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Resumen

Una tendencia dentro de la sintesis de compuestos terapéuticos es el
acoplamiento de moléculas bioactivas con aminoacidos y/o residuos de péptidos
con el fin de incrementar su actividad biolégica para combatir cepas
multirresistentes. Utilizando esta técnica, en el presente trabajo de tesis se
describe la sintesis de 17 compuestos; cinco ésteres N-benzoilaminometilicos,
seis N-benzoilaminoacidos y seis N-ftaloilaminoacidos con potencial actividad
antifangica, empleando como moléculas bioactivas a los derivados del acido
benzoico. Los compuestos sintetizados se caracterizaron por técnicas

espectroscopicas de RMN de *H y de *3C, de masas y de IR.

0O R O Ry (0]
SO o A
Roi~ H H Nﬂ/"
= O o OH
o O
Esteres N-benzoilaminometilicos N-benzoilaminoacidos N-ftaloilaminoacidos
Ry R Ry Ry
45 isopropil Fenil 50 (1S)-1-metilpropil 56 (1S)-1-metilpropil
46 isopropil 3-metoxifenil 51 isobutil 57 isobutil
47  isopropil 3,4-dimetoxifenil 52 metil 58 metil
48 isopropil 4-hidroxifenil 53 fenil 59 fenil
49 (1S)-1-metilpropil fenil 54 CH,-(3-indolil) 60 CHy-(3-indolil)

55 isopropil 61 isopropil

[1]
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l.  INTRODUCCION

1.1 Sintesis orgéanica

La sintesis organica es una disciplina dentro de la quimica organica que consiste
en el disefio sistematico y metdédico de una molécula, para lo cual se han
conceptualizado diferentes herramientas para proponer una 0 mas rutas sintéticas
viables con el fin de desarrollar la sintesis de una molécula objetivo. Por lo cual la
sintesis de compuestos organicos se ha convertido en uno de los ambitos mas

importantes de la quimica organica.

Uno de los principales objetivos de la sintesis organica es obtener compuestos
para su aprovechamiento en diferentes areas como: farmacéutica, alimentaria,

textil, agricola, etc. (Fig. 1).*

F
CH3;O OH OH
O O HO NH, Q HO,C O X~ OH
Lo Oy on O
N‘N\> HO COOH HO OH
=\

O OH
Flutriazol (S)-(-)-DOPA Benzoato de sodio Acido carminico
Fungicida Féarmaco Conservador Colorante
1 2 3 4

Figura 1. Ejemplos de moléculas sintéticas de interés comercial

Algunos factores a considerar en la planeacioén de la sintesis de una molécula

objetivo son (Fig. 2):

[1]
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Elementosy
grupos
funcionales

Inestabilidad Conectividad
estructural ciclica

Complejidad contenido de
estructural estereocentros

Reactividad
quimica

Figura 2. Factores a considerar para efectuar una sintesis 6ptima

Para el desarrollo de una ruta de sintesis factible, es necesario considerar una
serie de intermediarios sintéticos que podrian ser obtenidos por reacciones
sucesivas, y de esta manera realizar los cambios quimicos necesarios al

precursor, para finalmente obtener la molécula objetivo. 2

Las dos formas principales para obtener una molécula objetivo, se diferencian por
la complejidad de sus precursores a utilizar: en la sintesis parcial o semisintesis se
parte de un producto natural que no ha sido sintetizado previamente, sino que ha
sido extraido y purificado de organismos por métodos de separacion de mezclas.
Mientras que la sintesis total consiste en una estrategia que parte de moléculas
simples comercialmente accesibles para la obtencion de moléculas
polifuncionalizadas mediante una rigurosa planificacion de rutas sintéticas viables.
De esta forma se sintetizan nuevos farmacos para combatir enfermedades y se
obtienen polimeros que son usados para la protesis o la sustitucion de érganos
dafiados, por lo cual el desarrollo de la quimica organica continuara siendo una de

las principales disciplinas que seguira dando amplios beneficios a la humanidad.

[2]
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1.2 a-Aminoéacidos

Se define como a-aminoécido a un &cido carboxilico que presenta el carbono alfa
sustituido con un grupo amino. El carbono alfa puede estar sustituido con un grupo
R, a este sustituyente se le denomina cadena lateral (Fig. 3). Las cadenas
laterales de los aminoacidos pueden presentar grupos funcionales los cuales les

proporcionan sus propiedades caracteristicas."

atomo de carbono o
(0]

* I

HzN_HC'—’C\
R

OH

grupo a-amino cadena lateral

Figura 3. Estructura general de un a-aminoacido

Actualmente existen mas de 700 aminoacidos distintos en la naturaleza, de los
cuales 20 son llamados amino&cidos esenciales ya que se utilizan para la sintesis

de proteinas del acido desoxirribonucleico (DNA) en los seres vivos.

Estudios estereoquimicos han demostrado que en todos casos los aminoacidos
son quirales a excepcion de la glicina. EI atomo del carbono o es asimétrico y es el

centro estereogénico de la molécula.
Los aminoacidos pueden clasificarse de acuerdo a la cadena lateral de cada uno:

i) Cadenas laterales no polares:

Los aminoé&cidos de este tipo (5-13) presentan sus cadenas laterales hidrofébicas
(Fig. 4). La glicina es el aminoacido mas simple ya que no tiene cadena lateral
(R=H).

[3]
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O @) O
/i\TJKOH ‘\(J\OH r)kOH
NH, NH, NH,
Val 5 Ala 6 Gly7
O e} (0]
S
OH — OH OH
NH2 NH2 NH2
Phe 8 Met 9 lle 10
O
Q O
~ OH
\T/A\VJKOH oy HN
NH NH,
2 NH
Leu 11 Pro 12 Trp 13

Figura 4. Aminoacidos no polares

i) Cadena lateral polar no ionizable:
Estad clase de amino&cidos (14-17) se caracteriza por presentar 2 tipos de

funcionalidades; un grupo amida o un grupo hidroxilo (Fig. 5).

(0] 0] (0]
O NH, NH,

Asn 14 GIn 15
0 OH O
HO/\/U\OH MOH
NH, NH,
Ser 16 Thr 17

Figura 5. Aminoécidos polares no ionizables

iii) Cadenas laterales basicas:
Los aminoacidos (18-20) presentan grupos funcionales con caracteristicas basicas

presentes en las cadenas laterales. La lisina (18) presenta un grupo samino y la

[4]
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arginina (19) tiene un grupo guanidinio, mientras que la histidina (20) presenta un

anillo heterociclico nitrogenado, el imidazol (Fig. 6)

o H O
HoN HoN_ N
NH, NH NH,
Lys 18 Arg 19
o
NS OH
\_NH NH,
His 20

Figura 6. Aminoacidos basicos

iv) Cadenas laterales acidas:

Entre todos los compuestos de este tipo, estos aminoacidos (21 y 22) son las
unidades mas ricas en electrones y presentan un grupo carboxilico en sus
cadenas laterales. Su funcidbn mas importante es formar enlaces i6nicos con

especies con carga positiva (Fig. 7).

o 0 o)
HONOH HOWOH
O NH, NH,

Asp 21 Glu 22

Figura 7. Aminoacidos acidos

1.3 Formacion del enlace amida

La formacion del enlace amida se da por el acoplamiento del grupo carboxilico de
un derivado de &acido benzoico con el grupo a-amino de un aminoécido. Una
singularidad del enlace amida es la isomeria cis-trans que presenta debido al

caracter sp? (60:40) del enlace C-N. Se sabe que los enlaces amida planares

[5]
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ocurren en la conformacion trans, esta planaridad es mantenida debido a una
energia de barrera rotacional causada por el caracter parcial del doble enlace de
la amida, la diferencia de energia entre una isomeria cis y trans es de 2.5 kcal/mol
(Fig. 8).3

Enlace amida

O H R

H [ I
N R N. 2.5 kcal/mol R N.
WAOH T R T oA
(e} R O o
derivado del aminoacido
acido benzoico
a) b)

Figura 8. a) Enlace amida, b) isomeria cis y trans

1.4 Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son organismos eucariontes que poseen muchos de los organelos e
inclusiones citoplasmaticas que estan presentes en las células de organismos
eucaridticos superiores. Los hongos crecen en dos formas bésicas: levaduras

(unicelulares) y mohos que son filamentosos (pluricelulares).*

Estructuralmente un hongo filamentoso tiene una pared celular que difiere de la
pared bacteriana porque contiene quitina (polimero de N-acetil-D-glucosamina,
conformado por subunidades de azlcar nitrogenado), este compuesto le
proporciona una estructura con gran plasticidad lo que hace que sea mas dificlil
degradarla. Ademas de su dureza y firmeza, la pared celular tiene una estructura
muy flexible, por lo tanto el organismo puede alterarla en respuesta a estimulos
externos e internos. Particularmente los hongos filamentosos se adaptan a su
presion interna y a la turgencia con las enzimas de la pared celular.® En los Gltimos
afnos se ha estudiado la composicion de la pared celular fungica y esta varia entre
diferentes especies pero principalmente esta compuesta de polisacaridos con un

alto grado de ramificacion, y aunque esta composicidon cambia entre especies se
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conservan algunas en comun, como la -1,3-glucano-quitina, una excepcion es el
Zygomycetes spp que contiene quitosano en lugar de quitina. Algunas especies
fungicas pueden presentar paredes celulésicas o con otros polimeros como
mananos, galactanos y quitosano. La membrana citoplasmética es rica en
esteroles y en el citoplasma existen mitocondrias, reticulo endoplasmico vy flujo
citoplasmatico, también poseen membrana nuclear, niucleo definido, varios pares

de cromosomas y su reproduccion puede ser sexual o asexual.

De todas las diferentes especies de farmacos antifungicos potenciales, solo tres
tienen un amplio uso clinico en las infecciones invasivas y sistémicas causadas
por A. fumigatus. Estos compuestos pertenecen a los polienos, azoles y

equinocandinas.

El sitio de accion de los polienos y los azoles es a través de la inhibicidén de la
sintesis del ergosterol, mientras que las equinocandinas inhiben especificamente

la formacion de B-1,3-glucano

El modo de accion de los principales farmacos antimicéticos mas usados se
describe a continuacion: i) La anfotericina se une a los esteroles, formando poros
en la membrana celular. La formacion de estos poros conduce a una mayor
permeabilidad de la membrana. ii) Los azoles inhiben la enzima ERG11
blogueando la sintesis de ergosterol. La falta de ergosterol y la posterior
acumulacion de lanosterol, produce una alta toxicidad en la célula. iii) La
caspofungina inhibe la sintesis de B-1,3-glucano. Como respuesta a la reduccién

del contenido de glucano hay un aumento de quitina (Fig. 9).
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Figura 9. Modo de accién de farmacos antimicéticos mas cominmente usados.’
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1.5 Infecciones fungicas

El reino fungi comprende muchas especies que estan vinculadas a un amplio
espectro de enfermedades en los seres humanos, dentro de estas enfermedades
se encuentran las inmunolégicas que son de interés para diferentes disciplinas.*
La estrecha relacion entre las infecciones fungicas y los pacientes
inmunocomprometidos tomo auge a partir de 1980 ya que el nimero de individuos

infectados por VIH o pacientes con cancer ha ido en aumento.®

Cada vez los hongos son mas conocidos como los principales agentes patégenos
en pacientes inmunocomprometidos; Candida spp y Cryptococcus spp son las
levaduras que se han aislado con mayor frecuencia de este tipo de pacientes en
estado critico, de igual manera se han aislado de forma frecuente hongos
filamentosos como Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp.,
Penicillium spp. y Zygomycetes spp. que causan las complicaciones y que, en

algunos de los casos, son las que originan la muerte del paciente.®

Una preocupante desventaja del uso de medicamentos terapéuticos frente a
hongos patdgenos es que estos organismos estan formados por células eucariotas
gue tienen procesos bioldgicos parecidos a las células humanas y por esto el
empleo de los medicamentos antifingicos generan cierta toxicidad, provocando
asi efectos adversos, ademas de la emergencia de especies fungicas resistentes a
los antimicéticos de uso clinico.” Estos son problemas crecientes y no
completamente resueltos. De alli que exista la necesidad de crear nuevas clases
de agentes terapéuticos para combatir las diferentes enfermedades y finalmente

resolver esta problematica de salud publica.®

1.6 Antifungicos

Un antifangico o antimicrobiano es cualquier sustancia que puede inhibir o

producir una alteracion a la célula fungica o microbiana. La sintesis de este tipo de
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farmacos inicio en el siglo XX (Fig. 10) y desde entonces no se ha detenido el

disefio de nuevas moléculas para combatir a las infecciones fangicas.®

¢

N

000810, Fluconazol Caspofungina
. Voriconazol
Anfotericina +heing Kefoconazol ltraconazol
Flutocitosina traconazo Posaconazol
| | | I I —_
¢ 0
1950 1960 1970 1980 1990 2000 NN ,N’P'
Yo,

N
Q\
N

~ ﬁ o_J
I\
L OO0

Figura 10. Desarrollo de los antifngicos’

Entre los antifungicos existen diversas sustancias con diferentes estructuras
quimicas y distintos mecanismos de accion, por lo cual la clasificaciébn de los
antimicoticos puede hacerse de diferentes formas, por su estructura (Tabla 1):
polienos, azoles, alilaminas, por las sustancias producidas, por su espectro de

accion (amplio o restringido) y por su sitio de accion (Tabla 2).
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Tabla 1. Clasificacion de los antifingicos con base en su estructura quimica’

Composicion quimica Antifangico
Polienos Nistatina, natamicina, amfotericina B
Azoles Imidazol: miconazol, clotrimazol

Triazoles: fluconazol, itraconazol, ketoconazol

Triazoles de segunda generacién: voriconazol, ravuconazol, posaconazol
Alilaminas Terbinafina, naftifina
Lipopéptidos Papulacandinas

Triterpenos glicosilados

Equinocandinas: caspofungina, anidulofungina, micafungina
Pirimidinas fluoradas Flucitosina

Otros Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin

Tabla 2. Clasificacién de los antifingicos con base en su sitio de accion®

Sitio de accion Antimicoético
Pared celular Lipopéptidos, Pirimidinas fluoradas
Membrana celular Polienos, azoles, alilaminas

[11]
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. ANTECEDENTES

2.1 Disefio de sustancias bioactivas

Una tendencia en la sintesis de nuevos medicamentos es el acoplamiento de
moléculas bioactivas con aminoacidos y/o residuos de péptidos. En la literatura
existen reportes donde se ha demostrado que este acoplamiento incrementa la
actividad bioldgica.®

Al usar esta estrategia en moléculas bioactivas se ha descrito mejoras en las

actividades biolégicas como: antiinflamatoria,’® analgésica, *° antimicrobiana,'®**

antibacteriana,? antifngica,*® antiviral y antitumoral.***°

2.1.1 Derivados del grupo amino

= N-acilaminoésteres

Diversos derivados de cumarinas (Fig. 11) acoplados con ésteres metilicos de a-
aminoécidos se han evaluado in vitro como agentes antitumorales y antivirales

frente al virus de VIH y células humanas con leucemia.*®

Cone CO,Me
23 24
Inhibicion de VIH-1 Leucemia mieloblastica aguda
ECs50>1.6 ug/mL (MT4) con CCsn= 24 umol/L

Figura 11. N-acilcumarinas
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Las N-aciltirosinas (Fig. 12), son una familia de antibioticos que difieren en la
longitud y grado de insaturacion del constituyente acilo unido al grupo a-amino del
aminoacido tirosina y presentan actividad antibacteriana.'” Diversos derivados
acilados de aminoacidos aromaticos como el triptéfano, la fenilalanina y la tirosina

han mostrado actividad neurotransmisora y antibacterial.*®

o
“NN CO,H
) H

25

OH

Figura 12. Derivados N-acilados con acidos grasos

Derivados de indazoles acoplados a ésteres N-aciloilaminometilicos (26 a-b),
presentaron las actividades antivirales més altas frente al virus de la hepatitis A y
Herpes simplex.*®

26a R=CHj ; Hepatitis A: 10 pg/ 10° células

\I\\l (@] R
dN\/U\”/Kﬂ/O\ 26b R=C;H; ; Herpes simpiex: 10 pg/ 105 células
0]

Figura 13. N-acilaminoésteres acoplados a indazol

* Aminoéacidos modificados en el grupo carboxilo

Ensayos realizados con N-Boc-aminoécidos acoplados a una alquilpiperazina (Fig.
14) mostraron que poseen buena actividad antibacterial contra bacterias gram
negativas y positivas (S. aureus, E.coli, K. pnemoniae, P. auregenosa), ademas

manifestaron actividad antifingica.*
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A. nigger(mm) A. flavus(mm) F. monoliforme(mm)
27a R=H 05 04 05
27b R=Me 06 05 04
27¢ R=isopropilo 02 07 05
R (\N O 27d R=sec-butilo 06 06 05
27e R=bencilo 06 07 05

BOC\”)\H/N\)

O
Figura 14. N-Boc-aminoécidos acoplados a una alquilpiperazina
Derivados de triptéfano, con modificacion en el anillo inddlico, acoplados a
alcanodiaminas (Fig. 15), han mostrado potente actividad antibacteriana contra

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.®

28a n=4 ; MIC: <2 uM S. epidermidis
28b n=6 ; MIC:<3 uM S. aureus

Figura 15. Tript6fano acoplado a alcanodiaminas

Se ha descrito la actividad antibacteriana’ y antifingica® frente a cepas
patdgenas de ésteres N-Cbz-aminosalicilicos (Fig. 16). Varios derivados de este
tipo de compuestos mostraron muy buena actividad frente a Mycobacterium

tuberculosis.??

0 Kj_ = 29a; R,=4-CFs, R,y=(S)-CHa, CMI=3.13 uM
o] NN ! ! 29b; R,=3-Cl, Ry,=(S)-CH3, CMI=3.13 uM
H
O H
R, O

Figura 16. Esteres N-Cbz aminosalicilicos

[14]



ANTECEDENTES Licenciatura en Ciencias Quimicas 2017

Varios conjugados de aminoacidos acoplados con un constituyente tiazol (Fig. 17),
presentaron propiedades antibacterianas y antifingicas (X=CI). Los anélogos 30 y
31 sustituidos con cloro en el anillo aromatico, presentaron las mejores actividades
antibacteriales y antifUngicas, mientras que los analogos de 32 mostraron la
actividad antibacteriana mas alta, comparado con otros derivados de aminoacidos

conjugados con un anillo tiazol.*

NH,* HCI

o)
O NH, HCI s O, NHz HCI
s | )—NH S
| )—NH N | )—NH
N _ N
HN
HN X
X »=NH X
NH2 NH2
30 31 32

Figura 17. Compuestos conjugados de amino&cidos con un constituyente tiazol

Otro ejemplo de derivados de N-acilaminoacidos que presentan actividad biolégica
son los compuestos 33 y 34, que son potentes antagonistas de un neuropéptido
gue esta implicado en la transmision del dolor y la ansiedad asociado a la

fibromialgia.*

o) o)
l o CFs3 I o CHj
HN NHAC HN NHAC
CFs CHs
33 34
Clso= 2.3 + 0.7 uM Clso= 53 + 26 uM

Figura 18. Esteres de N-aciltriptofanilbencilicos

El derivado comercial de triptéfano Fmoc-Trp(Boc)-OH (Fig. 19), se evalu6

mediante un ensayo de crecimiento de Staphylococcus spp, utilizando
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vancomicina como control positivo. Los resultados indicaron que este compuesto

mostré muy buena actividad.?

~ NBoc

0
Clso= 2.5 pmol/L
O. OJ\N coH 0 H
H
35

Figura 19. Fmoc-Trp(Boc)-OH

= N-ftaloilaminoacidos.

Algunos N-ftloilaminoacidos de Gly y Val (Fig. 20), se evaluaron frente a S.
aureus, B. subtilis y E. coli, C. albicans, Botrytis cinérea y Aspergillus flavus donde
el conmpuesto 36a mostro inhibicion frente a C. albicans y Botrytis cinérea con un

halo de inhibicién de 4 y 2 mm, respectivamente.?®

R 36a R=H
N‘g/*OH 36b R=CHj
36¢ R=CH(CH
Y d (CH3),

Figura 20. Derivados N-ftaloilaminoacidos

Se sintetizaron algunos N-ftaloilaminoacidos de Gly (36a), p-Ala (37) y &cido y-
aminobutirico (Fig. 21) comparados con los analogos de la taurina y se prob6 su
actividad anticonvulsivante utilizando la prueba de maxima convulsion de
electrochoque (MES) en ratones, donde los derivados de Gly mostraron la mayor

actividad.?’
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O
EDsgMES= 282 umol/Kg
N4\_<OH
O O
37

Figura 21. N-ftaloilglicina
Se evaluaron derivados del N-ftaloil-L-Trp-OH (38) como inhibidores de DNA
metiltransferasa que es una enzima que esta implicada en enfermedades como el
cancer. EI compuesto 38 se descubrié en un tamizaje virtual como inhibidor de la
enzima C5-DNA-metiltransferasa (DNMT).?

O
X _NH

N OH

o O
38

Figura 22. N-ftaloil-L.-Trp

N-ftaloilaminoacidos hidroxamatos se evaluaron frente a 44 cepas de bacterias
gram positivas y gram negativas y 10 cepas de levaduras, donde el compuesto 39
mostrd inhibicion ante un mayor nimero de cepas y la zona de inhibicion mas

grande comparada con el compuesto 40.%°

e) (@]
N N

NHOH ‘>7NHOH
O O O O

39 40

Figura 23. Derivados N-ftaloilamino&cidos hidroxamatos
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Algunos compuestos de coordinacion con metales como Ni, Cu y Zn acoplados a
derivados de N-ftaloil-Gly y N-ftaloil-Tyr mostraron actividad antimicrobiana frente
a P. aeruginosa, E. coli, S. aureus y C. albicans (Fig. 24), donde el compuesto

coordinado de Gly 41 mostré una mayor inhibicion.*

O\ /O
0, H:C— M >—cH
N O \O>— \N2 O

o o)

41

Figura 24. Aminoacidos N-ftaloilcoordinados
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los hongos filamentosos se han clasificado como una clase importante de
patdégenos clinicos asociados a cuadros de infeccién oportunista. Los farmacos de
primera linea en el tratamiento de estas infecciones son la amfotericina B y
derivados de azoles como fluconazol e itraconazol.®* Sin embargo, el uso no
controlado de estos agentes antifingicos ha provocado la aparicion de cepas

multirresistentes a estos farmacos,>?

ocasionando un serio problema de salud
publica que requiere la busqueda de nuevos agentes antifUngicos para un

tratamiento clinico efectivo de la micosis.

La insercién de aminoécidos a derivados de acidos benzoicos ha tenido resultados
prometedores frente a hongos filamentosos (Fig. 25).%® La propuesta de trabajo
consiste en la sintesis de derivados de aminoacidos acoplados a un derivado del
acido benzoico, con la finalidad de medir el efecto de los sustituyentes en el anillo
aromatico del &cido organico en la actividad antifungica en comparacion con los

derivados de valina 42, 43y 44.

i \/L/ i \/L/ i \/l\/
N~ >Co,Me N~ >Co,Me N~ >Co,Me
H H H

42 43 44
A. fumigatus 70.74 % A. fumigatus 54.93 % A. fumigatus 78.21 %
F.temperatum 68.92 % F.temperatum 68.69 % F.temperatum 71.03 %

Figura 25. Compuestos evaluados con actividad antifingica frente a hongos filamentosos

Ademas se propone sintetizar tres tipos de derivados de aminoacidos: los ésteres
N-benzoilaminometilicos (45-49), los N-benzoilaminoacidos (50-55) y los N-

ftaloilaminoacidos (56-61) sustituidos en el anillo aromatico (Fig. 26), con la
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finalidad de obtener 17 analogos estructurales a los ésteres benzoilvaliimetilicos

(42-44) para realizar la evaluacién biologica.

1 7 OH
o~ pon P
3 — O O

Figura 26. Compuestos propuestos para su sintesis

o) o) o)
©)KN o Q)kN o A O
H H H
o) o)
© ~o MeO
OMe
a7

45 46
0 o "
@]
N ~ o)
H N ~
o H
HO 0]
48 49

Figura 27. Esteres N-benzoilaminometilicos
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50
0]
OH
N
(0]
51
O
OH
HJY
(e}
52
O
OH
N
(@]
53
- NH

55 61

Figura 28. N-benzoilacilaminoacidos y N-ftaloilaminoacidos
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IV. JUSTIFICACION

El uso irracional de los antibiéticos y antifingicos, ha ocasionado la aparicion de
cepas multirresistentes. Este fenomeno se ha convertido en un problema de salud
publica, agravado por la facilidad con la que se adquieren estos medicamentos,
aunado a la automedicacion y a la falta de voluntad para terminar el tratamiento
antifiingico y/o antibacteriano prescrito por el médico.

Debido a esto es necesario efectuar la sintesis de nuevas moléculas que inhiban
el crecimiento de cepas multirresistentes. Estos nuevos antibioticos deben de ser
de baja masa molecular, baja toxicidad y bajo costo. Se han descrito las
actividades biolégicas de una amplia gama de derivados de aminoacidos sintéticos
y/o naturales que cumplen con las premisas de ser pequeiios, de bajo peso
molecular y bajo costo. Por lo que el interés de esta investigacion se ha centrado
en la obtencién de nuevos derivados de aminoéacidos, con el propdsito de explorar
el uso de estos compuestos en el desarrollo de nuevas biomoléculas con potencial

interés terapéutico.
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V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Sintetizar ésteres de  N-acilaminometilicos, N-acilaminoacidos y N-
ftaloilaminoacidos (Ala, Trp, Phe, Val, Leu, lle) y efectuar su caracterizacion

estructural mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Formar el enlace amida para la sintesis de los N-acilaminoésteres, N-

acilaminoacidos y N-ftaloilaminoacidos.
*Purificar los compuestos sintetizados

*Caracterizar mediante espectrometria de masas, RMN e IR, a los N-
acilaminoésteres, N-acilaminoacidos y N-ftaloilamino&cidos sintetizados.

[23]
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VI. METODOLOGIA

6.1 Materiales y reactivos

Los reactivos como: acido benzoico, acido acético, acido 3-metoxibenzoico, acido
3,4-dimetilbenzoico, acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico,
anhidrido ftalico, anhidrido benzoico, Val-OMe, isoleucina, leucina, alanina,
fenilalanina, tript6fano, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC),
trietilamina (TEA) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) se adquirieron comercialmente.

Mientras que lle-OMe se preparé a partir de L-lle-OH.

Las columnas cromatograficas y las cromatografias en capa fina se realizaron
usando gel de silice con tamafio de particula 230-400 um y placas precortadas de

silice gel 60 malla F254, respectivamente.

6.2 Sintesis

Metodologia general para la sintesis de ésteres aminometilicos.

o TMSCI o

R%OH > Rj)ko/

NH, NH," HCI
En un matraz de bola de 50 mL con agitacion magnética, se coloc6 el aminoacido
correspondiente (1 equiv) y se le agregd cloruro de trimetilsilano (TMSCI, 2 equiv).
Posteriormente se agregd metanol (5 mL) y se dejé 12 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, los crudos de reaccion se colocaron en el rotavapor y se
llevaron a sequedad. Los productos de reaccion se analizaron por RMN y se

utilizaron sin purificacién->*

[24]



METODOLOGIA Licenciatura en Ciencias Quimicas | 2017

Metodologia general para la sintesis de ésteres N-benzoilaminometilicos

R, 0O Ry
R-CO,H — .
+-COH  + B % R1)J\H)\002R3

H,N™ “CO,R;3
En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se disolvio el a-
aminoéster (1 equiv), acido benzoico (1 equiv), dimetilaminopiridina (DMAP,
catalitico) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 1.5 equiv), se
disolvié en CH,CI, (10 mL) a temperatura ambiente, a la mezcla de reaccion se le
agrego trietilamina (TEA) (2 equiv) en una sola porcion. La reaccidén se dejé en
agitacion durante toda la noche, transcurrido ese tiempo se diluyé con CH,CI, (30
mL) y se trat6é con una solucion saturada de cloruro de amonio (NH4CI, 10 mL). Se
realizaron extracciones con CH,Cl, (3 x 20 mL). La fase organica resultante se
secO con Na,SO,4 anhidro y se concentré en el rotavapor. El residuo se purificd

como se indica para cada caso.*

Metodologia para la sintesis de N-benzoilamino&cidos y N-ftaloilaminoécidos

o O .\ R AcOH o Ry
—
o )\1 ref N)\H/OH
a) Ho,N" > COLH H 4
0 0
b) Ry AcOH A
o + )\ — N——(
H,N~ ~co,H  ref. CO,H
0 0

Figura 29. Sintesis de N-benzoil y N-ftaloilaminoacidos

En un matraz de bola de 50 mL acondicionado con agitacién magnética se disolvio
el aminoacido (1 equiv) y el anhidrido ftalico o benzoico (1 equiv) en AcOH (25
mL). La mezcla de reaccion se dejé a reflujo por 2 h, transcurrido este tiempo la
reaccion se concentrd en un rotavapor con alto vacio. El producto de reaccion se

purificd por cromatografia en columna como se indica para cada caso.*®
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6.3 Equipos y técnicas utilizadas

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros RMN se adquirieron con un aparato VARIAN MR, a 400 MHz para
espectros *H y 100 MHz para los espectros de **C, se utilizé cloroformo deuterado
(CDCls) y dimetilsulféxido (DMSO) como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm y las

constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).
Espectrometria de masas
Pretratamiento de la muestra

Aproximadamente 1 mg de todos los compuestos se disolvieron en 1 mL de
metanol absoluto y posteriormente se centrifugaron a 4°C, 18 000 x g durante 20
minutos; todas las particulas de precipitaron, se tomé del sobrenadante 100 uL y
se diluyeron en 900 uL de metanol acidificado con 0.1 % v/v de &cido férmico

posteriormente se introdujeron las muestras al sistema de espectrometria.

La determinacion de la masa molecular se hizo mediante la inyeccion por infusion
directa a un espectrémetro de masas SYNAPT G2-Si provisto de ionizacion por
electrorrociado, filtro de masas de cuadrupolo sencillo y analizador de masas de

tiempo de vuelo.
Puntos de fusion

Los puntos de fusién fueron determinadas por la técnica de capilar abierto en un
equipo automatizado Stanford Research Systems EZ-Melt MPA 102, en escala de

Celsius y no fueron corregidos.
Espectroscopia de infrarrojo

Se utilizd un espectrémetro de infrarrojo con transformada de Fourier e
interferometro Dynascan Perkin Elmer Espectrum 100. Los datos se expresan en

ndmeros de onda (cm™).
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Cromatografia

Para cromatografia en capa fina (TLC) se utilizaron placas comerciales de gel de
silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV 54 de Macherey-
Nagel, Alemania y como fase movil sistemas de elucion de hexano-AcOEt. Para
su revelado se emple6 luz ultravioleta de onda corta (254 nm, lampara de UVG-
11) y onda larga (365 nm, lampara de UVG-11).

Para cromatografia en columna, se empled gel de silice de 230-400 mallas MN
Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, Alemania, utilizando como fase movil mezclas de
hexano-AcOEt en diversas porciones.

6.4 Técnicas cromatograficas de purificacion

6.4.1 Cromatografia en columna

La cromatografia es el método por el cual se separa una mezcla de diferentes
componentes (Fig. 30) por la diferencia de adsorcion que existe entre la fase
estacionaria y la fase mévil, lo que limita el movimiento de las moléculas y permite
su separacion por un diferencial en la velocidad de migracion al atravesar el

sistema cromatogréfico.

Al , A * % []
WA % > AA =
* N
*x B
A %

Figura 30. Separacion cromatogréfica

La adsorcion es un fendmeno de superficie que se manifiesta por el aumento de la
concentracion del soluto en la interfase que rodea al medio estacionario (Fig. 31).
Se basa en la diferencia de polaridad entre las moléculas de la mezcla y el
solvente; los compuestos de mayor polaridad se adsorben mas fuertemente y
migran mas lentos que los no polares o de menor polaridad, por lo que se debe

elegir la polaridad de la fase mévil de acuerdo a la polaridad de la muestra. La
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cromatografia por adsorcién se basa en el proceso de adsorcion-desorcion de las

sustancias contenidas sobre la fase movil sobre un sélido estacionario.

Disolvente débil Disolvente fuerte
analito 7//\ @\analito
H
O, o~
' H |
/ R
ro ] H H._
o o—H o~ o~ 9 disolvente
l./o\ / | /O\Sl/ \R
_Si_ Tl— /S\I .

Figura 31. Cromatografia por adsorcién

Algunos de las limitantes a los que se enfrenta la cromatografia en columna son;
trabajar con cantidades grandes de muestras (1-2 g) y el tiempo de separacion.
En los ultimos afios los sistemas han evolucionado y han reducido los tiempos y
logrado una mejor resolucion ( AR > 0.05 en TLC). Su principal aplicacion es la
purificacion de compuestos sintéticos y el aislamiento de metabolitos secundarios

de productos naturales.?’

La cromatografia flash es una técnica optimizada para separaciones rapidas y
utiliza gel de silice para la fase estacionaria con tamafios de particulas que oscilan
entre 230-400 mallas (40-63 um). Es basicamente, una cromatografia en columna
corta que utiliza presion para hacer pasar de forma continua la fase movil a través
de la fase estacionaria. Entre las ventajas que presenta la técnica son que permite
buenas separaciones con cantidades de muestras de 0.01-10 g en un lapso de 10-
15 min, es un método barato y presenta una resolucibn moderada con mezclas

cuyos componentes tengan un ARy > 0.15.

[28]



METODOLOGIA Licenciatura en Ciencias Quimicas | 2017

6.4.2 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) es una
técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada en un laboratorio de Quimica

Orgénica que permite:

e Determinar el grado de pureza de un compuesto.

e Comparar muestras: Si dos muestras corren con igual Ry podrian ser
idénticas. Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la misma
sustancia.

e Realizar el seguimiento de una reaccion: Es posible estudiar coémo

desaparecen los reactivos y como aparecen los productos finales.

En cromatografia de capa fina la fase estacionaria no se dispone en forma de
columna, sino que esta constituida, por una capa de absorbente finamente dividida
extendida sobre una placa de vidrio o de aluminio. El sustrato a analizar se coloca
cerca del borde de la superficie adsorbente en forma de una pequefia mancha
circular, obtenida aplicando una gota de la dilucién de la muestra y dejandola
secar. Luego se sumerge este borde de placa en el disolvente (fase movil). El
disolvente asciende por la placa por capilaridad, arrastrando consigo el sustrato.
Antes de que alcance el extremo superior de la placa, se detiene el flujo del
disolvente retirando la placa de la camara de elucion y se marca con un lapiz la

posicion alcanzada por el frente del disolvente.

6.5 Técnicas de identificacién
6.5.1 Espectrometria infrarroja (IR)

La espectrometria infrarroja (IR) es uno de los métodos que se usa con mayor
frecuencia para la determinacion estructural, su gran utilidad es la identificacion de

grupos funcionales en una molécula.
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La region infrarrojo corresponde a frecuencias que se encuentran justo por debajo
del espectro visible, por lo general para la determinacion de estructuras se
destacan los picos en el intervalo de 4000 a 600 cm™ ya que en esta region es
donde se encuentran las vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales
particulares (Tabla 3). Esta radiacidon electromagnética corresponde a la

separacion entre los estados de energia vibratoria en moléculas orgénicas.

Tabla 3. Frecuencias de vibracion de algunos grupos funcionales

Enlace Frecuencia
-CHgs 1450-1375
Ar 3150-3050
COOH 3000-2500
CONH-R 3340
COOCH;3 1440-1435
N-H 3500-3100
Ar-OH 3610
Ar-OCHgs 2850
R-CH>-R 2925
Ar-CHs 2960
R-NH-R 1580-1490
CO-Ar 1690
-CO-N-(R)2 1650

La radiacién infrarroja se absorbe y excita una molécula desde su estado basal o
vibracional a uno de mayor energia. Estas vibraciones incluyen los modos de
tension y flexion. Una sola molécula puede tener un nimero grande de distintas
vibraciones 3n-6, los espectros de IR asi como las huellas digitales, son diferentes
para cada molécula. La superposicion de sus espectros de IR se ofrece por lo

comun como prueba de que dos compuestos son iguales.
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La frecuencia de la vibracién depende de las masas de los atomos y de la rigidez
del enlace (Tabla 4). Los atomos mas pesados vibran mas lentamente que los
mas ligeros; la frecuencia disminuye al aumentar la masa reducida. Los enlaces
mas fuertes generalmente son mas rigidos requiriéndose mas fuerza para
alargarlos o comprimirlos. En un grupo de atomos que tengan masas similares, la

frecuencia aumenta al aumentar la energia de enlace.

Tabla 4. Frecuencias de tensién de enlace.

Energia de enlace Frecuencias de tension
Enlace 1
[Kcal] [em™]

Dependencia de la frecuencia de las masas

C-H 100 (420) 3000
C-D 100 (420) 2100
c-C 83 (350) 1200
c-C 83 (350) 1200
c=C 146 (611) 1660
C-N 73 (305) 1200
C=N 147 (615) 1650
c-0 83 (360) 1100
c=0 178 (745) 1700
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6.5.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

En la determinacion de estructuras organicas la espectrometria de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) es la herramienta mas poderosa, es el método mas
directo para identificar la estructura de compuestos puros o mezclas, sélidas o

liquidas a través de las propiedades magnéticas del nucleo.

Se basa en la absorcion de energia electromagnética en el intervalo delas ondas

de radio por moléculas inmersas en un fuerte campo magnético.

La RMN puede detectar una amplia variedad de ntcleos, como *H, 3C, *N,**F y
3p. Para los quimicos organicos la RMN maés util es la de protén (*H) y la de
carbono-13 (**C).

Un espectro de RMN de*H proporciona la siguiente informacion:

* Numero de sefiales o picos: indica el nimero de protones diferentes que
estan presentes en una molécula.

» Desplazamiento quimico (8): Indica la densidad electronica préxima a cada
tipo de proton.

= Area de las sefiales: Indica el nimero de protones de cada tipo que estan
presentes en una sefial.

» Multiplicidad de sefiales: Da informacién sobre los protones proximos.

= Constante de acoplamiento (J): Proporciona informacion sobre la

estereoquimica y la conectividad de la molécula.

Valores caracteristicos de desplazamientos quimicos.

El desplazamiento quimico de un proton esta determinado por su entorno quimico,
por ello se puede generar una tabla con desplazamientos quimicos aproximados

para muchos tipos de compuestos.

Los desplazamientos quimicos caracteristicos esperados de RMN *H y *3C para

los compuestos sintetizados se encuentran resumidos en la tabla 5. Los protones
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aromaticos de los derivados de acidos benzoicos en RMN *H se desplazan a 6.5-8
ppm. Cuando el compuesto aromatico presenta un metilo unido al anillo su
desplazamiento esperado es de 6 2.3-2.7 ppm Yy si es un hidroxilo fendlico el

desplazamiento es de 4.5-5.0 ppm.

Tabla 5. Desplazamientos caracteristicos de RMN de 'H y “°C.

R RMN *H R RMN “c
R-CHs 0.7-1.3 ppm RHCll el
Ro>-CH -
R-CH-R 1.2-1.4 e 1555
R3-CH 20-60
Ar-H 6.5-8
C-N 30-60
R-CH-COOR 2.1-2.5
R-COOR 155-185
R-COO-CH-R 3.5-4.8
R-COOH 155-185
R-COOH 11-12
110-140
R-CH-COOH 2.1-25 Ar TR
R_(CO)_N_H 59 *cuando el carbono aroméatico estd unido a un
-CH-CONH 2.1-2.5 oxigeno.
Ar-CHs 2.3-2.7
H.N-CH(R)-COzH 3555
Ar-OH 45-5.0
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se describe la N-acilacion de aminoacidos por medio de
derivados de &cido benzoico, anhidrido benzoico y ftalico. Se plantearon tres
series de compuestos y se sintetizaron mediante el acoplamiento con los agentes

acilantes correspondientes; O-acilisourea y/o el anhidrido simétrico.

En la primera serie se sintetizaron los ésteres N-benzoilaminometilicos a través de
la acilacion del éster valilmetilico y del éster isoleucilmetilico con derivados de
acido benzoico, mientras que los compuestos de la segunda (N-
benzoilaminoacidos) y tercer serie (N-ftaloilaminoacidos) se obtuvieron por el
acoplamiento de los a-aminoéacidos (alanina, fenilalanina, isoleucina, leucina,

triptéfano y valina) con anhidrido benzoico y anhidrido ftalico, respectivamente.
Sintesis de ésteres N-benzoilaminometilicos

Para la sintesis de los ésteres de valina e isoleucina se hizo reaccionar el
aminoacido 62 con cloruro de trimetilsilano 63 para formar el derivado sililado 64
(Fig. 32), el cual reacciona con el metanol que es el disolvente de la reaccién para
producir el éster metilico correspondiente 65.

GHa
HyC-Si~Cl
S
R GC3H3 R MeOH C|® R 65a; R=jsopropil
HN OH HzNJﬁ(O\TMS HBNJ\H/O\ 65b; R=(1S)-1-metilpropil
62 64 65

Figura 32. Sintesis de ésteres a-aminometilicos

La acilacion del grupo amino de los ésteres de valina 65a e isoleucina 65b se
realizé por el método de la carbodiimida (Fig. 34). Este método implica el uso de

una carbodiimida como agente acoplante que reacciona con el grupo carboxilo
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para convertir el grupo hidroxilo en buen grupo saliente y de esta forma

transformar los derivados del acido benzoico en agentes acilantes.

CI@ R, EDAC, DMAP 0O R,
—
Ri-CO,H + ® TEA, CH,ClI PN
T HZN)\COZMe “F Ry "N” "COMe
66 67 68

Figura 33. Condiciones de reaccion de N-acilaminoésteres

Las carbodiimidas comerciales mas representativas son (Fig. 34): N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC)
y N, N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). La DCC es la carbodiimida mas barata y
empleada como agente acoplante, sin embargo presenta una desventaja que
consiste en la formacion de DCU que es un subproducto que dificulta la
purificacion de los productos de reaccién por métodos cromatograficos, por lo que
la obtencion de un producto purificado se vuelve laborioso. El uso de EDAC se ha
convertido en una opcion alternativa y viable debido a que es soluble en agua y la

urea que se forma puede ser eliminada a través de un lavado acuoso.

DCC EDAC DIC
St NP ‘o NN
JTO Ty T
O O O
DCU EDAU DIU

Figura 34. Carbodiimidas comerciales y sus subproductos
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A través del uso de EDAC se efectud la sintesis de N-acilaminoésteres con
rendimientos desde el 29% hasta el 86% (Tabla 6).

Tabla 6. Rendimientos obtenidos de N-acilaminoésteres sintetizados

Compuesto R1 R2 Rend. (%) r.f. p.f. (°C)

45 fenil isopropil 85 0.3 110.9-114
46 3-metoxifenil isopropil 75 0.4 80.9-81.5
47 3,4-dimetoxifenil  isopropil 75 0.3° 90.5-91

48 4-hidroxifenil isopropil 86 03" 111.1-1127
49 fenil (1S)-1-metilpropil 29 0.3 90.4-915

3 Hexano:AcOEt (8:2) ° Hexano:AcOEt (1:1) ©Hexano: AcOEt (6:4)

La diferencia en el rendimiento entre los compuestos 45 y 49 (85% y 29%
respectivamente, Fig. 35), se puede atribuir a un efecto estérico generado por el
aumento de un carbono mas en la cadena lateral del derivado de isoleucina 49

respecto al derivado de valina 45.

o) o
N O< N SN
H o H o

45; 85% 49: 29%

Figura 35. Rendimientos de los compuestos p-ramificados 45y 49

Al comparar los rendimientos del compuesto 45 contra 46 (85% vs 75%) y 47
(85% vs 75%) se observa que la sustitucion del anillo por grupos electrodonadores
como el metoxi produce una disminucién del rendimiento frente al compuesto que
no tiene sustituciéon (Fig. 36), este rendimiento puede estar influenciado por las
diferencias en los efectos electronicos (resonancia y efecto inductivo) que
presenta el anillo aromatico sustituido (m-sustituido y m,p-disustituido) respecto al
no sustituido (fenilo) que afecta el caracter electrofilico del grupo carbonilo en el

intermediario activado.
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(@) O O
@N O\ N O\ N O\
H H H
0] (0] 0]
7
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45; 85% 46; 75% 47; 75%

Figura 36. Comparacion estructural de los compuestos 45, 46 y 47

Mecanismo de reaccion de ésteres benzoilaminometilicos (45-49)

Los acidos carboxilicos reaccionan con las aminas a elevadas temperaturas
formando amidas (Fig. 37). Sin embargo, estas condiciones son drasticas debido a
la labilidad de muchas moléculas, por lo que se han establecido procedimientos
gue permiten la obtencién de este grupo funcional en condiciones de reaccién mas
favorables. Estos métodos comprenden dos pasos (Esg. 1): 1) la activacion del
grupo carboxilo y 2) el acoplamiento entre el grupo carboxilo activado y un grupo
amino libre.

O O

1l
CH.C-OH + NH3 —= CH,C-NH,
300 °C

Figura 37. Sintesis de la acetamida

La activacion del grupo carboxilo es necesaria debido a que el hidroxilo no es un
buen grupo saliente (Esq. 1), para esto se lleva a cabo la activacion del grupo
carboxilo (C-activacion), donde el grupo saliente es un a&tomo o0 un grupo
electroatractor que proporciona al atomo de carbono del grupo carboxilo la
suficiente electrofilicidad para ser atacado nucleofilicamente por una especie rica

en electrones.
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Activacion Acoplamiento
9 9 N o
R-COH ——» R-C—X + HoN-R' —— R—-C—N=R' W R-C—N—R'
| | -
I I mn X H | v
v

Esquema 1. Formacién del enlace amida

Para la sintesis de los N-acilaminoésteres se utiliz6 el método de la carbodiimida,
el cual inicia con la activacion in situ del acido carboxilico VII que reacciona con
EDAC VIl para formar la O-acilisourea Xll (Esq. 2), el cual es un intermediario con

el grupo carbonilo susceptible de ser atacado por algun nucledfilo.

®
RHNZC=NR
X
®
o) RHN-C=NR
J b 2w R
pa + ——
R; o\) RN=C=NR — » R1)J\® R1)J\O NHR
O-acilisourea
Vil VI IX

Esquema 2. Formacion de la O-acilisourea

El a-aminometiléster se encuentra como clorhidrato Xlll, de esta forma no es
nucleofilico por lo que se agrega TEA XIV, que es una base organica la cual

reacciona con el clorhidrato y libera la amina XV (Fig. 38).

JR\Z N xiv R, N o o
MeO,C”~ “NH, HCI MeO,C~ “NH,  NH~

amina libre
X XV XV

 —

Figura 38. Formacién de la amina libre
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La amina libre XV es una especie rica en electrones por lo cual puede hacer el
ataque nucleofilico al intermediario O-acilisourea XlIl y asi producir el respectivo
enlace amida. Para acelerar la reaccion se utiliza DMAP XVII como catalizador
con el cual se forma el intermediario acilpiridinio XVIII, este precursor es mas
activo y con mayor caracter electrofilico que la O-acilisourea XlI. El grupo amino
libre puede efectuar el ataque sobre la O-acilisourea Xll o el acilpiridinio XVIII,
para formar el enlace amida y conducir a la obtencién de los compuestos N-
acilaminoésteres XX (Esqg. 3). El intermediario XII contiene un atomo de nitrégeno
basico préximo al grupo carbonilo activado, este puede actuar como nucleéfilo
produciendo un rearreglo que genera la N-acilurea XXI, la cual es una forma
estable del &cido; esta reaccion es irreversible y consume materia prima inicial sin

generar el enlace amida.

»
»
N
o -9 0
0
——
G —
\N = \'G\?/ =
O NRp  xvm I~ xix
R (6] NHR;
O-acilisourea
lXV
1 1
R»])J\N NHR1 I R»] ” COzMe
. 1
. XX
- XXI
N-acilurea H2N Cone
XV

Esquema 3. Mecanismo para formar el enlace amida por el método de la carbodiimida

A continuacion de describen las caracterizaciones por RMN de los ésteres N-

benzoilaminometilicos sintetizados:
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7.1 Andlisis de RMN de ésteres benzoilaminometilicos

Una vez que los compuestos se sintetizaron y purificaron, se procedié a su
caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas y a la medicion de su punto
de fusidon. Si bien se utilizaron la espectrometria de infrarrojo, RMN y masas, en
esta discusion se enfatiza la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN)

debido a que es la herramienta mas poderosa en la elucidacion de moléculas
organicas.

(S)-2-benzamido-3-metilbutanoato de metilo (45)

El compuesto 45 se obtuvo a partir de la reaccién del correspondiente o-
aminoéster y el 4cido benzoico en CH,Cl, usando EDAC como agente acoplante

con un rendimiento del 85% después de su purificacién por cromatografia flash.

Hy' Hy

3.71

Ho

7.73

37.38

m

\
;}5 0.93

lﬁ

| H; .
= 6.54%Z
1== 4.7
1Hs 2.22.%

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 1. RMN de 'H del compuesto 45

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 45 se observan las sefiales de
los protones aromaticos en 7.73—7.38 ppm, estas sefiales integran para 5 protones

y presentan un patron caracteristico para un anillo aroméatico monosustituido. En
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6.54 ppm, se encuentra una sefal doble ancha que integra para un protén. El
desplazamiento quimico, la forma de la sefial y su desdoblamiento permitieron
asignar esta sefal al proton de la amida (Jyu-no=8.7 Hz). Para confirmar lo anterior,
se realizé el experimento HSQC (correlaciones directas carbono-protén) y no se
observa ninguna correlacion de la sefal en 6.54 ppm con ningun carbono. En 4.73
ppm, se encuentra una sefial doble de dobles que integra para un proton, cuyas
constantes de acoplamiento son de 8.7 y 4.9 Hz (Jno-nH, JHe-Hp, FESPECtivamente).
La constante de 8.7 Hz es idéntica a la observada en la sefal del proton de la
amida, se sabe que cuando dos protones vecinales H, y H, se acoplan, las
constantes de acoplamiento para ambas sefiales son iguales (Jap=Jpa), €S decir, la
sefial en 4.73 ppm corresponde al Ha. También es posible distinguir el grupo
isopropilo en el espectro de 'H, en 2.22 ppm se encuentra la sefial del metino
como una sefial doble de heptuplete debido a su acoplamiento con los protones
ayy,y (0.93, 0.95 ppm) que se observan como sefiales dobles que integran para
tres protones cada una. Si bien, se esperaba ver una sola sefal para ambos
metilos del isopropilo, al observar las dos sefales indica que hay efecto por el

centro estereogénico del aminoacido.
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Espectro 2. RMN de **C del compuesto 45

En el espectro de RMN de *°C se observan 11 sefiales de carbonos. Las sefiales
en 172.9 y 167.5 ppm corresponden a los carbonilos del &cido y de la amida,
respectivamente. Se observan cuatro sefiales para el grupo fenilo a campos bajos;
134.4, 131.9, 128.8 y 127.3 ppm, la primer sefial corresponde al carbono ipso, la
segunda pertenece al C4, la sefial en 128.8 ppm corresponde a los carbonos C2 y
C6 y por ultimo la sefal que corresponde a los carbonos C3y C5 en 127.3 ppm. El
desplazamiento quimico en 57.6 ppm corresponde al carbono base oxigeno del
ester, mientras que la cadena alifatica del aminoacido tiene desplazamientos
caracteristicos en, 524 (Ca), 31.9 (CB), 19.2 y 182 ppm (Cy y Cy),

respectivamente.
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(S)-2-(4-metoxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (46)

3.79 ArOMe
3.75 OMe

Hy Hy'

1061 0.99

77.29
=2
I

%»z .
6.93
H = 474
3 Ev
L227 T
=
£
0.00

Elo
11
>

40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Espectro 3. RMN de 'H del compuesto 46

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 46, existen 9 sefiales que integran
para 20 protones, en la region aromética se observan tres sefiales multiples que
integran para 3 protones (7.40-7.27 ppm) y en 7.03 ppm se observa una sefial dd
gue corresponde al proton H2. La sefial doble en 6.93 ppm corresponde al protén
de la amida y correlaciona con el Ha (Inp-He=8.7 Hz). La sefial en 4.74 ppm se
asigné a Ha y se acopla con una sefal dh en 2.27 ppm, que corresponde a Hf3
(JHe-Hp=5.4 Hz). El grupo isopropilo del aminoacido presenta dos tipos de protones
vy v con desplazamientos de 0.99 y 1.01 ppm. En 3.79 y 3.75 ppm absorben los
protones de los metilos base oxigeno, el primero corresponde al sustituyente
metoxi del anillo aromatico y el segundo corresponde a los protones del metilo del

éster.
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Espectro 4. RMN “C del compuesto 46

En el espectro de RMN **C del compuesto 46 se aprecian 14 sefiales, la sefial en
172.6 ppm pertenece al carbonilo del éster y en 167.2 ppm se observa la sefial del
carbonilo de la amida. Los desplazamientos de los carbonos arométicos son;
159.7 ppm para el C3, el cual tiene el sustituyente metoxi en el anillo aromatico; en
135.5 ppm esta la sefal que corresponde al carbono ipso; en 129.4 ppm aparece
la sefial que corresponde al C2, en 118.9 ppm se observa la sefial del C4; en
117.7 ppm se observa la sefial correspondiente al C5y en 112.5 ppm esta la sefal
del C6. En 57.6 ppm esta la sefal que pertenece al carbono base oxigeno del
metoxilo, en 55.2 ppm se observa la sefial que corresponde al metilo del éster y la
sefial en 52.1 ppm se asigno al Ca, la sefial en 31.4 ppm pertenece al C, en 18.9

y 18.0 ppm estan los carbonos y y y’ respectivamente
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(S)-2-(3,4-dimetoxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (47)
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Espectro 5. RMN de 'H del compuesto 47

En el espectro RMN de *H del compuesto 47 se observan 9 sefiales que integran
para 21 protones. Los desplazamientos quimicos entre 7.44-6.89 ppm
corresponden a las sefiales de los protones aromaticos. La multiplicidad
observada para las sefales corrobora el sistema aromatico 1,3,4-trisustituido; 7.44
ppm (d), 7.38 ppm (dd) y 6.89 (d). Las sefiales que corresponden al aminoacido
inician con una sefal doble en 6.56 ppm que corresponde al hidrégeno del grupo
amida y se acopla con el Ho (InH-Ho=8.3 Hz). En 4.78 ppm se observa una dd que
se asigno a Ha, la cual muestra un acoplamiento con una sefal dh en 2.28 ppm
correspondiente a HB (Jnq-Hp =5.0 Hz). Los metilos del grupo isopropilo se acoplan
con HPB mostrando una multiplicidad de d (Jnp-H,=6.8 Hz) 1.02 y 0.98 ppm (Hy y

Hy’). Las sefiales con 6 3.94 y 3.93 corresponden a los metilos bases de oxigeno
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del anillo aromatico y la sefial simple en 3.78 ppm corresponde al metilo del grupo

éster presente en la molécula.
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Espectro 6. RMN de "*C del compuesto 47

En el espectro de RMN de *3C del compuesto 47 se aprecian 14 sefiales. Para el
grupo fenilo se observan seis absorciones en 152.2, 149.3, 127.0, 119.6, 111.0 y
110.5 ppm; una sefial para cada carbono del sistema aromatico. Las sefales
desplazadas a campos bajos con & 152.2 y 149.3 corresponden a los carbonos de
los dos grupos metoxi unidos al fenilo. Los desplazamientos quimicos en 57.7,
56.3 y 56.2 ppm corresponden a los metoxilos del anillo y al metilo del éster,
respectivamente. La cadena hidrocarbonada del aminoacido presenta cuatro
sefales caracteristicas; 6 52.5 (Ca), 31.9 (CB), 19.2 (Cy) y 18.2 (Cy"), mientras que
las sefiales de los grupos carbonilo se encuentran desplazadas a campos bajos
(173.0 y 167.0 ppm) siendo el carbono del grupo éster el mas desprotegido debido

a gue el oxigeno presenta un mayor efecto de desproteccién (O vs N).
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(S)-2-(4-hidroxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (48)
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Espectro 7. RMN de 'H del compuesto 48

En el espectro de RMN de *H del compuesto 48 se distinguen 8 sefiales. En 8.97
ppm se observa una sefial simple amplia que integra para un proton y corresponde
al proton del hidroxilo presente en la molécula, la sefial en 7.83 ppm se asigné al
protbn de la amida. En 7.06 y 6.72 ppm se observan dos sefiales dd
correspondientes a los protones aromaticos, este patron es tipico para el tipo de
sustitucion del fenilo. Las sefiales en 4.31 y 2.08 ppm es un patrén que se ha
observado en los compuestos anteriores y corresponde al Ha y Hp,
respectivamente. Las sefales asignadas a los protones y y y presentan un
desplazamiento de 0.89 y 0.88 ppm, y se acoplan con el HB (Inp-+,=6.9 Hz). Por
altimo la sefal singulete en 3.67 ppm corresponde al metilo base oxigeno del

éster.
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Espectro 8. RMN de **C del compuesto 48

En el espectro de RMN de **C del compuesto 48 se observan 12 sefiales, las
sefales a campos bajos en 170.8 y 170.0 ppm corresponden a los carbonilos de
éster y de la amida, respectivamente. Para los carbonos del sustituyente fenilo,
por razones de simetria, solo se observan 4 sefiales, a campos bajos en 154.6
ppm se desplaza el carbono que tiene al sustituyente hidroxi; en 128.5 ppm esta la
sefial que se asignod a los carbonos C3 y C5, la sefial en 124.9 corresponde al
carbono C1; en 113.7 ppm esta la sefial que corresponde a los carbonos C2 y C6.
Siguiendo las sefiales en el espectro, en 55.9 ppm esté la sefial que corresponde
al carbono de base de oxigeno del éster. Para la parte alifatica del aminoéacido se
observan los desplazamientos convencionales de: 50.1 (Ca), 28.9 (CP), 17.6 y
16.8 ppm (Cyy Cy).
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(2S,3S)-2-benzamido-3-metilpentanoato de metilo (49)
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Espectro 9. RMN de ‘H del compuesto 49

El espectro de RMN de *H del compuesto 49 muestra 10 sefiales que integran
para 19 protones, el sustituyente aromatico monosustituido presenta tres sefiales
con multiplicidad ddd cada una (7.82-7.41ppm) que integra para 5 protones. En
6.82 ppm se observa la sefial del proton de la amida (-NH) como una sefial d que
se acopla con el Ha (Inu-ne =8.3 Hz), el cual tiene un desplazamiento de 4.82 ppm
y se acopla con el HBque tiene un desplazamiento de 2.01 ppm y una
multiplicidad de multiplete ya que también se acopla con los Hy y Ha. Los protones
HS son diasterotdpicos y presentan un desplazamiento de 1.53 y 1.29 ppm, cada
sefal integra para un proton. Las sefales en 0.97 ppm y 0.95 se asignaron a

Hy (d) y He (t), respectivamente.
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Espectro 10. RMN de **C del compuesto 49

En el espectro de RMN de *C del compuesto 49 se observan 12 sefiales de
carbonos, en 172.7 y 167.3 ppm se observan la sefales de los carbonilos, la
primera sefial corresponde al carbonilo del éster y la segunda a la amida, mientras
que la sefial en 56.9 ppm pertenece al metoxilo del éster. En la region de los
aromaticos hay cuatro sefiales diferentes debido a la monosustitucién en el anillo
aromatico, la sefial en 134.1 ppm pertenece al carbono ipso del anillo y esto se
corrobora con el experimento DEPT. La sefial en 131.7 ppm pertenece al C4, en
128.6 ppm se observa la sefial de los C2 y C6, mientras que la sefial en 127.1
ppm pertenece a los carbonos C3 y C5. La sefial del Ca del aminoacido se
observa en 52.2 ppm; mientras las sefales asignadas a la cadena lateral
corresponden a; 38.2 ppm para la sefial del CB, 25.4 ppm para el Cd, el cual se

corrobora con el experimento DEPT en donde se observa que la sefial con este
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desplazamiento quimico pertenece a un carbono CH; (Espectro 11), 15.5 ppm
para Cyy en 11.6 ppm para el Ce.
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Espectro 11. DEPT-135 del compuesto 49
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Sintesis de N-acilaminoacidos

La sintesis de los N-acilaminoacidos se efectu6é mediante la reaccion del anhidrido

benzoico con el aminoacido respectivo en medio acido (Fig. 39).

O o - 1
1 AcOH
o) N § — N)\CozH
HoN™ "CO,H reflujo, 2 h H
69 70

7

Figura 39. Sintesis de N-acilaminoacidos

En la Tabla 7 se muestran los rendimientos obtenidos bajo estas condiciones
(compuestos 50-55), los cuales variaron del 29 al 75%. El bajo rendimiento del
compuesto 50 se puede explicar por el impedimento estérico que ejerce la cadena
lateral. Por el momento no se observé ninguna tendencia que explique la variacion

en los rendimientos obtenidos.

Tabla 7. Rendimientos obtenidos de los N-acilaminoacidos sintetizados

Compuesto R1 Rendimiento r.f. p.f. (°C)
50 (1S)-1-metilpropil 31 0.3 ---

51 isobutil 29 0.2* 119-120

52 metil 71 0.2% 121.2-122.7
53 fenil 47 0.3* 141-1415
54 CH>-(3-indolil) 75 0.4%

55 isopropil 70 0.3 127-127.8

3 Hexano: AcOEt (1:1) ° Hexano: AcOEt (7:3)

Mecanismo de reaccion para la formacion de los benzoilaminoacidos

La reaccion inicia con la protonacion de uno de los carbonilos del anhidrido
benzoico (XXIII), debido a las condiciones &cidas del medio; el grupo amino del
aminoacido XXIl efectia el ataque nucleofilico sobre el carbonilo activado XXIV

generando el intermediario tetraédrico XXV que regenera el grupo carbonilo al

[52]
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expulsar el acido benzoico XXVIII para formar el respectivo enlace amida XXVII
(Esg. 4).

H. H ® H
H. ® O O 0 )ox:
0 O XXIV Js /) & 0 Ry o)
Ry _COH | )v C R
1Y 2Ph o Bh PthgO Ph‘_ Ph/Hkl\\l(a Ph @)J\”)\COZH +©)J\OH

XXI XXV XXVI XXvii XXV

Esquema 4. Formacién del enlace amida mediante el uso de anhidrido benzoico.
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7.2 Andlisis de RMN de los derivados benzoilaminoacidos

Acido (S)-2-benzamido-4-metilpentanoico (50)

HS Hs'

6:93-0.94

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

Espectro 12. RMN de 'H del compuesto 50

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 50 se observan 7 sefiales que

integran para 16 protones, en la regién aromatica (7.76-7.36 ppm) se observan

tres sefales tipicas de un patrén de monosustituciébn aromatica (multiplicidad ddd,

para cada sefial). La absorcion en 7.20 ppm corresponde al proton del grupo

carboxilo, mientras que en 7.06 ppm se observa la sefal del proton de la amida

gue se acopla con el Ha (Inv-Ho=8.6 Hz) el cual tiene un desplazamiento en 4.80

ppm. En 1.74 ppm aparece la sefial asignada a Hp, en 1.28 ppm se observa la

sefal de Hy y en 0.93 y 0.94 ppm se distinguen las sefiales d correspondientes a

los metilos.
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Espectro 13. RMN de "*C del compuesto 50

En el espectro RMN de *C del compuesto 50 se observan 12 sefiales de
carbonos, en 176.4 y 168.4 ppm estan la sefiales del carbonilo del carboxilo y de
la amida respectivamente. En la regién de los aromaticos hay cuatro sefiales
distintas (133.6, 132.1, 128.7 y 127.4 ppm), la primera corresponde al carbono
ipso y las otras tres sefiales infieren un patrén de monosustitucion. Para el
constituyente hidrocarbonado del aminoacido, los desplazamientos son; en 51.6
ppm esta la sefial del Cay en 41.2 ppm la del CB, en 25.1 ppm se observa la

sefial del Cyy en 23.0y 22.0 ppm estéan las sefiales de los metilos (Co y C&’).
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Acido (2S,3S)-2-benzamido-3-metilpentanoico (51)
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Espectro 14. RMN de 'H del compuesto 51

Para el compuesto 51, el espectro de RMN de *H muestra 12 sefiales que integran

para 17 protones. En la regién de los aromaticos entre 7.78 y 7.43 ppm hay tres

sefales que integran para 10 protones, lo que sugiere la presencia de dos grupos

benzoilos monosustituidos, ademas se observan dos sefiales d en 6.86 y 6.76

ppm que integran para un protén cada una y pertenecen al proton de la amida

(INH-Ho=8.8 Hz, Inu-Ho=8.8 HZz) que correlacionan con el Ha, el cual tiene un

desplazamiento quimico en 4.93 y 4.83 ppm. El proton Hp tiene un desplazamiento

quimico en 2.07 ppm y un acoplamiento con Ha (Jne-+p=3.9 Hz, 4.8 Hz). Ademas

se observan las sefales caracteristicas de la cadena lateral con los siguientes

desplazamientos; 1.54 (Hd), 1.28 (Hd) y 1.01-0.93 ppm (Hy, He).
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Espectro 15. RMN de **C del compuesto 51

En el espectro de RMN de **C del compuesto 51 se observan 11 sefiales dobles, a
excepcion de la sefial correspondiente a dos carbonos del anillo aromatico. En
176.4 y 168.2 ppm se observan las sefiales de los carbonilos del grupo carboxilo y
de la amida, respectivamente; en la regibn aromética aparecen 4 sefales
diferentes y se observan dos sefiales dobles en 134.0 ppm que corresponde al
carbono ipso y en 127.3 ppm que corresponde al C4, la sefial en 132.1
corresponde a los carbonos C2 y C6, en 128.8 ppm se observa la sefial que
corresponde a los carbonos C3 y C5. En 57.2 ppm se observa la seial del Ca. Por
ultimo en el espectro se observan las sefiales caracteristicas de la cadena lateral
(sec-butilo); 38.1 ppm (CB), 26.5 ppm (C3) ,15.6 ppm (Cy) y 12.0 ppm (Ce).
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Acido (S)-2-benzamidopropanoico (52)
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Espectro 16. RMN de 'H del compuesto 52

El espectro de RMN de *H del compuesto 52 muestra 6 sefiales que integran para
10 protones, para el anillo aromético se observan tres sefales con un
desplazamiento quimico entre 7.82 y 7.43 ppm, la multiplicidad observada para
ellas (ddd) es la esperada para una monosustitucién e integra para cinco protones.
Las sefales del aminoacido se observan en 4.82 ppm en donde una sefial
singulete amplia que integra para un protén, pertenece al proton de la amida; el
Ha tiene un desplazamiento quimico de 4.70 ppm y se acopla con los protones del

CB (Ina-np =7.2 Hz) que tienen un desplazamiento de 1.53 ppm.
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Espectro 17. RMN de **C del compuesto 52

En el espectro de RMN de **C del compuesto 52 se observan 8 sefiales de
carbonos, la molécula tiene dos carbonilos diferentes, uno del carboxilo y el
carbonilo de la amida con desplazamientos quimicos de 175.1 y 167.9 ppm
respectivamente. Las sefiales asignadas al grupo fenilo se distinguen en 133.7,
131.8,128.5y 127.1 ppm, el primer pico pertenece al Cipso determinada con base
al experimento DEPT (Espct. 18), en donde se suprimen las sefiales de carbonos
cuaternarios y esta sefial no se observa en ese experimento; la segunda sefial
corresponde al carbono C4, la tercera sefial corresponde a los carbonos C2 y C6,
la dltima a los carbonos C3 y C5. Las sefales en 48.5 y 18.0 ppm corresponden al

Ca y al CB, respectivamente.
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Espectro 18. DEPT-135 compuesto 52
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Acido (S)-2-benzamido-3-fenilpropanoico (53)
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Espectro 19. RMN de *H del compuesto 53

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 53 se observan 9 sefiales que
integran para 14 protones, la sefial singulete amplio que aparece en 8.69 ppm
corresponde al proton del &cido carboxilico. En la region de arométicos 7.72-7.17
ppm (Espct. 20) se observan 5 sefales diferentes que integran para 10
hidrogenos. En 6.64 ppm aparece la sefial del proton de la amida con una
constante de acoplamiento de Jnn-Ho=7.4 Hz que correlaciona con el Ha que tiene
un desplazamiento de 5.10 ppm. El Ha se desdobla en una sefial doble de triple al
acoplarse con los protones vecinos (Juo-+g =5.7 Hz); los HB son diasterotopicos
(3.35y 3.26 ppm) y tienen una constante de acoplamiento geminal de 14 Hz (Jyga-
Hpb), €Sto se corrobora en el experimento de HMBC (Espectro 22) en donde se

observa la correlacion del HB con el Ha.
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Espectro 20. Region aromatica del compuesto 53
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Espectro 21. RMN de **C del compuesto 53

En el espectro RMN *3C del compuesto 53 se observan 11 sefiales de carbonos, la
sefal en 175.3 ppm corresponde al carbonilo del acido, en 168.0 aparece la sefal
del carbonilo de la amida. En la region de aromaticos se observan 7 sefales
diferentes para los carbonos de los dos anillos, en, 135.8 y 133.6 ppm, se

encuentran dos picos que se asignaron a los carbonos ipso de cada anillo, en
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132.3 ppm aparece la sefial que pertenece al C4, la sefial en 129.6 ppm se asigno
a los carbonos C2 y C6, en 128.9 ppm se observa la sefial de los carbonos C2’ y
C6’, C3 y C5; la sefial en 127.5 ppm se asigné como C4’. Por ultimo, en 127.3
ppm se observan las sefiales de los carbonos C3’ y C5’. En 53.9 ppm se observa

el Cayel CBen37.5 ppm.
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Espectro 22. Experimento gHMBC del compuesto 53
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Espectro 23. Espectro DEPT-135 compuesto 53
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Acido (S)-2-benzamido-3-(1H-indol-3-il) propanoico (54)
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Espectro 24. RMN de 'H del compuesto 54

En el espectro RMN de 'H del compuesto 54 se observan 10 sefiales que
pertenecen al compuesto sintetizado, a campos bajos se observan los protones
acidos; la sefial en 8.47 ppm pertenece al proton del indol y en 7.95 ppm se
observa la sefial del proton del acido carboxilico. En la region de aroméaticos se
observan multiples sefiales que corresponden a los dos anillos arométicos de la
molécula e integran para 10 protones. En 5.05 ppm se observa la sefial del Ha e
integra para un protdn, mientras que las dos sefales dd en 3.39 y 3.33 ppm

corresponden a los protones del CB e integra para dos protones.
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Espectro 25. RMN de "*C del compuesto 54

El espectro RMN de **C del compuesto 54 en donde se observan las sefiales del

carboxilo y el carbonilo de la amida con desplazamientos quimicos de 175.3 y

168.4 ppm, respectivamente. En la regién de los aromaticos se observan doce

sefales de carbonos que corresponden a los dos anillos aromaticos (fenil, indol).

En 54.1 ppm se observa la sefial del Ca y en 27.3 ppm la sefial del Cg.
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Acido (S)-2-benzamido-3-metilbutanoico (55)
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Espectro 26. RMN de 'H del compuesto 55

En el espectro RMN de 'H del compuesto 55 se observan 8 sefiales diferentes,
gue integran para 15 protones, en 8.57 ppm la sefial singulete amplia corresponde
al protén del acido. En la region de aromaticos hay tres sefales (7.8-7.4 ppm),
tipicas de una monosustitucién del anillo aromatico (ddd cada una). En 6.74 ppm
se observa la sefial que corresponde al proton de la amida, ésta se acopla con el
Ho (Ink-Ho=8.5 HZz). En 4.79 ppm se observa la sefial dd del Ha la cual se acopla
con el HB (Jna-Hp=4.8 Hz) que esta en 2.35 ppm e integra para un proton. En 1.04 y
1.03 ppm estan las sefiales que corresponden a los metilos e integran para 3

protones cada una.
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Espectro 27. RMN de **C del compuesto 55

En el espectro RMN de *C del compuesto 55 se observan 10 sefiales de
carbonos. En 176.0 y 168.2 ppm se aprecian las sefiales de los carbonilos, la
primera corresponde al carbonilo del acido y la segunda a de la amida. En el
intervalo de 134.0-127.3 ppm se observan las sefiales de los carbonos arométicos,
en 57.8 ppm se observa la sefal que corresponde al Ca, en 31.5 ppm, la sefal del

CB. Por ultimo, en 19.3 y 18.0 ppm se observan las sefiales de los metilos

[68]
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Sintesis de N-ftaloilaminoacidos

La sintesis de los N-ftaloilaminoacidos se llevd a cabo por el uso del anhidrido

ftalico con el aminoéacido correspondiente (Fig. 40).

0]
Ry AcOH R
o o M N
H,NT SCO,H  refuo CO,H
O
72 73 74

Figura 40. Sintesis de los N-ftaloilaminoacidos

Mecanismo de reaccion de N-ftaloilaminoacidos

Como primer paso del mecanismo ocurre la protonacion de un carbonilo del
anhidrido ftalico XXIX haciéndolo un centro electrofilico; el grupo amino XXII
efectla un ataque nucleofilico al carbonilo protonado XXIX y se obtiene el
intermediario tetraédrico XXX. La especie activada XXI regenera el grupo
carbonilo formando la amida XXXII; el nitrégeno de la amida hace un ataque
nucleofilico intramolecular al carbonilo del carboxilo XXXIII, que sufre la pérdida de

una molécula de agua formando el respectivo enlace imida XXXVI (Esqg. 5).
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Esquema 5. Mecanismo de reaccion de los N-ftaloilaminoécidos

Con estas condiciones de reaccibn se obtuvieron los

respectivos N-

ftaloilaminoéacidos, con rendimientos de regulares a buenos (62-98%). A pesar de

las modificaciones de las cadenas laterales en los diferentes compuestos no se

observa una tendencia que explique la variacion en los rendimientos de reaccién

(Tabla 8).

O O
N N

OH OH
O O O O

56; 62% 61; 75%

Figura 41. Rendimientos de los compuestos p-ramificados 56 y 61
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A excepcion de los compuestos 56 y 61 en donde se observa una disminucion del
rendimiento del compuesto 56 respecto a 61, esto podria deberse al impedimento

estérico generado por la cadena lateral del compuesto 56 (Fig. 41).

Tabla 8. Rendimientos de los N-ftaloilaminoacidos sintetizados

Compuesto R1 Rendimiento (%) r.f.2 p.f. (°C)

56 metil 64 0.5 145-147

57 isobutil 62 0.2 120-121

58 (1S)-1-metilpropil 98 0.2 118.7-120.4
59 fenil 73 0.2 162-163.7
60 CHy-(3-indolil) 65 0.2 189-190

61 isopropil 75 0.3 113.6-114.6

# Hexano:AcOEt (7:3)

[71]
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7.3 Anélisis de resonancia magnética nuclear de N-ftaloilaminoacidos

Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) propanoico (56)
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Espectro 28. RMN de 'H del compuesto 56

El espectro de RMN de *H del compuesto 56, muestra 5 sefiales que integran para
9 protones. En 10.36 ppm aparece una sefial ancha que integra para un proton y
correspondiente al protén del acido; en la region de aromaticos aparecen dos
sefales dd, que integran para dos protones. Los protones H2 y H5 (6 7.85) se
acoplan con los protones H3 y H4 (8 7.74, Jys5.14=5.5 Hz, Jy2-13=3.1 Hz). En 5.04
aparece una sefal g del Ha que se acopla con los protones B (Jne-+g =7.4 Hz) que

tiene un desplazamiento quimico de 1.72 ppm.
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Espectro 29. RMN de **C del compuesto 56

En el espectro de RMN de *C del compuesto 56, se aprecian 7 sefiales de
carbonos diferentes, la sefial en 175.9 ppm corresponde al carbonilo del a&cido y la
sefial en 167.5 ppm pertenece al carbonilo de la amida. En la region de aromaticos
se observan tres sefiales distintas debido a la simetria de la molécula, la sefial en
134.4 ppm pertenece a los carbonos C2, C5; en 132.0 ppm esta la sefial que
corresponde a los C1 y C6, esto se corrobora con el experimento HSQC en donde
ninguna sefial de proton correlaciona con esa sefial de carbono, la sefal en 123.8

ppm pertenece a los C3 y C4, la sefial en 47.4 ppm corresponde al carbono a y la

sefal en 15.2 ppm pertenece al carbono .
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Espectro 30. Experimento gHMBC del compuesto 56
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Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-4-metilpentanoico (57)
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Espectro 31. RMN de 'H del compuesto 57

El espectro de RMN de *H del compuesto 57 se observan 9 sefiales que integran
para 15 protones, cinco a campos bajos y tres a campos altos. La sefal singulete
ancha en 8.18 ppm corresponde al protén del carbonilo del acido, en 7.86 y 7.74
ppm aparecen las sefiales de los protones aromaticos que correlacionan entre siy
se observan como dos sefiales dd, en 5.00 ppm se observa la sefal del Ha el cual
tiene una multiplicidad de dd al acoplarse con los HB (JHo-Hpa= 11.5 HZ, Jna-Hgo= 4.1
Hz). Los HB son diasterotdépicos y se observan como dos sefiales ddd con
desplazamientos de 2.36 ppm (Juga-Hpo=14.3 HZ, Jnpa-He=11.5 HZ, Inpary=4.1 HZ) y
1.96 ppm (Inpb-Hpa=14.3 HZ, Inpp-,=10.2, Jnpb-Ha=4.1 HZ) € integran para un proton
cada una. La sefial multiplete en 1.49 ppm pertenece al Hye integra para un
proton, en 0.94 y 0.92 se observan las sefiales de los H5 e H5’ con multiplicidad de

doble cada una.
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Espectro 32. RMN de **C del compuesto 57

En el espectro de RMN de *C del compuesto 57 se observan 10 sefiales de
carbonos. En 175.4 ppm se observa la sefial de carbonilo del acido, en 167.9 ppm
aparece la sefial del carbonilo de la amida. En la region de aromaticos se
observan tres sefiales diferentes debido a la simetria de la molécula, en 134.4
ppm se observa la sefial que corresponde a los carbonos C2 y C5, en 131.9 ppm
la sefial de los carbonos ipso, en 123.8 ppm se observa la sefal de los carbonos
C3y C4. La sefial asignada al Ca presenta un desplazamiento de 50.7 ppm y para
la cadena lateral del aminoacido se observan las sefiales caracteristicas; 37.2 ppm
(CB), 25.3 ppm (Cy), 23.3 ppm (Cd) y 21.1 ppm (C?3’).
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Acido (2S, 3S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-metilpentanoico (58)
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Espectro 33. RMN de 'H del compuesto 58

En espectro RMN de 'H del compuesto 58 se observan 7 sefiales que integran
para 15 protones. La sefial singulete ancha en 8.83 ppm pertenece al proton de
acido; en la region aromatica se observan dos sefales dd en 7.86 y 7.73 ppm
caracteristicas para este tipo de sustitucién. En 4.70 ppm se observa una sefial d
que integra para un proton y corresponde al Ho (Jue-+p=8.5 Hz). La sefial
multiplete en 2.54 ppm se asigné al Hp e integra para un proton; los protones Hy
tienen un desplazamiento diferente al ser diasterotopicos: 1.52 y 1.11 ppm e
integran para un protébn cada uno. En 1.14 ppm se observa una sefial d que

integra para tres protones y corresponde a los He, mientras que la sefal t en 0.87

ppm pertenece a los HS.
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Espectro 34. RMN de'*C del compuesto 58

En espectro de RMN de **C del compuesto 58 se observan 10 sefiales de
carbonos. La primera sefial en 174.6 ppm corresponde al carbonilo del acido, en
168.0 ppm aparece la sefial del carbonilo de la amida. En la regiobn aromatica se
observan tres sefiales, 134.5, 131.8 y 123.9 ppm, la primera corresponde a los
carbonos C2 y C5, la siguiente sefial corresponde a los carbonos ipso de la
molécula, y la tercera a los carbonos C3 y C4. La sefial en 57.2 ppm se asigno al
Ca, y la cadena lateral tiene desplazamientos caracteristicos, 34.6 ppm (Cp), 26.0
ppm (Cy), 17.0 ppm (Ce) y 11.1 ppm (C9).
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Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-fenilpropanoico (59)
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Espectro 35. RMN de 'H del compuesto 59

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 59 se observan 7 sefiales que
integran para 13 protones, la sefial simple amplia en 8.68 ppm corresponde al
protén del &cido, en la region de aromaticos se observan tres sefiales diferentes
de los dos anillos, las primeras dos absorciones (7.77 y 7.68 ppm) corresponden al
anillo disustituido, manteniendo la multiplicidad dd cada una, la sefial entre 7.17-
7.12 ppm corresponde al anillo del amino&cido e integra para cinco protones, la
sefial en 5.23 ppm se asigno al Ha y tiene una multiplicidad dd debido a que se
acopla con los protones Hp (Jna-+p=8.9 Hz) que tienen un desplazamiento de 3.60

ppm y se observa como una sefial doble.
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Espectro 36. RMN de **C del compuesto 59

En el espectro RMN de *C del compuesto 59 se observan 11 sefiales de
carbonos. El carbonilo del acido tiene un desplazamiento de 174.7 ppm, mientras
gue el carbonilo de la amida se observa en 167.6 ppm. En la region de aromaticos
la sefial en 136.6 ppm corresponde al carbono ipso C1 del aminoacido, lo cual se
corrobora con el experimento DEPT (Espectro 37) en donde no se observa esta
sefal. En 134.4 ppm esta la senal de los carbonos C2’ y C5’; la sefial en 131.7
ppm corresponde al C1’ y C6’ del anillo, de igual forma la sefial correspondiente a
este carbono no se observa en el experimento DEPT. En 129.0 ppm se observa la
senal de los C3’ y C4’, la sefal en 128.8 ppm se asigno a los C2 y C6, la sefal en
127.1 ppm corresponde al C4 y en 123.8 ppm la sefial de los carbonos C3 y C5.
Por ultimo las dos sefiales restantes corresponden a los Ca y Cf (53.3 y 34.6 ppm,

respectivamente).

[80]



DISCUSION DE RESULTADOS Licenciatura en Ciencias Quimicas | 2017

<
=]
+N® o
s TR o
2\4 ﬁ
|
~—
NS
~
~—
(
™
™
Ln
|
n
LWU ;
2}

T T T T T T T T T T T T
155 145 135 125 115 105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
f1 (ppm)

35 30 25 20 15 10

Espectro 37. DEPT-135 compuesto 59
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Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-(1H-indol-3-il) propanoico (60)
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Espectro 38. RMN de *H del compuesto 60

En el espectro RMN de *H del compuesto 60 se observan 8 sefiales diferentes que
integran para 13 protones. A campos bajos se observan las sefiales de los
protones aromaticos de los dos anillos, en 7.74 y 7.65 ppm se observan las
sefales dd que integran para dos cada una y corresponden a los protones H2’, H5’
y H3', H4', la sefial doble en 7.59 ppm corresponde al metino del anillo
heterociclico del indol, las sefales de 7.27-6.99 ppm corresponden a los protones
de la parte aromatica del aminoacido e integran para cuatro protones. En 5.27
ppm se observa la sefial del Ho que se acopla con el HB (Jng-Hpa=11.0 , JHg-Hpb=5.0
Hz) los cuales tienen un desplazamiento de 3.80 ppm (1H, dd, Jxpa-Hpp=15.0 Hz,

\]HBa—Hazll-O HZ, HBa) Yy 3.72 (lH, dd, JHBb—HBa:15-O HZ, JHBb—H(x=5-O HZ)
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Espectro 39. RMN de **C del compuesto 60

En el espectro RMN de **C del compuesto 60, se observan 12 sefiales de
carbonos diferentes, en 171.4 ppm se observa la sefial del carbonilo del &cido y
en 168.0 ppm la sefial del carbonilo de la amida. El anillo inddlico presenta
desplazamientos en 134.1 ppm correspondiente al C2 y en 127.3 ppm se observa
la sefial del C3a y C7a. Mientras que los carbonos del grupo ftaloil presentan
absorciones en 131.8 ppm que corresponden a los carbonos ipso (C1’' y C6’), esto
se corrobora con el experimento DEPT en donde no se observa ninguna sefal con
este desplazamiento quimico. Para la cadena hidrocarbonada del aminoacido se

observan las siguientes sefiales; 52.9 ppm para el Cay en 24.8 ppm la sefal que

corresponde al Cp.
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Acido (S)-2-(1,3.dioxoisoindolin-2-il)-3-metilbutanoico (61)
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Espectro 40. RMN de "H del compuesto 61

En el espectro RMN de *H del compuesto 61 se observan 6 sefiales diferentes,
gue integran para 12 protones. Los protones aromaticos (H2, H4 e H3, H4), se
observan como dos sefiales dobles de dobles (7.87-7.85 ppm) e integran para dos
protones cada una. Las sefiales que corresponden al residuo de aminoéacido
inician con el Haen 4.62 ppm que integra para un proton y se acopla con el
HB (Jno—Hp=8.2 Hz) que presenta un desplazamiento de 2.77 ppm e integra para un
proton. A campos altos se observan las sefiales de los metilos (Hy e Hy’) como

una sefial d que integran para tres protones cada una (1.17 y 0.93 ppm).
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Espectro 41. RMN de "*C del compuesto 61

En el espectro RMN de **C del compuesto 61 se observan 9 sefiales de carbonos.
La sefial en 174.3 ppm corresponde al carbonilo del acido mientras que la sefal
del carbonilo de la amida se observa en 167.9 ppm. Para el sustituyente aromatico
se observan tres sefiales, en 134.5 ppm, la sefial asignada a los carbonos C2 y
C5, en 131.8 ppm la sefial correspondiente a los carbonos C1 y C6, mientras que
en 123.8 ppm se observan las absorciones para C3 y C4. La cadena alifatica del
aminoacido inicia en 57.7 ppm asignadas a Ca, en 28.6 se observa la sefial del Cf3

y los metilos de desplazan en 21.1y 19.7 ppm, correspondientes a los Cyy Cy'.
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7.4 Andlisis de espectrometria de masas

La técnica de espectrometria de masas se utiliza junto con otras técnicas de
caracterizacion estructural, con el fin de deducir y corroborar las estructuras
moleculares de los compuestos quimicos sintetizados, mediante la obtencion de la

masa molecular y el analisis del patrén de fragmentacion correspondiente.

Dentro de los resultados, se obtuvieron fragmentaciones similares entre las tres
familias de compuestos, por lo que se pudieron generalizar los patrones de

fragmentacion.
Espectrometria de ESI-MS de N-acilaminoésteres

En el espectro de ESI-MS para el compuesto N-benzoilvalilmetilico 45, se observa
el ion molecular [M+H]"; m/z 236 con una intensidad débil. Sin embargo, se
observa el ion m/z 258 que corresponde al aducto de sodio [M+Na]®, el cual es el

pico mas intenso del espectro “full scan” (Espct 42).
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Espectro 42. ESI-MS del compuesto 45
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El ion m/z 258 se aislé en un experimento MS/MS y se expuso a diferentes
voltajes de energia sin que observase ningin cambio; es un ion muy estable y no

es posible fragmentarlo (Espct 43).

091416_YCP_01_ES|_POS_MS_MS258 1(0.034) TOF MSMS 258.00ES+
100 258.1106
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s
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Espectro 43. ESI-MS/MS del aducto [M+Na] del compuesto 45

En otro experimento MS/MS se aislo el ion molecular [M+H]" 236.1269, el cual
corresponde a la masa molecular del compuesto 45, y se observa que el
compuesto se fragmenta en 3 especies (Espct 44).
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Espectro 44. ESI-MS/MS del ion [M+H]" del compuesto 45

El fragmento m/z 204.0970 corresponde al cation acilo, el cual pierde un carbonilo
para generar el ion aciliminio m/z 176.1053, luego éste pierde el fragmento iminio,
formando el cation benzoilo m/z 105.0372 (Fig. 42).

o) . o) oj/ c|3®
e oy o o

m/z= 236.1259 [M+H]* m/z= 204.0970 [M+H]* m/z=176.1053 [M+H]* m/z= 105.0372 [M+H]*
Figura 42. Fragmentacion del compuesto 45

En el andlisis de los espectros de ESI-MS/MS de los N-acilaminoésteres
sintetizados, se observa que sufren una fragmentacion similar en donde las masas
varian de acuerdo a la cadena lateral del aminoacido y a la sustitucion en el anillo

aromatico del grupo benzoilo.

Este comportamiento se agrupa en la Tabla 9 en donde la mayoria de estos
compuestos sigue este patron de fragmentacion, perdiendo inicialmente el grupo
metoxi (a), posteriormente se forma el ion iminio (b) y finalmente se forma el cation

benzoilo (c).
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Tabla 9.Principales fragmentaciones de los N-acilaminoésteres

O R o R o @)R |O
'~
S N)\H/O\ S N)m@ R G)HT' R@)G)
R—_J H oon RJ H o ~ H F
(a) (b)

[M+H]* (c)

Férmula Masa [M+Na]®  [M+H] (a) (b) (c)
molecular calculada m/z m/z m/z m/z
45 Cy3H;7NO; 235.1208 258.1106 236.1269 204.0970 176.1053 105.0372
46 C14H{oNO, 265.1314 288.1208 266.1378 234.1138 206.1229 135.0498
47 C,5H,;NOg 295.1420 318.1314 296.1501 - - 165.0613
48 C,3H,,NO, 251.1158
49 C14H19NOg 249.1365 272.1249 250.1449 218.1166 190.1239 105.0394
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N-acilaminoacidos

Para la familia de los N-acilaminoacidos se obtuvo el espectro masas en ambos
modos (positivo y negativo). En el modo negativo la intensidad de los picos era
mayor a la observada en el MS-(+) ya que el numero de cuentas es mayor. El
compuesto 52 en modo negativo se observa el ion molecular m/z 192.0664 y en el

experimento MS/MS se observa una fragmentacion m/z 148.0850 (Esp 45)

091916 YCP_09 ESI NEG MS MS192 1{0.034) TOF MSMS 192.00ES-
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Espectro 45. ESI-MS/MS del compuesto 52

En la fragmentacion del compuesto 52 se observa la descarboxilizacion del acido

generando el ion m/z 148.0850.

O o O J
N © N~ ©
HoJ H

m/z=192.0664 [M-H] m/z=148.0850 [M-CO,J

Figura 43. Fragmentacion del compuesto 52
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En el andlisis de los espectros de masas de esta familia de compuestos se
observan similitudes por lo que se agrupan en la Tabla 10 en donde se muestran
los patrones de fragmentacion.

Tabla 10. Fragmentaciones representativas de los N-acilaminoacidos

(e} R o (@] )R
N)ﬁ(o N ©
H o H
[M-H] (a)
Férmula Masa [M-H] €)
molecular calculada m/z m/z

50 C,sH;,NO, 2351208  234.1138  190.1382
51 C;sH;,NO, 2351208  234.1073  190.1321
52 C,oH;;NO;,  193.0839  192.0664  148.0850
53 C,H;sNO;  269.1052  268.0974  224.1206
54  C,gH;N,0;, 308.1161  307.1078  263.1275
55 C,,H;sNO;,  221.1052  220.0965  176.1174

N-ftaloilaminoacidos

En el compuesto 57 de la familia de los N-ftaloilaminoacidos se observa en modo

negativo un ion molecular m/z 260.0927 y se observan dos fragmentaciones.

(@) (@) O
)_\ A=
N o N N=CH
5 )
O O (@) (@)

m/z=260.0927 [M-H] m/z=216.1134 [M-CO,J m/z=159.0540

Figura 44. Fragmentaciones del compuesto 57
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En la primera fragmentacion el compuesto 14 se descarboxila generando un ion
m/z 216.1134 y en la segunda se pierde la cadena lateral del aminoacido

generando un ion m/z 159.0540 (Esp 46).
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Espectro 46. ESI/MS del compuesto 57

En general en la familia de los N-ftaloilaminodcidos también se observan
fragmentaciones similares entre los compuestos, las cuales se pueden ver en la
Tabla 11 en donde se observa el patréon de fragmentacion de esta familia de

compuestos.
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Tabla 11. Principales fragmentaciones de los N-ftaloilaminoacidos

0 0O 0O 0]
R R
N o N4 N*=0O NO
o]

O O o] @) (0]

[M-H]- (a) (b) (c)
Formula Masa calculada [M-H] (a) (b) (c)
m/z m/z m/z

56 C;4H;sNO, 261.1001 260.0927 216.1134 159.0540 -
57 C;;HgNO, 219.0532 218.0452 174.0695 159.0515 146.0798
58 C;4H;sNO, 261.1001 260.0927 216.1134 159.0595 -
59 (C,,H;3NO, 295.0845 294.0752 250.0936 159.0584 -
60 C;9H;4,N,0, 334.0954 333.0872 160.0726 - -
61 C,3H,;3NO, 247.0845 246.0755 202.0978 159.0527 -
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VIIl.  CONCLUSIONES

De los 17 compuestos sintetizados, tres son compuestos nuevos; el éster 3-
metoxibezoilvaliimetilico (46), el éster 3,4-dimetoxibezoilvalilmetilico (47) y el éster
4-hidroxibezoilvalilmetilico (48) (SciFinder®®). Los 14 restantes son compuestos ya

descritos en la literatura.

Para los ésteres N-benzoilaminometilicos (45-49) se usO el método de la
carbodiimida y se obtuvieron rendimientos del 29 al 86%. Para los N-
benzoilamino&cidos (50-55) y N-ftaloilaminoacidos (56-61) se utilizé el método del
anhidrido simétrico con rendimientos del 29 al 98%. Todos los compuestos se
caracterizaron mediante RMN de *H y *3C, espectrometria de masas e infrarrojo.

Los bioensayos antifingicos se estaran realizando posteriormente frente a
Fusarium temperatum y Aspergillus fumigatus; dos hongos filamentosos que han

mostrado ser susceptibles a este tipo de compuestos.
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IX. PARTE EXPERIMENTAL

Metodologia general para la sintesis de ésteres N-benzoilaminometilicos

R2 O R2

R-COH  + — A
HZNJ\COZRs R1)k N™ “COR;

En un matraz de bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se disolvié el a-
aminoéster (1 equiv), acido benzoico (1 equiv), dimetilaminopiridina (DMAP,
catalitico) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC,1.5 equiv), se
disolvié en CH,Cl, (10 mL) a temperatura ambiente, a la mezcla de reaccion se le
agrego trietilamina (TEA) (2 equiv) en una sola porcion. La reaccién se dejé en
agitacion durante toda la noche, transcurrido ese tiempo se diluyé con CH,CI, (30
mL) y se traté con una solucion saturada de cloruro de amonio (NH4CI, 10 mL).
Se realizaron extracciones con CH,Cl, (3 x 20 mL). La fase organica resultante se
secO con Na,SO, anhidro y se concentrd en el rotavapor. El residuo se purificd

como se indica para cada caso.

A continuacibn se describen los datos espectroscépicos de los ésteres

benzoilaminometilicos (45-46).

(S)-2-benzamido-3-metilbutanoato de metilo (45)
o~
° : 1 l\lj;‘rO\
4 2 H O
3
45

El compuesto 45 se purificd por cromatografia en columna en un sistema de
disolventes hexano-AcOEt en proporciones 8:2, se obtuvo un sélido blanco con un
rendimiento del 85% y un punto de fusién de 110.9-11.4 °C.*’
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IR (cm™) = 3333, 2977, 2300, 1755 (CO,R), 1345 (C-O), 1560.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7.73-7.38 (5H, m, Ha,), 6.54 (1H, d, Innne=8.7 Hz,
NH), 4.73 (1H, dd, Jhenn= 8.7, Jnerp=4.9 Hz, Ha), 3.71 (3H, s, OMe), 2.22 (1H, dh,
Irp-r,=6.9 Hz, Jngr,=4.9 Hz, HP), 0.95 (3H, d, Jn,-1p=6.9 Hz, Hy), 0.93 (3H, d, Jn,.
p=6.9 Hz, Hy").%’

RMN *3C (101 MHz, CDCls) &: 172.9 (COOR), 167.5 (CON), 134.4 (C1), 131.9
(C4), 128.8 (C2, C6), 127.3 (C3, C5), 57.6 (OMe), 52.4 (Co), 31.9 (CP), 19.2 (Cy),
18.2 (Cy). ¥

ESI-MS: 258.1106 [M+Na]*, 236.1269 [M+H]*, 204.0970, 105.0372.

(S)-2-(4-metoxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (46)
o™~
4 2 H o
3
0 46

El compuesto 46 se purificé en sistema hexano-AcOEt en proporciones 8:2 y se
obtuvo un sélido blanco con un punto de fusién de 80.9-81.5 °C y rendimiento del
75%.

IR (cm™): 3224, 2846, 2296, 1719 (CO,R), 1620 (CONH), 1522.

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7.40-7.27 (3H, m, H4-H6), 7.03 (1H, ddd, Jy2-14=8.0,
Jhz-16=2.6, Jnzns=1.1 Hz, H2), 6.93 (1H, d, Innne=8.7 Hz, NH), 4.74 (1H, dd, ..
NH=8.7 HZ, Jharp=5.4 Hz, Ha), 3.79 (3H, s, ArOMe), 3.75 (3H, s, OMe), 2.27 (1H,
dh, Jup,=6.8 Hz, Jupe=5.4 Hz, HB), 1.00 (3H, d, Ju,+45=6.8 Hz, Hy), 0.99 (3H, d,
Jry1p=6.8, Hy').
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RMN *3C (101 MHz, CDCls) 5: 172.6 (COOR), 167.2 (CONH), 159.7 (C3), 135.5
(C1), 129.4 (C2), 118.9 (C4), 117.7 (C5), 112.5 (C6), 57.6 (ArOMe), 55.2 (OMe),
52.1 (Ca), 31.4 (CB), 18.9 (Cy), 18.0 (Cy).

ESI-MS: 288.1208 [M+Na]", 266.1378 [M+H]", 234.1138, 206.1229, 135.0498

(S)-2-(3,4-dimetoxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (47)

El compuesto 47 se purificO en sistema de disolventes hexano-AcOEt en
proporciones 6:4 con un rendimiento del 75% y se obtuvo un sdlido blanco con un
punto de fusion de 90.5-91 °C.

IR (cm™): 3270, 2996, 2289, 1732 (CO,R), 1620 (CONH), 1507, 12009.

RMN *H (400 MHz, CDCl3) &: 7.44-6.89 (3H, m, Ha,), 6.56 (1H, d, Ixt.Ho= 8.3 Hz,
NH), 4.78 (1H, dd, Jhenn =8.3 HZ, Jnenp=5.0 Hz, Ha), 3.94 (3H, s, *OMe), 3.93
(3H, s, “OMe), 3.78 (3H, s, OMe), 2.28 (1H, dh, Jup.+,=6.8 Hz, Jipre= 5.0 Hz, HB),
1.02 (3H, d, Jn,+=6.8 Hz, Hy), 0.98 (3H, d, Ji,-1p= 6.8 Hz, Hy).

RMN *3C (101 MHz, CDCls) &: 173.0 (COOR), 167.0 (CONH), 152.2 (C3), 149.3
(C4), 127.0 (C5), 119.6 (C2), 111.0 (C1), 110.5 (C6), 57.7 (*OMe), 56.3 (*OMe),

56.2 (OMe), 52.5 (Ca), 31.9 (Cp), 19.2 (Cy), 18.2 (Cy).

ESI-MS: 318.1314 [M+Na]", 296.1501 M+H]", 165.0613.
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(S)-2-(4-hidroxibenzamido)-3-metilbutanoato de metilo (48)

48

El compuesto 48 se purific6 en un sistema de disolventes hexano-AcOEt en
proporciones 1:1, se obtuvo un sélido amarillo oscuro con un punto de fusion de
111.1-112.7 °C y un rendimiento de 86%.

IR (cm™): 3290 (OH), 2929, 1752 (CO,R), 1600 (CONH), 1507, 1209.

RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 8.97 (1H, s, OH), 7.83 (1H, d, Jn-1e=8.7 Hz, NH),
7.06 (2H, d, Jnz-a=8.6 Hz, H2, H6), 6.72 (2H, d, Jua.12=8.6 Hz, H3, H5), 4.31 (1H,
dd, Jent =8.7 HZ, Juorp=6.0 Hz, Hay), 3.67 (3H, s, OMe), 2.08 (1H, dh, Jup-e=6.0,
JnpHy=6.9 Hz, HP), 0.89 (3H, d, Ju,.1s=6.9 Hz, Hy), 0.88 (3H, d, Jn,-15=6.9 Hz, Hy).

RMN *3C (101 MHz, DMSO0) &: 170.8 (COOR), 170.0 (CON), 154.6 (C4), 128.5
(C3, C5), 124.9 (C1), 113.7 (C2, C6), 55.9 (OMe), 50.1 (Cw), 28.9 (CB), 17.6 (Cy),
16.8 (Cy).
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(2S, 3S)-2-benzamido-3-metilpentanoato de metilo (49)

49

Se purificé en un sistema hexano-AcOEt en proporciones 8:2 con un rendimiento

del 29%. Se obtuvo un solido blanco con un punto de fusién de 90.4-91.5 °C.
IR (cm™): 3330, 2322, 1719 (CO,R), 1633 (CONH), 1507.

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7.82—7.41 (5H, m, Ha ), 6.82 (1H, d, Jnn.1e=8.3 Hz,
NH), 4.82 (1H, dd, Juo-nH=8.3, Jnenp=5.2 Hz, Ha), 3.75 (3H, s, OMe), 2.01 (1H, m,
HB), 1.53 (1H, m, H3), 1.29 (1H, m, H8),0.97 (1H, d, Jn,-+5=6.9 Hz, Hy), 0.95 (3H, t,
Jhens=7.4 Hz, He).>®

RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 172.7 (COOR), 167.3 (CON), 134.1 (C1), 131.7
(C4), 128.6 (C2, C6), 127.1 (C3, C5), 56.9 (OMe), 52.2 (Coy), 38.2 (CP), 25.4 (C5),

15.5 (Cy), 11.6 (Ce).

ESI-MS: 272.1249 [M+Na]", 250.1449 [M+H]", 218.1166, 190.1239, 105.0394
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Metodologia para la sintesis de N-benzoilaminoacidos y N-ftaloilamino&cidos

o O .\ R AcOH o Ry
1 —_—
o )\ ref. N)\”/OH
a) Ho,N" >COLH H 4§
o) o)
b) Ry AcOH A
o + )\ — N——(
H,N” ~Co,H  ref. CO,H
O O

Figura 45. Condiciones de reaccién

En un matraz de bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética se
colocaron el aminoécido, (1 equiv) y el anhidrido ftalico o benzoico (1 equiv) en 25
mL de AcOH. La reaccion se dejo a reflujo por 2 h, transcurrido este tiempo la
reaccion se concentré en un rotavapor con alta vacio. El producto de reaccion se

purificd por cromatografia en columna como se indica en cada caso.

A continuacién se describe la caracterizacion de los compuestos que se

obtuvieron por la metodologia previamente mencionada.

Acido (S)-2-benzamido-4-metilpentanoico (50)

3
Y
o ! 5
6 a
. 1 N OH
4 5 H O
3
50

El compuesto 50 se purifico utilizando cromatografia en columna en un sistema de
disolventes hexano-AcOEt en proporciones 7:3 y se obtuvo un gel semi

transparente con un rendimiento del 29%.

IR (cm™): 3323, 2946, 2544, 1713(C=0), 1620, 1520(C-O).
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RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 7.76—7.36 (6H, m, Ha,), 7.2 (1H, s, OH), 7.06 (1H, d,
INHHo=8.6 Hz, NH), 4.80 (1H, dd, Juoni=8.6, Juerp=7.2 Hz, Hor),1.74 (2H, m, HB ),
1.28 (1H, m, Hy), 0.94 (3H, d, Jus1,=3.8, Hz, H3), 0.93 (3H, d, Jus-++,=3.8, H&'). *°

RMN *3C (101 MHz, CDCls) &: 176.4 (COOH), 168.4 (CON), 133.6 (C1), 132.1
(C4), 128.7 (C2, C6), 127.4 (C3, C5), 51.6 (Ca), 41.2 (CP), 25.1 (Cy), 23.0 (C3),
22.0 (C3'). ¥

ESI-MS: 234.1138 [M-H]’, 190.1382

Acido (2S, 3S)-2-benzamido-3-metilpentanoico (51)

v 5
O
6 o
s 1 N OH
4 5 H O
3
51

El compuesto 50 se purificd por cromatografia en columna en un sistema hexano-
AcOEt en proporciones 1:1, se obtuvo un solido blanco con punto de fusion 119-
120 °C y un rendimiento de 31%.

IR (cm'™): 3393 (OH), 2952, 2535, 1733 (CO,H), 1620 (CONH), 1527

RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 7.78-7.43 (10, m, Ha), 6.86 (1H, d, Jxi.Ho=8.4 Hz,
NH), 6.76 (1H, d, Ini-+a=8.8 Hz, NH), 4.93 (1H, dd, Juqni=8.8, Jnanp=3.9 Hz, Ha),
4.83 (1H, dd, Jnonv=8.4, Jnorp=4.8 Hz, Ha), 2.07 (2H, m, HB), 1.54 (2H, m, HJ),
1.28 (2H, m, H8), 1.03-0.93 (12H, m, Hy y He).*®

RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 176.4 (COOH), 176.0 (COOH), 168.4 (CON), 168.2
(CON), 134.0 (C1), 133.9 (C1), 132.1 (C4), 128.8 (C2, C6), 127.3 (C3,C5), 57.2
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(Ca), 56.0 (Co), 38.1 (CP), 38.1 (CP), 26.5 (C8), 25.4 (C3), 15.6 (Cy), 14.89 (Cy),
12.0 (Ce), 11.8 (Cg) . *°

ESI-MS: 234.1073 [M-H]’, 190.1321.

Acido (S)-2-benzamidopropanoico (52)

El compuesto 52 se purific6 en un sistema de disolventes hexano-AcOEt en
proporciones 5:5 y se obtuvieron cristales con un punto de fusion de 121.2-122.7

°C, y un rendimiento del 71%.
IR (cm™): 3376 (OH), 3005, 2521, 1726 (CO,H), 1593, 1540

RMN H (400 MHz, CDCl3) &: 7.82-7.43 (5H, m, Ha), 4.78 (1H, s, NH) 4.70 (1H, q,
Jnatp=7.2 Hz, Hor), 1.53 (3H, d, Jypna=7.2 Hz, HB).*

RMN *3C (101 MHz, CDCl3) &: 175.1 (COOH), 167.9 (CON), 133.7 (C1), 131.8
(C4), 128.5 (C2, C6), 127.1 (C3, C5), 48.5 (Cay), 18.0 (CB).*°

ESI-MS: 192.0664 [M-H], 148.0850.
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Acido (S)-2-benzamido-3-fenilpropanoico (53)

53

El compuesto 53 se purific6 en un sistema de disolventes hexano-AcOEt en
porciones 7:3 y se obtuvo un solido blanco con un punto de fusion de 141-141.5
°C, y un rendimiento del 45%.%°

IR (cm™): 3337 (OH), 2879, 2574, 1713 (CO,H), 1633 (CONH), 1527.

RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 8.69 (1H, s, COOH), 7.72-7.17 (10H, m, Ha,), 6.64
(1H, d, InHHa=7.4 Hz, NH), 5.10 (1H, dt, Jueni=7.4 HZ, Jue1p=5.7 Hz, Ha), 3.35
(1H, dd, Juprp=14.0, Jup-ne=5.7 Hz, HP), 3.26 (1H, dd, Jnp-rp=14.0 Hz, Jupne=5.7
Hz, HB).*

RMN *3C (101 MHz, CDCls) &: 175.3 (COOH), 168.0 (CON), 135.8 (C1), 133.6
(C1’), 132.3 (C4), 129.6 (C2, C6), 128.9 (C2’, C6’, C3, C5), 127.5 (C4), 127.3 (C3,
C5’), 53.9 (Co), 37.5 (CB).*°

ESI-MS: 268.0974 [M-H], 224.1206.

Acido (S)-2-benzamido-3-(1H-indol-3-il) propanoico (54)
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El compuesto 54 se purific6 en un sistema de disolventes hexano-AcOEt en

porciones de 7:3 y se obtuvo un gel café oscuro, con un rendimiento de 75%.
IR (cm™): 3493 (OH), 3045, 2926, 2554, 1726 (CO,H), 1626 (CONH), 1520, 1222

RMN *H (400 MHz, CDCI3) &: 8.47 (1H, s, 1H), 7.95 (1H, s, OH), 7.05-6.9 (10H, m,
HAr,H2’), 5.05 (1H, d, JHQ-HB:5.4 Hz, 1H), 3.39 (lH, dd, ‘JHB'HB:]‘S'S Hz, JHﬁ-Ha:5.4HZ,
HB), 3.33 (1H, dd, JHB'HB:15'3 Hz, JHB-Hoc:5-4 Hz, HB)

RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 175.3 (COOH), 168.4 (CON), 136.3 (C7a), 133.3
(C1), 132.1 (C4), 128.7 (C2, C6) , 127.8 (C3a), 127.3 (C3, C5), 123.6 (C2"), 122.2
(C7"), 119.7 (C6’), 118.6 (C5’), 111.7 (C4"), 109.5 (C3), 54.1 (Ca), 27.3 (CP).

ESI-MS: 307.1078 [M-H]’, 263.1275.

Acido (S)-2-benzamido-3-metilbutanoico (55)

Y Y
o B
6 o
] ] N OH
4 2 H O
3
55

El Compuesto 55 se purificO en un sistema hexano-AcOEt en proporciones 7:3

con un rendimiento del 70% y un punto de fusion de 120.0-127.8 °C.
IR (cm™): 3297 (OH), 2952, 1649 (CO,H), 1633 (CONH), 1520.

RMN *H (400 MHz, CDCls) 8: 8.57 (1H, s, OH), 7.81-7.44 (5H, m, Ha,), 6.74 (1H,
d, In-Ha=8.5 Hz, NH), 4.79 (1H, dd, Jnenn=8.5, Jnenp=4.8 Hz, Ha), 2.35 (1H, m,
HB), 1.04 (3H, d, Ju,-1p=6.9 Hz, Hy), 1.03 (3H, d, Jp,; 1p=6.9 Hz, Hy).**

RMN C (101 MHz, CDCl3) &: 176.0 (COOH), 168.2 (CON), 134.0 (C1), 132.2
(C4), 128.9 (C2, C6), 127.3 (C3.C5), 57.8 (Ca), 31.5 (CB), 19.3 (Cy), 18.0 (Cy). *

ESI-MS: 220.0965 [M-H], 176.1174.
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Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) propanoico (56)

56

El compuesto 56 se purificO en sistema de disolventes hexano-AcOEt en
proporciones 7:3 con un rendimiento del 64%, se obtuvo un sélido blanco con un
punto de fusién de 145-147 °C.*°

IR (cm™): 3299 (OH), 1752 (CO,H), 1686 (CONH), 1388, 1209

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 10.36 (1H, s, COOH), 7.85 (2H, dd, Jy2.+13=5.4 Hz,
Jhz-4=3.1 Hz, H2,H5), 7.74 (2H, dd, Jusn2=5.5 Hz, Juzns=3.1 Hz, H3,H4), 5.04
(2H, q, Jua-Hp=7.4 Hz, Ha), 1.72 (3H, d, Jupne=7.4 Hz, HB).***

RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 175.9 (COOH), 167.5 (CON), 134.4 (C2, C5), 132.0
(C1, C6), 123.8 (C3, C4), 47.4 (Ca), 15.2 (CP). 4**2

ESI-MS: 260.0927 [M-HJ, 216.1134, 159.0540

Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-4-metilpentanoico (57)

O &
5 B v
4 8 7
N—{a o
’ T OH
2
57

[105]



PARTE EXPERIMENTAL Licenciatura en Ciencias Quimicas | 2017

El compuesto 57 se purificé en cromatografia en columna en un sistema hexano-
AcOEt en proporciones 7:3 con un rendimiento del 62%. Se obtuvo un sélido un

sélido blanco semi cristalino con un punto de fusién de 120-121 °C.*
IR (cm™): 3482 (OH), 2965, 1706 (CO,H), 1388

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 8.18 (1H, s, COOH), 7.86 (2H, dd, Ju2+3=5.5, Juz-
w=3.1 Hz, H2, H5), 7.74 (2H, dd, Juz-12=5.5 Hz, Juz.5=3.1 Hz, H3, H4), 5.00 (2H,
dd, Jhenpa=11.5 Hz, Jugnpo=4.1 Hz, Ho), 2.36 (1H, ddd, Jnparpp=14.3 Hz, Jnpa-
Ho=11.5 Hz, Jnga+,=4.1 Hz, HBa), 1.96 (1H, ddd, Jngp-+pa=14.3 HZ, Jrpp-r,=10.2, Jrpb.
ho=4.1 Hz, Hpp), 1.49 (1H, m, Hy), 0.94 (3H, d, Jus.1,=9.2 Hz, H3), 0.92 (3H, d, Jys-
1=9.2 Hz, H&").*%*

RMN *3C (101 MHz, CDCls) 5: 175.4 (COOH), 167.9 (CON), 134.4 (C2, C5), 131.9
(C1, C6), 123.8 (C3, C4), 50.7 (C), 37.2 (CB), 25.3 (Cy), 23.3 (C§), 21.1 (C?).

ESI-MS: 218.0452 [M-H]’, 174.0695, 159.0515, 146.0798.

Acido (2S, 3S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-metilpentanoico (58)

€ 5
s O
CIo¢
¥ OH
O O
58

El compuesto 58 se purificé en cromatografia en columna por medio de un sistema
de disolventes hexano-AcOEt en proporciones 7:3 obteniendo un compuesto
solido blanco con un punto de fusion de 118.7-120.4 °C y un rendimiento del 98%.

IR (cm™): 3224 (OH), 2995, (CO,H), 1375

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8.83 (1H, s, COOH) 7.86(2H, dd, Juz.1s=5.5 Hz, Ju».
w=3.1 Hz, H2, H5), 7.73 (2H, dd, Jus-2=5.5 Hz, Juans=3.1 Hz, H3 ,H4), 4.70 (1H,
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d, Juo.rp=8.5 Hz, Ha), 2.54 (1H, m, HB), 1.52 (1H, m, Hy), 1.14 (1H, d, Jy.1p=6.7
Hz, He), 1.11 (1H, m, Hy), 0.87 (3H, t, Jus.+,=6.7, H3)."

RMN *C (101 MHz, CDCl3) 5 174.6 (COOH), 168.0 (CON), 134.5 (C2,C5), 131.8
(C1, C6), 123.9 (C3, C4), 57.2 (Ca), 34.6 (CB), 26.0 (Cy), 17.0 (Ce), 11.1 (C8).*

ESI-MS: 260.0927 [M-H], 216.1134, 159.0505

Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-fenilpropanoico (59)

El compuesto 59 se purificd en un sistema de disolventes 7:3 hexano-AcOEt con
un rendimiento del 73%, se obtuvo un sélido amarillo con un punto de fusion de
162-163.7 °C.*°

IR (cm™): 3250 (OH), 2926, 1705 (CO,H), 1381.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.68 (1H, s, COOH), 7.77 (2H, dd, Ji».13=5.5 Hz,
Jnz-usn=3.1 Hz, H2’, H5), 7.68 (2H, dd, Juz.12=5.5 Hz, Juz-s=3.1 Hz, H3', H4),
7.17-7.12 (5H, m, H2-H6), 5.23 (1H, dd, Jye+p=8.9 Hz, Hay), 3.60 (2H, d, Jyp.+,=8.9
HZ, HB)-40_43

RMN C (101 MHz, CDCl3) & 174.7 (COOH), 167.6 (CON), 136.6 (C1), 134.4 (C2’,
C5’), 131.7 (C1’, C6’), 129.0 (C3’, C4’), 128.8 (C2, C6), 127.1 (C4), 123.8 (C3, C5),
53.3 (Ca), 34.6 (CP).**3

ESI-MS: 294.0752 [M-HJ, 250.0936, 159.0584.
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Acido (S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-(1H-indol-3-il) propanoico (60)

El compuesto 60 se purific6 en cromatografia en columna en sistema de
disolventes hexano-AcOEt en proporciones 7:3 con un rendimiento del 65%; se

obtuvo un sélido amarillo con punto de fusién de 189-190 °C. “°
IR (cm™): 3443 (OH), 3383, 1739 (CO.H), 1693, 1394.

RMN *H (400 MHz, CDCl3) &: 7.74 (2H, dd, Jnz-#3=5.4 Hz, Juz-ns=3.0 Hz, H2', H5’),
7.65 (2H, dd, Juz-12=5.4 Hz, Juz-ns=3.0 Hz, H3', H4), 7.59 (1H, d, Ju2nn=7.9 Hz,
H2), 7.27-6.99 (4H, m, H4-H7), 5.27 (1H, dd, Jn-+pa=11.0 HZ, Jug-npp= 5.0 Hz, Hay),
3.80 (1H, dd, Jnparpp=15.0 HZ, Jnpare=11.0 Hz, HBa), 3.72 (1H, dd, Jnpp-rpa=15.0
Hz, Jupb-a=5.0 Hz, HBb).*

RMN C (100 MHz, CDCl3) &: 171.4 (COOH) 168.0 (CON), 134.1 (C2', C5’, C2),
131.8 (C1’, C6"), 127.3 (C3a, C7a) 123.4 (C3, C4’), 122.6 (C3), 122.0 (C7), 119.4
(C4), 118.5(C6), 111.2 (C5), 52.9 (Ca), 24.8 (CB).*°

ESI-MS: 233.0872 [M-H],160.0726.
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Acido (S)-2-(1,3.dioxoisoindolin-2-il)-3-metilbutanoico (61)

61

El compuesto 61 se purific6 en cromatografia en columna en sistema de
disolventes hexano-AcOEt en proporciones 7:3 con un rendimiento del 75%; se
obtuvo un sélido blanco con un punto de fusién de 113.6-114.6 °C.%°

IR (cm™): 3211 (OH), 2959, 1739 (CO,H), 1689, 1394, 1209.

RMN *H (400 MHz, CDCI3) &: 7.87 (2H, dd, Jn2-13=5.3 Hz, Jy2-14=3.1 Hz , H2, H5),
7.85 (ZH, dd, JH3-H2:5-3 HZ, JHS-H5:3-1 HZ, H3, H4), 4.62 (1H, d, JHOL—H[S:8-2 HZ,
Ho), 2.77 (1H, m, HB), 1.17 (3H, d, Jy,+4$=6.8 Hz, Hy), 0.93 (3H, d, Ju,_11s=6.8 Hz,
HY,) 40,41

RMN 3C (101 MHz, CDCl3) 8: 174.3 (COOH), 167.9 (CON), 134.5 (C2, C5), 131.8
(C1, C6), 123.8 (C3, C4), 57.7 (Ca), 28.6 (CB), 21.1 (Cy), 19.7 (Cy). “**

ESI-MS: 246.0755 [M-H]’, 202.0978, 159.0527.
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