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I. INTRODUCCTION

Desde el siglo XIX ya se sabia que las proteinas y los
v€éptidos estan formados de aninocdcidos. Hacia 1904 Fischer-
descubrio que las proteinas son cedenas larras formadas de -
aninodcidos estableciendo de vaso probablemsnte el vrimer —-—
suente importante entre 1z bioslogia y la guimiea modernzs, -
fue tazmbién 61 mismo, quidén llevondo 2 cako cus cstudios zo-

bre las proteinas = princiniocs de este sizlo 1lesd a sinteti

N

ar un compuesto tipo peptidiecc; sin embargo, fue hasta el -

afio de 1953 cuando Au Vigneaud logrd realizar el aislamiento,

[
[=]

a determinzeidn de la estructura” y vor 1il%fimo,nero no nor—

ello menos imnartante, 1z sHintesis total en zolucidn {sinte—

s : . . 2 -
3is eldzica) de la oxitocina® aue tiene estructura de un no~-
napéptido edelico, dands un empuje sin vwrecedentes al desa—-

rrolle de la sintesis de véptidos.

Z] conocimiento de la sescuencia de los aminodcidos en —
una cadena veptidiea que sesea almin tipo de actividad biold
fica, vermite la construccidn de moléculas esiructuralmente-
andlogas, lo que por un lado vermite el estudio de la rela--—
cidn estructura-actividad y vor otro la optimizacidn de los-
orincivios bdsicos y procedimientos involucrados en la-sintg
3is de péptidos & comvuesios similares en ol laboratorio.

La improvisacidn de metodologias cuimicas durante la dg
cada de¢ los cincuenta amplid la sintesis de néptidos, vero -
el é€xito era aun limitado por la bhaja sclubilidad de los in-—
termediarios durante les reacciones de acovplamiento, por las
dificultades en lz nurificacidn de los wroductos, el nidmero-
grande de 2%avas que comwrende el solo aconlamiento de un a-

minodecido incormorade a una cadena neptidica y principalmente



la limitacidn en cuanto al tamafo

a esta problemdtica Merrifield
cido a una especie de sondrte que =demas
ouds a vertir de é€ste unir el siguiente
sivamente hasta tener la zadena deczeada

final consiste en desnrender toda la cadl

do; la ventzja fundamental es que la cac

nodcidos no se disuelve nunca durante t5
diencdo filtrarse, lavarse y hacerse reaccisner c2n m3c zZminoe
Ecidos gin gue sez necesario zislar y ourificar &1 Troducto
después de cada reaccidn quimica.

La sintesis de véptidos en fase sdlida ar

tar 1ls unidn de esfurzos de un grupo de invest

dos & la preparamcibn de wnéptidos, ofrece cier
bre los métodos en solucidn; las orincipales szon sue 135 ami-
nodcidos enlazados =zl soporte s8lido pueden ser separados &

168 reactivos solubles, nor filtracidn repetida, lavazdn del -
sovorte conservando el material durante el aislamniento y pu
ficacidn de los intermediarios sintéticos, los reactivos solu
bles se pueden usar en exceso parz forzar las reacciones a
ser comvletas y asi elevar los rendimientos, las etapas son -
simplificadas y aceleradas, todas las reacciones 30n realiza-
das en un s610 vaso de reaccidn 1o que ayuda a las transteren
cias repetidas de los intermediarios y 2limipar el material -
perdido, finalmente las extenciomes de la cadena tueden rea—-—

. . 4

lizarse en forma automatica . Pero €ste comno 10s otros mdto-
dos tiene limitaciones y desventajas entre las cuales se cuen
tan: la persistencia de imourezas insolnbles unidns al 30por—
te dque no oueden ser geparadas en los estados intermediarios—

¥ asi la pureza del producsto final depende de la eficiencia —
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de la desproteccidn y acoplamiento en las reacciones y de la-
augencia de reacciones colaterales S.

Tl principel orobleme en la sintesis de néptidos en tase
s61ida 10 constituye la ruptursz acidolitica del enlace tipo -
éster implicado en la unidn éel orimer aminodcido a 13 resina
de Yerrifield (clorometil resina 6), una de las mds empleadas
en la preparacién de véptidos, con la consecuente disminucidn
en el rendimiento. La busqueda de resinas con mayor resisten-
cia 2 la ruptura acidolitica durante les etapas de desprotec—
cién del gruvo alfa-amino, condujo a Merrifield y colaborads-

res a8l uss ée la resina fenilacetamids metilamino ( PAN-resi——
T

na) ', como una mejsr alternativa esvecialmente en el caso de

1a sfntesis de péptidos con un nimero grande de aminodcidos.-
Ya que los derivados de los Acidos Boc-amninoacil-4-{oximetil)
fenilacdticos § también denominados Boc-aminnacil-4-(oxitolil
} scéticos (Boc—aminoecil~OTA), no son comerciales, la jpreoa-
recidn é&eé la resina este sujeta a la obtencidn de estos deri-
vados aminoac{ilicos.

El vpresente trabajo contempla establecer la ruza sinté——
tica mis adecuada para la preparacidn de amlgunos dcidos Boc——
aminoacil-4-( 0xitolil) acéticos de aminodcidos naturales asi-
¢como optimizar las condiciones de reaccidn para obtener éstos
ééidos con pureza y rendimientos aceptables encontrando las -~
modificacioncs pronicias a la metodolozia.

Aungue la idea zlobal considera laz optimizacidén de Lla ™
ta sintética cabe mencionar que la presente tesis pretende —--=
hacer también un estudio vrelinar de una via nueva vara la ——
obtencidn de los Acidos Boc—aminoacil-0TA, prevarande el c--
aine para aque 2n trabajos futuros sea tomada &n cuenta al in-

bYeptar sintetizar fatosz devrivedns a un menor 233to.



II. PUNDAMENTACION DEL TEMA

Es indudable la importancia gque en la actualidad tiene-——
la sintesig de péptidos como una herramienta gue vermite regw
lizar estudios de la relacidn estructura-activided, ademds de
otras caracteristicas de las proteinas y de otros compuestos—

con actividad bioldgica 8, 2,

1. SINTESIS DE PEPTIDOS EN SOLUCION.

La sintesis cldsica (i.e. en solucidn) de una cadena pep
t{dica puede realizarse de una manera secuencial, es decir a-
minodcido por aminodeido o por la unidn de fragmentos peptidi
cos (di~, tri=-, tetrapéptidos, etc.) previamente sintetizados
10. En general la reaccidn mds importante en la preparacidén =
de péptidos corresponde a la N-acilacidn de un aminodcido por
otro, para generar el enlace peptfdico {Esquema: 1).

smae mmar i eananen; Rﬂ

R
t
R~NH-CH-COEOH _ H-NH-CH-COOR,

R-NH=-CH-CC-NH-CH-COORy —+ Hyo
R( Rll

Esquema 1: Formacidn del enlace peptidico.

Debido & aqua cada aminodcido contiene un grupo amine y -
un grup? carboxilo al menos, en algunos casos eLros grupoes ~-
reactivos loealizndos en la cadena lateral, oue pueden tomar-
" parte en las reaccionec de acilacidén en distintas direcciones



como componentes acilantes o acilados, por 1o que e85 necesa-—
rio gue sélo uno de 1o0s grupos reactivos amino y carboxilo de
cada aminodcido tomen parte en 1a reaccidn de formacidn del —
enlace peptidico mientras que los otros grupos estardn debidg
mente vrotesidos evitanls combinaciones indeseabdbles durante —
las reaceciones quimicas. De hecho la formacidn del enlace ti-
po amida no ocurre en forma espontdnea, excevto a elevadas —-—
temperaturas; por lo tanto, es necesario que uno de los dos -
grunos séa ervertido a2 una forma mds reactiva para promover-—
la formacidn de dichos enlaces. Un ejemplo de activacidn, es-
la transformaocidn de un deido carboxilico L. 129n Su Corres-
pondiente cloruro de &cido, aumentando zsi la reactividad en-
la electrofilicidad del dtomo de carbono del carboxilo acilan
te, el resultado de estd es un centro electrofilico fdcil de-

ser atacado por el grupo amino nueclestilice.

R—COOH —— 3 pr—co-cl
R R’
R-CO-Cl-+ R-NH H-NEH r’;m 4
R—-(::—Cl co
o- R

Hsquema 2: Activecidn de un dcido carpoxilice y forma—

cidn 421 enlac= peptidico.

Las consideraciones gquimicas scbre el rendimiento depen—

den de 12 ruta elegida. Los procedimientos analiticos y méto-
“dos de purificacidn son las herramientds con gue cuenta el —-
quimics de . péptidos, Las dificultades en 1s sintesis de un ~-

. Ce
véptido y el tiemps requerido para la preparacion de grandes-
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cadenas promovid el desarrolio de técnicas que facilitaran 1la
unién peptidica por operaciones faciles y repetitivas en las-—
que la sintesis de un dipéptido, en genersl, invalucra cuatro
etapas:?
a) Proteccidn del grupo amino del aminodcido que estard —
en el residuo N-terminal del dipéptido.
b) Proteccidn del grupo carboxilo del aminodcido en el —
cual esta el residuo C-terminal del dipéptido.
¢) Conversidn del grupo carboxilo del aminodcido N-prote-
gido 2l derivado adecuzdo que puede sufrir atagque nu--—
cleofilico por e} gruvpo aminoe del aminodcido C—nrotegé
do para dar el dipéptido protegido (activacidn y con-—
densacién).
d) Pinalmente la eliminacidn de los grupos protectores pa
re obtener el dipéptido deseado.

La simplicidad aparernte de la sintesis en soluciédn a pe-
sar de todo presenta numerosaé desventajas; los derivados ac—
tivados no son fdcilmente accesibles en forma pura, sstereo—-~
quimicamente el uso de ellos para formar el enlace peptidico-
estd acompafiado por considerables riesgos de racemizacidn y -
amidacidn pudiendo darse un aumento de las rTeacciones colate—
rales devendiendo del derivado empleado. Por todo esto el mé-
todo en solucién presenta ciertas limitaciones entre las que~
se cuentan las siguientess:

" 1. Requiere de un nimero grande de etapas para la sinte——
sis de tan sélo un enlace peptidico.
2. La purificacién representa un gran problema debido a -
que se tiene aque realizar para cada reaceién, incluyen
do la preparacidn de los derivados activados.

3., E1 tamafio de Los péptidos sintetizados se ve limitado-
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por 21 ndmero de etapas de vurificacidn involucradas, -~
as{ como por su reducida solubilidad gue hace dismi-———
miir 10s rendimientos.

4. La sintesis de péptidos de mayor tarafio esta limitada—
por grandes nroblemas de aolubilidad.

La improvizacidn de metodolosias guimicas hasta orinci-e
pios de los afios sesentas amplié la sinteszis en zeneral, pero
la obtencidn de péptides conteniendo cuando menos veinte ami
nodcidos, era todavia un deseo gque requeria mucho tiemno ¥y -—
trabajo tanto tedrico como prdctico por invertir., E1 éxito -~
era ain limitado por las desventejas enureradas anterisrmente
emén de que las grandes cadenas tienden a ser mds nrovlemdti-

Q 4
cas conforme se sumentzn en tamaXo ' 3 12 .

2, SINTESIS DE PEPTIDOS EN PASE S0LIDA.

15

En 1963 HMerrifield

péptidos en fase sdlidz que representa el resultads de lz u——

propone un método de sintesis de -

nidn de esfuerzos de un grupo de investigadores dedicados a -
le sintesis de €stos compuestos, en el cual la ides central -
es unir el aminodcido correspondiente al carboxilo final de -
una cadena a un soporte sélido y extender a pertir de ahi la-
‘cadena. La técnica cde fase sSlicda osfrece ventaias sobre los —
métodos en solucidn: a) La cadena peptidica unida al sovorte-
puede ser separada de 103 reactivos solubles asi como de 193—
subproductos, por filtracién v lavado del sopoarte conservando
el material durante el aislamiento y purificacién de los in--—
termediarios sintdticos. b) Log reactivos solubles pueden ser
. usados en exceso para forzar las reacciones hasta un alto por

centaje de conversién, elevando asi los rendimientos. ¢) Las-—
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etapas de sintesis son simplificadas y aceleradas, ademds to-
das las reacciones pueden ser realizadas en un sélo vaso de -
reaccidn, lo que vposibilita l@s transferencies repetidas de -
los intermediarios eliminando la mayorfa del material perdida
d) Las operaciones de extencidn de la cadena vueden realizar—
se automdticamente; y e) Se hace posible la sintesis de pépti
dos de hasta 30-60 aminodcidos. Las limitaciones y desventa=-—
jas son que alrunas impurezas insolubles unidas al soporte no
no pueden ser separadas del producto deseado en los estadios-—
intermedios, asi pues, de esta manera la pureza del producto-—
final devende de la eficiencia en las diferentes ctapas de ——e
desproteccidn y acovlamiento, ademds de la asusencia de reacio

nes colaterales 8, 16.
La efectividad de éste mdtodo fue demostrade primero por
la sintesis de un tetrapdptido 17, despues tue extendido para

la sintesis de la angioteﬂsina, 1la insulina y otros péptidos,
para posteriormente ser aplicado 2 la preparacidén de varias -
proteinas incluyendo la enzima ribonucleasa A 18.

La operacidn inicial de 1la sintesis en fase sélida es u~
na unidn covalente del vrimer aminodcido de 1la cadena al S0~—
porte s61ido, etapa durante la cual uno de 10S grupos funcio-
nales esta protegido y el otro grupe funcional del aminofcido
esta desprotegido, permitiendo asi la formacidn del enlace. -
Un ciclo completo de 1la sintesis consiste en la desproteccidn
del grupo amino de la cadenz prineipal y el acobvlamiento con-
2l cipuiente aminodeido protesido. Las unidades siguientes ——
son adiciosnadas a la czéena por reveticidn del ciclo hasta ha
ber ensamblado el péptido deseado, para finalgente Obtener el
producto por separacidn del sozorte 1&.

El nimero mini-<o de pasos comprendido en lz obtencidn de
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péptidos por el método de fase sdlida se muesira en &l escue—
ma 3; donde R= coporte; M= aminodcido; Y= grup> wrotector de-—

1a cadena; S= grupo orotector ¢e lz cadena leteral del amino-—

dcido en cuestidn. Cl-CH-®
UNIENDC
+ Y=Mq (59)
|
Y—-m-®

ROTICCIONN

M.‘

—-v 1 DT 14 GiDENA
S
}

M—®
+¥=-Mp (397 ACOPLANIENT
24 7
. Y-My — M —®
+ Y =Mj (S3)=Y=-o-4¥=-M; (5;) YARIQS CICLOS
oo Py
Y=M{—-- =Mz — My — My —®
l DESTROTICCION TOTAL
DE LA CADENA

Mi"""'M3_M2‘M1 -+ F‘CH2’®
Eequema 3: Sintesis general de wéptidos en tase sélida.
3. GRUPQOS PROTIZCTORES
Durante el acculamiente de un aminodcido a una cadena —

-peptidica la mayoria de los grupos funcionales, excepto el —-—

grupo. alfa-carboxilo del aminodcido y el grupo aminc -terminal ‘.
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del'péptido son protegidos para evitar las reacciones colate-
rales que éisminuyen la purezz y rendimiento del péptido de—-—
seado, Muchos de los grupos vnrotectores utilizedos en la ob—-
tencidn Ge péptidos son usados vara condiciones de reaccidn -
empleadas tanto en solucidn como en fase sdlida.

Los grupos arotectores presentan utilidmsd para la protec
cibn de gruvos alfa-amino, alfa-carboxilo as{ como grupos fun
cionales de la cadena lateral ée los aminodcidos uvue 108 tige=—
nen, ademds presentan resistencia a 1los reactivos cominmente—
empleados en la formacidn del enlace peptidico 19

4, PROTECCION DEL GRUPO AMINO.

La bvasicidad y nucleofilicidad de Los grupos amino de ——
1los zminsécidos a ser acoplados a les véotidos hace que sea —
necesario su proteccidn por grupos como los que Se muesbtran -
en 1z figura 1, de loz cuales el mds empleado es el ter-butil
oxicarbanilo {(Boc} junto con los derivados del venciloxicarbo
nilo (Z), por ser las estructuras que presenian las caracte—-—
risticas mds apropiadas de estabilidad a las condiciones usa-
das durante la sintesis del enlace peptidico tento en fase sé
1ida como en solucién.

CH; © '
CHy-t-0-C- {O)-cry0-co- crz-0{C)cHyo-co-
Z

CH3
Boc 4-NMe0Z
CH3 CHy CH3
1}
CHy CHyC-0-CO- ¢-0-co- O)-co-cH=¢-
’ CHy CHy
Aoc Bpoce Bmv

Figura 1l: Prinecinales grupos protectores del gruvo alfa-amina
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5. EL GRUFO TER-BUTILOXICARBOIIL (Boc).

El grupo ter-butioxicarbonil (Boec) fue introducido por -
Carpino como un protector del grugo z2lfa-aming en aminodcidces
proponiedolo para ser usadéo en la sintesiz de vdptidos 20.

Este grupo es uno de los mds imvortantss trotectores del

extremo alfa-amino en la sintesis de péptidos.

o] ?N
0P on=tO)

Pigura 2: Boc-ON protector del xrupo alfa-emino.

La protectidn de 10s gruvos alfa-smino se lleva 2 cabo -
usando un exceso (10 %) del compuesto Boc=OK y un 50 ¢ de tri
etilamine en un S0 55 de dioxano § acetona. La reaccidn se com
életa en un tiempo de 2-5 horzs {(dependiendo del tipo &e ami-
nodcido)a temperatura ambiente, posteriormente se extrae fd--—

cilmente de la mezela de reaccidn con éter o acetato de etile

o eN R
—%—-o*o—w:c—@ +  HpN—CH—COOH

, - g R CN
0 *NH=éH-coom 4+ H0—N=c-©

Esquema .4: Procedimiento zeneral para la introduccién -

del grupo Boc en aminodcidos.
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El gruoo Boc vresenta algunas ventajas sobre los demas -
entre las gque se cuentan: esiabilidad & la hidrozenacidn catg
1ftica, 2 la hidrazina y 4lcalis; ademds, se elimina rdpida——
mente del grupo amino por tratemiento con dcidos de tuerza --
moderada, facilitando asi 12 sintesis de péptidos tanto cn so
lucidén como en fase sélida de Merrifield, donde 10§ grupos ——
alfa-amino en su mayoria son protegidos por éste‘gfgpo 21.

La eliminacién de éste grupo procede a través del uso de
dcidos de fuerza media para 10 cuesl han sido propuestas nume-—
rosas c¢ondiciones acidicas entre las que el uso de Zcido tri-
fluoroacético solo & en mezclas con disolventes es el mis am-—
pliamente utilizado. La eliminacién ocurre vor medic de la —-
formacidén de cationes terbutilo, a través de los cuales el ~—
Boc es convertido a isobuteno por eliminacidén de un protén, -
siendo 1os productos adicionales una sal del aminodcido & el-
péptido libre y didxido de carbono.

$ + ?HB + $ .
(CH3 )§C-0'C0-NH-CH-COOH —H . CH3-C:CH2 + HaN —CH-CDZH B C(J2

Eaquena 5t Desproteccidn por tratamiento dcido moderado.

Sin embargo, la presencia de cationes terbutile puede ——
originar reacciones con el tioéter de 1lao metionina y la sus——
titucidn del anillo indolico del triptofans adomas de forma-=
c¢idn de sale=z de sulfonio con aminodcidos que contienen azu——
fre. Para evitar 4stas reacciones indeseables se ha recomen——
dado 1la adicidn a la mezcla de reoccidn de substancias atra-—

: . 8, 22
vadoras, tales comd anisol 4 metionina 77 .



6. PROTECCION DIL

Durante las stanzs de formacifn

céotidn eg comvarz
ble el riesgo de .reaccidn del rrusn earrorxils =zl del grupo a-

mino, »or lo tanto, cuandn zon 2malse

reac tives norzel

mente usados vara el aconlamnisnto, el 179 cartarilos deve —-—

también ser proteruido,
Lz proteccida del gruns carovsxils
Sis de péptidos fue reslizsda por la £

tilicos y etf{licos losrada war lz int

el acohol absoluto. Sin embareo, un m

propuesto por Bremner y Huber 23 aue con
a gota cloruro de tionilos &l elcohal fria
cidn del aminodcido el cual se disuelve vd:idamente, 2fectuan
dose la reeccidn 2 refiujo. Aqui probablemente, el sulfito de
metilo y el dcido clorhidrico, son los productos de la reac--—
cién entre el clorurs de tiosanilo y 21 aleohol, auncue ambog-—
son capaces de fecilitar la esterificacisn del aminedcido. la
eliminacién de &stos grupos protectores del péptidon después -
de las etapas de acovlamiento se realiza cominmente por hidré
lisis slealina suave en acetona & metanol a temperziura am—---—
biente; el mayor riesgo de éste tratamiento alcalinoc es la —--—
posible hidrélisis de enlaces zmida sensibles.

le atractiva posibilidad de eliminar zrupos pratectores—
del carboxilo por hidrogendlisis en vez de hidr&iisis, condu—
36 2 la prevaracidn de ésteres oencilicos comd protectores -—
del carboxilo en aminodcidos, haciendose aun mds populares --—
con la introduccidn de simplificaciones a la esterificacién =

catalftica, usando dcido v-toluensulfdnico en vez del dcido -
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clorhfdrico como catalizador, mejorando los rendimientos obte
nidos por el uso de los ésiteres metflicos y etilicos.

EL grupo bencilo puede ser eliminado del carbono termi—-—
nal de un péotido, con dcido bromhfdrico en dcido acdtico a -
temperatura ambiente. Una posibilidad mds la constituye el ——
empleo de los ésteres fenacilicos; €ste grupo se introdujs -
para la sintesis de péotidos en fase sdlida, debido a la gran
facilidad de eliminacién con bases & bajo condiciones de re—-—
ducecidn con metales como cinc en medio Acids. Los ésteres fe—
nacilicos son estables en presencia de dcidos annidros, inclu
yendo el reflujo con 4dcido trifluorcacético y deido fluorhi--
drieo ligquido, pero son sensibles a nucledfilos una S dos ve-—
ces mds que 1os édsteres bencilicos sencillos. Pueden ser eli-
minados de la resina por métodos reductivos como; hidrogend—-
lisis catalitieca usando cine en dcido acético glacizl 6 acéti
co acuoso v fotdlisis en disolventes dipréticos.

Muchos métodos vara la esterificacidén se han reportado -
en la literatura, sin embargo, persiste 1a necesidad de un ——
procedimiento para obtener &ateres en condiciones suaveé que—
sean avplicables a compuestos que son sensibles a dcidos, ba—-—
ces 5 condiciones téraicas sin que su wbtencidn sea costosa 6
/dependiente de reactivos de dificil acceso. Wang y Gisin 24__
describieron un método en el que el aminodeido 2 ser esterifi
cado, primero es convertido a la sal de cesio con carbonato §
bicarbonato de cesio. Despuds de evaporar a sequedsd, la sal-
es tratada con un halogenuro de alquilo en dimetilformamida 6
acetonitrilo para formar el correspondiente éster. La reac——-
¢ibén se realiza en un pveriodo de tiempo corte, por agitacidn-

. [}
y calentaniento 2 temperatura no mayor a los 55 C y en con——

diciones neutras.
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En 1a figura 3 se muestran 10s vrincipales zrupos protec
tores del grupo carboxilo enpleados en fase sdlida. Durante -
el acovlamiento estos grupos estan unidos a un polimero inso-
luvle protegiendo de esta forma al carboxilo del residuo ter-
minal mientrs se realiza el ensamble de 1os aminodcidos gi-—-=
guientes: E1 enlace 4-alquilbencilico I 15 ez moderadamente -~
resistente 2 reactivos dcidos para eliminar al grupo N«<-Boc, -
tales como HC1 1 M en Acido acédtico, HOL 4 ¥ en dioxans 6 TFA
al 50 % en diclorometano, pero sufre rustura pepr HBr en TFA y
por HF liquids. EL enlace éster alquilfenacilico II 25 g es—~
table en condiciones maderadamente dcidas y sufre ruptura por
nucledfilos como hidrdxidos, tiofendxido, amonio & hidrazina.
Los enlaces éster n-alguilicos IIT y IV 28 vV 27 son esta~—
bles en dcidos acético y bromhidifico al 30 % en dc¢ido acético
vy sufren ruptura por sajyonificacidn & amondlisiz. E1 enlace —
difenilmetilico VI 28 se rompe por TPA al 5 % en diclorometa—
no. El enlace éster ter-alquilico VII 29 7 el enlace 4—élcox}
bencilico VIII 30, son estables on condicicnecs mediznamente —
dcidas usadas para remover al grupo Ne-Bpoc, pero hay rustura
en condiciones moderadamente fcidas emvleadas parza remover al
grupo N«-Boc,

Otras resinas han sido utilizadas esvecificamente para -
ia sfntesis 82 amidas ovevtidicas. Los enlaces éster fenacili-
cos IX 31 y X 32, son completamente estables vajo las condi—-
ciones ée sintesis en fase s6lida incluyendo la eliminacibn -
de los grupos N%-Boe, pero son relativamente sensibles a amo-
nélisis, EL enlace difenilmetilamida XI 33 es estable bajo --~
condiciones dcidos moderadas, vero sufre ruptura por EF para-

producir el péptién amidico. El enlace ter-alsuiloxicarbonil-
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hidrazina ZIT: 3 , €5 moderadamente resistente a reactivos -

med@ianamente dcidos, tales como TPA al 2.5 % en éiclorcmetano
usado para eliminar al grund N¢-Bpoc, pers hav ruptura como —
hidraziza pept{dica con TPA 21 50 7 ern diclorsmetano, un resac
tivo comin para eliminar al grupe N<-Boe,

Algunos grupos C¥-protectores son estables hasta conver-
tirse a una forma 14bil al final de la sintesis. Por elemnlo-
el enlace 2-(alquiltio)-2til ZIIT 35 es moferadaments resig--
tente a dcidos y bases hasta oxidarse al enlace éster 2-(al—-
quilsulfonil)-etilc XTIV, el cual es sensible a2 rusniura BOr —-
B eliminacibn con metéxido de sodio. Similarmente, 1los enla—-
ces éster 4-alquiltiofenilo XV 36 vy VI 37 sop reletivemente—
no reactivos bajo condicicnes de oxidacidn v los ernlaces és-—-
ter 4-alguilsulfonilfenilo XVII 7 XVIII resyectivamente, pue—'
den sufrir ruptura por una variedad de aucledfilos sifmifica-

tiva.
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Pigura 3: Principales grupos protectores del grupo

alfa-carboxilok () *soporde; R = péptido.



diente.

R-CN + 2H,0 —H .« R-cOOH + NH4

Zsquema 7: Hidrdlisis de nitrilos.

En solucidn neutra la reaceidn es muy lents

ceso ge cataliza enormemente utilizaendo ya sea
base. Es asi pues, que si 19os nitrilos se grecaran de un mdd»
adecuado a partir de los halogenuros de alauilo primarios me-—
diante un tratamients con el idn cianuros, gor ende, log Aci-
dos carboxilicos pueden prevararse de haluros de alcuilo por-
medio de la conversidn a nitrilos gue se nidrolizan 2 conti--
nuacidén obteniendose el dcido carboxiliico correspondiente, en
donde el producto de reaccidn vresenta un dtoms de carhbono —-

més respecto al halogenuro.
9. HALOGENACION

La halogenacidn de un hidrocarburoe es un proceso de sus-
titucidn en el que un Atomd> de halozeno remplaza a un dtomo -
de hidrégeno; sin embargo en el caso de la halogenecidén ben——
cflica el process ¢s muy diferente 2 las rozecisnes. de susti-
tucidn nucleofflica, dado gue la reaccidn vrocede por un vro-
cess homolitico a través de intermediarios radicales como se-

describe en el esquema 8.

Bro ! 2Br + R-CHyH

- R-CH; + HBr

R—CHé + B8r-Br R—CHsBr + Br

Esquema 8: Halegenacidn via radicales libres.
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10. ESTERIFICACION

En la formacidn de dsteres a partir de deidos ecarboxflie
cos se pueden dar dos diferentes enfoques fundamentalmente. -
Primero, el protén del &dcido pusde reemplaZzZarse DOT un grupo—
alaquilo § segundo, el grupo alcdxido proveniente de un alco——
hol puede reemplazar al grupo hidroxilo del decido.

El método mds importante para vreparar un sster es la —-—
reaccidn catalizada vor un dcido mineral entre un dcido car--
boxflico ¥ un alecohsl, la cual recibe el nombre de esterifica

cidn de Pischer 12, 38.

+

R—COOH 4 R-OH

R-COOR' + Hy0

Esquema 935 Reaccidn de esterificacidn de Pischer.:

Esta reaccibn es particularmente versatil debido a2 que -
la mayoria de los alcoholes son muy accesibles, ademés, ¥ya —-—
que 1la reaccifn es reversible pueden prepararse tanto 10s és-~
teres como los dcidos, aumentando & disminuyendo la concen—-—-—
tracién dc 195 reactivos & vroductos avropiados (tales como -
agua), 21 utilizar el principioc de accidn de masas de'Le Chﬁ—
telier.

La mayor prueba de la reversibilidad natural de la reac—
cibn de esterificacidn proviene de variar la concentraciédn de
los rcactivos. Por otrz parte para su hidrdlisis es necesario

usar bases talez como el hidréxido de sodio.



El segundo método en impnortancia nara laz wrenaracidn
a 1

éateres es el que se lleve 2 cabs

un cloruro de dcids ¥y un aleshol
rrespondiente, en este proced
eliminar el HX a medida cue se Tor:
le conoce como el método de esterificacibn de

mani.

R—C0O-Cl + R'-0H ——————— R—COQOR' + HCI|
Esquema 10: Esterificacidn de Schotten-Zzumann.

Otro método WUtil ez la reaccién que se da entre el anidn
carboxilato proveniente de une sal del dcido carboxilico co-
rrespondiente y un haluro de alcuilo sereralmente »or un mne-

2,
1

canismo S
ism N

2 -
R—C 00"+ R-CHzX —Sn2 R-CO0-CHy R + X

Esquema 11: Esterificacidén por haluros ée alauilo.

Esta reaccidn SN2 ze limita a 1oz ralurog de =zlquilo pri
marios y secundarios va que el anidn carboxileto sresenita al-
gunas. propiedades bdcicas y promueve la eliminacién en halu——
ros terciarios., ¥s imvortante hacer notar aque 2stas reaccio—--—
nes de esterificacidén se efectuan bajo condiciones mas suaves
due las conversiones catalizadas por dcidos de amlcoholes pri-

marios y securdarios en ésteres.



ITY, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

) Uno de 1os problemas mds importantes que se han presen--—
tads en la sintesig de péptidos nor el método de fase sblida~
empleando leg resina de Merrifield, (una de las mds utilizadas)
consisvte en la ruvtura acidolfica vrematura 9, 39, 40 durante
las etapas de desproteccidn del enlace tipo €ster bencflico -
¢on el que se une el ourimer aminodcido a la resina.

Una formaz de resslver éste problema ha sido e)l desaryo-—
1lo de resinas mds resistentes 2 la acidélisis csrematura que—
se puede rresentar, tal es el caso de la denominada PAM-resi-
na (fenilacetamido metilamino resina). La prevaracidn de este
tivo de resinas esta supeditada a la sintesis de los dcidos —
Bog-aminozeil-A-( oximetil )-fenilacéticos tambidn designados -
como dcidos W¥-Boc-eminoecil-4~{oxitolil)-acéticos (NA-Boc-a—
minoacil-NTA) mediante 1oz cuales se une el primer aminodcido
a la resine. Sin embargo, 1lo0s rendimientos informedos en la —
literatura hasta ahora para slgunos de estos derivados de a-—
minsdeidos (v.g. Glu, Asp, Asn, Ser y Arz) siguen siendo muy-—

23, 41
L4

bajos (15-20 %, en cuatro etapas) lo que evita la po-

-gibidad de ampliar su uso y por otra parte ha conducido al -
desarrollo de otras resinas con la misma finalidad 9s 13, 14.
Debido & que 1los métodos existentes resultan pocd efi-——
cientes, muy costosos y poco accesibles para el investigador—
‘que se dedica a la sintesis de péptidos en fase sélida, el --—
- presente trabajo contempla la realizacidén de un estudio de la
sintesis originalmente descrita, l2 cuzl consta de cuatro eta

) pés, las que se muestran el esquema 12.
La finalidad del oresente trabajo es establecer las con™

diciones de reaccidn 6ptimas para la prevaracidén de algunos —
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Bf'CHz'@'c*‘z‘c%H + Br-CHz—CO@
£

Aeel”

<
=

_ KF,~CH,CN
CH3—©CH2 CO,H + Bry 3
3

"
R
Br-CHZ@CHz‘Coz‘CHZ-C!J@ + Boc-NH-CH-C00™
6 7

KE

R
Boc-NH-CH-COsC Hz©cnz-coz~cnz- co -@
8

Zn | cHyco0H
R
Boc-N H-CH-CO'['CHZ@-CHZ-COZ H
. 9 - - B
i - +

CH3-CO'<C::>

Esquema 12: Ruta sintdtica empleada originalmente por

"errifield v colaboradores.
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dcidos Boc-aminoacil-4-(oxitolil) acéticos de aminodcidos na—
tursasles.

Aungue la idea general consideres la opitimizacidn de una
rute sintétice ya descrita en la literatura y que vermite la
obtencidn de 1los derivados mencionados, 10s vrecios elevados
de algunas materias primas nos orillan a realizer un estudio
para sintetizar algunos de los precursores necesarios en la—
ruta, considerando que es mAds fdcil y econdmico obtenerlos en
el laboratorio que gdquirirlos en el mercado, esto sin contar
que uno de ellos no es comercial, por lo cuml se propone la -
realizecién de una ruta sintética que permita la obtencién de
los mismos, partiendo de materias primas mds barstas y acce—~
sibles, esquema 13,

Finalmente con el propésito de abatir ain mds el costo -
elevedo de la obtencidn de los dcidos Boc-aminoacil—4-(oxito-
1il) acéticos (Boc—aminoaéil—OTA), principal objetivo del pre
sente trabajo de tesis y aprovechando la experiencia 1oérada—
en lo ceoncerniente a la narte experimental, en el esguema 14
se muestra una rute sintética totalmente nueva, la cual forma
parte de un estudio preliminar en el que se logrd obtener to-—
dos 1os intermediarios que en ella se selialan cuandd st tme=—-
pled la sal de cesio del 4cido Boc-aspdrtico, faltando unica~’
mente la obtencidn del producto final para el cual se debe ~-~
realizar una hidrélisis selective del dster et{lico del deido
Nx—( ter-butiloxicarbonil)-0B-bencilaspartil~4~(oximetil) fe——
nilacético para obtener el dcido NQ—(ter-butiloxicarbonil)—oﬁ

-bencilaspartil-4-(oximetil) fenilacético.
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sttencidn 22 los Poc—-aminsecil-OTA.
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W.0383J ETIVOS

Realizar un estudio de la metodologia para la sintesis -
de los dcidos Boc-sminoacil-4-(oximetil) fenilacéticos -

Provuesta por Merrifield y colabor=zdores.

Encontrar las modificaciones mds zdecuadas que permitan-

mejorar los rendimientos globales obtenidos hasta ahora.

Aislamiento y purificacién de los intermediarios impor—--
tantes que son requeridos durante la realizacibn de 1a‘—
rute sintética, 1os cuales se enlistan a continuacidn:
p-metil fenilacetonitrilo.
&cido 4~metil fenilacdtico.
dcido-4~-(bromometil) tenilacético.
€ster fenacflico del #cido-A=(bromometil) tenilacéti-
co. )
Ssteres fenacf{licos de los deidos N«-(ter-butiloxiecar
bonil)-OB-bencileminoscil«4-(oximetil) fenilacétiéqs.

Caracterizacidn de Los substratos y productos obitenidos—
utilizando técnicas como; cromatografia, esbectroscopiaEA
de IR y “H-RMN.

En base a los puntos anteriores y los rendimientos repor
tados ectuslmente, roalizar una comparacidn de la efi-—-

ciencia de las metodologias; original y modificada.

Realizzeidn de un estudio preliminar de una nueva ruta -
de sintesis parn la obtencién de los dcidos Boe-aminoag--
cil-4-(oximetil) fenilacéticos.
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V. HIPOTESTIS

La sintesis de los dcidos Boc-aminoacil-4—-(oximetil) fe-
nilacéticos, necesarios en la obtencidén de péptidos en fase —
s8lida fué propuesta por Merrifield y colesboradores, paras ser
usadoes como soportes mds resistentes a la ruptura acidolitica
de péptidos durante la sintesis de 1los mismos. Esta sintesis—
fué propuestia hace ye méds de diez afios, sin embarge, los ren-—
dimientos hasta hoy en dia siguen siendo en general bajos, 1lo
cuzl impide su uso de una manera mds amplia.

La sintesis de estos &cidos descerita originalmente cons—
tae de cugtro etapas en lag cuales los rendimientos se favore-
cerdn si se manejan condiciones mds aproviadas pars la prepa—
racién de los intermediarios involucrados en la ruta general-—
propuesta. As{ pues, si{ las modificaciones hechas a cada uno—
de los procedimienteos expérimentales son las apropiadas y ade
mas son de fdcil control durante 1os procesos para cada una -
de las reacciones, los rendimientos globales para estos deri-
vados de mminodcidos aumentardn. )

La carecterizacidn é identificacidn de substratos y pro-
ductos obtenidos, por otra parte se facilitard en la medidam —
que-la pureza Sea mayor, ¥a que su purificacibn. serd fécil‘de,:
realizar en la proporcién que se incrementen los rendimientos

tanto parciales como globales.
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VI. MATERIAL ¥ METODROS

A. WATERIAL Y EQUIZPO.

Los puntos de fusidn (p.f.) se determinaron en un apara-
to para determinar punto de fusidn fizcher—~Jones v se infor--—
man- sin corregir.

Los espectros de infrarrojo {IR) se obituvieron en un es—
pectrémetro Perkin Elmer modelo 553-B en pelfcula cuenio las-
sustancias fueron aceites 5 exn sastillas de XPr s8i estos eran
sélidos. En la parte experimental 10s escteciros se describen-
primerc dando la sefal en cm—l, luego la intensicad (i banda-
intensa, m banda media y d banda débil); finalmente la 2sig=—
‘nacién.

Loz espectros de resonancia magnética nuclear protdnica-—
(1H~HMN) fueron obtenidos en un espectrdmetro de resonancia -
magné€tica nuclear Varian modelo EM-390 empleando (CD3)2$O , =
CD013 é (CDB)ZCO como disolventes y TS como referencia inter
na; los desplazamientos quimicos estan dados en partes por -
millon (ppm) indicandose con &. En la parte exgerimental eg——
tan descritos como sisgue: singulete (s), doblete (4), triple-
te (), cuarteto (q) y multiplete (m). Un doble de doble (ad)
significa una seilal doble a su vez dividida en dobletes caaa-
gefizl, trivlete de doblete (+d) ziznifica una selal en la que
cada sefial esta dividida en tripletes, en tanto que doblete-
de triplete (dt) corresponde a una seflal trivle en la-que ca-—
da seflal esta dividida en dobletes.

La cromatografia en capa fina (C.C.P.), pars monitoreo——
de las reacciones 6 vara verificar la pureza de las sustan--~-—
ninhidrina a2l 2 % en buta-

asistema de revelado.

cias se hace en silica gel GF254 v
nol & luz ultravioleta (U.V.,) como
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La cromatozrafia en columna & su vez Se hace con silica-
zel tipo 60 de T0-230 mallas § en florisil de 100-20D mallas.
La vurificacidn de los compuestos se realizd como se indica -~
en c¢ada una de las téenicas y se verificd por c.c.f.

Todo el material de vidrio de laboratorio utilizado en -
la parte exverimental fué de las siguientes marcas: Cristalab
y Pyrex y Kymax.,

Otro egquivo no considerado anteriormente es =21 siguien——
tet Cromatosrafo de liquidos de =lta resoclucidn (HPLC) modelo
5020 de Varian, balanzas analitiea y granataria, parrillas de
agitacidén y calentamiento, rotavavor Bucchi, barras magnéti-—
ces de varias medidas, sovortes universales y una ldmvara de
tugsteno de 75 Wattis. '

B. REACTIVOS Y DISOLVENTES.

Los Boc-—aminodcidos utilizados fueron obtenidos de Pe
ninsula Laboratories Inc. y de Sigma Chemiceal Co.

Los reactivos usados durante la sintesis se obtuvieron —
de Aldrich Chemieal Co., J. T. Baker y Productos Quimicos =—w
Monterrey todos en prado reactivo,

Todos los disolventes empleados se 4rataron 'para su pu~-
rificacidn segin 1los procedimientos descritos en la litera——
tura 42, 43.

Para la oreparacidn de las soluciones porcentuales se =-—
emplearon reactivos srado analfitico, conseguidos de las fuen-

tes antes mencionadas.
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C. RELACION DE CONPUE3TOS SINTETIZADOS.

p-metil fenilacetonitrilo.

Acido 4-metil fenilacdtico.

Acido 4—-(bromometil)-fenilacdtico.

Ester fenacilico del dcido 4—(bromametil)-fernilacdtico.
Ester fenacilico del £cido H<—( tzr-butioricartonil)-OB-ben
cilasrartil-4-(oximetil }-fenilacético. .
Acido N«—(ter-butiloricarbonil)-OP-bencilaspartil—4-{o¥i—
metil)-fenilacético.

Ester fenacilico del dcido N¥-{ ter-butiloxicarbonil)-0B———
bencilglutanil-~4-(oximetil)~fenilacético.

Acido N<-( ter-butiloxicarbonil)}-OB-~bencilglutanil-Ll={oxi——
metil)-fenilacético.

Ester fenac{lico del dcido N®-(ter-butiloxicarbonil)-OB———
bencilseril-4~(oximetil)-fenilacético.

Acido Ne=(ter-butiloxicarbonil)=OB~bencilseril-4=(oximatil)}
-fenilacético. )

Ester fenacflico del dcido M-(ter-butiloxicarboni))}-0p—-—
benciltreonil~4~(oxzimetil)~fenilacético.

Acido Ne-(ter-butiloxicarbonil)-CE-bencilteronil-4-{oxime~
til)=-fenilacético.

Ester fenacilico del dcido N*-(ter-butiloxicarbonil)-asda-
regil-{oximetil)~fenilacético.

Acido Me-{ter-butiloxicarbonil)-asparagil-4-(oximetil)-fe—
nilacético.

Ester fenacilico del dcido N™(ter-butiloxicarbonil)-valil
~4-{oximetil)~fenilacético.

Acido N°-(ter-butiloxicarbonil)-valil-4-(oximetil)-fenila—

cético.
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17. Ester etilico del dcido 4-(bromometil)-fenilacético.
18. Ester etilico del dcido N%-(ger-butiloxicarbonil)-Op-ven—

cilaspaertil-A-{oximetil)-fenilacética.
D. PARTE EXPERIMENTAL.
SINTESIS DE p-metil fenilacetonitrilo {X)

A unz solucidn de 11.20 &r {0,172 mmol) de cianuro de ——
potasio (¥Cl) en 15 ml de agzua adicionar zotz a zote mediante
un embudo de adicidn 72.21 pr (2.158 mmol) de p-cloroxileno -
en 20 ml de etanol; la mezcle de reaccidn se calienta a reflu
jo durante 4 horas. Enfrier y filtrar la sal inorzdnica formg
da lavandola con 19 ml de aleohol. T1 filitrado se evanora ob-
teniendose un aceite de color café el cuzl se destila a yre—-
sién reducida (112-129 °% a 5 mm Heg)., E1 liguido destilado es
transoarente ¢ incoloro y se obtienen 19.7€7 zr 92 % de ren—-—

dimiento del producto.

IR (pelicula) 37494 y 31027m (v, C-4 aromdtico); 2970m y
2870m (¥, C-H 2lifdtico); 228%m (¥, C-N); 842i y 790m (&, ——
C-H fenilo p-disustituido).

gy (€DoL,) 2.37 (s, 3H, -CH)); 3.68 (s, 2H, -CH,-);
7.23 (s, 44, hidrSpgenos aromdticos).
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SINTESIS DEL dcido 4-metil fenilacético (2)

Una solucidn fe ? a1l de

concentrado y £.90 gr de s-metd

a rafluis durante I noras., &1
de reacgcidn se vacia en hizlo
pues ¢l rrecinitado formads ce
afsva obteniendnse €.113¢ gr
tlance con wunto de fuszidn Je

bajn vacio por espaci> de 325

Iy mn (CDC1,) 2.37 (s, 3, ~0Hy); 3.63 (s, 28

7.22 (s, 4H, hidr3=zcnos aromfiicos),
SINTESIS DEL deido 4~(bromometil)-fenilacdtico (3)

Una solucidn del dcido 4-metil tenilacgtico 73.0 gr (0.5-
mol) en tetraclorurs de carbono (352 ml) se calienta a reflujo
en un matraz de 2 litros de tres bocas equipado cont agitacidn
sistema de calentamients,; embuds e odicifn, con~—
Una solucidn de bromo --—

magnética,
denseador de retluje y trampa de gas.
(30 m1, 88 gr, 9.55% mol) en tetracloruro de carbone (39 ml) --
son adicionados en aproximadamente 20 porciones durante cuatro
a seis horas con espacions de 129-390 =minutos entre las porciones
Durante la adicidn la mezcla de reaccidn es irradiasda con una=

lémpere de tugsteno de 75 Watts. Cuando todo el bromo se adi-—
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ciond 1la irradimscidn y el calentasmiento se c¢ontinuan por 4oda -
1la noche. Al siguiente dis el preciritado formado se recolec—
ta, se Tecristaliza en tolueno y se saca nor cuatro horas pa-
jo vacio para éar un producto blanco 39.2 gr, rendimiento de-
70 % y vunto de fusidn de 178-130 °c.

Las aguas madres se concentran 2 la mitad del volumen i-—
nicial, decoloradas con carbdén zetivads dos veces vy enfrisdas
vara dar otfra porcidn del producto ligzeramente impuro £.0 gry
rendimients de 5.2 # y punto de fusidn de 166-163 °c.

IR (KBr) 3000m (V, -OH); 17004 (V, €C=0); 12751 (&, C-0);
820m y 720m (&, C-H aromdtico p-disustituido); 645i (V, C-Br)
Lr_muw (Dmsons/ CDCL, 1:1) 3.62 (s, 2H, ~CHy~COH); 4.65

(s, 2H, Br-CHQ-); 7.4 {m, 4%, hidrSgenos aromdticos).

SINTESIS DEL és=ter fenacilico del dcido 4-(bromometil)-fenili-—
acético (4)

60.2 gr (0.30 mol) de o(~bromoacetofenona se disuelven en
el menor volumen de acetonitrileo anhidro (avroximadamente 50-
ml). Esztz solucidn se pone en un matraz redondo de dos bocas-
de 250 ml acondicionado con embudo de adicidén y un condenza——
dor vara refiujo. Una solucidn ae dcido 4—(bromometil)-fenil-—
acético (24.5 gr, 0.15 mol) en el minimo wvolumen de dioxano -
(alrededor de 100 ml)son adicionsdos, la solucidn resultante-—
se egita ¥ se calienta a SO‘OC. Una solucién de trietilamina-
(23.4 ml, 16.8 gr, 2.16 mol) en un volumen igual de dioxano. -

S de scetonitrilo son adicionados por goteo durante 3% minue—
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t0os. El calentamient> se continus nor 10-¢5 zinutos hasta cue
la mayorfia del bromodcido se ha consumids, 10 cunl se 2et
mina por cromatoerrafia en caca fina fe¢ 5ili

[+
etilo-herano 1:5.6, Y/V):ol-_braomoncetsfensne BE=0.4
Y ¢
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do 4-(bromometil)-tenilacdtico
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w
Q
o
B
a
1]
2
"
@
)
3
™
[¢]
i
2
12
+
]
o
o
51
el
o
"
ot
5
F
o
1

de etilo y se filtra. Loz Tiltrad2s ccombinzad
<

-
[

hasta obtener un aceite., =

o
o
A
[
]
o
[0
o
-
g
0
[27]
Q
(4}
<
®
2]
o
@
0
9
¥
s
0
o
[¢7
s}
o
Hy
ot
]
i
1]
o
[
)
-
W
1

solucidn szturada, Sas veces
con carbonato de amcnis solucidn saturada

rada (131, V/V) y ¥aCl s0lucidn szturada =z un o+ ¢on

La fase orgdnica se seca ¢on sultato de waecneszio 6 ¢

to de sodio anhidros y se evapora. Zl ovroducto reczulitante ge-
recristaliza en ncetato de etilo~hexano wara dar &) £ster de-—
sesdo. con rendimiento de 36.0 zr, €95 % y vunto d= fusida de=
s4-85 °c.

IR (KBr) 308604 (¥, C-H insatursdo); 29903, 2932d y 23724
(¥, C-H 21ifdtico); 1715i (¥, C=0 del éster); 16821 (V, C=0 -
de la cetona); 1240i (4, C-2-C); 800m y 725m (4, C-H fenilo -
p-disustituido).

n_raw (CPC1,) 3.83 (s, 2H, Ar-CH,-CO-); 4.5 (s, 2H, ——-
Br-CH,-);. 5.39 (s, 2H, -CO~CH,-0-); 7.20-7.70 (m, TH, hidrégg
nos aromdticos); 7.8-3.95 {(m, 2H, hidréggnos meta al carboni-

1o0).
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TECNICA GENERAL PARA LA OBTENCION DE 1LOS édateres fenzacilicos-—
de los dcidos N®=(ter-butiloxicarbonil )—OB-bencilaminoscil~4-

(oximetil)-fenilacéticos (compuestos 5, 7, 9, I, 13 v 15)

Una solucidn del Ester del dcido B—bencil—Boc—aminoacili
co (12.4 mmol) y del &ster fenaeilico del 4cido 4-{bromometil)
fenilacético (4.0 gr, 12.4 mmol) en 10 ml de acetonitrilo aw--
nhidro se pone en un matraz de 100 ml de dos bocas equipado -
con: agitacién magnética, condensador y termdmetro. La solu--
cidn se calienta‘hasta 59 OC ¥ se le adiciona una porcidn de—
trietilaming de (1.7 ml, 12.4 mmol). Después la solucidn se -
czlienta por 30 minutos adicionando porciones del bromoéster—
(4.0 gr, 12.4 mmol) y trietilamina (1.7 ml, 12.4 mmol) y la —
temperatura se mantiene por 60-90 minutos mds. ELl progreso de
la reaccién es monitorezdo por cromatografia en capa fina de
silica gel (2:3 y 812, V/V de acetato de etilo-haxano de f--—
cuerdo sl producto de que se trate); Lz sal trietilamdériica -
Rf=0.00, bromodster Rf=2.59% en el vprimer sistema de elucidn,-
el éster deseado Rf de azcuerdo con el aminodcido de qus se ——
trate (ver %abla 1). La reaccidn se termina cuando el dcido -
Boc-aminoacilico no se detecta mds por la prueba de ninhidri-s
na. Si parte de la trietilamina se pierde vor evaporacién, --—
una cantidad adicional (0.2 ml) pueden ser necesarios para ——
consumir completamente él Lcido ch—aminoac{lxco.

La solucidn se evapore z sequeded, sSe redisuelve en el -
minimo volumen de cloroformo y se repfecipita con acetato de
etilo. El filtrado se concentra hasta obtener un aceite, el-
cual se disuelve en acetato de etilo y se lava éos veces con-

NaHCO. solucidn acuosa saturada-NaCl solucidn escuosa saturadza

3



(1:1, V/V), dcidd cftrico solucidr zcuosz al 19 H-NalCl solu——
¢ién saturada (1:1, Y/V) y NzaCl solucidn amcusca saturada. La—
fase orgdnica se seca con sulfsto de mesnesids ¢ sulfato de -
sodio anhidros y se evaveora vara dar un z41ido § un aceite ——
seqin sez el caso, con un rendimiento variable de airededor -
de 92 £ de ecuerdo con el éster de que se trate, los cuales -
presentan una vureza de aproXimadaments 96-27 % determinads -
por HPLC. Los productos asi obtenidos se nueden purificar me-

diante una recristalizecidn con éter-hexano pars sumeniar su

pureza.
Comp. P.F. (°C) Sist. de Rf  Rdt (%) Rdt (%)
elucidn Zxwerimental Literatura

5 B6-87 1 0.38 30 39
T 62-64 x J.48 93 7%
9 aceite 1 0.55 95 76

11 aceite 1 0.60 g2 T4

13 122-124 2 0.49 95 60

15 aceite 1 2.56 g0 82

Tebla 1: Resuliados obienidos en le sintesis de 1os dste=~
res fenaci{licos de los #Acidos Boc-zmincacil-QTA, -

Sistemas de elucidn: 1; acetato de etilo-hexano 233, V/¥.

2; acetato de etilo-hexano 832, V/V.

Compuesto 5: .

‘IR (KBr) 3360m (¥, NH); 32604, 30404 v 30204 (v, C-H in-
saturade); 29704 y 29324 (¥, C-H alifdticos); 17391 y 1720h -
(V, C=0 de los &steres); 1695i y 1635h (V, C=0 de la cetona y

S uretano); 1180i (&, c-0-C).
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LH-RMN (€DC1,) 1.43 (s, 9F, t-Bu-); 2.96 fad, J=4.5 y -
5.0 Hz, 2H, -CH—(NH)—CH -~} 3.83 (s, 2H, Ar-CH =0-);5 4.62 —
Em, 1, -CH-(N)-J; 51 ¥ 5.15 (28, 2H, Ar—CH2—0—), 5.37 (s,
2H, ~0-CH,~C0-); 7.25-8.0% (m, 14H, hidrdgencs aromdticos).

Compuesto 73

IR (KBr) 3330m (¥, N-H); 3000h {¥, C-H aromitico); 2970
my 2930m (V, C-H alifdtice); 1730h (¥, C=0 de los éateres):
"17051 y 16751 (¥, G=0 uretano y cetona aromdtica); 1200i (d,
C~0-C); 795m y 730m (&, C-H aromdtico momosustituido).

- RuN (cncl ) 1.57-{s, 9H, t-Bu-); 1.9-2.67 (m, 4H,——
~CH,~CH,-); 3.87 (s, 2H, Ar-CH,-CO-); 4.33 (m, 1H, -bHe-);
5. 12 ¥ 5.17 (s, 2H, -CH,-Ar); 5.41 (s, 2H, ~0-CH,-CO~); 7.33
-8.15 {m, 14H, hidrégenos aromdticos).

Compuesto 9:

IR (pelicula) 3400m y 3330m (V, N-H uretano}; 30604 y -
3030 (¥, O-H aromftico); 2980m, 2930m y 2880w (¥, C-H alifd-
tico); 1730i (V, C=0 de los &steres); 1700h y 1690i (¥, C=0-
uretano); 1180i (<&, c-o—c), 800m. y 740m (&, aromético mono—
sustituido Cc-H).

-ram (cDC1,) 1.47 (s, 9H, t-Bu-) 3.6-4.0 (m, 4H, Ar--
CH,~CO- y -CH,-0-Bzl); 4.5 (s, 2H, ﬁ—cHZ—O—). 5.13-5,64 (m,~

2
"SH, -0-CH —Ar, -0-CH,—CO- y ~bHe-)s 17 23—8 10 (m, 14H, hidrs.

Zenoa ln"omtiticos) .

Compu“esto 11z -
IR (pelicula 3350m, (¥, NH uretano); 3050@ y-3020d (¥,~:
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C-H aromdtico); 2970m, 2930m y 2870m (V,C-H alifdtico); ——-
17251 (V, C=0 de loa ésteres); 1700h y 1650i (V, C=0 de la —
cetona ¥y uretanoc); 1170i (4, C-0-8); ¥30m y 7351 (4, £-H aro

mético).

LH-mMN (CDC1,) 1.23 (m, 3H, CH,—CH-0-); 1.50 (s, OH, -
t-Bu); 3.77 (s, 2H, Ar-CH,-CO-); 3.9-4.65 (m, 4H, —0-CH-CH--
€O y -O-CHy-Ar); 5.14 (s, 2H, -0-CH,-§); 5.31 (s, 2H, -0-CH,
-C0-); 7.32 (s, 9H, hidrdgenos aromaticos); 7.1-8.0 {m, SH,-
Ar-co-).

Compuesto 133

IR (KBr) 3300i y 3180m (¥, N-H amida primaria y Secunda
ria); 2970m y 2930m (¥, C-H alifdtico); 1715i y 1700n (¥, ——
C=0 de los &steres); 1680i y 1640i (V, C=0 de la amida, ure-
tano y cetona)s; 1240i y 1170i (d, ¢-0-C).

L (CDC1,) 1.43 (s, 9H, t-Bu-); 2.78 [m, 2H, -CH——
(§H)-CH,-); 3.86 {s, 2, Ar-OH,-CO-); 4.60 lam, 1H, -CH-(NH)J
5.20 (s, 2H, Ar-CH,-0-); 5.40 (s, 2H, ~0-CH,-C0-); 7.25-8..05
(m, 14H, hidrdégenos exomdticos).

Compuesto 153

IR (pelicula) 3340m (¥, N-H uretanc); 3030d (¥, C-H aro
mético); 2960m, 2920h y 2380n (¥, C-H alifdtico); 1715h (¥,-
C=0 de los édateres); 16901 y 1670h (¥, G=0 uretano y cetona-
aromdética); 1170i (d, C-0-C); 800m y. 730m (4, C-H aromitico).

lu-mey (CDC1,) 0.88 (da, J=6.0 ¥ 6:0. Hz, - 6H; Me,—CH-) ;-
1.46 (3, 98, t-Bu-); 2.05 (m, 1H, Me,-CH-); 3.78 (s, 2H, Ar-
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CH,-CO-); 4.35 {m, 1H, -CH.~); S5.21 (g,
(s, 2H, -C0-CH,-0~); 7.38-7.10 (m, 9H,

TECNICA CENTRAL PATA LA 0BT i
~4-(oximetil) fenilacéticos {comnuestes 6, 8, 10, 12, 14 v -
16).

3

(2.0 mmol) del dater fonacilico 3ol deido I™-ftar-butil—
oxicarbonil)-OB-vencilarincacil-4—{oxinetil)-fenilacdtico, s2
disuelven en el menor volumen de dcido acdtico acuess =1 235 &
y (2600 mg, 40 mnol) 8e cinc activads en =olvo se& adicionen
también y 1la suspensidn ez fuertemente agitada a temperatura-
-ambisnte. Lla reaccidn 3se monitorez tor crozatoara
fina de silic=s gel (2:3, 8:2 y 2:8, V/7 de acetat> de etilo

" ~hexano de rcuerdo al dcido que se va a sintetizar); acetcfe—
nona coi: un Rf=0.41, en el tercer sistema de elueidn, la 321-
de cinc Rf=0.02 en cualquier sistema de elucidn, éster fena——
cflico y dcidos Bog—aminoacil~4-(oximetil) fenilacéticos con-
Rf de acuerdo al producto de que se trate. Despuéds de gue to—
da la materia prima se ha reducido {alrededor ds £-9 horas),-
el cinc es eliminado vor filtracidn y lavado con dioxano &ci-
do acético acuoso al &5 # 1:1, V/V, {avroximadamente 50 ml).-
El filtrado se evapora bajo vacio en un baiio 2 temseratura no
mayor de 30 °C.

£l 36lido $. aceite residual 32 dizuelve an aceizis de c-
tilo-dcido citrico acuose al 10 #-¥aCl solucidn saturada (2 :
1:1, V/V/V)., La fase acuosa se extrae seguidamente con aceta-
to de etilo. Las fases orzdnicas combinadas se lavan con fci-
do citrico acuoso al 10 $-NaCl solucidn saturada (1:1, V/V) y
a pH constante econ YaCl zoluecidn saturada, =ceecada con zsulfato

de magnesio & sulfato de sodio an-idros y Se evapora a seque-



41~

dad como antes. La mayoria de la acetofenona es removida por—
trituracidn en hexano, obteniendo asi el &cido deseado.

‘ Para obtener una mayor sureza del oroducto se realiza u-
na recristalizacidn en éter-hexano, teniende distintos rendi-
mientos semin Acido de que se trate, el cual se redisuelve en

CH2C12 ¥y se evgpora a seouedad bajo vacio.

Comp. 2.F. (%°c) Sist. e RBRf Rdt (%) rat (%)
elucidn Experimental ZLiteratura
.6 937-98 3 2.12 95 55
8 106-108 3 2.10 91 60
10 aceite 1 0.27 gs 74
12 aceite 1 0.42 89 T2
14 152-154 2 9.29 92 18
16 aceite 1 0.30 88 T4

Tabla 2: Resultados obtenidos de la sintesis de 'los deidos
Boec-aminoacil-4=(oximetil) fenilacsticos.
Sistemas d= elucidns 1; acetato de etilo-hexano 2:3, V/V.
23 acetato de etilo-hexano §:2, V/V.
3; acetato de etilo-hexano 2:8, V/V.

Compuesto 6:

IR (KBr) 3352z (¥, N-H); 3250m (¥, 0-H del carboxilo) ;-
2980m y 2940m (¥, C-H alifdtico); 17401 y 1720i (V, C=D de —
los ésteres); 1690nh v 16804 (¥, C=0 del 4cido. y uretano); -—
12604 y 1185i (§, C-0-G); 7704 y 76Dd (&, O-H aromdtico mono-

. sustituiae),

Le-mun (6DC1,) 1.41 (s, 9K, t-Bu-); 2.37 (dd, J=4.5y -
6.0 Hz, -CH-CH,~CO-, 2H); 3.65 (s, 2H, Ar-CH,-C0-); 4.67 (,-
1H, -CH«-); 4.13 y 4.18 (2s, 4H, —0-CH,-Ar y ~0-CH,~@); 7.33-

v 7.39. (2s, 9H, hidrdgenos aromdticos).



Compue=zto 8:

IR (KBr) 3340m (¥, N-H): 3250m (v, —OH del carboxilo);—
2970m ¥y 2920m (W, C-H alifétice); 1730h y 17101 (¥, C=0 de~—
los ésteres); 1690h y 1575i (V, €=0 del &cido y uretano); --—
12501 y 1190i (4§, C-0-C); 7854 y 735a& (4,C-H aromdtico mono—
sustituido).

Iy_riw (6DC1,) 1.4 (s, 9, t-Bus); 1.8-2.55 (m, 4H, —--
~CH,—CH,~); 3.67 (s, 2H, Ar-CH,-CO-); 4.45 (m, 1H, ~CHe=); -
5.11 y 5.13 (2s, 4H, -O-CH,-Ar y —0-CH,-#); 7.32 y 7.35 (2s,

9H, hidrdgenos aromdéticos).

Compuesto 103

IR (pelicula) 2260m (vr, O-H del carboxile); 2980m, --—
2920m y 2870m (¥, C-H alifdtico); 1710h y 16901, (¥, C=0 del
&ster, £cido y uretano); 1180i (&, €¢-0-C); 7754 y 7354 (&, -
C-H arom&tico p-disustituido). ’

1y R (oD01,) 1.5 (s, 9H, t-Bu-); 3.63 (s, 2H, Ar-CHy-
—CO0-)}; 3.5-4.10 (m, 2H, -0-cn2-CH-); 4,53 (s, 2H, -o-CHZ-Ark
4.4-4.6 (m, 1K, —CH.-); 5.23 (s, 2H, §-CH,~0-); 7.32 (s, OH,

hidrégenos arométicos).

Compuesto 12:

- IR (pelicula) 2260m (¥, O-H del carboxilo); 2970m, —-
2920m y 2370n (v, C—H alifdtico); 171%h ¥ 1690ia (V, C=0 del
éster, dcido y uretanc); 1175i {4, C-0-C); 775m y 735m (&, -
C-H aromdtico p-disustituido).
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TH-RMT (CDC1,) 1.2 (4, J=6.0 Hz., 3H, CH,-); 1.43 (s, -
9H, t-Bu); 3.6 (s, 2H, Ar—CHz—CO—); 4,0~4.6 (m, 4H, —O~CH-CH
-CO- y —O—CH2~Ar); 5.11 (s, 2H, -o-cnz-ﬁ); 7.23 (s, 9H, hi--

drSgenos aromdticos).

Compuesto 14:

TR (KBr) 3360h y 3330m (¥, N-H amidn y uretano); 3280m,
(V, 0-H del carboxilo); 2990m y 2920m (v, C-H alifdtico); —
1730m (¥, ©=0 del &eter); 1640h, 1670i y 1640i (¥, C=0 del —
dcido, amida ¥ uretano); 12551 y 1180i (4, C-0-C).

1H-RMKN (DMSO/Acetona/CDC1, "453:1) 1.52 (s, SH, t-Bu); -
2.71 (4a, J=2.0 y 7.0, 2H, -CH-CH,-CO-); 3.63 (s, 2H, Ar-CH,
-C0-); 4.52 (m, 1H, -CHxv); 5.18 (s, 2H, -0-CH,-Ar); 7.38 —

(s, 4H, hidrdgenos aromdticos).

Copmpuesto 163

IR (peilfcula) 3250m (¥, O-H del carboxilo); 2960m y =—-—
2920m (v, C-H alifdtico); 1710h y 16901, (v, C50 del éster,-
dcido y uretano) 11754 (4, €-0-C).

. m-rN (CDC1,) 0.90 (44, J=7.0 ¥ 7.0 Ha. 6H, (CH,),~CH-)
: 1.43 (s, 9H, t-Bu-); 2.17 (m, 1H, Mez—gg-cx-): 3,87 (=, 2§
Ar-CH,-C0-); 4.22 (m, 1H, -CO-CH-); 5.20 (s, 2H, -O-CH,-Ar);
7.3 {s, 4H, hidrdgenos aromiticos). :
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SINTESIS DEIL éster etflico del dcido 4-{bromometil)-fenilacé-
tico (17).

Disolver 5.0 gs» del dcido 4-(bromometil)-fenilacdtico en
73 ml de etanol absoluto y colacarlos en un matraz redondo de
280 ml de tres boces azcondicionado con: agitacidn magndtica,—
condensador, trampa de humedad, termémetro y embudo de adi~—-
cidn. A esta solucidn se le agregan mediante el embudo 2 ml -
de H2504 concentrado, disueltcs en 5 ml de etanol absolute ¥y
se calienta a 60 °c hasta que todo el bromodcido =22 consuni-
do, determinandolo por cromatografia en capa fina de silica -
gel (1:4, V/V de acetato de etilo-hexano)}, bromodcido Rf=2.52
; éster Rf=0.B1; La mezcla de reaccidn se concentra hasta la
mitad de su volumen y se disuelve en acetato de etilo. La so-
lucidn resultante se lava como sigue: Una vez con (N’H4)2003 -
solucidén acuosa saturada-NaCl solucidn acuosa saturada (13l,-
V/V), una vez con NaHC03 solucidn acuosa saturada-NaCl golu-—
cidn acuosa saturada (1:1, V./V) y 3 veces con NaCl solucidn -
acuosa saturada. La tzse orgdnice se seca sobre sulfato de ——
magngsio 46 sulfato de sodio anhidros ¥ Se evaporz para dar un

1iguido transparente e incoloro.

IR (pelicula) 30504 y 30204 (V, C-H aromdtico); 2280m, -
29304 y 28704 (¥, C-H alifdtico); 17101 (V, C=0); 1270i y —u=-
11751 (8, C-0-C).

la-puy (eDe1y) 1.24 (%, 7=7.0 Hz, 3, CHy-); 3.63 (s, 2§
Ar-CH,-CO-); 4.2 {q, J=7.0D Hz, 2H, -~0-CH,-); 4.52 (s, 2H, ——

Br—CHz—) 7.37 (s, 4H, hidrdgenos aromiticos).



SINTESIS DEL dster etflico del dcido Wx-{ter-cutiloxicartonil)

~0B-bencilaspartil-4-(oximetil)-fenilacdtico (18).

OUna solucidn del €&

un matraz redondo de 1207 ml eaquipado con asitacidr mamndtica-
2

¥y condenszdor nara reflujo. Le solucidn se calienta 2 32 "C y
se le adicionra una porcidn de trietilamina dz O,6 ml. Deznuds
la solucidn se calients mor 3D minutos mds, adiciorende Tor——
ciones del bromoéster (2.5 ;r) y trietilamina (2.5
niendo la temveratura otros $9-90 minutos mds v el

[+3

de la reaccidn se monitorea nor cromatosyrafin en

silica gel (2:3, YA de acetato de etilo~hexane ),

Asp-OBzl Rf=92.25; bromoéster Rf=D.34; 4Sgter
B-bencil Zac

o
t
u
o

La reaccidn se termina cuando el dster del 4

—-aspdrtico se detecta mds ofor la urueba de ninhidrina. Si

te de la trietilamina se dierde por evasoracidn, una cantidad
adicional (2.2 ml) vpuede ser necesaria para consumir comple——
tamente el éstey del dcido Boc-zminico.

La solucidn se evapora z ceaquedad, se redisuelve en sl -
minimo volumen de cloroformo y se precipita con acetato de ——
etilo, y se filtra. El filtrado se concentra hasta obtener un
aceite el cual se disuelve en acetato de etilo y se lava dos—
veces con solucidn acuoaam saturada de NaHCOB—W201 solucidn -—
acuosa saturada (1:1, V/V), finzlmente con NzCl solucidn 2cuo
sa saturada., La fase orgdnicsm se seca con sulfato de masgnesio
anhidro y se evapora vara dar un acelte amarillentu el aue se

purifica por recristalizacidn en Ster-hexano.



IR (pelicula) 3330n (V, ¥-H); 39222 (v, C-H aromdtico);-
©2970m, 2930m y 28389m (¥, C-=H a1ifdtico): 17321 (¥, C=0 de los
ésteres); 17201 y 16751 (V, C=D uretanc); 1220i (4, C-0-C); -
795a ¥y 73%m (§, C-H aromdtico monosustituido).

RS TRt (CDCL,) 1.24 (t, J=7.0 Ha, 3H, CH,-); 1.43 (s, o4
, t-Bu); 2.96 (a&, J=4.5 y 5.0 Kz, 2H, -NH-CH-CH,-); 3.33 (s,
2H, Ar-CH,-CO-); 4.2 (q, J=7.0 Hz, 2H, ~0-CH,-); 4.67 (m, 1H,
~CHa~)5 5.13 (s, 2H, —0-CHy-Ar-); 7.33 y 7.39 (2s, 9H, hidré-

genos arsmdticos).

SINTESIS DEL decido N«-( ter-butiloxicarbonil)-OP-bencilasver-—
til=é=(oximetil)-fenilacético (6) a nartir del éster etflico.

Para la obtencidn de esté comwuesto se empled una nueva-
ruta sintdtica a vartir del compuesto 17, se emvlearon distia
tas condiciones de reduccidn sin llezar a2 obtener el producto
deseado vor esta via de sintesis. Entre las condiciones ame—-
pleadas estan la técnica seneral para la obtencidn de los 4--
cidos Boec-gminoacil-4-(oximetil)-fenilacéticos utilizadas con.
anterioridad, sin obtener resultados gue rueran satisfacto~——
rios hasta ahora, guedando asi puds, abierta la posibilidagd -~-
para la sintesis de éste comTuesto y también la de sus andlo=-
gos empleando otros eminodcidos guedando condicionada a la -——
factibilidad de realizar y encontrar las condiciones para que

ésta reduccidn sze pueda llever a cabo.



VII. DISCUSION Y RE:SULTADOS

La sintesis de log dcidos N<-Boc-aminoacil~4-{oxizetil)—

fenilacdticos orizinalmente vronuesta wor Merrifield v colabo

3, 15, 17 .
radores ~° ' , Se sometid a estudio ¥ sec le hiciercn mo--—

dificacione
ta azhora revortadsos, ya gue de la ontencidn

s con la finalidadé de mejorar los rendimientos has

dos devende la vrevparacidn de recinas mds res
la sintesgis de los —-
1

esouema 12 se ilug

custro sta-

ruptura acidolitica de péptidos Aurenta
mismoz por el método de fase séiida. In e
tra la
pas vara la obiencidn de los derivados aninosc{dicos desseados
el estudio hecho dié los siguientes resultados.

La bromacidén del €cido f-metil fenilacético (3) durante-
se lleve a cabo en tetraclorurs d¢ czrbono-

ruta sintética originzl, la cual consta de

la primersa etapa,
por fotoadicidn a temueratura de reflujo. Agui se encontrd -
veces en la eoncentracidn del Zcido,

que un ineremeénto de tre
51 % aun 77 % en el rendimiento del

produce un aumento éde un
bromodeide (4).

La condensacifn del
(4) con x-bromoacetofencna (%) en la segunda etava da bajos —
rendimientos con ciclohexilamina como base y regquiere una pu-
realizar. Sg ha sugerifdo el uso de KFP~
que awngue tedioso da--—

dcido 4-({bromometil) fenilmeético ——

rificacidn 3iffcil de
éteres coryona,

-2H,0 en presencia de £tor
z 9, 14 : .
me jores rendimientos + ¥a oue lz condensacidn del Acido-

4-(bromometil)-fenilacético (4) ¥y la &-bromoacetofencna (%) -
puede conducir a diferentes oroductos de acuerdo con la hase
empleada, se decidid estudiar con mds detalle esta reaccidn.—~
Se escogid trietilamina com2 dbase, esperando fener un  Mayor

impedimento estérico oue con la ciclohexilamina y menar solu-



A8~

bilidad de la sal de amonio formada en los disclventes orgd-
nicos. Debido 2 que el bromodcido (4) no es mur soluble en -
el acetato de eiilo origzinalmente emnlecdo, se decidid bus——
car otros disolventes que vermitieran incrementar la concen-—
tracidn hasta niveles deseados. El dioxance resultd ser ade——
cupdo para disolver al kromodcido ¥y el acetonitrile a la ——
<L-bromoacetofenona de ta2d zerera gue pulieron prepararse So-
luciones concentradas de la mezcla ¢¢ reaccidn, disolviendo-~
Previamente cada uno de los reactivos vor sesparado y mezclap
dolos vosteriormente.

Lz mayorfa de las reaccionss de competencia (por ejem.-
la formacidn de X3, 14 y IS) pueden ser clasiticadas como -—
reacciones SNZ.(esquEma 15).

Aunque la reaccidn dcido-base deseada en primer término
debe ser rdvida (con formacidn de 4a), en comparacidn con ——
las otras, su reversibilidad bajo condiciones de exceso de -
amina presente, podrie desplazar la reaccidn hacia compuesS-—
%os no deseados. E1 droducto deseado (E). debe vroducirse en
un segundo peso, también mediante una reaccidn SN2 siempre —
aue la concentracién de base se mantenga suficientemente ba~
ja para aminimiz r les reacciones en competencia. Se esveraw-
rfa por itanto que un increhento en la concentracidn de las -
especies reaccionantes conduzca a un aumento en la velocidad
de reaccidn.

Experimentos cindticos de la reaccidn de trietilamina -
¥ &-tromoacetofenona (5), tanto en acetato de etilo como en-
acetonitrilo, mostraron un aumento de cuando menos 10 veces—
en la vélocidad de sustitucidn en acetonitrilo reépecto al -

-acetato de etilo, ésto sezuido mediante Luman y por Sesapa-—

ricidn #el sinmulete a 4.4 Hpm, correspondédiente al metileno~
Aaue soporta al bromo.



~E0a

resultados indican nor un lado, la neceaidad de z-—

v lentamente con 21 Tin de minimizar las

reacciones laterales no por o*ro, nue la reaccidn-—

S

e

§2 deseada debe versa fmvorecidu en ncetonitrilo.

La evaluacidn de la reactividad relativa de la reaccidn-

entre 42 y 5 seria de gran wvalor para calcular una proporcidn

dvtina de reactivosz, sin exbarso ésts Se encusntra limitada -
debicdo 2 la autocondensaci’n del dcido (4).

En exnerimentos de commetenein entre lz sal de cesio de
(4) en acetoaitriloe:DMF (3:1, V/V) a 52 °C (4 v 5 en relacién
1:2), se obituvo mAs del 37 & del dster fenacilica (6), 1o que
indica oue la L~bromoacetofenona es cuando menos 50 veces méds
reactiva ques 21 bromodcido {(4) aunaque los resultadoz no son -
concluventes debido o le descomposicidn de (5) tmjo condicio~
nes de reaccidn empleadas. En la yrdctica, una relacidn 2:1 -
del dcido (4) y la bromoacetofencna (5) ha dado los mejores -
resultados mara la obtencidn de (é) con un fdeil procedimien—
to de purificacidn.

La condensacidn de los Ne-Bog-aminodcidos con el éster—~
fenacilico del 4cido ¢-(bromometil)-fenilacético (6) (ver es~
quema 12, etazpa 3), emoleando trietilamina como base did en
general malos rendimientos (55 %) cuando se =plica al caso de
la NX-Boe-Asn 8, nor 1o que se decidid emplear su szl de ce——
sio en un exceso del éster (6) (1.5 : 1.0), en acetonitrilo -
anhidroe 2 52-55 QC. Se obtuvieron rendimientos reoroducibles-
del 9021 ¢ Az los dateres fenacilicos de !K-_Boc-~aminoacil-—w-—
oA (2) de aminodecidas poco reactivos tzles comoe Asn y Ser y

-

adn una recuperacidn hasta del 70 % del bromoéster (6)en exce

30,



vados @e algunos aminndcides coco
hasta 500 % mayores 2 193 informudos on la literziura nez-

ta hoy en c¢ia.

Por lo gqus resvects al eciudio

a
ruta sintética, se obtuvieron rezuliasdos considerablemsnte -—

buenos en cuanto a2 los rendi
arados (ver parte exnsrimensal), €sto hace aue la ruta sea u-
na muy buena perspectiva nara el futuro debido a nus 1os rsac
tives utilizados en ella hacen aqus 12 obtencidn &e las resi--—
nas por 4ste método sean mdc accesibles. Par oira sarte, ¥
mand¢ en cuenta aque nara esta nueva via sintdtica
falta encontrar las condiciones de reaceidn

un
é ter e
del Acifo F<—(ter—butiloxicarbonil)-OBf-bencilaspartil-4-
metil)-fenilacético 1a que deberd ser selectiva y un
se eneuentren e¥trevolarlas vara las demds aminodcid

Asi pues, anglizando los resultados de éste estu
lizado se puede aseverar oue se cuxplid con el objeti
guido @2 establecer buenos antecedentes para un trabaj
rior que conduzca a la obtencidn de2 estos derivados dei
un precio acequible y varticendo de reactivos mds senci

de fécil mcceso para el quimieo que se dedica a la air




VIII. CONCLUSIONTS

Se realizd el estudio de la metodologia original propuesta
wor Herrifield ¥ colaboradores para la obtencidn de los A—
cidos Boec-aninoacil-0T4, 10 que veérmitio ootimizar la ruta

sintética

Se encontraron las modificaciones aproviadas a2 la metodolo
£ia que permitieron mejorer los rendimientos hasta hoy re-
nortados, tanto para los derivados de aminosdeidos difici-—
les (e.g. Asn, Ser y Treo), como para los considerados no

tan oroblemdticos {e.g. Val, asp y Glu).

Se azislarcn, purificaron caracterizaron intermediarios -~
» T ¥y
¥ vroductos involucrados en la ruta sintética mzdiznte tée
1
nicas como: Cromatografia. esnectroscovnias de IR y ~H-RMN-

¥ propiedades fisicas como su nunto de fusidn.

En base a los rendimientos obtenidos y los veportados en-
1z literaturz se rufo hacer una compzracidn en cuznto a re-

sultaéos {ver tablas 1 y 2).

Se realizd el estudio preliminar de una nueve ruta sintdti
ca para llegar a los mismos compuestas; ruta cue presenta-~
una worcscetiva vastante prometedora ténto vorgue imdlica-
un coste mds bajo, comd por 1o zccesible de los reactivos—

requeridos vara la misma.



IX. AP EHNDICE

. En la presente geccidn se muestran 195 espectros repre——

sentativos de Infrarrojo (IR) y Resonancia Masnédtica Nuclear-
. 1, . . . s ‘<

Proténica ( H-RMN), obtenidos vara la identificacidn de los -~

compuestos sintetizados en el vresente trabajo.

No. Esnectro Compuesto
1 = 1
2 g mum 1
3 m 2
4 Yy_awn 2
5 m 3
6 Yy num 3
7 IR 4
8 yormaw 4
9 R 5

12 - 5

11 = 6

12 Iy mm 6

13 = 7

14 Ty_rvm 7

15 = 8

16 g my, 8 =

17 R 9

18 Ly muw 9

19 ™ 10

20 Lx_mmw 10 -

21 IR 11

":‘, v

1y _own

[
N
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23
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16

‘16
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17
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