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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 1:
INTRODUCCI()N, ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Los productos naturales juegan un rol muy importante en el desarrollo de
nuevos farmacos. Actualmente, alrededor del 60 % de los nuevos farmacos de
uso clinico son derivados o estan inspirados en productos naturales, segun la
Ultima revisién de Newman y Cragg que abarca el periodo 1981-2010.! Dichos
autores siguen confiando en la exploracion de la naturaleza como fuente de
nuevos farmacos y alientan las investigaciones que se basan en ella y la toman
como referencia.

En el 2008 Harvey publica que mas de 100 nuevos productos naturales se
encuentran en desarrollo clinico, especialmente anticancerigenos y anti-
infecciosos.” Ademas de la importancia que tienen en el desarrollo de nuevos
farmacos, los productos naturales representan un gran desafio sintético para lo
quimicos organicos, siendo muchas veces fuente de inspiracion para el
desarrollo de nuevas metodologias.

Muchos grupos de investigacion trabajan en la sintesis de productos naturales
con el objetivo de obtener cantidades adecuadas para realizar estudios mas
avanzados de evaluacion bioldgica y ensayos “in vivo’ en el caso de productos

con actividad bioldgica, asi como para confirmar las estructuras propuestas.

! Newman, D. J.; Cragg, G. M. Natural Products as Sources of New Drugs over the 30 Years
from 1981 to 2010. J. Nat. Prod. 2012, 75, 311-335.
2 Harvey, A. L. Natural Products in Drug Discovery. Drug Discov. Today 2008, 13, 894-901.
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1.2 Antecedentes

En los ultimos anos, se han aislado un gran nimero de productos naturales
bioactivos cuyas estructuras son macrociclos. Estos compuestos presentan una
gran diversidad estructural y un amplio abanico de actividades bioldgicas. En la
actualidad poseen un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de
nuevos farmacos debido a que presentan una serie de propiedades deseables.
Entre ellas destacamos, sus caracteristicas estructurales que favorecen las
conformaciones bioactivas, su selectividad a los receptores, su permeabilidad
celular y estabilidad metabdlica.’

Actualmente existen 68 macrociclos en el mercado farmacéutico de los cuales
19 tienen buena biodisponibilidad por via oral; 30 son péptidos ciclicos vy la
ciclosporina que contiene algunos aminoacidos N-metilados es el Unico
macrociclo peptidico administrado por via oral. Basandose en esto, muchos
grupos han utilizado la estrategia de sustituir tres 0 cuatro aminoacidos
(dependiendo del tamafio del ciclopéptido) por sus analogos N-metilados de
manera de mejorar la biodisponibilidad por via oral 6 sus propiedades
farmacocinéticas.*

Dentro de la diversidad estructural de los macrociclos, se encuentran los
péptidos ciclicos que contienen heterociclos azodlicos: tiazoles y oxazoles y sus

respectivos andlogos reducidos, los cuales son llamados ciclamidas. Estas

3 (a) Giordanetto, F.; Kihlberg, J. Macrocyclic Drugs and Clinical Candidates: What Can
Medicinal Chemists Learn from Their Properties? J. Med. Chem. 2014, 57, 278-295. (b)
Driggers, E. M.; Hale, S. P.; Lee, J.; Terrett, N. K. The Exploration of Macrocycles for Drug
Discovery--an Underexploited Structural Class. Nat. Rev. Drug Discov. 2008, 7, 608-624. (c)
Newman, D. J.; Cragg, G. M. Chapter 1: Bioactive Macrocycles from Nature in Macrocycles in
Drug Discovery, 2014, 1-36 Royal Society of Chemistry. (d) Pefia, S.; Scarone, L.; Serra, G.
Macrocycles as potential therapeutic agents in neglected diseases. Future. Med. Chem. 2015,
in press.

* (a) White, T.R.; Renzelman,C. M., Rand, A. C.; Rezai, T.; McEwen, C. M.; Gelev, V.
M.; Turner, R. A.; Linington, R. G.; Leung, S. S.; Kalgutkar, A. S.; Bauman, J. N.; Zhang,
Y.; Liras, S.; Price D. A.; Mathiowetz, A. M.; Jacobson, M. P.; Lokey, R. S. On-resin N-
methylation of cyclic peptides for discovery of orally bioavailable scaffolds Nat. Chem.
Biol. 2011, 7, 810-817. (b) Rand, A. C.; Leung, S. S. F.; Eng, H.; Rotter, C. J.; Sharma, R.;
Kalgutkar, A. S.; Zhang, Y.; Varma, M. V.; Farley, K. A.; Khunte, B.; Limberakis, C.; Price, D.
A.; Liras, S.; Mathiowetz, A. M.; Jacobson, M. P.; Lokey, R. S. Optimizing PK properties of cyclic
peptides: the effect of side chain substitutions on permeability and clearance. Med. Chem.
Commun. 2012, 3, 1282-1289.
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estructuras ciclicas se encuentran presentes en animales marinos® vy
cianobacterias.® Generalmente estos compuestos son hexa U octapéptidos
ciclicos alternando aminoacidos hidrofdbicos e hidrofilicos (Ser, Thr, Cys). Las
cadenas laterales de estos aminoacidos polares, pueden ciclar para formar
oxazolinas o tiazolinas y posteriormente oxidarse a oxazoles y tiazoles
respectivamente.’

Ejemplos de este tipo de compuestos son: las Venturamidas A (1) y B (2), las
cuales fueron aisladas de la cianobacteria marina Oscillatoria sp., presentan
actividad antimaladrica contra A. falciparum con un ICsp de 8.2 y 5.2 uM
respectivamente y moderada actividad antichagasica contra 7. cruzi (ICsp =
14.6 y 15.8 uM respectivamente);® la Dendroamida A (3) un péptido ciclico
aislado de la cianobacteria Stigonema dendroideum fremy que revierte la

resistencia a multiples farmacos en células tumorales;® vy las Balgaciclamidas A
(4)y B (5).

> (a) Degnan, B. M.; Hawkins, C. 1.; Lavin, M. F.; McCaffrey, E. J.;Parry, D. L.; Watters, D. J.
New cyclic peptides with cytotoxic activity from the ascidian Lissoclinum patella. J. Med. Chem.
1989, 32 1349-1354. (b) Foster, M. P.; Concepcion, G. P.; Caraan, G. B.; Ireland, C. M.
Bistratamides C and D. Two New Oxazole-Containing Cyclic Hexapeptides Isolated from a
Philippine Lissoclinum bistratum Ascidian J. Org. Chem. 1992, 57, 6671-6675. (c) Ojika, M.;
Nemoto, T.; Nakamura, M.; Yamada, K. Stereochemistry and Total Synthesis of Dolastatin E
Tetrahedron Lett. 1995, 36, 5059-5062. (d) Sone, H.; Kigoshi, H.; Yamada, K. Isolation and
stereostructure of dolastatin I, a cytotoxic cyclic hexapeptide from the Japanese sea hare
Dolabella auricularia T7etrahedron 1997, 53, 8149-8154. (e) Perez, L. J.; Faulkner, D. J.
Bistratamides E-J, modified cyclic hexapeptides from the Philippines ascidian Lissoclinum
bistratum J. Nat. Prod. 2003, 66, 247-250. (f) Rudi, A.; Chill, L.; Aknin, M.; Kashman, Y.
Didmolamide A and B, two new cyclic hexapeptides from the marine ascidian Didem- num
molle.J. Nat, Prod. 2003, 66, 575-577.

® (a) Sivonen, K.; Leikoski, N.; Fewer, D. P.; Jokela, J. Cyanobactins-Ribosomal Cyclic Peptides
Produced by Cyanobacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2010, 86, 1213—-1225. (b) Gademann,
K. Out in the Green: Biologically Active Metabolites Produced by Cyanobacteria. Chim. Int. J.
Chem. 2011, 65, 416—419.

7 Sivonen, K.; Leikoski, N.; Fewer, D. P.; Jokela, J. Cyanobactins-Ribosomal Cyclic Peptides
Produced by Cyanobacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2010, 86, 1213-1225

8 Linington, R. G.; Gonzalez, J.; Urefia, L.-D.; Romero, L. I.; Ortega-Barria, E.; Gerwick, W. H.
Venturamides A and B: Antimalarial Constituents of the Panamanian Marine Cyanobacterium
Oscillatoria Sp. J. Nat. Prod. 2007, 70, 397-401.

® Ogino, J.; Moore, R. E.; Patterson, G. M. L.; Smith, C. D. Dendroamides, new cyclic
hexapeptides from a blue-green alga. Multidrug-resistance reversing activity of dendroamide A.
J. Nat. Prod. 1996, 59, 581-586.
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que fueron aisladas en 2014 por Gademann y colaboradores de la
cianobacteria Mycrocystis aeruginosa EAWAG 251, las cuales poseen actividad
antimalarica (ICsp = 9.0 y 8.2 UM respectivamente) contra la cepa cloroquina

resistente K1 de P. falciparum, ver figura 1.1.1°

H
Y
<y
SN o
W

OH
Balgaciclamida B (5)

Figura 1.1. Ciclamidas heterociclicas derivados de productos naturales

Poco tiempo antes de comenzar con este proyecto, Gademann y colaboradores

habian aislado de la cianobacteria Microcystis aeruginosa PCC 7806, las

10 portmann, C.; Sieber, S.; Wirthensohn, S.; Blom, J. F.; Da Silva, L.; Baudat, E.; Kaiser, M.;
Brun, R.; Gademann, K. Balgacyclamides, Antiplasmodial Heterocyclic Peptides from Microcystis
Aeruguinosa EAWAG 251. J. Nat. Prod. 2014, 77, 557-562.
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Aeruciclamidas A (6), B (7), C (8) y D (9) (Figura 1.2).!! En las estructuras de
las Aeruciclamidas se destaca la presencia en todas ellas, de un heterociclo 5-
metil-oxazolina, un tiazol y ademas un tercer anillo que puede variar de una a
otra: tiazol, oxazol ¢ tiazolina. Estos heterociclos estan unidos por diferentes

restos aminoacidicos entre si: Gly, L-Ala, L-Val, L-Ile, D-allo-lle, L-Phe 6 L-Met.

_ Gly

®R: "
%N/Y

L-lle :
s) NH HN" Yo

H s H H
D-allo-lle D-allo-lle

Aeruciclamida A (6) Aeruciclamida B (7)

L L-Val = Gly
(S) N ﬁ (S) N i

L-Ala 77(S) N"' ©\J(S):NH
1Y e L-Phe ) s

D-allo-lle L-Met
Aeruciclamida C (8) Aeruciclamida D (9)

il I

(R)

Q] I

Figura 1.2 — Aeruciclamidas

En la evaluacién bioldgica de estos productos contra Plasmodium falciparum K1
y Trypanosoma brucei rhodesiense, la Aeruciclamida B, que presenta dos anillos
de tiazol, mostrd una actividad submicromolar (0.7 uM) selectiva para A.
falciparum, mientras que Aeruciclamida C, que contiene un tiazol y un oxazol,

resultd ser el mas activo frente a 7. rhodesiense (9.2 uM).

1 (a) Portmann, C.; Blom, J. F.; Gademann, K.; Jiittner, F. Aerucyclamides A and B: Isolation
and Synthesis of Toxic Ribosomal Heterocyclic Peptides from the Cyanobacterium Microcystis
Aeruginosa PCC 7806. J. Nat. Prod. 2008, 71, 1193-1196. (b) Portmann, C.; Blom, J. F.;
Kaiser, M.; Brun, R.; Jiittner, F.; Gademann, K. Isolation of Aerucyclamides C and D and
Structure Revision of Microcyclamide 7806A: Heterocyclic Ribosomal Peptides from Microcystis
Aeruginosa PCC 7806 and Their Antiparasite Evaluation. J. Nat. Prod. 2008, /1, 1891-1896.
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La constante busqueda de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria es
un campo de la Quimica Farmacéutica que estd ampliamente justificado, tanto
desde un punto de vista sanitario como econémico.

Nuevos farmacos antiparasitarios son urgentemente necesarios para el control
de enfermedades, tales como malaria, leishmaniasis, enfermedad del suefio,
mal de chagas, helmintiasis, las cuales afectan a millones de personas en el
mundo. Los productos terapéuticos con que se dispone actualmente, no
resultan efectivos para el tratamiento de dichas enfermedades, dada la
resistencia generada a los mismos.

La mayoria de estas afecciones son llamadas “enfermedades huérfanas” o
“neglected diseases” dado que la mayoria de los paises que presentan riesgo
para dichas enfermedades son sub-desarrollados o en vias de desarrollo, no
existe el apoyo econdmico o el interés de la industria farmacéutica para
financiar la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios
para el tratamiento de estas enfermedades. Esto hace que la mayoria de las
investigaciones en este campo esté en manos de la academia.’® Un dato que
pone en evidencia el estado de olvido que transitaron por décadas estas
enfermedades es que la mayoria de los farmacos empleados para el
tratamiento de las mismas fueron desarrollados hace mas de 50 afios. Por otro
lado, varios de estos compuestos no superarian las exigencias actuales de
seguridad farmacoldgica en ensayos clinicos.

La malaria o paludismo, causada por Plasmodium spp. y transmitida a humanos
por la picadura del mosquito Anopheles, constituye un problema mayor de
salud en gran parte de los paises tropicales y subtropicales, Figura 1.3. Del
ultimo reporte de la OMS, actualizado a Diciembre de 2014, se estiman 584000
muertes causadas por malaria en 2013 (con un rango poco preciso que va de
367000 a 755000) y 3.3 billones de personas en riesgo de ser infectadas. La
cloroquina (1945) es un antipalidico que se utilizaba con frecuencia, pero dada
la alta resistencia de P. falciparum a este farmaco (mas del 90% de en algunas

areas) la terapia recomendada por la OMS (Organizacidn Mundial de la Salud)

12 pink, R.; Hudson, A.; Mouriés, M.A.; Bendig, M., Opportunities and challenges in antiparasitic
drug discovery. Nature Rev. Drug Disc. 2005, 4, 727-740.

8
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ha sido modificada. Actualmente se emplean tratamientos combinados con
Artemisinina 6 Artesunato. Lamentablemente, en los Ultimos afios, también se
ha observado resistencia a estos Ultimos farmacos, principalmente en el sudeste

asiatico: Camboya, Myanmar, Tailandia y Vietnam.!?

.

Confirmed malaria cases per 1000 population
I o0 10-50 0.1-1 Mo ongoing malaria transmission

B 50100 1-10 0-01 Mot applicable Sowrce: National malania control programime rEparts

Fig. 1.3 Paises con trasmision de malaria (imagen extraida de World Malaria
Report 2014, WHO)

Una vez que la persona es picada por el mosquito Anopheles, los parasitos
toman las células del higado rapidamente (15-20 minutos) y se convierten en
“shcizonts” (esquizontes), se multiplican y atacan a las células sanguineas
(estadio asexuado). Actualmente, la mayoria de los farmacos que se usan en el
tratamiento de malaria, atacan al parasito en esta etapa. En dicho estadio el
parasito se encuentra en mayor proporcion, cerca de 10** parasitos por persona
y es el estadio que da los sintomas clinicos de malaria. Algunos de los
esquizontes, se dividen en gametocitos masculinos y femeninos. Estos
gametocitos son tomados por el mosquito cuando se alimenta de sangre. En el
intestino del parasito se trasforman en gametos y se fusionan. Este es el
estadio sexual del parasito, Figura 1.4. Para erradicar la malaria, son necesarios
farmacos que ataquen también el estadio sexual en humanos del Plasmodium

spp. y de este modo bloquear la transmision al mosquito.

13 (a) World Malaria Report 2014, WHO. (b) Fact sheet N°94, WHO Diciembre 2014.
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs094/en/)
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En la busqueda de nuevos farmacos antimalaricos, el estadio del parasito en el
mosquito se presenta como un blanco interesante de estudiar. En este punto
los “sporozoites” (esporozoitos) presentes deben sobrevivir al sistema inmune
del mosquito. La variedad de sobrevivencia de las distintas cepas de A.
falciparum en el mosquito esta dada por las diferencias genéticas, por ejemplo
las cepas 3D7 y NF-54 son mas resistentes al sistema inmune del mosquito; por
lo que es relevante evaluar los candidatos a farmacos en estas cepas de

Plasmodium.**

 Molina-Cruz, a.; Delong, R. J.; Ortega, C.; Haile, A.; Abban, E.; Rodrigues, J.; Jaramillo-
Gutierrez, G.; Barillas-Mury, C. Some Strains of Plasmodium Falciparum, a Human Malaria
Parasite, Evade the Complement-like System of Anopheles Gambiae Mosquitoes. Proc. Nati.
Acad. 5ci. 2012, 109, E1957-E1962.
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TRANSMISSION

Sporozoite
Nucleus Hypnozolte

Merozoites

TRANSMISSION
TO MOSQUITO

Trophozoite

Schizont

Figura 1.4 Ciclo de vida del parasito del género Plasmodium. (Extraido de la

pagina web de Medicine for Malaria Venture)
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La tripanosomiasis africana (HAT) o enfermedad del sueno existe en la regién

sub-sahariana y afecta a 36 paises, Figura 1.5.

0600

d
Y
‘_}Jf Number of reported cases, 2013 L/

Il -1000 [0 Endemic countries (no data available) O %
B 1001000 [ Non Tb.gambiense endemic countries %
n
%ﬁb [ <too [ Notapplicable

[ 0cases reported

Fig. 1.5 Distribucion mundial de HAT (7.b6.gambiense) 2013 (imagen extraida
de National HAT control programmes. Annual country reports, 2013, WHO)

Es causada por parasitos del género 7rypanosoma bruceiy transmitida por la
mosca tsetse. La especie T.b. gambiense es la responsable del 80% de los
casos de HAT crénica y 7. b. rhodesiense representa el 2% de los casos de HAT
aguda. La HAT posee dos fases, la primera llamada fase hemolinfatica; y la
segunda llamada fase neuroldgica, la cual afecta al sistema nervioso central.
Las alteraciones del ciclo de suefo son una caracteristica importante de la
segunda etapa de la tripanosomiasis africana, y es lo que le da el nombre a la
enfermedad.

El ciclo entero del parasito consta de una etapa intracelular (dentro de las
células del mamifero hospedero) y otra extracelular (dentro del aparato
digestivo de la mosca vector). El ciclo intracelular comienza cuando una mosca
tsetse infectada inyecta los tripomastigotos metaciclicos en la piel. Los parasitos
entran al sistema linfatico y pasan al torrente sanguineo (1). Dentro del
huésped, se trasforman en tripomastigotos sanguineos (2) y son transportados

a través del cuerpo, llegando a otros fluidos sanguineos (por ejemplo, linfa y

12
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liguido encefalorraquideo) continuando su replicacion por fisidén binaria (3 y 4).
Cuando los parasitos atraviesan la barrera hematoencefalica, se dice que el
paciente se encuentra en la segunda fase de la enfermedad y es cuando se
altera el ciclo del suefio, la persona siente somnolencia durante el dia e
insomnio durante la noche.

En la etapa extracelular del ciclo, la mosca es infectada cuando toma sangre de
un mamifero huésped infectado (5). En el intestino de la mosca, los parasitos
se trasforman en su forma prociclica y se multiplican por fision binaria (6),
abandonan el intestino y se transforman en epimastigotos (7). Los
epimastigotos alcanzan las glandulas salivales de la mosca y contindan
multiplicandose (8), el ciclo en la mosca dura aproximadamente tres semanas,

figura 1.6.

Tsetse fly Stages Human Stages
Epimastigotes multiphy .o Tsetse fly takes

1 blood meal . .
in salivary gland. They 4 ) Injected matacyclic
transfarm into metacyelic fimects metacycli ypermastigetes) trypomastigotes transform
rypomasigotes, f ’ # ‘ 9 into bloodstream

trypomastgotes, which
Yrreﬂ to other sites.

Trypomastigotes multiply by
birary fission in varous
biody fluids, e.g., blood,

Procyclic trypomastigotes
leave the midgut and transform

into epimastigotes
B ol lymph, and spinal fluid.
Taetse fly takes
a a blood meal
[blood straan iy pomastigates
ane ingeated)

° K \A
Blocdstream lwpmaslimﬁ\_ ‘h‘“ !
transform into procyclic —-—)\ oTr'grpmnaEtigules in blood
trypomastigotes in tsetse fiy's B
midgut, Precycic tryposmatigotes i, ﬁ= Infective Stage

multiply by binary fission. A\ = Diagnostic Stage

Fig. 1.6 Ciclo de vida del parasito 7rypanosoma brucei (imagen extraida de

CDC - Center for Disease Control and Prevention cortesia de DPDx.)*”

1o http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAfrican/index.html
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El tipo de tratamiento que se administra depende de la etapa de la enfermedad.
Los medicamentos que se usan en la primera etapa tienen poca toxicidad y se
administran facilmente, Pentamidina (1941) y Suramina (1921). Para la fase
neuroldgica de la enfermedad, se requiere que el farmaco atraviese la barrera
hematoencefalica. En esta fase se administra Melarsoprol (1949) que presenta
efectos adversos muy severos por ser derivado de arsenico y Eflornitina (1990)
que si bien es menos toxico no actua frente a 7. b. rhodesiense, es muy
costoso y se requiere de personal capacitado para su administracién. En 2009,
se comenzo a utilizar la combinacidn: Nifurtimox-Eflornitina, que no es eficaz
contra 7. b. rhodosiense. Nifurtimox esta registrado como farmaco anti-
chagasico (Tripanosomiasis americana). Los ensayos clinicos arrojaron datos de
inocuidad y eficacia en combinacidon con Eflornitina, por eso se ha aceptado y

se ha incluido en la lista de medicamentos esenciales de la OMS.°

Las helmintiasis son enfermedades parasitarias que pueden afectar tanto a
humanos,!” como animales. En nuestro pais, cuya economia estd sustentada
principalmente por la produccidon agropecuaria, la helmintiasis ganadera resulta
un problema mayor. Entre las principales consecuencias, se destacan: pérdidas
de peso, pérdida de lana, disminucion de la produccion lechera, etc. Si bien
existe un gran numero de farmacos desarrollados y comercializados, de alta
eficacia antihelmintica para el tratamiento de estas parasitosis, diversas causas,
entre otras malos regimenes posoldgicos (dosis y tiempo de tratamiento), falta
de diagndstico apropiado, falta de seguimiento de la eficacia del tratamiento,
etc. produjeron la aparicion de fendmenos de resistencia y tolerancia desde la
década de los 80. En particular un estudio con parasitos nematodos de ovejas
realizado en Uruguay, demostrd que solo un 7.5% de las granjas 6 estancias no

tienen niveles de resistencia apreciables a estos tres tipos de farmacos. La

16 (@) WHO, Fact Sheet N° 259, Marzo de 2014
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs259/en/) (b) Simarro, P. P.; Diarra, A.; Ruiz
Postigo, J. a; Franco, J. R.; Jannin, J. G. The Human African Trypanosomiasis Control and
Surveillance Programme of the World Health Organization 2000-2009: The Way Forward. PLoS
Negl. Trop. Dis. 2011, 5, €1007.

7 WHO, Fact Sheet N° 366, Abril de 2014.
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs366/es/)
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pérdida de productividad representa un serio problema econdmico en América
del Sur, Sudéfrica, Australia, etc.!®

Desde hace varios anos, nuestro grupo viene trabajando en un programa
general de busqueda y desarrollo de nuevos compuestos con actividad
antihelmintica y/o citotdxica tomando como modelos productos naturales
bioactivos tal cual lo evidencian nuestras publicaciones®®, Tesis de Maestria y

Doctorado.?°

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General:

El objetivo general de esta tesis es desarrollar una metodologia sintética que
nos permita obtener fragmentos claves y macrociclos analogos a las
Aeruciclamidas, ver Figura 1.7.

A los compuestos obtenidos se les realizaran estudios de sus potenciales
actividades quimioterapicas /in vitro sobre los parasitos responsables de malaria,
de la enfermedad del suefio y sobre nematodos utilizados como modelo en el
screening primario de compuestos antihelminticos. También se estudiaran sus
potenciales actividades citotdxicas sobre lineas tumorales humanas y sobre
macrdéfagos murinos. Sobre alguno de los compuestos mas prometedores se

realizarian ensayos de actividad bioldgica in vivo.

18 (a) Torres-Acosta, J. F. J.; Mendoza-de-Gives, P.; Aguilar-Caballero, a. J.; Cuéllar-Ordaz, J. a.
Anthelmintic Resistance in Sheep Farms: Update of the Situation in the American Continent.
Vet, Parasitol. 2012, 189, 89-96. (b) Nari, A.; Salles, 1.; Gil, A.; Waller, P. J.; Hansen, J. W.
The Prevalence of Antihelmintic Resistance in Nematode Parasites of Sheep in Southern Latin
America: Uruguay. Vet. Parasitol. 1996, 62, 207-212.

1% (a) Pefia, S.; Scarone, L.; Manta, E.; Serra, G. An Efficient Synthesis of 2,4’-Bi-1,3-
Oxa(thia)zoles as Scaffolds for Bioactive Products. Chem. Heterocycl. Compd. 2011, 47, 703—
709. (b) Martinez, V.; Davyt, D.; Total syntheses of bacillamide C and neobacillamide A;
revision of their absolute configurations. Tetrahdron: Asymmetry 2013, 24, 1572-1575.

(c) Sellanes, D.; Campot, F.; Nufiez, I.; Lin, G.; Espdsito, P.; Dematteis, S.; Saldafa, J.;
Dominguez, L.; Manta, E.; Serra, G. Preparation and Biological Evaluation of Key Fragments and
Open Analogs of Scleritodermin A. Tetrahedron 2010, 66, 5384-5395.

2 (3) Martinez, V. Tesis de Maestria, UDELAR, Uruguay, 2014. (b) Sellanes, D. Tesis de
Doctoral, UDELAR, Uruguay, 2009. (c) Scarone, L. Tesis Doctoral, UDELAR, Uruguay, 2008. (d)
Incerti, M. Tesis doctoral, UDELAR, Uruguay, 2006. (f) Sellanes, D. Tesis de Maestria, UDELAR,
Uruguay, 2004. (g) Mahler, S. G. Tesis Doctoral, UDELAR, Uruguay, 2002. (h) Serra, G. L.
Tesis Doctoral, UDELAR, Uruguay, 1998.
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Analogos
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Figura 1.7. Macrociclos analogos de Aeruciclamidas

Para llevar adelante este objetivo general, hemos planteado los siguientes

objetivos especificos que seran descriptos a continuacion.
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1.3.2 Objetivos especificos:

1. Sintesis de building blocks heterociclicos.
Este objetivo especifico es fundamental debido a que la estrategia que
seguiremos para la construccidon de los macrociclos azdlicos es la de elongacion
de la cadena azdlica peptidica paso a paso y macrociclaciéon en solucion. El
analisis retrosintético de los building blocks heterociclicos nos indica las etapas
fundamentales que deberan ser consideradas en la propuesta sintética, ver
Esquema 1.1.

i Sintesis de fragmentos peptidicos

i. Sintesis de tioamidas

iii. Sintesis de los heterociclos 2,4-disustituidos: por ciclodeshidratacion y

oxidacion 6 por sintesis de Hantzsch

El heteroatomo de los anillos puede variar entre O 0 S, las cadenas R; pueden
ser H o Metilo. Las cadenas R, dependeran del aminoacido hidrofébico en

cuestion.

Hantzsch
X=8

Jj: |:@,'> HZN)K( ‘

tiazoles (X = S)
oxazoles (X = 0)

Tiolisis
<:| Ciclodeshidratacion

Ciclodeshidratacion Oxidacién

GP 7
@ fn @@ ADu
~ NWH\ D
0)5: I N R” O  NH
HO R,
B-hidroxiamidas oxazolinas

ﬂ <:| Acoplamiento
(o) fo) H
P
°JI “ w0 e
R “OH Ra

Esquema 1.1 Retrosintesis de building blocks heterociclicos.
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2. Acoplamientos de building blocks para formar bis y tris
heterociclos

Se realizaran los acoplamientos mediante formacion de enlaces amidas de

los distintos building blocks sintetizados, ver esquema 1.2. Se estudiaran

diversos agentes acoplantes.

Desprotecciones
Acoplamientos

(o)
R}\)\ o]
— N R
by I % o
R2™ “NH
H ‘g’( tiazoles (X = S)
o oxazoles (X = 0)

\>—<

Ri

Esquema 1.2

3. Sintesis de hexapéptidos no azélicos precursores de analogos a
Aeruciclamidas utilizando como metodologia la sintesis de
péptidos en fase solida.

Se sintetizaran hexapéptidos cuya secuencia aminoacidica tendra una

relacion biosintética con los productos naturales en estudio.

0 o m Al LI LD o

Resina ﬁ NHFmoc O R;
ﬁ <:| Cleavage

O R O R O R
Iterative R 2 H 4 H 6 OH
Fmoc-SPPS ! N)\”/ N)ﬁ( N)ﬁ(
N, ' o R, " 0o R M 0

Esqguema 1.3 Andlisis retrosintético de hexapéptidos sintetizados por

fase soélida.
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4. Macrociclaciones de precursores abiertos para obtener analogos
de Aeruciclamidas
Se estudiaran las reacciones de macrociclacién de tris-heterociclos y de los

hexapéptidos no azdlicos sintetizados en fase soélida, Esquema 1.4.

X
=l
~

Esquema 1.4

5. Sintesis total de Aeruciclamida B
Se pretende obtener la Aeruciclamida B, dada su interesante actividad
bioldgica y el desafio que una sintesis total de un producto natural que no

fue sintetizado previamente implica.
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6. Ensayos de actividad bioldgica:
Se realizaran los ensayos de evaluacion bioldgica en colaboracion con otros
grupos de investigacidn, determinandose las siguientes actividades:
o antimalarica sobre Plasmodium falciparum K1
o anti-HAT sobre Trypanosoma brucei brucer
o antihelmintica sobre Nippostrongylus brasiliensis
o citotoxicas sobre lineas tumorales humanas: HT29 y MCF7
o citotoxica sobre macréfagos murinos
Con estos datos se estudiara la relacion estructura-actividad de los

compuestos.

En los capitulos siguientes desarrollaremos cada uno de estos objetivos
especificos, profundizando en el analisis retrosintético, describiendo la ruta
sintética seguida en cada caso y analizando y discutiendo los resultados

obtenidos.
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 2.

SINTESIS DE BUILDING BLOCKS HETEROCICLICOS

2.1 INTRODUCCION

Dado el gran nimero de productos naturales bioactivos que presentan motivos
azdlicos en sus estructuras,’ en las Ultimas décadas se han desarrollado una
gran variedad de metodologias sintéticas. La complejidad y diversidad
estructural de los productos naturales que contienen anillos de oxazol/tiazol y
sus analogos reducidos ha llevado a la busqueda de métodos cada vez mas

eficientes para la construccion de estos anillos.?

2.1.2 Antecedentes del grupo

Desde hace algunos afios, nuestro grupo viene desarrollando un programa
general de sintesis de heterociclos, de productos naturales y de analogos con

heterociclos azdlicos en sus estructuras, ver Capitulo 1 y Figura 2.1.

! (a) Jin, Z. Muscarine, imidazole, oxazole and thiazole alkaloids. Nat. Prod. Rep. 2013, 30,
869-915. (b) Dawyt, D.; Serra, G. Thiazole and Oxazole Alkaloids: Isolation and Synthesis. Mar.
Drugs 2010, 8, 2755-2780.

2 (a) Wipf, P. Synthetic Studies of Biologically Active Marine Cyclopeptides. Chem. Rev. 1995,
95, 2115-2134. (b) Michael, N.; Pattenden, G. Synthetic Studies towards Cyclic Peptides.
Concise Syntehsis of Thiazoline and Thiazole Containing Amino Acids. 7etrahedron 1990, 46,
8267-8290. (c) Pattenden, G. Synthetic Studies with Natural Oxazoles and Thiazoles. J.
Heterocyclic Chem. 1992, 29, 607-618. (d) Gant, T. G.; Meyers, A. I. The Chemistry of 2-
Oxazolines. Tetrahedron 1994, 50, 2297-2360. (e) Just-Baringo, X.; Albericio, F.; Alvarez, M.
Chiral Thiazoline and Thiazole Building Blocks for the Synthesis of Peptide-Derived Natural
Products. Curr. Top. Med. Chem. 2014, 14, 1244-1256.
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Bacillamida C (10) H

‘\\ \

§ ~NHBoc
\\\\/\[ NHCO,Me
>><\/H Analogo a Scleritodermina A (11)

Analogo de Micotiazol (12)

Figura 2.1. Estructuras sintetizadas por el grupo de Quimica

Farmacéutica

Se ha profundizado en el uso de metodologias sintéticas como pueden ser el
uso de grupos protectores para la obtencion de péptidos, y la preparacion de
heterociclos del tipo oxazol, tiazol & sus correspondientes heterociclos

reducidos.

2.2 ANTECEDENTES bibliograficos de la SINTESIS DE
OXAZOLES Y TIAZOLES

2.2.1 BIOSINTESIS de oxa/tiazolinas y oxa/tiazoles

La biosintesis de azoles y sus analogos reducidos ocurre a través de la ciclacién
y posterior oxidacion de residuos de Cys, Ser & Thr. Las cianobacterias

contienen un grupo de genes que heterociclan dichos residuos aminoacidicos
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para dar tiazolinas y oxazolinas; las cuales pueden ser oxidadas para dar

tiazoles y oxazoles respectivamente (ver figura 2.2).’

g—base /—\

g baseH I""O o H‘\X
]YT D\ﬁ

cadena peptidica con § base :
serina (Ry = H) / treonina (R4 = CH,) -H,0
X=0 retencion de la
o) R, configuracion R,
cisteina S X
X— 9K
X=s o Pdﬂ
(Ry=H) MN oxidacion I% N I
R o)
azolina azol
X = O Oxazolina X=0 0?(azol
X = S Tiazolina X = 8 Tiazol

Figura 2.2. Biosintesis de Azoles.

2.2.2 METODOLOGIAS SINTETICAS

Existe una gran variedad de metodologias para la obtencién de oxazoles y
tiazoles. Una de las mas ampliamente usadas y de la cual el grupo cuenta con
una gran experiencia es la ciclodeshidratacién de B-hidroxi(tio)amidas para la

obtencién de oxazolinas/tiazolinas y posterior oxidacién (ver Figura 2.3).*

3 (a) Sivonen, K.; Leikoski, N.; Fewer, D. P.; Jokela, J. Cyanobactins-Ribosomal Cyclic Peptides
Produced by Cyanobacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol, 2010, 86, 1213-1225. (b) Roy, R. S.;
Gehring, A. M.; Milne, J. C.; Belshaw, P. J.; Walsh, C. T. Thiazole and Oxazole Peptides:
Biosynthesis and Molecular Machinery. Nat. Prod. Rep. 1999, 16, 249-263.

*a) Mahler, S. G.; Serra, G. L.; Antonow, D.; Manta E. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 8143. b)
Scarone, L.; Sellanes, D.; Manta, E.; Wipf, P.; Serra, G. Heterocycles 2004, 63, 773. c) Mahler,
G.; Serra, G.; Dematteis, S.; Saldafa, J.; Dominguez, L.; Manta, E. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2006, 16, 1309. d) Sellanes, D.; Scarone, L.; Mahler, G.; Manta, E.; Baz, A.; Dematteis, S.;
Saldafia, J.; Dominguez, L.; Serra, G. Lett. Drug Design Discovery 2006, 3, 625. e) Sellanes,
D.; Scarone, L.; Manta, E.; Wipf, P.; Serra, G. Letters in Organic Chemistry, 2006, 3, 309. f)
Sellanes, D.; Manta, E.; Serra, G. Tetrahedron Letters, 2007, 48, 1827. g) Scarone, L., Fajardo,
J., Saldana, J., Dominguez, L., Esposito, P., Dematteis, S.; Wipf, P., Manta, E., Serra, G. Letters
in Drug Design and Discovery, 2009, 6, 413.
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Agentes
Ciclodeshidratantes Oxidacion

cer D i

H 4 R10zc N R4 R102C N R4
R,O NHR; 5 I\>_< .
X
HO” R,

Rz X NHR3 R2 X NHR3
. . . i tiazol (X =S)
-hidroxit da(X=8 azolina
B ﬁ:h;gs;;?:\‘?:iae: (ax(= 0) ) 2,4,5-trisustituida oxazol (X = 0)
Figura 2.3

Las B-hidroxiamidas se obtienen por acoplamiento de B-aminoalcoholes (por €j.
ésteres del aminodacido Ser o Thr) con acidos carboxilicos (por ej. aminoacidos
N-protegidos) (ver Figura 2.4). Para la formacidn del enlace amida, es necesario
trabajar con grupos protectores con el fin de evitar reacciones de polimerizacién
y reacciones secundarias que pueden ocurrir cuando se trabaja con
aminoacidos conteniendo grupos funcionales en sus cadenas. Los grupos
protectores utilizados varian segun la estrategia sintética y si se trabaja en
solucidn o en fase sdlida. A su vez, es necesario tener en cuenta la labilidad de

los mismos en las distintas condiciones de reaccién.’

Agentes
Acoplantes
i o u 0 H Rs
NH, NHGP
R1°)EE + Ho)k( _ »|RrR0 N NHGP
Ry~ ~OH Rs HO R2o
éster de Serina aminoacido hid . .
6 Treonina N-protegido B-hidroxiamida
Figura 2.4

Para la formacién del enlace amida, existe una gran variedad de agentes

acoplantes y de estrategias posibles.®

> Isidro-Llobet, A.; Alvarez, M.; Albericio, F. Amino Acid-Protecting Groups. Chem. Rev. 2009,
109, 2455-2504.
® El-Faham, A.; Albericio, F. Peptide Coupling Reagents, More than a Letter Soup. Chem. Rev.

2011, 111, 6557-6602.
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2.2.2.1 Metodologias de obtencion de Tiazolinas y Oxazolinas

Existen diversas metodologias para obtener oxa(tia)zolinas, una de ellas es a
partir de B-hidroxi(tio)amidas por medio de reacciones de ciclodeshidratacion;
donde el grupo hidroxilo es activado convirtiéndose en un buen grupo saliente
para posterior ataque nucleofilico del oxigeno 6 azufre de la amida 6 tioamida

respectivamente en sus formas imidas (ver figura 2.5).

R;, LOH Z=agente H Rs, 0z
ciclodeshidratante Y sl A H
M S oz
- -

N R Ry N R,
X=0,8 oxazolina (X = O)
tiazolina (X = S)

Figura 2.5

Los agentes ciclodeshidratantes cominmente utilizados son: DAST (13),’
Deoxo-Fluor (14),® Reactivo de Burguess.®

DAST y Deoxo-Fllor a bajas temperaturas, han sido muy utilizados en la Ultima
década para la sintesis de oxazolinas®® y tiazolinas.!> Ambos son agentes
fluorantes, que forman un buen grupo saliente en el alcohol, Figura 2.6, y luego
el OH & SH resultante del equilibrio amida-imida 6 tioamida-tioimida ataca al
carbono con dicho grupo saliente y cicla en oxa(tia)zolina. Ambos agentes
ciclodeshidratantes son compatibles con un rango muy amplio de grupos
funcionales, dan reacciones muy limpias, se obtienen compuestos
enantioméricamente puros y muy buenos rendimientos. El uso de Deoxo-Fluor
fue reportado en el afio 2000 por Williams, Wipf y colaboradores como

alternativa al uso de DAST en la obtencion de oxazolinas. El uso de Deoxo-Fluor

7 Straatmannand, M.; Welch, M. Fluorine-18-Labeled Diethylaminosulfur Trifluoride (DAST): An
F-for-OH Fluorinating Agent. J. Nucl. Med. 1976, 18, 151-158.

8 Lal, G. S.; Pez, G. P.; Pesaresi, R. J.; Prozonic, F. M.; Cheng, H. Bis ( 2-Methoxyethyl )
Aminosulfur Trifluoride: A New Broad-Spectrum Deoxofluorinating Agent with Enhanced
Thermal Stability. J. Org. Chem. 1999, 7048—-7054.

° Ejemplo de uso como agente ciclodeshidratantes: Wipf, P.; Miller, C. P. Total Synthesis of
westiellamide. J. Am. Chem. Soc., 1992, 114 (27), 10975-10977.

10 phillips, A. J.; Uto, Y.; Wipf, P.; Reno, M. J.; Williams, D. R. Synthesis of Functionalized
Oxazolines and Oxazoles with DAST and Deoxo-Fluor. Org. Lett. 2000, 2, 1165-1168.

11 Mahler, S. G.; Serra, G. L.; Manta, E. Deoxo-Fluor-Mediated Cyclodehydration of B -Hydroxy
Thioamides to the Corresponding Thiazolines. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 8143-8146.

25



Capitulo 2

en la sintesis de tiazolinas fue reportado en 2001 por Mahler et, a/. Deoxo-

Fluor tiene la ventaja sobre DAST de ser térmicamente mas estable.

B-hidroxiamida DAST 6 DeoxoF

Figura 2.6. Mecanismo de formacion de oxazolinas con agentes

ciclodeshidratantes.

Tanto DAST como Deoxo-Fluor tienen la desventaja de reaccionar
violentamente con agua, dando gases toxicos, explosivos y corrosivos (HF
libre). Recientemente, se han desarrollado nuevos agentes fluorantes que
buscan sortear estas desventajas: XtalFluor-E (15) y XtalFluor-M (16),'? (ver
Figura 2.7) los cuales son solidos cristalinos térmicamente mas estables que
DAST y Deoxo-Fluor (estabilidad térmica: DAST< Deoxo-Fluor < XtalFluor), y se

ha comprobado su efectividad en la obtencién de oxazolinas.!3

12 (a) L'heureux, A.; Beaulieu, F.; Bennett, C.; Bill, D. R.; Clayton, S.; Laflamme, F.; Mirmehrabi,
M.; Tadayon, S.; Tovell, D.; Couturier, M. Aminodifluorosulfinium Salts: Selective Fluorination
Reagents with Enhanced Thermal Stability and Ease of Handling. J. Org. Chem. 2010, /5,
3401-3411. (b) Beaulieu, F.; Beauregard, L.-P.; Courchesne, G.; Couturier, M.; LaFlamme, F.;
L'Heureux, A. Aminodifluorosulfinium Tetrafluoroborate Salts as Stable and Crystalline
Deoxofluorinating Reagents. Org. Lett. 2009, 11, 5050-5053.

3 pouliot, M.-F.; Angers, L.; Hamel, J.-D.; Paquin, J.-F. Synthesis of 2-Oxazolines and Related
N-Containing Heterocycles Using [Et2NSF2]BF4 as a Cyclodehydration Agent. Tetrahedron Lett.
2012, 53, 4121-4123.
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R
SF, y
| BFY ® N=SF,
NS R
DAST (13) XtalFluor-E (15)
SFs ®© BF,

~o~No~o~ 0 N=sF,

Deoxo-Fluor (14)  XtalFluor-M (16)
Figura 2.7 Agentes ciclodeshidratantes fluorantes

Las B-hidroxitioamidas, pueden obtenerse a partir de las B-hidroxiamidas

utilizando una de las siguientes estrategias:

1) Sustituyendo el oxigeno carbonilico de la amida por azufre mediante la
utilizacién por ejemplo de Reactivo de Lawesson (17), ver Figura 2.8.%
Dicho reactivo cuando es calentado, sufre apertura en su anillo central
de azufre y fosforo, dando lugar a dos ditiofosfinas reactivas las cuales

intercambian el oxigeno de la amida por un azufre.

R1YNR R1\n/NHR
OH
Imida Amida

Figura 2.8. Mecanismo de obtencion de tioamidas con Reactivo de Lawesson

¥ Pedersen, B. S.; Scheibye, S.; Clausen, K.; Lawesson, S.-O. Studies on organophosphorus
compounds. XXII. The dimer of p-methoxyphenylthionophosphine sulfide as thiation reagent. A
new route to O-substituted thioesters and dithioesters Bull. Soc. Chim. Belg. 1978, 87, 293.
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2) Realizando una apertura de la oxazolina correspondiente a través de una
tidlisis con H,S (Figura 2.9). *°

/Rz—\sﬁ Y

R N s
~¢ Ry > R1)J\N)\/OH
o H,S, Et;N H
MeOH

Figura 2.9. Formacion de tioamidas a partir de oxazolinas

Dicha metodologia plantea la apertura de la oxazolina en el C, en medios

moderadamente acidos o basicos usando solventes préticos (Figura 2.10)

R, m_ H

HS R,. N. R Ry~ N Rz

2r "R, T 1\ﬂ/ 7 Y "R

o) 7 3 sRY *—0H S 3
tioamida

Figura 2.10. Mecanismo de obtencion de tioamidas mediante tidlisis de

oxazolinas

Otra de las estrategias sintéticas para obtener oxa(tia)zolinas, es a partir de
amidas derivadas de B-aminoalcoholes & B-aminotioles, respectivamente,
utilizando TiCls.!® Dicha metodologia tiene la desventaja de necesitar una gran
cantidad de equivalentes de TiCl,. Ademas se ha observado racemizacién en el
C-a de aminoacidos, lo cual limita la utilidad de este método para la formacién
de una tiazolina dentro de un péptido.*’

Kelly y colaboradores, han desarrollado una metodologia biomimética de

obtencion de tiazolinas a partir de amidas derivadas de B-aminotioles utilizando

> Wipf, P.; Miller, C. P.; Venkatraman, S.; Fritch, P. C. Thiolysis of Oxazolines: A New, Selective
Method for the Direct Conversion of Peptide Oxazolines into Thiazolines. T7etrahedron Lett,
1995, 36, 6395-6398.

16 Akaiji, K.; Kiso, Y. Total Synthesis of Thiangazole. 7etrahedron 1999, 55, 10685-10694.
7 Raman, P.; Razavi, H.; Kelly, J. W. Titanium(IV)-Mediated Tandem Deprotection-

Cyclodehydration of Protected Cysteine N-Amides: Biomimetic Syntheses of Thiazoline- and
Thiazole-Containing Heterocycles. Org. Lett. 2000, 2, 3289-3292.
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Tf,0 y PhsPO.!® Reportan la formacion de un reactivo fosforado derivado de
Tf,0 y PhsPO el cual convierte Cys protegida en la correspondiente tiazolina,

manteniendo la configuracion absoluta del C4 de la tiazolina (Figura 2.11).

Figura 2.11 Mecanismo propuesto por Kelly para la formacion de tiazolinas.

2.2.2.2 Sintesis de oxa/tiazoles por oxidacion de oxa/tiazolinas

Las oxazolinas o tiazolinas son oxidadas para obtener asi oxazoles y tiazoles
respectivamente. La oxidacién de tia/oxazolinas puede realizarse utilizando
distintos reactivos; por ejemplo MnO,, NiO,, BrCCIzC/DBU, NBS, Br», etc.

El agente oxidante mas ampliamente utilizado es BrCCls/DBU por ser un
método suave, limpio, sin reacciones secundarias y con altos rendimientos. La
Unica limitante es que la 1,3-azolina debe poseer un sustituyente éster en la
posicion 4.

En el mismo trabajo sobre el uso de Deoxo-Fluor para la obtencion de
oxazolinas, Wipf et al. presentaron un procedimiento para realizar la oxidacion
/n situ de la oxazolina obtenida, utilizando la mezcla BrCCls/DBU.°

El mecanismo de la oxidacion con BrCCls/DBU involucra la halogenaciéon por

parte del BrCCl; y posterior deshidrohalogenacion asistida por la base DBU.

® You, S.; Razavi, H.; Kelly, J. W. A Biomimetic Synthesis of Thiazolines Using
Hexaphenyloxodiphosphonium Trifluoromethanesulfonate. Angew. Chem. Int. Ed. Eng/. 2003,
42, 83-85.
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2.2.2.3 Sintesis de Oxazoles y Tiazoles por Hantzsch

Otro de los métodos muy utilizados para obtencion de tiazoles es la sintesis de
Hantzsch partiendo de tioureas y bromopiruvato de etilo, Figura 2.12.'° Esta
metodologia también ha sido empleada para la obtencién de oxazoles, pero son

necesarias altas temperaturas y se obtienen bajos rendimientos.

,/\ EtOH,
’gr\/\n/Rz )SJ\ reflujo RZ\CV R,

o} R “NH, S

a-halocetona T -H,0
-HBr

HO
R,. _O (¢ B
Z\i N+H2 Br Rz\ﬁdH R2 N+H r
R —
Jj\ J\ »\R1

s” R,

Figura 2.12 Sintesis de Hantzsch

La sintesis convencional de Hantzsch no es adecuada para tioamidas que
presenten C-a quiral, dado que se produce racemizacion, resultado de la
formacién de un equivalente de HBr, Figura 2.13. Con el fin de evitar esta
racemizacion de los reactivos quirales, Holzapfel, Meyers y Nicolau en forma
independiente han desarrollado variaciones sobre la metodologia tradicional.?
Empleando bases débiles y bajas temperaturas han obtenido tiazoles quirales
partiendo de aminoacidos &pticamente puros con buenos rendimientos y

buenos excesos enantioméricos.

R
Z N
BOCHNh(jCOOEt — » BocH EK( COOEt —> BocHN/a(/jCOOEt
S

H

Figura 2.13 Mecanismo de racemizacién en tiazoles derivados de aminoacidos.

19 Hantzsch, A. Ann. Chem. 1888, 249, 1.
20 Merritt, E.; Bagley, M. Holzapfel-Meyers-Nicolaou Modification of the Hantzsch Thiazole
Synthesis. Synthesis 2007, 22, 3535-3541.
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2.3 ESTRATEGIA SINTETICA

Para poder obtener los building blocks deseados hemos planteado el plan
sintético de la Figura 2.14

Agentes Agentes
Acoplantes Ciclodeshidratantes
i o o L
R,0 NH, NHR; N RiI0:CL_N R,
1 + HO — R0 NHR;, — I N
Ry” "OH Ra HO™  R,° Ry "0 NHRy
éster de Serina aminoacido p-hidroxiamida oxa_zolin_a’
6 Treonina N-protegido 2,4,5-trisustituida
Reactivo de :>
Lawesson Q :
o . R Tiolisis Oxidacién
N
R1OJK/E \[H\NHRs
HO” "R, S R1OZCI N\ R4
p-hidroxitioamida R o NHR,
Agentes oxazol
Ciclodeshidratantes :>
Oxidacion
I — HZNJ\( 3, Br/}HkOR1
R, S NHR;
tiazol ﬁ R, (o)
tioamida bromopiruvato
Hantzsch
Figura 2.14

Basandonos en la experiencia del grupo, proponemos la sintesis de los building
blocks heterociclicos partiendo de aminoacidos opticamente puros para dar B-
hidroxiamidas que posteriormente seran ciclodeshidratadas para dar oxazolinas
y oxidadas para dar los correspondientes oxazoles. Las oxazolinas seran
sometidas a condiciones de tidlisis para obtener la correspondientes pB-
hidroxitioamidas para su posterior ciclodeshidratacion y oxidacién. Los tiazoles
derivados de glicina se obtendran siguiendo la metodologia tradicional de

Hantzsch.
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2.4 RESULTADOS

Se obtuvieron tiazoles y oxazoles derivados de distintos aminoacidos (ver

Esquemas 2.1 y 2.2) siguiendo las estrategias anteriormente planteadas.

2.4.1 Sintesis de OXAZOLES

Para la sintesis de oxazoles, se partié del éster metilico de Ser o Thr y se acopld
utilizando HBTU con Boc-Ala, Boc-Gly ¢ Boc-Ile; todos los aminodacidos son
enantioméricamente puros y comercialmente disponibles. Se obtuvieron las B-
hidroxiamidas correspondientes con muy buenos y excelentes rendimientos. A
continuacion estas B-hidroxiamidas fueron ciclodeshidratadas con DAST para
obtener la oxazolina correspondiente. Los rendimientos fueron buenos excepto
para el caso de la Gly, dado que la oxazolina es inestable durante el proceso de
purificacion.

Posteriormente, se oxidd con BrCCls/DBU y se obtuvieron los oxazoles con
buenos rendimientos.

También se realizd la sintesis de oxazoles en un paso, partiendo de B-
hidroxiamidas. Al ciclodeshidratar y oxidar /n situ, se mejoraron los
rendimientos; principalmente para el caso de Gly (26), ya que se evita el paso
de purificacién de la oxazolina (23), y por lo tanto su apertura. A su vez, se
redujeron los tiempos de manipulacién, evitando un paso de purificacién lo cual

economiza tiempo e insumos, esquema 2.1.
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18: R1 CH3 R2 =H, 75 % 22: R1 CH3 R2 = H 70 %
L-Ser: R, = H 19:R;=H,R,=H, 80 % 23:R;=H,R,=H, 23%
L-Thr- R2 —CH. 20:Rq=CHCH;CH,CH; Ry=H,98 %  24: Ry = CHCHyCH,CH3 Ry = H,
T2 3 21: Ry = CHCH3CH,CH3 R, = CH3 80 % 92 %

HO

R,
MeO R
NH, - HCI i. DAST, OMe
CH.Cl,,

0
0 T
BochN. I . BocHN\)L OMe 78T 1N, BocN \/Lo R,

A

1 HBTU, 4-DMAP, R, i K,COs &
EtN, CH,Cl,, 785 a TA
TA, 12 h. gCa

L-Ala: R, = CH, BrCCl,/DBU
L'Gly: R1 = H2 CH2C|2,
L-lle: R1 = CHCH3CH20H3 i DAST CH2C|2 -78°C. 1 h. 'ZOOC, 1h.

ii. BrCCly/DBU, CH,Cl,, 25: 60 %

20°C a TA, 12 h. 26: 40 %

27: 84 %

25: R, =CHz Ry =H, 80 % °
26:R;=H, Ry,=H,38% N
27: Ry = CHCH,CH,CH; Ry =H,70%  BocHN. ! o R

28: Ry = CHCH3CH,CHj, R, = CHy 72 %

_EUun-

Esquema 2.1 — Sintesis de oxazoles

2.4.2 Sintesis de TIAZOLES

Para la sintesis de tiazoles, se partié de las B-hidroxiamidas Boc-Ala-Ser-OMe
18 y Boc-lIle-Ser-OMe 20 las cuales fueron ciclodeshidratadas con DAST vy
luego se barbotd H,S(g) en la solucidon de oxazolina en EtsN/ MeOH para
obtener por tidlisis las tioamidas correspondientes 29 y 30. Una vez obtenida la
tioamida 29, se ciclodeshidratd aislando la tiazolina 31 y luego se oxidd para
obtener el tiazol 32. Para el caso de la tiomida 30, se oxido /n situ; obteniendo

el tiazol 33 con excelente rendimiento, esquema 2.2.
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29: R = CH, 73 %
i DAST, CH20|2, 30:R= CHCH3CH2CH3’ 85 %

78°C, 1 h. %\ oMe
o OH ii. K,COs, s OH i DAST, CH,Cl,,
-78°C a TA -78°C, 1 h. N
BocHN\)I\N OMe — 5 BocHN\)LN OMe » BocHN IS 31
5 H 4 i HS/MeOH/ELN g H ii. K,COs3,
TA, 10 min. -78°C a TA 65 %
18: R = CH, L DAST el BrCCly/DBU,
20: R = CHCH3CH,CH - , 1 0. 200
s~ ii. BrCCl/DBU CHaCl,-20°C,
0°CaTA h.
o}
? OMe OMe
N
N Bocn_ L
BocHN, .o/ 33 7 S
§ 98 % : 32
w 80 %

Esquema 2.2 - Sintesis de tiazoles

En el 'H-RMN de Boc-L-TioAla-Ser-OMe (29) se observan las sefiales de los
protones alfa al tiocarbonilo duplicadas, esto nos llevd a pensar que podria
tratarse de una mezcla de conférmeros o que hubiera epimerizado durante la
tidlisis y que estuviéramos ante una mezcla de diasterémeros. Con el fin de
determinar si se trata de conférmeros o no, se realizé el experimento H-RMN a
mayor temperatura. Al aumentar la temperatura la proporcion de las sefiales
que estaban duplicadas se modifico, y el desplazamiento también; por lo que
podemos concluir que se trata de una mezcla de conférmeros favorecidos
probablemente por la presencia del grupo protector Boc, ver Figura 2.15.
Peregrina y colaboradores observaron en el estudio del aldheido de Garner que
los compuestos con Boc pueden presentar un equilibrio dindmico generado por

la rotacion del enalce C-N del carbamato.?!

21 Avenoza, A.; Busto, J. H.; Corzana, F.; Jiménez-Osés, G.; Peregrina, J. M. Conformational
Analysis of N-Boc-N,O-Isopropylidene-A-Serinals. A Combined DFT and NMR Study. 7etrahedron
2003, 59, 5713-5718.
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50°C

TA

7

Ha-Ala

T T
4.9 4.8 4.7
f1 (ppm)

T
4.6

T
4.5

T T T T T
4.4 4.3 4.2 4.1 4.0

Figura 2.15. 'H-RMN de Boc-L-TioAla-Ser-OMe 29. Rojo: Temperatura

Ambiente, Verde: 50 °C, Azul: 60 °C.

También nos propusimos investigar nuevas metodologias para obtener

tiazolinas, dado que muchas veces la tidlisis resultaba engorrosa, debido al

hecho de trabajar con H,S. Para ello, nos planteamos realizar la tioamida

derivada del dipéptido Boc-L-Ile-L-Ser-OMe 20, para luego a partir de Hantzsch

modificada obtener el tiazol correspondiente. Se sintetizd el dipéptido 20 se

protegié el OH de Ser con TBS (34) y se realizd la tionacién utilizando reactivo

de Lawesson. Luego de dos intentos, no se obtuvo el producto deseado

probablemente debido a que el reactivo de Lawesson que disponiamos en el

momento no se encontraba en buenas condiciones (ver Esquema 2.3).
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React. Lawesson

TBDMS-CI CH,Cl, - TA-4d.

O._OMe
0 O M midazol 0OyOMe "~ % . s
BocHN,, OH 4-DMAP BocHN, OoTBS BocHN,, OTBS
N , : N Ir:ll
L H CH,Cl, - TA U H
A overnight ' React. Lawesson
83 % x 35
20 34 Benceno/reflujo - 24h.

Esquema 2.3

También probamos las condiciones de Kelly*® de formacion de tiazolinas a partir
de dipéptidos derivados de Cys. Se estudid la reaccion con Boc-Gly-L-Cys(Trt)-
OEt (36) pero sin obtener el producto deseado (37) (Esquema 2.4). Dada la
ausencia de la sefal correspondiente a los metilos de GP Boc en el espectro H-
RMN, suponemos que una de las razonas por la cual no se obtuvo la tiazolina
puede deberse a la labilidad del grupo protector Boc en medio acido. Dado que
durante el mecanismo de formacién de la tiazolina se forma acido triflico (ver

Figura 2.11) vy este fue suficiente para desproteger el grupo amino.*

o
STrt OEt
o PhsPO/ Tf,0 (R)
— x>

BochN, I L okt I
HO L CH,Cl, \(\

0°C —-20 °C NHBoc

36 37

Esquema 2.4. Metodologia de Kelly para obtener tiazolinas

Dado que la oxazolina 23 (derivada de Gly) resultaba inestable, decidimos
emplear la metodologia de Hantzsch que produce directamente el tiazol de
manera de evitar este contratiempo. Para obtener el tiazol derivado de Gly,
partimos de Gly-Boc y convertimos el acido en amida utilizando cloroformiato
de etilo/NHs y luego con reactivo de Lawesson en THF convertimos la amida en
tioamida 38. Partiendo de la tioamida 38 y siguiendo las condiciones de

Hantzsch tradicionales utilizando bromo piruvato de etilo obtuvimos el tiazol 39.

22 Faglindez, C.; Serra, G. Heterocyclic Letters 2013, 3(4), 415-426.
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En este caso fue posible utilizar Hantzsch convencional ya que no tenemos un

centro quiral en el carbono alfa (Esquema 2.5).

o)
i CI)J\O/\CCI3

o) S
BOCHN\)I\OH DIPEA/NH; aq/THF BocHN\)]\NH
o 2
38

ii. Reactivo de Lawesson

THF, reflujo
62% o Py
EtOH,
Br OEt reflujo
(@)

o
OEt

BocHN N \

oc 7

A

39

65%

Esquema 2.5. Sintesis de Tiazol por Hantzsch

2.5 CONCLUSIONES

Se sintetizaron doce building blocks con rendimientos desde buenos a

excelentes.
Se estudiaron diversas metodologias de obtencion de los mismos.
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2.6 PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia en capa fina se realizd utilizando placas de silica gel sobre
plastico de 0.20 mm de espesor (Macherey-Nagel, Polygram®, silG/UV 254 nm)
y revelado con lampara UV a 254 nm, vapores de iodo, spray de ninhidrina o
fosfomolibdico.

Diclorometano seco se obtuvo de CaH,.? Todas las reacciones fueron llevadas
a cabo en sistemas secos y bajo atmdsfera de nitrogeno.

La cromatografia en columna se realizaron utilizando Silica gel 60 (J.T. Baker,
40 pum diametro promedio de particula).

Los espectros de RMN (*H NMR y 3C NMR) se realizaron en un equipo Bruker
Advance DPX-400, los desplazamientos quimico se relacionan con el
desplazamiento de tetrametilsilano (0 ppm).

Los espectros de masa se realizaron en un espectrémetro de masa microQTOF-
G (Bruker Daltonics) mediante ionizacién de electrospray.

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotdémetro FT-IR Shimadzu
8101A en film sobre pastillas de NaCl.

Las medidas de punto de fusidn fueron realizadas en Fischer-Johns de Fischer
Scientific Comp.

El angulo de rotacién éptica fue medido en un polarimetro Kruss Optronic
GmbH P8000 con una celda de 0.5 mL

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Formacion de enlace amida: obtencion de B-Hidroxiamidas

HBTU (1.2 eq), DIPEA (3.4 eq) y 4-DMAP (0.2 eq) se agregan en dicho orden a
una solucién en agitacion de la respectiva amina (1.0 eq) y acido (1.0 eq) bajo
atmosfera de N, en CH,Cl, seco a 0 °C. La mezcla de reaccion se deja alcanzar
TA y se deja con agitacion toda la noche. Se filtra a través de celite, se lava con

CHCI5 y se evapora in vacuo. El crudo se redisuelve en AcOEt, se lava con HCI

2 Pperrin, D. D.; Armarego, W. L. F. “Purification of Laboratory Chemicals”, 3™ Ed. Pergamon
Press, Oxford, 1988.
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5% y con solucién saturada de NaHCO3, se seca con MgSOy, filtra y concentra a
presion reducida. El crudo se purifica por columna cromatografica utilizando el

eluente correspondiente para dar la respectiva amina.
Ciclodeshidratacion con DAST: obtencion de oxa/tiazolinas

Trifluoruro de dietilaminosulfuro (DAST) (1.1 eq) se ahade gota a gota a una
solucion a — 78 °C de la B-hidroxiamida/tioamida en CH,Cl,. Luego de agitar por
1 h a -78°C, K,COs (1.5 eq) se afiade en una porcidén y la mezcla se deja
alcanzar TA. Se agrega una solucidon saturada de NaHCOs; y se extrae con
CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se secan con MgSQ., se filtran y
concentran a presion reducida. El residuo se purifica por columna

cromatografica dando la oxazolina/tiazolina deseada.
Tiodlisis: obtencion de B-hidroxitioamidas

Una solucion de oxazolina (3.0 mmol, pura o crudo de reaccién) en 9 mL de
MeOH/Et;N seco (2:1), se satura con H,S y agita a temperatura ambiente hasta
observar desaparicion de reactivo. iCUIDADO! H,S es un gas toxico y tiene que
ser manejado en una campana bien ventilada. El exceso de H,S, MeOH y Ets;N
se elimina por evaporacién a presion reducida a través de una solucién con
hipoclorito de sodio. El residuo se disuelve en AcOEt, HCl ac. (5%) se anade
hasta alcanzar pH 6, y las capas organicas se extraen con AcOEt. Las fases
organicas combinadas se secan con MgSO,, se filtra, se concentra a presion

reducida y se purifica por cromatografia flash.

Oxidacion de oxa/tiazolinas: obtencion de oxa/tiazoles

A la mezcla de reaccién de la oxa/tiazolina obtenida utilizando DAST, se le
ahade gota a gota BrCCl; (4 eq.), seguido por DBU (4 eq.). La reaccién se agita
a TA durante toda la noche. Se agrega NaHCOs saturado acuoso y la mezcla se
extrae con AcOEt. Las capas organicas combinadas se secan sobre MgSQ4, se
filtra, y se concentra a presion reducida. Se purifica el residuo por

cromatografia flash para obtener el oxazol/tiazol deseado.
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PB-Hidroxiamidas:

Boc-L-Ala-L-Ser-OMe (18):
10 5 020\
H
18 12 011 N, 8 I/QH
X T TN Y s
o o H

Aceite transparente (1.15 mg, 75 %), Rs = 0.56 (AcOEt), 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) d ppm 1.39 (d, 7= 7.0 Hz, 3Hy), 1.44 (s, 9H13), 3.79 (s, 3H1), 3.96 (bs,
2Ha), 4.21 (m, 1Hg), 4.66 (m, 1Hs), 5.32 (bs, 1H1), 7.25 (bs, 1Hg). **C NMR
(100 MHz, CDCl3) & ppm 18.2 (Co), 28.3 (3 Cy3), 50.3 (Cg), 52.7 (Cy), 54.8 (Cs),
62.6 (C4), 80.5 (Cy2), 155.9 (Cy1), 170.8 (Cy), 173.2 (C7). HRMS calculada para
C12H22N206 ([M+Na]*) 313.1376 observada 313.1379.

Boc-Gly-L-Ser-OMe (19):

95 o0 201
H
>( \C[)I/ P u 4 5
6
Aceite transparente (1.12 g, 80 %), Rs = 0.55 (AcOEt), 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm 1.47 (s, 9H13), 3.82 (s, 3H;), 3.86 (d, 7= 6.0 Hz, 2Hg), 3.99 (d, J
= 2.6 Hz, 2H4), 4.69 (m, 1Hs3), 5.29 (t, 7 = 6.0 Hz, 1Hy), 7.08 (d, 7 = 7.0 Hz,
1Hs). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 28.3 (3 Cy2), 44.3 (Cg), 52.9 (Cy), 54.8

(C3), 62.8 (C4), 80.7 (C11), 156.4 (C10), 169.8 (C7), 171.3 (Cz) HRMS calculada
para Ci1HyoN2NaOg ([M+Na]*) 299.1219, observada 299.1212
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Boc-L-Ile-L-Ser-OMe (20):

Aceite transparente (1.61 g, 91 %), Rs = 0.55 (AcOEt:EP, 4:1), *H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 0.93 (t, /= 7.4 Hz, 3H12), 0.98 (d, 7= 6.8 Hz, 3Hyp), 1.22 — 1.17
(m, 1H11), 1.44 (s, 3Hs6), 1.60 — 1.55 (m, 1Hi;), 1.85 (s, Ho), 3.54 — 3.52 (m,
Hs), 3.80 (s, 3H1), 3.95 - 3.97 (m, 2H4, 1Hg), 4.69 (ddd, 1Hs;, A= 3.5 Hz, J, =
3.9 Hz, J; = 7.5 Hz), 5.25 (d, J = 8.2 Hz, 1H33), 7.03 (d, J= 7.5 Hz, 1Hs). *3C
NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.2 (Cy12), 15.4 (Cyp), 24.9 (Cy1), 28.3 (3Cy), 37.1
(Co), 52.7 (Cy), 54.7 (C3), 59.6 (Cg), 62.7 (C4), 80.3 (Cys), 156.3 (C14), 170.8
(C;), 172.2 (C;). HRMS calculada para CisHxgNoNaOs ([M+Na]™) 355.1845,
observada 355.1849

Boc-L-Ile-L-Thr-OMe (21):

1
. 0 0.2 OMe
17 46 015 HN,,® SNE“\\\OQ
Y
11\\ 1 6
13

2

Sélido blanco (1.50 g, 80 %). Rs = 0.67 (AcOEt:EP, 4:1), *H NMR (400 MHz,
CDCl3) & ppm 0.94 (t, J= 7,4 Hz, 3H13), 0.98 (d, J = 6,8 Hz, 3Hy;), 1.12 - 1.20
(m, 1Hy,), 1.23 (d, J= 6,4 Hz, 3He), 1.45 (s, 9Hy7), 1.51 — 1.62 (m, 1H;,), 1.80
—1.91 (m, 1Hy), 3.12 (d, J= 5,4 Hz, 1Hs), 3.79 (s, 3H1), 3.98 (dd, J= 7.7, 8.7
Hz, 1Hs), 4.33 — 4.40 (m, 1H4), 4.64 (dd, J; = 2.5 Hz, J;= 9.0 Hz, 1H3), 5.19
(d, J= 8.7 Hz, 1Hy,), 6.85 (d, 7 = 9.0 Hz, 1H,). *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
ppm 11.2 (Cy3), 15.4 (Cy1), 19.9 (Cs), 24.8 (C12), 28.3 (3C17), 36.9 (Cyo), 52.6
(C1), 57.2 (C3), 59.4 (Co), 68,1 (C4), 80.1 (Ci), 156.4 (Cis), 171.2 (Cy),
172.3(Cg).
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Oxazolinas:
Boc-L-Ala-0zl-OMe (22):
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Aceite naranja-marrdn (242 mg, 70 %), R¢ = 0.52 (AcOEt/EP, 80:20), 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) & ppm 1.43 (d, J = 7.0 Hz, 3H;), 1.46 (s, 9H11), 3.82 (s, 3H1),
4.47-4.61 (m, 2Ha4, 1Hg), 4.78 (dd, J = 1.4 Hz, J = 8.0 Hz, 1H3), 5.14 (s, 1Hs).
3C NMR (100 MHz, CDCl5) & 19.6 (Cy), 28.3 (3Ci1), 44.7 (Ce), 52.8 (C1), 67.7
(C4), 70.3 (GC3), 79.8 (Cyp), 154.7 (Co), 171.3 (C;). HRMS calculada para
Ci12H2N>NaOg ([M+Na+H,0]") 313.3026, observada 313.1345

Boc-L-Ile-L-Ozl-OMe:

Aceite amarillento (563 mg, 98 %), Rf = 0.62 (EtOAc:hexane, 3:2), [alp = -
65.7 (c 1.8, CH,Cl). *H NMR (400 MHz, CDCl5) 3 0.91 - 0.94 (m, 3Ho, 3Hs),
1.10 - 1.23 (M, 1Ho), 1.44 (s, 9H4), 1.45 - 1.55 (m, 1Hs), 1.80 - 1.89 (m, 1H,),
3.80 (s, 3H), 4.40 (dd, J; = 4.6 Hz, J> = 9.0 Hz, 1Hs), 4.42 - 4.54 (m, 2Ha),
4.76 (dd, J; = 1.3 Hz, J> = 7.7 Hz, 1H3), 5.22 (d, 7 = 9.0 Hz, 1Hy1). *3C NMR
(100 MHz, CDCl3) & 11.7 (Cio), 15.1 (Cs), 24.8 (Cs), 28.3 (3C14), 38.6 (C;), 52.7
(C1), 53.1 (Ge), 67.7 (C3), 70.0 (C4), 79.6 (Cy3), 155.4 (Cy2), 170.0 (Cs), 171.4
(C).
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Boc-Gly-OzI-OMe (23):

Mezcla de epimeros 6 de conférmeros (como el siguiente paso es la oxidacion
no nos detuvimos en determinar si son epimeros o conférmeros), aceite
naranja-marron (90mg, 23%) , R = 0.55 (AcOEt). HRMS calculada para
Ci11H1gNoNaOs ([M+Na]*) 281.1113 observada 281.1093

Boc-L-Ile-Ozl(Met)-OMe (24):

1
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Aceite transparente (1.26 g, 95 %), R¢ = 0.70 (AcOEt:EP, 3:2), *H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 0.90 (t, 7 = 7.4 Hz, 3Hy1), 0.95 (d, 7 = 6.9 Hz, 3Hq), 1.14 (m,
1H10), 1,25 (d, J = 6.5 Hz, 3Hs), 1.39 (s, 9H1s5), 1.54 (m, 1Hy0), 1.83 (M, 1Hg),
3.71 (s, 3Hy), 4.33 (dd, J; =4.0 Hz, J, =9.0 Hz, 1H;), 4.76 (dd, J; =1.3 Hz, J;
=10.2 Hz, 1H4), 4.91 (m, 1H3), 5.24 (d, 7 = 9.0 Hz, 1H;2). *3C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 11.7 (C41), 15.0 (Gy), 16.0 (Cs), 24.5 (Cyo), 28.2 (3Cy5), 38.3 (Cg), 52.9
(C1), 60.2 (Cy), 70.6 (C3), 78.2 (Cs), 79.4 (Ci4), 155.3 (Cy3), 169.7 (Ce), 170.1
(G).
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OXAZOLES:
Boc-L-Ala-Oxz-OMe (25):
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Sélido blanco cristalino (254 mg, 80 %), R¢ = 0.57 (AcOEt/EP, 1:1), 'H NMR
(400 MHz, CDClI3) ® pmm 1.45 (s, 9H11), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 3H;), 3.93 (s,
3H,), 5.02 (t, J = 6.7 Hz, 1He), 5.23 (s,1Hs), 8.20 (s,1H4). *3C NMR (100 MHz,
CDCl3) & pmm 20.2 (C;), 28.3 (3Cy1), 44.7 (GCs), 52.2 (Cy), 80.2 (Cyp), 133.2
(C3), 144.1 (Cy), 154.9 (Co), 161.6 (C,), 166.0 (Cs). HRMS calculada para
Ci12H1sNoNaOs ([M+Na]*) 293.1113, observada 293.1096

T
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Boc-Gly-Oxz-OMe (26):
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Sélido blanco (32 mg, 38 %), R¢ = 0.54 (AcOEt/EP, 70:30), *H NMR (400MHz,
CDCl3) & ppm 1.45 (s, 9H1q), 3.92 (s, 3H1), 4.50 (d, J = 5.8 Hz, 2Hg), 5.23 (bs,
1H;), 8.20 (bs, 1H4). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 28.3 (3Cyg), 37.9 (Ce),
52.3 (Cy), 80.2 (Co), 133.3 (C3), 144.3 (C4), 155.5 (Cg), 161.4 (Cg), 162.3 (Cs).
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Boc-L-Ile-Oxz-OMe (27):

Sélido blanco (576 mg, 70 %), R¢ = 0.50 (ACOEt/EP, 2:3), *H NMR (400 MHz,
CDCl3) & ppm 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3Hg), 0.93 (t, J = 7.3 Hz, 3Hy), 1.19 (m,
1Hs), 1.45 (s, 9Hi4), 1.50 (m, 1Hs), 1.95 (m, 1H;), 3.94 (s, 3H), 4.88 (dd, J;=
9.3Hz, J»= 6.2 Hz, 1He), 5.33 (d, J = 9.0 Hz, Hy1), 8.20 (s, 1H4). 3C NMR
(100MHz, CDCl3) & ppm 11.4 (Cyo), 15.2 (Cg), 25.1 (Co), 28.3 (C14), 39.5 (Cy),
52.3 (C1), 53.4 (Cs), 80.1 (Cy3), 133.2, (C3), 143.8 (C4), 155.3 (Cy2), 161.6, (C2),
165.2 (Cs). HRMS calculada para CisHxN2Os ([M+H]") 313.1685, observada
313.1759

Boc-L-Ile-Oxz(Met)-OMe (28):

Sélido blanco (954 mg, 72 %), R¢ = 0.48 (ACOEt:EP, 2:3). *H NMR (400 MHz,
CDCl3) & ppm 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3Hg), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3Hyy), 1.11 — 1.22
(m, 1Hy), 1.44 (s, 9His), 1.46 — 1.51 (m, 1Hy), 1.89-1.94 (m, 1Hsg), 2.62 (s,
3Hs), 3.91 (s, 3Hy), 4.79 (dd, J; = 6.2 Hz, J; = 9.1Hz, 1H;), 5.29 (d, 7 = 9.3 Hz,
1H3,). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.4 (Cy1), 12.0 (Cs), 15.2 (Co), 25.0 (Cyo),
28.3 (3Css), 39.4 (Cg), 52.0 (Cy), 53.2 (Cy), 79.9 (C1a), 127.3 (C3), 155.3 (Cy3),
156.3 (C13), 162.1 (Cg), 162.7 (Cy).
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B-Hidroxitioamidas:

Boc-L-TioAla-L-Ser-OMe (29):
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Aceite amarillento (82 mg, 73%), mezcla de conférmeros, Rg = 0.50 (AcOEt/EP,
80:20), *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 9H13: 1.44 (s), 1.46 (s), 3Hs: 1.49 (d,
J=6.9 Hz), 1.54 (d, J= 7.0 Hz), 3H;: 3.84 (s), 3.85 (s), 2H4: 4.04 (d, J =
10.1 Hz), 4.21 (d, J = 11.6 Hz), 4.33 (bs), 1Hs: 4.51 — 4.43 (m, 1H), 4.59 —
4.51 (m, 1H), 5.21 (bs, 1H3), 1Ho: 5.27 (d, 7= 7.9 Hz), 5.33 (d, J = 7.6 Hz),
1Hg: 8.83 (d, J = 6.2 Hz), 8.76 (d, J = 7.2 Hz). HRMS calculada para
C12H2,N;NaOsS ([M+Na]l*) 329,1147, observada 329.1127

Boc-L-Tiolle-L-Ser-OMe (30):

Sélido blanco (329 mg, 85 %), R = 0.38 (EtOAc:hexane, 2:3). [alp = + 153.5
(c 2.5, CH,Cl). *H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 ppm 0.89-099 (m, 3H10, 3H12),
1.05-1.29 (m, 1Hy;), 1.44 (s, 9Hy6), 1.61-1.77 (m, 1Hyy), 1.89-1.99 (m, 1Ho),
3.83 (s, 3Hi), 4.04-4.18 (m, 1Hg, 2H4), 5.28-5.32 (m,1Hs), 5.35 (d, J = 8.5 Hz,
1H13), 8.8 (bs, 1Hs). *3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 11.0 (C12), 15.4 (Cyo),
24.8 (Cy1), 28.3 (3Cy), 39.1 (Co), 52.9 (Cy), 59.7 (C3), 61.4 (C4), 66.0 (Cg), 80.6
(Cis), 156.4 (Cy4), 170.0 (Cy), 205.7 (Cy).
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TIAZOLINAS

Boc-L-Ala-TzIl-OMe (31):
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Aceite amarillento (46 mg, 65 %), R¢ = 0.52 (AcOEt/EP, 70:30), *H NMR (400
MHz, CDCIl3) & ppm 1.43 (s, 3H;), 1.45 (s, 9Hi1), 3.50 — 3.65 (m, 2H4), 3.82 (s,
3H1), 4.60 (bs, 1Hg), 5.11 (dd, J= 9.3 Hz, 7= 1.6 Hz, 1H3), 5.28 (s, 1Hg). *3C
NMR (100 MHz, CDCI3) 0 ppm 20.3 (C;), 28.3 (3Cy1), 35.2 (C4), 49.3 (GCs), 52.8
(Cy), 77.3 (C3), 79.8 (C1o), 154.8 (Co), 171.1 (C,), 177.2 (Cs). HRMS calculada
para CoHgN,OsS ([M+H]") 224.0256, observada 225.0334

TIAZOLES

Boc-L-Ala-Thz-OMe (32):
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Sélido blanco cristalino (26.4 mg, 80%), R¢ = 0.50 (AcOEt/EP, 70:30), *H NMR
(400 MHz, CDCl3) d ppm 1.47 (s, 9Hi11), 1.64 (d, J= 6.7 Hz, 3H), 3.97 (s, 3H1),
5.13 (s, 1He), 5.21 (s, 1Hg), 8.13 (s, 1H4). *3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm
28.3 (3Cyy), 21.8 (C7), 48.9 (Cg), 52.5 (Cy), 127.5 (C4), 146.8 (G3), 161.9 (Cy),
175.2 (GCs). HRMS calculada para CipHigNoNaOsS ([M+Na]®) 309.0885,
observada 309.0879
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Boc-L-Ile-Thz-OMe (33):
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Aceite amarillento (94 mg, 99 %). Rs = 0.35 (EtOAC:EP, 7:3), [alp = - 65.7 (c
1.8, CH,Cl,). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3Hy), 0.95
(d, 7 = 6.5 Hz, 3Hg), 1.10-1.22 (m, 1Ho), 1.44-1.53 (bs, 9H1a, 1Ho), 2.14-2.24
(m, 1Hy), 3.96 (s, 3H1), 4.90-4.98 (m, 1He), 5.32 (d, J = 7.9 Hz, 1Hy), 8.1 (s,
1H,). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.6 (Cy1), 15.8 (Cg), 24.4 (Co), 28.3 (3Cya),
39.7 (C7), 52.5 (Cy), 57.5 (Cs), 80.1 (Ci3), 127.1 (C4), 147.0 (GC3), 155.3 (Cy12),
161.9 (Cy), 173.3 (Gs).

Tiazol derivado de Gly:

Boc-Glicinamida
40
H
76 5 N.3
>ro\n/ \)ZI\NHZ
)

Se agrega DIPEA (1.2 mL, 6.84 mmol) a una solucion de Boc-Gly-OH OH (1.00
g, 5.70 mmol) en THF seco (16 mL) bajo atmdsfera de N, a 0 °C y se agita por
30 min. A continuacién se agrega rapidamente 2,2,2-tricloroetll cloroformiato
(0.94 mL, 6.84 mmol), se continda agitando por 30 min. a 0 °C. Se agrega una
solucién acuosa de amoniaco (2.0 mL) en THF (2.0 mL), se agita a TA por 16 h.
La mezcla de reaccidon se concentra al vacio y el residuo resultante se retoma
con AcOEt (40 mL) y H,O (40 mL). Las capas acuosas se extraen con AcOEt (2
x 30 mL). Las capas organicas se lavan con solucion saturada de NaHCO3 (30
mL), H,O (30 mL) y brine (30 mL). Se secan con Na,SO4, se filtra y se
concentra bajo presién reducida. El crudo de reaccion se purifica por columna

cromatografica con SiO,, utilizando AcOEt como fase movil.
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Aceite transparente (796 mg, 80 %), R¢ = 0.55 (AcOEt), *H NMR (400 MHz,
CDCl3) & ppm 1.44 (s, 9H;), 3.80 (d, J = 5.2 Hz, 2Hs), 5.31 (m, 1H4), 5.93 (s,
1H,), 6.28 (s, 1H;). *C NMR (100 MHz, CDCl5) & ppm 28.3 (3C;), 43.9 (C3),
80.3 (Ce), 156.1 (Cs), 172.3 (Co).

Boc-Tioglicinamida (38):

Se agita una solucion de Boc-Glicinamida (740 mg, 4.25 mmol) y reactivo de
Lawesson (893 mg, 4.25 mmol) en CH,Cl; seco (50 mL) a TA por 16 h. bajo
atmosfera de N,. Se agrega solucién saturada de NaHCO; (15 mL), se deja con
agitacion a TA por 1 h y se extrae. Se agrega AcOEt (15 mL) se extrae, y se
lava con Brine (15 mL). Se secan con MgSQ., se filtra y se concentra a vacio. El
crudo de reaccién se purifica por columna cromatografica con SiO,, utilizando

AcOEL/EP (1:1) como fase mdvil. Se obtuvieron 466 mg del producto deseado.

Sélido blanco (466 mg, 60 %). R¢ = 0.51 (ACOEt:EP, 1:1), *H NMR (400 MHz,
CDCls) & 1.46 (s, 9Hy), 4.16 (d, J = 6.1 Hz, 2Hs), 5.33 (m, 1H4), 7.66 (M, 1H,),
7.89 (m, 1H;). 3C NMR (100 MHz, CDCl;) & 28.3 (3C;), 51.4 (Cs), 81.1 (Ce),
156.4 (Cs), 205.1 (Cy).
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Boc-Gly-Thz-OEt (38):
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Se agrega bromoetil piruvato (1.75 mL, 13.99 mmol) a una solucién de Boc-
tioglicinamida (1.33 g, 6.99 mmol) y piridina (1.69 mL, 21.0 mmol) en EtOH
seco (60 mL). La mezcla de reaccion se refluja toda la noche. Se elimina bajo
vacié el EtOH, se retoma con AcOEt (40 mL), se lava con H,0 y brine. La capa
organica se seca con MgSO., se filtra y se concentra a vacio. El crudo de
reaccion se purifica por columna cromatografica con SiO,, utilizando AcOEt/EP
(1:1) como fase movil.
Sélido marrén (1.31 g, 65%). Rf = 0.5 (AcOEt:EP, 1:1), *H NMR (400 MHz,
CDCl5) 6 1.39 (t, 7 =7,1 Hz, 3H4), 1.46 (s, 9H), 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H;), 4.64
(d, J = 6.3 Hz, 2H5), 5.31 (bs, 1Hs), 8.11 (s, 1Hs). 3C NMR (100 MHz, CDCl5)
0 14.3 (Cy), 28.3 (3Cy1), 42.4 (C7), 61.5 (Cy), 80.5 (Cyp), 127.9 (Cs), 146.9 (Cas),
155.6 (Cy), 161.3 (C3), 170.0 (Co).
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras analogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 3

SINTESIS DE PRECURSORES ABIERTOS DE
MACROCICLOS ANALOGOS A AERUCICLAMIDAS

3.1 INTRODUCCION/ ANTECEDENTES

En los ultimos afos, la sintesis de péptidos ha entrado en auge (ver Capitulo 4),
dada la aprobacidon de nuevos farmacos peptidicos por la FDA, y de la gran
cantidad y variedad de productos naturales bioactivos peptidicos o derivados de
estos. Tal es el caso de estructuras heterociclicas unidas mediante enlaces
peptidicos, como por ejemplo, Aeruciclamidas, Venturamidas, Dendroamidas
(ver Figuras 1.1 y 1.2, Capitulo 1). Estos hechos han impulsado al desarrollo de
nuevos reactivos para la sintesis de péptidos, principalmente agentes
acoplantes ! y grupos protectores? lo que ha posibilitado el desarrollo de

distintas estrategias sintéticas.
3.1.1 Formacion de ENLACE AMIDA

Para la formacion del enlace amida, es necesario utilizar grupos protectores
(GP) con el fin de evitar reacciones de polimerizacion y guiar nuestra secuencia
sintética hacia nuestro objetivo; asi como también proteger grupos funcionales
que estén presentes en la molécula (por ejemplo en cadenas laterales de
aminodcidos) que puedan reaccionar con el grupo amino o &cido.® Los GP
deben ser quimicamente estables en las condiciones de reaccién y facilmente

removibles en condiciones suaves para que no alteren al enlace peptidico

! (@) Han, S.-Y.; Kim, Y.-A. Recent Development of Peptide Coupling Reagents in Organic
Synthesis. 7etrahedron 2004, 60, 2447-2467. (b) El-Faham, A.; Albericio, F. Peptide Coupling
Reagents, More than a Letter Soup. Chem. Rev. 2011, 111, 6557-6602.

2 Isidro-Llobet, A.; Alvarez, M.; Albericio, F. Amino Acid-Protecting Groups. Chem. Rev. 2009,
109, 2455-2504.

3> T. W. Greene; P.G.M. Wuts; Protective Groups in Organic Synthesis, 3rd Ed. Wiley-
Interscience
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formado y al resto de la molécula; y en caso de existir centros quirales que

éstos no racemicen.
3.1.2 GP del grupo amino:

Existen diversos grupos protectores para el grupo amino, entre ellos se
encuentran los carbamatos como el BOC.

t- Butoxicarbonil (Boc). El NH, se protege a partir del anhidrido del Boc (Boc,0).
Este GP es estable en medio basico y en condiciones de hidrogenacion
catalitica. Dada su labilidad en medio acido suave, la desproteccion del Boc se
hace con TFA o con HCI(g) en Dioxano, ambas a TA, produciendo CO, por
descarboxilacion espontanea e isobuteno, ambos volatiles, por lo que

rotavaporando a presion reducida la desproteccidén es una reaccién limpia, ver

: /\ .

Figura 3.1.

RO isobuteno
m)\NHg, cl

Figura 3.1. Desproteccidn del NH-Boc

Existen diversos GP de aminas ademas de Boc, por ejemplo Cbz

(carboxibencilo), Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonilo, ver capitulo 4)
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3.1.3 GP del grupo acido carboxilico:

Esteres de metilo y etilo: proteger al grupo acido como éster es una de las
formas mas utilizadas dado que el éster es estable en condiciones de
hidrogenacidon cataliticas y en medio acido débil. El éster es hidrolizado
facilmente en condiciones basicas; se debe tener precaucion con la base a
utilizar para evitar la racemizacion de centros estereogénicos. En general se
utilizan condiciones basicas suaves como por ejemplo solucidon acuosa con soda
0 potasa al 10 %.

Otros GP del grupo acido carboxilico que suelen utilizarse, son ésteres de

bencilo, y tert-butilo.
3.1.4 Agentes acoplantes

Tradicionalmente, la formacién del enlace amida se realizaba activando el grupo
acido carboxilico con cloruros de acido o anhidridos mixtos. Actualmente, el
auge de la sintesis de péptidos tanto en solucidon como en fase solida ha llevado
al desarrollo de nuevos reactivos acoplantes con el fin de aumentar la
reactividad, disminuir tiempos y evitar la racemizacién de los centros quirales.
Tal es el caso de la combinacion de una carbodiimida 43-45 (activante) con un
benzotriazol 40-42 (aditivo); si bien las carbodiimidas se han utilizado solas
como reactivos en la formacion del enlace amida, actualmente se combinan
con benzotriazoles para mejorar rendimientos y disminuir el grado de
racemizacion provocado por la ciclacion de la C-acilurea en oxazolona como se

observa en la figura 3.2.
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Figura 3.2 Mecanismo de formacion de enlace amida con carbodiimidas.

Racemizacion por formacion de oxazolona.

Al utilizar benzotriazoles, como HOBt (40, Figura 3.5), se disminuye la
formacion de dicha oxazolona, disminuyendo asi la racemizacién del acido
carboxilico; y evitando asi también la formacién del producto secundario M
acilurea. Los aditivos benzotriazélicos ampliamente utilizados son HOAt (41),
HOBt y CI-HOBt (42), siendo HOAt el mas efectivo de ellos.* Sin embargo, CI-
HOBt presenta una serie de ventajas a nivel industrial, es menos peligroso que

HOAt y su reactividad es similar a HOBt.”

* Carpino, L. A. 1-Hydroxy-7-Azabenzotriazole. An Efficient Peptide Coupling Additive. J. Am.
Chem. Soc. 1993, 115, 4397-4398.

> Marder, O.; Albericio, F. Industrial Application of Coupling Reagents in Peptides. Chim. Oggi
2004, 35 6-11.
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Figura 3.3. Formacién de enlace amida utilizando carbodiimida y HOBt (aditivo

benzotriazdlico).

Se han desarrollado agentes acoplantes que poseen activante y aditivo juntos
los cuales se conocen como one-pot coupling reagents, tal es el caso de las
sales de uronio 46-48 y las sales de fosfonio 49-51; y otros como los
organofosforados (52, FDPP), Figura 3.5.

Las sales de uronio, son agentes acoplantes donde el activante y aditivo se
encuentran juntos. Los ejemplos mas utilizados son HATU (47), la sal M
guanidium de HOAt, HBTU (46) de HOBt, y HCTU (48) de CI-HOBt, Figura 3.5
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Figura 3.4. Mecanismo de formacion de enlace amida con HBTU

Algunos ejemplo de sales de fosfonio cominmente utilizados son PyBOP (49),
PyAOP (50) y PyBrOP (51); sus estructuras pueden verse en la figura 3.5.

Los organofosforados, como el FDPP (52),° han sido usados principalmente
como agentes acoplantes en reacciones de macrociclacién impedidas,
obteniendo muy buenos resultados.’

La combinacion de un benzotriazol y su respectiva sal de uronio, es
ampliamente utilizada debido a su gran efectividad y escasa racemizacion,
principalmente en SPPS (ver Capitulo 4). El orden de efectividad, segun
diversos estudios, es el siguiente: HATU/HOAt > HCTU/CI-HOBt > HBTU/HOBt.’
En la siguiente figura se muestran las estructuras de algunos de los agentes

acoplantes mas utilizados dentro de los grupos nombrados anteriormente.

® Shaoging, C.; Xu, J. Pentafluorophenyl Diphenylphosphinate a New Efficient Coupling Reagent
in Peptide Chemistry. Tetrahedron Lett, 1991, 32, 6711-6714.

7 (a) Marder, O.; Albericio, F. Industrial Application of Coupling Reagents in Peptides. Chim.
Oggi 2004, 35 6-11. (b) Carpino, L. A.; El-Faham, A.; Albericio, F. Racemization Studies
during Solid-Phase Peptide Synthesis Using Azabenzotriazole-Based Coupling Reagents.
Tetrahedron Lett. 1994, 35, 2279-2282.
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HCTU (48): X=C,Y=cCl \_ PYAOP (50): X=N o y
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Sales de uronio Sales de fosfonio Organofosforados
one-pot

Figura 3.5 Agentes Acoplantes
3.2 ESTRATEGIA SINTETICA

Siguiendo uno de nuestros objetivos, el de obtener analogos a Aeruciclamidas
heterociclicos, es que mediante desprotecciones de GP y acoplamientos de los
building blocks anteriormente sintetizados (ver capitulo 2) obtendremos los bis
y tris heterociclos (Esquema 3.1). Los tris heterociclos seran los precursores

abiertos de los macrociclos heterociclicos analogos a Aeruciclamidas.

Desprotecciones Desprotecciones
R, O Acoplamientos R 0 Acoplamientos
1 \ R 1
NHGP2
X OGP1 ﬂ OGP1 ﬂ
G,PO,C R,

N
N~ R4 | \> <
XNH N’z\ — NH = R/ X  NHPG,

R; H H NHGP,
>/< A\
R2

tiazoles (X = S)

R oxazoles (X = O)

R1X

Esquema 3.1 Andlisis retrosintético
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3.3 DISCUSION Y RESULTADOS

A lo largo de este proyecto hemos investigado la combinacion de distintos
agentes acoplantes. Hemos trabajado principalmente con HBTU, dado que no
es explosivo como los benzotriazoles HOBt y HOAt, los cuales son muy
eficientes pero dada sus propiedades explosivas no son enviados por los
proveedores a nuestro pais. A su vez, el HBTU posee muy bajo costo, y hemos
obtenido muy buenos rendimientos, en cortos tiempos de reaccidn y sin
observar racemizacion.

Una vez obtenidos los distintos heterociclos, se procedid con las
desprotecciones  correspondientes para  posteriormente realizar los
acoplamientos con HBTU/DIPEA y obtener los bis-heterociclos (esquema 3.2) y
tris-heterociclos (esquema 3.3).

El grupo éster se hidrolizd con KOH aq/THF y el grupo amino se desprotegid
con HCI(g) en dioxano previamente preparado en el laboratorio.

La sintesis del bis heterociclo Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-OMe (54) se realiz6 en
dos oportunidades, primero en micro escala (partiendo de 64 mg de HCI.NH,-L-
Ile-Thz-OMe y de 63 mg de Boc-NH-Gly-Thz-COOH) y la segunda vez en mayor
escala (partiendo de 529 mg de HCI.NH,-L-Ile-Thz-OMe y de 423 mg de Boc-
NH-Gly-Thz-COOH) observandose un mejor rendimiento a mayor escala.

Lo mismo sucedid con la sinteses del tris heterociclo Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-
L-Ile-Oxz(Met)-OMe (57), primero se trabajé en micro escala (partiendo de 55
mg Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-OH y 53 mg de HCI.NH,-L-Ile-Oxz(Met)-OMe) y
luego se escald (partiendo de 568 mg Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-OH y 338 mg
de HCI.NH,-L-Ile-Oxz(Met)-OMe) mejorando en un 30% el rendimiento.
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R1 = H, X1 =8
Ry = (S)-CH(CHa3)CH,CH3 X4 = O
R1 R1 R1 = CH3, X1 =0

BocHN/'\“/X1 KOH aq/THF BocHN/'\fX1 —

N/ — » N_/
TA-16 h.
MeO™ O o

HO
O.__OMe
;N X;=068 HBTU/DIPEA
J | loccaTa
CH,Cl, - 16 h

53:Ry=H,X;=8,X,=0 65%
54: R1 :H,X1 :XZ:S
pequena escala: 75%
mayor escala: 85%
55: R1 = (S)—CH(CH3)0H2CH3’ X1 = X2 = O, 80%

Esquema 3.2 — Obtencion de péptidos bis-heterociciclos
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OMe  NHBoc OMe  NH,HCI |
N .
o \>/EK/\ HCl/Dioxano N\>)§\/\
\ H: - \ H:
R (0] = TA -2 h. R (0] H
2 2 R, = H. CH HBTU/DIPEA
2 e 0°CaTA
CH,CIl, - 16 h
R, R4
BocHN BocHN
X %4
N~ KOH ag/THF Nf
_— >
MeO HO |
N\ i N\ H]
O)\<\/X2 H z (o] \ X, H z
R1 =H,X1=S,X2=O
R1 =H,X1=X2=S
R1 = (S)'CH(CH3)CH20H3’
X1=X=0 ]
NHBoc
R1|nu
56: R1 = H, R2 = H, X1 = S, X2 = O, 55 % COZMe i X1
57: R1 =H, R2 = CH3’ X1 = X2 =S,
menor escala 52 %
mayor escala 86%
58: R1 =H, R2=H,X1 =X2=S, 55 %
59: R1 = (S)-CH(CHS)CH2CH3, R2 = H,
X1 = X2 = O, 55 %
Esquema 3.3 — Obtencion de péptidos tris-heterociclicos
3.4 CONCLUSIONES

Se obtuvieron cuatro precursores abiertos analogos de Aeruciclamidas con muy
buenos rendimientos.

Se trabajd a mayor escala con un bis y tris-heterociclo obteniendo mejores
resultados.
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3.5 PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia en capa fina se realizd utilizando placas de silica gel sobre
plastico de 0.20 mm de espesor (Macherey-Nagel, Polygram®, silG/UV 254 nm)
y revelado con lampara UV a 254 nm, vapores de iodo, spray de ninhidrina o
fosfomolibdico.

Diclorometano seco se obtuvo de CaH,.® Todas las reacciones fueron llevadas a
cabo en sistemas secos y bajo atmosfera de nitrogeno.

La cromatografia en columna se realizaron utilizando Silica gel 60 (J.T. Baker,
40 um diametro promedio de particula).

Los espectros de RMN (*H NMR y 3C NMR) se realizaron en un equipo Bruker
Advance DPX-400, los desplazamientos quimico se relacionan con el
desplazamiento de tetrametilsilano (0 ppm).

Los espectros de masa se realzaron en un espectrometro de masa microQTOF-
G (Bruker Daltonics) mediante ionizacién de electrospray.

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotdmetro FT-IR Shimadzu
8101A en film sobre pastillas de NaCl.

Las medidas de punto de fusion fueron realizadas en Fischer-Johns de Fischer
Scientific Comp.

El angulo de rotacién dptica fue medido en un polarimetro Kruss Optronic
GmbH P8000 con una celda de 0.5 mL

® Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. “Purification of Laboratory Chemicals”, 3" Ed. Pergamon
Press, Oxford, 1988.

61



Capitulo 3

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Hidrdlisis de un éster

El éster etilico/metilico se disuelve en THF y se agrega una solucién acuosa al
10% de KOH y se deja con agitacion a TA hasta desaparicion del reactivo
confirmada por TLC. Se destila a presion reducida el THF y la solucion
resutlante se lleva a pH 5 con HCl 5%. La capa acuosa se extrae con AcOEt, se
seca con MgSQ,, se filtra y el solvente se destila a presion reducida. Se obtiene
el acido carboxilico correspondiente el cual se utiliza en los préximos pasos sin

purificacion adicional.

Desproteccion de Boc:

El compuesto a desproteger se disuelve en una solucion 4 M de HCI(g) en
dioxano preparada previamente en nuestro laboratorio. La mezcla de reaccion
se agita a TA hasta desaparicion del reactivo confirmada por TLC. Se destild el
solvente a presion reducida. Se obtiene la amina-clorhidrato que se utiliza en

los proximos pasos sin purificacion adicional.

Acoplamiento de building blocks

Se disuelve el acido y el clorhidrato de la amina correspondiente en CH,Cl, y se
enfria a 0 °C. Se agrega HBTU (1.2 eq.), seguido de DIPEA (2.3 eq.) y una
punta de espatula de 4-DMAP. La reaccidon se deja alcanzar TA y se continua
con agitacién hasta observar desaparicion de reactivos (16 — 48 hs). Se filtra la
tetrametil urea (producto secundario) con celite, se lava varias veces con CHCls,
se concentra y se repite este procedimiento varias veces. Se destilan a presion
reducida los solventes, se retoma en AcOEt, se particiona con solucion saturada
de NaHCO;3;, se extrae varias veces. Las capas organicas se seca con MgSQ4, se
filtran y se concentran a presion reducida. El crudo se purifica en columna

cromatografica utilizando como fase mévil mezcla AcOEt/hexanos.
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Bis-Heterociclos

Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Oxz-OMe (53):

2)\<_N\6 10
o 3 5 7
4\0

Siguiendo el procedimiento general de acoplamiento de building blocks,
partiendo de la amina oxazdlica (140 mg, 0.562 mmol) y del tiazol acido (145
mg, 0.562 mmol) se obtuvo el bis-azole en cuestion.

Aceite blancuzco (156 mg, 62 %), Rs= 0.54 (AcOEt:hexano, 3:2). ap = + 19.8
(C1.14, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 0.90 - 0.97 (m, 3H1o, 3Hs),
1.20 - 1.32 (m, 1Hg), 1.48 (s, 9Hx), 1.53 - 1.63 (m, 1Hy), 2.08 - 2.19 (m, 1H;),
3.91 (s, 3H1), 4.61 (t, 7 = 6.1 Hz, 2H4s), 5.29 - 5.32 (m, 1H;7), 5.35 (dd, J =
9.4, 7.0 Hz, 1Hg), 7.87 (d, J = 9.4 Hz, 1Hy;), 8.04 (s, 1Hy4), 8.20 (s, 1H4). 13C
NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.2 (Cyo), 15.4 (Cg), 25.2 (Co), 28.3 (3Cy), 39.2
(C7), 42.3 (Ci6), 51.7 (Cs), 52.3 (Cy), 80.5 (Cy9), 124.3 (Ci4), 133.3 (G3), 143.8
(C4), 149.0 (Cy3), 155.3 (Cyg), 160.6 (C12), 161.6 (C3), 164.6 (Cs), 169.5 (Cis).
IR v(cm™) 1172, 1250, 1288, 1489, 1532, 1581, 1674, 1693, 2878, 2936,
3132, 3367, 3414. HRMS calculada para CyoH2sN4NaOgS ([M+Na*]) 475.1627,
observada 475.1604
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Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-OMe (54):

20 /[2
19 073 NH 17
16 0
15— \13
S 12
1 14 NH 11
-0

El éster etilico del tiazol Boc-NH-Gly-Thz-OEt fue hidrolizado siguiendo el
procedimiento general. El grupo protector Boc de Boc-L-Ile-Thz-OMe fue
removido con HCI 4M/Dioxano. Siguiendo el procedimiento general de
acoplamiento de building blocks, partiendo de HCL.NH>-L-Ile-Thz-OMe (529
mg, 2.0 mmol) y de Boc-NH-Gly-Thz-OH (423 mg, 1.6 mmol), luego de
purificar por columna cromatografica utilizando AcOEt:EP (1:1) como fase
movil, se obtuvo el bis-tiazol deseado.

Aceite amarillento (586 mg, 76 %). Rs = 0.3 (EtOAc:hexane, 1:1), [a]lp =—- 2.8
(c 2.45, CH,Cl;). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 0.95 (t, 3Hy, J = 7.4 Hz),
0.97 (d, 3Hyo, J= 6.8 Hz), 1.22 - 1.33 (m, 1Hg), 1.47 (s, 9Hy), 1.56 - 1.67 (m,
1Hg), 2.32 - 2.42 (m, 1H7), 3.94 (s, 3H;), 4.63 (d, 2H46, J = 5.9 Hz), 5.32 - 5.40
(m, 1He, 1H17), 7.97 (d, 1H11, J = 9.3 Hz), 8.05 (s, 1H14), 8.11 (s, 1H,). 3C
NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 11.3 (Cq), 16.0 (Cy0), 24.8 (Cs), 28.3 (3Cx), 39.4
(C7), 42.3 (Cy6), 52.5 (Cy), 55.6 (Cg), 80.6 (Ci9), 124.3 (Cs), 127.3 (Ci4), 147.1
(C3), 149.1 (Cy3), 155.6 (Cug), 160.7 (C12), 161.8 (C2), 169.6 (Cis), 171.8 (Cs).
HRMS my/z calculada para CyoH»sN4NaOsS, ([M+Na]™) 491.1399, observada
491.141. nmax (film liquido) 2968, 2933, 1718, 1701, 1670, 1481, 1276, 1248,
1217, 1167 cm™

64



Capitulo 3

Boc-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-OMe (55):
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Siguiendo las metodologias generales de desproteccion del NH-Boc e hidrdlisis
del éster se obtiene el clorhidrato de la amina HCI.NH,-L-Ile-Oxz-OMe (95
mg, 0.384 mmol) y el acido Boc-NH-L-Ile-Oxz-OH (126 mg, 0.422 mmol) los
cuales son acoplados siguiendo el procedimiento general de acoplamiento de
building blocks. Se purifica mediante cromatografia en columna (AcOEt:EP, 1:1)
y se obtiene bis-oxazol deseado.

Aceite transparente (142 mg, 88 %), R¢= 0.48 (AcOEt:EP, 1:1), [alp = - 112.6
(c 0.6, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.80 - 0.98 (m, 3Ho, 3H1o,
3Hi9 3Hy), 1.10 — 1.32 (m, 1Hs, 1Hig), 1.44 (m, 9Hy4), 1.52 — 1.64 (m, 1Hs,
1Hg), 1.86 — 2.00 (m, 1H;7), 2.08 — 2.16 (m, 1H;), 3.93 (s, 3H;), 4.80 — 4.88
(m, 1Hs), 5.18 (d, 7= 9.2 Hz, Hy1), 5.32 (dd, J; = 7.2 Hz, J> = 9.2 Hz, 1Hs),
7.45 (d, J = 9.2 Hz, 1Hy;), 8.12 (s, 1Hi4), 8.20 (s, 1H4). **C NMR (100 MHz,
CDCl3) & ppm 11.1(Co), 11.4 (Cyp), 15.2 (Ci9), 15.3(Cyo), 25.1 (Cg), 25.2 (Cig),
28.3 (Cn), 39.1(C), 39.3 (Ci7), 51.3 (Cie), 52.3 (Cy1), 53.4 (Ce), 80.2 (Cp3),
133.4 (G3), 135.4 (Cy3), 141.3 (C4), 143.8 (Cy4), 155.3 (Cy), 160.2 (Cy), 161.6
(C12), 163.9 (Cs), 164.4 (Ci5). IR v(cm™) 1252, 1367,1458, 1509, 1584, 1597,
1702, 878, 2934, 2969, 3157, 3327. HRMS myz calculada para CH37;N40;
(IM+H]") 493.2662, observada 493.2657
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Tris-heterociclos

Boc-Gly-Thz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Ozx-OMe (56):

N o)
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El éster metilico de Boc-Gly-Thz-L-Ile-Oxz-OMe es hidrolizado y el grupo
protector Boc de BocNH-L-Ile-Oxz-OMe es removido. Los crudos de amino
oxazol (140 mg, 0.562 mmol) y bis-azole (117 mg, 0.267 mmol) se someten al
proceso general de acoplamiento de building blocks para dar el tris-azole
deseado.

Aceite amarillento (87 mg, 55 %), R¢ = 0.43 (AcOEt:hexano, 3:2). 'H NMR
(400 MHz, CDCI3) & ppm 0.90 - 0.99 (m, 3Hg, 3H1o, 3H1s, 3H), 1.21 - 1.32 (m,
1Hg, 1H10), 1.48 (s, 9H3p), 1.54 - 1.63 (M, 1Hg 1Hy9), 2.07 - 2.17 (m, 1H; 1Hy7),
3.90 (s, 3H), 4.59 - 4.69 (m, 2Hy), 5.27 - 5.35 (m, 1Hg 1H16), 5.45 (t, 7 =5.34
Hz, 1Hy7), 7.51 (d, J = 8.7 Hz, 1H;;), 7.81 (d, 7 = 8.9 Hz, 1H,;), 8.07 (s, 1H.4),
8.14 (s, 1H,), 8.18 (s, 1Hi4). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 11.1 (Cyo),
11.3 (Cy),15.3 (Cg), 15.3 (Cig), 25.2 (Cy), 25.3 (Cyg), 28.3 (3Cs0), 39.0 (Cy),
39.1 (C17), 42.4 (Cy6), 51.4 (Cs), 51.7 (Ci6), 52.3 (C1), 80.5 (Cy9), 124.3 (Caa),
133.3 (Cy3), 135.6 (G3), 141.5 (C4) 143.8 (Ci4), 149.0 (Cy3), 155.7 (Cyg), 160.1
(Ci2), 160.6 (C2), 161.6 (Cp), 163.3 (Cs), 164.5 (Cis), 169.9 (Cy5). HRMS
calculada para CygH4gNgNaOgS ([M+Na]™) 655.2526, observada 655.2537. ap =
- 4.8 (¢ 1.28, MeOH) IR v(cm™) 1111, 1169, 1250, 1277, 1439, 1513, 1535,
1597, 1670, 1721, 2878, 2832, 2967, 3125, 3314, 3399.
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Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-Ile-Oxz(Met)-OMe (57):

Se hidrolizo el éster metilico de bis-tiazol Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-OMe y
se desprotegié el NH-Boc del Boc-NH-L-Ile-Oxz(Met)-OMe siguiendo los
respectivos procedimientos generales. Se partié del amino oxazol (338 mg, 1.37
mmol) y del bis-tiazol-COOH (568 mg, 1.25 mmol), siguiendo la metodologia
general de acoplamiento de building blocks y luego de purificar por columna
cromatografica utilizando AcOEt:EP (1:1) como fase movil, se obtuvo el tris-azol
deseado.

Sélido blanco (684 mg, 86%), Rs = 0.38 (EtOAc:hexane, 3:2), [alp = -5.0 (¢
0.4, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 0.92-1.02 (m, 3H1o 3H11 3Ha,
3Hy), 1.24-1.33 (m, 1Hg, 1H19), 1.46 (s, 9Hs1), 1.58-1.66 (m, 1Hy 1H;q), 2.11-
2.18 (m, 1Hg), 2.24-2.34 (m, 1H3g), 2.62 (s, 3Hs), 3.89 (s, 3H1), 4.62-4.67 (m,
2H7), 5.26 (dd, 1H;, J = 7.6 Hz, J = 9.3 Hz), 5.40 (dd, 1H:7, J =6.2 Hz, J =
9.1 Hz), 5.54 (dd, J;=J> = 5.8 Hz, 1H3), 7.91 (dd, J;=J> = 9.6 Hz, 1H1, 1H2),
8.03 (s, 1H,s), 8.09 (s, 1H;5). *3C NMR (100 MHz, CDCl5) & ppm 11.2 , 11.5
(Cio, C0), 12.1 (Cs), 15.5, 15.9 (Cy1, Ca1), 24.8, 25.3 (Co, Cy9), 28.3 (3C31), 39.1
(Cis), 39.5 (Csg), 42.4 (Cy), 51.5 (Cy), 52.0 (Cy), 55.5 (Ci7), 80.5 (C3p), 123.6
(Cis), 124.5 (Czs), 127.5 (C3), 149.0 (Cp4), 149.4 (Ci14), 155.7 (Cyo), 156.2 (Cy),
160.6, 160.7 (Ci3, C23), 161.8 (Cg), 162.7 (Cy), 170.1 (Cy6), 171.1 (Ci6). HRMS
myz calculada para CsoH4:NgNaO;S; ([IM+Na]") 685.2454, observada
685.2447 . nmax (film liquido) 2959, 2928, 2872, 2857, 1719, 1654, 1544, 1182,
1130, 1101 cm™..
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Boc-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-Ile-Oxz-OMe (58):
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Aceite amarillento (87 mg, 55 %), R¢= 0.32 (AcOEt:hexano, 3:2). ap = + 17 (¢
1.3, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.94 - 1.04 (m, 3Hs, 3H10, 3H1s,
3Hy0), 1.25 - 1.33 (m, 1Hg, 1H19), 1.49 (s, 9H3p), 1.57 - 1.69 (m, 1Ho, 1H19),
2.14 - 2.22 (m, 1Hy), 2.26 - 2.34 (m, 1Hy7), 3.92 (s, 3H;), 4.60 - 4.73 (m,
2H3), 5.36 (dd, J =9.3, 7.3 Hz, 1H¢), 5.41 (dd, J =9.1, 6.4 Hz, 1H1¢), 5.54 (t,
J =4.60 Hz, 1H;), 7.93 - 7.98 (m, 1H11, 1H;1), 8.04 (s, 1H14), 8.09 (s, 1H>4),
8.20 (s, 1H4). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.2 (Cyg), 11.4 (Cx), 15.4 (Cs),
15.9 (Cig), 24.9 (Gy), 25.3 (Ci9), 28.3 (3C3p), 39.2 (Cy), 39.6 (Ci17), 42.4 (Cy),
51.7 (Gs), 52.2 (C1), 55.5 (Ci6), 80.5 (Ca9), 123.7 (Ci4), 124.5 (Ca4), 133.3 (G3),
143.7 (C4), 149.0 (Cyz3), 149.3 (Ci3), 155.7 (Cys), 160.6 (Cy2), 160.7 (Cy2), 161.6
(G), 164.7 (GCs), 170.09 (Cps), 171.10 (Ci5). HRMS calculada para
CaoH4NsNaO;S, ([M+Na]*) 671.2298, observada 671.2315. IR v(cm™) 1111,
1165, 1250, 1277, 1323,1493, 1535, 1597, 1667, 1721, 2878, 2932, 2967,
3117, 3314, 3395.
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Boc-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-OMe (59):

Boc-NH-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-OMe fue tratado de acuerdo al procedimiento
general de desproteccidon del NH-Boc. El ester metilico de Boc-NH-L-Ile-Oxz-
OMe fue hidrolizado de acuerdo a la metodologia general. Partiendo del amino
bis-oxazole HCl.NH>-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-OMe (113 mg, 0.263 mmol) y del
acido Boc-NH-L-Ile-Oxz-OH (92 mg, 0.308 mmol), se obtuvo el tris-oxazol
correspondiente.

Sélido blanco (50 mg, 40 %), Rf = 0.45 (AcOEt:hexano, 1:1). *H NMR (400
MHz, CDCl3) & ppm 0.89 - 1.00 (m, 3Hg, 3H10, 3H 15, 3H 20, 3H 29, 3H 30); 1.19-1.34
(m, 1Hg 1H 19, 1H 2g); 1.46 (s, 9H34); 1.51-1.64 (m, 1Hg 1H 19 1H 2g); 2.09-2.18
(m, 1H7, 1H 17 1H57); 3.92 (s, 3Hy); 4.81- 4.88 (M, 1Ha); 5.16-5.21 (d, J= 9.2
Hz, 1Hs;); 5.28-5.35 (m, 1He, 1H16); 7.33-7.38 (d, 7 = 9.3 Hz, 1H11 021); 7.44-
7.50 (d, /= 9.2 Hz, 1H11021); 8.15 (S, 1H4014024); 8.17 (S, 1H4014024); 8.21 (S,
1H4014024). **C NMR (100 MHz, CDClz) & ppm 11.1 (Cyo, 20, 20); 14.8 (Cs, 18, 30);
24.9 (Cy, 19, 28); 28.4 (C34); 39.0 (C7, 17, 27); 51.4 (Cs, 16); 52.3 (C1); 53.5 (Coe);
80.3 (Cs3); 133.4 (Ca014024); 141.5 (Ca014024); 143.3 (Ca014024); 161.3 (C).
Asignados por HMBC y HSQC porque se utilizd toda la muestra en la reaccion

siguiente.
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioterapicos

Capitulo 4
SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA

4.1. INTRODUCCION/ANTECEDENTES

En la actualidad existen mas de 40 péptidos disponibles en el mercado
farmacéutico y mas de 100 en etapas clinicas. En el periodo 2009-2011 fueron
aprobados 18 farmacos peptidicos incluyendo proteinas, anticuerpos
monoclonales y enzimas, que corresponde a un 25% del total de los farmacos

aprobados por la FDA en este periodo.!”

Nuceloside Macrocycle
1% 1%
Steroid Enzyme Other
2%
Amino acid
5%

Natural product
6%

Figura 4.1 Distribucion de farmacos aprobados por la FDA (Imagen extraida
de Future Med. Chem. 2012, 4, 1527)

! Zompra, A. a; Galanis, A. S.; Werbitzky, O.; Albericio, F. Manufacturing Peptides as Active
Pharmaceutical Ingredients. Future Med. Chem. 2009, 1, 361-377.
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Los péptidos ofrecen ciertas ventajas como farmacos como pueden ser:
importante actividad bioldgica, alta especificidad y baja toxicidad. Uno de los
mayores obstaculos que impide que sean utilizados como farmacos es la falta
de biodisponibilidad oral y la baja estabilidad que poseen a pH fisioldgico. Sin
embargo, los recientes avances tecnoldgicos en la formulacion y distribucién de
farmacos peptidicos hacen que se puedan sortear las restricciones de este tipo
de compuestos. A su vez, en los Ultimos afos se han desarrollados estrategias
robustas en la quimica de péptidos, las cuales incluyen metodologias en fase
sélida y solucidon asi como también la automatizacion de la sintesis de péptidos
en fase sodlida. Estos avances, permiten una preparacion mas sencilla de
analogos hits, favoreciendo y acelerando las fases de descubrimiento de
farmacos. Por lo tanto, la eleccidon de candidato y la entrada a las fases clinicas

es, en comparacién con las moléculas pequefias, mas rapida y mas econémica.’

2 Albericio, F.; Kruger, H. G. Therapeutic Peptides. Future Med. Chem. 2012, 4, 1527-1531.
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4.1.1 Sintesis de Péptidos en Fase Solida (SPPS)

En 1959, Merrifield escribié en su cuaderno de laboratorio "hay una necesidad
de un método rapido, cuantitativo y automdtico para la sintesis de largas
cadenas peptidicas”: cuatro anos después reporta la primera sintesis de un

tetra-péptido realizado en fase sélida.’

Figura 4.2 Merrifield

En términos generales, la SPPS consiste en el anclaje de un aminoacido
protegido a un soporte solido (resina), donde a través de ciclos de
desproteccion y acoplamientos se adicionan aminoacidos hasta lograr la
secuencia peptidica deseada. Existen dos estrategias generales de SPPS, segun
el grupo protector de la amina que se emplee, una es la estrategia Boc y la otra
Fmoc. En los ultimos afios, la Fmoc-SPPS ha ganado gran popularidad, debido a
que emplea reactivos ambientalmente mas seguros y condiciones de reacciones
mas suaves si se la compara con la estrategia Boc-SPPS que utiliza HF y 50%
de TFA en cada desproteccidn del grupo Boc. A su vez, existe un gran rango de
Fmoc-AA-OH comercialmente disponibles y a bajos costos. Otra ventaja de

dicha estrategia, es que el grupo Fmoc presenta alta absorbancia al UV, lo cual

3 Merrifield R. B., Solid Phase Peptide Synthesis. I. The Synthesis of a Tetrapeptide J. Am.
Chem. Soc., 1963, 85 (14), 2149-2154.
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permite estudios analiticos mas detallados y el seguimiento mas facil de las
reacciones de acoplamiento y desproteccion. Esto ha permitido el desarrollo de

métodos de flujo y de sintetizadores automaticos de péptidos.

Figura 4.3 Sintetizador automatico de péptidos acoplado a microondas

En el presente trabajo, nos centraremos en la SPPS que sigue la estrategia
Fmoc. El esquema general de SPPS-Fmoc se presenta esbozado en la figura
4.4. Las resinas generalmente utilizadas en esta estrategia, cuando el
aminoacido se une desde el extremo C-terminal, son 2-Clorotritilo 6 resina de
Wang, las cuales son polimeros sintéticos que presentan grupos funcionales
capaces de reaccionar covalentemente con el grupo acido de un aminoacido NH
protegido con Fmoc (Fmoc-AA-OH). Luego del bloqueo 6 “capping” de los sitios
activos de la resina que no reaccionaron con el primer aminoacido, el Fmoc
puede ser eliminado facilmente utilizando piperidina 20% en DMF y asi un
segundo Fmoc-AA-OH puede ser acoplado al primer aminoacido anclado en la
resina utilizando un agente acoplante. Mientras el péptido esta siendo
sintetizado todos los reactivos solubles son removidos del soporte sdlido por
filtracion y lavado luego de cada acoplamiento. Estos pasos se pueden repetir
hasta obtener la secuencia deseada. Al final de la sintesis, se “cliva” 6 se
escinde el péptido, utilizando TFA en distintas proporciones segun la resina en

cuestiéon para romper el enlace entre el C-terminal y el soporte sdlido y de esta
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forma, dejar el péptido libre; y segun los GP de las cadenas lateras que se
quieran conservar .

Las ventajas de esta metodologia frente a la sintesis en solucion de péptidos,
incluye la eficiencia del proceso, facilidad en el work-up y en la purificacion

dado que no se aislan los péptidos intermedios.”

-

—_

Anclaje:
DIPEA/CH,CI,
o
X

o o

NHFmoc
Fmoc-AA-OH

resina
2-clorotritilo

FmocHN

:> Cuantificacién de Fmoc

i. Capping: MeOH
ii. Desproteciéon Fmoc : o)

piperidina 20 %/DMF Agente acoplante/ ./ OH

DMF
o NHFmoc .\Y o

HzN Fmoc-AA-OH‘ NH
FmocHN

‘ O

Cleavage:
TFA/CH,CI, Q

e., .
A A
FmocHN OH
(o) X
@

NHFmoc Activacion
desproteccon y acoplamiento

Figura 4.4. Esquema general de SPPS (estrategia Fmoc)

Desproteccion y cuantificacion de Fmoc

I\\

Luego del “capping” o el bloqueo de los sitios activos, se lava la resina con
CH,Cl, y DMF, se desprotege con Piperidina 20% en DMF pero los lavados se

recogen en un matraz aforado para realizar la cuantificaciéon del Fmoc vy

* Kates, S. A.; Albericio, F. Solid-phase synthesis. A Practical Guide Editores. Marcel Dekker.
New York USA (2000), ISBN:0-8247-0359-6
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determinar la cantidad de Fmoc-AA-OH que se unid a la resina. Se realizan las
diluciones correspondientes y se mide la absorbancia en un espectrofotometro
a la longitud de onda que absorbe el aducto Fmoc-piperidina, A = 290 nm (€ =
5800), ver Figura 4.5.

o (0]

FmOCHN% piperidina 20%/DMF Hsz
* K 2

g *Hb Y wa@

@

. D Aducto Fmoc-piperidina

Figura 4.5 Desproteccién del NH-Fmoc
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4.2 ESTRATEGIA SINTETICA

Se siguid el esquema general de trabajo mostrado en el Esquema 4.1,

siguiendo la metodologia general de SPPS planteada en la Figura 4.4

i. Fmoc-AA-OH o
DIPEA R /O
o

Cl >
ii. Capping: NHFmoc

Resina MeCOH . L

cTC i. Desproteccion:
/\y 20% piperidina/DMF
‘\J ii. Acoplamientos:
HOAt/DIC
Iterative 6 CI-HOBt/DIC

Fmoc-SPPS 6 HBTU/DIPEA
6 HCTU/DIPEA

(0] R (0] R (0] R
2 H 4 H 6
R, N N 0
N N N
H H H
Rs O Rs (0]

NHFmoc O

i. Desproteccién: 20% piperidine/DMF
ii. Clivage: TFA 1%/CH,Cl,

O R O R O R
\f H H H
S NH5 O R, O R o)
©

Esquema 4.1 Esquema general de trabajo

Se eligieron secuencias de aminoacidos con el fin de obtener precursores
hexapeptidicos de analogos a Aeruciclamidas, ver Esquema 4.2. Se sustituyd la
D-allo-Ile por D-Ile 6 L-Ile dado el alto costo de Fmoc-D-allo-Ile-OH. Por otro
lado, si bien un resto de Gly seria un punto favorable para realizar la
macrociclaciéon (ver Capitulo 5) debido a que hay menor impedimento estérico,
para el caso de los analogos de Aeruciclamida A (60) y D (65), se comenzo la
sintesis uniendo el carboxilato del tiazol 66 a la resina. El hecho de que el tiazol
66 fuera sintetizado por nosotros determind dicha decisién, ya que la cantidad
requerida para unir el primer Fmoc-AA-OH a la resina (1 eq.) es menor que la
requerida en los siguientes acoplamientos (3 eq.) por tratarse de una

sustitucion nucleofilica.
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Gly
u NI / /:7
HN™ ~O
AN
D-Cys S H: D-allo-lle

Aeruciclamida A

H 5 D-allo-lle

Aeruciclamida B \\\k

= O L-Val
Thri H
LTgrﬂ?)kNj;o
|
)\:N T
L-Ala NH HN" Y0

g H:
D-allo-lle

Aeruciclamida C

= O QGly
L-Thr H s
8 O
ALY~
S
NH

HN" S0
N
L-Phe O e N s~

S L-Met

Aeruciclamida D

Figura 4.6. Hexapéptidos precursores de analogos de Aeruciclamidas
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4.3 DISCUSION Y RESULTADOS

Se sintetizaron hexapéptidos precursores de analogos a Aeruciclamidas
utilizando la metodologia de sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) con
resina 2-clorotritilo, siguiendo la estrategia Fmoc y utilizando diversos agentes
acoplantes.

Durante los meses de junio y julio del afo 2011, se realizd una pasantia de
investigacion en el Institute for Research in Biomedicine del Parc Cientific de
Barcelona en los laboratorios a cargo del Dr. Fernando Albericio.> Durante este
periodo se realizd la sintesis de cuatro hexapéptidos precursores de analogos a
los productos naturales en estudio.

Para la preparacion de los hexapéptidos presentados en esta tesis, se siguiod el
procedimiento general mostrado en el esquema 4.1. Se trabaja sobre la resina
2-clorotritilo dado que el clivado del péptido se realiza en condiciones muy
suaves (1% TFA en CH)Cly) lo cual permite trabajar en presencia de otros
grupos protectores acido-labiles. La formacién de dicetopiperazina es una
reaccion secundaria no deseada muy frecuente en la Fmoc-SPPS, favorecida
cuando el extremo C-terminal es una Gly; luego de la desproteccion del Fmoc
del segundo AA, el extremo NH, libre puede atacar al grupo éster que une el
péptido con la resina, y clivarlo. El hecho de que la resina 2-Cl tritilo posea
grupos funcionales muy voluminosos (grupos clorotritilo), evita la formacién de
dicetopiperazina entre el C-terminal de Gly y el segundo aminodcido, ver figura
4.7.° A su vez, el uso de dicha resina evita la racemizacién del primer

aminoacido.

> Instituto de Investigacion en Biomedicina, Parque Cientifico de Barcelona, Espafia.

® (a) Barlos, K.; Gatos, D.; Schafer, W. Synthesis of Prothymosis o (ProTa)- a Protein Consisting
of 109 Amino Acid Residues **. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 990, 590-593. (b) Fischer,
P. M. Diketopiperazines in Peptide and Combinatorial Chemistry. J. Pept. Sci. 2003, 9, 9-35.
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dicetopiperazina
(o]

HJ\NH
. ® °> i "

resina
2 Cl-tritilo OH

Figura 4.7 Formacién de dicetopiperazina

Otra de las ventajas que presenta la resina 2-Cl tritilo es el rapido y alto
rendimiento del acoplamiento del extremo C-terminal a la resina; a su vez, se
trata de una resina econémica.’ El primer acoplamiento entre la resina y el
primer Fmoc-AA-OH se realizé utilizando un exceso de DIPEA y los sitios que no
reaccionaron fueron bloqueados utilizando MeOH.’

Los hexapéptidos 61 y 64 fueron obtenidos a partir de la activaciéon con DIC y
HOAt en DMF, esquema 4.2. En el caso del hexapéptido 62 se utilizd HBTU y
DIPEA en DMF para los acoplamientos. En estos compuestos, el enlace amida
entre la secuencia peptidica y Fmoc-L-Cys(Trt)-OH se llevd a cabo utilizando
HCTU, dada su mayor reactividad comparada con HBTU, esquema 4.4.

El acoplamiento de aminodacidos N-metilados es relativamente dificultoso debido
al impedimento estérico de la amina metilada. Para ello se deben emplear
agentes acoplantes mas eficientes, tiempos de reaccion prolongados y re-
acoplamientos.® Por dicha razdn, para el caso del hexapéptido 63 se utilizé ClI-
HOBt/DIC dado que posee similar reactividad que HCTU, se ha descrito que no

produce racemizacion dado que se trabaja en condiciones neutras. Para la

7 Lopez-Macia, a; Jiménez, J. C.; Royo, M.; Giralt, E.; Albericio, F. Synthesis and Structure
Determination of Kahalalide F. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 11398-11401.

8 (@) Hood, C. A.; Fuentes, G.; Patel, H.; Page, K.; Menakuru, M.; Park, J. A. E. H. Fast
Conventional Fmoc Solid-Phase Peptide Synthesis with. J. Pept. S¢i 2008, 97-101. (b) Marder,
O.; Albericio, F. Industrial Application of Coupling Reagents in Peptides. Chim. Oggi 2004, 35,
6-11.

° Angell, Y. M.; Thomas, T. L.; Flentke, G. R.; Rich, D. H.; Wisconsin-madison, U.; Street, N. C.
Solid-Phase Synthesis of Cyclosporin Peptides. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 7279-7280.
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formacién del enlace amida entre NMe-Gly y Fmoc-L-Cys(Trt)-OH se realizaron
re-acoplamientos de una hora cada uno, analizando por HPLC que se haya
producido el acoplamiento completo.

La elongacion de la cadena de cada hexapéptido obtenido, se siguié por HPLC o
usando el test de ninhidrina ¢ Kaiser.!® Luego de la Ultima desproteccién del
Fmoc con 20% de piperidina en DMF, el hexapéptido deseado es escindido de
la resina utilizando 1% de TFA en CH)Cl,. Bajo estas condiciones, los grupos

protectores tert-butil y tritilo permanecen intactos.!!

10 vazquez, J.; Qushair, G.; Albericio, F. Methods in enzymology, 2003, vol. 369, 21-26,
Elsevier

1 Isidro-Llobet, A.; Alvarez, M.; Albericio, F. Amino Acid-Protecting Groups. Chem. Rev. 2009,
109, 2455-2504.
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Resina 2-Clorotritilo

Cl

Q

Iterative
Fmoc-SPPS

l

Fmoc-AA-OH,
DIPEA/CH,CI,

i. Desproteccién: 20% piperidina/DMF

ii. Acoplamiento: HOAt/DIC 6 HBTU/DIPEA

6 HCTU/DIPEA ¢ CI-HOBt/DIC; Fmoc-AA-OH
iii. Desproteccion y Cleavage: TFA 1%/CH,Cl,

o CF; Intermediario Analogo B 61
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H;N N7 NH A
HH o H
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Esquema 4.2. SPPS de hexapéptidos
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Para la obtencién de los precursores abiertos de analogos de Aeruciclamidas A
(60) y D (65) previamente se sintetizo el heterociclo Fmoc-Gly-Thz-OH (66).
Dicho tiazol se obtuvo a partir de Boc-Gly-Thz-COOEt (39), la obtencién del
mismo es descripta en el capitulo 2. El grupo protector N-Boc fue removido y
reemplazado por N-Fmoc como se muestra en el esquema 4.3. La unidén de

Fmoc-Thz-OH a la resina 2-Cl tritilo se llevo a cabo en CH,Cl, usando DIPEA.

BocHN FmocHN
i. CCl,CH,OCOCI/NH4 j\ i. LIOH l 66
ii. Reactivo de Lawesson SN L SN
Boc-Gly-OH > — \_<
iii. CH,BrCOCO,Et co i TMoc-ONSu COOH
60 % 2
75 %

Esquema 4.3. Sintesis de tiazol

El Fmoc-Thz-OH se incorpora directamente en la Fmoc-SPPS vy se elonga la
cadena peptidica como se describe en el esquema 4.4 siguiendo lo descrito

anteriormente.

i. Fmoc-Gly-Thz-OH

9

DIPEA
_— >
¢ ii. Capping: FmocHN\/Q‘X
Resina MeOH
2-Clorotritilo
i. Desprotecion: 20% piperidina/DMF
s : ii. Acoplamiento: 3 eq. HOAY; 3 eq. DIC;
Fn:l ::_SSI;?,SS 3 eq. Fmoc-AA-OH
iii. Desprotecion y Cleavage: TFA 1%/CH,Cl,
-
‘BuO Intermediario tBuO o Intermediario
)\(ﬂ\ S AnalogoA )\H(u\ S Anéalogo D
N 3 /\r
N \ 65
"' 6o I, H N /
OH @\OI OH cF,
O ® CF
NH, © 3 SNH 0/&

Q
I =z
I
(@)
I
m;\
I
©
O\C’;O

T

STrt

:)\[NHW
HY
(0]

3

S
R =98%
P =90%

Esquema 4.4 SPPS de hexapéptidos
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4.4 CONCLUSIONES

Durante la pasantia en el Parc Cientific de Barcelona se adquirid formacion y
experiencia en la técnica de SPPS, la cual fue aplicada en la instalacién de un
laboratorio de SPPS en nuestro espacio.

La metodologia de SPPS empleado nos permitié obtener seis hexapéptidos
precursores de Aeruciclamidas. Los mismos fueron obtenidos con muy buenos

rendimientos y alta pureza segun los datos obtenidos por HPLC.

4.5 PARTE EXPERIMENTAL

HPLC se realizd en un Waters 2695 Separation Module equipado con una columna
Waters XBridge C18 (75 x 4,6 mm, 2,5 ym tamano de particula) y Waters 996
detector de matriz de fotodiodos o en un Shimadzu (LC-10AT Pump) equipada con
un Waters pBondapakTM columna C18 (150 x 3,9 mm, 10 um) y un detector de
SPD20Aprominence UV / Vis.

Los espectros de masa se realizaron en un espectrometro de masa LTQ-FT
Ultra (NanoESI) (Thermo Scientific).

Las medidas de punto de fusidn fueron realizadas en Buichi Melting Point B540
en capilares abiertos.

El angulo de rotacidon optica fue medido en un polarimetro 241 Perkin Elmer

con una celda de 0.5 mL

Procedimiento general SPPS 1:

La sintesis se realiza en una jeringa de plastico equipada con filtros de teflon
conectados a un colector de vacio para permitir la rapida eliminacion de reactivos y
disolventes. La resina de 2-clorotritilo (carga = 1,0 mmol / g; 100 mg) se lavd con
CHyCI, (5 x 30 sec), DMF (5 x 30 seg) y luego con CH,Cl; (5 x 30 seg). Se agrega
una solucion de Fmoc-AA-OH (1 mmol / g de resina) en la minima cantidad de
CH,Cl, y DIPEA (7 eq.). Se agita suavemente durante 1 h, y se agrega 3 eq extra.
de DIPEA y se continua agitando durante 5 min. MeOH (0,08 ml / g de resina) se
anade con el fin de limitar los grupos funcionales sin reaccionar sobre la resina; la

mezcla se agita durante 20-30 min. La resina se filtra y se lava con CH,Cl, y DMF
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(5 x 30 seg. Cada uno). El NH-Fmoc se desprotege utilizando 20% de piperidina en
DMF (2 x 5 min y 1 x 10 min). La resina se lava con DMF, CH,Cl, y DMF (5 x 30
seg. cada uno). El Fmoc-AA-OH (3 eq.) se pre-activa con agitacion vigorosa
durante 4 min en presencia de DIC (3 eq.) y HOAt (3 eq.) en un minimo de DMF, y
después se vierte sobre la resina y la mezcla resultante se agita suavemente
durante 1-2 h. Después de completarse el acoplamiento (seguido por el Test de
ninhidrina), la resina se lava con CH,Cl, y DMF (5 x 30 seg. cada uno). Ciclos de
desproteccién y acoplamiento se repiten con los aminoacidos apropiados para
proporcionar el péptido deseado.

El péptido se escinde de la resina mediante tratamiento con 1% TFA en CH,Cl,
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente seguido por filtracion y recogida del
filtrado en agua. El tratamiento se repitid 4-5 veces. Los disolventes se retiran bajo
presion reducida y el péptido bruto se lava dos veces con CH,Cl,, se enfria con N,

liquido y se liofiliza para asi obtener el hexapéptido deseado.

Procedimiento general SPPS 2:

La sintesis se realiza en una jeringa de plastico equipado con filtros de teflon
conectados a un colector de vacio para permitir la rapida eliminacion de reactivos y
disolventes. La resina de 2-clorotritilo (malla 100-300, 1.43 mmol / g) se hincha en
CH,Cl, (3 x 30 seg). Una solucion del primer aminoacido protegido (Fmoc-Gly-OH,
2,0 eq) en CHyCl, y DIPEA (3,0 eq) se agita suavemente durante 10 min, se
agregan 7.0 eq extra. de DIPEA y se continua agitando durante 45 min. Se anade
MeOH (0,8 ml / g de resina) y se agita durante 10 min. La resina se filtra y luego
se lava con CH,Cl; (3 x 30 seg. cada uno) y DMF (3 x 30 seg. cada uno). El NH-
Fmoc se desprotege utilizando 20% de piperidina en DMF (2 x 5 miny 1 x 10
min). Después, la resina se lava con DMF (3 x 30 seg. cada uno). Una solucién de
Fmoc-AA-OH (3 eq.) Y DIPEA (6 eq.) en DMF se afiade a la resina, seguido por una
solucion de HBTU o HCTU (2,9 eq) en DMF 6 DIC (3 eq.) y HOBt (3 eq.). La
mezcla se agita durante 90 min. Después de completarse el acoplamiento (seguido
por desaparicion de reactivo HPLC), la resina se lava con DMF (3 x 30 seg. cada
uno). Estos ciclos de desproteccion y acoplamiento se repiten con los aminoacidos

apropiados para proporcionar el compuesto deseado. El péptido se escinde de la
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resina mediante tratamiento con 1% TFA en CH)Cl, durante 2-3 minutos a
temperatura ambiente seguido por filtracion y recogida del filtrado en MeOH. El
tratamiento se repite tres veces y después la resina se lava con CH,Cl, (5 x 30 seg.
cada uno). Se eliminan los disolventes a presidn reducida para obtener el

hexapéptido bruto.
H,N-D-Ile-D-Cys-L-Ile-L-Thr(‘Bu)-Gly-Thz-OH (60):

'BuO o
H

¥ S
o NH N_/
OH

CF;

NH N o
3
NHM&O
H
H o

STrt

<

O

El trifluoro acetato de H,N-D-Ile-D-Cys-L-Ile-L-Thr(‘Bu)-Gly-Thz-OH se
obtuvo siguiendo el procedimiento general de SPPS 1

Sélido blanco (470 mg, 95%) Pureza: 99% determinada por HPLC (Gradiente
lineal: 50 a 100% ACN (0.036% TFA) en H,0 (0.045% TFA) por 8 min; flujo =
1.0 mL/min; tR = 3.69 min). PF = 189-191 ©°C. [a]lp = + 9.29 (c 0.53,
DMSO). HRMS calculada para Cs7HgsNsO,S; ([M+H]™) 887.41956 observada
887.41942

H>N-Gly-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu)-OH (61):
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El trifluoro acetato de H,N-Gly-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu)-OH
se obtuvo siguiendo el procedimiento general de SPPS 1.

Sélido blanco (1.25 g, 98%) Pureza: 89% determinada por HPLC (Gradiente
lineal: 70 a 100% ACN (0.036% TFA) en H,0 (0.045% TFA) por 8 min; flujo =
1.0 mL/min; tR = 5.08 min). PF 159-160 ©°C. [a]lp = - 8.25 (c 0.667,
MeOH:CH,Cl,, (1:1)). HRMS calculada para CgsHgiNsOsS, ([M+H]") 1149.5557
observada 1149.55652

H,N-L-Thr(‘Bu)-L-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Cys(Trt)-Gly-OH (62):

El trifluoro acetato de HN-L-Thr(‘Bu)-L-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Cys(Trt)-Gly-
OH se obtuvo siguiendo el procedimiento general de SPPS 2.

Sélido (320 mg, 75%) Pureza: 95 % determinada por HPLC (Gradiente lineal: 8
a 100% ACN en H;0 (0.1% TFA) por 20 min; flujo = 1.0 mL/min; tR =11.9

min).

H,N-L-Thr(‘Bu)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-
OH (63):

(o)
CF;
) H®NHO| NHHO| HHOI OH
(o] 2 N/\n/ \ELN/\H/ N/\n/
o) o o)
"OtBu STrt STrt

El trifluoro acetato de H,N-L-Thr(‘Bu)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-L-
Cys(Trt)-NMeGly-OH se obtuvo siguiendo el procedimiento general de
SPPS 2. Realizando reacoplamientos de 1 h. entre cada NMeGly
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Sélido (124 mg, 75%) Pureza: 95% determinada por HPLC (Gradiente lineal: 8
a 100% ACN en H;0 (0.1% TFA) por 20 min; flujo = 1.0 mL/min; tR = 13.5

min).

H,N-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ala-L-Thr(‘Bu)-L-Val-L-Ser-OH (64):

O'Bu

rt
H
NH £ H Nl;(OH
F| HH

ST

IZ

El trifluoro acetato de H,N-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ala-L-Thr(‘Bu)-L-Val-L-Ser-OH se
obtuvo siguiendo el procedimiento general de SPPS 1.

Sélido blanco (825 mg, 96%) Pureza: 91% determinada por HPLC (Gradiente
lineal: 70 a 100% ACN (0.036% TFA) en H,0 (0.045% TFA) por 8 min; flujo =
1.0 mL/min; tR = 2.78 min). PF = 215-217 °C. [a]lp = + 3.04 (c 0.67,
MeOH/CHCl; (1:1)). HRMS calculada para Cs7HezNgOoS: ([M+H]™) 891.46963
observada 891.46848

H.N-L-Met-L-Cys-L-Phe-L-Thr(OBu)-Thz(Gly)-OH (65):

'BuO o

El trifluoro acetato de H,N-L-Met-L-Cys-L-Phe-L-Thr(OBu)-Thz(Gly)-OH se
obtuvo siguiendo el procedimiento general de SPPS 1

Sélido amarillento palido (372 mg, 98%) Pureza: 90% determinada por HPLC
(Gradiente lineal: 40 a 90% ACN (0.036% TFA) en H,0 (0.045% TFA) por 8
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min; flujo = 1.0 mL/min; tR = 5.19 min). PF = 89-91 °C. [a]p = - 5.24 (c
0.67, MeOH:CH,Cl,, (1:1)). HRMS calculada para CsoHsoNgO;S3 ([M+H]Y)
939.3629 observada 939.36019.

NOTA:
No se detalla el anélisis de espectros de *H RMN y 3C RMN porque se contindia
trabajando con el crudo y se aisla y caracteriza completamente el derivado

macrociclico.

Fmoc-Gly-Thz-COOH (66):

FmocHN
SN

COOH

Al compuesto NH-Boc-Gly-Thz-COOH (7.09 mmol, 1.83 g) se lo trata con
TFA/CH,Cl, (1:1, v/v, 52 mL)por 1 h y luego se concentra a presion
reducida. La sal de trifloro acetato se disuelve dioxano-H,0 (3:2, 130 mL)
y luego NaHCOs (1.2 eq.) se agrega seguido de Fmoc-OSu (2.0 eqg.) en
dioxano (40 mL) y se agita por 16 h. El dioxano se remueve bajo presién
reducida, 10% aq. KHSO4 (10% aq.) se agrega hasta pH 3 y luego la
mezcla se extrae con CHCIs:i-PrOH (3:1). Las capas organicas se lavan
con brine y se secan MgSO.. El solvente se elimina bajo presion reducida
para dar el compuesto deseado.

Sélido blanco (1.99 g, 74%). *H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 4.23 (t, J
= 6.73 Hz, 1H), 4.37 (d, J = 6.79 Hz, 2H), 4.45 (d, J = 5.94 Hz, 2H), 7.31
(t, J= 7.36 Hz, 2H), 7.40 (t, J= 7.39 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 7.42 Hz, 2H),
7.88 (d, J = 7.49 Hz, 2H), 8.34-8.24 (m, 2H).
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 5

MACROCICLOS PEPTIDICOS

5.1 INTRODUCCION/ANTECEDENTES

Recientemente se han aislado una gran variedad de péptidos ciclicos de
distintas fuentes naturales, como son plantas, bacterias, organismos marinos,
etc. Este tipo de compuestos presenta un amplio rango de actividades
bioldgicas (ver Capitulo 1).}

Comparando con el péptido lineal, las ventajas que ofrece el péptido ciclico
estimulan los esfuerzos y las investigaciones para poder realizar exitosamente
este tipo de reaccidn. La ciclacidn generalmente se emplea para restringir al
péptido adoptando su conformacion bioactiva y aumentando asi la especificidad
y la potencia.? Por otro lado, los péptidos ciclicos son metabdlicamente mas
estables, presentando mayor resistencia /n vivo a la degradacion enzimatica. A
su vez, la ausencia de C- y N- terminal ionizables y la formacién de puentes de
hidrégeno internos facilita el cruze de membranas.> Estos péptidos ciclicos
también presentan la propiedad de complejear metales,* caracteristica que
resulta interesante para el transporte de iones a través de membranas, >

formando ademads, estructuras supramoleculares.® Este tipo de propiedades,

! Marsault, E.; Peterson, M. L. Macrocycles Are Great Cycles: Applications, Opportunities, and
Challenges of Synthetic Macrocycles in Drug Discovery. J. Med. Chem. 2011, 54, 1961-2004.

2 Davies, J. S. The Cyclization of Peptides and Depsipeptides. J. Pept. Sci. 2003, 9, 471-501.

3 Wipf, P. Synthetic Studies of Biologically Active Marine Cyclopeptides. Chem. Rev. 1995, 95,
2115-2134.

* Grgndahl, L.; Sokolenko, N.; Abbenante, G.; Fairlie, D. P.; Hanson, G. R.; Gahan, L. R.
Interaction of Zinc (II) with the Cyclic Octapeptides, cyclo[Ile(Oxn)-D-Val(Thz)]2 and
Ascidiacyclamide, a Cyclic Peptide from Lissoclinum Patella. j Chem Soc., Dalt. Trans. 1999,
1227-1234.

> Ishida, H.; Qi, Z.; Sokabe, M.; Donowaki, K.; Inoue, Y. Molecular Design and Synthesis of
Artificial Ion Channels Based on Cyclic Peptides Containing Unnatural Amino Acids. J. Org. Chem
2001, 66, 2978-2989.

® Jolliffe, K. a. Backbone-Modified Cyclic Peptides: New Scaffolds for Supramolecular Chemistry.
Supramol. Chem. 2005, 17, 81-86.
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hace a los ciclopéptidos, moléculas prometedoras y posibles candidatos en el
descubrimiento de nuevos farmacos.’

Los productos naturales cuyo estructura base son péptidos ciclicos que
contienen heterociclos azolicos, son cominmente llamados ciclamidas. Varias
de estas ciclamidas han sido aisladas de organismos marinos como esponjas y
cianobacterias. Generalmente se trata de hexa u octapéptidos ciclicos que
alternan aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos en su esqueleto. Las cadenas
laterales de estos aminoacidos polares, pueden ciclar para formar oxazolinas o
tiazolinas y posteriormente oxidarse a oxazoles y tiazoles respectivamente (ver
Capitulo 2 - 2.2.1).

Ejemplos de estos compuestos son: Aeruciclamidas (1-2) (ver Capitulo 1),
Venturamidas (6-9) (ver Capitulo 1), Dendroamida A (3) (ver Capitulo 1),
Balgacilamidas (4-5) (ver Capitulo 1), Didmolamide A (69),” Tenueciclamida C
(68),® Bistratamida C (67),° Westiellamida (70),° Figura 5.1.

7 Rudi, A.; Chill, L.; Aknin, M.; Kashman, Y. Didmolamide A and B, Two New Cyclic
Hexapeptides from the Marine Ascidian Didemnum Molle. J. Nat. Prod. 2003, 66, 575-577.

8 Banker, R.; Carmeli, S. Tenuecyclamides A-D, Cyclic Hexapeptides from the Cyanobacterium
Nostoc Spongiaeforme Var. Tenue. J. Nat. Prod. 1998, 61, 1248—-1251.

% Foster, M.P.; Concepcion, G.P.; Caraan, G.; Ireland, C.M. Bistratamides C and D. Two new
oxazole-containing cyclic hexapeptides isolated from a Philippine Lissoclinum bistratum
ascidian. J. Org. Chem. 1992, 57, (24), 6671-6675.

10 Prinsep, M.; Moore, R.; Leving, 1.; Patterson, G. Westiellamide, a Bistratamide-Related Cyclic
Peptide from the Blue-Green Alga Westiellopsis prolifica J, Nat. Prod., 1992, 55 (1), 140-142.
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Bistratamida C (67) Tenueciclamida C (68)

NH y HN"So N
SNy

Didmolamida A (69) Westiellamida (70)

0]

S
A~
—N H N/

HN™ ~O
N

Metabolito de Microcystis aeruginosa predicho
por Dittmann (71)

Figura 5.1 Macrociclos azdlicos

Del andlisis de la informacidon gendmica de M. aeruginosa PCC 7806, Dittmann y
colaboradores predijeron tres hexapéptidos ciclicos con tiazoles y oxazoles. Uno
de ellos es el analogo de Aeruciclamida B oxidado (71), ver Figura 5.1, que
contiene un oxazol y L-Ile en vez de una oxazolina y D-allo-lle
respectivamente. ™!

Muchas de estas ciclamidas presentan interesantes actividades bioldgicas, (ver
Capitulo 1) como es el caso de las Aeruciclamidas (6-9), Venturamidas (1-2), y

Balgaciclamidas (3-4) que poseen actividades antimaldricas; Dendroamida A

1 Ziemert, N.; Ishida, K.; Quillardet, P.; Bouchier, C.; Hertweck, C.; de Marsac, N. T.; Dittmann,
E. Microcyclamide Biosynthesis in Two Strains of Microcystis Aeruginosa: From Structure to
Genes and Vice Versa. Appl. Environ. Microbiol. 2008, 74, 1791-1797.
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(3) que revierte la mdltiple resistencia a farmacos y Westiellamida (70) que es
citotdxico contra las células MRC5CV1 y T24. 2 Ademas de las ciclamidas, se
han aislado ciclopéptidos no azélicos como Mahafacyclin B (72),'* Chevalierin
A (73), * y Malformina C (74), ©® los cuales presentan actividades
antiparasitarias contra AP. falciparum (ICsp = 2.2 yM, 8.9 uM y 70 ng/mL
respectivamente), ver figura 5.2. Ademas, se encuentran los péptidos N-Me
como es el caso de la ciclosporina, farmaco inmunosuspresor ampliamente
utilizado en el trasplante de drganos administrado oralmente, cuyo estudio
revela la importancia de metilar algunos residuos aminoacidicos con el fin de

mejorar la biodisponibilidad oral de este tipo compuestos.®

12 Hambley, T. W.; Hawkins, C. J.; Lavin, M. F.; van den Brenk, A.; Watters, D. J. Cycloxazoline:
A Cytotoxic Cyclic Hexapeptide from the Ascidian Lissoclinum Bistratum. 7etrahedron 1992, 48,
341-348.

3 Baraguey, C.; Blond, A.; Cavelier, F.; Pousset, J.-L.; Bodo, B.; Auvin-Guette, C. Isolation,
Structure and Synthesis of Mahafacyclin B, a Cyclic Heptapeptide from the Latex of Jatropha
Mahafalensis. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 2001, 2098-2103.

“ Baraguey, C.; Auvin-guette, C.; Blond, A.; Cavelier, F Lezenven, F.; Pousset, J.; Bodo, B.
Isolation , Structure and Synthesis of Chevalierins A , B and C , Cyclic Peptides from the Latex
of Jatropha Chevalieri. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1998, 1, 3033-3040.

5 Anderegg RJ.; Biemann K.; Buechi G.; Cushman M.; Malformin C, a new metabolite of
Aspergillus niger. J. Am. Chem. Soc. 1976, 98 (11), 3365-3370.

16 Rilegger A.; Kuhn M.; Lichti H.; Loosli HR.; Huguenin R.; Quiquerez C.; von Wartburg A.
Cyclosporin A, a Peptide Metabolite from Trichoderma polysporum (Link ex Pers.) Rifai, with a
remarkable immunosuppressive activity. Helv Chim Acta. 1976, 59(4), 1075-1092.
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Figura 5.2 Ciclopéptidos con actividad antimalarica

5.1.1 Estrategias Sintéticas
Como se menciond anteriormente, la idea de rigidizar péptidos para lograr la
conformaciéon activa es un objetivo que entusiasma mucho a los quimicos
sintéticos, de ahi es que se han desarrollado una gran cantidad de
metodologias. Existen diversas estrategias para obtener macrociclos peptidicos
que varian de acuerdo al punto de macrociclacién. Entre ellas se encuentran
las metodologias que realizan la unién entre:

a) grupos funcionales de las cadenas de AA (side chain-to-side chain),

b) cadena de AA — cola (side chain-to-tail),

c) cadena de AA — cabeza (side chain-to-head),

d) cabeza - cola (head- to-tail)."”

7 White, C. J.; Yudin, A. K. Contemporary Strategies for Peptide Macrocyclization. Nature
Chem. 2011, 3, 509-524.
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R¢=R R2

Side chain-to-side chain
R! , COzH

Head-lo-side chain Head-to-tail

Figura 5.3. Estrategias generales para la construccidon de péptidos ciclicos
(Imagen extraida de Nature Chem. 2011, 3, 509.)

En consecuencia, se han desarrollado varias metodologias y estrategias, tanto
en solucion como en fase sdlida. Algunas de las principales estrategias de
macrociclacion cabeza-cola en solucién, Figura 5.4, se enumeraran a
continuacion:

A — Elongacién de la cadena azdlica peptidica paso a paso y macrociclacion en
solucion. Para el caso de Dendroamidas'® y Bistratamida C,*° se sintetizaron los
building blocks azdlicos por separado, luego se fueron acoplando uno a uno y
posteriormente se macrocicld la cadena tris-heterociclica en solucion.

B — Ciclooligomerizacion: homociclacién de un solo building block en solucion.
Este tipo de estrategia generalmente da una mezcla de trimeros y tetrameros
junto con pequefias trazas de polimeros mayores. *° Esta metodologia es
aplicable a la sintesis de productos naturales como Westiellamide que posee

tres oxazolinas iguales en su estructura.?!

8 You, S.-L.; Kelly, J. W. Total Synthesis of Dendroamide a: Oxazole and Thiazole Construction
Using an Oxodiphosphonium Salt. J. Org. Chem. 2003, 68, 9506—9509.

19 Aguilar, E.; Meyers, A. I. Total Synthesis of (-)-Bistatramide C. Tetrahedron Lett. 1994, 35,
2477-2480.

20 (@) Mink, D.; Mecozzi, S.; Rebek, J. Natural Products Analogs as Scaffolds for
Supramolecular and Combinatorial Chemistry. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 5709-5712. (b)
Black, R.; Dungan, V.; Li, R.; Young, P.; Jolliffe, K. A Cyclooligomerisation Approach to
Backbone-Modified Cyclic Peptides Bearing Guanidinium Arms. Syn/ett 2010, 4, 551-554.

2L Wwipf, P.; Miler, C. P.; Grant, C. M. Synthesis of Cyclopeptide Alkaloids by
Cyclooligomerization of Dipeptidyl Oxazolines. 7etrahedron 2000, 56, 9143—9150.
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C - Sintesis hibrida: elongacion de la cadena azdlica peptidica en fase sdlida y
posterior macrociclacion en solucion. Tal es el caso de las sintesis totales de
Didmolamida A??> y Tenueciclamida® que se llevaron a cabo por Kelly vy
colaboradores acoplando los building blocks azdlicos en fase sdlida vy
macrociclando en solucion.

D — Sintesis de la cadena peptidica en fase solida, macrociclacién y posterior
ciclodeshidratacion de los residuos de Thr y/é Ser y oxidacidon en solucion. Para
el caso de Urukthapelstatin A, Kim y McAlpine comparan la sintesis de todos los
building blocks y la macrociclacion en solucidon con la sintesis de la cadena
peptidica en SPPS y la macrociclacion y formacion de los heterociclos de oxazol
sobre el macrociclo en solucién.**

E — Macrociclacién asistida por metales. Ye y colaboradores han estudiado la
utilizacion de iones metalicos como auxiliares no-covalentes para facilitar la
macrociclaciéon de penta y heptapéptidos. Los iones de sodio se usan para
mejorar la ciclacion cabeza-cola de un pentapéptido e iones de cesio para
heptapéptidos; en ambos casos los mejores resultados fueron observados con
DEPBT como agente acoplante. Estos iones metalicos promueven la ciclacién a
través de coordinaciones en tandem a lo largo de la cadena peptidica

induciendo un giro en la estructura que acerca el extremo N- y C-terminal.”

22 You, S.-L.; Kelly, J. W. Total Synthesis of Didmolamides A and B. 7etrahedron Lett. 2005,
46, 2567-2570.

2 You, S.-L.; Deechongkit, S.; Kelly, J. W. Solid-Phase Synthesis and Stereochemical
Assignments of Tenuecyclamides A-D Employing Heterocyclic Amino Acids Derived from
Commercially Available Fmoc Alpha-Amino Acids. Org. Lett. 2004, 6, 2627-2630.

2% Kim, S. J.; McAlpine, S. R. Solid Phase versus Solution Phase Synthesis of Heterocyclic
Macrocycles. Molecules 2013, 18, 1111-1121.

2 Ye, Y.-H., Gao, X.-M., Liu, M., Tang, Y.-C. & Tian, G.-L. Studies of the synthetic methodology
of head to tail cyclization of linear peptides. Lett. Pept. Sci. 2003, 10, 571-579.
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Figura 5.4 Estrategias de macrociclacién cabeza-cola en solucion

5.1.2 Macrociclaciones

Las reacciones de macrociclacion de péptidos pequenos (de tres a seis
aminoacidos) que no poseen ‘turn inducers’ por lo general son lentas, dan bajos
rendimientos y reacciones secundarias como dimerizacion & polimerizacion y
epimerizacion. Esto se debe a que el enlace amida adopta la conformacién s-
transoide y resulta un enlace con fuerte caracter =; lo que dificulta la capacidad
de ciclarse.?® La incorporacién de B-turn inducers como prolinas, seudoprolinas,
oxa(tia)zolinas y/o oxa(tia)zoles favorece la conformaciéon cisoide del enlace

amida que facilita la ciclacién, Figura 5.5.%

R
(o)
g, °
R ——
\H R R{ )\R OH
NH
amida imida R 2
transoide B-turn inducers favorecen
la conformacion
cisoide
Figura 5.5

% Sayyadi, N.; Skropeta, D.; Jolliffe, K. A. N, O-Isopropylidenated Threonines as Tools for
Peptide Cyclization: Application to the Synthesis of Mahafacyclin B. Org. Lett. 2005, 7, 5497—-
5499,

%7 Skropeta, D.; Jolliffe, K. a; Turner, P. Pseudoprolines as Removable Turn Inducers: Tools for
the Cyclization of Small Peptides. J. Org. Chem. 2004, 69, 8804-8809.
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Por otro lado, los rendimientos de las reacciones de macrociclacion estan muy
influenciados por la secuencia peptidica, por lo que cada macrociclacién es casi
impredecible. De todas formas, se conoce que en general, la ciclacion de un
péptido formado exclusivamente por L-aminoacidos es dificil de realizar; sin
embargo si uno de esos aminoacidos es sustituido por su analogo D-

aminodcido, la reaccién transcurre con un mejor rendimiento.?

5.1.3 Conformacion espacial de péptidos conteniendo heterociclos
aromaticos

Estos compuestos adoptan una conformacion espacial determinada por las
caracteristicas planas de los anillos heterociclicos y la unidon trans amida que
existe entre ellos.

El hecho de que se alternen dadores de enlace de hidrogeno con aceptores,
hace que en el interior de la molécula se forme una red de enlaces de
hidrégeno bifurcados que de cierta forma, rigidiza el macrociclo. La orientacién
de las cadenas aminoacidicas depende de la configuracion absoluta del C-a.Si
todos los sustituyentes poseen la misma configuracidon absoluta, las cadenas se
orientan en la misma cara del macrociclo.?

Romminger y colaboradores estudiaron la conformacion espacial de
ciclohexapéptidos heterociclicos analogos a Westiellamida. Concluyeron que
este tipo de compuestos presenta una conformacion casi plana cuando se basa

en oxazoles; y que si presenta tiazoles la conformacion tiende a ser cdnica.>®

2 Ehrlich, A.; Heyne, H.-U.; Winter, R.; Beyermann, M.; Haber, H.; Carpino, L. a.; Bienert, M.
Cyclization of All-L-Pentapeptides by Means of 1-Hydroxy-7-Azabenzotriazole-Derived Uronium
and Phosphonium Reagents. J. Org. Chem. 1996, 61, 8831-8838.

2 Jolliffe, K. a. Backbone-Modified Cyclic Peptides: New Scaffolds for Supramolecular Chemistry.
Supramol. Chem. 2005, 17, 81-86.

% Haberhauer, G.; Drosdow, E.; Oeser, T.; Rominger, F. Structural Investigation of
Westiellamide Analogues. 7etrahedron 2008, 64, 1853-1859.
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A

Figura 5.6 Estructuras moleculares en estado sodlido. Andlogos de
Westiellamida. A: andlogo oxazolico, B: andlogo tiazdlico (imagen extraida de
Tetrahedron 2008, 64, 1853)

5.2 ESTRATEGIA SINTETICA

A — Macrociclos azdlicos
Para la sintesis de macrociclos azdlicos, se siguid la estrategia A de la Figura

5.4.

Esquema 5.1 Analisis retrosintético

Una vez obtenidos los precursores abiertos heterociclicos y luego de realizar las
correspondientes desprotecciones, se realiza la macrociclacion de los mismos.
La presencia de heterociclos en los precursores abiertos, habilita a una

conformacion mas rigida del hexapéptido; facilitando asi la formaciéon del
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macrociclo. Este hecho también disminuye los tiempos de reaccidon asi como
también la formacién de productos secundarios, mejorando significativamente
los rendimientos.?®

En los casos en que Ri= H (residuo de Gly) ese punto de macrociclacion no
posee impedimento estérico si se lo compara con los otros posibles puntos
donde los residuos derivan de Ile. Por dicha razon seria esperable obtener

mejores rendimientos y menores tiempos de reaccidn para el caso de R;= H.

B — Macrociclos hexapeptidicos

0O R,

R, < O
NH NH
o R, O R, , O R, |, O Re
R N N H
D N D e
4‘3/7,4“ HNf NH, O R, O Rs o)

R; O
Esquema 5.2 Analisis retrosintético

Luego de obtener los hexapéptidos por SPPS se procede a realizar la
macrociclacién de los mismos en solucion. La eleccion de Gly como extremo C-
terminal evita la racemizacion vy facilita la reaccion de macrociclacién dado que

no presenta impedimento estérico.

C — Estudio de reacciones sobre macrociclos peptidicos obtenidos por
SPPS

Se estudiaran las condiciones de obtencién de tiazolinas descritas por Kelly y
colaboradores a partir de residuos de Cys presentes en los macrociclos no
azdlicos obtenidos en B. A su vez, se desprotegeran las Cys con el fin de
metilarlas. También se estudiara la sintesis de puentes disulfuro descrita para la

Malformina C en compuestos con dos residuos de Cys.
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5.3 DISCUSION Y RESULTADOS

A — Macrociclos azolicos

Con el fin de obtener los analogos a Aeruciclamidas, una vez obtenidos los tris-
heterociclos, realizamos la desproteccion del grupo acido y el grupo amino con
KOH(aq)/THF y HCI(g)/dioxano respectivamente. El Udltimo paso es la
macrociclaciéon de los tris-heterociclos desprotegidos utilizando HBTU como
agente activante del grupo carboxilo. La reaccion de macrociclaciéon se lleva a
cabo en condiciones diluidas (1 - 5 mM) y durante 3 dias o hasta observar
desaparicion de reactivo (Esquema 5.3). La importancia de la dilucion radica en
el hecho de favorecer la reaccion intramolecular frente a la intermolecular, con

el fin de disminuir las dimerizaciones o polimerizaciones y favorecer la

macrociclacion.
R NHBoc
{ co,Me ‘H/X
0>§( R™ 71 i. KOH ag/THF
N/ ii. HCl/Dioxano
'
HN Yo iii. HBTU/DIPEA
N CH2C|2
U YR 0°CaTA
X, M 3d.

75:R1=H,Ry,=H, X; =8, X, =0, 40%
71: R1 = H, R2 =CH3, X1 =X2 = S,
pequefia escala 40%
mayor escala 60%
76:R;=H,Ry,=H, X;=X,=S, 44%
77: R1 = (S)-CH(CH3)CH2CH3’ R2 = H,

X1 = X2 = O, 60 %

Esquema 5.3 — Macrociclaciones de tris-azoles

El compuesto 71, Cyclo-Gly-Oxz(Met)-L-Ile-Thz-L-Ile-Thz fue sintetizado en dos
ocasiones, al igual que sus precursores. Primero se trabajo en micro-escala
(partiendo de 30 mg del precursor abierto) y luego se escald (partiendo de 556
mg) logrando aumentar el rendimiento de la macrociclacién en un 20 %.

Como se menciond anteriormente, todos los heterociclos son aromaticos,

sustituyéndose la oxazolina presente en Aeruciclamidas por un oxazol dada la
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mayor estabilidad de este Gltimo, al compararla con la oxazolina.*! Esto ha sido
corroborado por la estabilidad de los heterociclos aromaticos a temperatura
ambiente durante meses.

Ademas, se sustituyd el aminoacido D-allo-Ile presente en Aeruciclamidas por L-
Ile, obteniendo asi analogos significativamente mas econémicos.>?

También se realizé el reemplazo isostérico del tiazol por oxazol para estudiar la
incidencia del mismo en la actividad bioldgica.

Para la obtencidon del compuesto 77, Ciclo-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz, donde
la macrociclacion se realiza con la amina derivada de Ile (significativamente
mas impedida que Gly), se esperaba un rendimiento menor, sin embargo los

resultados obtenidos han sido muy buenos (60%).

Esquema 5.4

3LE, C. Taylor, P. Wipf ed., Oxazoles. The Chemistry of Heterocyclic Compounds, Vol. 60, Part
B. Wiley: New Jersey, 2003.
32 D-allo-lle: $176 (5 g). L-Ile: $12 (25 g). ChemImpex.
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B — Macrociclos a partir de hexapéptidos sintetizados por SPPS

Se realizaron las macrociclaciones de los hexapéptidos obtenidos en fase solida.
Los rendimientos fueron muy buenos, incluso para el macrociclo N-metilado,
para el cual se esperaba un menor rendimiento debido al impedimento estérico

que el extremo N-terminal presenta.

O Rg
HZ‘S; R1\’)LN)\(O
HBTU, H
DIPEA O N\R R/N Rs
S o= A i
CH,CI
RZ7ONH R, HN Yo gpwap Rz M R7 HNT O
N TA o N R,
o R4 2-5 dias
R, O

R; O

R correspondientes a las cadenas laterales de los siguientes aminoacidos:

78: Ry= L-Thr(O'Bu),R, = L-lle, R3 = L-Cys, R, = D-lle, R5 = L-Cys (Trt), Rg = Gly, R; = H, 59%
79: Ry= Gly, R, = L-Cys (Trt), R3 = L-lle, R4 = L-Cys (Trt), Rs = L-lle, Rg = L-Thr(O'Bu), R; = H, 66%
80: R, = L-Ser, Ry= L-Val, Ry = L-Thr(OtBu), R4 = L-Ala,Rg = L-Cys (Trt), Rg = D-lle, R; = H, 55%
81: R, = R3 = R5 = Gly, R, = R, = L-Cys (Trt), Rg = L-Thr(O'Bu), R; = CHj 35%

Esquema 5.5

Los hexapéptidos conteniendo un solo tiazol, 82 y 83, Esquema 5.6 fueron
macrociclados estudiando diversas condiciones de macrociclacion, variando los

agentes acoplantes, los disolventes, y las diluciones, ver tabla 5.1 y 5.2.
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O'BuO
Hw N S
HBTU, DIPEA, H/\F
(0} NH N_/
CH,Cl,
OH P NH HN (o] 82
TA, 5 dias )\/NH 83%
(o) Y
: Iw
Trts”
OtBu (o] Ot?i"' (o)

o/krﬁj\ N HBTU, DIPEA, O.__NH Nﬁ
NH H,N O O o
NH S TA, 5 dias
o)j/ T@V Ogj/NH”)\/s\
0 o

Esquema 5.6

Este tipo de compuestos presenta la ventaja de tener un tiazol en su estructura,
el cual oficia de turn inducer favoreciendo la ciclacidon. La diferencia de
rendimientos se puede atribuir a que el compuesto analogo D presenta todos L-
AA y como vimos anteriormente, un péptido formado exclusivamente por L-
aminoacidos es mas dificil de ciclar. Para estos casos, no se observa un
aumento del rendimiento al realizar la reaccion a mayor escala como se observd

con los macrociclos tris-azolicos.
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Tabla 5.1 Ciclo-Gly-L-Thr(‘Bu)-L-Ile-D-Cys(Trt)-D-Ile-Thz (82)

Capitulo 5

i
DIPEA t |Dilucion
Masa | Acoplante solvente|
(eq.) (dias)| (mM) | R(%)
(mg) (eq.)
50 HBTU (2.26) 2.26 CHCl, 5 1 83
400 |HBTU (2.26) 2.26 DCM 5 1 25
ACN/
50 FDPP (1.7) 3.4 3 5 47
CH,Cl,
70 HBTU (2.0) 3.0 CH,Cl, 3 1 61
Tabla 5.2 Ciclo-Gly-L-Thr(‘Bu)-L-Phe-L-Cys(Trt)-L-Met-Thz (83)
otuciod]
DIPEA t |Dilucion
Masa | Acoplante solvente ;
(eq.) (dias) | (mM) R(%)
(mg) (eq.)
100 |HBTU (2.24) 2.24 CH,Cl, 5 1 40
100 |HBTU (2.26) 2.26 CH,Cl, 7 1 25
ACN/
50 FDPP (1.7) 3.4 5 1 40
CH,Cl,/DMF

En la Figura 5.7, se muestran los macrociclos obtenidos a partir de precursores

sintetizados por SPPS. Las estrellas indican las diferencias en cuanto a la

configuracién absoluta con el producto natural.

Como puede verse, todos los macrociclos sintetizados contienen el dipéptido L-

Thr(‘Bu)-L-Ile, que utilizando las condiciones de ciclodeshidratacion con DAST &

Deoxo-Fluor daria lugar a la oxazolina con configuracién absoluta invertida en el

C-5 si la comparamos con la oxazolina presente en las Aeruciclamidas. El
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mecanismo de reaccion de estos agentes ciclodeshidratantes invierte la
configuracion del C-OH, ver esquema 5.7 y Capitulo 2

tBuO O
W
S
H/Y
(o] NH

N\Q
o
/\‘iﬁNH HN

A _NH

(o)

STrt O

Aeruciclamida C

Aeruciclamida D

'‘BuO o0

N S
0.__NH HT/
Lo QLI 0

NH HN
NH _
o M UL
Trs sTrt 83
80
Figura 5.7
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R R
HO™ *
o. N\  DAST¢
Y e RZ
R, DeoxoFluor S
L-Thr H ﬁ
()| H R O
HO” 3¢ DAsTs P >/*L’Z)S)/\
Os_NH T RN E
Y DeoxoFluor -
R, Aeruciclamida B
L-allo-Thr

Esquema 5.7

C- Estudio de reacciones sobre macrociclos sintetizados por

SPPS
1. Metodologia de Kelly

Por otro lado basandonos en la estrategia D descrita anteriormente, que
obtiene oxazoles posteriormente a la macrociclacién, se estudiaron sobre estos
compuestos las reacciones de ciclodeshidratacion con Tf,O/PPhsO para obtener
tiazolinas descritas por Kelly y colaboradores (ver capitulo 2) (ver figura 5.4).

Se intentd obtener la tiazolina aplicando las condiciones de Kelly para la porcion
L-Cys(Trt)-L-Ile del macrociclo 82. Luego de varios intentos con esta
metodologia no se logrd aislar el producto deseado 84. Seria importante
adquirir mayor experiencia en la reaccion de Kelly, con sustratos menos

costosos, y posteriormente retomar los estudios sobre ciclohexapéptidos.

Esquema 5.8 Utilizacion de la metodologia de Kelly et. al.
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II. S-Metilacion

Se removieron los grupos protectores de Cys con TFA 5% vy utilizando TIS
como “scavenger"” (colector) de carbocationes muy reactivos que se generan
luego de la desproteccién de los tritilos. > Es necesario atrapar estos
carbocationes para evitar reacciones secundarias no deseadas. Una vez
desprotegido el macrociclo, se realizd la $Metilacion utilizando Mel, se
observaron rastros del macrociclo 85 pero no podemos informar con total
certeza la obtenciéon del mismo dado que se trabajé con una cantidad muy

pequefia, por lo que se deberan realizar nuevos experimentos.

Ot%u (o)

o
/Y i. TFA (5 %)/TIS (2 %)/
CH,Cl, (93 %)

ii. Mel/Et;N/EtOH
TA-12hs.

Esquema 5.9 Metilacidn de residuos de Cys.

33 pearson, D. A.; Blanchette, M.; Baker, L.; Guindon, C. a. Trialkylsilanes as Scavengers for the
Trifluoroacetic Acid Deblocking of Protecting Groups in Peptide Synthesis. Tetrahedron Lett.
1989, 30, 2739-2742.
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I11. Formacion de enlace disulfuro

Por otro lado, se estudid la reaccion de formacion de enlace disulfuro empleada por
Julfakyam y colaboradores para la sintesis de Malformina C (74).3* La reaccién se
llevd a cabo, utilizando condiciones oxidativas de formacion del enlace disulfuro

con iodo en DMF. Desafortunadamente, no se obtuvo el macrociclo 86.

/YO
HN
11 0'Bu
HN (o]

(o]

Esquema 5.10 Formacién de enlace disulfuro

(1) Kojima, Y.; Sunazuka, T.; Nagai, K.; Julfakyan, K. Malformin C , an Inhibitor of
Bleomycin- Induced G2 Arrest. J. Antibiot. (Tokyo). 2008, 61, 297-302.
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5.4 CONCLUSIONES

Se desarrolld una metodologia adecuada para la obtencion de la primera serie
de cuatro macrociclos (71, 76-78) azolicos analogos a Aeruciclamidas
simplificados y estables, con buenos rendimientos y a través de una ruta
convergente.

Se realizo la sintesis total del analogo oxidado de Aeruciclamida B, Cyclo-Gly-
Oxz(Met)-L-Ile-Thz-L-Ile-Thz 71, el cual fue anteriormente predicho por
Dittman y colaboradores como metabolito de Microcystis aeruginosa.'* Esta
sintesis se repitid a mayor escala logrando poner a punto condiciones y mejorar
rendimientos.

Se prepararon seis macrociclos (78-83) analogos a Aeruciclamidas obtenidos a
partir de precursores sintetizados por SPPS.

Los rendimientos obtenidos en las macrociclaciones son muy buenos si se los
compara con los reportados para compuestos similares. *°

Se obtuvo el macrociclo 81 con residuos N-Metilados con el fin de estudiar su
actividad bioldgica dado el interés que este tipo de compuestos presenta debido
a que presentan mejoras en las propiedades de biodisponibilidad, ver Capitulo
1.

Se realizaron las primeras investigaciones, dentro del grupo de Quimica
Farmacéutica, de reacciones de macrociclacién. A su vez, se realizaron los
primeros intentos de ciclodeshidrataciones, S-metilaciones y formacion de
enlace disufuro en macrociclos. Si bien en estos Ultimos casos no se obtuvieron
los productos deseados, este tipo de estudios abre las puertas a nuevas

investigaciones futuras.
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5.5 PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia en capa fina se realizd utilizando placas de silica gel sobre
plastico de 0.20 mm de espesor (Macherey-Nagel, Polygram®, silG/UV 254 nm)
y revelado con lampara UV a 254 nm, vapores de iodo, spray de ninhidrina o
fosfomolibdico.

Diclorometano seco se obtuvo de CaH,.> Todas las reacciones fueron llevadas
a cabo en sistemas secos y bajo atmdsfera de nitrégeno.

La cromatografia en columna se realizaron utilizando Silica gel 60 (J.T. Baker,
40 um diametro promedio de particula).

Los espectros de RMN (*H NMR y 3C NMR) se realizaron en un equipo Bruker
Advance DPX-400, los desplazamientos quimico se relacionan con el
desplazamiento de tetrametilsilano (0 ppm).

Los espectros de masa se realzaron en un espectrometro de masa microQTOF-
G (Bruker Daltonics) mediante ionizacién de electrospray.

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotdmetro FT-IR Shimadzu
8101A en film sobre pastillas de NaCl.

Las medidas de punto de fusion fueron realizadas en Fischer-Johns de Fischer
Scientific Comp.

El angulo de rotacién dptica fue medido en un polarimetro Kruss Optronic
GmbH P8000 con una celda de 0.5 mL

Procedimiento general de macrociclacion:

En un balén de dos bocas se prepara una solucién (1 — 5 mM) en CH,Cl, seco
del animoacido a ciclar bajo atmésfera de nitrégeno y en bafio de agua-hielo.
Se agrega HBTU (2.0 eq.), luego DIPEA (2.0 eq.) y 4-DMAP (punta de
espatula). Se deja con agitacion (2 — 3 dias) hasta desaparicion de reactivo. Se
rotavapora el CH,Cl,, se retoma con AcOEt, se lava con HCI 5 %, se lava con
solucion saturada de NaHCOg;, se seca con MgSOQ, filtra y concentra. El crudo
se purifica en columna cromatografica usando como fase mévil mezcla
AcOEt/hexanos.

> Pperrin, D. D.; Armarego, W. L. F. “Purification of Laboratory Chemicals”, 3% Ed. Pergamon
Press, Oxford, 1988.
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Cyclo-Gly-Oxz(Met)-L-Ile-Thz-L-Ile-Thz (71):

4

9 26
3 25 g
0%2)1& N/W|/ 24
H N/
27 23

5'—N

6
NH'" iHN

22
! ){EN 16 %
10 O u

14 >0

A\
S

Se hidroliza el éster y se desprotege el NH-Boc de Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-
Ile-Oxz(Met)-OMe  siguiendo las metodologias generales para obtener el
aminoacido libre. A partir de HCI.NH,-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-Ile-Oxz(Met)-OH (556
mg, 0.95 mmol) y siguiendo el procedimiento general de macrociclacion se
obtiene el macrociclo deseado luego de purificar por columna cromatografica
utilizando AcOEt:EP (3:2) como fase movil.

Aceite transparente (303 mg, 60 %) R¢ = 0.37 (AcOEt:hexano, 3:2), [alp = -
56.0 (0.4, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 0.93-1.04 (m, 3Ho, 3H19 3H1o,
3Ha0), 1.26-1.37 (m, 1Hsg, 1Hsg), 1.50-1.59 (m, 1Hg), 1.63- 1.74 (m, 1Hsg), 2.10-
2.18 (m, 1H7, 1H;7), 2.68 (s, 3H4), 4.71 (dd, 1H, J; = 2.6 Hz, J, = 18.0 Hz),
5.07 (dd, 1H, J; = 5.6 Hz, J, = 18.0 Hz), 5.31 (dd, 1Hs, J; = 3.8 Hz, J, = 8.5
Hz), 5.44 (dd, 1Hi6, J; = 6.0 Hz, J, = 8.5 Hz), 8.08 (s, 1Hs), 8.16 (s, 1H;s),
8.42 — 8.50 (m, 1Hi1, 1Hz; 1Hy7). *3C NMR (100MHz, CDCls) & 11.6, 11.7, 11.8
(Co, C19, C4), 14.8, 15.2 (Cyo, Cz0), 25.1, 26.0 (Cg, Cig) , 39.9, 40.8 (C;,Cy7), 41.0
(Ca6), 52.1 (Cg), 55.0 (Cie), 123.1 (Cya), 124.3 (Ca4), 128.3 (Cy), 148.7, 149.5
(Ci3, C23), 153.8 (GC3), 159.5, 160.0, 160.6, 161.1 (C4, Cs, Cyz, Cz2), 165.2 (Cys),
167.7 (Ci5). HRMS my/z calcd for CysH3oNeNaO4S; (M+Na) 553.1668, found
553.1649. nmax (liquid film) 3400, 3123, 2965, 2930, 2860, 1670, 1539, 1491

cm L.
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Cyclo-Gly-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Thz (75):

Se hidroliza el ester y se desproteje el NH-Boc de Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Oxz-L-
Ile-Oxz-OMe siguiendo las metodologias generales para obtener el aminoacido
libre. A partir de HCI.NH,-Gly-Thz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-OH (54 mg, 0.098 mmol)
y siguiendo el procedimiento general de macrociclacién se obtiene el macrociclo
deseado luego de purificar por columna cromatografica utilizando AcOEt:EP
(3:2) como fase movil.

Sélido Blanco (19 mg, 40 %) PF = 92 °C, R¢= 0.43 (AcOEt:hexano, 3:2), ap =
- 55.4 (C = 1.3 g/100 mL, Acetona). *H NMR (400 MHz, CDCl5) 4 0.93 (d, J =
6.7 Hz, 3Hg), 0.95 (d, J = 6.7 Hz, 3H3), 1.01 (dd, J = 16, 7.9 Hz, 3Hy), 1.03
(dd, J = 16, 7.5 Hz, 3Hx), 1.28 — 1.38 (m, 1Hs, 1H9), 1.47 — 1.58 (m, 1Ho),
1.59 - 1.71 (m, 1Hy), 2.14 — 2.28 (m, 1H;, 1H;7), 4.68 (dd, J; = 18, J, = 2.0 Hz
, 1H2), 5.21 (dd, J; = 12.5, J> = 5.2 Hz, 1Hy), 5.24 (dd, J; = 7.3, J> = 3.7 Hz,
1He), 5.29 (dd, J; = 7.6, J> = 5.0 Hz, 1Hs6), 8.16 (S, 1H»4), 8.20 (s, 1H4), 8.25
(s, 1H1a4), 8.47 — 8.39 (m, 1H;, 1Hy5, 1H,;). *C NMR (100 MHz, CDCl3) & 11.7
(Ci0), 11.8 (Cpo), 14.5 (Cg), 15.0 (Cys), 25.3 (Co), 25.4 (Cy9), 39.8 (C7), 39.9
(C17), 40.7 (Cz), 52.4 (Cs), 52.5 (Cie), 124.2 (Ca4), 135.0 (Cy3), 135.6 (G3),
140.9 (C4) 141.7 (Ciq), 148.9 (C3), 159.4, 159.5, 159.74 (C;, Cip, Cp2), 163.3
(Cs), 163.5 (Ci5), 164.9 (Cy5). HRMS calculada para C3H2sNgNaOsS ([M+Na]™)
523.1740, observada 523.1723. IR v(cm™) 1096, 1146, 1381, 1512, 1601,
1674, 2878, 2932, 2963, 3125, 3395.
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Cyclo-Gly-Oxz-L-Ile-Thz-L-Ile-Thz (76):

\ > N/\|/
5
76 21 22

12 N15 16 19
13|

‘* I||

Se hidroliza el éster y se desprotege el NH-Boc de Boc-NH-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-
Ile-Oxz-OMe siguiendo las metodologias generales para obtener el aminoacido
libre. A partir de HCI.NH;,-Gly-Thz-L-Ile-Thz-L-Ile-Oxz-OH (62 mg, 0.106 mmol)
y siguiendo el procedimiento general de macrociclacidén se obtiene el macrociclo
deseado luego de purificar por columna cromatografica utilizando AcOEt:EP
(3:2) como fase movil.

Sélido blanco (24 mg, 44 %), PF = 207 °C. R¢= 0.6 (AcOEt:hexano, 7:3). ap -
92 (c 0.95, MeOH). 'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 1.05 - 0.93 (m, 3Hg, 3H1o,
3H1s, 3H20), 1.24 - 1.31 (m, 1H49), 1.32 - 1.39 (M, 1Hg), 1.46 - 1.51 (m, 1Ho),
1.62 - 1.72 (m, 1Hy9), 2.10 - 2.20 (m, 1H; 1H7), 4.75 (dd, J; = 18 Hz, J, =
2.6 Hz, 1H), 5.10 (dd, J; = 18, J> = 5.6 Hz, 1H), 5.39 (dd, J; = 8.6, J>=4.0
Hz, 1He), 5.45 (dd, J; = 8.6, J> = 6.1 Hz, 1H1¢), 8.10 (s, 1H14), 8.18 (s, 1H24),
8.25 (s, 1H4), 8.46 (d, J = 8.6 Hz, 1Hy;), 8.52 - 8.48 (m, 1H,1, 1H;). *C NMR
(100 MHz, CDCl5) d 11.6 (Cyo), 11.7 (Cyo), 14.8 (Cys), 15.2 (Cg), 25.1 (Co), 26.0
(Ci9), 40.0 (C7), 40.9 (Cy7), 50.0 (Cy6), 52.1 (C¢), 55.0 (Cy6), 123.2 (Ci4), 124.4
(Ca4), 135.1 (G3), 141.4 (C4), 148.7 (Cp3), 149.5 (Cy3), 159.5 (Cy2), 159.6 (Cy2,),
160.0 (Cy), 163.6 (Cs), 164.9 (Cys), 167.7 (Cis). HRMS calculada para
Ca3HasNgNa04S, ([M+Na]*) 539.1511, observada 539.1524. IR v(cm™) 1096,
1146, 1231, 1381, 1493, 1539, 1601, 1674, 2878, 2932, 2967, 3121, 3399.
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Ciclo-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz (77):

El crudo de la hidrdlisis y amino desproteccién de Boc-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-
Oxz-OMe (34 mg, 0.057 mmol) se trata segin el procedimiento general de
macrociclacion. Se purifica por columna cromatografica utilizando AcOET:EP 1:3
como fase mavil.

Aceite transparente (18 mg, 60 %). R¢= 0.3 (AcCOEt:EP, 1:3), [alp = - 32.6 (c
0.3, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) 0.98 (d, J= 7.0 Hz, 3Ho), 1.02 (t, J =
7.3 Hz, 3Hg), 1.31 — 1.38 (m, 1H;), 1.64 — 1.67 (m, 1H), 2.13 — 2.19 (m, 1Hs),
5.21 (dd, J; = 4.8 Hz, J, = 7.6 Hz, 1Hs), 8.21 (s, 1Hs), 8.28 (d, J = 7.6 Hz,
1H10). 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 11.7 (3Cg), 14.9 (3GCs), 25.6 (3C;), 40.1
(3Ce), 52.5 (3Cs), 135.4 (3Cy), 141.3 (3C3), 159.4 (3Cy), 163.5 (3C4). IR v(cm’
Y 1379, 1518, 1599, 1686, 2876, 2930, 2963, 3127, 3387. HRMS calculada
para Co7H36NsOs ([M+H]") 541.2696, observada 541.2769.
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Ciclo-Gly-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu) (78):

La macrociclacion se realizd siguiendo el procedimiento general partiendo de la
sal trifloro acetato del aminoacido H,N-Gly-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-
Thr(Bu)-OH (100 mg, 0.079 mmol). Luego de purificar por columna
cromatografica se obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido blancuzco (53 mg, 59 %). PF descompone por encima de 210 °C, Rf =
0.3 (AcOEt:EP, 3:2), ap = + 10,7 ( C 0.9, CH,Cl;), *H NMR (400 MHz, CDCl3) &
ppm 0.76 (d, J = 6.7 Hz, 3H31 45), 0.88 - 0.96 (M, 3H,3, 3H7, 3Hs5), 1.07 (d, J =
6.4 Hz, 3Hy5), 1.11 - 1.15 (M, 1H266), 1.21 (S, 9H30), 1.23 - 1.26 (M, 1Hs s 22),
1.45 - 1.55 (m, 1H2064, 1H2¢6), 1.62 - 1.67 (M, 1Hg¢22), 2.19-2.27 (m, 1H4¢
20), 2.37 (dd, J; = 12.6 Hz, J> = 4.4 Hz, 1H11), 2.40 (dd, J; = 13.1 Hz, J, = 5.4
Hz, 1Hy1), 3.07 (dd, J; = 12.5 Hz, J, = 5.8 Hz, 1Hyy7), 3.12 (dd, J; =13.3 Hz, J,
= 9.7 Hz, 1Hy4), 3.34 (dd, J; = 17.0 Hz, J> = 2.6 Hz, 1H33), 3.49 (t, J = 7.5 Hz,
1Hi9), 3.67 (ddd, J; = 3.5 Hz, J = 5.8 Hz, J; = 9.1 Hz, 1Hi¢), 4.05 - 4.17 (m,
1Hs, 1Hyo 1Hz6, 1H27), 4.61 (dd, J; = 17.0 Hz, J> = 9.9 Hz, 1H33), 5.83 (d, J =
6.0 Hz, 1Hy), 6.25 (dd, J; = 2.7 Hz, J>,= 9.6 Hz, 1H3;), 6.62 (d, J = 6.3 Hz,
1Hig), 7.09 (d, J = 9.1 Hz, 1Hy), 7.16 (d, J = 2.01 Hz, 1Hjs), 7.18 - 7.34 (m,
1H,, 3H16, 3H1g, 6His, 6His"), 7.39 - 7.44 (m, 6Hy4 6H14). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) & ppm 10.3 (C2307), 10.7 (C7623), 15.5 (Ca1), 16.0 (Gs), 18.4 (Cag), 24.7
(Cs), 25.5 (Cx2), 28.3 (3C3p), 28.9 (C11), 31.2 (Cs), 32.4 (C117), 35.4 (Cyo), 42.5
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(Cs3), 51.7 (Cy0), 53.2 (Cyp), 56.8 (C3), 60.3 (Cy9), 61.9 (Cze), 65.5 (Cy7), 66.9
(C12), 67.2 (C12), 74.9 (Cy), 126.8 (3Cy6), 127.1 (3Cy¢), 128.0 (6Cy5), 128.2
(6C1s), 129.4 (6C14), 129.6 (6C14), 144.2 (2C), 144.6 (2C), 146.9 (2C), 169.1
(Cs1), 169.95 (C1), 172.1 (Cs4), 172.8 (Caa), 173.3 (Cg), 173.4 (C17). IR v(cm™)
1381, 1543, 1640, 2854, 2927, 2966, 3059, 3286, 3402. HRMS calculada para
CesH7sNsNaO,S, ([M+Na]*) 1153.5271 observada 1153.52258.

Ciclo-Gly-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu) (79)
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La macrociclacion se realizd siguiendo el procedimiento general partiendo de la
sal trifloro acetato del aminoacido H,N-Gly-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-
Thr(Bu)-OH (300 mg, 0.235 mmol). Luego de purificar por columna
cromatografica se obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido incoloro (177 mg, 66%). PF = 150-152 °C, Rf = 0.5 (AcOEt:EP, 4:1).
'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 ppm 0.83 - 0.94 (m, 3Has, 3H7, 3Hs, 3Ha1 1Hx
6), 1.07 (d, J= 6.4 Hz, 1Hy), 1.11 - 1.19 (m, 1H2456), 1.23 (S, 9H30), 1.44 -
1.33 (M, 1Hx¢6), 1.62 — 1.50 (M, 1Hx¢6), 1.80 (bs, 1H064), 1.90 (bs, 1Hx 6
4), 258-2.75 (m, 1H;3, 1Hiy), 2.87 (bs, 1H;; 6 1Hyy7), 3.35 (dd, J = 16.2, 4.3
Hz, 1Hs3), 3.75 (s, 1H106 1H10+),3.91 (bs, 1H196 1H1¢), 3.98 (t, J= 6.8 Hz, 1Hyo
0 1H3), 4.27 — 4.15 (m, 1Hs3, 1H,7, 1H19 6 1H3), 4.35 (s, 1H), 7.12 (s, 1H3y),
7.45 — 7.17 (m, 30H de Trt, 1Hss 1H,, 1Hg 1Hsg), 7.70 (s, 1H,s). **C NMR (100
MHz, CDCl3) 6 ppm 11.1 (C307), 12.0 (C7423), 15.1 (Cz1), 15.6 (Cs), 18.3 (Cus
por HSQC), 25.1 (Cs), 25.4 (Cy), 28.3 (3C30), 32.5 (Cy1), 33.5 (Cir), 36.1 (Cyo),
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37.5 (C4), 43.6 (Cs3), 54.3 (Cio' ¢ C10), 54.9 (Cio 6 Ci0), 57.4 (Cy6 por HSQC),
58.1 (G3), 59.4 (Ci9), 66.6 (Cy7), 67.0 (Ci2), 67.4 (Ci2), 75.9 (Cy), 126.9
(3Ci6), 127.1 (3Cys), 128.1 (6Cy5), 128.2 (6Ci5), 129.4 (6Cis), 129.5 (6Ci4),
144.1 (2C), 144.2 (2C), 146.9 (2C), 169.3 (Cs1), 169.8 (C1), 170.6 (Cs4), 170.8
(C24), 171.0 (Cg), 172.1 (C17). HRMS calculada para CegH7sNsNaO-,S; ([M+Na]*)
1153.5271 observada 1153.5051.

Ciclo-L-Ala-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Ser-L-Val-L-Thr(‘Bu) (80):

La macrociclacion se realizé siguiendo el procedimiento general (dilucion 5 mM,
4 dias), partiendo de la sal trifloro acetato del aminoacido H,N-L-Ala-L-Cys(Trt)-
D-Ile-L-Ser-L-Val-L-Thr(‘Bu)-OH (100 mg, 0.099 mmol). Luego de purificar por
columna cromatografica se obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido blanco (48 mg, 55 %). PF = 108 °C, Rf = 0.45 (AcOEt:EP, 3:2). ap = -
20.5 (C = 1.3 g/100 mL, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.90 —
1.00 (m, 3H;, 3His, 3Hy3), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3Hy7), 1.10 (d, J = 6.5 Hz,
3Hs),1.21 - 1.15 (m, 1Hg), 1.32 (s, 9H), 1.35 - 1.41 (m, 1Hg¢), 1.56 (d, 7 =7.1
Hz, 3H9), 2.23 - 2.18 (m, 1H4), 2.29 (dd, /; = 12.8 Hz, » = 6.3 Hz, 1H33), 2.41
- 2.34 (m, 1Hs), 2.75 (dd, J; =12.8, /» = 5.2 Hz, 1H33), 3.47 (dd, J; =9.9, 4
= 3.5 Hz, 1Hy3), 3.72 (t, J = 7.2 Hz, 1Hy), 3.97 (t, J = 4.12 Hz, 1H;5), 3.99
(dd, J; =9.9 Hz, J> = 1.9 Hz, 1H11), 4.21 (m, 1H3;, 1Hy1), 4.44 - 4.39 (m, 1H1),
4.47 (dd, J; = 6.5, J, = 4.6 Hz, 1Hy,), 4.83 (dd, J; = 9.8 Hz, J; = 3.6 Hz, 1H3),
6.62 (d, 7 =7.9 Hz, 1Ho), 6.94 (d, J = 7.8 Hz, 1Hs1), 7.03 (d, J =7.2 Hz, 1Hy),

120



Capitulo 5

7.12 (d, J = 4.9 Hz, 1Hy), 7.37 - 7.23 (m, 3Hsg, 6Hsy, 6Hsg), 7.54 (d, J = 9.6
Hz, 1H,), 8.16 (d, J = 3.5 Hz, 1Hi4). **C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 11.9
(C7), 14.8 (Cp3), 15.3 (G3), 17.5 (Cy7), 17.7 (Cis), 19.8 (Cs), 26.6 (Ce), 28.3
(3Ca4), 29.1 (Cx), 29.7 (Ci6), 31.8 (Cs3), 35.9 (C4), 51.5 (Czs), 52.11 (C32), 54.7
(C10), 55.6 (G3), 57.5 (Csy), 61.8 (Cy5), 62.8 (Cy1), 65.5 (Cyp), 67.4 (C34), 76.3
(Ca4), 127.1 (3C), 127.3 (2Csg), 127.9 (6C), 128.2 (2C36), 129.6 (2C37), 144.3
(2C35), 146.9 (1Css), 170.1 (Cy), 170.4 (Cg), 170.5 (Cy), 170.9 (Czo), 172.3
(C13), 172.5 (Cy). IR v(cm™) 1080, 1150, 1265, 1385, 1447, 1516, 1628, 1655,
2878, 2932, 2970, 3059, 3306, 3406. HRMS calculada para Cs7Hs4NgNaOsS
([M+Na]*) 895.4404, observada 895.43962

ciclo-L-Thr(‘Bu)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly
(81):

La macrociclacién se realizo siguiendo el procedimiento general (5 mM, 2 dias)
partiendo de la sal trifluoro acetato del aminoacido HoN-L-Thr(‘Bu)-NMeGly-L-
Cys(Trt)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-OH (78 mg, 0.065 mmol). Luego de
purificar por columna cromatografica se obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido blanco (26 mg, 35%). PF = 108-110 °C, Rf = 0.55 (AcOEt:EP, 4:1). H
NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 1.02 (d, J = 6.4 Hz, 3Hx), 1.24 (s, 9H2), 2.42—
2.53 (m, 1H7, 1Hy), 2.60 — 2.71 (m, 1H7, 1Hy9), 2.80 (s, 3H2 6 14), 2.82 (s, 3H2 0
14), 2.95— 3.16 (m, 1H3, 1Hs, 1Hys), 3.27 (s, 3H24), 3.93 (dd, J = 6.4 Hz, J =
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3.8 Hz, 1H19), 4.54 (d, J= 13.6 Hz, 1H3615425), 4.63 (d, J= 13.2 Hz, 1H34 154
25), 4.64 (d, 7= 13.4 Hz, 1H3415¢25), 4.72 — 4.80 (M, 1He, 1Hs 1H3g), 7.14 —
7.63 (m, 3Hi2, 3Hss4, 6H1o, 6H3y, 6Hyi1, 6Hs3), 7.54 — 7.63 (m, 7.67, 1Hs5 ¢ 27,
1Hy), 7.67 (d, J = 6.8 Hz, 1Hs427). **C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 18.0.
(Cx0), 28.0 (3Cx), 34.4 (C;y Cx), 36.6 (C; 0 Ci4 6 Cy4), 36.9 (C; 6 Ci4 6 Cpa),
38.4 (C; 6 Ci4 0 Cp4), 48.5 (bs, Cys, Cs), 53.3 (Cis), 53.8 (Ca5 6 C36Cys), 54.0
(Cas 6 C36Cys), 54.5 (Cas 6 C54Cys), 66.9 (C30y Cg), 68.2 (Cio), 75.5 (Ca1),
126.8 (3C12y 3Cs4), 128.0 (6Cy1 y 6Cs3), 129.6 (6Cyo y 6Csz), 144.4 (Coy Ca1) ,
carbonilos: 167.1, 167.4, 167.6, 169.8, 170.2, 170.3. HRMS calculada para
Cs1HssNsNaO-S, ([M+Na]*) 1083.4489 observada 1083.4447

Ciclo-Gly-L-Thr(tBu)-L-Ile-D-Cys(Trt)-D-Ile-Thz (82):

La macrociclacion se realizd siguiendo el procedimiento general partiendo de la
sal trifloro acetato del aminoacido H,N-Gly-L-Thr(‘Bu)-L-Ile-D-Cys(Trt)-D-Ile-
Thz-OH (50 mg, 0.05 mmol). Luego de purificar por columna cromatografica se
obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido amarillento (36 mg, 83%), PF = 136 °C, Rf = 0.5 (AcOEt:EP, 4:1). ap =
+34.8 (C = 1.27 g/100 mL, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCls) 5 0.84 (s,
9Hg), 0.85 - 0.93 (m, 3H13, 3H27, 3Hx9), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 3H11), 1.05 (d, J =
6.2 Hz, 3H4), 1.22 - 1.29 (m, 1Hy, 1H), 1.39 - 1.45 (m, 1Hi,, 1Hzg), 1.86 —
1.94 (m, 1Hyp), 1.95 — 2.01 (m, 1H), 2.65 (dd, J; = 12.5 Hz, J> = 7.3 Hz,
1Hy), 2.81 (dd, J; = 12.5 Hz, J> = 6.3 Hz, 1Hyy), 4.08 - 4.15 (m, 1H1s, 1H2s),
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4.25 (dd, J; = 4.5 Hz, J> = 5.5 Hz, 1H,), 4.29 (dd, J; = 2.1 Hz, J> = 6.3 Hz,
1Hs), 4.37 (dd, J; = 4.5 Hz, J> = 15.4 Hz, 1H3s), 4.48 (dd, J; = 7.6 Hz, J> = 9.6
Hz, 1Hs), 4.97 (dd, J; = 7.8 Hz, J> = 15.4 Hz, 1H3s), 6.34 (d, J = 5.4 Hz, 1H14),
6.79 (d, J = 6.9 Hz, 1H»x), 6.87 (d, J = 6.3 Hz, 1H;), 7.21 — 7.33 (m, 6Hy;,
3H2,), 7.39 — 7.42 (m, 6Hx), 7.63 (dd, J; = 4.7 Hz, J, = 7.7 Hz, 1H3(), 7.78 (d,
J = 9.8 Hz, 1H3p), 7.90 (s, 1H33). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 11.3 (C3), 11.7
(Cag), 15.5 (Ci1627), 15.9(Ca7611), 21.1 (Ca), 24.6 (C12 6 28), 24.8 (Cag 6 12), 27.9
(3Ce), 33.5 (Cy7), 36.4 (Ca6610), 37.7 (C10626), 39.5 (C35), 52.8 (Cys), 58.6, 59.1
(Czs), 59.5 (Go), 65.6 (C7), 67.4 (Cis), 74.6 (C3), 123.5 (Gs3), 127.0 (3C22),
128.2 (6Cy), 129.4 (6Ca1), 144.1 (3Cy9), 149.4 (C32), 161.2 (Ca4), 165.8 (Cay),
170.4 (Cg 6 24), 170.6 (Ca4 ¢ 8), 170.7 (C1), 171.2 (Cy5). IR film v(cm™) 1080,
1188, 1267, 1356, 1449, 1491, 1499, 1640, 2876, 2930, 3057, 3309, 3325,
3337. HRMS calculada para C47HsoNgNaOsS; ([M+Na]™) 891.3913 observada
891.39247.

Ciclo-Gly-L-Thr(tBu)-L-Phe-L-Cys(Trt)-L-Met-Thz (83):
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La macrociclacion se realizo siguiendo el procedimiento general (1 mM, 5 dias)
partiendo de la sal trifluoro acetato del aminoécido H,N-Gly-L-Thr(‘Bu)-L-Phe-L-
Cys(Trt)-L-Met-Thz-OH (100 mg, 0.095 mmol). Luego de purificar por columna
cromatografica se obtuvo el macrociclo deseado.

Sélido blancuzco (35 mg, 40 %), PF = 107 °C, Rf = 0.5 (AcOEt:EP, 4:1). ap =
-42.8 (C = 1.0 g/100 mL, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 0.79 -
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0.91 (m, 1H), 1.13 (d, J = 6.5 Hz, 3H4), 1.22-1.24 (m, 9Hs), 1.82 -1.93 (m,
1H27), 2.09 (s, 3Hy9), 2.14 - 2.23 (m, 1Hyy), 2.28 (dd, J; =14.1 Hz, J> = 5.4 Hz,
1H1g), 2.54 (t, J; = 7.6 Hz, 1Hy), ), 2.58-2.66 (m, 1H;;), 2.87 (dd, J; = 14.1
Hz, J, = 8.5 Hz, 1H1g), 3.26 (dd, J; = 14.1 Hz, J> = 10.7 Hz, 1H1,), 3.42 (dd, J;
= 14.1 Hz, J> = 4.3 Hz, 1H1g), 3.96-4.03 (m, 1Ho), 4.21-4.29 (m, 1H;), 4.40
(dd, J; = 16.6 Hz, J> = 4.7 Hz, 1H3s), 4.43-4.52 (m, 1H,, 1Hy), 4.88 (dd, J; =
16.6 Hz, J; = 6.3 Hz, 1H3s5), 6.4 (bs, 1H;s), 6.6 (bs, 1Hj4), 6.99 - 7.02 (m, 2H,
1H14), 7.05 - 7.10 (m, 2H13), 7.23-7.30 (m, 3Ha3, 6Ha1), 7.31-7.37 (m, 6Ha;,
1H;) 7.87 (s, 1Hs3), 7.94 (bs, 1H3), 8.49 (bs, 1H3). 3C NMR (100 MHz,
CDCl3) & ppm 15.5 (Cy), 19.1 (C4), 28.2 (3Cs), 30.1 (Czg), 31.9 (Cys), 32.5
(C27), 35.0 (Cio), 41.1 (Css), 52.2 (Ca), 54.3 (C17), 57.9 (Go), 58.4 (Cy), 66.7
(Gs), 67.9 (Ci9) 75.6 (Cs), 122.9 (Cs3), 126.9 (Cia), 127.1 (3Cy3), 128.2 (6Ca1),
128.8 (2C12), 129.1 (2Cy3), 129.5 (6Cy2), 137.4 (Cy1) (determinado por HMBC),
143.9 (3Cy), 149.3 (C32), 160.7 (Cs1), 164.9 (Cz4), 169.3 (Czs), 170.5 (Cg),
170.7 (Cy), 171.0 (Cy). IR v(cm™) 1032, 1082, 1155, 1186, 1265, 1370, 1379,
1445, 1491, 1508, 1528, 1545, 1655, 1676, 2849, 2918, 3055, 3345. HRMS
calculada para C49Hs6NgNaOgS; ([M+Na]™) 943.3221 observada 943.32791
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5.6 ESPECTROSCOPIA
Cyclo-Gly-Oxz(Met)-L-Ile-Thz-L-Ile-Thz (71):
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Cyclo-Gly-Oxz(Ser)-L-Ile-Oxz(Ser)-L-Ile-Thz (75):
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Cyclo-Gly-Oxz(Ser)-L-Ile-Thz(Ser)-L-Ile-Thz (76):
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Ciclo-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz-L-Ile-Oxz (77):
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Ciclo-Gly-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu) (78):
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Ciclo-Gly-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Cys(Trt)-L-Ile-L-Thr(‘Bu) (79):
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Ciclo-L-Ala-L-Cys(Trt)-D-Ile-L-Ser-L-Val-L-Thr(‘Bu)(80):
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0Tl

ciclo-L-Thr(‘Bu)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly-L-Cys(Trt)-NMeGly

(81):
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Capitulo 5

Ciclo-Gly-L-Thr(‘Bu)-L-Ile-D-Cys(Trt)-D-Ile-Thz (82):
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Ciclo-Gly-L-Thr(tBu)-L-Phe-L-Cys(Trt)-L-Met-Thz (83):
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras analogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 6

SINTESIS TOTAL DE AERUCICLAMIDA B

6.1 INTRODUCCION/ANTECEDENTES

La naturaleza ha sido capaz de crear una gran variedad de compuestos, en
muchas ocasiones presentando estructuras muy complejas. Desde hace muchos
anos, los quimicos sintéticos han centrado su atencidon en los productos
naturales, debido al interés que despiertan por su amplio campo de
aplicaciones, principalmente aquellos que poseen propiedades medicinales.
Realizar la sintesis total de un producto natural es un desafio atractivo para
todo quimico sintético ya que implica realizar una copia exacta de la naturaleza
en las condiciones del laboratorio. Pero el interés en la sintesis total de
productos naturales no radica solamente en la satisfaccion personal de los
investigadores, sino que también posibilita: i) la confirmacion é no de la
estructura y/o estereoquimica propuesta para los mismos; ii) la obtencion de
cantidades importantes de un producto natural que generalmente se aisla en
pequefias cantidades de una fuente natural de dificil renovacion; iii) la
realizacion de estudios mas avanzados de actividad bioldgica; iv) el desarrollo
de nuevas metodologias de sintesis y v) la obtencion de nuevos analogos con
propiedades bioldgicas mejoradas lo cual es de gran interés para la industria
farmacéutica.! Sumado a esto, cuando la obtencion a partir de la fuente natural
resulta un proceso poco practico o muy costoso, la sintesis de un producto
natural presenta ventajas desde el punto de vista comercial. La Aeruciclamida B
fue obtenida por Gademann y colaboradores a partir de la oxidacion de la

tiazolina presente en la Aeruciclamida A aislada por ellos, Figura 6.1.2

! Molecules that changed the world. A brief history of the art and science of synthesis and its
impact on society K.C. Nicolaou and T. Montag non Wiley-VCH 2008

2 portmann, C.; Blom, J. F.; Gademann, K.; Jiittner, F. Aerucyclamides A and B: Isolation and
Synthesis of Toxic Ribosomal Heterocyclic Peptides from the Cyanobacterium Microcystis
Aeruginosa PCC 7806. J. Nat. Prod. 2008, 71, 1193—-1196.
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Sin embargo, ninguna sintesis total se habia publicado hasta el momento de
nuestra divulgacion.® El grupo de Gademann oxidd Aeruciclamida A (6) con
MnO; en benceno a 50°C, obteniendo Aeruciclamida B (7) con un 16% de

rendimiento en un 50% de conversidn por purificacion en HPLC preparativo.

- 0
0" Y ON
wpN " Nlﬁ
2, MnO, benceno
NH HN" o = o
O&SENW 50°C, 90 min.
H :
g H:
Aeruciclamida A (6) Aeruciclamida B (7)

Fig. 6.1 Oxidacion de Aeruciclamida A

6.2 ESTRATEGIA SINTETICA

En un primer momento, planificamos la sintesis de la Aeruciclamida B a partir
del acoplamiento de los building blocks azdlicos: Boc-Gly-Thz-OEt (39), Boc-D-
allo-Ile-Thz-OMe (88), y Boc-L-Ile-L-Oxz(a/lo-Thr)-OMe (87), siguiendo la
misma estrategia convergente de obtencién de macrociclos planteada en el

capitulo 5, ver esquema 6.1.

desprotecciones

acoplamientos BocHN
N A\
H N' / S_N 39
E
N0 CO,Et
L-lle O&J\EW BocHN
H:
S ~ D-allo-lle MeO.C N< H B
) -
\<\/s D-allo-lle
88

Esquema 6.1

3pefia, S.; Scarone, L.; Manta, E.; Serra, G. First Total Synthesis of Aerucyclamide B.
Tetrahedron Lett, 2013, 54, 2806—2808.
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Los building blocks tiazdlicos (39 y 88) se obtuvieron con rendimientos de muy
buenos a excelentes (ver Discusion y resultados), pero los resultados obtenidos
para la oxazolina 87 no fueron tan favorables, si bien la oxazolina 87 fue
obtenida con buenos rendimientos, ésta daba una serie de productos de
descomposicion luego de la reaccidon de desproteccion del grupo éster metilico
utilizando condiciones basicas (KOH.q/THF, LiOH.o/THF), por lo que no fue

posible obtener 89, esquema 6.2.

KOH (2 M)
—K—>
THF/H,0
TA-24 hs

X
LiOH (2 M) N/:S‘
e Ho i

THF/H,O BocHNm (0]
TA - overnight

K2CO3 (6 eq.) 89
—X—

MeOH/H,0

TA - 24 hs

Esquema 6.2

A su vez, se ha reportado que dicha oxazolina presenta problemas de
estabilidad también en condiciones acidas, produciéndose su apertura, por lo
que la desproteccidon del grupo Boc también ocasionaria inconvenientes.*

Basandonos en estos datos, es que nos replanteamos la estrategia sintética,
proponiendo para ello el acoplamiento de los building blocks tiazolicos: 39 y 88
y del dipéptido: Boc-L-Ile-L-allo-Thr-OH (90) siguiendo la misma estrategia
convergente ya estudiada en el capitulo 5. El Ultimo paso de reaccion de esta
nueva ruta sintética consistiria en la ciclodeshidratacion de la B-hidroxiamida
presente en el macrociclo para formar la oxazolina correspondiente, ver

esquema 6.3.

* (a) Hamada, Y.; Kato, S.; Shiori, T. New methods and reagents in organic synthesis. A

synthesis of ascidiacyclamide, a cytotoxic cyclic peptide from ascidian - determination of its
absolute configuration. 7etrahedron Lett. 1985, 26, 3223-3226. (b) Downing, S. V.; Aguilar, E.;
Meyers, a. I. Total Synthesis of Bistratamide D. J. Org. Chem. 1999, 64, 826—-831.

147



Capitulo 6

Dado que la reaccion de macrociclacion generalmente procede con bajos
rendimientos y depende del punto de ciclacién seleccionado es que nos
planteamos dos rutas sintéticas. El punto de macrociclacién de la ruta A se
selecciond basandonos en el menor impedimento estérico que ese punto
presenta debido a la presencia de un residuo de Gly, aunque presenta la
desventaja de tener un centro quiral en el extremo Cterminal. La ruta B se
selecciond con el fin de estudiar el efecto de dos anillos tiazolicos en el punto
de macrociclacién en comparacién con un anillo tiazolico y un dipéptido (ruta
A). Esta ruta presenta la ventaja de no presentar centro quiral en el extremo C-
terminal pero el extremo N-terminal esta mas impedido.

A su vez, contamos con el hecho de que el precursor abierto contiene anillos
tiazdlicos los cuales ofician de turn-inducers que facilitarian la macrociclacion

(ver capitulo 5).

ciclo- ruta A

deshidratacion w

L-Thr

dal I
vl

s 5 D-allo-lle s
desproteqciones =
acoplamientos

L-allo-Thr BocHN

88

MeO,C \RP{\
S D-allo-lle

Esquema 6.3 Analisis retrosintético para obtener Aeruciclamida B
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6.3 DISCUSION Y RESULTADOS

Primera Sintesis Total de Aeruciclamida B.

Se sintetizaron los building blokcs: Boc-D-allo-Ile-Thz-OMe, Boc-Gly-Thz-OEt y
Boc-L-Ile-L-a/lo-Thr-OH necesarios para la obtenciéon de dicho producto natural
como se muestra en el analisis retrosintético, ver esquema 6.3

El tiazol 39 se obtuvo siguiendo la metodologia de Hantzsch convencional de
obtencién de tiazoles (ver Capitulo 2). La sintesis del tiazol 88 se realizd
siguiendo la misma estrategia que se empled para su analogo Boc-L-Ile-Thz-
OMe (33), la cual se describe en el capitulo 2. Para ello, se sintetizo el
dipéptido D-a/lo-Ile-Ser-OH (91), se ciclodeshidratd con DAST y sobre el crudo
de la oxazolina se realizd la tidlisis para obtener la tioamida 91, la cual fue
posteriormente ciclodeshidratada y oxidada para dar el tiazol 88. Este building

block se obtuvo con excelentes rendimientos.

HO
M HCI OH
fo) eojg\NHz 1 o)
BocHN
oc OH o) N BocHN N OMe
- . H
HBTU, 4-DMAP, o
D-allo-lle D|PEA, CH2C|2’ 91
TA, 12 h.
98%
LDAST, | 5
CH2C|2, .5z .
_78°C. 1 h. TA, 10 min.
i KZCOSs 91% (2 paSOS)
-78°CaTA
i. DeoxoF, o
CH,CI,
-20°C, 1 h. OMe
BocHN OMe — ' " »
ii. BrCCl3/DBU BocHN \
0°CaTA R) S
91% (2 pasos) ~&
\\

Esquema 6.4 Tiazol derivado de D-allo-Ile y L-Ser
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Se sintetizd el dipéptido Boc-L-Ile-L-a/lo-Thr-OH (90) utilizando HBTU como
agente acoplante, con excelente rendimiento. Si bien la oxazolina presente en
el producto natural es derivada de L-Thr, como utilizaremos agentes
ciclodeshidratantes que invierten la configuracién del C-OH, se debe de trabajar
con el precursor con la configuracién absoluta opuesta en dicho carbono, ver

capitulo 5, esquema 5.7.

HO
L-allo-Thr
MeO_ .,
o € “NH, HCI .. OH
BocHN o i
u, OH . BocHN,, N OMe
HBTU, 4-DMAP, L H 0
* DIPEA, CH,Cl,,
L-le TA, 12 h. 90

95%
Esquema 6.5 Dipeptido L-Ile-L-a/lo-Thr

Una vez obtenidos los distintos building blocks, se procedié con las
desprotecciones  correspondientes para  posteriormente realizar los
acoplamientos con HBTU/DIPEA. Aunque la complejidad de los acoplamientos
va en aumento, la obtencién de los compuestos acoplados se realizd6 con muy

buenos rendimientos.

0+ OMe 0. OMe
HCI(g)/Dioxano

7 "N —_—

NHBoc TA-2h.

fo) N —_—

EtO Vi S )’\(\S
}.,C KOH ag/THF O N;S 93

NHBoc!A - 16 h. BocHN

Esquema 6.6 Obtencion del bis-building block Boc-Gly-Thz-D-a/lo-Ile-Thz-OMe,

ruta A.
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0 o
H X—ome wom
NH HCI(g)/Dioxano HO N o
TA-2h. o HBTU, H
NHBoc —NH..HCI DIPEA, HO Y OMe
2 CH,Cl, O0. NH
>
80% |
z "NH NHBoc
A
(0] AN
OH :
0, °Me  KOHagTHF o \ J H:
—_—
N Ao /"N NHBoc o4
oC
S
88 N

Esquema 6.7 Obtencidn del bis-building block
Boc-D-allo-lle-Thz-L-Ile-L-allo-Thr-OMe, ruta B.

Una vez obtenidos los bis-heterociclos 93 y 94 se continud con las
desprotecciones correspondientes y los acoplamientos para obtener los

precursores abiertos de Aeruciclamida B.
El compuesto 95 se prepara a partir de dos caminos diferentes pero obteniendo

en ambos casos igual rendimiento global (R = 40 %).
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Ruta 1

OMe \ici(gy

Dioxano

Ruta 2
HO—" 4 ¢ HO— H O
(o] S o s
N NH OMe
M” ome HCI(g)/‘>_.2L
OH NH Dioxano OH\ NH
N TA-2h.
/ NHBoc N NH, .HCI
[\
S ST H
94 N
EtO
KOH ag/
o)\/\s THF 7S
N= N=
TA-16h BocHN
oc
39 BocHN

Capitulo 6

HBTU, DIPEA, CH,Cl,

HBTU, DIPEA, CH,Cl,

Esquema 6.8 Obtencidn de tris-building block Boc-Gly-Thz-D-allo-Ile-Thz-L-Ile-
L-allo-Thr-OMe precursor de Aeruciclamida B, ruta A
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H
o \& /9 H
\>\2LH OMe KOH ag/ ‘>_?~NH OH
(o)
TA - 16h
i NHBoc NHBoc
S
EtO HCl(g 4
ON\S Dloxano )\(\
N=
TA-2h.
39 BocHN

H,N HCI

Capitulo 6

Esquema 6.9 Obtencidn de tris-building blocks Boc-D-a/lo-Ile-Thz-L-Ile-L-allo-
Thr-Gly-Thz-OEt precursor de Aeruciclamida B, ruta B.

Macrociclacion

Se estudiaron las reacciones de macrociclacion segun el punto de unién. Los

resultados empiricos demostraron que el punto de macrociclaciéon de la ruta B

(R = 40 %) es mas favorable para este macrociclo que el de la ruta A (R = 12

%).

153



Capitulo 6

o NH N_/
H Ruta A 1) KOH aqg/THF
. NH HN o 2) HClI/Dioxane

3) HBTU, CH,CI,
O)\& Y

12%

/\“/S

N
1) KOH aq/THF
o. NH H N\%

2) HCl/Dioxane
H,, CO,Et 3) HBTU, CHCl,
NH
N S

Esquema 6.10 Obtencion del macrociclo precursor de Aeruciclamida B

Se realizaron los calculos tedricos de las conformaciones de los precursores
abiertos 95 y 96 utilizando el programa Spartan.® Los resultados obtenidos
para las conformaciones de minima energia podrian llegar a explicar los
resultados empiricos, ya que el precursor de la ruta A (95) presenta los grupos

carboxilo y amino que deberian reaccionar, mas alejados que los del precursor
de la ruta B (96), Figuras 6.2 y 6.3.

® Clculos realizados en Spartan 10 (Molecular Mechanics, MMFF). Versién 1.0.1. Wavefunction
Inc.
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Fig 6.2 Calculo tedrico de minima energia, compuesto 95,
Ruta A: Enin = 228.5161 kJ/mol

Fig 6.3 Calculo tedrico de minima energia, compuesto 96,
Ruta B: Emin = 88.1782 kJ/mol
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Ciclodeshidratacion

Luego de ensamblar convergentemente los building blocks y macrociclar, el
ultimo paso de reaccidon es la ciclodeshidratacion de la B-hidroxiamiada para
obtener el anillo de oxazolina en el macrociclo 97 y asi poder alcanzar nuestro

objetivo sintético: la sintesis total del producto natural en estudio.

S
/\Nlr/ DeoxoFluor

_—

CH,Cl,,
-20 °C

97 Aeruciclamida B (67%) 98

Esquema 6.11 Obtencién de Aeruciclamida B

Debido a que DAST no es mas enviado a nuestro pais, ya que esta catalogado
como ‘hazardous material; hemos decidido utilizar el Deoxo-Fluor disponible en
nuestro laboratorio (el cual también es hazardous material y ya no es enviado a
nuestro pais). De trabajos previos se conoce que la reactividad de ambos
agentes ciclodeshidratantes es similar, salvo por el hecho que Deoxo-Fluor es
térmicamente mas estable (ver capitulo 2). El uso de Deoxo-Fluor para
ciclodeshidratar una B-hidroxiamida derivada de a/lo-Thr en un macrociclo ha
sido reportado por Tauton y Deng en la sintesis de cis,cis-Ceratospongamida.®
Siguiendo estas condiciones de reaccién es que obtuvimos Aeruciclamida B con
un rendimiento del 67%, y ademas un producto secundario no esperado en un
28% de rendimiento. El espectro H-RMN de dicho producto secundario
presenta una senal dqd a 4.98 ppm con una constante de acoplamiento J =
48.3 Hz asignable a un H adyacente a un F y el espectro *C-RMN presenta una

sefial a 89.9 ppm (d, J = 171.5 Hz) la cual es asignable a un enlace C-F. Del

6 Deng, S.; Taunton, J. Kinetic Control of Proline Amide Rotamers: Total Synthesis of Trans,
Trans-and Cis, Cis-Ceratospongamide. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 916-917.
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analisis de toda la espectoscopia podemos concluir que se trata del derivado
fluorado (98) mostrado en el Esquema 6.9; el cual se produjo por la reaccion
intermolecular entre el fluoruro y el intermediario activado por Deoxo-Fluor.
Basandonos en que esta reaccion transcurre por un mecanismo de tipo SN, se
propone la inversién de la estereoquimica en el compuesto fluorado.

Si bien DAST’ y Deoxo-Fluor® se utilizan para la obtencion de compuestos
fluorados a partir de alcoholes,’ y la reaccion de eliminacion ha sido descrita
como una reaccidn que puede competir con la sintesis de oxazolinas; la
competencia entre la formacidn de oxazolina y la fluoracion, no habria sido
descrita en bibliografia antes de nuestra publicacion. La formacion del producto
fluorado puede explicarse por una pérdida de nucleofilicidad de la B-
hidroxiamida del precursor ciclico. La conformacién del macrociclo y la
formacion de enlaces de hidrégeno puede restringir la reaccion deseada,
permitiendo que se produzca una reaccion intermolecular por el ataque del
fluoruro para dar el producto secundario 98.

La informacidn espectroscopica de la Aeruciclamida B sintética esta en

concordancia con la reportada para el producto natural aislado por Gademann.

” Yokokawa, F.; Shioiri, T. Total Synthesis of Somamide A, an Ahp (3-Amino-6-Hydroxy-2-
Piperidone)-Containing Cyclic Depsipeptide. 7etrahedron Lett. 2002, 43, 8673-8677.

8 Scarone, L.; Sellanes, D.; Manta, E.; Wipf, P.; Serra, G. Use of Deoxo-Fluor for Double
Cyclization to Bis-Thiazolines. Limitations of This Agent for the Synthesis of Oxazolines.
Heterocycles 2004, 63, 773-778.

% (a) Straatmannand, M.; Welch, M. Fluorine-18-Labeled Diethylaminosulfur Trifluoride (DAST):
An F-for-OH Fluorinating Agent. J. Nucl. Med. 1976, 18 151-158. (b) Lal, G. S.; Pez, G. P.;
Pesaresi, R. J.; Prozonic, F. M.; Cheng, H. Bis ( 2-Methoxyethyl ) Aminosulfur Trifluoride : A New
Broad-Spectrum Deoxofluorinating Agent with Enhanced Thermal Stability. 1999, 7048-7054.
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6.4 CONCLUSIONES

No fue posible trabajar con la oxazolina 89 derivada del dipéptido Ile-Thr por
los problemas de estabilidad que presentd en las condiciones de desproteccion
del grupo acido carboxilico y por la inestabilidad en medio acido anteriormente
reportada.

Se obtuvieron dos precursores abiertos de Aeruciclamida B, 95 y 96 a partir de
dos building blocks tiazdlicos y un dipéptido, con muy buenos rendimientos.

Se estudiaron dos rutas alternativas de macrociclacion segun el punto de corte
para obtener el precursor macrociclico 97, y se observd que la ruta B
transcurre con mejor rendimiento (40%) que la ruta A (12%).

Se realiz6 la primer sintesis total de Aeruciclamida B con un rendimiento total
de 9% (ruta B) y 3% (ruta A) y obteniéndose de forma inesperada un derivado
fluorado (98) del precursor macrociclico (97), describiéndose por primera vez
que la formacién de este producto secundario puede competir con la formacion
de oxazolinas en macrociclos de este tipo.

Se realizd la confirmacion de la estructura propuesta por Gademann y

colaboradores para la Aeruciclamida B.
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6.5 PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia en capa fina se realizd utilizando placas de silica gel sobre
plastico de 0.20 mm de espesor (Macherey-Nagel, Polygram®, silG/UV 254 nm)
y revelado con lampara UV a 254 nm, vapores de iodo, spray de ninhidrina o
fosfomolibdico.

Diclorometano seco se obtuvo de CaH,.'° Todas las reacciones fueron llevadas
a cabo en sistemas secos y bajo atmdsfera de nitrégeno.

La cromatografia en columna se realizaron utilizando Silica gel 60 (J.T. Baker,
40 um diametro promedio de particula).

Los espectros de RMN (*H NMR y 3C NMR) se realizaron en un equipo Bruker
Advance DPX-400, los desplazamientos quimico se relacionan con el
desplazamiento de tetrametilsilano (0 ppm).

Los espectros de masa se realzaron en un espectrometro de masa microQTOF-
G (Bruker Daltonics) mediante ionizacion de electrospray y en un espectrometro
de masa Thermo Scientific Exactive Orbitrap equipado con sonda atmosférica
para analisis de sélidos (ASAP)

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotdmetro FT-IR Shimadzu
8101A en film sobre pastillas de NaCl.

Las medidas de punto de fusidn fueron realizadas en Fischer-Johns de Fischer
Scientific Comp.

El angulo de rotacién dptica fue medido en un polarimetro Kruss Optronic
GmbH P8000 con una celda de 0.5 mL

Procedimiento General de desproteccion de Boc:

Método A: El compuesto a desproteger se disuelve en una solucién 4 M de HCl
en dioxano. La mezcla de reaccidn se agita a TA hasta desaparicidon del reactivo
confirmada por TLC. Se destilo el solvente a presion reducida. Se obtiene la

amina-clorhidrato que se utiliza en los préximos pasos sin purificacioén adicional.

10 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. “Purification of Laboratory Chemicals”, 3™ Ed. Pergamon

Press, Oxford, 1988.
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Método B: TFA se agrega a una solucién del aminoacido protegido en CH,Cl,,
la mezcla se agita a TA por 1h. Todos los compuestos volatiles son removidos

bajo presién reducida

Procedimiento general de ciclodeshidratacion con Deoxo-Fluor:

En un baldon de dos bocas, bajo atmdsfera de N,, se afiade gota a gota Deoxo-
Fluor (1.2 eq) a una solucidon a — 20 °C de la B-hidroxi amida/tioamida en
CH,Cl,. Luego de agitar por 1 h a -20°C, se agrega solucidon saturada de
NaHCOs, y se deja alcanzar TA. Se extrae con CH,Cl,, las capas organicas
combinadas se secan con MgSQ,, se filtran y concentran a vacio. El residuo se

purifica por columna cromatografica dando la oxazolina/tiazolina deseada.

Boc-D-al/o-Ile-L-Ser-OMe (91):

13 5 020
H
16. 15 O_14 N, 8 j/{/o“
>‘/\ﬂ/ 7” 4 5
UEN ¢

A partir de Boc-D-allo-Ile (3.20 g, 13.9 mmol) y L-Ser-OMe (2.58 g, 16.6
mmol), y siguiendo el procedimiento general para la formacién de enlace
amida y luego de purificar por columna cromatografica (AcOEt:EP, 4:1) se
obtuvo el dipéptido deseado.

Sélido blanco (4.50 g, 98 %), R¢ = 0.55 (EtOAC:EP, 4:1). *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 0.90 (d, 3Hi, /= 6.9 Hz), 0.94 (t, 3H12, J = 7.4 Hz), 1.20-1.29 (m,
1H11), 1.39-1.48 (m, 1H11, 3Hs6), 1.97 — 2.05 (m, 1Hs), 3.42 — 3.50 (m, 1Hs),
3.80 (s, 3H4), 3.90-4.01 (bs, 2H4), 4.16 (dd, 1Hg, A= 6.9 Hz, J, = 4.0 Hz), 4.66
(bs, 1Hs), 5.17 (d, 7= 6.9 Hz, 1H3), 7.19 (d, J = 6.8 Hz, 1Hs). 3C NMR (100
MHz, CDCl3) d 11.7 (Cy2), 14.2 (Cyo), 26.4 (C11), 28.3 (3Cs6), 36.7 (Co), 52.8
(C1), 54.7 (C3), 58.6 (Cs), 62.7 (C4), 80.7 (Cys), 156.4 (C14), 171.0 (Cy)
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Boc-D-al/o-Tiolle-L-Ser-OMe (92):

Se ciclodeshidratd con DAST el dipétido Boc-D-allo-lle-L-Ser-OMe (1.0 g, 3.01
mmol) siguiendo el procedimiento general para obtener la respectiva oxazolina.
A partir del crudo y siguiendo la metodologia de obtenciéon de b-
hidroxitioamidas (tiolisis) se obtiene la tioamida correspondiente luego de
purificar por columna cromatografica (AcOEt:EP, 2:3).

Aceite amarillento (954 mg, 91 %). R¢ = 0.45 (EtOAc:hexane, 2:3) .'"H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.97 (t, 7 = 7.4 Hz, 3H), 1.27-
1.35 (m, 1H), 1.40-1.52 (m, 10H), 2.31-2.43 (m, 1H), 2.98-3.10 (m, 1H), 3.82
(s, 3H), 4.00-4.09 (m, 1H), 4.23-4.33 (m,1H), 4.39-4.47 (m, 1H), 5.23 - 5.29
(m, 1H), 8.79 (d, J = 7.2 Hz, 1H). **C NMR (100 MHz, CDCl5) & 11.7, 13.5,
26.9, 28.3 (3C), 38.8, 52.9, 59.4, 61.2, 65.9, 81.1, 156.4, 170.3, 205.7.

Boc-D-al/o-Ile-Thz-OMe (88):

0. /
(o)
11 N \3
13.0 12 NH 5 ) 4
%/ > )
14
o] ! Dp-allo-lle
9 8

Se ciclodeshidratd la tioamida Boc-D-allo-Tiolle-L-Ser-OMe (50 mg, 0.144
mmol) siguiendo el procedimiento general con DeoxoFluor, se obtuvo la
respectiva tiazolina. Se oxidé con DBU/BrCCls siguiendo el procedimiento
general. El crudo se purifico por columna cromatografica (AcOEt:EP, 1:4) para

obtener el compuesto deseado.
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Sélido blanco (47 mg, 91%). R = 0.35 (EtOAc:hexane, 4:1). *H NMR (400
MHz, CDCls) & 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.22-1.31 (m,
1H), 1.40-1.54 (m, 10H), 2.21-2.34 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 5.06 (dd, J; = 4.4
Hz, J> = 8.9 Hz, 1H), 5.24 (d, J = 84 Hz, 1H), 8.1 (s, 1H). *3C NMR (100 MHz,
CDCl3) & 11.6, 13.8, 26.6, 28.3 (3C), 39.5, 52.5, 56.6, 80.2, 127.1, 147.1,
155.5, 161.9, 174.6.

Boc-Gly-Thz-D-al/lo-Ile-Thz-OMe (93):

2 N\ SN 8
o” 3\ 7(}(
=S
9
D-alio-lle

10

Boc-Gly-Thz-OEt se tratd de acuerdo al procedimiento general de hidrdlisis de
ésteres proporcionando el tiazol acido Boc-Gly-Thz-OH. Boc-D-allo-lle-Thz-OMe
se tratd siguiendo el metodologia para la desproteccion de NH-Boc, para
obtener la amina HCI.NH,-D-af/lo-Ile-Thz(Ser)-OMe. Siguiendo el procedimiento
general de formacion de enlace amida, a partir de HCI.NH,-D-a/lo-1le-Thz(Ser)-
OMe (186 mg, 0.701 mmol) y Boc-Gly-Thz-OH (225 mg, 0.874 mmol), se
obtuvo luego de la purificacion por columna cromatografica se obtuvo el
producto deseado.

Aceite amarillento (310 mg, 94%), R¢ = 0.25 (ACOEt:EP, 1:1), [alp = - 31.3 (¢
0.6 , MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl5) 3 0.97 (t, J = 7.42 Hz, 3Hy), 0.99 (d,
J = 6.85 Hz, 3Hg), 1.24-1.32 (m, 1Hg), 1.49 (M, 1Hg 9Hy), 2.41-2.50 (m, 1H,),
3.96 (s, 3H1), 4.63 (d, J = 6.1 Hz, 2H36), 5.32-5.39 (m, 1Hy7), 5.52 (dd, 7 =9.3
Hz, J = 5.6 Hz, 1Hg), 7.93 (d, J = 9.3 Hz, 1Hy1), 8.08 (s, 1H14), 8.11 (s, 1H4).
13C NMR (100 MHz, CDCl3) 11.5 (Cyp), 14.3 (Cs), 26.6 (Co), 28.3 (3Ca), 39.4
(C7), 42.3 (Cy6), 52.5 (Cy), 54.9 (Cs), 80.6 (Ci9), 124.4 (Ci4), 127.2 (Cy), 147.2
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(G3), 149.0 (Cy3), 155.6 (C8), 160.8 (Cy2), 161.9 (Cy), 169.8 (Cis), 172.9 (Cs).
HRMS m/z calcd for CyoH2sN4NaOsS, (M+Na) 491.1399, observada 491.1406.
IR film v(cm™) 1169, 1219, 1246, 1267, 1325, 1345, 1367, 1483, 1535, 1662,
1720, 2878, 2932, 2969, 3055, 3121, 3329, 3345, 3385.

Boc-D-al/o-1le-Thz-L-Ile-L-a//o-Thr-OMe (94):

5
L-allo-Thr | .5 F—0
‘|3'|0 * NH 7 24 HN 2

14 =
19420

H N 2

N 18 x
1516 = D-allo-lle
WS 21

Boc-D-allo-lle-Thz-OMe se tratd de acuerdo al procedimiento general de
hidrolisis de ésteres proporcionando el tiazol acido Boc-D-allo-Ile-Thz-OH. Boc-
L-Ile-L-allo-Thr-OMe se tratd siguiendo el método A para la desproteccion de
NH-Boc, para obtener la amina HCI.NH,-L-Ile-L-a/lo-Thr-OMe. Siguiendo el
procedimiento general de formacion de enlace amida, a partir de HCI.NH,-L-Ile-
L-a/lo-Thr-OMe (437 mg, 1.546 mmol) y Boc-D-allo-Ile-Thz-OH (373 mg, 1.189
mmol), se obtuvo luego de purificar por columna cromatografica el producto
deseado.

Sélido blanco (915 mg, 78%), Rs = 0.45 (AcOEt:EP, 7:3), PF 71 — 73 °C, [a]p
=+ 20.2 (c1.1, MeOH). *H NMR (400MHz, CDCls) & ppm 0.88 (d, 7= 6.8 Hz,
3H11), 0.92 - 1.07 (m, 3Hy1, 3H23, 3H13), 1.19 - 1.24 (m, 3Hs), 1.24 - 1.35 (m,
1H12, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.50 - 1.57 (m, 1H;,), 1.58 - 1.69 (m, 1Hy), 2.01 -
2.10 (m, 1Hyo), 2.11 - 2.21 (m, 1Hy), 3.81 (s, 3Hy), 4.15 - 4.26 (m, 1Ha), 4.49
(t, J = 8.1 Hz, 1Hy), 4.68 (dd, J = 7.7, 3.4 Hz, 1H3), 5.02 - 5.08 (m, 1H;9), 5.16
(d, J = 9.1 Hz, 1Hx4), 7.24 (d, J = 7.6 Hz, 1H5), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 1Hy4), 8.08
(s, 1H17).*3C NMR (100 MHz, CDCl5) & 14.1 (Ci1), 15.5 (Ca1), 18.9 (Cs), 25.1
(C12), 26.5 (C22), 28.3 (3Cy7), 36.9 (Cio), 39.8 (Cao), 52.4 (Cy), 56.3 (Cy9), 58.2
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(C3), 58.3 (Co), 68.6 (C4), 80.2 (Cz6), 123.7 (C17), 149.1 (Cyg), 155.5 (Cz5),161.4
(Cis), 170.4 (Ci5), 171.6 (Cs), 173.8 (Cy).

Boc-Gly-Thz-D-al//o-1le-Thz(Ser)-L-Ile-L-a//lo-Thr-OMe (95):

L-allo-Thr
23

22

= D-allolle
21

Ruta 1:

Se realizd la hidrdlisis del éster de Boc-Gly-Thz-D-allo-Ile-Thz-OMe sigueindo el
procedimiento general. Se realiz6 la desproteccion del N-Boc de Boc-L-Ile-L-allo-
Thr-OMe siguiendo el procedimiento general A. El compuesto deseado se
prepard a partir de la amina HCI.NH,-L-Ile-L-a//lo-Thr-OMe (169 mg, 0.61 mmol)
y del tiazol acido Boc-Gly-Thz-D-allo-Ile-Thz-OH (250 mg, 0.55 mmol) siguiendo
el procedimiento general de formacidén de enlace amida y posterior purificacion
por columna cromatografica.

Ruta 2:

Siguiendo los procedimientos generales, se realizd la hidrdlisis del ester de
Boc-Gly-Thz-OMe y la N-desproteccion de Boc-D-allo-Ile-Thz-L-Ile-L-allo-Thr-
OMe. El compuesto deseado fue preparado a partir de la amina HCl.NH,-D-allo-
Ile-Thz-L-Ile-L-a/lo-Thr-OMe (107 mg, 0.23 mmol) y del acido Boc-Gly-Thz-OH
(55 mg, 0.23 mmol) siguiendo el procedimiento general de formacién de enlace
amida y posterior purificacion por columna cromatografica.

Aceite transparente (40 % utilizando ruta 1 6 ruta 2.), R = 0.35 (AcOEt:EP,
3:2), [alo = + 30.0 (¢ 0.4 , MeOH), [alp*® = + 24.0 (¢ 1.15, CH,Cl,). *H
NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H13), 0.98 (d, J = 6.81 Hz,
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3Hi11, 3H21), 1.02 (t, J = 7.4 Hz, 3Hz3), 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 3Hs), 1.26 - 1.36
(m, 1H12, 1H), 1.48 (s, 9H), 1.64-1.52 (m, 1H1y, 1H2), 2.01-1.94 (m, 1Hy),
2.31-2.21 (m, 1Hjp), 3.80 (s, 3Hi), 4.20 (bs, 1H4), 4.57-4.50 (m, 1Ho), 4.65-
4.60 (m, 2Hy), 4.71-4.65 (m, 1H3), 5.54 (dd, J = 9.4, 4.6 Hz, 1H,9), 5.70 (t, J
= 6.1 Hz, 1H3p), 7.34 (d, J = 7.7 Hz, 1H7), 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 1H44), 8.00 (d, J
= 9.5 Hz, 1H,4), 8.09 (bs, 1H;7, 1Hz7). 23C NMR (100 MHz, CDCl3) 8 11.3 (Cy3),
11.7 (Cz3), 14.3 (Cyi1), 15.3 (Ca1), 19.1 (Cs),25.1 (Cy2), 26.6 (C12), 28.3 (3Cs3),
37.5 (Cio), 40.4 (Cy), 42.3 (Cy9), 52.5 (Cy), 54.7 (Cy9), 57.9 (Co), 58.3 (C3),
68.4 (C4), 80.4 (Cs2), 124.0 (Cy), 124.4 (Ci7), 148.9 (Cyg), 149.1 (Cy6), 155.8
(Ca1), 161.0 (Czs), 161.1 (Cys), 169.9 (Czs), 170.4 (Cys), 171.5 (Cz). HRMS m/z
calcd for CsoH4gNgNaOgS, (M+Na) 705.2716, observada 705.2738. IR film
v(em™) 1055, 1169, 1267, 1367, 1491, 1535, 1649, 1719,2878, 2934, 2970,
3055, 3385.

Boc-D-al/o-1le-Thz-L-Ile-L-al//lo-Thr-Gly-Thz-OEt (96):

13 1
L-alto-Thr » H o 7 N OJZ
H 6
2 HO™ N H/\(/\M
O _NHu, S/ O
15
SR
=" o] g NH =

22 31 33
18 04%5{ ) H - 0\634
24 s H % 0
D-allo-lle 28\‘\\’27 %

30

Boc-D-allo-Ile-Thz-L-Ile-L-a/lo-Thr-OMe se tratd de acuerdo al procedimiento
general de hidrdlisis de ésteres proporcionando el tiazol acido Boc-D-allo-Ile-
Thz-L-Ile-L-allo-Thr-OH. Boc-Gly-Thz-OEt se tratd siguiendo el método A para la
desproteccion de NH-Boc, para obtener la amina HCI.NH,-Gly-Thz-OEt.
Siguiendo el procedimiento general de formacidon de enlace amida, a partir de
HCI.NH,-Gly-Thz-OEt (255 mg, 1.06 mmol) y D-allo-Ile-Thz(Ser)-L-Ile-L-allo-
Thr-OH (465 mg, 0.88 mmol), se obtuvo luego de purificar por columna

cromatografica el producto deseado.
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Aceite transparente (240 mg, 40 %). R¢ = 0.5 (EtOAc), [alp = + 34.0 (c 0.8,
MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 3H1s), 1.07-0.93
(m, 3Hyg, 3Has 3H30), 1.28 (d, J = 6.5 Hz, 3Hi3), 1.37-1.29 (m, 1H,, 1H;), 1.41
(t, J = 7.13 Hz, 3H;), 1.48 (s, 9H34), 1.56-1.49 (m, 1Hy 0 19), 1.72-1.63 (m,
1H29 0 19), 2.17-2.03 (m, 1Hy7, 1Hy7), 3.56 (d, J = 3.1 Hz, OH), 4.15 (dd, J =
8.8, 6.6 Hz, 1Hs¢), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H,), 4.49 (dd, J = 8.7, 1.5 Hz, 1Hy),
4.74-4.65 (m, 1H7, 1Hi1), 4.90-4.79 (m, 1H5), 5.06-5.00 (m, 1Hx), 5.13 (d, J =
9.2 Hz, 1Hs;), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 1Hy), 7.72 (d, J = 6.4 Hz, 1H,;), 7.95 (s,
1H,4), 8.00 (s, 1Hs), 8.31 (t, J = 5.7Hz, 1Hg). *C NMR (100 MHz, CDCl3) 10.8
(Ca0), 11.6 (C3p), 14.1 (Cy), 14.3 (Clg), 15.6 (Cyzg), 19.5 (Ci3), 25.4 (Cy9), 26.4
(C29), 28.3 (3C34), 35.7 (C17), 39.8 (Cy7), 41.3 (Cy), 56.2 (Cze), 58.6 (Cio0), 59.6
(Ci6), 61.4 (C), 66.5 (C11), 80.2 (Cz3), 124.0 (Ca4), 127.8 (Gs), 146.4 (Cy),
148.3 (Cy3), 155.4 (C3p), 161.1 (C3), 162.1 (Cy2), 169.4 (Cs), 171.4 (Cys), 172.2
(Co), 173.9 (Ci5). HRMS m/z calcd for C31Ha9NgOsS, ([M+H]") 697.3054, found
697.3074. IR film v(cm™) 1099, 1169, 1238, 1369, 1493, 1547, 1659, 1709,
2932, 2970, 3086, 3306.

Cyclo-Gly-L-allo-Thr-L-1le-Thz-D-allo-Ile-Thz (97):
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Ruta A

Siguiendo los procedimientos generales de hidrolisis de éster y N-
desproteccion, se obtuvo el aminodcido libre bis-azélico. La macrociclacion se
realizd siguiendo el procedimiento general, partiendo de HCI.NH,-Gly-Thz-D-
allo-lle-Thz-L-lle-L-allo-Thr-OH (97 mg, 0.16 mmol). Luego de purificar por
columna cromatografica se obtuvo el compuesto deseado (10 mg, 12 %).
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Ruta B

Siguiendo los procedimientos generales de hidrolisis de éster y N-
desproteccion, se obtuvo el aminoéacido libre tris-azole. La macrociclacién se
realiz6 siguiendo el procedimiento general, partiendo de HCI.NH,-D-allo-lle-
Thz-L-lle-L-allo-Thr-Gly-Thz-OH (176 mg, 0.293 mmol). Luego de purificar por
columna cromatogréfica se obtuvo el compuesto deseado (64 mg, 40%).

Sélido blanco (64 mg, 40 %). Rs = 0.5 (AcOEt:MeOH, 10 : 0.5). PF = 175 -
177 °C. [a]p = + 32.7 (c 0.6, CH,Cl,). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & 0.83 (d, J
= 6.8 Hz, 3Hy), 0.86-0.92 (m, 3H1o, 3H12), 1.00-1.06 (m, 1H21), 1.10 (t, J=7.4
Hz, 3H,,), 1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H4), 1.30-1.38 (m, 1H;3, 1H;1), 1.66-1.74 (m,
1H4), 2.03-2.11 (m, 1H;9), 2.30-2.38 (m, 1Ho), 3.2 (s, OH), 440 (d, J= 7.5
Hz, 1H3), 4.48 (dd, J = 3.6, 15.4 Hz, 1Hyg), 4.58-4.64 (m, 1H4), 4.71 (dd, J =
4.3, 8.7 Hz, 1Hg), 4.98 (dd, J= 5.5, 15.4 Hz, 1Hy), 5.68 (dd, J = 2.6, 9.1 Hz,
1Hsg), 7.15 (d, J = 7.8 Hz, 1Hg), 7.33-7.38 (m, 1Hy), 7.71 (d, J = 8.7 Hz,
1H13), 8.13 (S, 1Ha6016), 8.15 (S, 1Ha6016), 8.26 (d, J = 9.1 Hz, 1H,3). *3C NMR
(100 MHz, CDCl3) & 11.9 (Cp), 12.1 (Cy2), 13.5 (Cao), 15.0 (Cy0), 19.0 (C4), 25.0
(Ca1), 27.0 (Cu1), 37.2 (Go), 40.7 (Cys), 43.4 (Ci9), 54.8 (Cig), 57.2 (Cy), 58.3
(Cs), 65.6 (C3), 124.1 (Cy6), 124.3 (Cz6), 148.0 (Cy7), 150.7 (Cy7), 160.6 (Cys),
161.0 (Cys), 164.4 (Cy), 171.0 (Cn), 171.3 (Cy), 172.6 (C14). HRMS myZz calcd
for Cp4H34NgNaOsS, ([M+Na]*) 573.1930, found 573.2061. IR film v(cm™)
1153, 1265, 1381, 1497, 1547, 1655, 2878, 2932, 2967, 3090, 3306, 3383.
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Aeruciclamida B

Aeruciclamida B se prepard a partir del macrociclo Cyclo-Gly-L-allo-Thr-L-Ile-
Thz-D-allo-1le-Thz (27 mg, 0.049 mmol) siguiendo el procedimiento general de
ciclodeshidratacion con DeoxoFluor y luego de purificar por columna
cromatografica.

Sdlido blanco (18 mg, 69 %). R¢= 0.6 (CHCl5:MeOH, 10:0.8). PF 164 — 166 °C.
[alo = + 149.0 (c0.13, CH,Cl,). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 0.88 (d, J
=6.9 Hz, 3H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.94 (d, /= 7.0 Hz, 3H), 1.06 (t, /= 7.1
Hz, 3H), 1.14-1.30 (m, 2H), 1.36-1.48 (m, 1H), 1.60 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.63-
1.77 (m, 1H), 1.99-2.09 (m, 1H), 2.09-2.18 (m, 1H), 4.31 (dd, J; = 7.9, J= 2.1
Hz, 1H), 4.76 (dd, J;= 18.0, J>= 3.6 Hz, 1H), 4.87 (dd, J;= 18.0, J>= 4.5 Hz,
1H), 4.87 (m, 1H) 5.00 (dq, J; = 7.9, J>= 6.3 Hz, 1H), 5.71 (dd, J; = 9.1, J,=
2.9 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.16 (m, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.47 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
8.57 (d, /= 9.1 Hz, 1H). *H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 0.73 (d, 7= 6.9 Hz,
3H), 0.76-0.81 (m, 6H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.06-1.11 (m, 2H), 1.10-1.13
(m, 2H), 1.30-1.32 (m, 1H), 1.42 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 1.49-1.55 (m, 1H), 1.92-
2.03 (m, 2H), 4.36 (dd, A= 7.4, %5 = 2.0 Hz, 1H), 4.62—4.69 (m, 2H), 4.86 (dd,
4 =178, J>=5.0 Hz, 1H), 4.96 (dq, /= 7.2 Hz, 5 = 6.4 Hz, 1H), 5.70 (dd, A
= 9.2, /» = 3.3 Hz, 1H), 8.33 (m, 1H), 8.35 (d, /= 7.0 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H),
8.37 (s, 1H), 8.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H). 3C NMR (100 MHz, CDCl5) 8 11.9,
12.1, 14.0, 15.0, 21.8, 25.0, 26.4, 38.6, 41.2, 43.6, 52.3, 54.9, 73.5, 81.1,
123.7, 124.3, 148.5, 149.0, 159.7, 159.9, 164.9, 168.4, 169.8, 170.7. HRMS
myz caled for Cp4H33Ns04S; ([M+H]*) 533.2005, found 533.2042. IR film v(cm
1) 1381, 1497, 1543, 1655, 2874, 2932, 2963, 3090, 3395.
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Derivado Fluorado (98):

Aceite amarillento (7 mg, 28%). Rs = 0.47 (CHCI5:MeOH, 10:0.8). [alp = +
18.0 (¢ 0.3, MeOH). *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 0.73 (t, J = 7.2 Hz,
3H,,), 0.85 (d, J = 5.4 Hz, 3H), 0.86 (d, 7 = 5.5 Hz, 3Hy), 1.09 (t, J = 7.35
Hz, 3Hi1), 1.27-1.39 (m, 1Hio, 1Hy), 1.53 (dd, J; =24.7 Hz, J> =6.5 Hz, 3H4),
1.64-1.73 (m, 1Hjo, 1Hy), 2.02-2.10 (m, 1Hg), 2.34-2.44 (m, 1H1g), 4.68 (ddd,
Jy = 27.7 Hz, J, =7.7 Hz, J; = 3.2 Hz, 1H;), 4.73 (dd, 1= 16.9 Hz, » = 4.4
Hz, 1H,7), 4.81 (dd, J; = 10.5 Hz, J» = 3.3 Hz, 1H;), 4.85 (dd, J; = 16.9 Hz, J;
= 4.6 Hz, 1Hy;), 4.98 (dqd, Jur =48.3 Hz, J; = 6.5 Hz, J, = 3.2 Hz, 1H3),
5.71 (dd, J; = 9.5 Hz, J> = 2.7 Hz, 1H;7), 6.98 (m, 1H3g), 7.05 (d, J = 7.7 Hz,
1Hs), 7.55 (d, 7= 10.5 Hz, 1H;;), 8.15 (s, 1H3s), 8.18 (s, 1His), 8.21 (d, 7= 9.5
Hz, 1H,,). ¥3C NMR (100 MHz, CDCl5) 5 11.8 (Cy1), 12.1 (Cyy), 13.4 (Cq), 15.8
(Ci9), 17.19 (d, J = 21.9 Hz, Cy), 23.7 (Cx), 26.9 (Cip), 37.0 (Cys), 40.8 (Cy7),
43.2 (Cg), 54.7 (Cy6), 57.6 (C;), 57.8 (d, J = 19.7 Hz, Cy), 89.9 (d, J = 171.5
Hz, C3), 124.2 (Cys), 124.8 (Cys), 147.5 (Cie), 149.5 (Cy6), 160.5 (Ci4), 161.1
(Cx), 165.1 (Cg), 167.3 (Cy), 171.0 (Ci3), 171.8 (C3). HRMS my/z calcd for
C24H34FN604S; ([M+H]*) 553.1989 , found 553.1995. IR film v(cm™) 1153,
1238, 1265, 1381, 1493, 1547, 1659, 2875, 2928, 2963, 3086, 3291, 3383.
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6.6 ESPECTROSCOPIA

Cyclo-Gly-L-allo-Thr-L-1Ile-Thz-D-allo-1le-Thz (97):
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Aeruciclamida B
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Derivado Fluorado (98):
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 7
EVALUACION BIOLOGICA

7.1 INTRODUCCION

Dentro de nuestra blusqueda de compuestos analogos a Aeruciclamidas con
potenciales actividades quimioterapicas, es que se realizaron los ensayos
preliminares /n vitro para determinar cuales de los compuestos obtenidos
presentan actividad bioldgica. Para esto se realizaron los estudios de actividad
antiparasitaria /n vitro sobre Plasmodium falciparum K1 (Cloroquina resistente)
y Trypanosoma brucei brucei. A su vez, también se plantearon ensayos /in vitro
de inhibicién de crecimiento frente a diversas lineas celulares de tumores
humanos (MCF-7 y HT29) y estudio de actividad antihelmintica /in vitro frente
al nematodo Nijppostrongilus brasiliensis. Se realizaron ensayos de citotoxicidad
en macréfagos murinos (linea celular J774) con el fin de estudiar los indices de

selectividad para cada parasito.

Actividad anti-malarica

El Prof. Simon Croft y la Dra. Vanessa Yardely directores del Department of
Infectious and Tropical Diseases, London School of Hygiene and Tropical
Medicine! dirigieron los ensayos de actividad contra P. falciparum.

Las actividades antimalaricas de los compuestos mostrados en la Tabla 7.1
fueron determinadas /in vitro contra la cepa K1 resistente a la Cloroquina de A.
falciparum, usando la incorporacion de [°H]-hipoxantina reportada por
Desjardins y colaboradores.”> Como controles positivos se utilizaron Cloroquina
y Artemisinina. Los compuestos fueron evaluados en el estadio asexuado del

parasito dentro los glébulos rojos humanos (ver Figura 1.4).

! Faculty of Infectious & Tropical Disease at the London School of Hygiene & Tropical Medicine,
LSHTM, Keppel Street, London WC1E 7HT, UK.

2 R. E. Desjardins, C. J. Canfield, D. E. Haynes and J. D. Chulay, Quantitative assessment of
antimalarial activity in vitro by a semiautomated microdilution technique Antimicrob. Agents
Chemother., 1979, 16, 710-718.
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Actividad anti-tripanosoma brucei:

Los ensayos de actividad bioldgica contra 7rjppanosoma brucei brucei fueron
realizados en el Institut Pasteur de Montevideo por la Dra. Andrea Medeiros
bajo la direccién del Dr. Marcelo Comini.>

Los compuestos mostrados en la Tabla 7.2 fueron evaluados /n vitro contra la
forma infectiva de 7. b. brucei, el agente etioldgico de la enfermedad Nagana
del ganado, que es un modelo adecuado de laboratorio de las especies que

causan HAT. Como controles positivos se utilizd azul de metileno y nifurtimox.

Actividad anti-helmintica

El ensayo “in vitro” contra Nippostrongylus brasiliensis es un modelo utilizado
para screening primario de compuestos con actividad antihelmintica. Se utiliza
el nematodo N. brasiliensis en su estadio parasitante L4 segin el protocolo
reportado por Gordon y colaboradores.” Los ensayos fueron realizados por la
Dra. Jenny Saldana del Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de la
Facultad de Quimica. Los medios de cultivo y el protocolo experimental para la
preparacion de los parasitos han sido previamente descritos por Jenkins vy

colaboradores.> Como control positivo se utilizd Albendazol.

Citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad sobre lineas celulares de cancer: MCF-7
(adenocarcinoma mamario) y HT29 (adenocarcinoma de colon) fueron
realizados por la Dra. Andrea Medeiros en el Institut Pasteur Montevideo.>

Como controles positivos se utilizd Docetaxel para las células MCF-7 vy

Mitomicina para las células HT29.

3 Group Redox Biology of Trypanosomes, Institut Pasteur de Montevideo, Mataojo 2020, CP
11400, Montevideo, Uruguay

* Gordon, S.; Costa,L.; Incerti, M.; Manta, E.; Saldafia, J.; Dominguez, L.; Mariezcurrena, R.;
Suescum, L “Synthesis and /n vitro antihelmintic activity against Nippostrongylus brasiliensis of
new 2-amino-4-hidroxy-6-valerolactam derivatives”. 7/ Farmaco 1997, 52 (10), 603

> Jenkins, D.; Armitage, R.; Carrington, T. Z. Parasitenkd. 1980, 63, 261.
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Indice de Selectividad

La selectividad de los compuestos fue evaluada en macréfagos murinos (linea
celular J774) por la Dra. Andrea Medeiros en el Institut Pasteur Montevideo.>

El indice de selectividad se define como:

ECso macrofagos murinos / ECso Agente en estudio

7.2 DISCUSION Y RESULTADOS

Actividad anti-malarica

Los resultados de actividad bioldgica antimalarica se encuentran resumidos en
la tabla 7.1.

Los compuestos mas activos contra la cepa resistente de AP. falciparum K1 que
presentan un ICso menor que Aeruciclamida B son los macrociclos 71, 81, 82,
83 y 97. A su vez, estos compuestos no presentaron toxicidad en macréfagos
murinos, con indices de selectividad mayores a 240. Los compuestos 71, 82,
83 y 97 son mas bioactivos que los productos naturales en cuestion, pero son
menos potentes que la Artemisinina usada como control positivo. Sin embargo,
en el 2012, luego de la divulgacién de la sintesis y de la actividad antimalarica
del compuesto 71,° este fue catalogado como “hit” en la Quimica Medicinal
contra malaria, dada su buen ECs y su alto indice de selectividad. ’

El compuesto 81, presenta una actividad antimalarica 28 veces mayor que
Artemisinina (ECsp = 0.02 um) y 257 veces mayor que 71, por lo que podemos
catalogarlo como el lider del grupo de compuestos obtenidos en este trabajo.

Al comparar los compuestos 78 y 79, se observa que la actividad disminuye
casi 3 veces al cambiar D-Ile por L-Ile.

Los macrociclos 76 y 77 presentan actividad antiplasmoédica muy similar a 7

pero para el caso de 76 el indice de selectividad es considerablemente menor.

® Pefia, S.; Scarone, L.; Manta, E.; Stewart, L.; Yardley, V.; Croft, S.; Serra, G. Synthesis of a
Microcystis Aeruginosa Predicted Metabolite with Antimalarial Activity. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2012, 22 4994-4997.

7 http://www.malarianexus.com/articles/synthesis-of-a-microcystis-aeruginosa-predicted-
metabolite-with
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Comparando los ICsy de los compuestos que contienen tres heterociclos,
destacamos el impacto negativo que tiene la ausencia del grupo metilo en el
oxazol presente en 71, disminuyendo tres veces la potencia contra PA.
falciparum K1 y aumentando dos veces la citoxicidad en macréfagos murinos.
Ademas, la sustitucion de un anillo de tiazol por su isdstero oxazol (compuesto
75) disminuye casi seis veces la actividad antiplasmddica. En contraste, al
cambiar el residuo Gly-Thz presente en 75 por L-Ile-Oxazol (77), la actividad es
mejorada en cinco veces.

Comparando los compuestos 71 y 97 podemos concluir que la presencia de un
anillo de 5-metil oxazol y una L-Ile en vez de L-allo-Thr y D-allo-Ile
respectivamente, poseen el mismo efecto en la actividad antiplasmddica. En
contraste, la Aeruciclamida B sintética es diez veces menos activa que su
precursor macrociclico. Estos resultados sugieren que ciclohexapéptidos mas
flexibles conteniendo al menos dos azoles, como el 97, pueden presentar
buenas actividades antimalaricas al igual que los macrociclos tris-azdlicos.

Cabe destacar, que la sustitucién del grupo alcohol presente en 97 por un
fluoruro en 98 disminuye casi 140 veces la actividad antiparasitaria.

Uno de los macrociclos mas activos de este trabajo es el ciclopéptido 82 que
difiere de 78 por la presencia del residuo Gly-Thz en lugar de su precursor Gly-
L-Cys(Trt) y en la configuracion absoluta de uno de los residuos de Cys(Trt), 82
es diez veces mas activo que 78 frente a P. falciparum K1.

Los péptidos no azodlicos sintetizados (exceptuando el hexapéptido N-Me 81)
no presentan actividad sub-micromolar, lo cual puede sugerir la relevancia de
los residuos azdlicos en la actividad antiplasmddica.

De la evaluacién bioldgica de los bis-heterociclos y tris-heterociclos se observa
la importancia de la estructura macrociclica en la actividad biolégica. Ninguno
de los precursores bis o tris- azolicos presentdé mejor actividad que sus
respectivos macrociclos. Tal es el caso del bis-tiazol 93 y tris-azol 95
precursores de Aeruciclamida B que presenta una actividad bioldgica
considerablemente menor que su respectivo macrociclo 97. Por lo que, en este
caso, podemos suponer que lo que rige la actividad biolégica en la

Aeruciclamida B es la estructura macrociclica y que este compuesto no presenta
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un farmacoforo que determine su actividad bioldgica. Una situacion similar se
puede observar en el precursor abierto 57 del compuesto 71, donde luego de
desproteger y macrociclar, la actividad antiplasmddica aumentd mas de nueve
veces.

A su vez, se puede observar que la ciclacion del residuo Thr-Ile no es tan
relevante en la actividad contra AP. falciparum, dado que el compuesto 97 (ECs
= 0.18 uM) es mas activo que la Aeruciclamida B aislada por Gademan (ECsp =
0.7 uM) y que la Aeruciclamida B sintética (ECso = 1.84 puM). Algo similar
sucede con las Balgaciclamidas A (4) y B (5) las cuales muestran actividad
micromolar (ICso de 9,0 y 8,2 UM, respectivamente).® Los autores sefialaron
que la apertura del anillo de oxazolina en 4 para dar 5 no resulté en una

pérdida significativa de la bioactividad.

Tabla 7.1 Actividad antimalarica in vitro

P.

Compuestos falciparum AEIEREEE 1S9

sintetizados K1 Murinos

ECso (HM) ECso (HM)

Bis-building blocks

0/§/COOMe
‘>_2;N
NH
o 53 34.21 ND ND
i 3\

NHBoc

8 portmann, C.; Sieber, S.; Wirthensohn, S.; Blom, J. F.; Da Silva, L.; Baudat, E.; Kaiser, M.;
Brun, R.; Gademann, K. Balgacyclamides, Antiplasmodial Heterocyclic Peptides from Microcystis
Aeruguinosa EAWAG 251. J. Nat. Prod. 2014, 77, 557-562.

% fndice de selectividad: ECso macréfagos murinos / ECsy P. falciparum
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55

2.36

>100

>10

MeO

N\,/f\/\

D-allo-lle

93

8.04

+1.18

>100

>12

Tris-building blocks

BocHN

S

/
Nf
NH

COOMe

Zz O

BocHN

L
5

56

44,

39

ND

ND

; S
N:i%
NH

\(kN

o) Y/
NH N
o>/’_</s

COOMe

7~z O

57

1.69

915 + 20

541

BocHN s

I
COOMe f
NH

L
S5

Zz O

Z4

58

3.55

ND

ND
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L-allo-Thr

HO

i)

Qe

OMe NHBOC

:Ii 95 1.15

K

D- allo-IIe

>100

>87

Macrociclos

76

0.6 + 0.02

48.8 £ 0.1

79

0.80 + 0.02

>100

>125

183



Capitulo 7

OBuO
N N/Yo
Hv N
(o) NH HN
:K:\STH
SN NSO 78 | 1.97 £0.08 87.4 + 3.8 44
o)
oH
TrtS
o
TrtS/\HLN/YO
H
O._ _NH HN
ELO‘BU
I%INH y HN"o 79 5.75 >100 >17
N
H :
Trts o -
O'BuO i]:;?
(o)
OH\\“‘NH H HN
OH
j: r 80 | 1.00  0.02 >100 >100
NH o

82

0.19 £ 0.03

>100

>526
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98 | 24.85+0.09 ND ND
o)
J H/\I/S Aer
_N N_/ uB
sin- | 1.84+0.3 ND ND
ﬁ NH HN (o] teti
)\67/*\/\ ca
(o) 1 Y
S z
Control Positivo
Cloroquina - 0.47 --- —-
Artemisinina -- 0.02 —_ —_
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o
% H
/\1)\" S
o_nNn " Ny

7 0.7 120 171
SSNH HN

Pnie ¢
8 2.3 106 46
NH HN" 0

Ensayos 'in vivo’

Dada la interesante actividad bioldgica contra A. falciparum del compuesto 71,
se repitid la sintesis a mayor escala con el fin de realizarle ensayos 'in vivo”.
Desafortunadamente este compuesto no fue soluble en las condiciones
requeridas para el ensayo /n vivo, por lo que no fue posible vehiculizarlo para

su administracion en animales.

Nota:
Los resultados de actividad bioldgica del macrociclo 81 fueron recibidos 15 dias

antes de entregar la tesis al tribunal.
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Actividad anti-tripansomal

Los resultados de actividad en 7. b. brucei se encuentran resumidos en la tabla
7.2.

Los macrociclos mas potentes contra 7. b. brucei son los macrociclos 78, 79,
81, 82 y 83 siendo mas potentes y selectivos que Nifurtimox (ECsop = 13 uM,
SI

T7.b. brucei, del orden de las Aeruciclamidas B y C.

13). Los macrociclos 76 y 97 presentan una actividad moderada contra

Para T7.b. brucei, los valores mas altos se observaron en los macrociclos sin
residuos azolicos 78, 79 y 81 o con un solo residuo tiazdlico 82 y 83.

Se vuelve a observar la importancia de la macrociclaciéon en la actividad anti-
tripanosomal como ocurria con la actividad contra P. falciparum, salvo para el
caso de 57 donde la actividad anti-brucei es mejor en el precursor abierto (57)

que en el macrociclo correspondiente (71).

Tabla 7.2 Actividad anti-HAT in vitro.

032\ 54 > 25! >100 > 4
N
/ &\\

NHBoc

10 fndice de selectividad 1: ECso macrdfagos murinos / ECsy 7. b. brucei
1 Se determind el % de citotoxicidad celular que para estos casos fue menor al 50% a una
concentracion de 25 pM.
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77

80

>251!

23.8+1.5
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>4

>4
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>100
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>7

98 -

Control Positivo

ND

ND

Azul de metileno

Nifurtimox

0.400

13.0

169

13
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1.b. Células de

Aeruciclamidas aisladas rhodesiense’® mioblastos IS12
L6 de rata’

7 15.9 120 7.6

8 9.2 106 11.2

Ensayos 'in vivo’

Dada la interesante actividad bioldgica contra 7. b. brucei del compuesto 78,
este se sintetizd en mayores cantidades para poder realizarle ensayos 'in vivo”.
Desafortunadamente este compuesto no es soluble en los solventes y a las

concentraciones necesarias para el ensayo /n vivo.

12 indice de selectividad: ECs, Células de mioblastos L6 de rata / ECsy 7. b. rhodesiense
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N. brasiliensis

Se realizd el screening primario con una Unica concentracion y se estudio el
porcentaje de muerte de los nematodos. En la tabla 7.3, se presentan las
diluciones evaluadas y los porcentajes de muerte respectivos. Los compuestos
no presentaron porcentajes de muerte significativos para las concentraciones
evaluadas por lo que no se continud con los estudios en N. brasiliensis. A los
compuestos 71 y 82 se les determind el ECsg, Tabla 7.4, Los resultados
obtenidos muestran una actividad anti-helmintica 100 veces menor que el
Albendazol.

Tabla 7.3

~ Concentracién

Producto (mM) % de muerte
Bis-building block
54 0.13 53.3
55 0.13 30.4
93 0.13 36.7
94 0.12 72.1
Tris-building block
56 0.11 42.05
57 0.12 36.4
58 0.11 37.4
95 0.12 33.9
96 0.11 19.8
Macrociclo
75 0.12 77.6
76 0.12 67.7
78 0.03 54.2
80 0.04 47.6
83 0.04 54.9
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97 0.11 52.4
Albendazol 0.00034 50
Tabla 7.4

N. Macrofagos
Compuestos - - I.S
13

) . brasiliensis Murinos
sintetizados

ECs0(mM) ECso (UM)

1
N 0 71 0.031 >100 >3

N /
/ﬁi 82 0.03 >100 >3
I

\

%

STrt

Control Positivo

Albendazol -- 0.00034 ND ND

'3 Indice de selectividad: ECs, macréfagos murinos/ ECsy N. brasiliensis
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Ensayos de Citotoxicidad en Células de Cancer

Se realizaron los estudios de citotoxicidad en los compuestos 53-58, 71, 75,
76, 78, 80, 82, 83, 93, 95, 97, ninguno de los compuestos evaluados
presento actividad citotdxica contra las lineas celulares MCF-7. Los mismos
compuestos fueron evaluados sobre las lineas celulares HT29, sdlo el
compuesto 83 presento actividad citotdxica moderada, aunque éste compuesto
es 20 veces menos activo que el control positivo: Mitomicina (ECsp = 0.23 pM),
ver Tabla 7.5.

Tabla 7.5

Compuestos
sintetizados

Mitomicina -- 0.23
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7.3 CONCLUSIONES

Los compuestos evaluados no presentan actividad antihelmintica contra M.
brasiliensis que pueda ser considerada significativa.

Ninguno de los compuestos evaluados presenta actividad citotdxica relevante.
Se sintetizaron seis macrociclos con actividades contra A. falciparum superiores
o del orden de la mas activa de las Aeruciclamidas, Aeruciclamida B.

Con respecto a la evaluacion contra P. falciparum K1, podemos concluir que:
a_la N-Metilacion de residuos de Gly (81) 6 la presencia de tres residuos de N-
MetilGly (en lugar de una Gly y dos Ile como en el compuesto 78) favorecen
notablemente la actividad antimaldrica. En efecto, el compuesto 81 es 257
veces mas activo que el control positivo Artemisinina y 1000 veces mas activo
que el producto natural tomado como modelo originalmente: Aeruciclamida B.
b_ un tiazol en vez de L-Cys en el macrociclo aumenta la potencia (compuesto
82, mas activo que 78)

c_el reemplazo de un 5-metil oxazol por su correspondiente B-hidroxiamida no
afecta la bioactiviad (compuestos 71y 97).

d_los macrociclos no azolicos, excepto 81 que posee tres residuos de Gly N-
metilada, son menos potentes que los que presentan por lo menos un residuo
azélico.

e_la presencia del macrociclo es muy relevante en la actividad bioldgica

(macrociclo 97 es mas activo que su precursor abierto 95, idem 71 con 57)

Se sintetizaron seis compuestos con actividad anti-tripanosdmica superior a
Aeruciclamida C.

Con respecto a la evaluacion contra 7. b. brucej, podemos concluir que:

a_la presencia de dos o tres heterociclos en los macrociclos disminuyen la
actividad bioldgica

b_la presencia del macrociclo no es tan relevante en la actividad biolégica como
lo es para P.falciparum, por ejemplo el tris-heterociclo abierto 57 es mas activo
que su respectivo macrociclo 71

c_los ciclohexapéptidos no azolicos presentaron mejores actividades bioldgicas.
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Los ciclohexapéptidos con un solo tiazol como 82 y 83 presentan actividades
satisfactorias tanto para malaria como para HAT con buenos indices de
selectividad en ambos casos. Compuestos con esta propiedad son muy
necesarios para intervenir varias enfermedades en areas multiendémicas como
es el caso de malaria y la HAT en Africa.

No fue posible realizar los ensayos in vivo en P. falciparumy T. b. brucei dada

las dificultades para solubilizar los compuestos 71 y 78 respectivamente.

Los resultados de la actividad bioldgica de varios de los compuestos aqui
presentados asi como de su sintesis fueron divulgados en importantes revistas

del 4rea Quimica Medicinal.'*

4 (a) Pefia, S.; Scarone, L.; Manta, E.; Stewart, L.; Yardley, V.; Croft, S.; Serra, G. Synthesis of
a Microcystis Aeruginosa Predicted Metabolite with Antimalarial Activity. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2012, 22, 4994-4997. (b) Pefa, S.; Scarone, L.; Medeiros, A.; Manta, E.; Comini, M.;
Serra, G. Synthesis of Precursors and Macrocycle Analogs of Aerucyclamides as Anti-
Trypanosomal Agents. Medchemcomm 2012, 3, 1443-1448. (c) Pefa, S.; Fagundez, C.;
Medeiros, A.; Comini, M.; Scarone, L.; Sellanes, D.; Manta, E.; Tulla-Puche, J.; Albericio, F.;
Stewart, L.; Yardley, V.; Serra, G. Synthesis of Cyclohexapeptides as Antimalarial and Anti-
Trypanosomal Agents. Medchemcomm 2014, 5, 1309-1316.
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Capitulo 8

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 CONCLUSIONES

A lo largo de este proyecto de Tesis se trabajo en la sintesis y en la evaluacion
bioldgica de estructuras analogas a Aeruciclamidas obteniendo resultados
alentadores tanto en la sintesis como en los ensayos bioldgicos. En cada
capitulo se realizaron las conclusiones especificas de cada etapa. En este
capitulo se resumen los resultados y las actividades bioldgicas mas relevantes

obtenidas a lo largo de esta tesis.

Se obtuvo una serie de building blocks con rendimientos de muy buenos a
excelentes. Se realizaron los acoplamientos de los mismos para dar bis y tris

azoles también con muy buenos rendimientos.

Durante la pasantia realizada en el Parc Cientific de Barcelona bajo la direccion
del Prof. Albericio se estudid la metodologia de sintesis de péptidos en fase
sdlida. La experiencia y los conocimientos adquiridos fueron aplicados en la
instalacion de un laboratorio de sintesis en fase sdélida y en la obtencién de

hexapéptidos sintetizados en nuestro pais.

En cuanto a la sintesis de macrociclos hexapeptidicos azdlicos y no azdlicos se
abrid un nuevo campo de estudio dentro del grupo de QF. Se sintetizaron doce
nuevos macrociclos, no reportados anteriormente. Uno de ellos es el macrociclo
71, metabolito predicho por Dittman. Ademas, se realizd la primera sintesis

total del producto natural Aeruciclamida B
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A su vez, se comenzaron los estudios de reacciones sobre macrociclos. Este tipo
de avaneces fomenta las investigaciones dentro del grupo de QF en esta clase

de compuestos.

Los datos aportados por los ensayos de actividad bioldgica son muy alentadores
e interesantes. Varios de los compuestos sintetizados presentaron mejor
actividad bioldgica que los productos naturales en estudio con muy buenos
indices de selectividad. Destacamos: 1) al compuesto 71 por tener actividad
antimalarica mayor que Aeruciclamida B y por tratarse de un compuesto mas
econdmico de obtener y estable; 2) al compuesto 81 por haber presentado
actividad muy potente, del orden sub-nanomolar contra P. falciparum K1, la
cual es 257 veces superior al antimalarico artemisinina y 1000 veces mayor
que la actividad del producto natural tomado como modelo en este trabajo, la
Aeruciclamida B. Con respecto a esto, destacamos este resultado como un
ejemplo notable dentro de lo que se conoce como la bisqueda de analogos de
productos naturales utilizando la estrategia de “sintesis total diversificada”
(DTS: Diverted Total Synthesis). Esta estrategia obtiene analogos
potencialmente mas activos introduciendo “cambios profundos” mientras se

trabaja en estrategias sintéticas para la sintesis total.*

A su vez, se obtuvieron ciclohexapéptidos con actividades interesantes tanto
para malaria como para HAT, como los compuestos 82 y 83. Considerando que
estos hexapéptidos son una nueva clase de compuestos con actividad
antiplasmodica y/o anti-tripanosémica, los datos presentados en esta tesis

proporcionan una base valiosa para una mayor optimizacion.

1 Njardarson, J.; Gaul, C.; Shan, D.; Huang, X.; Danishefsky, S. J. Discovery of Potent Cell
Migration Inhibitors through Total Synthesis: Lessons from Structure—Activity Studies of (+)-
Migrastatin. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 1038-1040.
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Gran parte del trabajo realizado en esta tesis fue publicado en revistas de
prestigio en el area de Quimica Organica y Quimica Medicinal (ver Anexo 2). A
su vez, los resultados fueron presentados en formato poster y en conferencias
en congresos relevantes del area (ver Anexo 3). En dos ocasiones el trabajo fue
seleccionado para su presentacion oral por parte de la postulante al Doctorado

y se obtuvo en dos oportunidades la mencién a mejor poster.

La postulante al Doctorado obtuvo la financiacion del proyecto “Sintesis de
nuevos quimioterapicos analogos a Aeruciclamidas” (FCE 6916), lo que
permitid solventar gastos de parte del trabajo y adquirir experiencia como

responsable cientifico en la gestidén de un proyecto.

8.2 PERSPECTIVAS A FUTURO

Como perspectivas a futuro, nos planteamos:

Continuar con el estudio de reacciones sobre macrociclos, en especial la
metilacion de residuos de Cys y la formacién de enlaces disulfuro, ver Figura

8.1 compuestos 99 y 100.

Obtener nuevos macrociclos de manera de poder determinar cuales son las
modificaciones que hacen a 81 el compuesto mas activo contra P. falciparum
dentro de los obtenidos en esta tesis. Para ello, planteamos la sintesis del
compuesto 101, ver Figura 8.1, y determinar si lo que realmente incide en la
actividad bioldgica es la N-Metilacidn de tres residuos aminoacidicos (101), o el
cambio de dos Ile por Gly (102), o la combinacién de ambos como se dio para

el macrociclo 81.
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Figura 8.1

Seria importante realizar ensayos bioldgicos de los candidatos mas activos en el
estadio sexual del parasito donde estos se dividen en gametocitos, al atacar
este punto se estaria evitando la transmision. A su vez, se podrian realizar los
ensayos en las lineas 3D7 y NF-54 (africanas) de Plasmodium dado que son

cepas que sobreviven mejor al sistema inmune del mosquito y por lo tanto es
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deseable que los nuevos farmacos sean activos contra de manera de disminuir

la transmision al hombre.

Por otro lado, seria deseable estudiar propiedades fisicoquimicas de los
compuestos, principalmente la solubilidad con el fin de realizar ensayos /n vivo.
Pretendemos colaborar con otros grupos de investigacion para estudiar la
farmacocinética, la biodisponibilidad de los compuestos y la posibilidad de

vehiculizarlos con el fin de desarrollar un producto activo /n vivo.

Otro trabajo a realizar en el futuro sera el estudio del mecanismo de accién de
este tipo de compuestos como antimalaricos y anti- HAT. Dada la capacidad de
los macrociclos de complejear metales y debido a que el mecanismo de accién
de varios farmacos antimaldricos es a través de la complejacidn de iones Fe*™ 6
Zn*2,%3 se trabajard en ensayos que puedan indicarnos si la complejacién con

metales es el modo de accion de estos compuestos.

2 (a) Fong, K. Y.; Wright, D. W. Hemozoin and Antimalarial Drug Discovery. Future Med. Chem.
2013, 5, 1437-1450. (b) Salas, P. F.; Herrmann, C.; Orvig, C. Metalloantimalarials. Chem. Rev.
2013, 113, 3450-3492.

3 Flipo, M.; Beghyn, T.; Leroux, V; Florent, I.; Deprez, B. P.; Deprez-Poulain, R. F. Novel
selective inhibitors of the zinc aminopeptidase PfA-M1 as potential antimalarial agents. J. Med.
Chem., 2007, 50, 1322-1334.
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Sintesis de fragmentos claves y estructuras andlogas a Aeruciclamidas como
potenciales quimioteréapicos

Anexo 1

TABLA DE ABREVIATURAS

'H-RMN - Resonancia Magnética Nuclear de protdn
13C-RMN - Resonancia Magnética Nuclear de carbono
4-DMAP - 4-dimetilaminopiridina

AA - Aminoacido

AcOEt — Acetato de etilo

ACN — Acetonitrilo

Boc — £butoxicarbonil

CI-HOBt - 6-Cloro-1-Hidroxi-1H-Benzotriazol

DAST — Trifluoruro de N, N-dietilaminosulfuro

DBU - 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]Jundeca-7-eno

DCC — N, N-Diciclohexilcarbodiimida

DeoxoFluor — Trifluoruro de [bis(2-metoxietil)amino]sulfuro
DEPBT — 3-(dietoxifosforiloxi)-1,2,3-benzotriazin-4(3 H)-one
DIC — N, V- Diisopropil carbodiimida

DIPEA — N, N~ Diisopropiletilamina

DMF — N, V- Dimetilformamida

DMSO — Dimetil sulféxido

EP — Eter de petrdleo
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FDA — Food and Drug Administration
FDPP - Pentafluorofenil Difenilfosfinato
Fmoc — 9-Fluorenilmetiloxicarbonilo
GP — Grupo protector

HAT — Human African Trypanosomiasis

HATU - 1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]piridinium 3-oxido

de hexafluorofosfato
HBTU - O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfato

HCTU - N-oxido de M-[(1AH-6-cloro-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metileno]- M-

metilmetanaminio hexafluorofosfato

HOAt - 1-Hidroxi-7-azabenzotriazol

HOBLt — 1-Hidroxibenzotriazol

ND — No determinado

OMS - Organizacion Mundial de la Salud

0zl — Oxazolina

Oxz — Oxazol

PF — Punto de fusién

ppm — partes por millén

PyBOP - Benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato

PyAOP - 3-Hidroxi-3H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinato-O)tri-1-pirrolidinil-fosforus

hexafluorofosfato
PyBrOP - Bromo-tris-pirrolidino fosfoniumhexafluorofosfato

QF — Quimica Farmacéutica
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SPPS — Solid Phase Peptide Synthesis (Sintesis de Péptidos en Fase Sélida)
TA — Temperatura ambiente
‘Bu — tert-butilo

TFA - Acido trifluoroacético
THF — Tetrahidrofurano
Thz - Tiazol

Trt — Tritilo

Tzl - Tiazolina
AMINOACIDOS

Ala - Alanina

Cys - Cisteina

Gly — Glicina

Ile — Isoleucina

Met - Metionina

Phe - Fenilalanina

Ser — Serina

Thr- Treonina
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Anexo 2

PUBLICACIONES

Macrocycles as Potential Therapeutic Agents in Neglected Diseases - Review
S. Pena; L. Scarone; G. Serra.
Future Med. Chem. 2015, 7, 355-382.

Synthesis of cyclohexapeptides as antimalarial and anti-trypanosomal agents

S. Pefia; C. Fagundez; A. Medeiros, M. Comini, L. Scarone; D. Sellanes; E.
Manta; J. Tulla-Puche; F. Albericio; L. Stewart; V. Yardley ; G. Serra.

Med. Chem. Commun. 2014, 5, 1309-1316.

First Total Synthesis of Aerucyclamide B
S. Pena; L. Scarone; E. Manta; G. Serra.
Tetrahedron Lett. 2013, 54, 2806-2808

Synthesis of precursors and macrocycle analogs of aerucyclamides as anti-
trypanosomal agents.

S. Pena; L. Scarone; E. Manta; A. Medeiros, M. Comini, G. Serra.

Med. Chem. Commun. 2012, 3, 1443-1448.

Synthesis of a Microcystis aeruginosa predicted metabolite with antimalarial
activity.

S. Pefia; L. Scarone; E. Manta; L. Stewart; V. Yardely; S. Croft; G. Serra.

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 4994-4497.

Approach to the Synthesis of Aerucyclamides Analogs as Potential Antiparasitic
Drugs.

S. Pena; L. Scarone; E. Manta; G. Serra.

Drug Future 2010, 35, 213.
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Anexo 3

PRESENTACIONES en CONGRESOS

Macrocycle analogs of natural products as promising antimalarial and
anti-trypansomal agents: synthesis and biological evaluation

Gloria Serra (conferencia)

Drug Discovery Chemistry, San Diego, USA. Abril, 23-25, 2014

Sintesis de Macrociclos Andlogos a Aeruciclamidas como Potenciales
Antimalaricos y Anti-tripanosomicos

Stella Pefia (presentacion oral)

3er ENAQUI, Montevideo, Uruguay. Noviembre, 4-6, 2013.

Trabajo seleccionado para ser presentado oralmente

Synthesis, Antimalarial and Anti-Trypanosomal Evaluation of
Macrocyclic Analags of Natural Products

Gloria Serra (conferencia)

International Congress of Medichem, Haikou, China. Noviembre, 13-16, 2013.

First Total Synthesis of Aerucyclamide B and Macrocyclic Analogs as
Antimalarial and Anti-Trypanosomal Agents

Stella Pefia (presentacidn oral)

15th Brazilian Meeting on Organic Synthesis (15th BMOS) Campos do Jordao,
San Pablo, Brasi. Noviembre 10-13, 2013.

Trabajo seleccionado para ser presentado oralmente

Primera Sintesis Total de Aeruciclamida B. Sintesis de Macrociclos
analogos a aerucicalmidas con potenciales actividades antimalarica y
antitripanosomica

Stella Pefia, Laura Scarone, Gloria Serra. (Poster)
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Stella Pefia, Laura Scarone, Judit Tulla-Puche, Fernando Albericio, Gloria Serra*
(Poster)

11sth ACS Summer School on Green Chemistry and Sustainable Energy,
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Analogs

Stella Pefa, Laura Scarone, Andrea Medeiros, Marcelo Comini, Lindsay Stewart,
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Yardley. (Poster)

EFMC-ISMC, 22nd International Symposium on Medicinal Chemistry, Berlin,
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Sintesis en Fase Solida de Intermediarios Claves para la Obtencion de
Analogos de Aeruciclamidas.

Stella Pena*, Laura Scarone, Judit Tulla-Puche, Fernando Albericio, Gloria Serra.
2do ENAQUI, Montevideo, Uruguay. October 24-26, 2011.

Trabajo premiado como mejor poster.

Towards the Total Synthesis of Aerucyclamide B.

Stella Pefia*, Laura Scarone, Gloria Serra. (Poster)
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1-5, 2011.

Synthesis of a Macrocyclic Marine Natural Product Analogs.

Gloria Serra*, Stella Pefia, Laura Scarone. (Poster)
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Serra*.
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“How t wish, how t wish You were here,

we're just two Lost souls swimuming in a fish bowl, year after year,
Running over the same olo ground,

what have you found? The same old fears,

Wish you were here”,

Pink FLogd






