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RESUMEN

Las dicetopiperazinas (por sus siglas en inglés DKPs) son los péptidos ciclicos mas simples
encontrados en la naturaleza y tienen una gran importancia en el descubrimiento de farmacos.
Ademas, presentan una amplia gama de actividades biolégicas como antibacteriana,
antiinflamatoria y anticancerigena. Una DKP esta conformada por un anillo heterociclico de
piperazinay contiene dos grupos carbonilo en su estructura, presentando dos sitios aceptores

(C=0) y dos sitios donadores de puentes de hidrogeno (NH).

En el presente trabajo se exploro el uso de dos metodologias para la obtencion de las DKPs.
El primer protocolo de sintesis consistio en la ciclacion del dipéptido lineal catalizado por
acidos de Lewis en diferentes condiciones de reaccidn, sin embargo, la reaccion no procedio
para dar el dipéptido ciclico esperado (Ruta A). En otra aproximacion hacia la obtencion de
DKPs (Ruta B) se sintetizaron cinco N-alquildicetopiperazinas empleando dos diferentes
metodologias; la primera metodologia fue la ciclacion del precursor lineal 3c-f en medio
acido para la obtencion de las DKPs, 2c-f. y la segunda metodologia fue mediante la ciclacion
directa a partir del producto dipeptidico 3g formado in situ durante la N-alquilacion de la a-
bromoamiday posterior cierre del anillo para producir la DKP 2g en un solo paso de reaccion.
Tres de estos compuestos (2c-d, f) fueron obtenidos con buenos rendimientos de reaccién
(58-98%) mientras que 2g se obtuvo en medio basico con un rendimiento de 38% en un solo

paso de reaccion.
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1. INTRODUCCION

Los péptidos se encuentran presentes en la naturaleza desempefiando papeles vitales en el
funcionamiento de casi todos los sistemas bioldgicos. Ademas, tienen una gran influencia
sobre funciones como el metabolismo, la defensa inmunoldgica, la respiracion y la

reproduccion.

Los péptidos ciclicos son moléculas que presentan una gran variedad de actividades
bioldgicas como, antimalarica,® antitumoral® y antimicrobiana.® Dentro de este tipo de
compuestos se encuentran las dicetopiperazinas (por sus siglas en inglés DKPs), que son los
péptidos mas simples aislados en la naturaleza.* Estructuralmente estan conformados por un
anillo heterociclico de piperazina y dos grupos carbonilos, presentando dos sitios aceptores
(C=0)y dos sitios donadores de puentes de hidrogeno (NH).> Las DKPs presentan una amplia
gama de actividades biolégicas como antibacteriana®, antiflingica,” antitumoral,® antiviral,®

entre otras.

Existen varias metodologias que favorecen la formacion de las DKPs a partir de un precursor
lineal y pueden efectuarse en condiciones acidas y/o basicas (Esquema 1).1%! De igual
forma, se han obtenido DKPs a partir de ésteres dipeptidilalquilicos Boc protegidos en
condiciones &cidas, y/o mediante el empleo de reacciones asistidas por microondas.* La
ciclacién de un dipéptido lineal para generar una DKP implica una trans-cis isomerizacion

del enlace amida, seguido por el atague nucleofilico del grupo amino sobre el grupo carbonilo

del dipéptido.
o 0
N o abe HN/\(O i o R ab HN/YO
OA¥NH2 oél\/NH O&H—Boc o)\/NH

Condiciones:
a) 1) H,CO,H, 2) PhCH3/iBUOH/A, b) MW.

Condiciones:
a) HBr, fenol/A, b) iIBUOH/AcOH/A, ¢) NH3/MeOH.

Esquema 1. Rutas de sintesis para la formacion de dipéptidos ciclicos.




En este trabajo se plantea el desarrollo de un protocolo de sintesis para la formacién de
dipéptidos ciclicos 2 mediante el empleo de catalizadores de Lewis, ademas de la
implementacién de un método de sintesis para la formacion de dicetopiperazinas derivadas
del ciclo (Phe-Gly) a partir de un precursor lineal 3 obtenido por N-alquilacion de una
bromoamida (Esquema 2).

Sintesis A Sintesis B
HN OMe ac. Lewis o AcOH HN oMe
o} HN ) o)
o )\/ N. DCM o
HN. 0 R HN.
Boc R
1 2 3

Esquema 2. Rutas de sintesis para la formacion de dipéptidos ciclicos.




2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia de los péptidos

Los péptidos juegan un papel muy importante para las funciones en los organismos vivos,
desempefiando papeles vitales en el funcionamiento de casi todos los sistemas bioldgicos,
actuando como mensajeros extracelulares en animales y plantas, o como hormonas,
neurotransmisores, neuromoduladores y presentan una amplia gama terapéutica: como

agentes antibidticos, antifingicos y antivirales.*

Los péptidos estan formados por la union de un enlace amida entre el grupo de a-carboxilo
de un aminoacido y del grupo a-amino del otro a través del enlace peptidico. Las cadenas
peptidicas se diferencian segun el nimero de residuos de aminoacidos que contienen. Los
dipéptidos estan conformados de la unién de dos aminoécidos de forma covalente a través de
un enlace amida sustituido, denominado enlace peptidico. La formacion del enlace peptidico

es un ejemplo de una reaccién de condensacion (Esquema 3).2

0 o 1,0 O CHs

HoN H
) W)LN)\H/O
H

CHy CHy o CH, 0

Esquema 3. Formacion de un enlace peptidico por condensacion.*3

Los aminoacidos estan constituidos por un atomo de carbono al que se encuentra unido un
grupo carboxilo, un grupo amino, un &tomo de hidrégeno y una cadena lateral. EI aminoéacido
mas simple que se conoce es la glicina, el cual no presenta sustitucion en el carbono o por lo
que este compuesto no se considera una molécula quiral. Sin embargo, para todos los demas
aminoéacidos son posibles dos configuraciones o disposiciones de sustituyentes alrededor del
atomo de carbono a, por lo que cada uno existe en dos formas estereoquimicas, conocidas

como isébmeros L 6 D.14

2.2. Clasificacion de los aminoacidos

Existen 20 aminoacidos esenciales, de los cuales se clasifican de acuerdo a su naturaleza
quimica: polar, apolar, &cidos y bases. De ellos solo diecinueve contienen aminas primarias
y Unicamente la prolina es una amina secundaria, en la que los 4&tomos de N y Ca forman

parte de un anillo heterociclico.




Los simbolos de los aminoacidos involucrados en un péptido se derivan de su nombre trivial
y de forma usual son las primeras tres letras de su nombre. EI simbolo del aminoacido se
escribe iniciando con la primera letra en mayuscula y las dos restantes letras en mindsculas,
por ejemplo, la fenilalanina se abrevia (Phe por sus siglas en ingles del Phenylalanine). El
simbolo denota la configuracion L del aminoacido a menos que se indique lo contrario por la
presencia del descriptor D 6 DL antes del simbolo y separado de él por un guion, por ejemplo,
D-Phe. El descriptor L se puede indicar para dar énfasis a la configuracion del centro

estereogénico.t®

Existen dos maneras de abreviar los aminoacidos utilizando un cédigo de tres letras o de una

letra (Figura 1).

Figura 1. Abreviatura de los aminoacidos.

Las abreviaturas de los aminoécidos estan disefiadas para nombrar las secuencias de las
estructuras peptidicas. El enlace peptidico proviene a partir de la unién del grupo amino del
aminoacido con el grupo carboxilo del otro. A los aminoécidos unidos por un enlace
peptidico se les conoce como residuos de aminoacidos, cuando dos aminoacidos se unen, el

producto que se obtiene se le conoce como dipéptido. Por ejemplo, cuando la fenilalanina y




la glicina forman el dipéptido NH.-Phe-Gly-COOH, el nombre se empieza a escribir a partir
del residuo que presenta el grupo carboxilo modificado (N-terminal) seguido del residuo N-

acilado (C-terminal).

Para las DKPs, se formula la secuencia de la forma descrita anteriormente y se colocan entre
paréntesis los simbolos de los aminoacidos involucrados en el anillo, precedidos por la

palabra “ciclo”, ejemplo: ciclo (Val-Gly).16

La numeracion del anillo en una DKP (4) inicia a partir del nitrégeno seguido del grupo
carbonilo, como se muestra en la Figura 2. Ademas, estos compuestos presentan tres

regioisomeros (4-6), que difieren en la ubicacién de los grupos carbonilo (Figura 2).'’

) o) 0
oﬁ)j\NH S 2INH HJ\NH
HN\) HN“T% HN\/§O
o)
4 5 6

Figura 2. Regioisémeros de las DKPs; 4) 2,3- DKP, 5) 2,5-DKP y 6) 2,6-DKP.
2.3. Estructura de una dicetopiperazina

Una dicetopiperazina es el péptido ciclico méas simple y se encuentra conformado por la union
de dos aminoécidos. Las dicetopiperazinas DKPs o también denominadas dipéptidos ciclicos
han sido muy estudiados debido a sus interesantes actividades bioldgicas. La estructura de
las DKPs presenta dos grupos cis-amidas enlazados y poseen dos sitios aceptores y dos sitios
donadores, los cuales son importantes para enlazar a enzimas y receptores. Aunado a esto la
estructura de una 2,5-dicetopiperazina presenta seis posiciones en las cuales los sustituyentes
pueden agregarse y hasta cuatro posiciones en las cuales su estereoquimica puede controlarse
(Figura 3).11.18

Aceptor de hidrégeno

(0}
“NH Donador
Donador de hidrégeno
de hidrégeno HN\H
|
O

Aceptor de hidrégeno

Figura 3. Sitios activos de las DKPs; imagen tomada de Cornacchia, et. al.




Las DKPs han sido muy conocidas desde hace muchos afios atrds, los primeros
investigadores en sintetizar los dipéptidos ciclicos fueron Curtis y Goebel quienes
sintetizaron el ciclo (Gly-Gly) en el afio de 1888.1° La estructura cristalina del ciclo(Gly-
Gly) se investigo por primera vez por Corey en 1938, y se observo que es una molécula plana
en estado sélido (Figura 4).1! Estos esqueletos moleculares tridimensionales llevan diferentes
sustituyentes, que superan las limitaciones planas de la mayoria de los farmacos

convencionales y desempefian un papel importante en el descubrimiento de farmacos.?

Figura 4. Redes cristalinas representativas formadas por DKPs; imagen tomado de Borthwick.*

2.4. Actividades bioldgicas de las dicetopiperazinas

Las DKPs presentan una gran variedad de actividades bioldgicas, como agentes
anticancerigenos, antibacterianos, antivirales, neuroprotectores y antihiperglucemicos
(Figura 5).21-%4

0 \
COOH
= N
YD ° N@@Q
B (6)
Qi HO\_J-,
N Yo
O gH

Triprostatina B 8 Aplaviroc 9

Fenilhistina 10 Ciclo(D-Pro-D-Phe) 11 Ciclo(D-Pro-D-Leu) 12 Ciclo(D-Pro-D-Val) 13

Figura 5. Compuestos bioactivos de los derivados de las DKPs.®




Algunas dicetopiperazinas simples presentan citotoxicidad en varias lineas de cancer y tienen
efectos inhibitorios sobre ciertas células tumorales. Por ejemplo, ciclo(L-Phe- L-Pro) inhibio
el crecimiento de células cancerigenas en células HT-29, MCF-7, y Hela e indujo la apoptosis
en células HT-29, a una concentracion de 5 mM.?° no obstante, sus valores de Clso fueron
muchos mas altos que los reportados para farmacos antitumorales que son efectivos a una

concentracion submicromolar a micromolar (UM).

Dos DKPs (7,8) que presentan prolina en sus estructuras (la Triprostatina A y Triprostatina
B) fueron aisladas de Aspergillus fumigates, estos compuestos inhiben la actividad en la
progresion del ciclo celular en células de rata tsFT210, a una concentracion minima
inhibitoria de 16.4 y 4.4 uM, respectivamente.?® De igual forma se aislé de Aspergillus ustus
la fenilhistina (10), que es una DKP que presenta excelente actividad antitumoral contra una
serie de lineas celulares tumorales por via de la inhibicion del ciclo celular. EI compuesto 10
ha sido considerado como compuesto lider para la busqueda de compuestos mas efectivos

para la terapia clinica antitumoral.?’

Ademas de la actividad antitumoral de las DKPs, también se ha efectuado la evaluacion de
la capacidad para inhibir el virus de la septicemia hemorragica viral. Asimismo, se han
utilizados las DKPs como estructuras privilegiadas para desarrollar antagonistas selectivos
del receptor de quimiocina C-C TIPO 5 (CCRb5) para evaluar su potencial actividad antiviral.
Algunos compuestos basados en esta metodologia exhibieron una potente actividad antiviral
in vitro contra cepas de VIH resistentes a multiples farmacos. Entre ellos, el compuesto
Aplaviroc (9), el cual exhibié una alta afinidad con CCR5 y detuvo la union de VIH-1-
gpl120/CCR5 como un potente antagonista y mostré una alta actividad contra una serie de
aislados de R5-VIH-1.2

También, se han descrito muchas DKPs como metabolitos secundarios bioactivos naturales
que muestran un efecto inhibitorio contra bacterias y hongos. Las DKPs que contienen Arg
en su estructura han mostrado la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos.
Por ejemplo las DKPs, ciclo(D-Leu-D-Arg), ciclo(L-Trp-L-Arg) y ciclo(D-Trp-D-Arg), las
cuales exhibieron actividad antibacteriana contra las bacterias: B. subtilis, Staphylococcus
epidermidis, S .aureus, P. aeruginosa, etc.?° También se han investigado DKPs que contienen

dos residuos de aminoacidos aromaticos que exhiben propiedades antibacterianas como es el




caso de ciclo(L-Trp-L-Phe), el cual presentd una mejor actividad antibacteriana contra Vibrio
cholerae y Salmonella typhi que los antibidticos estandar. Por otro lado, una serie de DKPs
que contienen prolina como: ciclo(D-Pro-D-Phe) 11, ciclo(D-Pro-D-Leu) 12, ciclo(D-Pro-D-
Val) 13, muestran excelente actividad antibacteriana contra Vibrio anguillarum en un rango
de CMI de 0.03 2 0.07 pg/mL.




3. MARCO TEORICO

Los productos naturales tienen un gran impacto para la salud humana y sirven como
moléculas innovadoras para el desarrollo de nuevos farmacos con una nueva utilidad
terapéutica.3! El uso potencial de los péptidos como agentes terapéuticos ha ganado atencion
en las Ultimas décadas, y la investigacion sobre los factores criticos que favorecen la actividad
biologica de los péptidos naturales ha sido crucial para facilitar el disefio de nuevos analogos

sintéticos.3?

Actualmente, se estan llevando a cabo muchas investigaciones sobre las DKPs, debido a sus
propiedades bioldgicas, para el desarrollo de nuevos farmacos y antibidticos.3? Estos estudios
han demostrado tener un gran potencial para su desarrollo como farmacos, por ejemplo: las
DKPs fenilhistina (10) y plinabulina (14), que se encuentran en etapas preclinicas fase 1y
fase 3 como agentes anticancerigenos (Esquema 4).3 Por lo que la blsqueda de nuevas

metodologias sintéticas hacia la obtencion de estas biomoléculas se encuentra en continuo

desarrollo.
(e} o O
NH N=\ NH X NH N=\
NH NH
HN NP - HNjH —_ = HN NP
(e} — o) @)
Fenilhistina 10 2,5-dicetopiperazina 5 Plinabulina 14

Esquema 4. Estructura quimica de la 2,5-dicetopiperazina y algunos de sus derivados. Tomada de Liao et.
al., 2014.

3.1. El enlace amida

El grupo amida 18 se forma por la reaccion entre un grupo carboxilo 16 y una amina 17. Para
que esto ocurra se emplea un agente acoplante que reacciona con el grupo hidroxilo del
carboxilo 16 y lo transforma en un buen grupo saliente (Esquema 5), en caso de no realizar
este paso, la reaccion conduciria a la obtencién de una sal de amonio 15. Para el paso de
activacion, se han empleado diversas metodologias que implican el uso de reactivos en

cantidades estequiométricas o en exceso.3*




o R'-NH; 17 o] 1. Activacion o}
1. Activacion |
SN 2. R"-NH, 17 R
R O NH3-R R OH . 2 R N
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Esquema 5. Formacion del enlace amida.
3.2. Sintesis de dipéptidos
La estrategia que se sigue para la sintesis de DKPs inicia con la obtencion de los dipéptidos
lineales mediante el uso de agentes acoplantes. Los derivados de aminoacidos participantes
en la reaccion requieren del uso de grupo protectores apropiados, de esta manera se evita la

formacion de productos no deseados y reacciones secundarias.

3.3. Grupos protectores

El uso de un grupo protector es una de las estrategias muy utilizadas en quimica organica,
estos metodos se emplean cuando se desea efectuar una reaccion de un grupo funcional en
presencia de otros grupos funcionales que se desean conservar sin modificacién. Para llevar

a cabo una sintesis existen tres pasos a seguir:

1. Proteger el grupo funcional que no se desea que reaccione.
2. Llevar a cabo la reaccién sobre el grupo funcional libre.
3. Por ultimo, se desprotege el grupo funcional protegido.
3.3.1. Grupos protectores de las aminas
La proteccion de un grupo amino de los aminoacidos es muy importante en la quimica de los
péptidos. Existen grupos protectores especiales para las aminas como el terc-butoxicarbonilo
(Boc), carboxibencilo (Cbz) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), los cuales son empleados

en sintesis de péptidos ciclicos y ramificados (Esquema 6).%°
(0]
i K
Boc,0 }"TFA CH,Cl,
R1/\HJJ\O . Fmoc-Cl /\ CbzCl, base NJ]\O
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19 °HBr, AcOH 21

Esquema 6. Grupos protectores del grupo amino. A) En azul condiciones de sintesis, en rojo condiciones de
desproteccion.




3.3.2.  Grupo protector Boc

El grupo terc-butoxicarbonilo (Boc) se ha usado para proteger aminas 22. Para efectuar la
proteccion se utiliza carbonato de di-terc-butilo (Boc20, 24), bajo diferentes condiciones de
reaccion (Esquema 7). La proteccion N-Boc se ha descrito frecuentemente mediante
reacciones catalizadas por bases utilizando DMAP, NaOH, y agua, o bien reacciones
catalizadas por acidos de Lewis, como ZrCls, LiClOs4 y HCIO4/SiO,. Muchos de estos
métodos presentan una serie de desventajas como la acidez, el alto costo, la toxicidad, la
corrosividad y la necesidad de sustancias auxiliares en el aislamiento del producto.®

S LI K
HzN)R\g/OH Cu’ ° %\oj)\”j\g/OH

22 23

Esquema 7. Proteccion del grupo amino.

El grupo Boc es labil en medio acido y resiste condiciones basicas. Usualmente se emplea
acido trifluoroacético (TFA) para efectuar la desproteccion de este grupo (Esquema 8). Otras
condiciones mencionadas en la literatura emplean &cidos fuertes, por ejemplo, HCI,3
H.S04,% y HNO3,*° 0 condiciones neutras, por ejemplo, Zn, In,*® y TBAF. De igual forma,
recientemente se ha descrito el uso de acidos de Lewis para este proposito, por ejemplo,
Sn(OTf),2,*! BiCls, y FeClz.#

R
%\ JOL T oH ™ )\”/OH
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23 22

Esquema 8. Desproteccion de N-Boc.

3.3.3.  Grupo protector Fmoc

El 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), es muy util para la proteccion de los aminoacidos 22,
es comunmente usado para proteger las aminas primarias y secundarias en la sintesis de
péptidos debido a su estabilidad hacia acidos y su labilidad hacia bases. La preparacion de

Fmoc-aminoéacidos 26 se ha descrito mediante el uso de Fmoc-Cl 25 (Esquema 9).
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Esquema 9. Proteccion de aminoacidos con Fmoc.

La desproteccion del grupo protector Fmoc 26, requiere una base fuerte o una hidrogenacion
catalitica. Ademas, se ha descrito que el fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) en presencia
de tioles es un sistema adecuado para lograr la eliminacion, también se ha utilizado el
tricloruro de aluminio/tolueno.*® En condiciones basicas el Fmoc se desprotege con facilidad

utilizando piperidina al 2% v/v en DMF (Esquema 10).44

R
Q R Piperidina OH
OJJ\N )\”/OH ——>» H5N
DMF Io)
. H oo
O 26 22

Esquema 10. Desproteccién del N-Fmoc.

3.3.4. Grupos protectores de acidos carboxilicos

Las estrategias para proteger los acidos carboxilicos consisten en transformarlos en ésteres
(27-29), por reaccion con alcoholes en presencia de un catalizador acido y/o una sustitucion

nucleofilica de un haluro de alquilo (Esquema 11).

Isobuteno, H*’o TFA, DCM

o
)j\ R-Cl, TEA fo) o
R OR )J\ BnBr, K,CO3 )J\
° NaOH/ DMF — > R™ O
R=Me, Et R OH ° H,, Pd/C, MeOH
27 16 ° NaOH/DMF 29

Esquema 11. Grupos protectores del &cido carboxilico. En color azul condiciones de sintesis, en rojo
condiciones de desproteccién.




3.4. Formacion y ciclacion del dipéptido

3.4.1. Ciclacion del éster dipeptidico

Los ésteres dipeptidilmetilicos que presentan un grupo amino terminal libre pueden ciclarse
para formar DKPs en condiciones neutras, basicas y/o &cidas. Sin embargo, se requiere la
seleccién cuidadosa de las condiciones de reaccion para limitar la racemizacion. La
formacion del dipéptido es un proceso facil, partiendo de los a-aminoacidos quirales
comercialmente disponibles y usando algin agente acoplante (Figura 6), como las
carbodiimidas (30-32), cloruro de pivaloilo 33, sales de uronio (34, 35) y fosfonio (36, 37).
Por ello, la formacién de DKPs via esta ruta es el procedimiento mas cominmente usado

para sintetizar estos anillos heterociclicos.
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Figura 6. Agentes acoplantes representativos para la sintesis de péptidos.**

La ruta tipica empleada, inicia de un éster dipeptidilalquilico 38 que al ser desprotegido
produce el éster amino dipeptidico 39, el cual puede ciclarse in situ para formar la molécula
deseada 40. Para alcanzar esto, el enlace amida debe asumir la orientacion cis. Bajo estas
circunstancias, el calentamiento en un medio &cido es frecuentemente usado para acelerar la

formacion del anillo.
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3.4.2. Sintesis de dicetopiperazinas

Existen diversas metodologias que describen la formacién de una DKP 40, dentro de las
cuales se encuentra el método de Fischer. Esta técnica consiste en tratar al éster
dipeptidilmetilico 39 con un exceso de amoniaco en metanol, las condiciones basicas de este

procedimiento conducen a la formacién del heterociclo (Esquema 12).%°

R O R
HN oM®  NHy-MeOH HN)YO
o NH, o%\( NH
R
39 40

Esquema 12. Método de Fisher

Otra estrategia es el método de Nitecki (Esquema 13), que consiste en la desproteccion del
éster N-Boc-dipeptidilmetilico 41 con &cido formico formando como intermediario una sal
de formiato del éster dipeptidilmetilico 42, éste se cicla normalmente por reflujo con
solventes con punto de ebullicion altos, tales como tolueno o xileno por 24 horas para

favorecer la formacion del heterociclo de la DKP 40.46
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Esquema 13. Método de Nitecki.

De igual manera, al emplear el método de Susuky (Esquema 14), que consiste en tratar eésteres
de dipeptidilalquilo 39 en 2-butanol utilizando acido acético, en presencia de calor conduce

a la formacion de la DKP 40.47
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Esquema 14. Método de Suzuky.




Otras metodologias han sido descritas como el uso del anhidrido de Leuch 43 o también
conocidos como NCAs (Esquema 15). Esta reaccion se lleva a cabo mediante una reaccion
de un aminoacido 22 con el cloruro de carbonilo (fosgeno) obteniendo como intermediario
el NCAs 43, posteriormente este intermediario reacciona con ésteres a-aminoetilicos 44 que

al ser calentados conducen a la obtencién del ciclo de la DKP 40.48

R

NCAs OFt R
0 o HoN™* o

HoN COCl, YO 44 HN>
OH HNw/ O A . NH

R o
R R
22 43 40

Esquema 15. Sintesis de DKPs en una etapa mediante el uso de NCAs.

Por otra parte, se tiene la sintesis de DKPs en agua mediante el uso de microondas (MW)
(Esquema 16). Esta reaccion consiste en la desproteccion ciclacion del éster de N-Boc
dipeptidilmetilico 41 usando una irradiacion por MW sin uso de disolventes obteniendo como
intermediario el dipéptido desprotegido 39 con el grupo amino libre, seguido del cierre de

anillo heterociclico para la obtencion de la DKP 40.
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Esquema 16. Reaccidn en una etapa de desproteccién-ciclacion




4. JUSTIFICACION

Los dipéptidos ciclicos pertenecen al grupo de las 2,5-dicetopiperazinas y son moléculas
pequefias, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y presentan diversas
actividades bioldgicas, tales como: antibacteriana, anticancerigena, antiviral, antifingica,
neuroprotectora, y promotoras del crecimiento vegetal. Las DKPs son muy interesantes para
la industria farmacéutica ya que, a partir de ellas, se pueden desarrollar farmacos
innovadores, por lo que se requieren de nuevas rutas sintéticas para la obtencion de estas

biomoléculas.




5. HIPOTESIS

El tratamiento de un éster N-Boc-dipeptidilmetilico con un acido de Lewis y/o la N-

alquilacién de una a-bromoamida conducira a la obtencion de una DKP.




6. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de reaccion para efectuar la sintesis de dipéptidos ciclicos a partir

de ésteres N-Boc-dipeptidilmetilicos y N-alquildipeptidilmetilicos.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Generar una DKP a partir del éster N-Boc-dipeptidilmetilico 1, empleando acidos de

Lewis.

g (0] Ac. Lewis
—_—
800 A N Aoy HIN
H o )\/NH
1 2a
» Desarrollar una ruta de sintesis de DKPs 2b-h a partir del éster a-bromoamida
metilico 45, estableciendo las condiciones para ciclar los ésteres N-

alquildipeptidilmetilicos (3b-h).

b; R= Ph
c; R=Bn
" ) M AcOH d; R=Bu
N OMe NH,-R 17 N OMe HN 0 e; R= -CH,CH,NH,
o I6) DCM N. f; R= Hex
O%ﬁ Na,COs, DCM o%ﬁ o)\/ R g; R=jBu
L HN. h; R= -CH(COMe)CH(CHs);
45 3 2

» Caracterizar los productos obtenidos por RMN, IR y MS.




8. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se plante0 la sintesis de dos tipos de DKPs, la DKP no sustituida 2a y las
DKPs sustituidas (2b-h) mediante la ciclacion intramolecular de un precursor lineal 1 6 3
(Esquema 17). La retrosintesis de la DKP no sustituida 2a se efectué mediante la desconexion
de un enlace amida, la cual conduce a un precursor dipeptidico 1 que debe estar debidamente
protegido en ambos grupos funcionales (Ruta A). El dipéptido lineal 1 proviene de la
formacion del enlace amida utilizando los aminoacidos protegidos; Boc-fenilalanina (46,
Boc-L-Phe) y el clorhidrato del éster glicilmetilico (47, Gly-OMe) como materias primas de

partida.

Para la obtencion de las N-alquildicetopiperazinas (2b-h), la retrosintesis muestra que pueden
prepararse a partir del éster dipeptidilmetilico N-sustituido 3 (Ruta B). El dipéptido lineal 3
puede provenir de la N-alquilacién de una amina 17 con la a-bromoamida 45. El
intermediario 45 puede prepararse por la reaccion entre el bromuro de bromoacetilo (49) con

el éster metilico de la L-Phe (48).

Ruta A Ruta B
H Q — — HN iOMe —— HyN-R + HN i Me
BOC‘N N\)'LOMe R= Boc HN
H 0 O%\/N
r
1 3 b-h 17 45
a;R=H
H b; R=Ph H
c;R=Bn
d; R=Bu
e;R= -CH2CH2NH2
f, R=Hex 0
o) g; R=/Bu . \)L
+ Br.
Boc. OH * ~¢r h; R = -CH(COMe)CH(CH oM
oC N Cl HSN\)kOMe ( )JCH(CH3)s HoN Y e Br
46 47a 48 49

Esquema 17. Retrosintesis de DKPs no sustituida (ruta A) y las sustituidas (ruta B).




Seccion 1: Sintesis para la obtencién de la dicetopiperazinas mediante el uso de &cidos de

Lewis.

La sintesis mediante la ruta A de la DKP 2a no sustituida (Esquema 18) se plante6 utilizando
como molécula modelo Boc-Phe-Gly-OMe (1), debido a que el aminoacido C-terminal no
presenta impedimento estérico en el C,, lo que favorece el ataque nucleofilico del grupo

amino durante la reaccion de ciclacion.

0
o
TMSCI
HzN\)kOH — - C|,H3N+\)kOMe
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50a 47a

(Boc),0

NaOH, H,0
OH - s BOC\N OH
£-BuOH H
0 20-40°C o

H,N

50b

46
- +\)(i Hof FeCl; 6 BF
Boc. A~ OH + CIHN~“Nowme ~ EDAC, DMAP Boc. N\)kov\ne AN
DCM
oo DCM H o A _NH

46 47a 1 2a
Esquema 18. Estrategia de sintesis para la obtencion de la DKP no sustituida 2a (ruta A),

La sintesis inici6 mediante una reaccion de esterificacion para la formacion del éster de la
glicina 47a, lo cual se llevé a cabo por medio de un tratamiento de la glicina 50a con
clorotrimetilsilano (TMSCI) en metanol (MeOH). Mientras que Boc-Phe (46) se preparé a
partir de L-Phe (50b) empleando el grupo protector t-butoxicarbonilo (Boc) para proteger el
grupo a-amino. Este compuesto se preparo al tratar el aminoécido con Boc,0 en una solucion
béasica con t-BuOH a temperatura ambiente, con lo cual se obtuvo con un rendimiento de
81.61 %. La sefal caracteristica de RMN para el éster de glicina 47a, es la absorcion a 3.86
ppm (8¢ = 53.3 ppm) que demuestra la presencia del grupo metilo del éster sintetizado y para
el aminoacido Boc protegido 46 la sefial caracteristica consiste en la absorcion en 1.34 ppm
(8¢ =79.9 ppm) que corresponde a los metilos y carbono cuaternario del ter-butilo del grupo

Boc.




La formacién del enlace amida entre Boc-Phe-OH (46) y Gly-OMe (47a) para generar el
dipéptido diprotegido Boc-Phe-Gly-OMe (1), se llevo a cabo utilizando EDAC (32) que es
un reactivo de acoplamiento y DMAP como catalizador de la reaccion, usando DCM como
disolvente siguiendo la metodologia de Pérez-Picaso et al.* La mezcla de la reaccién se dejo
en agitacion por 19 h a temperatura ambiente y el éster dipeptidilmetilico 1 se obtuvo con un
rendimiento del 31%.

La sintesis del compuesto 1 por el acoplamiento entre los dos residuos de aminoécidos se
confirmé mediante RMN de 'H y *3C donde se observaron las sefiales en 3.72 ppm (8¢ =
52.41 ppm) y 1.38 ppm (3¢ = 28.32 ppm) del grupo metilo del éster de Gly y del grupo Boc

de Phe, respectivamente (ver Anexo, Figura 12-14).

El dipéptido lineal 1 se empled para explorar las condiciones de reaccion en el paso de
desproteccion/ciclacion en un solo paso (Tabla 1), utilizando &cidos de Lewis para el paso de
desproteccion del residuo del aminoacido Boc-protegido y para favorecer la etapa de
ciclacién del dipéptido lineal elegido como molécula modelo Boc-Phe-Gly-OMe (Esquema
19). Este dipéptido se intento ciclar con dos acidos de Lewis (Experimento 1, Tabla 1); FeCls
y BF3.OEty, utilizando DCM o tolueno el cual es un disolvente de alto punto de ebullicion
por un tiempo aproximado de 6 h para obtener la DKP, pero en esta condicion no fue posible
obtener el compuesto objetivo (Experimentos 1 y 2). Aun cuando se extendid el tiempo de
reaccion (Experimentos 3-6), el resultado no fue el esperado. Debido a estos resultados se
cambio el procedimiento realizando una reaccion hidrotermal (Experimento 7 y 8, Tabla 2),
lo que tampoco fue favorable hacia la obtencion de la DKP. Por otro lado, se sintetiz6 la DKP
del ciclo (Phe-Gly, 2a), siguiendo la metodologia de Nitecki,*® con la cual se obtuvo con un

rendimiento de 65 %. ElI compuesto 2a se sintetiz6 para tener una referencia del producto

esperado.
QO)
_Me
FeCls 6 HN (&O
no o9 BF H 9 o
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Esquema 19. Sintesis de la DKP 2a por una reaccién de desproteccion ciclacion.




Tabla 1. Condiciones de reaccion ensayadas para la sintesis de ciclo (Phe-Gly) 2a.

Exp. Compuesto A o-le Disolventes Reflujo Producto
Lewis (h)
1 FeCls CH.CI, 6 No
2 FeCls Tolueno 6 No
3 Boc-Phe-Gly-OMe BFs-OEt; Tolueno 7 No
4 BF;.OEt; Tolueno 13 No
5 BF3-OEt; Tolueno/n-BuOH 8 No
6 BF3.OEt; Tolueno/n-BuOH 20 No

Tabla 2. Condiciones de reaccion hidrotermal ensayadas para la sintesis de ciclo (Phe-Gly) 2a.

Exp. Compuesto catalizador | Disolvente | Horno°C | t(h) Producto
7 CeCl3.7H,0 Agua 150 3 No
Boc-Phe-Gly-OMe
8 BF;.OEt, n-BuOH 130 3 No

Debido a que no se obtuvo el compuesto ciclo (Phe-Gly) esperado siguiendo la sintesis
planteada utilizando acidos de Lewis (FeCls y BF3.OEt>) se decidid proceder con la obtencion

de compuestos relacionados como son las N-alquildicetopiperazinas derivadas de ciclo (Phe-
Gly).

Seccion 2: Sintesis de N-alquildicetopiperazinas

La reaccion de la a-bromoamida 45, con distintas aminas 17 (anilina, bencilamina,
butilamina, etilendiamina, hexilamina, isobutilamina y valina), condujo a la obtencién de los
7 dipéptidos N-alquilados 3b-h, de los cuales 5 favorecieron a la formacién de DKPs 2c-g.

(ver Anexo, Esquema 31).

Los esteres dipeptidilmetilicos N-sustituidos 3b-h, se sintetizaron en condiciones bésicas
utilizando Na2CO3z/DCM, haciendo reaccionar el compuesto 45, con 7 aminas diferentes a
temperatura ambiente, de los cuales, 3b y 3g se purificaron (Esquema 20) y cinco se

utilizaron para la siguiente reaccion como producto crudo.




b; R= Ph
c; R=Bn
- AcOH d; R=Bu
HN OMe ~ _ NHyR17 HN OMe _AF .,  un © e; R= -CH,CH,NH,
le} o) DCM N. f; R= Hex
o Na,CO3, DCM o)\ 02\/ R ey
Br HN. h: R = -CH(COMe)CH(CHa)s
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Esquema 20. Sintesis general para la obtencion de las DKPs 2b-h.

Una reaccion inusual se presentd durante la N-alquilacion de la anilina con el compuesto 45.
La reaccion condujo a la obtencion del producto 3b con un rendimiento de 72%, aunado a
esto, se aislo el isbmero 3b’, que corresponde a la anilina acilada (Esquema 21). Esto se
corroboré por RMN de *H y 3C, en donde para el compuesto 3b’ se observaron sefiales a
3.90 ppm (6=56.98) que corresponden con el metilo (CH2-OMe) y 3.68 ppm (6=53.65)
perteneciente al metileno del grupo acilo (CH2-OMe, Anexo, Figura 17-18).

H
OMe HN
HN 1. Na,CO3, DCM + HN N
[ Lo 04 : ;
o 2. Anilina N o) OMe
Br \©
45 3b 3b

Esquema 21. Sintesis de N-alquilacion del dipéptido lineal 3b y 3b'

Por otro lado, la reaccion del compuesto 45 con isobutilamina generd el dipéptido N-
alquilado 3g. Para el dipéptido 3g, el rendimiento fue de 28.5%, este bajo rendimiento es
debido a la formacion de la DKP 2g, la cual se obtuvo bajo las mismas condiciones de
reaccion con un rendimiento del 38% (Esquema 22). En cambio, los dipéptidos N-alquilados

3c-f, h se utilizaron de manera directa sin previa purificacion para la obtencion de las DKPs.

OMe OMe 0
HN _1.Na,COz, DCM  HN N HN
. : PN
O%\ 2. Isobutilamina o) O%\/
o .
45 39 2g

Esquema 22. Sintesis de N-alquilacion del dipéptido lineal 3g y la DKP 2g.




Por altimo, la reaccion para la obtencién de la DKP 2b, se realizé a partir del precursor lineal
3b, sin embargo, la reaccion de ciclacion fue infructuosa, lo cual se debe posiblemente a la
baja nucleofilicidad del nitrégeno del grupo amino debido a que el par de electrones de éste
se deslocaliza hacia el anillo aromatico, de igual manera ocurri6 para el compuesto 3h, donde
el efecto estérico que presenta el carbono unido al nitrégeno impide la reaccion (Esquema
23).

OMe
HN AcOH o b; R=Ph
o — HN h; R = -CH(COMe)CH(CH);
0 DCM N
HN ° R
R
3 2

Esquema 23. Sintesis para la obtencion de las DKPs 2b, h.

8.1.Caracterizacion por RMN de dipéptidos lineales y ciclicos

Para corroborar la estructura de los derivados N-alquilados se efectud la caracterizacion
mediante RMN de 'H y °C, donde se asignaron las sefiales caracteristicas pertenecientes a

cada uno de los compuestos aislados.

En la obtencion de los derivados del compuesto 3b-h, se realizo el anélisis de RMN de H
del crudo de reaccidn para proceder a realizar el siguiente paso de la ruta planteada. Por lo
que en esta seccion de forma representativa solo se describe la caracterizacion del compuesto
N-iBu-Gly-Phe-OMe (30).

8.1.1. Anadlisis de RMN de H y **C del compuesto 3g

En el espectro de RMN de *H correspondiente a N-iBu-Gly-Phe-OMe (Figura 7) se observan
las siguientes sefales. Para el residuo de fenilalanina se observa una sefial ancha a 7.39-6.98
ppm que corresponde a los protones del anillo aromatico, con una integracion para 5
hidrogenos. Ademas, se observa una sefial multiple a 5.04-4.72 ppm perteneciente al H,-Phe
y con un desplazamiento de 3.32-2.99 ppm se aprecia una sefial ancha para 4 hidrégenos, dos
de ellos se deben a la resonancia de los protones Hg-Phe y dos corresponden a los H,, de la

glicina. Por otro lado, a 3.72 ppm se observa una sefial simple que integra para 3 hidrégenos




que corresponde a los protones del metilo del éster (OMe). En cambio, para el isobutilo
aparece una sefial doble con un desplazamiento de 2.3 ppm que corresponde a 2 hidrogenos
pertenecientes al CH: (iBu), ademas una sefial multiple en 1.34 ppm para el metino (CH-
iBu), y por tltimo se observan dos sefiales dobles a un rango de 1.06-0.73 ppm pertenecientes

a los metilos del iBu.
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H del compuesto N-iBu-Gly-Phe-OMe 3g.

En el espectro de RMN de *3C del dipéptido 3g, se aprecian 13 sefiales de carbonos: las
sefiales con desplazamientos quimicos de 173.6 y 171.9 ppm corresponden a los carbonilos
del éster y de la amida. También se observan cuatro sefiales diferentes a 136.1, 129.3, 128.6
y 127.1 ppm caracteristicas del anillo aromatico. Por otro lado, la sefial que aparece a 58.1
ppm corresponde al C,, de la glicina, asi mismo se aprecia una sefial a 52.7 ppm que pertenece
al metilo del éster (OMe). Mientras que, con un desplazamiento quimico de 52.5y 38.0 ppm
se observan el C, y Cp del residuo de fenilalanina y por dltimo se observan las sefiales

correspondientes al grupo isobutilo en 28.5 y 20.4 ppm, respectivamente.
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Figura 8. Espectros de RMN de *3C del compuesto N-iBu-Gly-Phe-OMe 3g.

8.1.2. Caracterizacion de las DKPs mediante la técnica de RMN de *H y *C de los
compuesto 2c-g

Al comparar los desplazamientos quimicos de RMN de 'H de las cinco DKPs obtenidas
(Figura 9) se observan ligeras variaciones de los grupos comunes presentes en cada una de
las moléculas (Tabla 3). En estos compuestos los protones de la glicina y los Hg de
fenilalanina presentan un desplazamiento quimico distinto debido al centro estereogénico del
C. de la fenilalanina. Los protones diasterotopicos de la glicina se presentan como sefiales
dobles para cada protdn, sus desplazamientos quimicos varian, para el caso del H, 3.75-3.45
ppm, mientras que los desplazamientos de H,  se observan en 3.05-2.78 ppm. En cambio,
para el residuo de Phe, los H, aparecen en 4.47-4.15 ppm, a diferencia de los Hg que son
diasterotopicos debido a que son vecinos de un centro asimétrico por lo que sus
desplazamientos se observan como un multiplete entre un rango de 3.79-2.57 ppm. Por

ultimo, los protones aromaticos se observan a un desplazamiento quimico de 7.66-7.02 ppm.




Tabla 3. Desplazamientos quimicos (en ppm) de RMN H de las DKPs 2¢c—g.

Compuestos Ar Phe Gly
H(l H[} HU. HU.’
2c 7.41-7.06 | 4.47-4.23 3.17 3.52 2.94
2d 7.43-7.11 | 4.44-4.22 | 3.31-3.01 3.48 2.83
2e 7.43-7.04 4.21 3.79-2.91 3.75 2.95
2f 7.42-7.02 | 4.46-4.15 | 3.75-2.57 3.45 2.78
29 7.66- 7.16 4.3 3.23 3.61 3.05
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Figura 9. Desplazamientos quimicos de RMN de *H de las DKPs 2¢-g.

Por otra parte, se pueden observar los desplazamientos quimicos de RMN de %3C
correspondientes a las cinco DKPs obtenidas. En la tabla 4 se describen las sefales
pertenecientes al anillo aromético, las cuales absorben en el rango de 136.1-134.8 ppm para
el carbono ipso, mientras que entre 130.3-129.1 ppm, se observan las sefiales que

corresponden al C-o. Por otro lado, se aprecian las sefiales caracteristicas del C-m a un




desplazamiento de 128.7-128.5 ppm, y a 127.7-127.0 ppm se asigno para el C-p. En cambio,
las absorciones de los C, y Cg de fenilalanina se observan a 58.6-56.4 y a 40.6-37.7 ppm,
respectivamente. Las sefiales caracteristicas pertenecientes a los carbonilos de amida
mostraron un desplazamiento quimico de 170.2-165.4 y de 172.0-166.5 ppm, para Phe y Gly,
respectivamente. Por otra parte, las sefiales correspondientes al C, de la glicina se

desplazaron en un rango de 49.71-49.03 ppm.

Tabla 4. Desplazamiento quimico de RMN de *3C de las DKPs 2c-g.

Compuestos Ar Phe Gly
ipso 0 m p Ca Cs Co Ca Cco
2c 134.9 130.2 128.7 127.4 56.6 40.5 165.5 49.7 166.5
2d 135.2 130.3 128.6 127.5 56.5 40.6 165.4 49.0 166.7
2e 134.8 130.0 128.7 127.7 56.4 40.3 166.2 49.1 166.6
2f 136.1 129.1 128.5 127.0 58.6 37.7 170.2 48.7 172.0
29 135.2 130.0 128.7 127.4 56.6 40.5 165.6 49.7 166.6
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Figura 10. Espectros de RMN de **C del compuesto 2¢c-g.




8.1.3. Caracterizacién de las DKPs de los compuestos 2c-g mediante espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Se caracterizaron los compuestos ciclicos obtenidos mediante la técnica de FT-IR donde se
observan las bandas de absorcion caracteristicas pertenecientes a las DKPs. En la region
espectral de 3213 cm! se observa la sefial de vibracion de tension que corresponde al enlace
amida del residuo de fenilalanina. Posteriormente se observa otra sefial en 1724 cm™ que
corresponde a la absorcion del grupo C=0 del mismo. Mientras que para el residuo de la
glicina se aprecia la sefial de vibracion de tensién a 1648 cm que pertenece al C=0, también
se puede observar la sefial de vibracion de flexion a 1497 cm que pertenece al N-H y a 1469
cm! aparece la sefial de vibracion de flexion correspondiente al CH2 unido al grupo fenilo.
Por Gltimo, observamos una sefial a 700 cm™ que corresponden al enlace C-H del anillo

aromatico.

Figura 11.Espectros de IR del compuesto 2c-2g.




9. CONCLUSIONES

Se exploré el desarrollo de una metodologia novedosa para la obtencién de las
dicetopiperazinas (DKPs), a partir de un compuesto Boc-N-dipeptidilmetilico (1) mediante
el empleo de acidos de Lewis. No obstante, las condiciones de reaccién evaluadas para
efectuar el paso de desproteccidn/ciclacion del dipéptido lineal no condujeron a la obtencion
del producto deseado.

Por otro lado, se establecio una ruta para la sintesis de N-alquildicetopiperazinas (2c-g)
mediante la N-alquilacion de una o-bromoamida 45 con posterior cierre del anillo para
producir una DKP. Con este protocolo se sintetizaron cinco compuestos de N-
alquildicetopiperazinas empleando dos diferentes metodologias; la primera metodologia fue
la ciclacion de los precursores lineales 3c-f en medio acido para la obtencion de las DKPs 2¢
(58%), 2d (98%0), 2e (23%), 2f (74%), y la segunda metodologia fue mediante la ciclacion
directa a partir del producto dipeptidico 2g formado in situ durante la N-alquilacion de la a-
bromoamida 45 y posterior cierre del anillo para producir una DKP 2g (38%0), en un solo
paso de reaccion. Todas las DKPs obtenidas fueron caracterizados por RMN, IR y MS. Las
DKPs sintetizadas 2d, 2e y 2g son moléculas que aun no han sido descritas en la literatura
(SciFinder). La sintesis de las N-alquidicetopiperazinas 2c-g se efectud a partir de materias
primas baratas y de facil acceso, aunado a que estas se obtuvieron con moderados a excelentes

rendimientos de reaccion.




10. PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

Los reactivos utilizados en el presente proyecto se usaron sin purificacion adicional. Los
disolventes de grado técnico empleados fueron acetona, acetato de etilo (AcOEt),
diclorometano (DCM), hexano, metanol (MeOH).

Para efectuar las purificaciones cromatogréaficas se utilizé como fase estacionaria gel de silice
60 silanizada 0.063 — 0.200 mm (Merck) y para el monitoreo de reacciones y fracciones de
CC se emplearon placas de TLC de gel de silice 60 Fosa.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se adquirieron en un equipo
Magritek Spinsolve 80 ultra con una frecuencia de 80 MHz para *H y 20 MHz para *3C. Los
disolventes utilizados fueron cloroformo deuterado (CDCl3), metanol-ds (CD30D) y se us6
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan
en ppm (), las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz). La multiplicidad
de las sefiales de los diferentes espectros de *H esta referida como; ““s” para una sefial simple,
“sa” para una sefal simple ancha, “d” para una sefial doble, “dd” para una sefal doble de

dobles, “m” para una sefial multiple.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrometro de infrarrojo modelo Perkin
Elmer Spectrum 100 (rango: 4000-515 cm™), acoplado con un interferémetro de reflectancia

total atenuada (ATR por sus siglas en inglés).

Los espectros de masas de alta resolucion fueron obtenidos por infusion directa en un Synapt
G2-Si Q-TOF (Waters), equipado con una camara de electro-spray, un filtro de masa de

cuadrupolo sencillo y un analizador de masa de tiempo de vuelo.

Los puntos de fusion se determinaron por la técnica de capilar abierto en un equipo
automatizado Stanford Research Systems Ez-Melt MPA 10.

10.1. Procedimiento general para la sintesis de los clorhidratos 47a-c

La sintesis para la obtencién de los ésteres metilicos de los aminoacidos se realizé6 mediante
la reaccidn de un acido carboxilico con cloruro de trimetilsilano (TMSCI) en presencia de
metanol (MeOH) (Esquema 24).




OMe OH
HCI'HoN M HaN H
2 /E( ovie HCI'HZN\J;fO e ) /E( on HzN\J;fO
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O
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47a 47b 47c 50a 50b 50c
R R
OH TMSCI oM
HoN ———————  HCIH,N ¢
o} MeOH o

50aR=H 47a;R =H

50b; R =Bn 47b; R =Bn

50c;R=iPr 47c; R = jPr

Esquema 24. Sintesis para la obtencion de los clorhidratos 47a-c.

En un matraz de bola de 125 mL, provisto de un agitador magnético, se coloco el aminoacido
50a (1.17 9,10 mmol), 50b (0.751 g, 10 mmol 6 50c (1.6 g, 10 mmol) y se le agregé TMSCI
(1.83 mL, 20 mmol) en una sola porcidn, se dejo en agitacion por 15 min. Posteriormente, se
agregd MeOH (20 mL) y se dejo en agitacion a temperatura ambiente (50a, 25 h; 50b, 14 h;
53, 20 h). Transcurrido el tiempo de reaccion el disolvente fue eliminado bajo vacio. El

producto crudo obtenido fue usado sin posterior purificacion.

10.2. Procedimiento general para la sintesis de los aminoéster (46b-c)
R

)\H/OMG NaHCO3 R
HCI'H,N —_— OMe
o] HzN)\I(
(0]
50b; R =Bn 48 b; R =Bn
50c; R = iPr 48 c; R = iPr

Esquema 25. Sintesis de aminoéster para el compuesto 46a y 46b

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se disolvio el clorhidrato de aminoéster 50b (11.24
mmol), 6 50c (5.97 mmol) en DCM (30 mL). La disolucion se transfirié a un embudo de
separacion de 250 mL y se le agreg6 una solucién saturada de NaHCO3 (30 mL). La fase
acuosa se extrajo con DCM (3 x 30 mL). Las fases organicas se combinaron y se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro, el disolvente se elimind bajo vacio en un rotaevaporador. El

producto crudo fue usado sin posterior purificacion (Esquema 25).




10.3. Sintesis del dipéptido Boc-L-Phe (46)
Para la sintesis de Boc-L-fenilalanina (Boc-L-Phe, Esquema 26). La primera etapa de la
sintesis consistio en la proteccion del grupo a-amino empleando un grupo protector t-

butoxicarbonilo (Boc) en una solucion de NaHSO4H20 y t-BuOH.

Boc,0, NaHSO4'H,0
HoN OH & * 2% Boc. OH

o t-BuOH
20-40 °C o

50b 46

Iz

Esquema 26. Sintesis de Boc-L-Phe.

En un matraz de bola de 125 mL provisto de un agitador, se coloc6 L-Phe (2 g, 12.10 mmol)
en NaOH (13.3 mmol, 6.6 mL, 2M) a temperatura ambiente. Posteriormente se le agregé t-
BuOH (2.5 mL), el pH se mantuvo en 12. A la mezcla se le afiadié Boc,O (12.1 mmol, 2.5
mL) gota a gota. Una vez finalizada la adicion, la mezcla de reaccidn se calenté a bafio maria
a una temperatura de 35 °C por 2 h, posteriormente se dejo en agitacion toda la noche a
temperatura ambiente. Al terminar la reaccion, se hicieron lavados con hexano (2 x 5 mL),
la fase acuosa se acidifico hasta llegar a un pH de 1.5 agregando lentamente una solucion de
NaHSO4H20 (2M) a una temperatura de 5 °C. La disolucion turbia fue extraida con AcOEt
(3 x 40 mL), las fases organicas se secaron con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se

colocd en un matraz de bola el cual se concentré en un rotavapor.

10.4. Sintesis del dipéptido lineal Boc-Phe-Gly-OMe (1)

Para la formacion del dipéptido lineal se utiliz6 EDAC como reactivo de acoplamiento
utilizando la metodologia reportada por Pérez-Picaso et. al (Esquema 27).4

0]
OMe EDAC, DMAP H
Boc. OH . > Boc. N
oc N + HC| HQN/\"/ oc N \)J\OMe
H o 0 CH,Cl, H
46 47a 1

Esquema 27. Sintesis de dipéptido lineal protegido 1.




En un matraz de bola de 125 mL provisto de un agitador, se colocaron los aminoacidos
protegidos 46 y 47a: 1.0 eq de Boc-Phe-OH (4.8 mmol), 1.2 eq del aminoéster Gly-OMe
(5.8 mmol), 0.1 eq de DMAP (0.4 mmol), 1.2 eq de EDAC (5.8 mmol) y se disolvieron en
CHCI> (20 mL). Posteriormente, a la disolucion se le adiciond TEA (9.6 mmol). La mezcla
de reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente toda la noche (19 h). Transcurrido
el tiempo la mezcla de reaccion se tratd con una disolucion saturada de NH4CI (20 mL).
Posteriormente se separ0 la fase organica y la fase acuosa sé extrajo con CH2Cl, (3x15 mL).
Las fases organicas se secaron sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se evaporo a presion

reducida.

El compuesto se purifico por cromatografia en columna (CC)

o usando un sistema hexano/AcOEt en proporciones 7:3. Aceite de
N\u)LOMe color amarillo (534 mg, 30.7 % rendimiento).

IR: 3309 (N-H), 3055 (C-Har), 1748 (C=0 éster), 1660 (C=0 amida), 1207 y 697 (C=C-Har).

RMN *H (80 MHz, CDCly): & 7.38-7.09 (m, 5H, Har), 6.79 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH-Gly), 5.29
(d, J = 8.0 Hz, 1H, NH-Phe), 4.67-4.15 (m, 1H, Ho-Phe), 3.98 (d, J = 5.4 Hz, 2H, H,-Gly),
3.72 (s, 3H, OCHa), 3.21 (dd, J = 6.4, 13.6 Hz, 1H, Hp-Phe), 3.00 (dd, J = 7.2, 13.6 Hz, 1H,
Hg-Phe), 1.38 (s, 9H, t-Boc).

RMN 13C (20 MHz, CDCl3) § 172.0 (CO-éster), 170.1 (CO-NH), 155.7 (CO-Boc) 136.8
(Cipso), 129.6 (CAr), 128.7 (CAr), 127.0 (CAr), 80.4 (CterciariO'BOC), 55.9 (Ca-Phe), 52.4 (OME),
41.3 (C,-Phe), 38.5 (Cp-Gly), 28.3 (CH3-Boc).

10.5. Sintesis para la obtencion de a-bromoacetilfenilalanina (45)

o)
0] Br\)J\
ou Na,COj3, 49 HL OMe Br
H,N e — N BrAcBr 49
o DCM, ta.4h  Br 0
48b 45

Esquema 28. Sintesis para la obtencion de a-bromoamida 43.

En un matraz de bola de 250 mL, provisto de un agitador magnético, se coloco el aminoéster

libre (8.50 mmol) en DCM (60 mL) y se adicion6 carbonato de sodio (12.76 mmol) a




temperatura ambiente. A la suspension fria se le adicion6 bromuro de bromoacetilo (10.21
mmol) gota a gota y se dejo en agitacion por 4 h. Posteriormente, el producto crudo obtenido
se comprob6 por TLC en un sistema de disolvente Hexano/AcOEt (7:3). Finalmente, la
mezcla de reaccion se lavo con una solucion saturada de NaHCO3 (3 x 30 mL), y la fase
orgénica se secO sobre NaSOs anhidro. El producto crudo fue usado sin posterior
purificacion (Esquema 28).

10.6. Procedimiento general para la sintesis de los dipéptidos N-alquilados (3b-h)
La sintesis para la preparacion del dipéptido lineal 3 consistido en la reaccion de a-

bromoamida 45, con diferentes aminas (anilina, bencilamina, butilamina, etilendiamina,

hexilamina, isobutilamina y la ValOMe 47c).

NH,-R 17
b; R = Ph
HN OMe OMe ¢c;R=Bn
S 17 HN d:R=Bu
> o) e; R = -CH,CH,NH
O)\ Na,CO3, DCM o)\ R Hex 22
Br
HN g; R=iBu
h; R = -CH(COMe)CH(CH3)3
45 3b-h

Esquema 29. Esquema general para la sintesis de dipéptidos N-alquilados.

En un matraz de bola de 250 mL, provisto de un agitador magnéetico, se coloco el compuesto
45 (1.67 mmol) y Na,COs (2.51 mmol) en DCM (20 mL), posteriormente se le agregoé la
anilina (2.00 mmol) en una sola porcion. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 26 h
a temperatura ambiente. Al terminar la reaccion se diluyé con DCM (30 mL) y la disolucion
fue extraida con una solucion saturada de NH4Cl (30 mL), la fase acuosa se extrajo con DCM
(3 x 30 mL) y la fase organica se seco sobre Na,SO4 anhidro. Finalmente, el disolvente se

elimind mediante un rotaevaporador para obtener los productos crudos (Esquema 29).




Ph-Gly-Phe-OMe 3b y el isomero 3b’

Los compuesto 3b y 3b’ se purificaron por CC usando un sistema Hexano/AcOEt (7:3) —
AcOEt 100% — acetona 100%— MeOH 100%. Se obtuvieron dos productos; el primer
producto que se aisl6 fue el dipéptido lineal 3b, como un solido color café fibroso (383.7 mg,
71.8 %). De igual forma se aisl6 el isomero 3b’, como un solido verde en fracciones mas

polares con un rendimiento de 38% (203 mg).
A) Compuesto 3b

RMN H (80 MHz, CDCls): § 7.47 — 6.32 (m, 10H, Hay), 5.15 — 4.67 (m, 1H,
B Ho-Phe), 3.68 (s, 2H, Ho-Gly), 3.64 (s, 3H, OCHs), 3.03 (d, J = 6.0 Hz, 2H,
HN® OMe HB-PhE).

HN RMN 13C (20 MHz, CDCls): 5 171.73 (CO-éster), 170.61 (CO-NH), 147.08
O (Car), 135.58 (Car), 129.33 (Car), 128.53 (Car), 127.02 (Cas), 118.88 (Ca),
113.20 (Car), 52.62 (Co-Phe), 52.26 (OMe), 48.45 (C,-Gly), 37.81 (Cg-Phe).

B) Compuesto 3b’

RMN H (80 MHz, CDCls): § 7.39 — 6.04 (m, 10H, Ha), 5.05 — 4.63 (m,
ﬁ 1H, Ho-Phe), 3.90 (sa, 2H, Ho-OMe), 3.68 (s, 3H, OCHs), 3.33 — 2.71 (m,

H

HN N\@ 2H, Hp-Phe).
0

o&om

) RMN 3C (20 MHz, CDCls): & 172.03 (CO-éster), 170.74 (CO-amida),

3b 146.30 (Cipso), 136.20 (Cipso), 129.44 (Car), 129.23 (Car), 128.58 (Car),

127.01 (Car), 118.61 (Car), 112.12 (Car), 56.98 (CH2-OMe), 53.65 (OMe), 52.44 (Co-Phe),
37.70 (Cg-Phe).

N-iBu-Gly-Phe-OMe (3g) y ciclo [Gly(N-iBu)-Phe] (29)

El compuesto 3g se purificé por CC usando un sistema hexano/AcOEt 5:5 — AcOEt 100%,
lo cual condujo a la formacion de dos productos; el primer producto que se obtuvo es el
dipéptido lineal 3g, como un aceite de color amarillo (138.6 mg, 28.5% rendimiento).
Mientras que en fracciones mas polares se aislé de forma pura la DKP 2g lo cual dio como
producto un sélido cristalino color beige (164.2 mg, 38% rendimiento), con un punto de
fusion de 125.5-127.1 °C.




A) compuesto 3g.

RMN *H (80 MHz, CDCls) & 7.43-6.95 (M, 5H, Hay), 4.89 (dt, J= 8.1, 6.1
’ oye 12 1H, Ha-Phe), 3.72 (s, 3H, OCH), 3.22 (s, 2H, Ho-Gly), 3.13 (d, J = 6.8
" & Hz 2H, Hs-Phe), 2.51-2.15 (m, 2H, CHo-iBu), 1.83-1.32 (m, 1H, CH-iBu),

A
wn__|_ 1.30(d, J= 6.4 Hz, 3H, CHa-iBu), 0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHa-iBU).

%9 RMN 13C (20 MHz, CDCls): § 172.06 (CO), 171.87 (CO), 136.09 (Ca),
129.29 (Ca;), 128.64 (Car), 127.15 (Car), 58.09 (OMe), 52.71 (Cy-Phe), 52.50 (Cy-Gly),
52.31 (CHz-iBu), 37.99 (Cp-Phe), 28.53 (CH-iBu), 20.43 (2CHs-iBu).

B) compuesto 2g

IR (cmY): 3233 (N-R), 3026 (C=Ca), 2956 (CHs), 1729 y 1654 (C=0), 1465
(CHz), 697 (C-Hay).

(0]
O&NJ\ RMN H (80 MHz, CDCls): & 7.66- 7.16 (m, 5H, Has), 4.30 (dt, J= 8.1, 6.1
20 Hz, 1H, Ho-Phe), 3.61 (d, J=16.8 Hz, 1H, Ho-Gly), 3.23 (dd, J= 13.2, 7.2 Hz,
1H, Hg-Phe), 3.05 (d, J=16.8 Hz, 1H, Ho-Gly), 2.93 (dd, J= 13.2, 6.4 Hz, 1H, Hg-Phe), 2.17-
1.56 (m, 1H, CH-iBu), 1.54-1.11 (m, 2H, CH-iBu), 0.86 (d, J=6.4, 3H, CH3-iBu), 0.84 (d,
J=6.4, 3H, CHs-iBu).

RMN 13C (20 MHz, CDCls): § 166.57 (CO), 165.71 (CO), 135.25 (Car), 130.11 (Ca;), 128.73
(Car), 127.29 (Car), 56.63 (Cy-Phe), 53.84 (C,-Gly), 49.78 (CH,-iBu), 40.51 (Cp-Phe), 26.15
(CH-iBu), 20.09 (CHs-iBu).

ESI(+)-HRMS: observado [M+H]* = m/z 261.1599 [M+H]*, (calculado para CisH21N203,
261.1603).




10.6.1. Procedimiento general para la sintesis de las DKPs (2b-f, h)

b; R = Ph
c; R=Bn
HN OMe d; R =Bu
o AcOH HN [0) e; R = -CH,CH5NH,
f; R = Hex
o)\ ~ ;
DCM, reflujo h'R=-
e O)\/N\R - R = -CH(COMe)CH(CHa)s
3 2

Esquema 30. Esquema general de sintesis para la obtencion de las DKPs.

En un matraz de bola de 125 mL, provisto de un agitador magnético, se colocé el dipéptido
lineal 3 b-f, h (3b, 0.23 g, 0.74 mmol; 3c, 0.59 g,1.82 mmol; 3d, 0.54 g, 1.85 mmol; 3e, 1.60
g, 5.73 mmol; 3f, 0.65g, 1.13 mmol, 3h, 0.57g, 1.64 mmol). Posteriormente se adicion6 DCM
(20 mL), se agregaron 3 gotas de acido acético y se dejé en reflujo por 8 h. Al terminar la
reaccion esto se diluyé con DCM (30 mL) y la disolucién fue extraida con una solucion
saturada de NaHCO3 (30 mL), la fase acuosa se extrajo con DCM (3 X 30 mL) y la fase
organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro, y el disolvente se eliminé mediante un
rotaevaporador (Esquema 30). El producto crudo obtenido se caracteriz6 mediante RMN e
IR.

Ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c
El compuesto 2c se purificé por CC usando un sistema hexano/AcOEt
b 7:3— AcOEt 100%, El producto obtenido es un sélido blanco (310 mg,
HN™ 57.96% de rendimiento), con un punto de fusion de 170.1-173.5 °C. Los
datos espectroscépicos de 2c son consistentes con lo descrito en la

2¢ literatura. >0
IR (cm1): 3246 N-R, 2932 CH-Ar, 1685 y 1641 C=0, 1452 C=C-Ar, 1307 C-NH.

RMN H (80 MHz, CDCls): & 7.41 — 7.06 (m, 10H, Ha), 6.67 (sa, 1H, NH), 4.47 (s, 2H,
CHa-Ph), 4.47 — 4.23 (m, 1H, He-Phe), 3.52 (d, J= 17.6 Hz, 1H, H,-Gly), 3.17 (d, J= 4.8 Hz,
2H, Hg-Phe), 2.94 (d, J= 17.6 Hz, 1H, Hy-Gly).

RMN 13C (20 MHz, CDCls): § 166.53 (CO-Gly), 165.43 (CO-Phe), 134.91 (Cipso), 134.80
(Cipso), 130.16 (Car), 128.72 (Car), 127.45 (Car), 56.50 (Co-Phe), 49.71 (Co-Gly), 48.38 (CHo-
Ph), 40.56 (Cg-Phe).




ESI(+)-HRMS: observado [M+H]* = m/z 295.1447 [M+H]*, (calculado para C1gH19N20>,
295.1447).

Ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d

El compuesto 2d se purifico por CC usando un sistema AcOEt/ hexano

85:15. El producto obtenido es un sélido cristalino color blanco (474 mg,

j\;N\/\/ 98% de rendimiento), con un punto de fusion de 131.1-133.8 °C.
0]

”d RMN H (80 MHz, CDCl3) & 8.04 (sa, 1H, NH), 7.43-7.11(m, 5H, Ha),
4.44 — 4.22 (m, 1H, Hq-Phe), 3.48 (d, J=17.6, 2H, H,-Gly), 3.31-3.01 (m, 4H, CH2-Bu, Hg-
Phe), 2.83 (d, J=17.6, 2H, H,-Gly), 1.47-0.94 (m, 4H, CH2-Bu) 0.91 (t, J=12.8 Hz, 3H, CH:s-
Bu).

RMN C (20 MHz, CDCls): & 166.80 (CO-Gly), 165.42 (CO-Phe), 135.01 (Cipso),
130.16(Car), 128.43 (Car), 127.32(Car), 56.36 (Cq-Phe), 48.88 (C,-Gly), 46.13 (CH,-Bu),
40.42 (Cg-Phe), 28.61 (CH,-Bu), 19.88 (CH2-Bu), 13.73 (CHs-Bu).

ESI(+)-HRMS: observado [M+H]* = m/z 261.1599 [M+H]*, (calculado para CisH2:N203,
261.1603).

Ciclo[Gly(N-EtNH2)-Phe] 2e

El compuesto 2e se purifico por CC usando un sistema DCM/MeOH

B

. (95:5), el producto obtenido es un sélido amarillento (32 mg, 22.74 % de

" rendimiento)
O%\x/N\/\NHZ )
IR (cm): 3195 (N-H), 3064 CH-Ar, 1729 y 1660 C=0, 1465 CH,, 697

C=CH-Ar monosustituido.

2e

RMN H (80 MHz, CDCls): 5 7.43 — 7.04 (m, 5H, Har), 4.21 (t, J= 9.6 Hz, 1H, H,-Phe), 3.75
(d, J=16.8 Hz, 1H, H,-Gly), 3.79 — 2.91 (m, 6H, Hp-Phe, CH2-N), 2.95 (d, J=16.8 Hz, 1H,
Ha'GIy).

RMN 33C (20 MHz, CDCls): § 166.50 (CO-Gly), 166.07 (CO-Phe), 134.93 (Cas), 130.01
(Car), 128.74 (Car), 127.64 (Car), 56.27 (Cq-Phe), 49.38(Co-Gly), 48.78 (CH2-N), 42.95
(CH2-NHy), 40.36 (Cs-Phe).




Ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f

El compuesto 2f se purifico por CC usando un sistema Hex/AcOEt 6:4
el producto obtenido es un solido blanco (650 mg, 74 % de
rendimiento), con un punto de fusion de 114.2-115.8 °C. Los datos
espectroscopicos de 2f son consistentes con lo descrito en la

2f literatura.>?

IR (cm™): 3213 (N-R), 3057 (C-Har), 2956 (CHs), 2932 (CH2), 1723 y 1660 (C=0), 697
(C=C-Ha,).

RMN H I (80 MHz, CDCls): & 8.22 (sa, 1H, NH), 7.42-7.02 (m, 5H, Ha), 4.46-4.15 (m, 1H,
Hy-Phe), 3.75- 2.57 (m, 4H, CHo-N, Hg-Phe), 3.45 (d, J=17.6 Hz, 1H, H.-Gly), 2.78 (d,
J=17.6 Hz, 1H, H,-Gly), 1.25 (sa, 8H, CHz-Hex), 1.62-0.75 (m, 3H, CHa-Hex).

RMN 3C (20 MHz, CDCls) § 166.48 (CO-Gly), 165.11 (CO-Phe), 134.88 (Car), 130.07
(Car), 128.22 (Car), 127.10 (Car), 56.19 (Co-Phe), 48.70 (Co-Gly,) 46.25 (CHz-Hex), 40.23
(Cp-Phe), 31.17 (CHo-Hex), 26.18 (CHz-Hex), 22.22 (CH,-Hex), 13.77 (CHa-Hex).

ESI(+)-HRMS: observado [M+H]* = m/z 289.1919 [M+H]*, (calculado para C17H2sN203,
289.1916).




11. ANEXO
Boc-Phe-Gly-OMe (1)
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H del dipéptido lineal Boc-Phe-Gly-OMe 1.
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Figura 13. Espectro de RMN de *3C del Boc-Phe-Gly-OMe 1.




Figura 14. Espectro IR del dipéptido lineal Boc-Phe-Gly-OMe 1.
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Esquema 31. Esquema general de sintesis para la obtencidon de las DKPs 2c-2g.
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Ph-Gly-Phe-OMe 3b y el isomero 3b’
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H del Ph-Gly-Phe-OMe 3b.
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Figura 16. Espectro de RMN de *3C del Ph-Gly-Phe-OMe 3b.
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Figura 17.Espectro de RMN de *H del isémero 3b’.
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Figura 18. Espectro de RMN de 3C del isomero 3b’.
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N-iBu-Gly-Phe-OMe (39)
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Figura 19. Espectro de RMN de *H del compuesto N-iBu-Gly-Phe-OMe 3g.
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Figura 20. Espectro de RMN de *3C del compuesto N-iBu-Gly-Phe-OMe 3g.




Ciclo [Gly(N- iBu)-Phe] 2g.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H del compuesto ciclo [Gly(N-iBu)-Phe] 2g.
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Figura 22. Espectro de RMN de *3C del compuesto ciclo [Gly(N-iBu)-Phe] 2g.
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Figura 23. Espectro de IR del compuesto ciclo [Gly(N-iBu)-Phe] 2g.
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Figura 24. Espectro ESI(+)-HRMS del compuesto ciclo [Gly(N-iBu)-Phe] 2g, [M+H]*=261.1599 férmula

molecular C15H21N>0,, masa exacta teérica 261.1603.




Ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H del compuesto ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c.
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Figura 26. Espectro de RMN de *3C del compuesto ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c.




Figura 27. Espectro de IR del compuesto ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c.
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Figura 28. Espectro ESI(+)-HRMS del compuesto ciclo [Gly(N-Bn)-Phe] 2c, [M+H]*=295.1447 férmula

molecular C1gH19N>0O,, masa exacta tedrica 295.1447.




Ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d
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Figura 29. Espectro de RMN de *H del compuesto ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d.
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Figura 30. Espectro de RMN de *3C del compuesto ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d.
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Figura 31.Espectro de IR del compuesto ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d.
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Figura 32. Espectro ESI(+)-HRMS del compuesto ciclo [Gly(N-Bu)-Phe] 2d, [M+H]"=261.1599 formula

molecular C15H21N>0,, masa exacta teérica 261.1603.




Ciclo[Gly( N-EtNH2)-Phe] 2e
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Figura 33. Espectro de RMN de *H del compuesto ciclo [Gly(N-EtNH,)-Phe] 2e.
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Figura 34. Espectro de RMN de *3C del compuesto ciclo [Gly(N-EtNH,)-Phe] 2e.




Figura 35. Espectro de IR del compuesto ciclo |Gly(.\-EtNH:)-Phe| 2e.



Ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f
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Figura 36. Espectro de RMN de *H del compuesto ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f.
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Figura 37. Espectro de RMN de *3C del compuesto ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f.
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Figura 38. Espectro de IR del compuesto ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f.

230811_13f 43 (0.863) 1: TOF MS ES+
100- 289.1919 8.07e6
Q\CL
(0]
HN
2901045 4152122 )\/ N~~~
(6]
338.3426
192.1390 437.1941
119.0863 3303451
120.0848 : 438.1968
114.128< 193.1420 ‘ ( | \ 531.2744 637.f051 675.6749g01 5493 8464335 9254860 974.6368
0,““““‘\“‘\‘\“‘l“““““1 "l‘l"l‘\‘w‘\\"w“\"\“\}“"l“"“"“"H"‘J"l"‘“‘“"“"“‘s.‘u“““‘h““““mlz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 39. Espectro ESI(+)-HRMS del compuesto ciclo [Gly(N-Hex)-Phe] 2f, [M+H]*=289.1919 férmula
molecular C17H25N20,, masa exacta tedrica 289.1916.
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