial treatments,
there is an urgent need to develop new antimicrobials. Host-defense peptides (HDP, also
called antimicrobial peptides AMPs) have been used by animals and plants as a defense
against pathogens during millions of years, with very little development of resistance, because
of their multiple mechanism of action. Thus, they can disrupt the pathogen cell membrane or

its cytoplasmic processes, alter its genetic material, and finally, recruit the immune system.

As part of a research line on the synthesis of drugs and bioactive compounds, this work
is devoted to the development of small antimicrobial peptides, or components of these
peptides. Since the desired biological activity requires a balance between cationic and
hydrophobic residues, a non-proteinogenic cationic amino acid, which will likely increase in-
vivo peptide stability to proteases, was prepared first. The efficient synthesis of Dap (L-2,3-
Diaminopropionic acid) from commercial L-serine is reported herein, as well as its coupling to
an hydrophobic amino acid (hydroxyproline methyl ester), in order to generate the desired
dipeptide.

Likewise, the purification of the peptide and its precursors was carried out by different
chromatography techniques (rotary, column and thin layer chromatography), followed by
their characterization by using different spectroscopic techniques (1H-NMR, 13C-NMR, COZY,
HSQC, IR) and elemental analysis.
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INTRODUCCION

Los péptidos son moléculas formadas por la unién de aminodcidos mediante enlaces
peptidicos diferencidandose de las proteinas por su menor tamafio (2-100 aminodcidos). Al
igual que las proteinas, éstos juegan un papel clave en muchos procesos fisiolégicos. De hecho,
estos metabolitos son motivo de estudio en diversas disciplinas, dado que presentan
actividades bioldgicas de interés para el ser humano o para las plantas, entre ellas actividad

antifungica, antibacteriana, inmunomoduladora y anticancerigena.'3

Recientemente, ha surgido gran interés en los péptidos antimicrobianos, dado que muchos
patdgenos se han vuelto resistentes a los tratamientos habituales, lo que la OMS considera la
mayor amenaza a corto plazo contra la salud humana.* Si no se afronta bien esta amenaza, en
el aflo 2050 las infecciones serdn la principal causa de muerte de los paises desarrollados.
Entre los antimicrobianos mas prometedores, se encuentran los péptidos antimicrobianos
(antimicrobial peptides, AMPs)>y, en especial, los péptidos de defensa del hospedador (host-
defense peptides, HDP).® Estos ultimos han sido usados durante millones de afios por animales
y plantas como defensa contra los patégenos, con un desarrollo de resistencias minimo,
debido a su mecanismo de accidon multiple. Estos péptidos pueden actuar: desorganizando la
membrana celular o el material genético de la célula, alterando procesos citoplasmaticos

claves o, finalmente, reclutando el sistema inmunoldgico.®

Los HDP se caracterizan por ser de pequefio tamafio (hasta 50 aminoacidos), son anfifilicos
y tienen una carga catidnica neta. La bioactividad depende de una correcta proporcion entre
aminodcidos hidrofébicos (alanina, fenilalanina, prolina, etc.) y catidnicos (lisina, ornitina,
arginina, etc.) pues, un exceso de estos Ultimos produce hemdlisis y otros efectos secundarios,

pero un defecto de los mismos produce pérdida de la actividad antimicrobiana.

Como farmacos, los HDP tienen ventajas importantes: un amplio espectro de actividad,
actudan sinérgicamente con otros antibidticos, inducen muy poca resistencia, y neutralizan
endotoxinas. Sin embargo, algunos de estos péptidos tienen problemas de estabilidad in vivo,
de biodisponibilidad, o de toxicidad, con lo que se estan desarrollando analogos sintéticos que
permitan solucionar dichos problemas. Por ejemplo, para aumentar su estabilidad in vivo, se
preparan péptidos con aminoacidos no naturales o andlogos de aminoacidos no reconocibles
por las enzimas. Algunos de estos andlogos ya estdan en uso clinico o en fases clinicas

avanzadas.®

Cuando se desarrollan analogos, es importante optimizar la proporcidon de residuos
catidnicos e hidrofébicos. Por ello, en este proyecto se han desarrollado unidades con un
residuo catidnico (acido 2,3-Diaminopropidnico, Dap) y un residuo hidrofébico (hidroxiprolina,
Hyp). El Dap es un homoélogo del a-aminoacido lisina, y estd presente en varios péptidos

antimicrobianos como edeinas,’ tuberactinomycinas® o bleomicinas.’


https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_pept%C3%ADdico
https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_pept%C3%ADdico
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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Este trabajo se ha realizado con el grupo de Sintesis de Fdrmacos y Compuestos Bioactivos
(SFCB) del Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia (IPNA) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Este grupo trabaja en la preparacién de péptidos bioactivos,
especialmente de péptidos antimicrobianos de interés en biomedicina, salud animal, y en
agricultura (seguridad alimentaria).® Es de destacar que el grupo ha desarrollado metodologias
para la modificacion selectiva de péptidos por transformacion de “unidades convertibles”
como serina, treonina o hidroxiprolina.l® Gracias a ello, a partir de muy pocos péptidos de
partida, se pueden obtener colecciones (quimiotecas) de péptidos con residuos variados como
deshidroaminodcidos,? cetoésteres,! etc. El estudio de la actividad antimicrobiana de estas
guimiotecas ha permitido identificar péptidos con una potente actividad y baja toxicidad

contra patégenos humanos y fitopatdgenos.
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OBJETIVOS

Sintetizar y purificar un derivado del acido L-2,3-Diaminopropidnico (Dap) a partir de
L-serina comercial utilizando reacciones, técnicas y procedimientos basicos de sintesis

organica.

Preparar un dipéptido con un residuo catidénico y otro hidrofébico, acoplando el
derivado de Dap sintetizado con 4-trans-hidroxiprolina natural haciendo uso de

reacciones estandar para el acoplamiento peptidico.

Confirmar la estructura de los compuestos obtenidos mediante Resonancia Magnética
Nuclear (H, 13C, COSY y HSQC) y caracterizarlos determinando otras caracteristicas de
éstos, como son su espectro de infrarrojo, actividad dptica v, si se trata de un sélido

cristalino, su punto de fusién.

Preparar muestras del péptido puro para posteriores estudios estructura-actividad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se va a preparar un componente de péptidos antimicrobianos consistente en un
dipéptido formado por un residuo catidénico (acido L-2,3-Diaminopropidnico, Dap) y otro
hidrofébico (hidroxiprolina, Hyp).

El derivado de Dap que se necesita para el acoplamiento tiene un alto valor comercial,

por ello, se prefirid prepararlo a partir del metil éster de serina comercial (Esquema 1).

@ . o ., 6 .

Meo NH, MeO NHBoc |\’I‘EO\H/\NHBOC >
(0] (o) o
L-Ser-OMe 1 2

@ . I N
MeO_ - d MeO_ - _® . MeO_ - :
NHBoc NHBoc 5 N[~ NHBoc |
o o) ; o) :
3 4 ; 5 |

Esgquema 1. Sintesis del derivado de Dap 5. a) Anhidrido de Boc, NaHCOsz, THF/Hz20. b) MsCl,
EtzN, CHzClz. ¢) NaNz, acetona/Hz20. d) Pd(OH)z/C, MeOH. &) BhOCOCI, NaHCOz, THF/Hz0.

En primer lugar, se protegié la amina del metil éster de L-serina comercial en forma de
metilcarbamato para que no reaccionase en los pasos sucesivos. Para ello, se tratd con

anhidrido de Boc y NaHCO3s, dando lugar al producto 1, que se purificd por cromatografia.

Posteriormente (conversién 1-2), el grupo OH del compuesto 1, se transformd en un
grupo mesilo (OMs). Estos dos primeros pasos de reaccion transcurrieron sin complicaciones,

obteniéndose los productos esperados con rendimientos del 86% y del 89%, respectivamente.

Tras preparar el compuesto 2, se tratd con azida sédica para sustituir el grupo mesilo (OMs)
por un grupo azida (Ns), buen precursor del grupo B-amino del Dap. Sin embargo, esta
transformacion presentd problemas; en muchas condiciones, se producia eliminacién del
mesilato para dar derivados de deshidroalanina. Después de probar varias condiciones de
reaccion, se consiguio el producto de interés tratando el mesilo con azida sédica (NaNs) y
NH4Cl en disolucién de acetona/agua en proporcion 8:1. Tras su purificacion, se aislé con un

rendimiento del 26%, resultado que habra que mejorar en un futuro.

Los dos ultimos pasos de reaccién consistieron en la reduccién de la azida a un grupo amino

y posterior proteccion de este, dos procesos que transcurrieron sin incidentes, obteniéndose
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el derivado del acido 2,3-diaminopropionico 5, con un rendimiento global en los dos pasos,
del 58%.

Una vez completada la sintesis del derivado de Dap 5, se preparé el dipéptido deseado 6

(Figura 1) por acoplamiento del diaminoacido 5 con el metil éstar de la L-trans-hidroxiprolina

comercial.
5 CbzHN OH
' Boc  _~ N :
: N 1
1 H !
; O CO,Me !

Figura 1. Dipéptido de L-Dap y L-4-trans-hidroxiprolina.

Para poder llevar a cabo el acoplamiento entre el grupo acido del derivado de Dap 5 vy el
grupo amino de la hidroxiprolina, se realizé primero la saponificacién del éster en 5 (Esquema
2). El 4cido libre 7 no se purificd, sino que el crudo de la saponificacidn se utilizé en el paso de

acoplamiento.

CszN\ CszN\
> KOH/MeOH :
MeO. ——————~  Ho_ A
© m/\NHBoc m/\NHBoc
o) o)
5 7

Esquema 2. Saponificacion de 5.

La hidroxiprolina comercial tiene los grupos amino y acido libres. Para el acoplamiento,
se necesita dejar el grupo amino libre. Sin embargo, hay que proteger el grupo acido para que
no reaccione en el paso siguiente. Por ello, se formd el metil éster de hidroxiprolina, por
tratamiento de la L-hidroxiprolina comercial con cloruro de tionilo en metanol (Esquema 3).

Se ha de destacar que, este éster asi formado, tiene rendimiento cuantitativo.

HO, HO,

y SO,Cl/MeOH &
—_—
N~ ~CO,H N~ YCO,Me

H H

L-4-trans-hidroxiprolina

Esquema 3. Metilacidon de L-4-trans-hidroxiprolina.
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Finalmente, los sustratos 7 y 8 se acoplaron, utilizando condiciones de sintesis de péptidos
ya establecidas, con HBTU como reactivo de acoplamiento (Esquema 4). La reaccién

transcurrid favorablemente aislandose el dipéptido 6 con un rendimiento del 64%.

. OH

CbzHN_ OH ! CbzHN_ ST
o : ? HBTU, DIPEA 5 5 : N? ;
+ HN - 1 OC\ 1

NHBoc I i

bR CH,Cl, : H/\H/ !

0] CO,Me : O CO,Me :

7 8 ! 6 !

Esquema 4. Sintesis del péptido Dap-Hyp 6.

Las estructuras de todos los compuestos sintetizados durante el desarrollo de este trabajo
de fin de grado se comprobaron utilizando técnicas de RMN 'H y RMN 13C, asi como
experimentos de doble dimensién (COSY y HSQC). Igualmente se utilizaron técnicas de

espectroscopia infrarroja (IR), andlisis elemental, y actividad dptica.

De forma ilustrativa, se comenta a continuacion la caracterizacion del compuesto 1.

Producto 1

HO_ 4

En la caracterizacion se realizaron primero los espectros de resonancia magnética de
protén (RMN H) y de carbono-13 (RMN *3C). El desplazamiento quimico (5) de las sefiales de

los protones y carbonos ayudd a asignar los principales grupos funcionales.

10
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Ma-Boc.001.001.1r.esp

3xCMe,

[ OMe

e \
[ 3 | LL

T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0

1.45 ppm -> 9H, S, CMe3

2.44 ppm = 1H, brs, OH

3.78 ppm - CHa, s, OMe

3.89 ppm —*1H, dd,

J=3.5,11.4Hz. 1'-Ha

3.96 ppm -»1H, dd,
J=3.8,11.4 Hz. 1'-Hb

4.38 ppm = 1H, 2-H

5.50 ppm —*1H, br 5, NH

T T T T
6.0 5.5 5.

Serial que integra por 9 protones. Se trata de un singlete, lo que indica
que no hay protones en posiciones contiguas. Corresponde a los 3
metilos del grupo protector Boc unidos a un carbono cuaternario.
Sefial que integra por un protén. En el HSQC no se observa correlacion
con ningin carbono, por lo que se deduce que esta unido a un
heteroatomo. Corresponde a: -OH.

Serial que integra por tres protones. Se trata de un metilo sin
hidrogenos contiguos. Su desplazamiento indica que su carbono esta
unido a un heterodtomo. Corresponde a CHz-O.

Sefal que integra por un proton. Aparece como doble doblete, debido
al acoplamiento con dos protones (uno geminal y el otro contiguao).
Por su desplazamiento quimico, su carbono debe estar unido a un
heteroatomo. Corresponde a uno de los protones del CHz2-OH

Similar al anterior.

Multiplete que integra por un proton. Por su desplazamiento quimico,
su carbono estd unido a un heteroatomo. Posteriormente se
observara con el experimento COSY que es el 2-H.

Banda ancha que integra por un protdn. En el HSQC no se ohserva

correlacion con carbonos. Por su desplazamiento, seria un NH.

11
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Ma-Boc.005.001.1r.esp
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£3.5 ppm =¥ CHy, 1"-CH;

80.3 ppm = C, Che;

155.7 =+ CO,

Ppm
COsCMWes

1713 = CO CO:Me

experiments de HSOC se comprobara que se trata de los metilos del
grupo protector Boc [C-hes).

Zenal correspondients a un carbono. Por su desplazamisnto quimico
se sabe gue s= trata de un metilo unido a un heteroatoma. Con el
HEOC se comprobars que s2 trata del srupo CH:-0

Zerial correspondiente a un CH. For su desplazamisnto guimico
corresponde al carbono en posicicn 2.

Zenal correspondiente al CH; contizuo al OH.

Zerial de carbono cuastermaric, v por tanto sin correspondencia en
HEOC con ningln protan. Por su desplazamisnto quimico =& deduce
que se trata del custernario del grupo Boc.

Esta sefial tambigén corresponde 2 carbono cuaternario, pero por su
desplazamiento quimico debes pertenscer a un grupo carbonilo.
Concretamente a un carbamato (R-NH-CO-0-R) gue esta menos
desapantallado que un grupo éster. Es el C=0 del grupo Boc.

e correzponde conm un carbono de carbonilo. Por el desplazamiento

quimico, se deduce que se trata del éster.

12
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HSQC

OMe

Ma-1-HSQC.esp CMe,
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160
=0 170
180
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200
L]

:

7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

En el HSQOC se puede ver el espectro de proton en la parte superior, mientras que el
espectro de carbono aparece en la parte izquierda. Asi, por ejemplo, la sefial de protén a &
5.50 no esta relacionada con la sefial de los carbonos; ello es debido a que dicho proton va
unido a un nitrogeno y no a un carbono. Se trata la sefial de un grupo amino. En cambio, la
sefial de protén a cerca de & 4.38 esta correlacionada con un CH, y teniendo en cuenta sus
desplazamientos quimicos, se concluye que en la molécula hay un grupo CHN. El resto de
las sefnales se identifican siguiendo el mismo procedimiento, mediante la ayuda de tablas de

desplazamientos quimicos para sefiales de RMN H y RMN 3C.

13

F1 Chemical Shift (ppm)
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COsy

Ma-1-cosy.esp H
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2

1

0

En el experimento de COSY se puede ver dos espectros de proton, tanto en la parte

superior como a la izquierda. La sefial de cada protén se correlaciona con las de los

protones cercanos con los que se acopla. De esta forma, con ambos experimentos se

puede ir estableciendo la secuencia de CHy de la molécula.
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Analisis elemental

TRUSPEC

3 El analisis elemental da el porcentaje de C,

Servicio de Andlisis Elemental IPNA-CSIC
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1009
A 1393 850
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|
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17;3 T
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: L _
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El espectro de infrarrojo presenta bandas de absorcion caracteristicas de cada grupo

funcional presente en la molécula. En este caso, son de importancia para la caracterizacion

del compuesto las bandas correspondientes a grupos carbonilo a 1743 vy 1711 cm! v la del

grupo amida, solapada con la del grupe OH, a 3437 cm L.

15
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El péptido 6 y sus intermedios sintéticos han sido incorporados a una biblioteca de

compuestos para posteriores estudios de relaciones estructura-actividad antimicrobiana y
citotoxica.

16
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MATERIALES Y METODOS

a. TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Cromatografia en capa fina.

La evolucién de las reacciones y de las cromatografias en columna y rotatoria se monitorizo
mediante placas de gel de silice Merck (60 Fss de 0,25 mm de espesor). Los eluyentes

empleados se especifican en cada caso. El revelado de las mismas se realizé utilizando:

- Exposicién a la luz ultravioleta de 254 nm.
- Pulverizacién con una disolucién de permanganato potdasico (por cada litro de agua, 10

g de KMnQa. 66,7 g K2CO3 y 0,85 g NaOH) y posterior calentamiento.

Cromatografia en columna.

Para algunos crudos de reaccién, la purificacién se realizé mediante cromatografia en
columna, utilizando gel de silice Merck 60 (0,063 - 0,2 mm) con gradientes de polaridad de los

disolventes indicados en cada caso.

Cromatografia rotatoria.

Para cromatografia preparativa se empled el cromatotrén, aparato que utiliza un sistema
de placas circulares en los que la mezcla a resolver se separa por un proceso de cromatografia
en centrifuga. Se utilizaron placas circulares de 1 6 2 mm de grosor de gel de silice Merck (60

PF254) con yeso.

b. TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES.
Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de RMN *H y RMN *3C se realizaron en los espectrometros Bruker, modelo
Avance Il 500 (500 MHz para H y 125.7 MHz para '3C). Como disolventes, se usaron
cloroformo y metanol deuterados. Los valores de desplazamiento quimico (6) se expresaron
en partes por millén (ppm), en relacidon al disolvente empleado como referencia interna, y las

constantes de acoplamiento (J), en Hertzios (Hz)
Analisis elemental.

Los analisis elementales se realizaron en un analizador Fisons modelo EA 1108 CHNS

17
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Actividad dptica.

La rotacion dptica se determind con un polarimetro Perkin-ElImer modelo 241 Plus. Las
medidas se tomaron usando la linea D de emisién de la ldmpara de sodio a una temperatura
de 25 °C. Se empled cloroformo como disolvente, la longitud de la célula empleada es de 1 dm

y la concentracién esta dada en g/100 mL de disolucion.

c. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS Y DE CARACTERIZACION ESTRUCTURAL.
1. PROTECCION DEL GRUPO AMINO DE LA METILSERINA CON ANHIDRIDO DE BOC (1).

Metil éster de N-t-butoxicarbonil L-serina (1).

HO HO
MeO M
ﬁg\NHz eojg\NHBoc

@ o)
L-Ser-OMe 1

A una disolucion de L-Ser-OMe comercial (5 g, 42,0 mmol) en THF (59 mL) y agua (82
mL) se afiadid, a 0 °Cy con agitacion, NaHCOs (7 g, 84,0 mmol) y anhidrido de Boc (11,9 g;
54,6 mmol), y la mezcla se mantuvo con agitacion 20 h. Luego se vertid sobre una
disolucion acuosa de HCl al 5%, y se extrajo con AcOEt. EI combinado de extractos
organicos se seco sobre Na;S04 anhidro, se filtré y se concentrd a vacio, y el crudo de
reaccion se purificd por cromatografia en columna (hexano/AcOEt, 70:30), obteniendo

finalmente el producto 1 como aceite amarillo (7,87 g, 86%).

Metil éster de N-t-butoxicarbonil L-serina (1). [a]qd = +10.2 (¢ 0.73, CHCI3). IR (CHCI3) Vmax
3437, 2955, 1743, 1501 cm™. RMN *H (500 MHz, CDCls, 26 °C): 61 1.45 (9H, s, CMes), 2.44
(1H, br's, OH), 3.78 (3H, s, OMe), 3.89 (1H, dd, J = 3.5, 11.4 Hz, 1’-Ha), 3.96 (1H, dd, J = 3.8,
11.4 Hz, 1’-Hb), 4.38 (1H, m, 2-H), 5.50 (1H, br s, NH). RMN 13C (125.7 MHz, CDCls, 26 °C):
8c 28.3 (3 x CH3, CMes), 52.6 (CH3, OMe), 55.7 (CH, 2-C), 63.5 (CHa, 1’-C), 80.3 (C, CMe3),
155.7 (C, NCO3), 171.3 (C, COy). Anal. Calcd para CoH17NOs: C, 49.31; H, 7.82; N, 6.39.
Encontrado: C, 49.31; H, 8.016; N, 6.305.
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2. PROTECCION DEL OH DE BOC-METILSERINA CON CLORURO DE MESILO (2).

Metil éster de N-t-butoxicarbonil-O-metilsulfonil L-serina (2).

HO MsO T

MeO MeO 3
NHBoc 2 NHBoc

@) 0]
1 2

A una disolucién del sustrato 1 (500 mg, 2,28 mmol) en CH,Cl>seco (10 mL), a 0 °C, bajo
atmoésfera de nitrégeno y con agitacién, se le anadié MsCl (0,19 mL) y EtsN (0,63 mL, 4,56
mmol). Tras 30 min de reaccidn, se dejé que la mezcla alcanzara temperatura ambiente y
se continud agitando durante 4 horas. Entonces, se vertié en agua y se extrajo con CHxCl,.
El combinado de extractos organicos se secd sobre Na;SO4 anhidro, se filtré y se concentré
a vacio, y el crudo de reaccidn se purificé por cromatografia en columna (hexano/AcOEt,

60:40), obteniéndose finalmente el producto 2 como aceite incoloro (605 mg, 89%).

Metil éster de N-t-butoxicarbonil-O-metilsulfonil L-serina (2). [a]¢ = +21.2 (c 0.39, CHCl3).
IR (CHCl3) vmax 3436, 2951, 1752, 1501 cm™. RMN H (500 MHz, CDCls, 26 °C): &1 1.46 (9H,
s, CMes), 3.03 (3H, s, SO.Me), 3.82 (3H, s, OMe), 4.51 (1H, dd, J = 3.2, 10.4 Hz, 1’-Ha), 4.58-
4.62 (2H, m, 1’-Hb, 2-H), 5.41 (1H, br s, NH). RMN 13C (125.7 MHz, CDCls, 26 °C): 6¢28.2 (3
x CHs, CMes), 37.4 (CHs, SO,Me), 53.06 (CHs + CH, OMe, 2-C), 68.9 (CHa, 1’-C), 80.7 (C,
CMes), 155.0 (C, NCO3), 169.1 (C, CO3). Anal. Calcd para CioH19NO7S: C, 40.40; H, 6.44; N,
4.71; S, 10.78. Encontrado: C, 40.08; H, 6.59; N, 5.10; S, 10.68.

3. SUSTITUCION DEL GRUPO MESILO CON AZIDA SODICA.

3-Azido-2-((t-butoxicarboniljamino)propanato de metilo (3).

MsO NaN3 N3 1
MeO._1 3
MeO NHBoG DMF > NHBoc
O 0]
2 3

A una disolucion del compuesto 2 (100 mg, 0,34 mmol) en acetona/agua 8:1 (10 mL),
a 70 °C, se le anadid NH4Cl (40 mg; 0,77 mmol) y NaN3(109,4 mg, 1,68 mmol) y la mezcla

se agito a la misma temperatura durante 72 h. Entonces se vertio en agua y se extrajo con
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AcOEt. El combinado de extractos organicos se secé sobre Na,SOs anhidro, se filtré y se
concentré a vacio. El residuo obtenido se purificé por cromatografia rotatoria en
cromatotron (hexano/AcOEt, 95:5) para obtener el derivado de serina 3 como aceite
incoloro (21,6 mg, 26%).

Metil éster de N-t-butoxicarbonil-O-metilsulfonil L-serina (3). [a]q = +27.8 (¢ 0.47, CHCl3).

IR (CHCl3) Vimax 3433, 2951, 1747, 1500 cm~*. RMN *H (500 MHz, CDCls, 26 °C): &y 1.46 (9H,
s, CMes), 3.72 (2H, d, J = 3.5 Hz, 1’-H), 3.80 (3H, s, OMe), 4.48 (1H, m, 2-H), 5.37 (1H, brs,
NH). RMN 13C (125.7 MHz, CDCls, 26 °C): 8¢ 28.2 (3 x CHs, CMes), 52.6 (CHa, 1’-C), 52.8 (CHs,
OMe), 53.5 (CH, 2-C), 80.4 (C, CMes), 155.0 (C, NCO;), 170.2 (C, CO;). Anal. Calcd para
CoH16N4Oa: C, 44.26; H, 6.60; N, 22.63. Encontrado: C, 44.41; H, 6.770; N, 22.63.

4., HIDROGENACION DE LA AZIDA Y PROTECCION DE LA AMINA RESULTANTE CON
BENCILCLOROFORMATO.

3-N-(Benciloxicarbonil)-2-N-(t-Butoxicarbonil)-2,3-diaminopropionato de metilo (5).

N3 H2N CbzHN 1

MeO > MeO » MeO._ 1 3
NHBoc NHBoc 2 NHBoc

A una disolucién de la azida 3 (399,4 mg, 1,64 mmol) en MeOH (32 mL) se le aifadié el
catalizador Pd(OH),/C (327 mg) y la mezcla se agitd, bajo atmdsfera de hidrégeno durante
24 horas. Entonces, la mezcla se filtré sobre celita y se concentrd a vacio. El producto
obtenido se disolvié en THF (3 mL) y H,0 (mL), y la mezcla se enfrié a 0 °C para afiadir una
disolucion acuosa saturada de NaHCO3(3 mL)y, gota a gota, cloroformato de bencilo (0,59
g, 3,48 mmol). Tras 24 h de reaccion, la mezcla se vertid sobre una disolucion acuosa al
5% de HCl y se extrajo con AcOEt. El combinado de extractos orgdnicos se secd sobre
Na;S04 anhidro, se filtrdo y se concentrd a vacio. El residuo obtenido se purificd por
cromatografia rotatoria en cromatotron (hexano/AcOEt, 80:20) aislandose finalmente el

derivado de Dap 5 como aceite incoloro (357,3 mg, 58%).
3-N-(Benciloxicarbonil)-2-N-(t-Butoxicarbonil)-2,3-diaminopropionato de metilo (5).
[a]g = +16.1 (€ 0.40, CHCl3). IR (CHCl3) vmax 3438, 2360, 1714, 1514 cm™t. RMN *H (500 MHz,
CDCls, 26 °C): 61 1.44 (9H, s, C-Mes), 3.60 (2H, m, 1’-H), 3.74 (3H, s, OMe), 4.38 (1H, brs,
2-H), 5.10 (2H, s, OCH;Bn), 5.19 (1H, br s, NH-Cbz), 5.45 (1H, br s, NH-Boc), 7.32-7.36 (5H,
m, Ph). RMN 3C (125.7 MHz, CDCls, 26 °C): ¢ 28.2 (CHs, C-Me3s), 42.9 (CH,, 1’-C), 52.6
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(CHs, OMe), 54.0 (CH, 2-C), 67.0 (CH,, OCH2Bn), 80.3 (C, CMes), 128.1 (CH, Ph), 128.2 (2 x
CH, Ph), 128.8 (2 x CH, Ph), 155.4 (C, NCO,), 156.6 (C, NCO3), 171.1 (C, CO,Me). Anal. Calcd
para C17H2aN20s: C, 57.94; H, 6.87; N, 7.95. Encontrado: C, 58.27; H, 6.922; N, 7.564.

5. PREPARACION DE 4-TRANS-L-HIDROXIPROLINA METIL ESTER (8)

HO, HO,
H H
4-trans-L- 8

Hidroxiprolina

El aminodcido comercial se disolvié en MeOH seco y se enfrié a 0 °C para afiadir, bajo
atmoésfera de nitrégeno y gota a gota, SOCI; (2 equivalentes). La mezcla de reaccién se
mantuvo con agitacién toda la noche. Entonces, se llevd a sequedad en el rotavapor para
obtener el producto metilado crudo (>95 %), que se utiliza en el proceso de acoplamiento

peptidico sin purificacidn previa.

6. SAPONIFICACION DEL METILESTER Y ACOPLAMIENTO PEPTIDICO

N-[3-N-(Benciloxicarbonil)-2-N-(t-Butoxicarbonil)-2,3-diaminopropionil]-L-4-trans-

hidroxiprolina (6).
OH

HN
CbzHN CbzHN g COMe  CbzHN
Meo\ﬂj\NHBoc 7 Ho\yg\NHBoc BocHNHN/?
o) o) CO,Me
5 7 6
El metil éster 5 (357,3 mg, 1,06 mmol) se disolvié en MeOH (5 mL) y se traté con una
disolucién acuosa 1M de KOH (2,11 mL, 2,11 mmol). La mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 24 h. Entonces se vertid sobre una disolucién acuosa de
HCl, y se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavd con agua y luego se secd sobre Na;S04
anhidro, se filtré y se concentré a vacio. El residuo obtenido (con el 4cido 7) se redisolvié
en CHCl, (5 mL), y la disolucion se enfrié a 0 °C. A continuacion, se afiadieron metil 4-

trans-hidroxiprolina 8 (191,7 mg, 1,06 mmol), HBTU (440 mg, 1,16 mmol) y DIPEA (0,74

mL). Tras 2 h de reaccidn, la mezcla se vertié en agua y, la fase orgénica, se lavé con una
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solucion acuosa de NaHCOs (3 veces) y luego con HCI (3 veces). La fase orgdnica se secé
sobre Na;SO4anhidro, se filtré y se concentrd a vacio. El residuo obtenido se purificé por
cromatografia rotatoria en cromatotrén (hexano/AcOEt, 20:80) para obtener el dipéptido
6 en forma de sélido amorfo (316,5 mg, 64%).
N-[3-N-(Benciloxicarbonil)-2-N-(t-Butoxicarbonil)-2,3-diaminopropionil]-L-4-trans-
hidroxiprolina (6). [a]q = -42.4 (¢ 0.77, CHCI3). IR (CHCI3) vmax 3428, 3021, 1744, 1650 cm~
1 RMN !H (500 MHz, CDCls, 70 °C): 81 1.45 (9H, s, CMes), 2.02 (1H, m, 2-Ha), 2.30 (1H, m,
2-Hb), 2.48 (1H, br s, OH), 3.42-3.52 (2H, m, 8-H2), 3.66 (1H, m, 4-Ha), 3.72-3.74 (3H, s,
OMe), 3.77 (1H, m, 4-Hp), 4.49 (1H, m, 3-H), 4.56 (1H, m, 7-H), 4.68 (1H, t, J = 8.2 Hz, 1-H),
5.10 (1H, brd, J = 12.2 Hz, OCHa-Ph), 5.18 (1H, d, J = 12.3 Hz, OCHb-Ph), 5.39 (1H, br s,
NHCbz), 5.50 (1H, br s, NHBoc), 7.31-7.39 (5H, m, Ph). RMN 13C (125.7 MHz, CDCls, 70 °C):
8¢ 28.3 (3 x CH3, CMes), 37.5 (CHa, 2-C), 43.6 (CH, 8-C), 52.1 (CH, 7-C), 52.3 (CHs, OMe),
55.3 (CH2, 4-C), 57.8 (CH, 1-C), 66.8 (CH2, Bn), 70.3 (CH, 3-C), 80.3 (C, C-Mes), 128.0 (CH,
Ph), 128.1 (2 x CH), 128.5 (2 x CHPh), 136.9 (C, Ph), 155.6 (C, NCO,), 156.3 (C, NCO3), 170.0
(C, CO,), 172.4 (C, CO,). Anal. Calcd para CaH3iN3Os: C, 56.76; H, 6.71; N, 9.03.
Encontrado: C, 56.46; H, 7.04; N, 9.29.
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CONCLUSIONES

Se ha sintetizado y purificado un derivado protegido del acido L-2,3-Diaminopropidnico
(Dap) a partir de L-serina comercial. El proceso ha implicado 5 pasos de reaccién en los
que se han trabajado reacciones de proteccion y desproteccion de grupos funcionales
comunes en el campo de los péptidos. Se ha conseguido sintetizar un producto de alto

valor anadido a partir de un sustrato de bajo coste.

Se ha preparado un dipéptido, componente de péptidos antimicrobianos, acoplando
el residuo catiénico de Dap con el aminoacido hidrofébico 4-trans-hidroxiprolina,

haciendo uso de reacciones estandar para el acoplamiento peptidico.

Se ha confirmado la estructura de los compuestos obtenidos mediante técnicas
espectroscdpicas como la Resonancia Magnética Nuclear (*H, 13C, COSY y HSQC) e IR,
asi como analisis elemental. También se han determinado su actividad éptica vy, si se

trata de un sélido cristalino, su punto de fusion.

Se han preparado muestras del péptido puro para posteriores estudios estructura-

actividad antimicrobiana y citotdxica.
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Analisis elemental
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Analisis elemental
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PRODUCTO 5
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Seccion de farmacia; ULL

HSQC

Ph OMe

3xCMe,
Ma-5-HSQC.esp H,-Bn

-Boc
-CBz

H

=
-

10

20

3xCMe,

1-CH, _| 40

50
OMe
2-CH} ¢

60

CH,Bn +

70
C-Me,
90
100
110

120

Ph

& 130
C-Ph ] 140

150
Cco

CO 3
160

] 170
CO,Me

180
190

200

8 7 6 5 4 3 2 1
F2 Chemical Shift (ppm)

38

F1 Chemical Shift (ppm)



TFG; Mairys Morin
Seccién de farmacia; ULL

Analisis elemental
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ON
/KOO o o

O

A

—

RMN !H

Ma-8 a 70 grados.001.001.1r.esp

3x CMe,

x @
a =
% o
[ /
& 5
6N S /'r ®
8 r S .
@ T a-cH /
Eys [&] A~ /
=
a7 18 21 20 s
[ . 2 . . ,
B.‘O 7‘5 ) 7‘0 ) 6.‘5 ) 5.‘0 ) 5‘5 ) 5.‘0 " 4.‘5 ) 4‘0 ) ‘ )
Chemical Shift (ppm)

T
8.5



TFG; Mairys Morin
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Seccion de farmacia; ULL
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Seccién de farmacia; ULL

Analisis elemental
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