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EDAC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
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ESI-MS Electrospray ionization mass spectrometry
FDPP Pentafluorofenil difenilfosfinato

GABA Acido gama aminobutirico

GBP Gabapentina

HOBt N-hidroxibenzotriazol

HRMS Espectrometria de masas de alta resolucion
IR Infrarojo

NOESY Nuclear overhauser effect spectroscopy
PM Peso molecular

ppm Partes por millon

Rdto Rendimiento

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SNC Sistema nervioso central

ta. Temperatura ambiente

THF Tetrahidrofurano

TEA Trietilamina

TFA Acido trifluoroacético






RESUMEN

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la sintesis y el estudio estructural de tres
series diferentes de y-péptidos conteniendo un ciclobutano como elemento constrictor

del esqueleto péptidico.

También se han sintetizado una serie de y-péptidos hibridos formados a partir de
monomeros ciclobutanicos y un derivado de prolina para su potencial uso como

péptidos capaces de penetrar en las células (CPPs).
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1. INTRODUCCION
1.1 IMPORTANCIA DE LOS GAMA AMINOACIDOS

Los gama aminoacidos han atraido la atencion de la comunidad cientifica, entre
alguno de los motivos més importantes, por ser compuestos bioldgicamente activos en el

sistema central nervioso (SCN) de los mamiferos.

El compuesto que hizo despertar el interés por los gama aminoéacidos en el campo
bioldgico fue el acido y-aminobutirico (conocido comunmente como GABA). Aungue este
producto natural ya era conocido® y se sabfa de su existencia en plantas y bacterias, donde
realiza un papel metabdlico en el ciclo de Krebs, no fue hasta 1949 cuando Eugene Robert
y S. Frankel? detectaron cantidades importantes de este compuesto en el sistema central
nervioso de mamiferos. El primer indicio de que el GABA podria tener una funcion
inhibitoria en el sistema nervioso de los vertebrados vino de estudios en los que se constato
que la aplicacion tépica de soluciones de GABA ejerce efectos inhibitorios sobre la
actividad eléctrica del cerebro.® Sin embargo, el GABA no fue aceptado como

neurotransmisor hasta la década de 1960.

Figura 1. Acido y-aminobutirico (GABA)

En la actualidad, es conocido que el GABA es el principal neurotransmisor
inhibitorio en el sistema central de los mamiferos. Se encuentra principalmente en el
cerebro, y es un agonista de tres subtipos de receptores. La alteracion de la funcion
GABAérgica en el cerebro se asocia como el responsable del desarrollo de algunos

trastornos neuroldgicos y psiquiatricos en los seres humanos, como la enfermedad de

' a) Ackermann, D. Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, 1910, 69, 273. b) Ackermann, D.;
Kutscher, Fr. Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fur physiologische Chemie, 1910, 69, 265.

® Roberts, E.; Frankel, S. J. Biol. Chem. 1950, 187, 55.

® Hayashi, T., Nagai, K. Abstr. XX Inter. Physiol. Congr. Brussels, 1956, 410
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Huntington, el Parkinson, la epilepsia, la esquizofrenia y otros, tales como la ansiedad y el

comportamiento agresivo.*

Sin embargo, la administracion de GABA via oral o intravenosa no es una terapia
eficaz debido a su baja lipofilia, y su pobre capacidad para cruzar la barrera
hematoencefalica (BBB). La sintesis de los derivados de GABA mas lipofilicos capaces de
cruzar la barrera sangre-cerebro, y que pueda inhibir la GABA transaminasa (GABA-T),
la enzima que degrada GABA, ha sido el blanco de un gran numero de estudios. En
consecuencia, en los ultimos afios se han dedicado grandes esfuerzos en la sintesis de los
derivados de GABA para asi modificar sus propiedades, tanto fisicas como quimicas, para

su uso farmacolégico. Hoy en dia ya se pueden encontrar derivados como medicamentos:

Cl
o
o o H,N OH
OH H,N
HzN H2N JR—
OH OH o
(R)-Baclofen (S)-Pregabalin (S)-Vigabatrin Gabapentin
(Kemstrol ® and Lioresal ®) (Lyrica ®) (Neurontin ®)

Figura 2. Analogos comerciales del GABA

Otro de los puntos es la utilizacion de los y-aminoacidos, con el fin de mimetizar
aminoacidos y péptidos naturales para mejorar su uso como farmacos. Los
peptidomiméticos pueden ofrecer ventajas como por ejemplo la mayor estabilidad a la
degradacion enzimatica frente a los péptidos proteicos. Ademas, oligdmeros que contienen
residuos de y-aminoacidos pueden adoptar conformaciones especificas y pueden ser

utilizados como piezas para la construccion de moléculas biomédicas activas.

Por otra parte, en los Gltimos afios los gama aminoacidos han sido un foco de
atencion por su potencial en el disefio y sintesis de a,y- y B,y- péptidos hibridos
(oligbmeros) que se pliegan en estructuras secundarias definidas. Estos péptidos se pliegan

formando novedosas estructuras, algunos de ellas helicoidales. Ademas, recientemente se

*a) Giumanini, A. G.; Chiavari, G.; Gusiani, M. M.; Rossi, P. Synthesis, 1980, 743. b) Hart, B. R.; Rush, D.
J.; Shea, K. J. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 460. c) Wissner, A.; Overbeek, E.; Reich, M. F.; Floyd, M. B.;
Johnson, B. D.; Mamuya, N.; Rosfjord, E. C.; Discafani, C.; Shi, X.-Q.; Rabindran, S. K.; Gruber, B. C.; Ye,
F.; Hallett, W. A.; Nilakantan, R.; Shen, R.; Wang, Y.-F.; Greenberger, L. M.; Tsou, H.-R. J. Med. Chem.
2003, 46, 49.
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han realizado investigaciones de gama aminoacidos lineales y ciclicos que pueden ser una
promesa para el disefio de nanotubos; ejemplo de ello son segmentos de a, y - péptidos
hibridos con nuevas propiedades estructurales y cavidades internas.” Estos compuestos,
conocidos como nanotubos peptidicos autoensamblados (SPN), han llamado la atencion

recientemente, debido a sus posibles aplicaciones en biologia y ciencias de materiales.

También cabe destacar la potencial utilizacion como nuevos biopolimeros, como es
el caso del &cido gama-poliglutamico, un poliaminoacido utilizado ya en diferentes campos

de la industria y con un futuro prometedor en nuevas aplicaciones.

1.2 PRECEDENTES EN LA SINTESIS DE GAMA AMINOACIDOS

El interés por la sintesis de y-aminoécidos ha ido creciendo desde que se conocen
sus propiedades bioldgicas y estructurales. Hoy en dia son muchos los ejemplos de sintesis
de y-aminoé&cidos que podemos encontrar en la literatura cientifica. En los ultimos afios se
ha incrementado notablemente dado su potencial aplicacion en el campo de los materiales
y por ser buenos candidatos a farmacos. Sobre todo por este Gltimo motivo, se ha estudiado
y publicado un numero considerable de métodos para la sintesis estereoselectiva y la
aplicacion préactica de y-aminoacidos quirales y derivados, demostrando claramente el

interés tedrico y préctico de los y-aminoacidos.®

Diferentes estrategias han sido utilizadas para la sintesis estereoselectiva como el
uso precursores quirales, auxiliares quirales o la resolucién de mezclas racémicas. En los
siguientes esquemas, a modo de ejemplo, se muestran dos estrategias diferentes para la
sintesis de la (S)-pregabalina (anadlogo del GABA), que es un agonista GABAErgico

comercializado como un potente anticonvulsivante.

®>a) Woll, M.; Lai, J.; Guzei, |.; Taylor, S.; Smith, M.; Gellman, S. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 11077. b)
Amorin, M.; Brea, R; Castedo,L.; Granja, J. Angew. Chem. Int. Ed, 2005, 44, 5710.
® Ordéfiez, M.; Cativiela, C: Tetrahedron Asymetry, 2007, 18, 3.
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En el primer esquema sintético, Yuen et al.” realizan una sintesis estereoselectiva

de enantiémero puro (S)-pregabalina utilizando un auxiliar quiral.

TR
J( 1. LDA, THF, 78°C J( 1. LiOH, H,0, OH

2.BrCH,COBn  gno )\< 2. NaySOs, NaHSO3 BnO\n/
Me 53% \[]/ Me

Ph

>95% ee
1. BH3.DMS
2. TsCl. Et3N
3. NaN3/DMSO

-————
z NH, x N
BnO\n/:

2. HCI/THF

HO :
\ﬂ/ 56%

o}

(S)-Pregabalina

Esquema 1. Esquema sintético de Yuen et al. para la obtencion de la (S)-pregabalina

En nuestro grupo de investigacion, esta via de sintesis estereoselectiva se llevé a cabo
a partir de la adicion 1,4-conjugada de nitrometanoa un alguenoato como la etapa

clave para producir un nitroéster, que posteriormente se transforma en una y-lactama.®

00— .,
ol 4 ol Q Lo

HO——H NalO,, THF-H,0 5 (OEt),P—CH,CO,Et O H CH3NO, / TBAF
—_— o —_— - B —— e
H——OH = -
93% o t-BuOK/CH,ClI, CO,Et THF

H——o 80% 75%
Lo

D-mannitol bisacetonide

””%o ,)\ 1) (Boc),0, TEA, DMAP, quant.
o\ NH4HCO,, 20% Pd(OH),/C O H 2) 90% AcOH, quant _
HY MG 2 N 3) NalO,,, MeOH - H,0, quant. Omo
COEL MeOH W N
NO2 85% H Boc
PhaP < = 1M LiOH Ha, HCI
I —— }bo __THF COH _20% Pd(OH),/C N —COH
: H
THF N N
60% ‘ quant. MeOH 2
quant. (S)-pregabalin

Esquema 2. Sintesis estereoselectiva de la (S)-pregabalina llevada a cabo en nuestro laboratorio

"Yuen, P.-W.; Kanter, G. D.; Taylor, C. P.; Vartanian, M. G. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1994, 4, 823.
8 Izquierdo S.; Aguilera J.; Buschmann H.; Garcia M.; Torrens A.; Ortufio R. M. Tetrahedron Asymmetry,
2008, 19, 651.
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1.3 RESTRICCION CONFORMACIONAL Y QUIRALIDAD EN AMINOACIDOS
Y PEPTIDOS

Los amino&cidos y péptidos de un tamafio pequefio o0 medio son moléculas muy
flexibles que en disolucion pueden adoptar un gran nimero de conformaciones diferentes e
intercambiables por medio de un rapido equilibrio. Es por esta causa que la mayoria de
péptidos que presentan actividad biolégica no pueden ser utilizados con fines terapéuticos,
ya que al presentar diferentes conformeros pueden interaccionar con diversos receptores

dando lugar a respuestas multiples.

La posibilidad de limitar la libertad conformacional de los péptidos mediante la
introduccién de elementos que confieran una restriccion podria potenciar una mayor
selectividad y estabilidad metabolica de éstos, aumentando asi las aplicaciones
farmacoldgicas. Una forma para introducir restricciones en péptidos se basa en disminuir la
flexibilidad de la cadena principal, derivada de la posibilidad de rotacion existente en torno
a los enlaces sencillos de cada uno de los aminoacidos que forman el péptido. Esta

estrategia ha sido ampliamente explorada en las Gltimas décadas.

Por otro lado, la estrategia de restringir la libertad conformacional también
proporciona un método muy adecuado para investigar la relacién actividad-estructura y
para ello es esencial determinar la estructura tridimensional que adopta el péptido en el
momento de interactuar con el receptor. Este tipo de estudios permitirian un disefio

racional de péptidos para un uso farmacologico.

También hay que tener en cuenta, en el disefio de nuevos aminoacidos y péptidos,
el papel fundamental que juega la quiralidad de estos. Es conocido que casi todos los
compuestos biolégicamente activos dependen de receptores y sustratos quirales, es decir

que interacttan solo con moléculas de una configuracion absoluta determinada.

En los sistemas vivos frecuentemente se produce solo una forma enantiomérica de
las posibles. Un compuesto quiral bioldgicamente activo interacciona con su receptor de
una manera quiral, y su enantibmero podria no ser reconocido por el receptor; asi, no es
sorprendente que los enantiomeros de un farmaco pueden interactuar de diferentes formas

con el receptor, generando efectos bioldgicos distintos.

Vista la importancia de la quiralidad y la restricciones, los quimicos sintéticos han

explorado métodos que permiten obtener analogos quirales y restringidos del GABA. En la
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siguiente figura se puede observar andlogos, en algunos casos quirales, restringidos por la
incorporacion de sustituyentes voluminosos, de dobles enlaces, o anillos en su esqueleto.

OH HO
OH
HZNM HzN‘\_):O H,N OH
0 — HoN
¢]

(0]
cl TACA CACA Gabapentin (Neurontin®) (1R,28)-2-(aminomethyl)
cyclobutylcarboxylic acid
O
i) 0
OH /1, . \J\
OH HoN HzN/ ’ v ' OH OH
HoN N
(R)-Baclofen (18,3S)-3-aminocyclopentane- (1R,2S)-2-(aminomethyl)- (3'S)-2-(pyrrolidin-3'-
carboxylic acid cyclopropanecarboxylic acid yl)acetic acid

Figura 3. Andlogos restringidos del GABA.

1.4 PRECEDENTES DE AMINOACIDOS Y PEPTIDOS CICLOBUTANICOS

Las posibilidades de limitar la libertad conformacional de los aminoacidos y
péptidos son variadas. Ha sido objeto de muchos estudios y ha abierto un campo
importante en el estudio estructural. Una de esas posibilidades es la restriccion mediante la
inclusién de anillos en la cadena principal del aminoacido. Existen precedentes en la
bibliografia de sintesis de aminoacidos y péptidos que contienen anillos, pero para nuestro

objeto de estudio nos centraremos en los anillos de 4 miembros.

La unidad de ciclobutano se encuentra como unidad basica de muchos compuestos
naturales® y sintéticos con interesantes actividades farmacoldgicas.'® Pero no fue hasta un
pasado reciente que la estructura ciclobutanica en aminoacidos (aminoacidos
ciclobutanicos, AACBs) fue investigada, debido a que no se habian detectado en fuentes
naturales.* Desde entonces, otros AACBs y péptidos relacionados se han obtenido de
fuentes naturales. Algunos de estos compuestos han recibido una gran atencion debido a la
actividad bioldgica que presentan: antiviricos, analgésicos, antimicrobianos, antidepresivos
y neurotréficos. Es por este motivo que se han dedicado muchos esfuerzos a la obtencion

tanto de productos naturales como de sus analogos modificados mas activos.

° Dembitsky, V.M. J. Nat. Med., 2008, 62, 1.

% Krohn, K.; Kirst, H., Maas, H. Eds.; VCH: Weinheim, 1993, 15.

1 Bell, E. A.; Qureshi, M. Y.; Pryce, R. J.; Janzen, D. H.; Lempe, K.; Clardy, J. J. Am. Chem. Soc., 1980,
102, 1490.
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1.4.1 y-Aminoacidos y péptidos ciclobutanicos

Los precedentes para y-aminoacidos carbociclicos no son muy numerosos aunque
existen diversos ejemplos de sintesis de y-aminoacidos ciclopropanicos, ciclopentanicos e
incluso ciclohexanicos.™ Asimismo, los y-aminoacidos descritos que contienen anillos de
cuatro miembros son escasos,™ destacar la sintesis llevada a cabo por Burgess et al.,** que
utilizé terpenos como la (+)-verbenona y la (+)-a-pineno como precursores quirales para
obtener y-amino&cidos ciclobutanicos quirales. En el siguiente esquema se muestra la

estrategia sintética:

o =
- = >\|I---<§-HINHBOC

o = o HO
& 38

OH
(+ )-o-pineno (+ )-S-Verbenone acido (+)-cis-pinononico
RN - z, o
—  BocHNm pk
OH
O * [o) c”
_—
>\||||- IIIII\ » >\4lll-é'llll\
CO,H HO NHBoc

acido (+)-cis-pinénico

Esquema 3. Esquema sintético de Burguess y col. para la obtencion de amino&cidos ciclobutéanicos a partir (+)-
a-pineno

1.4.2 Aminoécidos y péptidos ciclobutanicos en nuestro grupo de investigacion

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion se ha interesado por la sintesis
y el estudio estructural de aminoécidos y oligopéptidos no naturales que tuvieran el
ciclobutano como elemento constrictor en su cadena principal, con el objetivo de mejorar

sus propiedades como farmacos y nuevos materiales.

2 a) Baxendale, I.; Ernest, M; Krahnert, W-R; Ley, S. Synlett, 2002, 1641 b) Kenewell, P.; Matharu, S.;
Taylor, J.; Westwood, R.; Sammnrd, P.; J. Chem. Soc., Perkin Trans.1, 1982, 2253.

3 a) Ortufio, R. M.; Moglioni, A. G.; Moltrasio, G. Curr. Org. Chem. 2005, 9, 237. b) Aguilera, J.; Moglioni,
A. G.; Moltrasio, G. Y.; Ortufio, R. M. Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 302. c) Aguilera, J.; Gutiérrez-
Abad R.; Mor, A.; Moglioni A. G.; Moltrasio G. Y. Tetrahedron Asymmetry. 2008, 19, 2864.

“ Burgess, K.; Li, S.; Rebenspies, J. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1681.
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En este contexto, nuestro grupo ha sintetizado nuevos B-*° y y-* aminoécidos
ciclobutanicos enantioméricamente puros. Se ha demostrado, en el caso de los B-
aminoacidos y B-péptidos pequefios, que el anillo ciclobutanico es un buen inductor de
estructuras secundarias definidas. Incluso se han observado B-péptidos con la capacidad de

gelificar y formar fibras.

ORGANO CONDUCTORES

( O
‘ di~
S S SsAL,
HN«(luJ\[ _/ \lr 0
}/‘)" (o] H/ S>7\s/\5/\(\))/
10

\ 10

O O
CO,CHz )

hy trans, trans y trans,cis
I« p—=[1 p —==
anillo 8 miembros
COzH
O O "
OMe |

anillo 6 miembros

R2Q HwO p\R1
N\

o>/_ N N\H
“

cis,trans y cis,cis

FIBRAS
GIROS

Figura 4. Estudios B-péptidos en nuestro grupo de investigacion

15 a) Martin-Vila, M.; Muray, E.; Aguado, G. P.; Alvarez- Larena, A.; Branchadell, V.; Minguillén, C.;
Giralt, E.; Ortufio, R. M. Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 3569. b) Aguado, G. P.; Alvarez-Larena, A.;
Illa, O.; Moglioni, A. G.; Ortufio, R. M. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 25. ¢) Moglioni, A. G.; Muray,
E.; Castillo, J.; Alvarez-Larena, A.; Moltrasio, G.; Branchadell, V.; Ortufio, R. M. J. Org. Chem. 2002, 67,
2402. d) Izquierdo, S.; Kogan, M.J.; Parella, T.; Moglioni, A.G.; Branchadell, V.; Giralt, E.; Ortufio, R. M. J.
Org. Chem. 2004, 69, 5093. €) Izquierdo, S.; RUa, F.; Sbai, Abdelouahid, Parella, T.; Alvarez-Larena, A.;
Branchadell, V.; Ortufio, R. M., J. Org. Chem. 2005, 70, 7963. f) F. Rda, F.; Boussert, S.; Diez-Pérez, I.;
Branchadell, V.; Giralt, E.; Ortufio, R. M. Org. Lett. 2007, 9, 3643. g) Torres, E.; Acosta-Silva, C.; Rla, F.;
Alvarez-Larena, A.; Parella, T.; Branchadell, V.; Ortufio, R. M. Tetrahedron, 2009, 65, 5669. h) Fernandez,
D.; Torres, E.; Avilés, F.; Ortufio, R. M.; Vendrell, J. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 3824. i) Torres, E.;
Gorrea, E.; Da Silva, E.; Nolis, P.; Branchadell, V.; Ortufio, R. M. Org. Lett. 2009, 11, 2301. j) Torres, E.;
Puigmarti-Luis, J.; Pérez del Pino, A.; Ortufio, R. M.; Amabilino, D. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 1661.



Introduccién

1.5 ESTRUCTURA EN PEPTIDOS

La mayoria de las moléculas con actividad bioldgica puede poseer muchos grados
de libertad. Sin embargo, estas moléculas s6lo adoptan una conformacion preferente, a
pesar de todas las posibilidades existentes. Entender el por qué una molécula adopta una
conformacion especifica implica entender el balance de fuerzas existentes entre la

molécula y con su entorno.

Polimeros de a-aminoacidos tienen un esqueleto intrinsecamente flexible, sin
embargo, muchas proteinas adoptan conformaciones muy compactas y que son
termodinamica y cinéticamente estables bajo condiciones fisioldgicas. La integridad de los
patrones de plegamiento de proteinas es crucial para el funcionamiento correcto de las
funciones de éstas. Esto lleva al quimico a preguntarse si otros tipos de polimeros también
puede hacer plegamientos y adoptar conformaciones especificas y compactas, generando

"sitios activos".

El disefio de los polimeros de aminoéacidos no naturales que adopten patrones de
plegado especifico y compacto es un reto, ya que, a pesar de décadas de estudio intensivo,
los origenes de la estabilidad de las conformaciones de las proteinas todavia no estan
completamente claros. Parece generalmente aceptado que la estructura terciaria de
cualquier proteina en particular refleja el equilibrio alcanzado entre un gran nimero de
interacciones débiles, sin embargo, todavia es imposible predecir con detalle los patrones

de plegamiento basado simplemente en el conocimiento de la secuencia de aminoacidos.
1.5.1 Importancia de los enlaces de hidrogeno

La quimica supramolecular esta basada en interacciones de enlace no covalentes.
Este término incluye un amplio intervalo de fuerzas de atraccion y repulsion. Las mas
importantes son los enlaces de hidrégeno, las interacciones idn-ion, las interacciones ion-
dipolo, las interacciones m-m, las interacciones dipolo-dipolo, y las fuerzas de Van der
Waals. Estas fuerzas son las responsables del ensamblado de grandes moléculas, del
empaquetamiento cristalino y del reconocimiento de patrones bioldgicos, por mencionar

algunos.

El enlace de hidrégeno juega un rol muy importante en determinar la estructura,
propiedades y la actividad en un amplio intervalo en los sistemas bioldgicos. Se sabe que

estas interacciones son las causantes de estabilizar las estructuras secundarias y terciarias
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de péptidos y proteinas debido esencialmente a la posibilidad del grupo amida para formar
estos.

1.5.2 Estructura secundaria en péptidos

La estructura secundaria de las proteinas es el plegamiento regular local entre
residuos aminoacidicos cercanos de la cadena polipeptidica. Esta viene definida en gran
medida por su estructura primaria (la secuencia de aminoacidos). A medida que el péptido
se vuelve més largo, se puede doblar y girar de varias maneras adoptando patrones
definidos. Estos patrones se repiten porque son energéticamente favorables en ciertas
condiciones debido a las interacciones entre los grupos quimicos de los aminoacidos. El
polipéptido o la proteina puede adoptar una estructura espacial ordenada y esa disposicion
estructural hace que los péptidos o proteinas sean funcionales, tengan actividad biologica y
defina su propiedades como macromolécula. Las estructuras secundarias que aparecen con

mayor frecuencia incluyen la a-hélice, la p-hoja, p-lamina y el p-giro.

1.5.3 Estructura secundaria en y-péptidos

En estudios previos de Gellman y col.*®

observaron que los y-péptidos pequefios
con gran libertad conformacional tenian tendencia a hacer enlaces de hidrogeno
intramoleculares entre los grupos amida mas cercanos, siendo desfavorable en los

homologos a- y B-péptidos.

:Z\
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H;R” =CH,
H;R”=H

R
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Figura 5. Formacion enlaces de hidrogeno: a la izqg. derivados de p-Alanina; dcha. derivados del GABA

Es importante destacar que dada la naturaleza intrinseca de los y-péptidos, estos son
mas flexibles que sus homologos o y B, Yy pueden plegarse en estructuras secundarias con
menor nimero de mondmeros. Otro de los efectos mas relevantes de la homologacion esta
relacionado con la estabilidad de las hélices formadas en solucion, que aumenta de o < 3 <

vy mientras que el nimero de enlaces de hidrogeno disminuye, ejerciendo mayor control el

'® Dado, G. P.: Gellman, S. H. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 1054.
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esqueleto alquilico.”” Por el momento, la diversidad estructural de los y-péptidos ha sido

poco estudiada pero se espera que sea mas rica que en los B-péptidos.

a-Peptide p-Peptide y-Peptide
(llOZH
3 2 4

o B qos B

COoH CH, CO5H CHa
HzN—"—H H2N+H HQN—CHg—i'—H H;,N—"—H

R R R R

N-Terminus N-Terminus N-Terminus N-Terminus

@

,®

/‘

@fi

C-Terminus C-Terminus C-Terminus C-Terminus

3.643- P-Helix 3 4-M-Helix 344-P-Helix 2.64-P-Helix

@

Figura 6. Comparacion de las hélices mas comunes por péptidos formadas a-, -, y y- aminoécidos

1.6 PEPTIDOS CAPACES DE PENETRAR EN LAS CELULAS

La membrana celular es selectivamente permeable pero no hay ningiin mecanismo
genérico para la asimilacion de compuestos. Un medicamento debe ser muy lipofilico o
muy pequefio para tener alguna posibilidad de internalizacion celular; estas restricciones

significan que el repertorio de moléculas como posibles farmacos es limitado.

El proceso de introduccion de farmacos en las células ha demostrado ser siempre
un gran desafio para los cientificos y para la industria farmacéutica. Una plataforma
universal para la entrega de agentes bioactivos en las células es un objetivo atractivo para

numerosas aplicaciones.

Varias estrategias de administracion de farmacos han sido propuestas, incluyendo la

formulacion liposomal, la microinyeccion y el uso de vectores virales, pero cada uno ha

7 Seebach, D.; Beck, A.; Bierbaum, D. Chemistry & Biodiversity, 2004, 1, 1111.
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sido limitado por alguna motivo como procedimientos sintéticos dificiles, alta toxicidad, la
baja estabilidad, o un rendimiento de entrega bajo.

Sin embargo, a finales de afios 80 y principios de los 90, se descubrié una serie de
secuencias cortas de péptidos con la capacidad para atravesar la membrana plasmatica.
Uno que recibi6 una gran atencién fue el péptido conocido como Tat,*® el activador de la
transcripcion del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), por su gran
capacidad de penetracion. Durante el mismo periodo, se encontr6 que un fragmento
derivado de la Antennapedia Drosophila, también Ilamado Penetratin,® que tenia
propiedades similares. Estos descubrimientos han sido la piedra angular de un nuevo
subcampo que se centra en el uso de péptidos con la capacidad de penetrar en las células
(cell-penetrating peptides, CPPs) como nuevos agentes de entrega celular.

gl ﬁW

Hy Ha Hy Hz

NH,
NH
(0]
OH
(6]

NH,

Iz

HNZ “NH, H,

Figura 7. 8) Péptido TAT b) Péptido Penetratin

Estos péptidos capaces de penetrar en las células, los CPPs, consisten en una
secuencia corta de aminoacidos (< 30 residuos), generalmente péptidos cationicos, ricos en
aminoéacidos tales como la lisina o arginia. Ademas, se ha encontrado que la hidrofobicidad
juega un papel fundamental en el proceso de traslocacion celular. Por lo tanto, los CPP son

a menudo dotados de estas dos propiedades, a través del uso de una secuencia anfipatica.

183) Green, M.; Loewenstein, P.M. Cell, 1988, 55, 1179. b). Frankel, A.D.; Pabo, C.O.; Cell, 1988, 55, 1189.
19:3) Joliot, A.; Pernelle, C.; Deagostini-Bazin, H. et al. Proc Natl Acad Sci USA, 1991, 88, 1864 b) Derossi,
D.; Calvet, S.; Trembleau, A.; Brunissen, A.; Chassaing, G.; Prochiantz, A. J. Biol. Chem., 1996, 271, 18188.
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Los CPPs tienen la propiedad especial de llevar cargas de una amplia gama de tamafio

molecular, tales como proteinas, oligonucleétidos, y incluso liposomas grandes.? Por lo

que se refiere al mecanismo de penetracion, no esta claro, pero hay evidencias de que

pueden utilizar varios mecanismos, incluyendo la translocacion directa a traves de la

membrana plasmatica y la endocitosis.

Hoy en dia, se han realizado miles de estudios para la caracterizacion y

optimizacion de CPPs como agentes de entrega celulares. Claramente, se ha demostrado

que los CPPs son una herramienta poderosa para el transporte de materiales diversos a

través de la membrana celular y han atraido el interés de una comunidad cientifica

interdisciplinaria.
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Figura 8. Cell penetrating peptides como agentes de entrega celular

2 3) Torchilin, V.P., Rammohan, R., Weissig, V., Levchenko, T.S. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2001, 98,
8786. b) Torchilin, V.P.; Levchenko, T.S.; Rammohan, R.; Volodina, N.; Papahadjopoulos-Sternberg, B.;
D’Souza, G.G. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2003, 100, 1972. c) Torchilin, V.P.; Levchenko, T.S. Curr.
Protein Pept. Sci., 2003, 4, 133.
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2. OBJETIVOS

Como se ha comentado anteriormente, las propiedades de los péptidos dependen de
su estructura y del tipo de plegamientos que puedan adoptar, que a su vez estan
determinados por los aminoacidos que lo forman, la secuencia en la que se disponen y de
la geometria de éstos.

Siguiendo una de las lineas de investigacion de nuestro grupo y debido a la
importancia bioldgica y estructural de los y-aminoéacidos, se plantearon varios objetivos en

el presente trabajo.

Objetivo 1. Sintesis y estudio estructural de tres series de y-péptidos ciclobutanicos

Para tener una compresion mas grande de las propiedades de los y-péptidos, nos
planteamos sintetizar tres series de y-péptidos diferenciadas en las unidades basicas que la

componen, es decir en los aminoacidos:

- Una nueva serie de vy-péptidos hibridos constituidos por un mondmero
ciclobutanico y un derivado del GABA

- Ampliar hasta el hexdmero una serie de y-péptidos constituidos por un monémero
ciclobuténico en una Gnica forma enantiomérica .

- Ampliar hasta el hexdmero una serie de y-péptidos constituidos por un monémero

ciclobutanico alternando sus dos formas enantioméricas.

¢\ -
i,
4, pra—
< > %,

R'HN CO,R? R?0,C NHR'
@/\/\ o
HoN CO,
GABA
" AL o % o
% Wl 1 I 1" 1 2
OR? c- R C—N CH-OR
$ H
y-péptidos poli(ciclobutanicos) y-péptidos hibridos y-péptidos poli(ciclobutanicos)
homoquirales heteroquirales

Esquema 4. Diferentes series de y-péptidos a sintetizar

- Una vez conseguida su sintesis, se pretende realizar un estudio estructural.
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Objetivo 2. Sintesis de una nueva familia péptidos de penetracion celular

Debido a la importancia del uso de péptidos como nuevos agentes de penetracion
celular, nos planteamos sintetizar una nueva familia de y-péptidos hibridos formados a
partir de un derivado de prolina y de mondmeros ciclobuténicos, con el fin de realizar un
estudio estructural asi como un estudio de la capacidad de estos para cruzar la membrana

celular.

- Sintetizar una de las series, en concreto la serie “R,S ”.

o o)
-, 0 -,
CbzHN OH +  CbzHN —— CbzHN N
NBoc (R~ (5)  oMe NBoc (R)™(S)

n=1,23

Esquema 5. Serie de y-péptidos hibridos prolina-ciclobutano
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond en la introduccion, nuestro grupo de investigacion ha logrado
con éxito varias estrategias de sintéticas estereoselectivas para la obtencién de aminoacidos
no naturales y péptidos incluyendo el ciclobutano como elemento constrictor del esqueleto

peptidico.

Debido al interés de nuestro grupo en la sintesis y estudio de ciclobutano como un
inductor de las estructuras secundarias y terciarias en la serie B-péptidos, se abordd la
sintesis de y-aminoacidos para un posterior estudio estructural siguiendo un linea de

trabajo iniciado anteriormente en el grupo.

En nuestra opinion, los aminoacidos derivados de (-)-verbenona son compuestos
interesantes, no solo como analogos GABAEérgicos potencialmente activos, sino también
como piezas de interés en el disefio de “bloques de construccién” con propiedades

especiales de plegado.

En base a los antecedentes del grupo, y para llevar a término el primero de los
objetivos, en primer lugar se realizd la sintesis enantiodivergente del y-aminoacido
ciclobutanico en sus dos formas enantioméricas, partiendo (-)-verbenona como precursor
quiral comdn, dando lugar a anélogos conformacionalmente restringidos del &cido -
aminobutirico (GABA).

O

Il"l,

Figura 9. Analogo ciclobutanico del y-aminobutirico

Ademas de la inherente restriccion conformacional respecto al GABA que le otorga
una posible mejora en la actividad y estabilidad metabdlica para su uso terapéutico, el
esqueleto ciclobutanico le confiere una hidrofobicidad mayor, posiblemente incrementando
asi su permeabilidad en las membranas celulares y en la barrera hematoencefalica. Al
mismo tiempo, este monodmero puede ser inductor de estructuras secundarias concretas en

péptidos mas grandes.
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3.1 SINTESIS DE LOS MONOMEROS
3.1.1 Mono6meros ciclobutanicos

Estos dos mondmeros ya se habian sintetizado previamente en nuestro grupo de
investigacion.?! Estas rutas sintéticas parten de la (-)-verbenona, terpeno comercial, en la
que una rotura oxidativa del doble enlace con RuCls/NalO4 da como resultado el &cido
(-)-cis-pinondnico, 2, sin epimerizacion. Cabe destacar que los métodos clasicos descritos
en la bibliografia producian la epimerizacion de, al menos, uno de los centros
estereogénicos a-carbonilicos. Una vez obtenido el acido (-)-cis-pinononico, la sintesis de
uno de los enantiomeros o del otro depende, con pequefias diferencias, del orden en que se

llevan a cabo las reacciones.

En la obtencion del monémero 7, se transforma el (-)-cis- pinondnico en una
acilazida, 3, y ésta se lleva a reflujo de tolueno en presencia de alcohol bencilico, para
obtener una amina protegida en forma de carbamato de bencilo, 5. Posteriormente, se
realiza una degradacion de Lieben para transformar la metilcetona en un &cido
carboxilico, 6. Para finalizar, se protege el acido carboxilico como éster metilico mediante
una metilacién, utilizando yoduro de metilo en presencia de Cs,CO3 como base, con un
buen rendimiento. En esta Gltima etapa sintética no se realiz6 una esterificacion clésica
(esterificacion de Fisher; H,SO, en metanol) debido a la posible epimerizacion de los

centros estereogénicos. (ver Esquema 6)

s o 3 0 ) o % 0 . 0
-— _— — > NHCbz
S o OH N3
T 2 3 5
(- )-S-Verbenona acido (- )-cis-pinonénico
o, 3 o g
e
NHCbz - NHCbz
HO
7 6

MeO

a) RuCl3 NalO,4 b) 1) CICO,Et 2) NaNj; (dos etapas) ¢) 7) tolueno, A 2) BnOH (dos etapas) d) NaBrO e) CHjsl, Cs,CO3

Esquema 6. Ruta sintética para la obtencion del monédmero 7

2! Aguilera, J.; Moglioni, A. G.; Moltrasio, G. Y.; Ortufio, R. M. Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 302
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Por el contrario, para el monémero 14 la sintesis empieza con la proteccion del
grupo acido carboxilico del &cido (-)-cis-pinononico, 2, en éster terc-butilico para, a
continuacion, realizar primero la degradacion oxidativa de Lieben y posteriormente
transformar el nuevo grupo &acido formado en carbamato de bencilo, como en el caso
anterior. Por Gltimo, también se puede proteger el grupo acido carboxilico en forma de
éster metilico con el mismo procedimiento, una vez hidrolizado el éster terc-butilico. (ver

Esquema 7)

A o) > o) . o) > o ; o o)
—_— R —— —_—
o OH OtBu HO OtBu
1 2 8

9

(- )-S-Verbenona acido (- )-cis-pinonénico
/"f' O l ”’«, o . O "’, O h
CbzHN <«— CbzHN <J—
OMe N3
14 12 10

OtBu OtBu

a) RuCl3 NalO, f) 'BuOH, DMAP, EDAC, TEA g) NaBrO h) 1) CICO,Et 2) NaN; (dos etapas) j) 1) tolueno, A 2) BnOH
(dos etapas) i) 1) TFA, Et3SiH 2) CH3l, Cs,CO3 (dos etapas)

Esquema 7. Ruta sintética para la obtencion del monémero 14

Es importante indicar que estos dos mondmeros presentan una proteccion ortogonal
que nos proporciona la posibilidad de la desproteccion del grupo amino sin afectar a la
proteccién del &cido y viceversa. Este hecho nos permite poder controlar selectivamente la

longitud del péptido en los futuros acoplamientos. (ver Esquema 8)

Proteccién ortogonal

% o TFA, Et;SiH
—_—
CbzHN CH,Clyanh.  CPZHN
OR c," ,”
15,16, 17 A P2 NaOH (0.25M) AP
T CbzHN —————> CbzHN
THF/H,0

OH

6,13

BERIESEEE
o
z
T
@
1l
O>:
Iz
®

Esquema 8. Reacciones de desproteccion de los mondmeros ciclobutanicos
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Para desproteger el carbamato de bencilo se hidrogena cataliticamente con Pd en el
seno de MeOH a una presion de 5 atm durante 12 horas obteniendo la amina con
rendimientos cuantitativos. Para liberar los &cidos carboxilicos se hidrolizan los ésteres:
para el éster metilico realizando una saponificacion clésica, y en el caso del éster terc-
butilico hidrolizando en condiciones &cidas con trifluoroacético y trietilsilano en el seno de

cloruro de metileno, con muy buenos rendimientos.

3.1.2 Sintesis del derivado de GABA

Una vez obtenido los mondmeros restringidos conformacionalmente, el monémero
acido y-aminobutirico (GABA), que es un producto comercial, se ha de proteger
convenientemente para poder obtener la familia de péptidos hibridos 22, 24, 26 y 28. Para
obtener este mondmero protegido ortogonalmente se siguié la metodologia disefiada por L-

X. Zhaoy col.?

El primer paso es la formacion del carbamato de terc-butilo a partir de la
amina del GABA mediante la reaccién de ésta con el reactivo conocido comUinmente como

BOC-ON, (2-terc-butoxicarboniloximino-2-fenilacetonitrilo).

Una vez protegida la amina, se realiza una metilacion con Mel en presencia de
Cs,COs en el seno de DMF para obtener, con un rendimiento del 80 %, el correspondiente
éster metilico 20 como un aceite incoloro. De esta forma el acido y-aminobutirico queda
protegido ortogonalmente, y posibilita ser acoplado por la amina o, si se prefiere, por el

acido terminal. (ver Esquema 9)

®
HN">"Scod®  BOCON  BocHN” " “COOH Cs,CO, CHyl  BocHN” " >COOCH,
—_—_— e

H,O/dioxano DMF 20

18 19

Esquema 9. Proteccion ortogonal del acido y-aminobutirico (GABA)

Se escogio la desproteccion de la amina para ser acoplado con los aminoacidos
ciclobutanicos, y esta se llevd a cabo con acido trifluoroacético en presencia de trietilsilano
utilizando diclorometano como disolvente. Se podria pensar entonces que la proteccion de

la amina es una etapa sintética innecesaria, pero se constatd que en la metilacion del grupo

22 Zhao, L.-X.; Park, J. G.; Moon, Y.-S.; Basnet, A.; Choi, J.; Kim, E.-K.; Jeong, T. C.; Jahng, Y.; Lee, E.-S.
IL FARMACO, 2004, 59, 381
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acido sin ser protegida la amina se obtenia la lactamizacion del compuesto de forma

instantanea.?® (ver Esquema 10)

® a b
H3N/\/\COO@ — & > BocHNT "DCOOH — 2 o BocHN” " cooMe
19 20

L |
11 o ®
( - TFA H,N~ " CcooMme

21

a) BOC-ON, H20/Dioxano b) CHgl, Cs,CO3 DMF c) TFA, Et;SiH, CH,Cl, ) CH,N, Il) Base

Esquema 10. Desproteccion de la amina

3.2 SINTESIS DE I'-PEPTIDOS Y ESTUDIO ESTRUCTURAL

3.2.1 Sintesis de los y-péptidos constituidos por un monémero ciclobuténico y un
derivado del GABA

Los mondémeros de GABA tienen una libertad conformacional total y, como se
comento en la introduccidn, en estudios realizados con péptidos donde el tnico residuo era
el GABA, estos mostraban una tendencia a dar enlaces de hidrégeno intramoleculares entre
grupos amida mas cercanos. La combinacion de un residuo de GABA con un analogo
ciclobutanico (una de las dos formas enantioméricas) en el disefio de estos gama péptidos,

fue elegida para estudiar el efecto que estos Gltimos tenian en las estructuras de plegado.
Sintesis del dipéptido hibrido

Una vez desprotegidos selectivamente los dos mondmeros, por un lado el
monomero ciclobutanico como &cido 6 y la amina del monémero del GABA 21 por otro,
se llevo a cabo la sintesis del dipéptido hibrido 22. Para ello, el acoplamiento peptidico se
realizd mediante condiciones clasicas, utilizando el PyBOP (ver mecanismo anexo II)

como agente acoplante, DIPEA como base en el seno de DMF anhidra y en atmosfera de

2 Aguilera, A. PhD Thesis. UAB, 2010.
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nitrégeno durante 3 horas para obtener un sélido blanco con un rendimiento del 82 %. (ver
Esquema 11)

o -, z
o ® PyBOP, DIPEA o)
TFAHsN">""COOCH; + >'—<§—NHCbZ —
: : DMF anh. Q NHCbz

"o JJ\/\/
2h,82% rdto  Meo NH

Esquema 11. Sintesis del y-dipéptido hibrido 22

21 6 22

Sintesis del tripéptido hibrido

Nos propusimos realizar a continuacion la sintesis del tripéptido con dos residuos
ciclobuténicos y uno de GABA como espaciador. Con ese fin, primeramente se realiz6 la
desproteccion del grupo acido carboxilico del dipéptido 22 mediante una saponificacion y
la correspondiente hidrogenacion sobre paladio del monoémero ciclobutanico, 7, para
obtener la amina libre. Una vez obtenidos los residuos desprotegidos se utiliz6 la misma

metodologia de acoplamiento, Yy se obtuvo el trimero 24 con un rendimiento del 75%. (ver

Esquema 12)
o) f Oi f NaOH (0.25M) o
NH, NHCbz <*———— O NHCbz
MeO HO,C. _~_ NH THF/ H0 )K/\, NH
15 23 MeO 22

DMF anh., 4h, 75% rdto

o *
MeO T(\/\N NHCbz
o) H
24

Esquema 12. Sintesis del y-tripéptido hibrido 24

‘ PyBOP, DIPEA

Sintesis del tetrapéptido hibrido

Para realizar la sintesis del tetrapéptido hibrido 26 se utiliz6 una estrategia de
sintesis convergente, que en nuestro caso resulta mas eficiente. Por ese motivo se realizo el
acoplamiento peptidico entre dos dipéptidos hibridos desprotegidos selectivamente. Al

igual que en las sintesis anteriores, se utilizé el PyBOP, DIPEA en el seno de DMF en
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condiciones anhidras a temperatura ambiente, con agitacion durante 4 horas. El
rendimiento obtenido fue del 72 %. (ver Esquema 13)

o >,
o NHCbz
Meo)k/\/

NH
H, (5 atm) 22 NaOH (0.25M
Pd(OH),/C 20% ( )
MeOH | THF/ H,0

o - o
j\/\/ NH, NHCbz
MeO

NH HO,C._~_ NH
25 23

J PyBOP, DIPEA

DMF anh., 4h, 72% rdto
o % o %
H .
Me0,C~ "\ NT]/\/\N NHCbz
H o B
26

Esquema 13. Sintesis del y-tetrapéptido hibrido 26

Sintesis del hexapéptido hibrido

La sintesis del hexapéptido hibrido 28 se realizé por la condensacion del dipéptido
y del tetrapéptido de la misma familia, siguiendo asi la misma estrategia de sintesis
convergente. La desproteccion de los péptidos se puede realizar indistintamente, pudiendo
desproteger el dipéptido por el grupo éster o por el carbamato de bencilo, y andlogamente
en el tetrapéptido. En nuestro caso, se escogié la desproteccion del grupo amino del
tetrapéptido 26 y del grupo acido carboxilico del dipéptido 22. De mismo modo que en que
los acoplamientos anteriores, se llevé acabo la reaccion con las mismas condiciones y
utilizando el PyBOP como activador del acido. Aunque la reaccion evoluciond
satisfactoriamente, la dificil purificacion del producto obtenido, nos hizo replantear la ruta
sintética. Fueron los residuos del PyBOP, en forma de hidroxibenzotriazol (HOBt) vy el
oxido de trifenilfosfina, los que nos supusieron muy complicada separacion mediante
cromatografia en columna. También se probO otras estrategias de separacion, como
lavados con disolvente, aunque no llegaron a ser utiles. Por este motivo se escogio el
difenilfosfinato de pentafluorofenilo (FDPP) como nuevo agente de acoplamiento para

realizar la sintesis (ver mecanismo anexo |l) . La razon de la eleccion de este agente fue, a
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priori, su mayor facilidad de separacion, argumentado por la experiencia de nuestro grupo
en la sintesis de otros oligopéptidos de tamafio similar y estructuralmente parecidos
(analogos B). No obstante, aunque la purificacion fue menos dificultosa, el rendimiento fue
12%, y s6lo se obtuvo cantidad suficiente para poder realizar una identificacion por

RMN *H y mediante espectrometria de masas de alta resolucién. (ver Esquema 14)

Q% H o * 1) B
Me0,C7 "N AN NHCbz Q NHCbz
H N J\/\, NH
o H MeO
26

e

H, (5 atm)
Pd(OH),/C 20% NaOH (0.25M)
MeOH THF/ H,0
0} = H o) /’2 1) -
Me0,C~ "N NTl/\/\ NH, NHCbz
H S N HO,C._~_ NH
27 25

a)

PyBOP,DIPEA | ©) FDPP, DIPEA
DMF anh.. DMF anh. 6h, 12%

O 2 o Z Z
- () 2
PN J_<§__H ' ,
MeO,C N TI/\/\N N T(\/\ N NHCbz
H (@) H o) H
28

Esquema 14. Sintesis del y-hexapéptido hibrido 28

3.2.2 Sintesis de y-péptidos constituidos por mondmeros ciclobutanicos

Una vez sintetizada la primera familia de y-oligopéptidos hibridos, se realizo la

sintesis de y-oligopéptidos con residuos ciclobutanicos estructuralmente mas restringidos.

Se sintetizaron dos series de y-péptidos ciclobutanicos; una en la que todos los
monomeros tienen la misma configuracién absoluta y otra en la que se intercalan
monomeros con configuraciones opuestas, es decir, enenatiomeros. De esta forma se
pretendia observar si la quiralidad en estos oligopéptidos tiene influencia significativa en

sus estructuras secundarias y terciarias.
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Esta sintesis ya fue abordada por el Dr. Aguilera en su tesis doctoral, hasta alcanzar

los tetrapeptidos, y en el presente trabajo se marcé como objetivo ampliar hasta los
hexameros.

n=1,2,3

Figura 10. y-Oligopéptidos ciclobutanicos

La sintesis siguidé la misma estrategia y método que para la serie de péptidos
hibrida, ya que en general habia dado buenos resultados. Cabe destacar que la sintesis de
estas familias, se utilizé el mondémero ciclobutanico protegido con éster terc-butilico en el
extremo C-terminal de los péptidos. Entre otros motivos, fue para poder compararlo asi

con sus andlogos f.

Primeramente se llevé acabo cabo la sintesis de los dipéptidos. La sintesis habia
sido decrita anteriormente utilizando HOBt (1-hidroxibenzotriazol), DEC (1-etil-3-(3’-
dimetilamino)carbodiimida) y EtsN en el seno de DMF anhidra durante 7 dias a
temperatura ambiente, con un rendimiento del 67 %.

R )
[e) | R
N 0 N~ HOBt 9
Lo . 1 )J\(- Pk PR RINH, 0
e i R” V0% “NH > R OBt > + HOBt
N A répida R” “NHR'
|"| R!ll +
R
O-acilurea o}
R" = CHyCHy- R"'\NJ\N' R
R"= (Me),N-(CH,),CH,- lenta NN
o)
JC r
R7ON
o)\'}”*
R
N-Acilurea

Esquema 15. Mecanismo de reaccion del acoplamiento utilizando carbodiimida y HOBt

En el esquema anterior, se puede ver que el uso del HOBt minimiza la formacion de

la inerte N-Acilurea, y en general es buen método para el acoplamiento peptidico, pero en
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nuestro caso el tiempo de reaccion era muy elevado. Por ello, para la nueva sintesis de los
dipéptidos se utiliz6 PyBOP como activador y con las mismas condiciones que en los

acoplamientos anteriores, ya que se habian obtenido buenos resultados. (ver Esquema 16)

- 0 -, B
CszN_<§_< — CszN—<§—C02H - HOZC—<§<NHCbz

12 OtBu 13 enantiomeros 6

B PyBOP, DIPEA
/ 0 — e eaia-- - DMF Anhidra, Atm N,
HoN

OtBu
17 PyBOP, DIPEA
DMF Anhidra, Atm N,
Y
< < diastereoisomeros 2
-, 0 H -, 0 (0] H P (0]
CbzHN N - CbZHN’§>“LN
29 OtBu ',:/ 30 OtBu

Esquema 16. Sintesis de los y-dipéptidos; homoquiral 29 y heteroquiral 30

El rendimiento de estos nuevos acoplamientos durante 4 horas era superior al obtenido

durante 7 dias con la carbodiimida y HOBt, mejarando asi la eficiencia de la reaccién.

A continuacion, se sintetizaron los tetrapéptidos homoquiral 33 y heteroquiral 36 de forma
analoga. En el caso del homoquiral se habia sintetizado anteriormente, empleando también la
carbodiimida y HOBt, vy al igual que en la sintesis del dipéptido el tiempo de reaccién era muy
elevado (siendo de 15 dias para un rendimiento del mismo orden), por este motivo continuamos

con el uso del PyBOP. (ver Esquema 17)

’,(' O u ’,_' o
CbzHN N

29 OtBu

TFA, Et;SiH H, 5 atm , 20% Pd(OH),/C
CH,Cl, MeOH
" le) H A 0 B o 9y % o
CbzHN N HoN N
32 OH 31 OtBu

PyBOP, DiPEA,
DMF anh., 5h, 61%

L o, /L o L o, > o
CbzHN N N N
H OtBu
33

Esquema 17. Sintesis del y-tetrapéptido ciclobutanico homoquiral 33 y andlogamente para el heteroquiral 36
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Cabe destacar la diferencia de solubilidad entre los dos tetrdmeros. EI homoquiral
era soluble en la mayoria de los disolventes organicos y se pudo caracterizar
completamente, mientras el heteroquiral solo era totalmente soluble en DMSO caliente.
Esta diferencia experimental, sustenta la relevancia de la quiralidad de los mondémeros que
constituyen la estructura primaria, ya que se ven afectadas significativamente sus

propiedades quimicas.

Por ultimo, homologamos los peptidos ciclobutanicos hasta conseguir los
hexameros. Aun con los problemas de solubilidad del tetrapéptido heteroquiral se pudo
realizar la sintesis. Se probaron los dos agentes de acoplamiento que habiamos utilizado
hasta el momento, el PyBOP y el FDPP. Al igual que para el hexamero hibrido, debido a la
dificil purificacion y los rendimientos bajos, sélo se pudieron obtener cantidades
suficientes para la identificacion de los hexapéptidos por RMN *H y por espectrometria de
masas de alta resolucion. La dificultad en la sintesis en solucion de oligopéptidos de cierto
tamarfio ya era patente en nuestro grupo de investigacion, entre algunos de los motivos, por

la baja solubilidad o por la dificil purificacion. (ver Esquema 18)

g (0] H P (o] - (0] H - o)
CbzHN N N N
H OtBu
33

H, 5 atm , 20% Pd(OH),/C
MeOH

- o " -, o -, o Ny 2 o B o H - o
HoN N N N CbzHN N
a7 H OtBu 32 OH

DMF anh., 5h, 61%

L onw L oy L oy L o L o, > o
CbzHN N N N N N
H
38

OtBu

| PyBOP, DIiPEA,

Esquema 18. Sintesis del y-hexapéptido ciclobutanico homoquiral 38 y analogamente para el heteroquiral 40

3.2.3 Estudio estructural de los y-péptidos en solucion

En trabajos anteriores del grupo de investigacion, se han sintetizado y realizado estudios
conformacionales de pequefios B-oligopéptidos, dilucidando las estructuras secundarias y
terciarias que adoptaban. Los estudios indican la capacidad del ciclobutano en la
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promocion de estructuras definidas sobre la base de las interacciones intramoleculares en
solucién, especialmente debido a la formacion de enlaces de hidrdgeno entre los grupos

carbonilo (de amidas) y NH (de amidas o carbamatos) del esqueleto peptidico.

Por este motivo, en el presente trabajo, quisimos saber como afectaba el elemento

ciclobutanico en las series sintetizadas con y-mondmeros en los patrones de plegado.

Para dilucidar la estructura secundaria nos centramos en determinar si alguno de los
hidrogenos de los N-H forman enlaces de hidrogeno intermoleculares en solucion, ya que
basicamente son estos tipos de interacciones las que hacen que los péptidos adopten
estructuras definidas y compactas.

Estudio estructural en solucion de la familia de y-péptidos hibridos

En la siguiente figura podemos ver las diferentes posibilidades de formacion de
enlaces de hidrégeno para el dipéptido 22, dando lugar a anillos de diferentes eslabones.
En general, se cree que los enlaces de hidrogeno de amida son mas fuertes cuando el
angulo es lineal, o casi, por eso la orientacion es clave para dar lugar a enlaces de
hidrégeno estables. Un enlace de hidrogeno que da la formacion de un anillo muy
tensionado (de pocos eslabones) quedaria totalmente descartado.

-Anillo de 7 eslabones

Ol 2 T_' -Anillo de 7 eslabones
N/ -Anillo de 9 eslabones

———mmm

Figura 11. Posibilidades de formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares

El primer indicio para dilucidar la estructura secundaria fue el espectro de RMN *H
a 298 K, con una concentracion conocida del dipéptido 22 en cloroformo deuterado como
disolvente. Es conocido que los protones de alcoholes, aminas y amidas no aparecen a un
desplazamiento fijo y que este depende de varios factores como la concentracion,
temperatura, polaridad del disolvente. La existencia de enlaces de hidrogeno hace que

estos protones aparezcan mas desapantallados. Por otro lado, es posible que se formen
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enlaces de hidrégeno intermoleculares con el disolvente, sin embargo, si el enlace de
hidrogeno es intramolecular su desplazamiento quimico apenas depende de la
concentracion y aparecen anormalmente desapantallados. Se estimo, en nuestro caso, que
la disolucién era lo bastante diluida como para que no se dieran enlaces de hidrogeno
intermoleculares. En el espectro se pueden observar (ver espectro anexo I) dos singletes
anchos con unos desplazamientos quimicos de 5.67 y 5.20 respectivamente. Estos
desplazamientos no son muy altos en relacion de lo esperado, lo que parece evidenciar que

no hay formacién de enlaces de hidrogeno intramoleculares.

A continuacién se realiz6 la determinacion por coeficientes de temperatura, un
método valioso, que ya fue utilizado en nuestro grupo de investigacion para confirmar la
existencia de enlaces de hidrégeno en solucidn para moléculas orgénicas. El coeficiente de
temperatura (ASyw/AT), 0 lo que es lo mismo el gradiente de temperatura del protdn,
consiste en un pardmetro experimental que se determina registrando el espectro de RMN
'H del compuesto a analizar a diferentes temperaturas. Con el valor del desplazamiento
quimico considerado y en funcién de las diferentes temperaturas del registro de RMN *H
se realiza una representacion grafica. La pendiente de la recta resultante nos da el valor del

coeficiente de temperatura del protén, las unidades del cual son por definicién ppb-K™.

En general, la formacién de enlaces de hidrégeno intramoleculares hace que los
protones involucrados se vean menos afectados con los cambios de temperatura que en el
caso de que no lo estuvieran. De esa forma aquellos protones que presenten un valor de
coeficiente de temperatura (en valor absoluto) més pequefios que 4.6 ppb-K™ indican la
presencia de enlaces de hidrogeno con una muy buena predictibilidad. Por el contrario, en
el caso de que sean valores mas grandes indican la no formacién de enlaces de hidrogeno
por parte de los protones considerados.?*

Los valores obtenidos en la determinacion por coeficientes de temperatura de los
protones N-H del dipéptido 22 fueron 5.1 ppb-K™ para el protén peptidico y 4.1 ppb-K™*
para el proton del NH de carbamato respectivamente, como se muestra en la siguiente

tabla. Observando estos resultados cabria esperar que el proton N-H del carbamato pudiera

2 a) Rothermund, S.; Weibhoff, H.; Beyermann, M.; Krause, E.; Bienert, E.; Mugge, C.; Sykes, B. D,;
Sonnichsen, F. D. J. Biomol NMR, 1996, 8, 93. b) Beslvisi, L.; Gennari, C.; Mielgo, A.; Porenza, D.;
Scolastico, C. Eur. J. Org. Chem., 1999, 389. c) Baxter, N. J.; Williamson, M. P. J.Biomol. NMR, 1997, 9,
359. c) Cierpicki, T.; Otlewski, J. J. Biomol. NMR, 2001, 21, 249. d) Cierpicki, T.; Zhukov, 1.; Byrd, R. A;;
Otlewski, J. J. Magn. Reson.,2002, 157, 178.
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estar formando enlace de hidrégeno intramolecular, ya que el valor del gradiente obtenido
es inferior a 4.6 ppb-K™.

RMN "H TEMPERATURA VARIABLE (NH COMPORTAMIENTO) 12 13
2 7 21 14
NHe¢ NHy4 ) , AN NH
. 4 9 15
aK__ N M Juu'l\Li H3COOC _~C NHe B
3 5 (@)
| \ 22
A ]
ZTSK_ N AN
5,90
283K A 0 ‘ Coeficientes de Temperatura
\ EVANLV
5,80 *
& y =-0,0051x+ 7,1702
* R? = 0,9995
*
5,70
288K \ A J“UL__ * .
*
’ ’ o 560 *
Ll
293K A _J"\_f \,IL___ - E_ 550
'E # NH-6
§
= 5,40 W NH-14
2K A _f\;"l‘u't'\_ §
|
530
J u = y=-0,0041x + 65,4303
R? =0,9904
I [ ] X
303K _f’\‘\_ ./"“lvIm — 520 & .
= [ ]
i 10
[ 270 275 280 285 290 295 300 305 310
308K A A
— N — \
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&1 &0 39 B &7 56 55 54 53 52 51 50 49 4B ppm

Figura 12. A la izq. espectro 'H-RMN a diferentes temperaturas del y-dipéptido hibrido 22, a la dcha.
representacion grafica desplazamiento quimico vs temperatura

Ecuacion de la recta de regresion R’ |A8/AT] (ppb-K™)
S8NH peptidco (NH-6) -0.0051x + 7.1702 0.99 5.1
S8NH carbamato (NH-14) -0.0041x + 6.4303 0.99 4.1

Tabla 1. Resultados del coeficiente de temperaturas para el y-dipéptido hibrido 22

Para confirmar la posibilidad de la formacion de un enlace de hidrogeno
intramolecular también realizamos un espectro NOESY. Una vez asignadas las sefiales, no
podemos afirmar que el proton N-H del carbamato esté formando un enlace de hidrégeno
ya que las sefiales observadas parecen indicar que realmente adopta una conformacion
espacial extendida. En el caso de que la conformacion fuera compacta daria lugar a sefiales
en el espectro de protones que estuvieran lejanos en la molécula, que no serian posibles si
la molécula no estuviera plegada.
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Figura 13. Espectro NOESY *H-'H NMR del y-dipéptido hibrido 22.

Asi, podemos concluir que no hay formacion de enlaces de hidrogeno, ain teniendo

el valor del gradiente inferior a 4.6 ppb-K™ para uno de los protones en cuestion. Las

evidencias obtenidas con el espectro NOESY se pueden considerar mas contundentes,

aparte del bajo desplazamiento quimico que presenta ese proton en el espectro de

hidrogeno a 298 K, mas tipico de un proton NH que no forma enlaces de hidrdgeno.

Ademas, estos resultados concuerdan con unos estudios anteriores,?? en nuestro grupo, en

que un péptido muy similar también adoptaba una conformacién extendida (ver Figura 14).

0]

(0] g
- Som
H3CO)J\/\/NH O>//

Figura 14. Dipéptido estudiado anteriormente en nuestro grupo de investigacion.
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Se continud el estudio estructural con el tripéptido hibrido 24. En el espectro de
RMN 'H a 298 K, se observa un desplazamiento quimico para los protones N-H de 6.57,
6.17 y 5.3 respectivamente, aumentado asi el desapantallamiento para los protones de
amida respecto al dipéptido 22. Aunque éste no es suficiente motivo para asegurar que es
debido a la formacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares, si se observa un cambio
significativo. Para cerciorarnos mejor, realizamos los experimentos de coeficiente de
temperatura para los protones N-H del tripéptido, y a partir de las representaciones gréaficas

se calcularon los valores de las pendientes para cada proton.
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O - 22
" < 26 27
NH, Ny, NHaz o A NN’ ~0
X a/\—_.-—//\-...____,,__J" . 1 /2 % H e ] 24 = *
ﬂ MeO 9 24
i
|
|
L N N Y

| 15
i

| Coeficientes de Temperatura

|
NN\ e

| *
T

I
Il .
288K MM\%__H Jle .

+*
| * *
[\ 2 » -
293K M_J\._Jf\m_m_uj \ i = . B . . .
E y=4 14
f\ |ml E - r
298K '_’]\__» N B\ i
A A
0K N AN
308K .’\ |ﬁ'\ a0 5 790 310
J \___./f\ /. Temperatura (€}

72 71 70 65 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 67 86 55 54 ppm

Figura 15. A la izq. espectro 'H-RMN a diferentes temperaturas del y-tripéptido hibrido 24, a la dcha.
representacion grafica desplazamiento quimico vs temperatura

o < 2 |A6/AT|
Ecuacion de la recta de regresion R (ppbK?)
SNH peptidco (NH-9) -0.0142x + 10.9 0.93 14.2
S8NH peptidco (NH-14) -0.005x + 7.7442 0.79 5
S8NH carbamato (NH-22) -0.0091x + 8.0646 0.98 9.1

31

Tabla 2. Resultados del coeficiente de temperaturas para el y-tripéptido hibrido 24




Resultados y discusién

Los valores obtenidos del gradiente para los protones N-H respectivos fueron
inferiores en valor absoluto a 4.6 ppb-K™ en todos los casos, indicando que no hay
formacion de enlaces de hidrogeno para este oligopéptido. Esto se ve confirmado por el
espectro NOESY de la molécula en cuestion. En él no se observa ninguna sefial relevante
de protones cercanos en el espacio que nos haga sospechar de una conformacion mas

compacta.
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Figura 16. Espectro NOESY "H-'H NMR del y-tripéptido hibrido 24.

En el tetrapéptido 26 las combinaciones posibles para la formacion de enlaces de
hidrogeno aumentan considerablemente, no s6lo por el hecho de que aumenten los grupos

amida involucrados sino también porque aumenta la flexibilidad. Esto hace, en el caso que
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fuera energéticamente favorable, que el péptido pueda plegarse adoptando una

conformacidn espacial mas viable para la orientacion del enlace de hidrégeno.

Al realizar el esperimento de gradientes de temperatura para los protones N-H del

tetrapéptido se obtuvieron dos valores inferiores a 4.6 ppb-K™. Los valores del gradiente

para esos protones fueron de 4.5 y 3.6 ppb-K™. El valor para protén N-Hg esta en el limite,

lo que puede que no sea una gran indicio de que pueda estar formando un enlace de

hidrégeno con algin grupo carboxilo de la molécula, y por otro lado el desplazamiento

quimico no es muy elevado. Por otro lado, el valor del proton N-Hy4 si que es inferior al

valor de referencia pero para poder asegurar con mas rigor se realiz6 nuevamente un

espectro NOESY.
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Figura 17. A la izq. espectro 'H-RMN a diferentes temperaturas del y-tetrapéptido hibrido 26, a la dcha.

representacion grafica desplazamiento quimico vs temperatura

i .. 2 |as/aT|

Ecuacion de la recta de regresion R (ppbK'l)
S6NH peptidco (NH-6) -0.0045x + 7.1451 0.9802 4.5
S8NH peptidco (NH-14) -0.0112x +10.423 0.9457 11.2
SNH peptidco (NH-19) -0.0036x + 7.1451 0.9549 3.6
S8NH carbmato (NH-27) -0.0138x + 9.5451 0.9735 13.8

Tabla 3. Resultados del coeficiente de temperaturas para el y-tetrapéptido hibrido 26
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Lo observado en el espectro bidimensional NOESY parece desmentir el resultado
obtenido con el experimento anterior para el proton N-Hy4 . Las sefiales obtenidas no dan
ninguna prueba para constatar el hecho de que adopte una estructura compacta y que dicho
proton forme un enlace de hidrégeno. Asi, por los resultados obtenidos, y apoyandonos en
la tendencia tanto del dipéptido 22 como del tripéptido 24 en adoptar una conformacion
extendida, se podria aseverar que este uUltimo oligopéptido tampoco tiene estructura

secundaria plegada.
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Figura 18. Espectro NOESY *H-'H NMR del y-tetrapéptido hibrido 26.

Continuando con el estudio estructural, debido a que algunos datos son
contradictorios, quisimos usar otra herramienta que sustentara lo concluido anteriormente.
Para ello, se utilizé la espectroscopia de infrarrojo para dar mas informacion de la posible

formacion de enlaces de hidrogeno.
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En la espectroscopia en el infrarrojo se puede determinar la formacion de enlaces
de hidrégeno ya que la aparicion de ciertas sefiales representa las interacciones
intermoleculares e intramoleculares que corresponden a enlaces de hidrégeno en los que
estan implicados para ciertos grupos funcionales, como N-H de amida. Para N-H con
enlaces de hidrégeno, la frecuencia esté en el intervalo de 3300-3370 cm™. Los N-H, si no
participan en enlaces de hidrégeno aparecen en el intervalo de 3400-3500 cm™.'*% Se
realizo el experimento a dos concentraciones para discernir si el enlace de hidrogeno es
intramolecular o intermolecular de los péptidos 22 y 26. Los espectros obtenidos
concuerdan con lo anteriormente postulado, ya que no se ven sefiales de frecuencia de

enlace N-H asociado en ninguno de los casos.

101 DIPEPTIDO HIBRIDO 101 | TETRAPEPTIDO HIBRIDO

P
APl o~
100 //

99
{ e

Intensidad relativa
.
o
3

Intensidad relativa
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97
asociado N-H

96

3419865

3440.791

3500 3400 |, 3300 3500 3400 3300
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disociado N-H disociado N-H

Figura 19. Region IR N-H stretch para 0.25 mM (superior) y 2.5 mM (inferior)
de 22y 26 en CH,Cl, a 298 K.

El estudio del hexapéptido 28 no pudo llevarse acabo ya que la cantidad de
producto obtenido no fue suficiente en el transcurso del presente trabajo. Aunque
observando el espectro de RMN 'H parece mantener la misma tendencia de su
predecesores, a razén de que los desplazamientos quimicos de los hidrégenos de amida no

son muy elevados.

Resumiendo, se puede afirmar, a la vista de los resultados obtenidos, que en esta

familia de y-péptidos hibridos (al menos hasta el tetrdmero) no existen interacciones de

% ) Gellman. S.; Dado, G.; Liang, G.-B; Adams, B. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 1164. b) Dado, G.;
Gellman. S. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4228. c) Gennari, C; Gude, M.; Potenza, D.; Piarulli, U. Chem.
Eur. J. 1998, 4, 1924. d) Gardner. R.; Liang, G.-B; Gellman. S. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 1806
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suficiente consideraciéon como para que se pueda distinguir un nivel de organizacion
superior a la estructura primaria, adoptando una conformacion extendida o al azar. El
ciclobutano debe jugar un papel importante al interrumpir la predisposicion de realizar
enlace de hidrogeno entre grupos de amida cercanos, como se vid en derivados de GABA
maés flexibles. Este dato es remarcable, debido a que estos oligopéptidos no tienen un alto
grado de restriccion, y en algunos casos tienen mas residuos que le aportan mas
flexibilidad.

Estudio estructural en solucion de la familia de y-péptidos ciclobutanicos

En los estudios llevados a cabo anteriormente por el Dr. Aguilera,?? se determiné
que los dipéptidos ciclobutanicos adoptaban conformaciones extendidas. El esqueleto
peptidico de los y-oligopéptidos ciclobutanicos 29 y 30 es muy rigido (ver esquema 11),
debido a la limitacion conferida por la presencia del anillo carbociclico, s6lo separados
por grupos amida. En estos casos, el enlace de hidrégeno entre los grupos amida vecinos

seria muy forzado debido a la rigidez intrinseca de los monémeros ciclobutanicos.

En los tetrapéptidos 33 y 36, la tendencia de adoptar una conformacién no
compacta parecia continuar en base a los espectros de RMN. Cabe destacar, no obstante,
que en el caso del tetrapéptido heteroquiral el espectro de RMN *H (DMSO-d6, figura IX
anexo 1) mostré un perfil muy diferente de los péptidos anteriores, donde todos los NH
aparecen en desplazamientos superiores de 7 ppm. Este fendbmeno, que estd a menudo
relacionado con la formacién de enlaces de hidrdgeno, puede estar relacionado con el
DMSO, ya que es un aceptor de enlaces de hidrogeno fuertes. Por lo tanto, su insolubilidad
hace que el estudio estructural del tetrapéptido en solucién mediante técnicas de RMN sea
inviable, porque el DMSO no es un disolvente recomendado debido a las interferencias que
puede provocar. Este problema se puede resolver realizando los estudios estructurales
prescindiendo de los grupos protectores y realizando el estudio estructural en medio
acuoso, con el inconveniente de no poder comparar los resultados con los obtenidos en

otros estudios del grupo.

La razon de elongar los péptidos a los hexameros correspondientes era para
averiguar si se podian formar enlaces de hidrogeno a larga distancia. Sin embargo, como se
explicd en el parte sintética, estos hexapéptidos (38 y 40) no se pudieron obtener con

cantidad suficiente para poder realizar el estudio estructural.
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3.3 Péptidos capaces de penetrar la membrana celular “CPPs”

En colaboracion con Raquel Gutiérrez del grupo de investigacion, el Dr. Pau Nolis
del Servei de Ressonancia Magnética y con el grupo de investigacion de la Dra. Miriam
Royo, del Parc Cientific de Barcelona, se sintetiz0 y estudié una nueva familia de y-
péptidos hibridos formados a partir de  monomeros ciclobutanicos y cis-4-amino-L-
prolina, para realizar posteriormente un estudio estructural y analizar su uso potencial

como CPPs.

3.3.1 Sintesis

Para abordar el segundo de los objetivos, sinteticé una de las dos series
diastereisoméricas de los y-péptidos hibridos formados a partir de prolina (funcionalizada

como y-aminoacido; cis-4-amino-L-prolina) y del mondmero ciclobutanico.

@)

(0] % ; o
OH 4+ CbzHN Ml . > CbzHN N
CozHN \O)\ ®NVS  oMme T NB
NBoc 0cC

Figura 20. Serie y-peptidos hibridos ciclobutano-prolina

Con el fin de sintetizar el hexapéptido hibrido “ciclobutano-prolina”, primeramente,
se redujo con formiato de amonio en presencia de Pd/C al 10% el carbamato de bencilo del
compuesto 14, en el seno de metanol a reflujo, liberando la amina. Esta amina, 16, se hizo
reaccionar con la cis-4-amino-prolina parcialmente protegida 41 en condiciones clasicas y
usando el PyBOP y DIPEA en diclorometano anhidro para obtener el dipéptido hibrido con
un rendimiento cuantitativo, 42. El tetraméro 45 se obtuvo por el acoplamiento, y con las
mismas condiciones anteriores de acoplamiento, de los dipéptidos convenientemente
desprotegidos, 43 y 44, con un rendimiento 96 %. Para la liberacion del acido se realizd
una suave saponificacion con LiOH 1M. Finalmente, la desproteccion del grupo carboxilo
del tetrapéptido 45 seguido del acoplamiento con la amina 44 dio el hexamero 47 con un

81 % de rendimiento. (Ver esquema 19)
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Esquema 19. Serie y-péptidos hibridos ciclobutano-prolina

3.3.2 Estudio estructural y biologico

El estudio estructural de estos y-oligdbmeros se basé principalmente en técnicas de
RMN de alta resolucion, y fue a cabo por el Dr. Pau Nolis del Servicio de RMN de la

Universitat Autonoma de Barcelona.?®

Se estudiaron las estructuras secundarias que adoptaban en solucion, y se determind

que la presencia del ciclobutano en estos compuestos induce conformaciones muy

?® R. Gutiérrez-Abad, D. Carbajo, P. Nolis, C. Acosta-Silva, J.A. Cobos, O. llla, R.M. Ortufio Amino
Acids 2011, 41, 673.
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definidas adoptando estructuras compactas, debido a dos tipos diferentes de anillos
formados por enlace de hidrégeno.

Ademés todos estos y-péptidos tienen alta tendencia ala agregacion, formando
vesiculas de tamafio nanométrico estables, segun lo verificado porla microscopia de

transmision electronica (TEM).
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Figura 21. Imagenes de TEM de las vesiculas formadas por el (a) dipéptido 42, (5) tetrapéptido 45, (c)
hexapéptido 47.

El estudio biolégico fue llevado a cabo por el grupo de investigacion de la Dr.
Miriam Royo, realizando estudios in vitro de la capacidad de éstos péptidos de penetrar en
las células. Su capacidad de penetracién fue constatada aunque se observO una baja

penetracidn respecto al péptido de referencia TAT

Actualmente, en el grupo de investigacion, se estd funcionalizando esta familia de

péptidos (por el grupo NH-BOC de la prolina), para mejorar su capacidad de penetracion.
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4. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los principales resultados obtenidos en este trabajo han sido:

- Se ha realizado la sintesis y el estudio estructural de los y-péptidos hibridos
GABA-ciclobutano 22, 24 y 26. Se ha concluido que estos oligopéptidos no
presentan conformaciones definidas en solucion. Al contrario de lo que sucede con
algunos B-péptidos similares (con ciclobutanos 1,2-disustituidos), el ciclobutano 1,3-
disustituido no induce estructuras secundarias concretas en los gama péptidos
estudiados. También es importante destacar que en estos y-péptidos el ciclobutano,
como elemento de rigidez, interrumpe la tendencia de formar enlaces de hidrdégeno

entre grupos de amida vecinos de los derivados del GABA mas flexibles.

- Se ha completado la sintesis de los hexdmeros 28, 38 y 40. Se ha optimizado alguna
de las etapas sintéticas de las rutas implicadas. No obstante, en ninguno de los casos
se ha podido realizar el estudio estructural, debida a la escasa cantidad obtenida.

- Se ha sintetizado una serie de y-péptidos hibridos formados por combinacion de un

monomero ciclobutanico y cis-4-amino-L-prolina, 42, 45y 47.
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5. DESCRIPCION EXPERIMENTAL

5.1 METODOLOGIA GENERAL
5.1.1 Espectroscopia y espectrometria

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) han sido registrados en el

Servicio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Equipamiento que se ha utilizado es:

e Un equipo Brucker, modelo modelo Avance DPX-250, para los espectros de 'H a
250 MHz, °C a 62.5 MHz.

e Un equipo Brucker, modelo DPX-360, para los espectros de *H a 360 MHz, *C a
90 MHz, bidimensionales y experimentos a temperatura variable.

e Un equipo Brucker, modelo AV600, para los espectros de 'H a 600 MHz, **C a

150 MHz, bidimensionales y experimentos a temperatura variable.

Los desplazamientos quimicos para cada sefial se expresan ppm, utilizando como
referencia:

e CDCls: 6= 7.29 y 77.00 ppm para *H y **C respectivamente
e DMSO-ds: &=2.50y 39.5 ppm para *H y **C respectivamente
e MeOD-ds: &=3.31y49.0 ppm para*H y **C respectivamente

Las abreviaturas utilizadas para designar la multiplicidad de las sefiales son:

s singlete ddd doble doble doblete
s.a. singlet ancho t triplete

d doblete m multiplete

dd doble doblete a.c. absorcion compleja

Los espectros de Infrarrojo (IR), han sido registros en un espectrofotdmetro
modelo Bruker Tensor 27 con ATR tipo Golden Gate con un cristal de diamante del

Servicio de Analisis Quimica. Los valores de las sefiales se dan en cm™.
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Los espectros de masas de alta resolucion, han sido realizados con el equipo
Bruker model SQUIRE 3000 en el Servicio Servicio de Anéalisis Quimica de la Universitat

Autonoma de Barcelona; los analisis se han efectuado por la técnica de electrosprai.
5.1.2 Cromatografia

La técnica de cromatografia en columna se realizado utilizando como fase
estacionaria gel de silice Baker® de la siguiente medida de particula: 0.04-0.06 nm, 230-
400 mesh.

La cromatografia en capa fina (CFF), se ha realizado sobre cromatrofolios Alugram
Sil G/UV3s4 de 0.25 mm de grosor. Los métodos utilizados para revelar las manchas han
sido:

e Irradiacion con lampara de UV 4.
e Submergiendo el cromatofolio en solucion acuosa basica de KMnO,4 0 en una

solucion acida de vainillina en etanol.
5.1.3 Materiales generales de laboratorio

Las rotaciones Opticas especificas [a]p, Se han medido a temperatura ambiente en
un palarimtro Propol Autmatishes, modelo Dr. Kermchen, utilizando una cubeta de 0.5 cm

de longitud.

Los puntos de fusién han sido determinados en un bloque Kofler de la marca
Reicher y no han sidos corregidos.

Las hidrogenaciones a presion han sido realizadas con un hidrogenador model

Chemipress 80, disefiado por Trallero&Schlee.

Los disolventes han sido utilizados directamente debido a su grado de calidad. En
los casos requeridos han sido purificados y/o anhidrizados mediantes metodologias
estandar, descritas en: Vogel’s, Textbook of Practical Organic Chemistry. Ed. Longman
Scientific & Technical. UK, 1989.

Los productos 22-28, 37-40 y 42-47 son nuevos Yy han sido caracterizados por

primera vez en este trabajo.

Los productos 1-21 y 29-37 han sido previamente descritos en Aguilera, A. PhD
Thesis. UAB, 2010.
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5.2 Procedimientos sintéticos y caracterizacion de los diferentes compuestos

Sintesis del y-dipéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 22:

o o o 3 PyBOP, DIPEA o 1
TEA HaN~ >"coocH, + NHCbz ——————
HO DMF anh., ta Q / 14
7 11
21 6 ; ) . 8 910 NH o
15 18
H
3CO0C _~_ NHs (0] .
3 5 O 20

22

Se disuelve 0.99 g del acido 6 (3.57 mmoles), 2 mL de DIPEA (9.71 mmoles, 3
eq.), y 2.2 g de PyBOP (11.78 mmoles) en 20 mL de DMF anhidra bajo atmosfera de
nitrogeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se aflade mediante una canula una
solucion de la sal 21 (4.28 mmoles, 1.2 eq) en diclorometano anhidro (10 mL). Se deja
evolucionar la reaccién con agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con una solucién saturada de
bicarbonato sodico (3x10 mL) y agua (3x10 mL). La fase organica es secada sobre MgSO,
y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 1:2 a 1:1) obteniéndose 1.1 g del

dipéptido 22 como un solido blanco (82% rdto).

Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 22

[a]o= -21.4 (c 0.56, CH,CL,).

Punto de fusion: 65-67 °C (éter/pentano).

o IR (ATR Ymaxem)): 3284.4 (NHy), 2949.8 (CHy), 1733.1, 1694,2 1642.9 (CO), 1530, 6 (NH).

e RMN 'H (600 MHz, CDCIly): & 0.93 (s, 3H, His), 1.31 (s, 3H, Hy), 1.85 (m, 2H, Hy), 2.15
(dd, J = 19.7, 9.0 Hz, 1H, Heprs ), 2.33 (M, 1H, Hopor) 2.38 (a.c, 4H, Hg, Hs), 3.33 (m, 2H,
Hs), 3.70 (s, 3H, Hy), 3.91 (M, 1H, Hyp), 5.10 (2d, J =12.2 Hz, 2H, Hyg ), 5.18 (5, 1H, Hy) &
5.67 (s, 1H, Hg), 7.37 (a.c, 5H, Hag, Hig, Hap).

e RMN C (150 MHz, CDCls): & 173.9 (C,), 171.6 (C;), 155.9 (Cys), 136.5 (Cy7), 128.5 (Cys,
Cio), 128.1 (Cy), 66.7 (Cye), 51.8 (Cy, Cyp), 45.3 (Cy1), 44.9 (Cg ), 39.1 (Cs), 31.5 (Cy),
29.2 (Cy,), 26.3 (Cs), 24.7 (C4), 16.8 (C13).

e Espectrometria de masas de alta resolucion: teérico para CyH,sN,OsNa (M+Na)':

399.1890, experimental: 399.1880.
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Desproteccion del grupo carboxilo del y-dipéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 23:

o g
NaOH 0.25 M ;AN
22 —_—> 1 2 4 Y Nl-:5 s 19
THF/H,0 2:10, 0°C HOOC A~ NH, o,
3 5 O 20
16
23

Se disuelven 250 mg del dipéptido 22 (0.66 mmoles) en 24 mL en THF vy se
enfria la mezcla a 0° C. Seguidamente se adicionan 20 mL de una solucion de NaOH
0.25M (5,00 mmoles, 7 eq) y se mantiene la temperatura durante 2 horas. Una vez acabada
la reaccion se acidifica la mezcla hasta pH= 2 con HCI al 5% y se extrae de la solucién
acuosa con CH,Cl, (3x40 ml). La fase organica se seca sobre MgSO, y se evapora el
disolvente a presion reducida obteniéndose 220 mg de un s6lido blanco identificado como
el &cido 23 (93%).

Datos espectroscépicos del compuesto 23

e 'H RMN (360 MHz, CDCl5): & 0.89 (s, 3H, His), 1.26 (s, 3H, Hy,), 1.84 (m, 2H, H,), 2.12
(m, 1H, Hopros ), 2.39 (a.c., 4H, Hopor , Hg, Ha), 3.33 (m, 2H, Hs), 3.90 (m, 1H, Hyp), 5.09 (2d,
J=12.0 Hz, 2H, Hys), 5.21 (s, 1H, Hy,) 5.80 (s.a., 1H, He), 7.37 (a.c, 5H, Hig, Hig, Ha)

e RMN ®C (90 MHz, CDCl5): & 176.9 (C,), 172.2 (C;), 155.9 (Cis), 136.0 (Cy7), 128.8 (Cys,
Cig), 128.1 (Cy), 66.6 (Cy), 51.5 (Cyg), 45.5 (Cy11), 44.7 (Cg), 39.1 (Cs), 31.7 (C3), 29.3 (Cyy),
26.3 (C,), 24.6 (C,), 16.8 (Cy3).

Sintesis del y-tripéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 24:

20 2

’/
16 18
)J\/\/ y \

o

PyBOP DIPEA
15 + 23
DMFanh ta 28
24

25

Se disuelven 190 mg del &cido 23 (0.51 mmoles), 0.27 mL de DIPEA (1.53
mmoles, 3 eq.), y 410 mg de PyBOP (0.77 mmoles, 1.5 eq ) en 10 mL de DMF anhidra
bajo atmosfera de nitrogeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se afade
mediante una canula una solucion 98 mg de la amina 15 (0.61mmoles, 1.2 eq) en DMF
anhidra (5 ml). Se deja evolucionar la reaccion con agitacion magnética durante 2 horas a

temperatura ambiente. Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con
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una solucién saturada de bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase orgénica
es secada sobre MgSO, y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido
es purificado mediante cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 1:2 a 1:1)

obteniéndose 192 mg del tripéptido 24 como un sélido blanco (75% rdto).
Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 24

o J[a]p=77,7 (c1, CH,CL,).

e Punto de fusion: 184-186 °C (éter/pentano).

e IR (ATR Ymax om’): 3315.65 (NHy), 2956.6(CHg), 1719.5, 1706.05 (COcarbamato), 1655.7,
1543.5 (COpgster) 1537.86, 1523.4 (NH).

e RMN 'H (600 MHz, CDCl5): & 0.90 (s, 3H, Hg), 0.91 (s, 3H, Hx) 1.31 (s, 3H, H7, Hy), 1.84
(m, 2H, Hyz), 2.19 (2d, J = 10.63 Hz, 2H, Hapros Hizpros ), 2.28 (t, 2H, H1), 2.33 (M, 2H, Hapror
Hizpror ) 2.41(dd, J =J°=8.35, Hz, 1H, Hyg ), 2.63 (m, 1H, H3), 3.31 (s.a. 2H, Hi3), 3.68 (s, 3H,
H.), 3.91 (dd, J = 8.4 Hz, 1H, Hys), 4.12 (dd, J =J’= 8.5 Hz, 1H, Hs), 5.10 (2d, J = 12.2 Hz,
2H, Hy4 ), 5.34 (s, 1H, Hy,) 6 6.18 (s, 1H, He), 6.57 (s, 1H, His), 7.35 (a.c, 5H, Hig, Hig, Hap).

e RMN ®C (150 MHz, CDCl,): 8 173.3 (C,), 172.9 (Cy), 172.1 (C1s), 155.9 (Cy3), 136.5 (Cys),
128.5 (Cy6, C27), 128.1 (Cys), 66.7 (Cz4), 51.7 (Cis), 51.5 (C4), 50.2 (Cs), 45.9 (Cs), 45.53(Cay),
44.8 (Cy5), 43.2 (C3), 39.2 (Cy3), 33.5 (C11), 29.2 (Cy), 28.9 (Cy), 26.2 (Cy7), 25.8 (Cy), 25.47
(Cy12), 17.3 (Cg), 16.9 (Cyy).

e Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para C,;HzsNs;OgNa (M+Na)'
524.2731 , experimental: 524.2728.

Desproteccion del grupo amino y-dipéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 25:

H, 5 atm, Pd(OH), 20% Z "
1 2

4
MeOH H3COOC\/\/ NH5

3 5

22
25

Se disuelven 250 mg del dipéptido hibrido 22 (0.66 mmoles) en la minima
cantidad de MeOH, se afiaden 100 mg de Pd(OH)./C al 20% en peso y se hidrogena la
mezcla con ayuda de una autoclave a 5 atm de presion de H, durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se filtra la mezcla sobre Celite y éste se lava con MeOH (3x15 mL). La
evaporacion del disolvente a presion reducida permite la obtencion de la amina libre 25

con un rendimiento del 97%.
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Datos espectroscopicos del compuesto 25

e 'H RMN (250 MHz, CDCly): & 0.93 (s, 3H, Hig), 1.26 (s, 3H, Hiy), 1.86 (d.t, J= 6.98,
J’=7.03 Hz, 2H, H,), 2.10 (a.c 1H, Hopos ), 2.39 (M, 4H, Hpror , He, Ha), 3.15 (5. @, 1H, Hig),
3.32 (M, 2H, Hs), 3.69 (5, 3H, Hy), 3.89 (s.a., 1H, Hy4) 5 5.89 (s, 1H, Hy).

e RMN C (62.5 MHz, CDCly): § 174.6 (C,), 172.48 (C;), 54.3 (Cio), 52.1 (C1), 46.7 (Cyy),
45.2 (Cs), 39.4(Cs), 31.9 (Cs), 29.8 (C12), 29.2 (Cs), 25.3(Cs), 16.3 (Cys).

Sintesis del y-tetrapéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 26:

H
PyBOP, DIPEA )15/17\/ N’ 20 -
23 + 25 5 H 14 o

DMF anh. MeO A

Se disuelven 230 mg del acido 23 (0.63 mmoles), 0.32 mL de DIPEA (1.90
mmoles, 3 eq.), y 494 mg de PyBOP (0.95 mmoles, 1.5 eq ) en 15 mL de DMF anhidra
bajo atmosfera de nitrégeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se afade
mediante una canula una solucién 184.1 mg de la amina 25 (0.76 mmoles, 1.2 eq) en DMF
anhidra (10 ml). Se deja evolucionar la reaccion con agitacion magnética durante 2 horas
a temperatura ambiente. Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccién se lava con
una solucién saturada de bicarbonato sédico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase organica
es secada sobre MgSO, y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido
es purificado mediante cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 1:1 a 3:1)

obteniéndose 266 mg del tetrapéptido 26 como un so6lido blanco (72 % rdto).
Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 26

e [o]o=-76.8(c 1, MeOH).

e Punto de fusion: 198-200 °C (éter).

e IR (ATR Ymax cn): 3315.16 (NHy), 2956.14 (CHy), 1719.51, 1706.05, 1655.72, 1645.89
(CO), 1537.86 1523.37 (NH).

e RMN 'H (600 MHz, CDCl5): 5 0.91 (s, 3H, Hys), 0.93 (s, 3H, Has) 1.32 (s, 6H, Hiz, Hys), 1.85
(m, 4H, Hy, Hi7), 2.21 (M, 2H, Hopres, Hazpros ), 2.37 (M, 8H,  Hopror, Hazpror, Ha, His, Hs, Ha1)
3.31 (m, 4H, Hs, Hyg), 3.69 (s, 3H, H;y), 3.91 (dd, J = 8.24, 8Hz, 1H, Hy3), 4.10 (dd, J =/= 8.0
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Hz, 1H, Hyg), 5.10 (2dd, J = 39.9, 12.2 Hz, 2H, Hy ), 5.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H;), 5.78 (s,
1H, He), 6.38 (s, 1H, Hyg), 7.04 (s, 1H, Hy,), 7.34 (a.c, 5H, Hig, Hig, Hyp).

e RMN ®C (150 MHz, CDCl5): & 173.9 (C,),, 173.5 (C1s), 172.5 (Cy), 172.1 (C;), 156.0 (Cy),
136.6 (Csg), 128.5 (Csy, Csp), 128.1 (Cs3), 66.7 (Cyg), 51.8 (Cy), 51.8 (Cy3), 50.9 (Cyy), 45.7
(Ca4), 45.0 (Cg), 44.7 (Cyp1), 39.2 (Cs, Cyg), 33.0 (Cy), 31.5 (Cyp), 29.5 (Cy2), 29.2 (Cys), 26.2
(C2), 25.5 (Cq), 25.4 (C4), 24.6 (C;), 17.5 (Cy13), 16.9 (Cy).

e Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para CsHiN4O;Na (M+Na)™
609.3259 , experimental: 609.3255.

Desproteccion del grupo amino del y-tetrapéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 27:

H, , Pd(OH),
26 —_—
5 atm, MeOH

MeO 2

25 26

7 27
NH,

Se disuelven 125 mg del tetrapéptido hibrido 26 (0.21 mmoles) en la minima
cantidad de MeOH, se afiaden 50 mg de Pd(OH),/C al 20% en peso y se hidrogena la
mezcla con ayuda de una autoclave a 5 atm de presion de H, durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se filtra la mezcla sobre Celite y éste se lava con MeOH (3x15 mL). La
evaporacion del disolvente a presion reducida permite la obtencion de la amina libre 27

con un rendimiento del 85%.

Sintesis del y-hexapéptido hibrido “GABA-ciclobutano”, 28:

38 39
I

O

%5 2 40

41 44 45
)J\/\/ O
FDPP, DIPEA e NH Ve “
31 () 46
28 +27 )J\/\/ @
DMF anh. o ‘ i
! )J\/\/NH e 2
MeQO~ 2 M

Se disuelven 36 mg del &cido 23 (0.10 mmoles, 1.1eq), 0.05 mL de DIPEA (0.27
mmoles, 3 eq.), y 38 mg de FDPP (0.10 mmoles, 1.1 eq ) en 4 mL de bajo atmosfera de
nitrégeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se afiade mediante una canula una
solucion de 40 mg de la amina 27 (0.09 mmoles) en DMF anhidra (2 ml). Se deja
evolucionar la reaccién con agitaciéon magnética durante 6 horas a temperatura ambiente.

Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccidn se lava con una solucién saturada de
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bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase orgénica es secada sobre MgSO, y
se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante
cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 10:1 a AcOEt/MeOH 20:1)

obteniéndose 9 mg del hexapéptido 28 como un soélido blanco (12 % rdto).
Datos espectroscopicos del compuesto 28

e RMN *H (360 MHz, CDCls): & 0.87 (s, 3H, Hys) 0.90 (5, 3H, Hys) 0.92 (5, 3H, Hag) 1.32 (s,
9H, Hiz, Has, Hag), 1.85 (M, 6H, Hy, Hiz, Hao), 2.11 (M, 3H, Hapres, Hazpros, Haspros ), 2.29 (M,
3H, Hopror, Hazpror, Haspror), 2.39 (M, 9H, Ha, His, Hag, Hg, Ha1, Has), 3.33 (M, 6H, Hs, Has,
Ha), 3.70 (s, 3H, Hy), 3.91 (dd, J = 16.4, J'= 8.7 Hz, 1H, Hys), 4.10 (dd, J = 15.9, J’=7.9 Hz,
2H, Hyg), 5.10 (2d, J = 12.2 Hz, 2H, Ha, ), 5.10 (s, 1H, Ha) 5.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH),
6.03 (d, J=8.5 Hz, 1H, NH), 5.20 (s.a., 1H, NH), 6.62 (d, J=8.9 Hz, 1H, NH), 7.36 (s, 1H,
H), 7.36 (a.C, 5H, Haa, Has, Hag).

Desproteccion del grupo amino del y-tetrapéptido ciclobutanico “homoquiral”, 37:

31 32 24 25 16 17 8 9
H, 5atm, 6 o) =/ o o o
o H 25 H 10
33 M H2NNHN ;
8, 26 1
1 * otBu
37

MeOH

Se disuelven 130 mg del tetrapéptido homoquiral 33 (0.17 mmoles) en la minima
cantidad de MeOH, se afiaden 50 mg de Pd(OH),/C al 20% en peso y se hidrogena la
mezcla con ayuda de una autoclave a 5 atm de presion de H, durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se filtra la mezcla sobre Celite y éste se lava con MeOH (3x15 mL). La
evaporacion del disolvente a presion reducida permite la obtencion de la amina libre 37

con un rendimiento del 79%.

Sintesis del y-hexapéptido ciclobutanico “homoquiral”, 38:

47 48 39 40 2 25 617

7 31 32 8 9
i o i o 0 =/ o o
FDPP, DIPEA ﬁiu ’;% n‘” @ 3:;\‘ @ HZS N HY 0
32 + 37 ——M» 54 53 50, 44 4 5 u H 5 2 @ 1w H @ o N Q ) ;
1 OtBu
°© 38

DMF anh., ta 2 O
55 51

Se disuelven 36 mg del &cido 32 (0.09 mmoles, 1.1eq), 0.05 mL de DIPEA (0.24
mmoles, 3 eq.), y 35 mg de FDPP (0.09 mmoles, 1.1 eq ) en 4 mL de bajo atmosfera de
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nitrégeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se afiade mediante una canula una
solucién de 46 mg de la amina 37 (0.08 mmoles) en DMF anhidra (2 ml). Se deja
evolucionar la reaccién con agitacion magnética durante 6 horas a temperatura ambiente.
Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con una solucién saturada de
bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase orgénica es secada sobre MgSO, y
se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante
cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 10:1 a AcOEt/MeOH 20:1)

obteniéndose 6 mg del hexapéptido 38 como un soélido blanco (8 % rdto).
Datos espectroscopicos del compuesto 38

¢ RMN *H (360 MHz, CDCl,): 5 0.87, 0.92 (25, 18H, Hg, Hig, Hag, Ha1, Hao, Har), 1.27, 1.29,
1.31 (35, 18H, Hq, Hyz, Hos, Hap, Hao, Has), 1.47 (5, 9H, Hy), 2.03 (a.c, 6H, Hapros, Huzpros
Ha1pros, Haspros: Hagpros, Haspros), 2.40 (a.¢, 11H, Hspror, Hispror, Ha1pror, Haspror, Haepror, Haspror,
Hu, Hio, Haz, Has, Hag), 2.55 (M, 1H, Hy), 3.92 (M, 1H, Hys), 4.10 (M, 5H, Ha7, Hae, Hay, Has,
Hs), 5.10 (2d, J = 11.8 Hz, 2H, Hsy ), 5.10 (5, 1H, NH) 5.51 (s.3, 1H, NH), 6.12 (a.c, 4H, NH),
7.37 (s, 5H, Hsz, Hss, Hss).

Desproteccion del grupo amino del y-tetrapéptido ciclobutanico “heteroquiral”, 39:

H, 5atm,

33 Pd(OH)2 20% H2N ‘ ‘ /<
MeOH

Se disuelven 102 mg del tetrapéptido heteroquiral 33 (0.14 mmoles) en la minima
cantidad de MeOH, se afiaden 40 mg de Pd(OH),/C al 20% en peso y se hidrogena la
mezcla con ayuda de una autoclave a 5 atm de presion de H; durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se filtra la mezcla sobre Celite y éste se lava con MeOH (3x15 mL). La
evaporacion del disolvente a presion reducida permite la obtencién 71.1 mg de la amina

libre 26 con un rendimiento del 86%.
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Sintesis del y-hexapéptido ciclobutanico “heteroquiral”, 40:

39 40 24 25

8 9
49 n o H4 7 o 33 o H2 y o o Ho > O
FDPP, DIPEA . = HN=—Gs'3 N @s N @ N @ N @ N Q
34 +#39 — - o—f% 3 @ L ® M Y " *otBu
DMF anh., ta 55<i>ﬁ_/51 N N $
a7 4 332 40 6 17

Se disuelven 47 mg del acido 34 (0.13 mmoles, 1.1eq), 0.07 mL de DIPEA (0.36
mmoles, 3 eq.), y 51 mg de FDPP (0.09 mmoles, 1.1 eq ) en 4 mL de bajo atmosfera de
nitrégeno. Se agita durante 5 minutos y, seguidamente, se afiade mediante una canula una
solucién de 69 mg de la amina 39 (0.12 mmoles) en DMF anhidra (2 ml). Se deja
evolucionar la reaccién con agitacién magnética durante 6 horas a temperatura ambiente.
Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con una solucién saturada de
bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase orgénica es secada sobre MgSO, y
se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante
cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 10:1 a AcOEt/MeOH 20:1)

obteniéndose 10 mg del hexapéptido 40 como un sélido blanco (9 % rdto).
Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 40

e RMN 'H (360 MHz, CDCl,): & 0.88, 0.90, 0.92 (3s, 18H, Hg, Hyg, Hos, Ha1, Hag, Ha7), 1.27,
1.29, 1.33 (3s, 18H, Hg, Hi7, Has, Hsp, Hao, Hag), 1.46 (s, 9H, Hy), 2.03 (a.c, 6H, Haps,
HlSpro& H21pros, H28pr081 H36pr081 H44proS)a 2.42 (a.c, 11H, H5proRy HlSproRy HzlproR, H28proRy H36proRy
Haapror, Hi1, Hio, Ha7, Has, Hag), 2.55 (M, 1H, H;), 3.90 (m, 1H, Hys), 4.13 (M, 5H, Ha7, Ha,
Ha1, His, Hs), 5.10 (2d, J =12.1 Hz, 2H, Hs; ), 5.10 (s, 1H, NH) 5.51 (d, J =8.5 Hz, 1H, NH),
6.08 (a.c, 4H, NH), 7.37 (s, 5H, Hss, Hsa, Hss).

e Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para CssHg,NgOgNa (M+Na)™
981.6035, experimental: 981.6018.

Sintesis del y-dipéptido hibrido “prolina-ciclobutano”, 42:

o 2 o %)
=, o PyBop, DIPEA o
OH + R 18
CozHN HoN ChzHNm * 37 N Q
‘C/\‘if ome  CHzClzanh. R o H, 2

OMe
O 1

42

12

16
ol 1BuO

Se disuelve el acido 41 (292 mg, 0.58 mmoles), DIPEA (0.30 ml, 1.57 mmoles), y
PyBOP (420 mg, 0.78 mmoles) en 15 ml de diclorometano anhidro bajo atmosfera de

nitrégeno. Se agitd durante 5 minutos y, seguidamente, se afiadid mediante una canula una
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solucién de la amina 16 (92 mg, 0.58 mmoles) en diclorometano anhidro (10 ml). Se deja

evolucionar la reaccion con agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente.

Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con una solucién saturada de

bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase organica es secada sobre MgSO, y

se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante

cromatografia en columna (eluyente AcOEt/Hexano 1:1) permitiendo la obtencion de 292

mg del dipéptido 42 como un sélido blanco (cuantitativo)

Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 42

[a]p=-13.8 (c 0.99, CH,CI,).

Punto de fusion: 52-54 °C (éter).

IR (ATR, Ymaxem): 3312 (NHy)), 2.956, 2.876 (CH), 1,677 (CO), 1.521 (NH), 1,393.

'H NMR (600 MHz, CDCls): § 0.87 (s, 3H, H-), 1.27 (s, 3H, Hg), 1.40 (s, 9H, Hy7), 2.12-2.21
(M, 2H, Hapror, Hispros), 2.25 (M, 1H, Hapros), 2.40 (d, J = 13.7 Hz, 1H, Hisprr), 2.62 (dd, J =
10.0 Hz, J = 8.0 Hz, 1H, Hs), 3.47 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hi3 pros), 3.55 (M, 1H, Hiz pror), 3.70 (S,
3H, H;), 4.08 (dd, J = 17.8 Hz, JO = 8.6 Hz, 1H, Hs), 4.30 (m, 1H, Hy,), 4.43 (d, J = 8.7 Hz,
1H, Hyy), 5.10 (m, 2H, Hig, CH,), 6.85 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Hyg), 7.32-7.37 (m, 5H, Hig Ar),
7.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ho).

BC NMR (150 MHz, CDCls): & 17.0 (C), 26.2 (C4), 28.3 (Cy17), 29.0 (Cg), 31.5 (Cys), 43.1
(Cs), 46.3 (Cg), 50.1 (Cs), 50.7 (Cyy), 51.4 (Cy), 55.1 (Cy3), 59.21 (Cyy), 66.4 (C19 CH,), 81.2
(Ci7g), 128.0, 128.4 (Cy Ar), 136.7 (Cigq), 156.0 (C19 CO), 156.2 (Cyg), 172.3 (Cyp), 172.8
(Co).

Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para CyHs;N;O,Na (M+Na)™:
526.2524, experimental: 526.2506.

Desproteccion del grupo carboxilo y-dipéptido hibrido “prolina-ciclobutano”, 43:

7

o 8
LiOH 1M ®, o
42— e Aoy Q
THF/H,0 2:10,0°C  CR% , Hs 2

N OH
12
D

'BuO
17

Se disuelven 95 mg del dipéptido 42 (0.19 mmol) en 11 mL de una mezcla

THF/H,0 en proporcién 2:9 y se enfria la mezcla a 0° C. Seguidamente se adicionan 1

mL de una solucion de LiOH 1M (1.00 mmoles, 5 eq) y se mantiene la temperatura durante
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48 horas. Una vez acabada la reaccion se acidifica la mezcla hasta pH= 2 con HCl al 5% y
se extrae de la solucion acuosa con CH,Cl, (3x40 ml). La fase organica se seca sobre
MgSOQO, y se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose 90 mg de un sélido
blanco identificado como el acido 243 (98% rdto).

Desproteccion del grupo amino y-dipéptido hibrido “prolina-ciclobutano”, 44:

8 7
PyBop DIPEA o
42 SN ‘ ,/<
H2 " Q 2
CH,CI, anh. OMe

Se disuelve el dipéptido 42 (0.19 mmol) en 15 mL de metanol anhidro, y
seguidamente se adiciona formiato de amonio (120 mg, 1.48 mmol) y 50 mg Pd/C 10%.
La solucion se lleva a reflujo de metanol durante 2 horas, y una vez transcurrido ese
tiempo se filtra sobre Celite®. Se evapora el disolvente a presion reducida permitiendo la

obtencion de 65 mg de amina libre (93 % rdto ).

Sintesis del y-tetrapéptido hibrido “prolina-ciclobutano”, 45:

25 24

35 34
PyBop DIPEA CszN\O)L —‘_/<
43 + 44 O T
13 N

CHZCIZ anh.
'BuO
34
tBuO

Se disuelve el acido 43 (90 mg, 0.19 mmoles), DIPEA (0.12 ml, 1.00 mmoles), y
PyBOP (161 mg, 0.29 mmoles) en 10 ml de diclorometano anhidro bajo atmosfera de
nitrégeno. Se agito durante 5 minutos y, seguidamente, se afiadio mediante una canula una
solucion de la amina 44 (65 mg, 0.80 mmoles) en diclorometano anhidro (5 ml). Se deja
evolucionar la reaccién con agitacién magnética durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccidn se lava con una solucién saturada de
bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase organica es secada sobre MgSO, y

se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante
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cromatografia en columna (eluyente AcOEt 100%) permitiendo la obtencion de 145 mg

del tetrapéptido 45 como un sélido blanco (96% rdto).

Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 45

[a]p=-310.8 (c 0.06, CH,Cl,).

Punto de fusion: 79-81 °C (éter).

IR (ATR, Ymaxem ): 3.355(NHsy), 2,926, 2,854 (CHy), 1.700, 1.671 (CO), 1.542 (NH), 1.459.
'"H NMR (600 MHz, CDCls): & 0.85, 0.86 (s, 6H, Hy, Hag), 1.22 (s, 3H, Hg), 1.26 (s, 3H, Hys),
1.45 (S, 18H, Hyy, H34), 2.10- 2.35 (m, 8H, H4pros, H4pron HlSproSy HlSproRy HleroSy HleroRu
Hazpros, Hazpror), 2.48 (M, 1H, Hy), 2.60 (M, 1H, Hj), 3.34 (m, 1H, Hapros), 3.44 (M, 1H,
Haispror), 3.52 (M, 1H, Hasgpror), 3.68 (s, 3H, H1), 4.00-4.08 (m, 2H, Hs, Hy,), 4.30 (m, 1H,
Has,), 4.38-4.47 (m, 3H, H11, Hy4, Hyg), 5.09 (M, 2H, Hss CHy), 6.93 (d, J = 6.1 Hz, 1H, Hss),
7.30-7.36 (m, 5H, Hgzs Ar), 7.56 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hy), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H,), 7.81 (d,
J=6.4Hz, 1H, Hy).

C NMR (150 MHz, CDCls): & 16.5 (C,4), 17.0 (C;), 26.0 (Cz), 26.2 (C4), 28.3 (6C, Cy7,
Cs4), 29.0 (Cg), 29.3 (Cys), 31.1 (Cy5), 31.9 (Csy), 43.0 (Cs), 44.3 (Cy), 45.8 (Cy3), 46.2 (Co),
49.1 (Cu), 50.0, 50.1 (2C, Cs, Cy), 50.7 (Csy), 51.4 (Cy), 55.2 (Csp), 55.5 (C13), 59.2 (Cyy),
59.3 (Cy), 66.4 (C5 CH2), 80.9, 81.1 (2C, Cirq, Cayg), 127.9, 128.0, 128.4 (C36 Ar), 136.7
(Csgq), 156.1, 156.3 (3C, Cyg, Css, Cg6 CO), 171.2 (Cyo), 172.2 (C47), 172.4 (Cyo), 172.7 (Cy).
Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para CsHgsNgO::Na (M+Na)™:
863.4525, experimental: 863.4534.

Desproteccion del srupo carboxilo y-tetrapéptido hibrido “prolina-ciclobutano”, 46:

25 24

O A s
s 34 -, O 8/”
LIOH 1M CozHNa ™ 3™ 7N @’ " y 0
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29 J 9 OH
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Se disuelven 145 mg del tetrapéptido 45 (0.17 mmol) en 11 mL de una mezcla

THF/H,0 en proporcion 2:9 y se enfria la mezcla a 0° C. Seguidamente se adicionan 0.85

mL de una solucion de LiOH 1M (0.85 mmoles, 5 eq) y se mantiene la temperatura durante

48 horas. Una vez acabada la reaccion se acidifica la mezcla hasta pH= 2 con HCl al 5% y

se extrae de la solucion acuosa con CH,Cl, (3x40 ml). La fase organica se seca sobre

MgSO, y se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose 140 mg de un sélido

blanco identificado como el acido 46 (98% rdto).
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Descripcién experimental

Sintesis del y-hexapéptido hibrido “prolina-ciclobutanico”, 47:

PyBop DIPEA CtzzHN\O)k —‘—ﬁ( \O)”k
4 + 46 ar —“4 ‘
Has \C,)kN
H
o

CHZCIZ anh.

‘BuO
‘Buo

‘Buo

Se disuelve el acido 44 (140 mg, 0.17 mmoles), DIPEA (0.12 ml, 0.60 mmoles), y
PyBOP (161 mg, 0.30 mmoles) en 10 ml de diclorometano anhidro bajo atmosfera de
nitrogeno. Se agitd durante 5 minutos y, seguidamente, se afiadié mediante una canula una
solucién de la amina 46 (70 mg, 0.19 mmoles) en diclorometano anhidro (5 ml). Se deja
evolucionar la reaccién con agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez trancurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se lava con una solucién saturada de
bicarbonato sodico (3x10 ml) y agua (3x10 ml). La fase organica es secada sobre MgSO, y
se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido es purificado mediante
cromatografia en columna (eluyente AcOEt 100%) permitiendo la obtencion de 180 mg

del hexapéptido 47 como un solido blanco (81% rdto).

Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto 45

[a]o=18.5 (c 0.1, CH,CI,).

e Punto de fusion: 144-166 °C (AcCN/H,0).

o IR (ATR, Ymaxem): 3,298 (NHg), 2,957 (CHy), 1,673 (CO), 1,520 (NH), 1,392, 1,367.

e H NMR (600 MHz, CDCly): 0.76-0.81 (m, 9H, Hy, Has, Hos, Har), 1.12-1.17 (m, 9H, He,
Has, Hs), 1.35-1.38 (M, 27H, Hi7, Hss, Hsp), 2.03-2.26 (m, 12H, Hy, His, Hag, Hao, Hag, Hag),
2.41-2.44 (m, 2H, Hao, Hx7), 2.54 (M, 1H, Hs), 3.26-3.44 (m, 6H, His, Hao, Ha7), 3.61 (s, 3H,
H1), 3.96-3.97 (m, 3H, Hs, Hx,, Hag), 4.21 (M, 1H, Hyg), 4.31 (m, 1H, Hys), 4.34 (m, 1H, Hy),
4.36-4.38 (M, 3H, Hy1, His ,Ha1), 5.01 (m, 2H, Hs CH,), 6.93 (d, J = 6.8 Hz, 1H, Hsy), 7.23—
7.28 (m, 5H, Hs3 Ar), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hys), 7.60 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Hy), 7.66 (d, J =
9.0 Hz, 1H, Ho), 7.94 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hyg), 8.03 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H).

e Espectrometria de masas de alta resolucion: tedrico para CgHoNgOisNa (M+Na)'

1200.6527, experimental: 1200.6509.

54



ANEXOS






ANEXO I

ANEXO |

€6'0 —

€T —

§ey
mm.N/
wmd/
9€'T
nm.N/
mm.NN
(4
0g'E
1€€
1€€
(43
[4%3
€€'E

0L'E—

06'¢
Nm.mV

LEL—

N
Q
(@]
I
z

A T

.

Feoe
Fere

Foo'T

Feev

Bire

0°E
0T

o
oz

1180

Feov

5.0

(ppm)

Figura 3. Espectro ‘H-RMN (600 MHz, CDCl; a 298K) del y-dipéptido hibrido, 22.
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55



ANEXO I

160~
€60~

€T
%1

¥8'T
S8'T
S8'T
1€
NM.NW
€€T
9€T
8E'T
6EC

(4%
og’e
1€
[
£€°E

69
06"
6t
80b

60'%
0Ty
454

90°'S

80°S V
was-r
TS \
'S -7
s

8L'S —

YO'L—
€L
[29
€€
gL
vEL
81
©L

NHCbz

ot

=< [180

Toso

5.0

(ppm)

Figura 4. Espectro "H-RMN (600 MHz, CDCl; a 298K) del y-tetrapéptido hibrido, 26.
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Figura IV. Espectro 'H-RMN (360 MHz, CDCl; a 298K) del y-hexapéptido hibrido, 28
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Figura 5. Espectro "H-RMN (360 MHz, CDCI; a 298K) del y-dipéptido homoquiral, 29.
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Figura 711. Espectro "H-RMN (360 MHz, CDCI; a 298K) del y-hexapéptido homogquiral, 38.
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ANEXO II

ANEXO 11

Esquema I. Mecanismo de acoplamiento péptidico utilizando el PyBOP

(FDPP)

pig 0 ° .

A Jormy g O

R‘N;Hs '\“/ Qﬁj R)J\NHR' @ Y 1/
\r j/(DIPEA)

NH,-R'

Esquema II. Mecanismo de acoplamiento péptidico utilizando el FDPP
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