Grado en Farmacia, Universidad

SINTESIS DE DIPEP"
INTERES FARMACO!

de La Laguna

'IDOS DE
LOGICOY

AGROBIOLOGI

CO

Gema Ramoén Garcia

Tutoras: Susana Abdala Kuri y
Mesa.

Dacil Hernandez

Departamento de Medicina
Fisica y Farmacologia
Universidad de La Laguna

P




Gema Ramén Garcia
FACULTAD DE FARMACIA, ULL

Indice

RESUIMEBIN ...ttt e e e e s s bbb et e e e e e e e et bbb r e e e e e e e s s annnnees 2
ADFEVIALUIAS ...ttt e et ettt e e et e e et e e et e e e beeeenreeeennneeesnneeeannes 4
g0 [FTood o ] PSSR 5
ODJEEIVOS ..ttt ettt ekttt 8
RESUIAAOS Y DISCUSION. .....eiiieiieiieie ettt ettt sre e e 9
Materiales Y IMELOUOS. ......c..eirieiie ettt 21
(000 0 0d 11 [0 311 R STR 29
BIDHOGIATIA . . ..vieeie e 30
N 1) (0 1 TP P PP PUPPPR PP 32



Gema Ramén Garcia
FACULTAD DE FARMACIA, ULL

Agradecimientos:

A mis tutoras Susan Abdala y Décil Herndndez por la excelente ayuda que he
recibido y a la supervisora del grupo de farmacos del CSIC Alicia Boto por el
incondicional apoyo prestado.



Gema Ramén Garcia
FACULTAD DE FARMACIA, ULL

Resumen

Los dipéptidos naturales derivados de la L-treonina poseen unas interesantes
actividades farmacoldgicas, tales como inhibidores del transporte de amino&cidos (con
posible utilidad como antimicrobianos y/o citotdxicos), o inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA), con propiedades antihipertensivas, entre otras. Por
otra parte, un derivado de estos productos naturales, que se diferencia de ellos porque los
grupos amino y carboxilo estan protegidos, también presenta una interesante actividad
antimicrobiana frente a fitopatdgenos.

Dado que en la literatura no se han encontrado estudios detallados de relacion
estructura-actividad para estos dipéptidos derivados de la L-treonina, nos propusimos
preparar dipéptidos derivados de aminoacidos naturales, asi como derivados modificados,

para hacer en un futuro préximo estudios de estructura-actividad antimicrobiana.

Se presentaran los resultados experimentales obtenidos del proceso de sintesis de
los dipéptidos, la purificacion y caracterizacion de los mismos usando varias técnicas
cromatograficas y espectroscopicas, respectivamente, y la preparacion de una quimioteca

de dichos dipéptidos y los intermedios sintéticos para futuro cribado bioldgico.
Abstract

Natural dipeptides derived from L-threonine possess interesting pharmacological
properties; thus, some displayed potent activities such as inhibitors of amino acid
transport (with potential applications as antimicrobial and/or cytotoxic agents), or ACE
inhibitors, with antihypertensive properties, among others. On the other hand, a derivative
of these natural products, which differed in the protection of the amino and carboxyl
groups, also displayed a promising antimicrobial activity against phytopathogens.

Since no detailed studies of structure-activity relationships were found in the
literature for these threonine-derived dipeptides, we set out to prepare di-peptides derived
from natural amino acids, as well as modified derivatives, to carry out SAR studies (eg

structure- antimicrobial activity) in the next future.

The report will describe the synthesis of the dipeptides, and their purification and
characterization, using different chromatographic and spectroscopic techniques,
respectively. The preparation of a library of the dipeptides and their synthetic precursors

for future biological screening will be commented as well.
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Abreviatura

AcOEt
Ar

Bn
br-s

Cbz

dd
DIPEA
DMF

DCM

EAAT

Hyp

IECA

Hz

Abreviaturas

Significado
Acetato de etilo

Aromatico

Bencilo

Singulete ancha
Benciloxicarbonil
Doblete

Doble doblete
N,N-diisopropiletilamina
Dimetilformamida

Diclorometano

Transportador excitatorio

de aminoacidos

4-trans-hidroxiprolina

Inhibidor de la enzima
convertidora de

angiotensina
Hertzios

Constante de

acoplamiento

Abreviatura
m

Min

Me

MeOH

Mg

mmol

MHz

p.f.

Ppm

RMN

RMN *H

RMN 3C

t.a.

TBS

Significado
Multiplete

Minutos

Metilo

Metanol
Miligramo
Milimol
Megahertzios
Punto de fusion

Partes por millon

Resonancia magnetica
nuclear
Resonancia magnetica

nuclear de proton

Resonancia magnetica

nuclear de carbono

Singulete

Temperatura ambiente

Tert-butildimetilsilano
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Introduccidén

En la naturaleza, los péptidos juegan un papel clave en numerosos procesos
fisiologicos.! Al igual que las proteinas, se consideran biopolimeros constituidos por la
unién de aminoéacidos. Sin embargo, los péptidos tienen un tamafio menor al de las

proteinas, de dos a unos cien aminoacidos.

Entre los componentes habituales de los péptidos se encuentra el aminoacido
proteinogénico treonina 1 (Thr, Figura 1). Este aminoacido, y su andlogo serina 2, no sélo
forman parte de o-péptidos bioactivos como el sider6foro y factor de virulencia
pyoverdina Pa 3,2 sino que también sirven como precursores de oxazoles y

dihidrooxazoles, como ocurre en el potente antimicrobiano plantazolicina 4.4

NH,
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Plantazolicina (4)

Figura 1. Treonina, serina y péptidos derivados.

NH

Los péptidos mas sencillos son los dipéptidos, constituidos por s6lo dos aminoacidos.
La treonina se encuentra en dipéptidos, como la treonil-treonina (5, Figura 2), con
importante actividad farmacoldgica al actuar como inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA).> Su presencia en numerosos alimentos ha despertado el interés

por el uso de éstos como nutracéuticos, con potenciales propiedades antihipertensivas.®
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Por otra parte, el dipéptido treonil-glutamico 6 (Figura 2) es un potente inhibidor del
transportador excitatorio de aminoéacidos en humanos EAAT 3.7 Es interesante
comprobar que el compuesto 7, hibrido de los dos productos anteriores, es un inhibidor
de los transportadores de aminoacidos humanos EAAT 1, 2, y 3, que afectan por ejemplo
al transporte de los &cidos aspartico y glutdmico.®

Finalmente, la treonil-prolina 8 (X = H) ha resultado efectiva para combatir
enfermedades infecciosas.® Destaca su capacidad de inactivar o de reducir la produccion
de la toxina de Clostridium difficile, que la OMS considera como uno de los patdgenos
multirresistentes mas peligrosos.’® Para el dipéptido 8 también se ha descrito actividad
antihipertensiva (inhibidor ECA).!* Por su parte, un analogo natural del compuesto 9 ha
mostrado propiedades antibidticas.'? Los compuestos 5, 6, 8 y 9 se encuentran a menudo
en la naturaleza, bien como tales 0 como componentes de péptidos, en hidrolizados de
alimentos, etc.® EI compuesto 10, por su parte, es un derivado sintético del dipéptido
natural 8, y muestra también una prometedora actividad antimicrobiana contra

fitopatogenos.*3

T iy LK,

H 8X=H 10
OH 9 X = OH

7

Figura 2. Dipéptidos con treonina.

Este trabajo se ha llevado a cabo junto con el grupo de Sintesis de Farmacos y
Compuestos Bioactivos (SFCB) del Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia del
CSIC (IPNA-CSIC). El grupo tiene desarrollada una linea de investigacion sobre péptidos
bioactivos, que ha permitido descubrir péptidos con una potente actividad y baja toxicidad

contra patégenos humanos v fitopatogenos.4

Dado que varios dipéptidos naturales derivados de la L-treonina poseian unas
interesantes actividades farmacoldgicas, tales como inhibidores del transporte de
aminoécidos (con posible utilidad como antimicrobianos®® y/o citotdxicos),'® y que el
derivado protegido 10 también presentaba actividad contra fitopatégenos, nos planteamos

hacer estudios de estructura-actividad antimicrobiana.
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En la literatura no se han encontrado estudios detallados de relacion estructura-
actividad para estos dipéptidos derivados de la L-treonina, por lo que nos propusimos
preparar una coleccién de dipéptidos, para hacer en un futuro préximo estudios de

estructura-actividad antimicrobiana.

En los Objetivos y Discusion se comenta la sintesis de dipéptidos que contengan
treonina,!’ para la futura determinacion de su actividad bioldgica como antimicrobianos

y fitosanitarios.
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Objetivos

Los objetivos propuestos para esta memoria de Trabajo de Fin de Grado son los

siguientes:

1. Preparar derivados protegidos de dipéptidos bioactivos naturales que contengan
L-treonina, utilizando procedimientos establecidos para el acoplamiento peptidico. La
sintesis de estos sustratos implicara el manejo de técnicas usuales en sintesis organica,
como el seguimiento de las reacciones via cromatografia en capa fina, neutralizaciones,
la extraccion de compuestos organicos, filtracion, eliminacion de disolventes via

evaporacién en rotavapor, etc.

2. Purificar los dipéptidos obtenidos utilizando técnicas cromatograficas

(cromatografia en columna y rotatoria).

3. Confirmar la estructura de los compuestos obtenidos via Resonancia Magnética
Nuclear y llevar a cabo su caracterizacion determinando otras caracteristicas de los
mismos como son su espectro de infrarrojo, actividad optica o incluso su punto de fusion,

si se trata de solido cristalino.

4. Preparar muestras de los péptidos puros para futuros estudios de estructura-

actividad biologica, especialmente de actividad antimicrobiana.
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Resultados y Discusion.

Baséndonos en las interesantes propiedades publicadas sobre los dipéptidos, en este
trabajo se han podido preparar tres derivados protegidos de dipéptidos naturales que
contienen L-treonina, los péptidos 11, 12 y 13 (Figura 3). Ademas, estos dipéptidos
poseen unidades de L-treonina, L-aspartico y L-hidroxiprolina, respectivamente.

OH OTBS OTBS OTBS .~‘OH
OH Cbz\ Cbz. N
0 H

0 O CO,Me
SCoLH 2

L-Treonina 12 13

Péptidos de Treonina

Figura 3

Para la preparacion de estos dipéptidos se utilizo la secuencia sintética mostrada en el
Esquema 1. Dado que la L-treonina tiene varios grupos reactivos, conviene protegerlos
antes de su acoplamiento con otros amino&cidos. Por ello, el primer paso de la sintesis
consistio en la proteccion del grupo hidroxilo de la cadena lateral de la Cbz-Thr-OH
comercial, por tratamiento con cloruro de terc-butildimetilsilano (TBS) en presencia de

imidazol. De esta forma se obtuvo el intermedio 14, eslabon comun en los tres dipéeptidos.

Los otros tres derivados de aminoacidos necesarios para nuestra sintesis, el metil-éster
de treonina 15, el dimetil-aspartato 16 y la hidroxiprolina 17, se prepararon por metilacion
de los acidos carboxilicos comerciales con SO.Cl en MeOH. En los tres casos se aislaron
los ésteres correspondientes con rendimiento superior al 95%, y se utilizaron en las

posteriores reacciones de acoplamiento sin necesidad de purificacion.
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OH
j:m/ TBS-CI, Imidazol
Cbz. OH
N
H

(0]

Cbz-Thr-OH

H\)kOH

SCOo,H

Esquema 1. a) TBSCI, imidazol, DMF seca, 0 °C, 16 h. b) HBTU, CH.Cl,, DIPEA, t.a., 2 h.
c) LiOH, MeOH/H,0 9:1, 16 h.

Una vez preparados los derivados de aminoécidos 14-17 se procedio a unirlos para
obtener los péptidos de interés. En el caso del péptido 11, la reaccion se llevé a cabo
utilizando HBTU como reactivo de acoplamiento (Esquema 2). Asi, los aminoacidos 14
y 15 se disolvieron en CH2Cl, y la mezcla se enfrio a 0 °C para afiadir el HBTU y
posteriormente, gota a gota, la diisopropiletilamina. Tras dos horas y los correspondientes
procesos de extraccion y purificacion, se consiguio aislar el dipéptido de treonina 11 con

un rendimiento del 76%.

OTBS OH E 1,0TBS
i H O ‘
+ OM a , Cbz. 3 N_5 :
Cbz\Nj:H/OH HzNj;]/ e — sziﬂ/ ) o~ :
o0 o) 8 |

o

14 15 1"

Esquema 2. a) HBTU, CHCl,, DIPEA, t.a., 2 h.

El mismo proceso se utilizd para acoplar 14 y 16, aislandose, tras purificacion en
columna de gel de silice, el compuesto 18 como Unico producto de reaccién y con un
rendimiento del 58% (Esquema 3). La desproteccion de los ésteres metilicos se llevo a
cabo por tratamiento con LiOH en MeOH, para acceder finalmente al dipéptido Cbz-Thr-

Asp-OH 12, con un rendimiento cuantitativo.

10
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oTBS
Cbz\”j:y(OH OTBS 4 : LOTBS !
H : :
a : H :
o . N N\.)kOMe b .Cbz\?\lj;ft(rxj 2
H pt
H

! 31 COH
14 \jl (0] -\CO Me i fe} 1‘:\ 1
HaN 2 ' COH |
2 Y OMe 18 b
: 12
~co,Me
16

Esquema 3. a) HBTU, CHCl,, DIPEA, t.a., 2 h. b) LiOH, MeOH:H,0 9:1.

Finalmente se acopl6 el derivado de treonina 14 con metilhidroxiprolina 17 para
obtener el péptido 13, en condiciones y rendimientos similares a los obtenidos en los dos
casos anteriores (Esquema 4).

o |

OTBS O : L,OTBS S :

a ; 4 |

Cbz \/[”/OH * HN/? — Cbz\%'\‘?z l
\N i H 7 5 1 '

H o CO,Me ! O COxMe .

14 17 ! 13 i

Esquema 4. a) HBTU, CHCl,, DIPEA, t.a., 2 h.

La estructura de los tres dipéptidos sintetizados se comprobo utilizando principalmente
técnicas de *H-RMN y *C-RMN asi como experimentos 2D (COSY y HSQC). Ademas,
se hicieron analisis elementales y espectros de infrarrojo (IR), y se determing la actividad

optica ap Yy el punto de fusion para los productos solidos.

A continuacion, se presenta, a modo de ejemplo, el anlisis elemental y los espectros
de 'H-RMN, 'C-RMN, COSY, HSQC, e IR del dimetil-éster del N-[N-

benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-aspartico (18).

11
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IH-RMN (18)
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Sefial tH-RMN (ppm)

0.15 (6H, s, 2 x
Me-Si)

0.92 (9H, s, 3 x
Me, Si-CMe3)

1.16 (3H, d, J =
6.3 Hz, 1-Me)

2.80 (1H, dd, J =
4.6, 17.2 Hz, 1’-
Ha)

3.02 (1H, dd, J =
4.7, 17.0 Hz, 1’
Hb)

3.68 (3H, s,
OMe)
3.75 (3H, s,
OMe),
4.22 (1H, dd, J =
3.0, 6.1 Hz, 5-H)

4.37 (1H, m, 17’-
H)

4.91 (1H, m, 2-H)

Comentario

Se trata de un singlete que integra por 6H; su desplazamiento quimico
(8) indica que se trata de protones alifaticos, por lo que se deduce que
son los dos metilos unidos al silicio del grupo OTBS.

Singlete que integra por 9H alifaticos, por lo que se corresponde con los
tres metilos del terc-butilo del grupo OTBS.

Sefial que integra por 3H alifaticos, correspondientes al metilo en
posicion 1°°. Su multiplicidad (d) y su constante de acoplamiento
sugieren que se trata de un grupo Me unido a un CH

Sefial que integra por un 1H alifatico. Su multiplicidad (dd) indica que
se acopla con sélo dos protones. Como su desplazamiento quimico no se
corresponde con el de los protones CHN (mas desapantallados), debe
tratarse de uno de los H en posicion beta del aspartato, que se acopla con
el proton geminal (o sea, el que también va unido a su carbono) y con el
CHN. Posteriormente veremos que el experimento COSY confirma estas
asignaciones.

Sefial que integra por un 1H alifatico. Su multiplicidad (dd),
desplazamiento quimico y constante de acoplamiento geminal (17.0 Hz)
sugieren que es el segundo de los H en posicion beta del aspartato (se
aplica también el razonamiento para la sefial a 6 2.80).

Singlete que integra por 3H. Su desplazamiento quimico sugiere que su
carbono esta unido a un heteroatomo (grupo CHzX). Se corresponde con
el metilo del metiléster en posicion 1".

Singlete que integra por 3H. Se corresponde con el metilo del metiléster
en posicion 1.

Doble doblete que integra por un H. Corresponde al H en posicion 5,
desapantallado a causa de los grupos N-R y C=0 adyacentes. Luego
veremos que el experimento COSY confirma estas asignaciones

Multiplete que integra por 1H; su desplazamiento quimico sugiere que
su carbono esta unido a un heterodtomo (grupo CHX). Su multiplicidad
sugiere que hay mas de tres protones adyacentes. Esto se corresponderia
conel 1”°-H, adyacente a un CHs y a un CHN (asi como a un OTBS). El
HSQC confirma esta asignacion, ya que la sefial de proton a 6 4.37 esta
acoplada a la sefial del carbono-1"" a & 68.3

Multiplete que integra por 1H. Su desplazamiento quimico sugiere que
su carbono esta unido a un heterodtomo (grupo CHX). Luego veremos
que el experimento COSY confirma su asignacién como el 2-H.

13
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511 (1H, d, J =
12.3 Hz, Ph-
CH:0)

517 (1H, d, J =
12.3 Hz,
PhCH,0)

580 (1H, d, J =
6.0 Hz, NH-
COBnN)

7.31-7.38 (5H, m,
Ph)

7.66 (1H, d, J =
7.9 Hz, NH-CO)

Doblete que integra por 1H. Su constante de acoplamiento (J = 12.3 Hz),
similar a la del doblete a & 5.17, corresponden a un sistema AB.
Considerando también su desplazamiento quimico, corresponderia a uno
de los protones del grupo CH2 del Cbz.

Doblete que integra por 1H. Su constante de acoplamiento (J = 12.3 Hz),
similar a la del doblete a & 5.11, corresponden a un sistema AB.
Corresponderia al segundo de los protones del grupo CH: del Cbz.

Doblete que integra por 1H. Como se vera posteriormente en el HSQC,
no va unido a ningln carbono, lo que sugiere un NH. En el experimento
COSY se observa correlacion entre esta sefial y la del 5-H a & 4.22, por
lo que se asignd al 6-H.

Multiplete que integra por 5H. Por su desplazamiento quimico, se
corresponden a los protones del fenilo.

Doblete que integra por 1H. Como se vera posteriormente en el HSQC,
no va unido a ningn carbono, lo que sugiere un NH. En el experimento
COSY se observa correlacion entre esta sefial y la del 2-H a & 4.91, por
lo que se asignd al 3-H.

14
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13C-RMN (18)
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6
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Sefal (ppm)

-5.1 (Me-Si) y -4.8 (Me-Si)

17.9 (Me, 1°-Me, + C, Si-C)

25.7 (3 x CH3, Me3CSi)

36.2 (CH2, 1’-C)

48.4 (CH, 2-C)

52.0 (CH3, Me-O)
52.7 (CH3, Me-O)
59.4 (CH, 5-C)

67.0 (CH2, OCH2Ph)

68.3 (CH, 1”’-CH)

128.0 (2 x CH, Ph)
128.2 (CH, Ph)

128.5 (2 x CH, Ph)
136.2 (C, Ph)

156.2 (C, COCH2Bn)

169.4 (CO, CON)

170.7 (CO, CO2Me)

170.9 (C, CO2Me)

Comentario

Carbonos muy apantallados,
corresponden a los metilos unidos al Si del
grupo OTBS.

Sefial para el metilo de Thr y para el
carbono cuaternario del grupo OTBS.

Carbonos del grupo terc-butilo del OTBS.

Carbono beta del aspartato, adyacente al
grupo CO2Me que lo desapantalla.

CH en posicién-a, desapantallado por los
grupos carbonilo y amina adyacentes.

Carbono unido a O, metiléster.
Carbono unido a O, metiléster.

CH en posicién-a, desapantallado por los
grupos carbonilo y amina adyacentes.

Carbono desapantallado por estar unido a
un O y a un grupo fenilo (grupo Cbz).

Carbono desapantallado por la unién al
oxigeno del grupo OTBS.

Carbonos aromaticos.
Carbono aromatico.
Carbonos aromaticos.
Carbono aromatico.

Carbono cuaternario correspondiente al
carbonilo del carbamato (Cbz).

Carbono cuaternario correspondiente a
uno de los carbonilos (grupo amido)

Carbono cuaternario correspondiente a
uno de los carbonilos (metil éster).

Carbono muy desapantallado, se trata del
carbonilo (metil éster).

16
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La diagonal la constituyen las sefiales de cada uno de los protones o grupos de protones consigo
mismos, mientras que las sefiales que aparecen fuera de la misma muestran relaciones entre protones
contiguos. Asi, el 5-H presenta una correlacion con el NH unido al grupo COBnN. De la misma forma,
el 1”"-CHjs de la Thr tiene sefial consigo mismo y con el 1”"-H adyacente.
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HSQC (18)
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IR (18)
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El espectro de IR nos permite confirmar la presencia de determinados grupos
funcionales que caracterizan a la molécula. En este caso, se confirma la presencia de
los grupos amina en 3409 y 3336cm™ y la de dos carbonilos en 1733 y 1676cm™.
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Andlisis elemental (18):

ELEMENTO TEORICO (%) EXPERIMENTAL (%)
CARBONO 56.45 56.60
HIDROGENO 7.50 7.665
NITROGENO 5.49 5.485

Carbono %

g 60000
25,00
Hidrégeno % 3
7.665
Nitrogeno % .
5.485 ¥

Los resultados de este andlisis son favorables; no se supera el limite de 0.4% de diferencia
entre los valores tedrico y experimental.
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Materiales y Métodos.

1. Técnicas experimentales generales:

e Resonancia Magnética Nuclear (RMN): los experimentos de H y °C se
realizaron en un espectrometro Bruker, modelo Avance 11 500, a 500 MHz y 125.7
MHz, respectivamente. Se emplearon cloroformo o metanol deuterados como
disolvente. Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en partes por
millon (ppm), en relacion al disolvente empleado como referencia interna, y las

constantes de acoplamiento (J), en Hertzios (Hz).
e Andlisis elemental: se hicieron en un analizador Fisons modelo EA 1108 CHNS.

e IR: los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrometro Perkin-Elmer
modelo 681/FTIR, en células de 0.2 mm, disolviendo el producto en cloroformo
seco sobre gel de silice Merck con indicador de humedad. La espectrometria de
infrarrojo (IR) permitié también comprobar para cada uno de los productos la

presencia de grupos funcionales caracteristicos.

e Actividad Optica: se determiné con un polarimetro Perkin-Elmer modelo 241
Plus. Las medidas se tomaron usando la linea D de emision de la lampara de sodio
a una temperatura de 25 °C. Se empled cloroformo o metanol como disolvente, la
longitud de la célula empleada es de 1 dm y la concentracion esta dada en g/100
mL de disolucion. La rotacion especifica es una propiedad de compuestos
quirales, consistente en que las moléculas, por su conformacion, son capaces de
cambiar el angulo en el que un haz de luz monocromatico pasa a través de una
muestra acuosa de las mismas. Si el angulo gira en sentido de las agujas del reloj,
la sustancia sera dextrogira y sus valores de ap Serdn positivos, por el contrario, si
gira en sentido contrario a las agujas del reloj, sera levdgira y los valores seran

negativos.

e Punto de fusion: se utilizé un equipo Bibby-Stuart modelo SMP10, utilizando

capilares de 100 mm de longitud y 1.3 mm de didmetro interno.
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2. Técnicas cromatoqgraficas:

e Cromatografia en columna. Los crudos de reaccidén se purificaron con esta
técnica, utilizando gel de silice Merck 60 (0.063-0.2 mm), con los gradientes de

polaridad adecuados para cada caso (Figuras 3y 4).

T3 Embudo

~ Fase mavil (eluyente)

Arena para Mezcla a separar
evitarquela silice

silice pase

por la llave tc;. Uave

Fracciones recolectadas

Figura 3. Esquema de una
cromatografia en columna

Figura 4. Ejemplo de
cromatografia en columna

e Cromatografia en capa fina. La evolucién de las reacciones y cromatografias se
monitorizo utilizando placas de gel de silice Merck (60 F2ss de 0.25 mm de
espesor) (Figuras 5y 6). Los eluyentes empleados se especifican en cada caso.
El revelado de las mismas se realizé por exposicion a luz ultravioleta de 254 nm
o0 pulverizacién con una disolucion de permanganato potasico (por cada litro de
agua, 10g KMnOQg4, 66.7g K2CO3 y 0.85g NaOH) y posterior calentamiento.

i

T cubeta de vidric
(cubeta cromatografica)

I arfa con
Igada de

e = = M<--}--- puntos de aplicacion
‘ ' de las muestras

— fase movil (disolventa)

Figura 5. Esquema de la tecnica de Figura 6. Ejemplo del seguimiento de una
cromatografia en capa fina reaccion por cromatografia en capa fina

e Cromatografia rotatoria en cromatotron. Se trata de un aparato que utiliza un

sistema de placas circulares en los que la mezcla a resolver se separa por un
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proceso de cromatografia centrifuga. Se utilizd una placa circular de 2 mm de
grosor de gel de silice Merck (60PF2s4) con yeso (Figura 7)

Figura 7. Cromatotrén
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3. Procedimientos sintéticos y caracterizacion:

3.a. Proteccion de los aminoacidos.

N — Benciloxicarbonil — O - (tert - butildimetilsilil) L - treonina (14).

OH 1, 0TBS
Cbz.. OH Cbz 31 OH
N N™2
H H

@) @)

Cbz-Thr-OH 14

A una disolucion de Cbz-Thr-OH comercial (6.0 g, 23.69 mmol) en DMF seca (80
mL), a 0°C y bajo atmdsfera de nitrégeno, se le afiadi6 imidazol (4.83 g, 71.07 mmol) y
TBSCI (4.64 g, 35.53 mmol) y la disolucidn resultante se agité a 25 °C durante toda la
noche. La mezcla se vertio entonces en agua y se extrajo con AcOEt. EI combinado de
extractos organicos se lavo con una disolucion acuosa de NaCl saturada, se seco sobre
Na>SO. anhidro y se concentro a vacio. El residuo obtenido se purificd por cromatografia
en columna de gel de silice (hexano-AcOEt, 70:30) obteniéndose el derivado de

aminodacido 4 como solido cristalino (8.46 g, 23.04mmol, 97.26%).

— N — Benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)-L-treonina (14). Sélido
cristalino. Cristalizé de AcOEt-hexano. [a]p: +11 (¢ =0.36); IR (CHCIs3) 3469, 1725,
1676 cm™; RMN *H (500MHz, MeOH, 26°C): 84 0.09 (3H, s, Me-Si), 0.11 (3H, s,
Me-Si), 0.88 (9H, s, Si-CMes), 1.22 (3H, d, J=6.3 H, 1’-Me), 4.34 (1H, dd, J = 2.4,
8.4 Hz, 2-H), 4.49 (1H, m, 1°’-H), 5.15 (2H, s, CH>-Ph), 5.53 (1H, d, J = 8.2 Hz, NH),
7.34-7.39 (5H, m, Ph), RMN *3C (125 MHz, CDCls, 26°C), &c: 5.2 (CHs, Me-Si),
—4.6 (CHs, Me-Si), 17.8 (C, C-Me3z), 19.7 (CH3, 1’-Me), 25.6 (3 x CHa, Si-CMes3),
59.3 (CH, 2-C), 67.3 (CH2, CH2-Ph), 68.5 (CH, 1’-C), 128.1 (2 x CH, Ph), 128.3 (CH,
Ph), 128.6 (2 x CH, Ph), 136.0 (C, Ph), 156.5 (C, COBn), 174.1 (C, CO2H). Anélisis
elemental para C1sHsgN3O15Si (873.37): calc. C 58.83, H 7.95, N 3.81; encontrado C
58.85, H 8.01, N 4.18.
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L-Treonina metil éster (15), Dimetil L-aspartato (16), y 4-trans-L-Hidroxiprolina
metil éster (17).

OH 0 HO,
H,oN ]
OMe 2 \;)J\OMe D\
H2N = N C02Me

0] _\COZMe H
15 16 17
El aminoacido comercial se disolvié en MeOH seco y se enfrid a 0°C para afiadir, bajo
atmdsfera de nitrdgeno y gota a gota SOCI> (2 equivalentes). La mezcla de reaccion se
mantuvo con agitacion toda la noche. Entonces se llevé a sequedad en el rotavapor para
obtener el producto metilado crudo (>95%), que se utiliza en el proceso de acoplamiento
peptidico sin purificacion previa.

3.b. Reacciones de Acoplamiento Peptidico.

Meétodo General. A una disolucion del derivado de treonina 14 (1 mmol) y la amina
a acoplar (1 mmol) en CH2Cl; a 0 °C, se afiadio HBTU (1.1 equivalentes) y DIPEA (3
equivalentes), y la mezcla se agito a temperatura ambiente durante 2 h. Entonces se lavo
tres veces con disolucion saturada de NaHCOs y otras tres con HCI diluido al 5%. El
extracto organico se seco sobre Na>SOs anhidro, se filtro y se concentré a vacio. El
residuo se purifico por cromatografia en columna utilizando mezclas de hexano/acetato

de etilo.

Obtencion del producto 11.

N-[N-benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-

treonina metil ester (11).

oTBS OH : y
+ oM | Cbz.8 4
CbZ\'\I(OH HZN\/[”/ e J—— : szf
H o o |

____________________________

14 15 1
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El dipéptido 11 se preparé a partir el Método General, partiendo de 14 (0.776 g, 2.11
mmol) y el metil éster 15 (0.36 g, 2.11 mmol). Tras cromatografia en columna de gel de
silice (hexano-AcOEt 1:1) se aislé el compuesto 11 como un sélido cristalino (0.67 g,
1.39 mmol, 76%).

N-[N-benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-treonina metil éster
(11). IR 3407, 3341, 1721, 1676, cm; ap: +11.16 (c = 0.43); RMN 'H (500MHz,
CDClz, 26°C): 8n: 0.16 (3H, s, Me-Si), 0.19 (3H, s, Me-Si), 0.93 (9H, s, Si-CMe3),
1.17 (3H, d, J= 6.6 Hz, 1’-Me), 1.21 (3H, d, J = 6.6 Hz, 1>-Me), 1.93 (1H, br s, OH),
3.77 (3H, s, OMe), 4.30 (1H, m, 5-H), 4.35-4.38 (2H, m, 1’-H y 1"’H), 4.58 (1H, dd,
J=1.9, 8.8 Hz, 2-H), 5.11 (1H, d, J = 12.3 Hz, Ph-CH:0), 5.15 (1H, d, J = 12.0 Hz,
Ph-CH0), 5.87 (1H, d, J = 5.7 Hz, NH, 6-H), 7.31-7.38 (5H, m, Ph), 7.57 (1H, d, J
= 8.5 Hz, NH, 3-H); RMN 3C (125 MHz, CDCls, 26°C), 8¢: —5.1 (CHs, Me-Si), —4.8
(CHs, Me-Si), 17.4 (C, C-Si), 17.9 (CH3s, 1’-Me), 19.9 (CHgs, 1°’-Me), 25.7 (3 x CHs,
MesCSi), 52.4 (CHs, OMe), 57.3 (2-CH), 59.1 (5-CH), 67.0 (CH2, OCH2Ph), 67.6
(CH, 1’-C), 68.4 (CH, 17-C), 128.0 (2 x CH, Ph), 128.16 (CH, Ph), 128.5 (2 x CH,
Ph), 136.2 (C, Ph), 156.1 (C, COCH:Ph), 170.0 (C, COzMe), 171.0 (C, CO-N).
Analisis elemental para CssH7sN4O15Si> (482.24): calc. C 58.28, H 7.74, N 5.66;
encontrado C 58.05, H 7.62, N 5.55.

Obtencion del producto 12.

N-[N-benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-
aspartato de dimetilo (18) y acido N-[N-benciloxicarbonil — O

- (terc-butildimetilsilil)treonil]-L- aspartico (12).

OTBS
Cbz. OH OTBS L
X T
N . Cbz\H N\)kOMe Cbz‘?\l . 4 N_2

. - OH
14 0 o = : H i 3 : 1
CO,Me ' 1"
H-N 2 ' CO-H '
2 \:)kOMe 18 R R EEEEEEEEC LR
= 12
“co,Me
16

El dipéptido 18 se prepar0 a partir del Método General, partiendo de 14 (0.93 g, 2.53
mmol) y el metil éster 16 (0.85 g, 2.53 mmol). Tras cromatografia en columna de gel de
silice (hexano-AcOEt, 70:30) se aislo el compuesto 18 (746 mg, 1.55 mmol, 58%).
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N-[N-benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-aspartato de dimetilo
(18). Aceite amarillo; IR 3409, 3336, 1733, 1676 cm™; [a]o +46 (c = 1.01); RMN H
(500 MHz, CDCls, 26 °C) 84 0.15 (6H, s, 2 x Me-Si), 0.92 (9H, s, Si-CMes), 1.16 (3H,
d, J=6.3 Hz, 1”>-Me), 2.80 (1H, dd, J = 4.6, 17.2 Hz, 1>-Ha), 3.02 (1H, dd, J = 4.7,
17.0 Hz, 1°-Hb), 3.68 (3H, s, OMe), 3.75 (3H, 5, OMe), 4.22 (1H, dd, J = 3.0, 6.1 Hz,
5-H), 4.37 (1H, m, 17>-H), 4.91 (1H, m, 2-H), 5.11 (1H, d, J = 12.3 Hz, Ph-CH.0), 5.17
(1H, d, J = 12.3 Hz, PhCH,0), 5.80 (1H, d, J = 6.0 Hz, NH-COBn), 7.31-7.38 (5H, m,
Ph), 7.66 (1H, d, J = 7.9 Hz, NH-CO). RMN 3C (125 MHz, CDCls, 26°C), 8¢: —5.2
(CH3, Me-Si), —4.8 (CHs, Me-Si), 17.9 (CHs, 1”’-Me, + C, Si-C), 25.7 (3 x CHs,
MesCSi), 36.2 (CH2, 1°-C), 48.4 (CH, 2-C), 52.0 (CH3, MeO), 52.7 (CHs, MeO), 59.4
(CH, 5-C), 67.0 (CHz, PhCH:0), 68.3 (CH, 1°-C), 128.0 (2 x CH, Ph), 128.2 (CH,
Ph), 128.5 (2 x CH, Ph), 136.2 (C, Ph), 156.2 (CO, CO2Bn), 169.4 (CO, CO2Me),
170.7 (CO, CO2Me), 170.9 (CO, CO-N). Analisis elemental para CosH3zgN20sSi
(510.24): calc. C 57.24, H 7.94, N 5.80; encontrado C 57.26, H 8.03, N 6.07.

A continuacién, se saponificaron los dos ésteres metilicos. Para ello se disolvié el
péptido 18 (100 mg, 0.17 mmol) en THF, se enfrié a 0°C, y se afiadio una disolucién de
LiIOH 1 Men THF (0.2 mL, 0.2 mmol). La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante
18 h. Se acidifico con HCI hasta aproximadamente pH 2 y se extrajo con acetato de etilo.
El extracto organico se secd sobre Na.SOs anhidro, se filtré y se concentrd a vacio,

obteniendo el péptido 12 como un acetite incoloro (0.08mg, 0.17 mmol, 100%).

Acido N-[N-benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil]-L-aspartico (12).
IR 3430, 1765, 1720 cm™1); ap: —6 (¢ = 0.21); RMN H (500 MHz, CDCls, 26°C), &1:
—0.03 (3H, s, Me-Si), —0.00 (3H, s, Me-Si), 0.79 (9H, s, 3 x Me, Si-CMes), 1.09 (3H,
d, J=6.3 Hz, 1”’-Me), 2.70 (1H, dd, J = 5.4, 17.0 Hz, 1°-Ha), 2.79 (1H, dd, J = 5.4,
17.0 Hz, 1°-Hb), 4.08 (1H, br d, J = 3.5 Hz, 5-H), 4.20 (1H, m, 1°’-H), 4.66 (1H,t, J =
5.4 Hz, 2-H), 5.02 (2H, s, CH2Ph), 7.20—7.29 (5H, m, Ph). RMN C (125 MHz, CDCls,
26°C), 8¢c: —4.7 (CHa, Me-Si), —4.3 (CHs, Me-Si), 19.0 (CHs, 17>-Me), 20.5 (C, C-Si),
26.5 (3 x Me, MesCSi), 37.2 (CHa, 1’-C), 50.1 (CH, 2-C), 61.8 (CH, 5-C), 68.1 (CH3,
Ph-CH.0), 70.4 (CH, 1°-C), 129.1 (2 x CH, Ph), 129.2 (CH, Ph), 129.7 (2 x CH, Ph),
138.1 (C, Ph), 158.6 (CO, COBn), 172.2 (CO, CON), 173.7 (CO, CO), 174.11 (CO,
COz). Analisis elemental para C22H34N20gSi (482.21): calc. C 56.45, H 7.50, N 5.49;
encontrado C 56.60, H 4.67, N 5.49.
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Obtencion del producto 13.

N-[N-Benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil)-
4—trans-hidroxiprolina metil éster (13).

oTBS OH | 1 OTBE S " :
CbZ\Nj:,(OH +  HN 2 . Cbz. ) 6 lgj 1 2 :
H o CO,Me 5 "0 CoMe |

14 17 | 13 :

El dipéptido 3 se prepar6 a partir del Método General, partiendo de 14 (1 g, 2.72
mmol) y el metil éster 17 (0.49 g, 3.38 mmol). Tras cromatografia en columna de gel de
silice (hexano-AcOEt, 1:1) se aislo el compuesto 13, (1.05 g, 2.12 mmol, 78%).

—N-[N-Benciloxicarbonil-O-(terc-butildimetilsilil)treonil)-4-trans-
hidroxiprolina metil éster (13). Solido cristalino blanco. Cristalizado de
hexano/acetato de etilo, p.f. 40-42 °C; IR 3427, 1744, 1711, 1647, cm™; op: -50 (c =
0.67); RMN *H (500MHz, CDCls, 26°C): 6+0.07 (3H, s, Me-Si), 0.08 (3H, s, Me-Si),
0.88 (9H, s, Si-CMes), 1.23 (3H, d, J = 6.3 Hz, 1’-Me), 2.00 (1H, ddd, J = 4.4, 9.0,
13.0 Hz, 2-Ha,), 2.33 (1H, m, 2-Hp), 2.72 (1H, br s, 3-OH), 3.72 (3H, s, OMe), 3.78
(1H, dd, J = 3.94, 11.5 Hz, 4-H.), 3.98 (1H, d, J = 11.3 Hz, 4-Hp), 4.02 (1H,t,J=6.3
Hz, 8-H), 4.32 (1H, dd, J = 6.6, 7.6 Hz, 7-H), 4.50 (1H, m, 3-H), 4.66 (1H,t,J=8.3
Hz, 1-H), 5.03 (1H, d, J = 12.3 Hz, Ph-CH.0), 5.09 (1H, d, J = 12.3 Hz, Ph-CH:0),
5.59 (1H, d, J = 7.9 Hz, NH), 7.28-7.36 (5H, m, Ph); RMN %3C (125 MHz, CDCls,
26°C), oc: —4.9 (CHs, Me-Si), —4.5 (CHs, Me-Si), 17.8 (CH3, 1’-Me), 20.2 (C, C-Si),
25.7 (3 x CH3 Me), 37.6 (CH3, 2-C), 52.2 (CH3, MeO), 55.9 (CH>, 4-C), 57.6 (CH, 7-
C), 58.6 (CH, 1-C), 67.0 (CH, 3-C), 69.7 (CH2, PhCH-0), 70.1 (CH, 8-C), 127.9 (2 x
CH, Ph), 128.1 (CH, Ph), 128.5 (2 x CH, Ph), 136.1 (C, Ph), 156.4 (C, CO2Bn), 169.6
(C, CON), 172.4 (C, CO>). Analisis elemental para C2sH3sN207Si (494.24): calc. C
54.75, H 7.10, N 5.80; encontrado C 54.55, H 7.48, N 5.84.
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Conclusiones

e Se han sintetizado tres dipéptidos derivados de la L-treonina utilizando
procedimientos estandar de acoplamiento peptidico.

e Durante la sintesis se manipularon otros aminoacidos naturales, como el acido
aspartico y la 4-trans-hidroxiprolina, utilizando procesos basicos de proteccion y
desproteccion de grupos funcionales de importancia en quimica de péptidos como
son el grupo amino (-NH>), el acido carboxilico (-CO2H) y el grupo hidroxilo (-
OH) de la cadena lateral de la treonina.

e Los péptidos se purificaron por cromatografia en columna de gel de silice o
cromatografia rotatoria, utilizando mezclas de hexanos/acetato de etilo en

proporcion variable.

e Los compuestos obtenidos se caracterizaron utilizando Resonancia Magnética
Nuclear de proton y carbono, asi como experimentos bidimensionales COSY y
HSQC. Ademaés, se determind su pureza via analisis elemental y otros parametros
caracteristicos como la actividad optica y el punto de fusion, en el caso de solidos

cristalinos.

e Finalmente se prepararon muestras de los peptidos puros para posteriores estudios

estructura-actividad antimicrobiana y citotoxica.
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