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Diseiio y sintesis de inhibidores del camino biosintético de tripanotiona

En este trabajo de Tesis se planted como objetivo el disefio y la sintesis de nuevos
compuestos que pudieran actuar como inhibidores de las enzimas presentes en el camino
biosintético de tripanotiona (', N8-bis-(glutationil)espermidina). Este es un metabolito que
se encuentra unicamente en parasitos de la familia de los tripanosomatidos, los cuales son
agentes causantes de varias tripanosomiasis y leishmaniasis, enfermedades endémicas que
afectan aproximadamente a 12 millones de individuos en el mundo. Las enzimas responsables
de la biosintesis de tripanotiona son glutationilespermidina sintetasa (GspS) y tripanotiona
sintetasa (TryS), las cuales se encuentran exclusivamente en parasitos de esta familia.

El disefio de inhibidores potenciales de estas enzimas se basd, en una primer etapa,
en analogos estructurales de su sustrato natural glutation (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina). Luego
de su sintesis, estos compuestos se evaluaron tanto como inhibidores de las enzimas aisladas,
asi también como inhibidores del crecimiento parasitario de Trypanosoma cruzi, el agente
responsable de la enfermedad de Chagas.

Enuna segunda etapa el disefio y la sintesis de inhibidores se basé en analogos del
estado de transicion de las enzimas en cuestion, incorporando en la estructura de los nuevos
analogos un grupo fosfinato como mimético del estado de transicion tetraédrico de una ligasa
C:N. Estos compuestos también se evaluaron como inhibidores de la actividad enzimatica de
GspS y TryS de distintos parasitos de la familia de los tripanosomatidos, siendo potentes
inhibidores de las mismas. Finalmente, esta actividad inhibitoria enzimatica tuvo una muy
buena correlacion con ensayos de inhibicion del crecimiento de amastigotes de 7. cruzi, la

forma clinicamente mas relevante del parasito.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; tripanotiona; tripanosomatidos, glutationilespermidina
sintetasa; tripanotiona sintetasa; fosfinopéptidos.






Design and synthesis of inhibitors of trypanothione biosynthesis

The aim of the present Doctoral Thesis was the search for new antiparasitic agents
that could act as inhibitors of the enzymes involved in the biosynthetic pathway of trypanothione
(N', N¢-bis-(glutathionyl)spermidine). This metabolite is unique in parasites belonging to the
trypanosomatidae family that are causative agents of many trypanosomiases and leishmaniases.
These endemic deseases are estimated to affect around 12 million individuals.

Glutathionylspermidine synthase (GspS) and trypanothione synthase (TryS) catalize
the last two steps of trypanothione biosynthesis and they are, as well as trypanotione, unique
in parasites of the tripanosomatidae family.

As afirst approach, inhibitors were designed as tripeptides conjugates structurally related
to the natural substrate glutathion.(y-L-glutamyl-L-cisteinylglycine). Once these compounds
were at hand, they were screened towards both GspS and TryS. In addition, they were tested
against Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease (American trypanosomiasis).

As a second aproach, an alkyl phosphinate moiety was incorporated to the designed
structures in order to mimic the tetrahedral transition state of these C:N ligases. A promising
new series of phosphinopeptides structurally related to glutathion, were synthezised and
evaluated against GspS and TryS of diverse parasites showing, in many cases, high potency.
Some of these drugs were also potent growth inhibitors of 7. cruzi amastigotes, the clinically
more relevant form of the parasite. This cellular activity correlated quite well with the enzymatic

activity exhibited by these drugs towards TryS of 7. cruzi.

Key words: Trypanosoma cruzi, trypanothione; trypanosomatidae, glutathionylspermidine synthase;
trypanothione synthase; phosphonopeptide.
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Capitulo 1 Introduccion

1.1 Enfermedadestropicales

Las llamadas enfermedades tropicales afectan a una gran cantidad de seres humanos
en vastas areas tropicales y subtropicales del mundo. Estas son enfermedades infecciosas
causadas por distintos virus, bacterias o parasitos, transmitidas, en el caso de las tltimas,
mediante la ayuda de algun vector, generalmente insectos. Estan asociadas a condiciones
precarias de vivienda e higiene y, por lo tanto, afectan mayormente a los sectores mas pobres

y marginados de la poblacion.

Entre las parasitosis, la malaria es la que cuenta con mayor cantidad de individuos
infectados en el mundo (500 millones) con un 40% de la poblacion mundial en riesgo de
infeccion. Sin embargo, esta enfermedad, causada principalmente por parasitos de cuatro
especies del género Plasmodium(P. falciparum, P. vivax, P. ovaley P. malariae), ha sido
eliminada de la mayoria de los paises con clima templado y se concentra en Africa,
especialmente al sur de la region del Sahara, de tal forma que el 90% de las muertes provocadas

por dicha enfermedad se observa en esa zona.

De mayor incidencia en Latinoamérica son otras enfermedades parasitarias como
distintas leishmaniasis y tripanosomiasis causadas por distintos parasitos que pertenecen a un
mismo orden y familia (Kinetoplastida, Trypanosomatidae). Existen distintos tipos de
leishmaniasis causadas por unas 17 especies de Leishmaniaspp. Entre ellas se encuentran:
laleishmaniasis visceral, mas conocida como kalaazar, leishmaniasis mucocutanea o espundia
y leishmaniasis cutanea. Estas enfermedades son endémicas en 88 paises de los 5 continentes
y se estima que existen 350 millones de personas con riesgo de infeccion. La poblacion
afectada se calcula en 12 millones de personas, incluyendo tanto los casos evidentes como
los asintomaticos. E190% de los 500.000 nuevos casos anuales se concentran en Bangladesh,

Brasil, India, Nepal y Sudan.

Lamas severa de las leishmaniasis es la visceral, contando con una tasa de mortalidad
del 100% para casos no tratados. En cuanto a la leishmaniasis mucocutanea, el 90% de los
casos se encuentra concentrado en Bolivia, Brasil y Pert, y, en el caso de la leishmaniasis

cutanea el 90% de los casos se circunscriben a Afganistan, Brasil, Iran, Pert, Arabia Saudita
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Capitulo 1 Introduccion

y Siria. La distribucion de dicha enfermedad esta intimamente relacionada a la distribucion
geografica de su vector: lamosca de la arena, perteneciente a la subfamilia Phlebotominae.
Este insecto habita en climas tropicales y se alimenta por succion de sangre de mamiferos,

tolerando muy bien el desarrollo interno de distintos tipos de leishmania.

En cuanto a las tripanosomiasis, la africana (enfermedad del suefio) es causada por dos
subespecies de Trypanosoma brucei, los parasitos T. brucei rhodesiense y T. brucei
gambiense. Esta enfermedad afecta a 60 millones de personas en 36 paises africanos al sur
del Sahara, en 4reas en donde habita la mosca tse-tse, su vector. La tripanosomiasis americana,
mas conocida como la enfermedad de Chagas, es causada por el parasito T. cruz y afecta a
aproximadamente a 18 millones de individuos en todo el area de incidencia, es decir, desde el
sur de Estados Unidos, hasta el sur de nuestro pais. La misma es transmitida a través de los
vectores Rhodniusprolixus(chinche), desde el sur de América del Norte al norte de Argentina
y Triatoma infestans (vinchuca) en América del Sur. A pesar de diferencias importantes
como los ciclos de vida y vectores mediante los cuales son transmitidos, Leishmaniaspp, T.
brucei y T. cruzi comparten aspectos fundamentales de su metabolismo, debido a que

pertenecen, como se menciono anteriormente, al mismo orden y familia.!

Un aspecto comun a todas estas enfermedades es que a pesar de que se conocen
desde hace mas de un siglo, atin no se han desarrollado drogas efectivas contra ninguna de
ellas. En efecto, la quimioterapia existente hasta la fecha se basa en drogas antiguas,
descubiertas empiricamente y con serios efectos secundarios. Si bien en muchos casos es
posible controlar y en algunos curar la enfermedad si es detectada y tratada en una etapa
temprana, se hace evidente la necesidad de desarrollar nuevas drogas que sean mas seguras
para su tratamiento. Para ello existen dentro de las enfermedades causadas por
tripanosomatidos aspectos particulares de su metabolismo, hallados en los tltimos afios, los

cuales se pueden explotar para dicho proposito.

1.2. Ciclodevidadelos parasito
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Capitulo 1 Introduccion

Los parasitos responsables de las enfermedades tropicales mencionadas anteriormente
poseen ciclos de vida complejos, caracteristicos de cada especie. Este ciclo de vida se inicia
con el traspaso del parasito desde el vector al mamifero y se cierra al volver el parasito al
vector por succion sanguinea. A lo largo de este ciclo el parasito pasa por distintos estadios,
infectantes o de reproduccion, los cuales varian segtn la especie. El ciclo de vidade T.

cruz*? sera discutido en detalle en el Capitulo 4.

1.3Enzimasoreceptoresindispensablesparalosparasitos

Las enzimas o receptores que son cruciales para el ciclo de vida del parésito se pueden
seleccionar como blancos moleculares para quimioterapia ya que su inhibicion afectaria, en
principio, la proliferacion celular. De todos modos, es importante comparar cada uno de
estos blancos con su contraparte en el huésped mamifero para evaluar la posible especificidad
de potenciales inhibidores contra la enzima del parasito. Esta evaluacion puede comenzar con
una comparacion de las secuencias de la proteina o receptor. Cualquier proteina con una
porcentaje de identidad entre la parasitaria y la del huésped superior a cierto valor deberia
abandonarse como posible blanco. Sin embargo, una comparacién mas completa no seria
realmente posible hasta no disponer de las estructuras tridimensionales de las mismas. Se ha
aceptado en forma general que si la contraparte del huésped no juega un rol fundamental en
dicho organismo, entonces puede no ser necesaria una alta selectividad hacia la enzima del

parasito, aunque la realidad es algo mas compleja.

1.3.1 Lanosterol C-14a. desmetilasa

Esun hecho conocido que los azoles antifiingicos tales como ketoconazol (1),
miconazol (2) e itraconazol (3) actian en el camino biosintético de ergosterol, en
mamiferos, inhibiendo la desmetilacion (dependiente de citocromo P-450) de lanosterol.*

Leishmaniay T. cruz también poseen ergosterol como principal esterol en membranas
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Capitulo 1 Introduccion

plasmaticas. Es més, se ha observado que los azoles antifingicos inhiben el crecimiento
de dichos organismos por bloqueo de la desmetilacion de C-14a de lanosterol en la

biosintesis de ergosterol en dichos organismos.

En cuanto a la selectividad de esta enzima como blanco molecular, se ha demostrado
que la accion antifingica de los azoles antimic6ticos no se debe a una diferencia de sensibilidad
entre lanosterol C-14o desmetilasa del hongo y del mamifero sino a la presencia de otras
isozimas susceptibles a azoles presentes unicamente en el tltimo.’ Todavia no se conoce cual

es la diferencia entre la enzima de humanos y la de Leishmaniao T. cruz.

El mayor sustento que tiene este blanco molecular es el precedente de los antimicoticos,

con la consecuente ventaja del conocimiento de su relativamente baja toxicidad en humanos.

N\

Ns
o

A“?Q o ¢

»_ 7\ _@_ cl cl
N=\ 2 “
1 \ N
N~
cl

-0 @1

Huwe

1.3.2 Escualeno sintetasa
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Capitulo 1 Introduccion

Dentro del camino biosintético de esteroles, otra enzima propuesta como blanco
molecular para el desarrollo de agentes antiparasitarios es escualeno sintetasa (SQS). Esta
enzima cataliza el primer paso de la biosintesis de esteroles acoplando dos moléculas de
pirofosfato de farnesilo para dar escualeno. La inhibicion de la biosintesis de esteroles en esta
etapa no tiene efecto en otros isoprenoides vitales; ademas, los isoprenoides acumulados
como pirofosfato de farnesilo y sus precursores se metabolizan sin efectos toxicos. Por estos
motivos, esta enzima se ha estudiado como blanco para terapias de disminucion de colesterol.
Se encontro que inhibidores de SQS de mamiferos como 3-(bifenil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina

(4)° inhiben el crecimiento de epimastigotes de T. cruz y promastigotes de L. mexicana

IO

mediante la inhibicion competitiva de SQS a nivel bajo micromolar.” WC-9 (tiocianato de 4-
fenoxifenoxietilo, 5), desarrollado en nuestro laboratorio, y otros compuestos estrechamente
relacionados como 6, son inhibidores potentes y selectivos tanto de la forma epimastigote
como de la forma intracelular amastigote de T. cruz.®"* WC-9 fue inclusive mas potente que
los conocidos agentes antiparasitarios nifurtimox y ketoconazol, en las mismas condiciones

de ensayo®1?

1.3.3Farnesi| pirofosfato sintetasa

La prenilacion de proteinas ha surgido como un blanco molecular atractivo para el
disefio de drogas en varias enfermedades tropicales.'*¢ Esta es responsable de la union de
unidades de farnesilo y geranilgeranilo a residuos C terminales de cisteina de distintas proteinas,
como las GTPasas Ras, Rac, Rab y Rho, dando lugar a las proteinas farnesiladas y

geranilgeraniladas. Estas son moléculas de sefializacion importantes que participan enprocesos
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Capitulo 1 Introduccion

celulares claves para la funcion de los osteoclastos.!” Los grupos prenilos juegan un papel
clave en el anclado de las proteinas a las membranas y también actiian en las interacciones
proteina-proteina. Farnesil pirofosfato sintetasa (FPPS) cataliza la formacion del sustrato de
la prenilacion.'® Por lo tanto, la inhibicion enzimatica de FPPS lleva a la disminucion en los
niveles de esteroles, dolicoles y ubiquinonas, junto con la inhibicion de la prenilacion de

proteinas.

Se ha encontrado que bisfosfonatos comerciales, utilizados para tratamientos
prolongados en trastornos de resorcion 6sea, presentan actividad inhibitoria en la forma
amastigote de T. cruz en ensayos invivo e invitro.'” Estos analogos no metabolizables de
pirofosfato, como pamidronato (7) y alendronato (8) representan un excelente punto de partida
para el desarrollo de agentes quimioterapéuticos cuyo blanco es FPPS ya que, al ser drogas
aprobadas por FDA (Food & Drug Administration, EE.UU.), han superado con éxito los
ensayos clinicos requeridos para su uso en humanos. Se ha postulado que bisfosfonatos

nitrogenados, en particular en C-3, actuarian como miméticos del estado de transicion

S o A oH o
H,N PLon b2 Y2 OH
2 = ~OH ~OH
\/X _OH HZNW _OH /\/\/X
HO P P, -OH
7S HO /s HO X
o OH o OH o OH
7 8 9

carbocationico de los isoprenoides difosfato en la biosintesis de isoprenoides;***! sin embargo,
se ha visto que otros bisfosfonatos no nitrogenados han actuado como inhibidores de crecimiento
celular bloqueando FPPS.****En nuestro laboratorio se han sintetizado bisfosfonatos derivados
de 4cidos grasos no nitrogenados, como 9, los cuales fueron potentes inhibidores de la actividad
enzimatica de FPPS. Dicha actividad enzimatica tuvo excelente correlacion con la inhibicion
de la proliferacion celular de T. cruz, obteniéndose inhibidores de potencia comparable a
WC-9.22Aligual que en el caso de los antimicoticos, uno de los grandes atractivos de los
bisfosfonatos es que la optimizacion de estructuras se realiza sobre la base de drogas de uso

humano.
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1.3.4Purinafosforibositransfer asas

La ausencia de sintesis denovo de nucledtidos purinicos entre los parasitos protozoarios
resulta en su dependencia de una o dos enzimas purinicas para mantener los niveles en la

reserva de nucledtidos purinicos.

En Leishmania, alopurinol (10) es reconocido como sustrato por hipoxantina-guanina-
xantina fosforibosiltransferasa y convertido en productos citotoxicos como alopurinol
ribésido.” Esta droga se ensay6 en leishmaniasis visceral demostrando efectos terapéuticos

moderados?® pero los ensayos clinicos posteriores llevaron a resultados poco claros.

1.3.50rnitinadescar boxilasa

Las poliaminas, presentes en casi todos los organismos vivientes, son necesarias
universalmente para la proliferacion celular.?” Ornitina descarboxilasa (ODC), la enzima que
controla la sintesis de la poliamina putrescina, tiene como caracteristica saliente una gran
inductibilidad y un tiempo de vida medio muy corto en mamiferos. Las poliaminas se encuentran
en niveles altos en mamiferos fuera del torrente sanguineo en donde los altos niveles de poliamina
oxidasas se reducen practicamente a cero.”® Ya que el habitat principal de los tripanosomas
africanos es el torrente sanguineo, €stos dependen casi exclusivamente de su maquinaria
interna para obtener niveles aceptables de poliaminas. Por este motivo, una inhibicion eficiente
de ODC deberia inhibir la proliferacion de los parasitos al inhibir la sintesis de poliaminas en

los mismos.
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Eflornithina (pL-0o-difluorometilornitina, DFMO, 11) es un inhibidor suicida de ODC
deraton.” La catalisis enzimatica forma un aducto covalente entre DFMO descarboxilado y
desfluorado y el resido Cis-360 de la enzima. DFMO es una droga antitripanosoma con
buena actividad quimioterapéutica en humanos contra T. brucei gambiensey, en menor
medida contra T. brucel rhodisense*® La droga baja los contenidos de poliaminas y retarda
su crecimiento,’! pero este efecto se puede revertir por agregado de putrescina exdgena.*
Se han comparado ODC de raton con ODC de T. brucel,* sin que esta comparacion lograra
explicar la relativamente baja toxicidad de DFMO en mamiferos, ya que éste fue un inhibidor
mas efectivo de ODC de raton que de ODC parasitaria. Ademas, las mismas presentaron un
62% de homologia en la secuencia de aminoacidos. Aparentemente, esta diferencia de
susceptibilidad se halla en la rapidez con que esta enzima se repone dentro del organismo
vivo. De manera que, en mamiferos, la rapidez con la que nuevas ODC activas reemplazan a
viejas e inactivas hace que DFMO tenga menos efecto inhibitorio sobre la proliferacion

celular.

Queda claro, por lo indicado anteriormente, que la selectividad en este tipo de blancos
moleculares se debe a factores complementarios a éstos y, en general, muy dificilmente

predecibles.

1.4 Enzimasoreceptor esencontrados Uinicamenteen par asitos
Este tipo de moléculas se presentan como los mejores blancos terapéuticos potenciales,

siempre y cuando se encuentre que la funcion de la enzima o receptor en juego sea esencial

para el desarrollo o supervivencia del parasito.
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1.4.1 Nucledsido fosfotr ansfer asas

Casi todos los parasitos protozoarios estudiados hasta la fecha son deficientes en la
sintesis de novo de nucledtidos purinicos.* Se ha identificado en Leishmaniauna enzima
{inica: purina nucledsidotransferasa.* Esta transfiere un fosfato desde una variedad de ésteres
monofosfato hacia la posicion 5" de los nucledsidos purinicos, asi también como a algunos
analogos como alopurinol ribésido, formicina B, 9-deazainosina y tiopurinol ribosido. Estos
analogos de nucleodsidos pueden convertirse en trifosfatos e incorporarse en los dcidos nucleicos
0, en el caso del alopurinol ribdsido, convertirse en inhibidores de otras enzimas purinicas
esenciales ejerciendo una accion antiparasitaria.’> Sin embargo, purina nucledsido
fosfotransferasa no cumpliria en Leishmanianinguna funcion esencial para el parasito pues
existen varias purina fosforibosiltransferasas que constituyen los principales caminos

metabolicos para la reserva de purinas.*®

1.4.2 Enzimasdel camino metabdlico detripanotiona

Desde el descubrimiento de tripanotiona (T(SH), 12)*" las perspectivas en cuanto a la
busqueda de drogas contra la tripanosomiasis y la leishmaniasis han cambiado drasticamente.
Se puede decir que a partir de este punto ha comenzado una busqueda racional de drogas
parauna quimioterapia selectiva contra las enfermedades producidas por parasitos del orden
Kinetoplastida. Esto se debe a que, en este caso, y contrariamente a las drogas utilizadas
anteriormente, se ha hallado primero el potencial blanco molecular y, luego, comenzo6 la

busqueda del farmacdforo adecuado.

Las quimioterapias actuales se basan en drogas que interactiian con partes del
metabolismo parasitario compartidas con mamiferos, por lo tanto, se basan en la capacidad
de los ultimos de balancear las deficiencias metabolicas con caminos biosintéticos alternativos.
Por ello, el gran atractivo del camino biosintético de tripanotiona se debe a que este metabolito

que no esta presente en mamiferos, el cual es esencial para la supervivencia del parasito.*® Si
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bien tripanotiona cumple funciones analogas a las de glutation (GSH) en humanos, como la
defensa contra el estrés oxidativo y el mantenimiento del equilibrio redox celular, en su biosintesis

participan enzimas que no tienen contrapartida en mamiferos.

Por estos motivos, resulta interesante el desarrollo de nuevas drogas selectivas que no

interfieran con los caminos biosintéticos del huésped mamifero.

En base al conocimiento adquirido en los tltimos afios sobre el metabolismo y funciones
de tripanotiona se han ido definiendo dos blancos moleculares muy interesantes: (a) tripanotiona
reductasa (TR), enzima responsable de regenerar tripanotiona luego de su oxidacion por
distintos motivos; (b) las enzimas responsables de su biosintesis: glutationil espermidina sintetasa
(GspS) y tripanotiona sintetasa (TryS), sobre cuyos avances y posibilidades se discutira
seguidamente. Estas enzimas seran el blanco molecular de los compuestos sintetizados en el

presente trabajo de tesis.

1.5Metabolismodetripanotiona

1.5.1 Estructuraquimicay propiedadesfisicasdetripanotiona

Tripanotiona (N!,N3-bis-(glutationil)espermidina, (12a) es el producto de doble
conjugacion entre el tripéptido glutation (y-L-Glu-L-Cis-Gli-OH, GSH, 13) y la poliamina
espermidina (N-(3-aminopropil)-1,4-butanodiamina, espermidina, 14). Los residuos cisteina
presentes en su estructura estan involucrados en la interconversion entre la forma oxidada y la
forma reducida de dicho metabolito, mediante la ruptura y la restitucion del puente disulfuro
(Figura 1.1). Ambas estructuras presentan una carga neta +1 a pH fisiologico. * El potencial
redox de la cupla T(SH),/T(S),es E'=-0.242 V, muy similar al de la cupla GSH_ /GSH_
(E,’=-0.230'V). Al igual que otros tioles, tripanotiona posee la capacidad formar complejos

estables con compuestos de arsénico. Las constantes de asociacion con dichos compuestos
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han sido medidas y se encuentran en un rango de entre 107y 10" M-'.4° En cuanto a su
estructura tridimensional en solucion acuosa, tripanotiona parece ser una molécula flexible,

como lo demuestran estudios conformacionales por RMN.*!

HO,C HO,C

N /\/\(,)rN\)LN/\,r N AHZNWNJNﬁr N
MLNS MHMS

CO,H
12a 12b

Figura1.1. Tripanotiona en sus estados reducido (12a) y oxidado (12b).

1.5.2 Funcionesmetabdlicas

Se han identificado distintas funciones metabolicas de las que tripanotiona es responsable.
(a) Mantenimiento del equilibrio redox celular; (b) defensa antioxidante; (c) defensa contra

Xenobioticos.
1.5.2.1 Mantenimientodel equilibrioredox celular

Todo organismo vivo necesita mantener su equilibrio redox celular para sobrevivir.
Para lograr esto, siempre existe algtin tiol de bajo peso molecular que alterna entre su forma
reduciday su forma oxidada seguin sea necesario. En la mayoria de los casos este compuesto
es glutation, el cual pasa de uno a otro estado de oxidacion mediante la formacion y la ruptura
enzimatica de un puente disulfuro intermolecular {Prot_ +2 GSH=GS-SG +Prot_}. Asi,
la funcién mas importante de glutation es la de evitar la formacion de disulfuros intramoleculares

en proteinas, ya que esto puede alterar seriamente su actividad. Las células de mamiferos
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poseen dos mecanismos generales para la reduccion de puentes disulfuro: el sistema glutation
reductasa, glutation, glutarredoxina (Esquema 1.1), y el sistema tiorredoxina reductasa,

tiorredoxina. (Esquema 1.2)

Glutation reductasa ;eq Glutarredoxina e

T

NADP?* 2 GSH 2RSH

NADPH +H GS-SG RS-SR

Glutatién reductasa oy Gl doxi
utarredoxinagy

Esgquema 1.1. Sistema GR, GSH, glutarredoxina.

Tiorredoxina reductasa,eq Tiorredoxina ox

NADPH +H 2RSH

NADP™ RS-SR

Tiorredoxina reductasa gy Tiorredoxina
red

Esguema 1.2. Sistema tiorredoxina reductasa, tiorredoxina.

Glutation también se encuentra en tripanosomatidos. Sin embargo, se ha visto que
para la reduccion enzimatica de su disulfuro dimérico (GSSG), presente en extractos celulares
crudos, es necesaria la presencia de un cofactor. El mismo ha sido identificado primeramente

como un tiol de bajo peso molecular,* finalmente caracterizado como tripanotiona,
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subsecuentemente a su aislamiento del parasito no patogeno Crithidiafasciculata. Por otro
lado, se ha demostrado que estos parasitos no contienen una glutation reductasa ya que la
reduccion de glutation en extractos celulares liofilizados requiere de la presencia de T(SH),.
Lo mismo ocurre con la reduccion de otros tioles como GSSG-CoA y cisteina. Dicha reduccion
transcurre mediante un intercambio de disulfuros entre GSSG y T(SH), enzimaticamente
reducida. La enzima responsable de la reduccion de tripanotiona disulfuro (TS,) fue aislada,
también de C. fasciculata, y denominada tripanotiona reductasa (TR).* Esta enzima parece
ser altamente especifica para T(SH),. Estos descubrimientos llevaron a postular el siguiente

sistema de mantenimiento de equilibrio redox en estos parasitos (Esquema 1.3).

Tripanotione reductasa

NADPH+H T(S), RS-SR

NADP* T(SH), 2RSH

Tripanotiona reductasa (eq

Esgquema 1.3. Sistema Redox en tripanosomatidos.

De esta forma, en parasitos del orden Kinetoplastida, el metabolito encargado de
mantener un alto nivel de tioles libres es tripanotiona, en vez de glutation, y la enzima encargada
de mantener a tripanotiona en su estado reducido es tripanotiona reductasa, en lugar de

glutation reductasa.

1.5.2.2 Defensa antioxidante
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Aligual que en otros organismos aerobicos, tripanotiona esta expuesta a especies
oxigenadas altamente reactivas como O,,, H /O, y HO-. Estas sustancias se generan
internamente por cofactores como flavinas reducidas, quininas o tioles y, externamente, por el
sistema inmune del huésped. Los radicales HO- y RO- pueden causar dafos letales si
reaccionan irreversiblemente con ADN o con lipidos de la membrana celular.** La unica
defensa con la que cuentan los parasitos contra las especies radicalarias es atraparlas mediante
moléculas de bajo peso molecular como vitamina A, C, y E, acido urico, bilirrubina o tioles,
en particular, glutation y tripanotiona, dentro de los tltimos. Sin embargo, la eliminacion de
estas especies es el ultimo recurso con que cuenta el sistema de defensa. Para evitar llegar a
esta instancia, el organismo trata de mantener bajos los niveles de precursores como H O, y
O, Sibien se han identificado superdxido dismutasas (SOD) en T. cruz,* L. donovani,* y
C.fasciculata, " su contribucion a la defensa contra el estrés oxidativo no parece significativa.
Siguiendo con las enzimas que metabolizan especies oxigenadas, no se han hallado catalasa,
glutation peroxidasa ni glutation reductasa en éstos parasitos. A falta de las tiltimas si se han
identificado tripanotiona reductasas muy eficientes. * Todos estos hallazgos concuerdan con
la idea de glutation como un precursor biosintético de tripanotiona y con un metabolismo de
hidroperdxidos tripanotiona dependiente en lugar del metabolismo glutation dependiente de
mamiferos. Asi, es posible establecer algunas analogias entre los dos metabolismos, aunque
también algunas diferencias. Por un lado, TR en parésitos es analoga a GR en mamiferos,
mientras que, en la parte inferior de la cascada redox de los tripanosomatidos el aceptor de
equivalentes de reduccion de T(SH), es triparredoxina, una enzima de la familia de las
tiorredoxinas, la cual actiia a su vez como sustrato de triparredoxina peroxidasa parasitaria.*
Es decir, en tripanosomatidos existen tres enzimas distintas involucradas en la cascada redox,

mientras que en mamiferos solo existen dos.

1.5.2.3 Defensa contra xenobi6ticos

Los xenobioticos son, en general, sustancias hidrofobicas de muy variada estructura.

Sin embargo, los mismos se pueden transformar en compuestos menos toxicos € hidrosolubles
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y, en consecuencia, mas facilmente excretables al estar conjugados con glutation. Esto ocurre
mediante una reaccion catalizada por glutation Stransferasas, enzimas presentes en organismos
superiores. En tripanosomatidos, en cambio, esta funcion la cumple tripanotiona. Prueba de
ello es el hallazgo de actividad tripanotiona Stransferasa en extractos celulares de C.
fasciculata, L. magjor, L. infantum, L. tarentolaey T. brucel, asociada al factor de elongacion
eucariotico 1B (eEF1B). ¥ Es mas, recientemente se ha expresado, clonado y purificado
EF1B en L. magjor. ** Se ha demostrado también que dicha proteina es capaz de catalizar la
conjugacion de diversos sustratos electrofilicos con tripanotiona pero no con glutation. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de que tripanotiona cumple en tripanosomatidos el mismo rol

que glutation en mamiferos.

1.5.3Biosintesisdetripanotiona

El camino biosintético de glutation (13) y el de 1a poliamina espermidina (14) confluyen
para dar tripanotiona, producto de condensacion de los mismos. Por este motivo, la biosintesis
de tripanotiona se puede considerar como una prolongacion de la de glutation y espermidina.
Estos son sustratos de dos enzimas que se hallan exclusivamente en parésitos del orden
Kinetoplastida: glutationilespermidina sintetasa (GspS) y tripanotiona sintetasa (TryS). Estas

enzimas catalizan la conjugacion entre glutation y espermidina en unarelacion 2:1.

1.5.3.1 Glutatién

Aligual que en mamiferos, la biosintesis de glutation esté catalizada por dos ligasas que
utilizan ATP como factor de activacion: y-glutamilcisteina sintetasa y glutation sintetasa. Ambas

enzimas requieren de la presencia de Mg™ como cofactor. (Esquema 1.4)

Se han estudiado la especificidad por el sustrato y las propiedades cinéticas para y-

glutamilcisteina sintetasa recombinante de T. brucel y se han comparado con las
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COOH y—glutamilcisteina sintetasa C=ZOOH Fli
; H,N_ __COOH ——— 3= ; N _COOH
HNTN"coon T Y o HzN/\/\n/ Y
5\ Mg**, ATP o i
SH \SH
C;:OOH F,‘ glutation sintetasa COOH |;| o]
: N.__.COOH : N\)J\
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HzN/\/\[r \/ + HaN__-COOH HoN ; l}l/\COOH
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o X Mg, ATP o i N
SH 13 Ney

Esquema 1.4. Biosintesis de glutation.

correspondiente enzimas de mamiferos. Sibien se encontraron algunas diferencias en el sitio

de union, >! no se han hallado inhibidores selectivos. °

1.5.3.2Espermidina

Espermidina se biosintetiza a partir de ornitina y metionina. Las siguientes enzimas se
encuentran involucradas en el camino sintético: ornitina decarboxilasa (ODC), S
adenosilmetionina sintetasa, S-adenosilmetionina descarboxilasa y espermidina sintetasa.

(Esquema 1.5).

Como se menciond anteriormente, las poliaminas en general son esenciales para los
procesos de proliferacion celular, diferenciacion y funciones de membrana. Por lo tanto, si su
biosintesis se inhibe, el crecimiento celular se detiene. Recientemente, se ha demostrado que
espemidina es esencial para la proliferacion normal de C. fasciculata.> Sin embargo, ain no
resulta claro si los niveles de poliaminas hallados en todos los parasitos del orden Kinetoplastida
son producto de biosintesis de dichos organismos o son tomados del medio externo a través
de procesos de transporte. Por ejemplo, se ha observado que inhibidores de ODC pueden
disminuir la capacidad de T. cruz de infectar células de mamiferos;** sin embargo, no se han

podido detectar actividades significativas de ODC o arginina decarboxilasa (ADC) en dicho
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parasito.>> Ademas, se han publicado resultados contrapuestos en donde se han detectado
niveles de actividad importantes de ADC.*® Por otro lado, parece estar claro que Leishmania
es capaz de sintetizar poliaminas a partir de ornitina. >’ Finalmente, se han identificado dos
transportadores especificos de espermidina y putrescina en promastigotes de L. mexicanay

L. donovani, y en amastigotes de L. donovani.>® Mas alla de los resultados contradictorios,
CO,H
A CH
H2N /\/\S/ 3
metionina

S-adenosilmetionina

sintetasa
NH,
NH, S-adenosilmetionina N
decarboxilasa CH
N™ S '\{> +FH3 —_— N&: \> +3 j NH
0. s NH, NN o [T
N N o)
COOH
OHOH
OHOH
g:OZH OoDC espermidina

H /\/\/NHZ i
/\/\/NH2 —3 H,5N sintetasa
H,N

ornitina putrescina

H
NS
HNT N NH,

espermidina, 14

Esquema 1.5. Biosintesis de espermidina.
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cabe destacar que es posible que existan procesos de transporte de poliaminas, estds no

representan, entonces, un blanco molecular aceptable para el desarrollo de drogas.

1.5.3.3Tripanctiona

De todo el camino biosintético que conduce a tripanotiona, los ultimos dos pasos resultan
los més interesantes como blancos moleculares para el disefio de drogas. Esto se debe a que
las enzimas involucradas no tienen contraparte en mamiferos, hecho mas que interesante a
tener en cuenta para este fin. Dichas enzimas son ligasas C:N ATP-dependientes, que requieren
Mg"™ como activante y estan asociadas a flavinas. Su funcién es la de catalizar la conjugacion
de espermidina con dos moléculas de glutation para dar tripanotiona. Desde el descubrimiento
de este metabolito ha habido resultados contradictorios en cuanto a esta ultima parte del
camino biosintético. Mas concretamente, se han planteado dos posibilidades para la biosintesis
de tripanotiona a partir de glutation y espermidina: (a) la condensacion de espermidina con
dos unidades de glutation, catalizada por una inica enzima; (b) la condensacion de espermidina

conuna unidad de glutation, catalizada por una primera enzima, para dar el producto intermedio

CO,H H O COzH H O
H 1 T

1 H
: A N N
N
S e a S
: (0] E H (0]
° \SHH s
TryS NH
13 EE——
Mg”, ATP SH
(6] |i| (@]
NH
HZN/\/\H/\/\/ 2 H2N N N N
1
CO,H H H
14 GspS 12
Mg**, ATP Trys
Mg*™, ATP
CO,H Ho O

HZN/-\/\[]’N\.)LN/\‘FO

: 1
0o 3 H HN
\SH

9

15 HN

Esguema 1.6. Biosintesis de tripanotiona.
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glutationil espermidina (15) y la posterior condensacion de este tiltimo con otra unidad de

glutation, catalizada por una segunda enzima, para dar tripanotiona. (Esquema 1.6).

De acuerdo al producto formado en la reaccion que catalizan, dichas enzimas fueron
nombradas: glutationilespermidina sintetasa (GspS) y tripanotiona sintetasa (TryS),
respectivamente. Los primeros ensayos de aislamiento y purificacion se realizaron sobre C.
fasciculata. En 1990, Henderson et al. purificaron de dicho parasito una enzima de peso
molecular 83 kDa y la caracterizaron como un monémero que catalizaba la sintesis de
tripanotiona a partir de glutation y espermidina. ** Mas tarde, Smith et al. repitieron este
procedimiento, pero agregando un paso extra, mediante el cual aislaron dos enzimas distintas:
una de 90 kDa, con actividad GspS y la otra de 82 kDa con actividad TryS. La primera de
ellas no presento actividad con glutationilespermidina como sustrato.® Por otro lado, Koening
et al., utilizando otro sistema, también purificaron una enzima con actividad GspS, pero con
un peso molecular de 78 kDa.®! Estos resultados contradictorios evidenciaron la dificultad
para separar ambas enzimas y, junto con la disminucion de su actividad una vez aisladas,
llevaron a pensar en la presencia de un complejo heterodimérico in vivo que mejoraba la
actividad GspS y TryS. Ademas, se descartd la posibilidad de que una tinica enzima catalizara

ambos pasos de reaccion.

Otro resultado contradictorio en si mismo fue la deteccion de una segunda actividad
catalitica en estas enzimas. Smith et al. determinaron que GspS no solo era capaz de sintetizar
glutationilespermidina a partir de glutation y espermidina, sino también catalizaba la reaccion
inversa, es decir poseia actividad amidasa. Este tipo de bifuncionalidad ya habia sido descripta
en GspS de Escherichiacoli asociada a una funcion de regulacion de niveles de poliaminas
libres, es decir, que la bacteria utilizaba este conjugado como reserva de espermidina y glutation,
para liberarlo cuando las condiciones de crecimiento lo requirieran. Mas atn, ésta seria la
principal funcion de GspS en E. coli, ya que la bacteria carece de tripanotiona y utiliza glutation
como tiol principal;®? sin embargo, el motivo de la bifuncionalidad en la enzima parasitaria atin

no esta del todo claro.

Los primeros intentos de clonacion y expresion de estas enzimas fueron realizados en

E. coli y Saccharomices cereviseae sin mayores resultados. Luego de hallar los genes que
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codificaban para GspS y TryS en C. fasciculata pero fracasar en ¢l intento de obtener
enzimas activas a partir de ellos, Oza et al. lograron expresar GspS con cola de histidina en
E. coli. La enzima era activa una vez quitada dicha cola, su peso molecular era de 80.524
Da, determinado por espectrometria de masas MALDI-TOF, el cual coincidio con el calculado
a partir de la secuencia de aminoacidos (80.600 Da). Se realizd también un analisis de la
actividad amidasa por HPLC, confirmandose dicha actividad y mas atin: se hall6 una pequefia
actividad amidasa utilizando tripanotiona como sustrato (4% respecto de glutationil espermidina
como sustrato). Basados en ensayos previos sobre GspS de E. coli, se realizo la mutacion de
Cis-79 a Ala-79 obteniéndose una enzima que retenia la actividad sintetasa pero carecia de

actividad amidasa.®

Estos resultados sugerian que coexistian esta enzima dos dominios cataliticos distintos,
pero nada aclaran sobre la manera de evitar un ciclo insustancial con gasto neto de ATP

provocado por funciones cataliticas opuestas.

Las perspectivas en cuanto a la busqueda de blancos moleculares relativos a tripanotiona
comenzaron a cambiar a partir del momento en que se clond y expres6 TryS de T. cruz en E.
coli. La enzima aislada no solo fue capaz de sintetizar tripanotiona a partir de
glutationilespermidina, sino que también lo hizo a partir de glutation y espermidina. Se hallo
ademas, en dicha enzima, actividad amidasa, tanto sobre tripanotiona como sobre
glutationilespermidina, en una magnitud similar, mostrando una marcada diferencia con GspS
de C. fasciculata. Por otro lado, hasta ese momento, no se habia podido identificar ningin
gen que codificara para GspS en T. cruz, lo que llevo a postular la presencia de una unica
enzima capaz de catalizar la sintesis de tripanotiona directamente a partir de glutation y
espermidina, al menos para este parasito.* La misma actividad catalitica dual se encontrd en
TryS de T. brucei brucel. % Anteriormente a la clonacion de TryS de T. cruz, la tinica fuente
de enzimas responsables de la sintesis de tripanotiona en grandes cantidades con la que se
contaba era C. fasciculata; sin embargo, las diferencias aparentemente halladas con el
metabolismo de los parasitos patogenos hicieron que la validez del modelo fuera reconsiderada.
Por este motivo, Comini et al. reinvestigaron las propiedades cataliticas de TryS de C.

fasciculata. De esta forma, se logro clonar y expresar la enzima en E. coli como una proteina

44



Capitulo 1 Introduccion

activa capaz de catalizar la sintesis de tripanotiona, tanto a partir de glutationilespermidina y
glutation como de espermidina y glutation. También se encontro actividad amidasa en dicha
enzima.

Estos hallazgos indican algunas semejanzas entre la enzima con sus homologas en T.
cruz y T. brucel bruce, y aclaran algunas dudas sobre la validez de la primera como modelo
de blanco molecular para el disefio de drogas contra tripanosomatidos patégenos. Sin embargo,
surgen nuevas incognitas al descubrir la coexistencia, en C. fasciculata, de dos caminos
paralelos para la sintesis de tripanotiona: (a) la sintesis de tripanotiona a partir de glutation y
espermidina, cuya conjugacion estd catalizada por TryS; (b) la sintesis de glutationilespermidina
a partir de glutation y espermidina, catalizada por GspS y su posterior conjugacion con otra
unidad de glutation, catalizada por TryS. Esta redundancia metabdlica atin no se ha podido

explicadar con claridad.

Los primeros intentos de hallar una razén evolutiva van de la mano con los resultados
obtenidos durante el estudio de estas enzimas en el parasito L. major. Oza et al. clonaron y
expresaron TryS en E. coli, e identificaron un pseudogen que codifica para GspS (GSPS).
Este gen representaria un nexo evolutivo que resolveria la divergencia entre C. fasciculatay
Trypasosoma spp. La hipotesis es que un gen GSSP ancestral con especificidad estrecha
por el sustrato, podria haberse duplicado y divergido hacia dos genes independientes (TYRS
y GSSP) produciendo las enzimas especificas GspS y TryS encontradas en Crithidia. Por
otro lado, el genoma de Trypanosoma podria haber retenido solamente el gen TRYSy, por lo
tanto, evolucionado en una enzima de amplia especificidad por el sustrato, escapando a la
necesidad de dos enzimas distintas para la biosintesis de T(SH),.*® Esta amplitud en la
especificidad de sustrato ha sido observada en T. cruz, cuya enzima puede conjugar una

variedad de poliaminas con glutation. ¢

1.6 Blancosmolecular esen labiosintesisdetripanotiona

45



Capitulo 1 Introduccion

De todo el camino metabdlico de tripanotiona se destacan los siguientes puntos: (a) la
regeneracion de los tioles de tripanotiona catalizada por la enzima tripanotiona reductasa; (b)
el paso de biosintesis de tripanotiona a partir de glutation y espermidina. Estos son los puntos
claves para la eleccion de blancos moleculares ya que en ambos participan enzimas esenciales
para la supervivencia del parasito y exclusivas del mismo, o, al menos, no presentes en el

organismo huésped.

1.6.1Tripanctionareductasa

Como se menciond anteriormente, TR es la enzima encargada de catalizar la
regeneracion de tripanotiona y fue la primera enzima de este metabolismo exclusivo de
tripanosomatidos en ser identificada y caracterizada.* Por lo tanto, se propuso inicialmente
como blanco molecular para el disefio de agentes antiparasitarios. Esta enzima ha sido
ampliamente estudiada desde su descubrimiento, junto con su sustrato tripanotiona. La relativa
facilidad con la que se pudo purificar de C. fasciculata, en comparacion con las enzimas del
camino biosintético, dio como resultado la disponibilidad de la misma en cantidades suficientes
como para realizar los ensayos necesarios para su validacion como blanco molecular. Cabe
destacar, entre éstos, los ensayos de especificidad por el sustrato®® y de regulacion del gen
que codifica para TR disminuyendo su actividad en el parasito.®’! Mediante estos ultimos,

se ha demostrado el caracter esencial de dicha enzima para la supervivencia del parasito.

Los ensayos de especificidad por el sustrato son particularmente importantes en esta
enzima, ya que se encuentra relacionada funcionalmente a glutation reductasa (GR), enzima
analoga en mamiferos. Por otro lado, 1a obtencion de esta enzima en forma cristalina, tanto
sola como cocristalizada con sustratos e inhibidores, hizo posible conocer su estructura
tridimensional y, en particular, la de su sitio activo.”>” Este conocimiento del sitio activo llevo
al disefio racional y sintesis basado en poliaminas bloqueadas con grupos hidrofobicos, como
fenilo y naftilo, los cuales se unirian a los bolsillos hidrofobicos de la enzima. De esta forma, se
obtuvieron los compuestos 16, 17 y 18, los cuales fueron potentes inhibidores de TR v,

ademas, dichos valores correlacionaron bien con la actividad celular observada contra cuatro
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especies de T. brucei.™ El compuesto mas potente como inhibidor de la actividad enzimatica
de TR se obtuvo a partir de una biblioteca de conjugados espermidina-péptido. De ésta

surgi6 el compuesto 19 conuna K.=100nM.”

18
NH NH 1)
~ ~ \\S//O
H H 3 e
HoN N\)LN/\/\N/\/\N NT]/\NH Pmc = |
= H H H 2
o) o) (0]
NH NH
HNJ\NH HNJ\NH
AY \
Pmc Pmc

El descubrimiento de TR trajo aparejada, ademas de un nuevo blanco molecular para
los kinetoplastidos, la elucidacion del modo de accion de drogas tradicionalmente utilizadas
contra distintas tripanosomiasis y leishmaniasis. Tales son los casos de nifurtimox (20) y
benznidazol (21). Estos son generadores de ciclos redox los que, uniéndose al sitio catalitico
de TR, son reducidos por NADPH mediante la transferencia de un electrén. Luego, son
reoxidados por O, para dar anion radical superoxido, el cual inhibe la reduccion del sustrato
natural, en un ciclo redox. Con esta base se han disefiado gran cantidad de inhibidores, y

muchos de ellos efectivos, como los basados en quinonas, en particular 22.7° Sin embargo,
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todos ellos, al igual que nifurtimox y benznidazol, tienen muy baja selectividad contra otras

enzimas con actividad redox y, consecuentemente, son altamente toxicos para el huésped. ”’

N_—_-\ O
OZN’Q_(:\)\//N‘N/\‘ NOZ&N\)LN
)\/%—,o FI'

0]

20 21
O]

CHj

22

Del resto de las drogas que tienen como blanco TR como inhibidores competitivos
cabe destacar el 6xido melarsen (23), el cual se une covalentemente a tripanotiona para
formar un aducto que compite con tripanotiona libre por TR. Este compuesto de arsénico ha
sido ampliamente utilizado para el tratamiento de tripanosomiasis africana y, al igual que otros

compuestos de arsénico, es altamente toxico. También preparados de antimonio como triostam

NH2 ,O
A AS
NZ N N
)\\ I Cl
H,N” N7 N

H

(gluconato de sodio y antimonio) son inhibidores competitivos de TR, al igual que compuestos

triciclicos como clomipramina (24).” Todos ellos son sumamente toxicos en mamiferos.

Finalmente, se puede agregar de TR que su principal desventaja como blanco molecular,

adiferencia de GspS y TryS, es que a pesar de ser una enzima unica en parasitos del orden
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Kinetoplastida, existe una contrapartida en mamiferos: glutation reductasa. No sélo la funcion
metabolica de ambas enzimas es totalmente analoga, sino también comparten muchas
caracteristicas estructurales como el grupo prostético FAD, ser homodimeros de peso molecular
50kDa, y un par de residuos Cis/Cis como par reducido y oxidado alternadamente durante
la catalisis. Sibien es cierto que existe un alto grado de afinidad por el sustrato natural para
ambas enzimas, como se vio previamente, pareceria dificil hallar inhibidores altamente

selectivos.

1.6.2 Glutationil espermidina sintetasa y Tripanotiona sintetasa

A diferencia de lo observado con tripanotiona reductasa, los intentos por cristalizar
GspS o TryS han sido infructuosos. Por este motivo, los esfuerzos en la busqueda de inhibidores
de estas enzimas se han centrado en estudios de relacion estructura-actividad (en inglés:

SAR).

Como se menciond anteriormente, la primer enzima disponible en cantidad suficiente
como para realizar ensayos de inhibicion fue GspS de C. fasciculata. Por lo tanto, se utilizo
como modelo para la evaluacion de inhibidores de la sintesis de tripanotiona. Debido a la
naturaleza peptidica del sustrato, los primeros ensayos se realizaron a partir de una serie de
tripéptidos andlogos a glutation. De esta manera, pudo evaluarse la importancia de cada uno
de los residuos del tripéptido en relacion a su actividad como inhibidor o sustrato. La
modificacion del residuo acido glutdmico dio por resultado una pérdida total de la actividad
en el tripéptido, por lo tanto, se concluyd que el mismo era esencial para el reconocimiento
molecular por parte de la enzima. Por otro lado, 1a alquilacién del grupo tiol presente en el
residuo cisteina, aumento la eficiencia catalitica del tripéptido como sustrato, siempre y cuando
el grupo alquilo no fuera mayor que propilo. Inclusive la substitucion de L-Cis por L-Val (25)
o L-Ile (26) no cambid apreciablemente esta eficiencia. El resultado mas interesante de este
estudio fue que al reemplazar el residuo L-Cis por L-Leu (27) o L-Phe (28) se encontro

actividad inhibitoria. Lo mismo ocurri6 al reemplazar Gli por .-Ala (29)*° (Tabla 1.1.).
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HO o
7 9y \)(1 R2
A N OH
e 201
o R o
Compuesto R’ R? Actividad
13 fVSH H Sustrato natural

25 f"f \l/ H Sustrato

26 ;‘j/ H Sustrato

27 fj\ H Inhibidor
28 f\/@ H Inhibidor

29 A sH CH, Inhibidor

Tabla 1.1. Analisis SAR del tripéptidos andlogos

Basados en estos estudios previos, Verbruggen et al. diseiiaron y sintetizaron analogos
de glutation en el cual se reemplazd el carboxilo terminal por grupos acido fosfonicos y fosfinicos.
El andlogo acido fosfinico 30 del tripéptido 27 fue un inhibidor linear no competitivo de GspS
de C. fasciculata, conuna K. de 60 UM. El reemplazo de L-Leu por L-Val (31) condujo a un
inhibidor menos potente con una K. de 290 uM.*' Basados en estos farmacoforos, Chen et
al. sintetizaron analogos fosfonatos y fosfonamidatos de glutationilespermidina (Figura 1.2).
En estos compuestos, el grupo fosforado reemplaza la uniéon amida. De esta manera, se imita
el estado de transicion tetraédrico que se produciria durante la reaccion de condensacion
catalizada por una tipica ligasa C:N. ¥ Este tipo de mimético de estado de transicion ya habia

sido utilizado en el disefio de inhibidores de otras ligasas como Ala-p-Ala ligasa, glutamina
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sintetasa y glutation sintetasa. Los compuestos 32y 33 fueron inhibidores potentes de GspS
de E. coli, con K. de 6.0 uM y 3.2 uM, respectivamente. Desafortunadamente, estos

compuestos no han sido ensayados en la enzima proveniente de C. fasciculata.

COH H O on :
: N A LXNANANAN
HNTNN RN NH,
o = H O
32, X = CH,
33,X=0

1.6.3 Inhibidoresdel crecimiento parasitario

Paralelamente a la realizacion de este trabajo de tesis, s6lo unos pocos ensayos
de inhibicion del crecimiento parasitario se han realizado con potenciales inhibidores
de la sintesis de tripanotiona. Siguiendo con la idea de los andlogos de sustratos,
D’Silva et al. ensayaron la actividad in vitro de distintos derivados protegidos en
distintas posiciones contra T. cruzi, T. brucei y L. donovani. El compuesto mas
potente fue 34, con todos los grupos polares protegidos, con un IC, de 1.9 uM
contra T. brucei.®’ Los autores sugirieron que los grupos protectores facilitan la
entrada de los compuestos a través de la membrana celular y luego de la hidrolisis
de dichos grupos por medio de estearasas endogenas se obtendrian distintos
monoésteres o acidos libres protegidos sobre el azufre de cisteina, los que actian asi en los

blancos moleculares respectivos.
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1.7 Objetivosdel trabajodetesis

De lo expuesto en este capitulo se puede desprender que las enzimas del camino
biosintético de tripanotiona son un excelente blanco molecular para la busqueda de nuevos y
mas seguros agentes antiparasitarios contra las enfermedades provocadas por parasitos de la
familia de los tripanosomatidos. Este trabajo de tesis tiene como objetivo en una primer
instancia el disefo, sintesis y evaluacion bioldgica de nuevos compuestos relacionados
estructuralmente a glutation . En una segunda instancia se analizara la relacion entre estructura
y actividad biologica de dichos compuestos con el fin de hallar nuevas estructuras lideres en

el marco de la busqueda de nuevos inhibidores del camino biosintético de tripanotiona.
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Capitulo 2 Sintesis de amidas y ésteres de L-y-Glu-L-Leu-Gly-OH

2.1 Introduccion

Como se menciond en la introduccion, ya se han sintetizado compuestos analogos
de glutation y se ha evaluado su actividad inhibitoria contra GspS. Los primeros
compuestos sintéticos que presentaron una accion inhibitoria moderada fueron tripéptidos
relacionados estructuralmente a glutation modificando la naturaleza de cada residuo
peptidico.?’ Estos datos sirvieron como antecedente para la eleccion de una estructura
tripeptidica base sobre la cual realizar variaciones estructurales para optimizar su

actividad inhibitoria.

Si se considera que el objetivo del presente trabajo es la inhibicion de la
actividad enzimatica de una ligasa que cataliza el acoplamiento de glutation con
espermidina, es razonable pensar que el sitio activo de dicha enzima pudiera reconocer
a una estructura que contenga tanto un domino tripeptidico como un dominio de
poliamina. Por este motivo, la etapa inicial de este trabajo de tesis se focalizé en
el disefo y sintesis de andlogos de glutationilespermidina con el fin de involucrar
a todo el sitio activo de la enzima. Sin embargo, la sintesis de analogos tripeptidicos
acoplados a poliaminas, como espermidina, resulté complicada y los compuestos

resultantes fueron dificiles de aislar y purificar.

Las dificultades encontradas sefialaron que intentar establecer una relacion
estructura/actividad era impractica desde el punto de vista sintético. Por esta razon,
en una segunda etapa de este trabajo, se decidi6 realizar una busqueda de andlogos
simplificados de glutationilespermidina reemplazando la unidad poliamina de espermidina
por otras poliaminas menos polares o, directamente, por cadenas hidrocarbonadas

saturadas acopladas al tripéptido a través de enlaces amida o éster.

Por otro lado, se intentd obtener una correlacidn entre la actividad inhibitoria
enzimatica y la actividad celular en cultivo de parasitos, hecho que ha sido poco
estudiado hasta ese momento. En este capitulo se describira el disefio, sintesis y

evaluacion biologica de andlogos de ésteres y amidas del tripéptido 27, como primera
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aproximacion, en la busqueda de inhibidores de la actividad enzimatica de GspS

y TryS.

Figura 2.1. Tripéptido y-L-Glu-L-Leu-Gli-OH (27)

2.2 Disefo de los inhibidores

2.2.1 Eleccién de la estructura tripeptidica

Debido al desconocimiento de la estructura tridimensional de GspS en el
momento del disefio de estos compuestos, la eleccion de la secuencia tripeptidica
se baso en el trabajo de De Craecker et al.?°, en el cual se pudo definir qué
residuo era importante para el reconocimiento molecular de GspS basado en la
estructura de glutation. Alli quedaba claro que el residuo de acido glutdmico era
imprescindible para dicho reconocimiento. Por otro lado, ciertas modificaciones
sobre los residuos de cisteina y glicina podian transformar la actividad como sustrato
que posee glutation en actividad inhibitoria. Estos datos fueron de suma importancia
y se tomaron en cuenta en el disefio de las moléculas blanco. De los tripéptidos
con actividad inhibitoria se eligié entre aquellos que prescindian de cisteina, para
facilitar su manipulacion y purificacion. Se decidio entonces tomar como estructura
lider el méas potente de dichos inhibidores, es decir que el compuesto en el cual
residuo de cisteina se reemplaz6 por un residuo de leucina en la molécula de glutation
resultando el tripéptido 27 el cual se utilizé como intermediario comun para la

preparacion de los derivados disefiados de esta familia de drogas.
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2.2 .2 Derivados de poliaminas

Una vez elegido el tripéptido comun sobre el cual se basaria la construccion
de los analogos de glutationilespermidina, se decidi6 acoplar al mismo diferentes
poliaminas con el fin de conservar una cierta similitud con la porcion de la estrustura
correspondiente a espermidina. En la Figura 2.2 se presentan los andlogos disefiados

como inhibidores enzimaticos.

En esta figura se puede observar que el derivado 43 mantiene la parte de

espermidina sin cambios respecto de glutationiespermidina, mientras que en el derivado

HO (e}
Z Ho0 H H
X N N N
HzN/\/\[r \:)LH/\H, ~ N \/\/\NHZ
~
SH Glutationilespermidina (13)
HOY/O

o V/ 58
HO\?//O Lo ! !
SO SR e ol
Y 59 cl
U, o " H
HZN/I\/\[O]/N\E)LH/\Q/N\/\/Nj@
Y 60

Figura 2.2. Derivados de poliaminas disefiados para actuar como inhibidores de la actividad
enzimatica de GspS.
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44 1a molécula de espermidina se encuentra unida al tripéptido a través del N¥, en
vez del N!, imitando el metabolito N® glutationilespermidina, también presente en
tripanosomatidos e intermediario alternativo en la biosintesis de tripanotiona.’ En
los derivados de aminas aromaticas se mantiene, respecto de glutationilespermidina,
la distancia de 3 carbonos entre el &tomo de nitrogeno unido al tripéptido y el
atomo de nitrogeno secundario, variando la distancia entre el secundario y el terminal

o, directamente, eliminando este ultimo como en los casos de los derivados 55y

56.

2.2.3 Derivados aminas y ésteres

Las dificultades experimentales encontradas en el trabajo con poliaminas junto
con valores modestos de actividad enzimatica condujeron a la busqueda de estructuras
de los andlogos de glutationilespermidina reduciendo la parte de espermidina a

cadenas hidrocarbonadas acopladas por una union éster o amida al tripéptido,
variando Unicamente el largo de las mismas. El disefio de este tipo de compuestos,
motivado por la busqueda de un farmacéforo simple, permitié obtener una cantidad
razonable de derivados en poco tiempo. Este hecho redujo el tiempo de evaluaciéon
de estas drogas, las cuales se disefaron para obtener una rapida respuesta y continuar
con la busqueda de una estructura de referencia. Los derivados disefiados se presentan

en la Figura 2.3.
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Glutationilespermidina (13)
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Figura 2.3. Derivados de aminas y ésteres.

2.3 Estrategia sintética

Se describira, en esta seccion, la sintesis de compuestos analogos a glutationilespermidina
(13), resultantes del acoplamiento del tripéptido N,O diprotegido N-Cbz-y-L-Glu(OBn)-L-
Leu-Gly-OH (37) con poliaminas, alcoholes y aminas lineales. La sintesis de estos derivados
comparten una ruta en comun, la preparacion del tripéptido diprotrgido 37, el cual se prepar6
en escala del multigramo y se acopld con cada uno de los alcoholes o aminas para dar, luego
de la desproteccion de los grupos amino y carboxilo, los correspondientes analogos de
glutationilespermidina (Esquema 2.1). Para ello se utiliz6 una estrategia de sintesis peptidica
en soluciodn, construyendo el tripéptido del extremo N terminal al C terminal. A pesar de la

gran difusion que ha tenido la sintesis peptidica en fase solida la sintesis en solucion presenta
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la ventaja de la facilidad para trabajar en escala multigramo en el laboratorio. Por lo tanto se
opto por la ultima ya que la secuencia peptidica era corta y se necesitaba el intermedio 37 en

esaescala.

0 OYOK<)L o) > o OYO(<)L 0
©/\OJLH;\/\IOrN\;)LH/\IOrOH @/\OJLH/-\/\IOI/N\:)LH/\![X.
S r
R = alquilo

COOH y O

—> /\/\Ir \)LN/\H« *r Reactivos y condiciones: i. 1)DCC/HONSu,
dioxano o EDC HCI/HONSu, DMF 2) HX-R

>_ (X = 0, NH), ii H,, Pd/C, MeOH.

Esquema 2.1.Esquema sintético de andlogos de glutationilespermidina

2.4 Sintesis del tripéptido

El tripéptido se construy6 desde el extremo N terminal al C terminal, por conversion del
carboxilo libre en un éster activo, en presencia de diciclohexilcarbodiimida (DCC) utilizando
como material de partida dcido N-carboniloxibencil-L-glutamato de a-bencilo (35). La eleccion
de los grupos protectores se baso en las siguientes ventajas: la estabilidad quimica que presentan
frente a acidos y, fundamentalmente, a la practicidad, eficiencia y limpieza de la reaccion de
hidrogenacion catalitica para su remocion. Esto Gltimo es de suma importancia ya que los
productos finales son extremadamente polares y, por lo tanto, su purificacion es engorrosa.

Laactivacion del carboxilo terminal se realizo, en primera instancia, mediante la formacion
del éster de pentaclorofenol (PCP) correspondiente, en presencia de diciclohexilcarbodiimida.

Ladiciclohexilurea (DCU) resultante, producto de la incorporacion de una molécula de agua
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a diciclohexilcarbodiimida, precipito en el medio de reaccion, por lo que fue eliminada por
filtracion. El éster de pentaclorofenol (35a) se obtuvo con un 46% de rendimiento luego de su

purificacion por cromatografia en columna (silicagel).

El dipéptido N,O diprotegido 36 se obtuvo por agregado de una solucién de L-
leucina en agua y trietilamina sobre una solucion de 35a en tetrahidrofurano, con un 66%
de rendimiento luego de su purificacion por cromatografia en columna de silicagel. El

acoplamiento de glicina al dipéptido 36 se realiz6 mediante el mismo procedimiento, con
la salvedad de que no fue necesaria la purificacion del éster de pentaclorofenol

intermediario 36a, el cual se obtuvo con un bajo rendimiento (44%). Més bajo aun fue el
rendimiento del acoplamiento de 36a con glicina, con un 32%. En consecuencia el
rendimiento global de la preparacion del tripéptido fue de solo 4.2%. (Esquema 2.2).

O8N . CO,Bn cl

Cl

€OBn O cosn 4 o c

CbZHN;\/\gN\:)LH/\gOH <_iv CszN’\/\n’N\.)Lo cl
37 >_ e} )_ Cl
36a

Reactivos y condiciones: i. DCC/PCP, dioxano, 25°C, 16 hs. ii. Leu, Et,N, H O, THF, 25 °C, 2hs. iii. DCC/
PCP, dioxano, 25°C, 16 hs, iv. Gli, Et,N, H O, THF, 25 °C, 2hs.

Esquema 2.2. Sintesis del tripéptido con DCC/PCP

Utilizando la misma estrategia, pero sustituyendo pentaclorofenol por N-
hidroxisuccinimida (HON-Su) y eliminando la purificacion del éster activo previa al
agregado del aminoécido a acoplar, se logré aumentar notablemente el rendimiento de
esta secuencia. El dipéptido 36 se obtuvo ahora con un 84%, luego de su purificacion
por cromatografia en columna de silicagel, y el tripéptido 37 con un 80%, lo que elevo el

rendimiento global al 67% (Esquema 2.3).
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COzBn . COan €PN W g
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37 7 36b 7

Reactivos y condiciones: i. DCC/HONSu, dioxano, 25°C, 16 hs. ii. Leu, Et,N, H O, THF, 25 °C, 2 hs. iii.
DCC/HONSu, dioxano, 25°C, 16 hs, iv. Gli, Et,N, H O, THF, 25 °C, 2 hs.

Esquema 2.3. Sintesis del tripéptido 37 con DCC/HONSu

Sibien, como se mencioné previamente, los ésteres de N-hidroxisuccinimida no se
purificaron, la identidad de los mismos se pudo confirmar por RMN 'H del producto

crudo.

2.5 Caracterizacion del tripéptido

La sintesis de compuestos oligopeptidicos tiene la ventaja, en cuanto a la caracterizacion
de los mismos, de que se realiza por acoplamiento de fragmentos ya formados, facilitando la
asignacion de las sefiales de RMN 'H y 1*C de los intermedios de sintesis y los productos
finales (Apéndice A).

Es importante la identificacion de las sefiales en la estructura tripeptidica ya que la misma
estara presente en todos los compuestos sintetizados en este trabajo. La misma se realiz6 por
comparacion sucesiva de los espectros de RMN 'H y *C de N-Cbz-y-L-glutamato de bencilo
(35), del dipéptido N,O diprotegido (36) y del tripéptido N,O diprotegido (37).En el espectro
de RMN 'H de 37 (Figura 2.4) se pudieron observar las sefales caracteristicas de cada uno
de los residuos de aminodacido del péptido. Comenzando a campos altos, se observaron las

sefales correspondientes al grupo isobutilo de leucina como dos dobletes centrados a 0,89
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ppmy 0,92 ppm, con constantes de acoplamiento de 6,6 Hz y 6,2 Hz, respectivamente,
correspondientes a los dos metilos y dos multipletes superpuestos entre 1,48 ppmy 1,74
ppm correspondientes a los otros 3 hidrogenos de este grupo. Las sefales correspondientes
al residuo de acido glutdmico son bien caracteristicas: por un lado, los dos multipletes
correspondientes a sendos hidrogenos 3 geminales, entre 1,80 ppm y 2,05 ppm la primer
sefal, y entre 2.05 ppm y 2,20 ppm la segunda; por otro lado, un triplete distorsionado
centrado a 2,37 ppm. correspondiente a los hidrogenos y. Continuando a campos mas bajos
se observaban las sefales de los hidrogenos o de los tres residuos de aminoécido: un sistema
AB centrado a 3,77 ppm, correspondiente a los hidrogenos geminales de glicina, un doble

doblete centrado a 4,24 ppm, con constantes de acoplamiento de 9,5 Hz y 4,8 Hz,

37 10
Ar H-9*
h
H-10*
Leu H
Gli
16" I ' Glu

Figura 2.4. Espectro de RMN 'H del tripéptido diprotegido 37. *,** Asignaciones intercambiables
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respectivamente, correspondientes al hidrogeno o de 4cido glutdmico y otro doble doblete
centrado a 4,36 ppm, con constantes de acoplamiento de 8,4 Hz 'y 6,2 Hz, correspondiente
al hidrogeno o de leucina. Finalmente, se encontraban dos singuletes a 5,11 ppmy 5,15 ppm,
correspondientes a los metilenos bencilicos de los grupos protectores, y las sefiales de
hidrogenos aromaticos superpuertas, correspondientes al éster bencilico y al carbamato
bencilico.

En cuanto al espectro de RMN C se observaron, a campos altos, las senales
correspondientes al isopropilo de leucina a 22,0 ppm, 23,5 ppm y 25,8 ppm, luego, las
sefiales correspondientes a los carbonos By yde acido glutamico, a 28,2 ppmy 32,9 ppm,
respectivamente. A 41,6 ppm se observo la sefal correspondiente al carbono B de leucina.

Luego, continuando a campos mas bajos, las sefiales correspondientes a los carbonos o de

1
Q O\éo H Q 12
15 5 4 5 N\e)j\ 13 ~OH
0714 N2 -t N/\n/
H 3 = H
0 7 \s O
7/9
37 10

176.2692
175.0024
174.9215
67.9475
67.7319
22.0476

—173.5200
137
137
129
129
129
129
128
128

— 158.5884
L
—55.1182
53,5011
— 435017
T-41.6151
——32.8555
—28.1928
——25.8479

—\—23.4761

5

Figura 2.5. Espectro de RMN BC del tripéptido 37. * Asignaciones intercambiables
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Gli, Leuy Glua 43,5 ppm, 53,5 ppmy 55,1 ppm, respectivamente. Se observaron también
las sefales de los carbonos oxigenados a 67,7 ppm y 67,9 ppm, asi también como seis
sefiales de aromaticos entre 128,7 ppm y 129,6 ppm , y las 2 sefiales de aromaticos
cuaternarios a 137,1 ppm y 138,0 ppm. Finalmente se observaron las sefiales de los 5
carbonilos de la molécula: a 158,6 ppm la sefial correspondiente al carbonilo de carbamato,
luego, a 173,5 ppm la sefial correspondiente al ester bencilico, a 174,9 ppmy 175,0 ppm las
dos senales casi superpuestas de los 2 carbonilos de amida y, finalmente, a 176,3 ppm la

sefial correspondiente al carboxilo terminal.

2.6 Acoplamiento con poliaminas

La dificultad que surge en el acoplamiento de poliaminas con el tripéptido
es la regioselectividad de la reaccion, especialmente para poliaminas que presentan

dos grupos amino primarios, como era el caso de los derivados 46, 48, 57 y 58.

2.6.1 Acoplamineto con espermidina

2.6.1.1 Diferenciacion del N'y N2 de espermidina

Con respecto a los andlogos de glutationilespermidina, compuestos 46 y 48,
era necesario diferenciar los dos grupos amino primario terminales. Quedo6 descartada
desde un principio la proteccidon de un solo nitrogeno utilizando exceso de amina
ya que la reactividad de ambos es idéntica a los efectos practicos y, al ser la molécula
asimétrica, se obtendrian mezclas de productos protegidos en N'y N, cuya separacion

seria impractica.

Otra opcidn era la sintesis de novo de la molécula, convenientemente protegida,

iendo 1,3-diami 8 Si b 1 i As 1
partiendo 1,3-diaminopropano y In embargo, una alternativa mas interesante
era aprovechar la asimetria presente en la molécula para diferenciar ambos atomos

de nitrégeno.
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Tanto espermidina como otras poliaminas han sido ampliamente estudiadas
debido a su gran relevancia en distintas funciones celulares.?” Existe abundante
bibliografia de trabajos de sintesis de derivados de poliaminas, en particular de

espermidina. En algunos de ellos®*-%’

se utilizo esta estrategia para diferenciar los
nitrégenos de la misma, mediante la formacion de un puente metileno entre N'y
el N* y la posterior diferenciacion de ambos nitrogenos mediante la proteccion
ortogonal de los mismos. En este compuesto se encuentran los tres nitrogenos
diferenciados como primario, secundario y terciario. Entonces, es posible realizar

una proteccion selectiva sobre el atomo de nitrégeno secundario, el cual aumentara

se caracter nucleofilico al estar ahora incorporado a un ciclo de seis &tomos.

De esta forma, se prepard N, N*metilenespermidina (39) con leves modificaciones
respecto de la bibliografia.® En este caso se parti6 del triclorhidrato de espermidina
en lugar de la amina libre, obteniéndose 39 practicamente puro luego de finalizada
lareaccion con un 82% de rendimiento. El compuesto 39 se disolvid en una solucion
acuosa de K,CO, 0,1 My se tratd con 1,4 equivalentes de cloroformiato de bencilo
(CbzCl) a 0 °C, llevandolo luego a temperatura ambiente durante 4 horas. Se obtuvo
el compuesto 40 como un aceite amarillento con un 54 % de rendimiento crudo

practicamente puro segun los espectros de RMN 'H y *C (Esquema 2.4).

N i ~ NH
+ 2
NN AN NHC o HN NN
- H2(_§| K)
39
38
l ii
0

Reactivosy condiciones: i.1) NaOH ac, 3
eq.,2) HCHO 37%, 25°C, 2 hs. ii. K.CO,
0,IM, CbzCl 1,4 ¢eq.,0°Ca25°C,4 hs.

L

40
Esquema 2.4. Proteccion regioselectiva del N' de espermidina.

Para acoplar la poliamina por el N', se puede utilizar este mismo intermediario
y proteger el N! con el grupo terbutoxicarbonilo, para luego desproteger selectivamente

el N® mediante hidrogenacion catalitica (Esquema 2.5).
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40 41

Esquema 2.5. Proteccion del N® de espermidina utilizando grupos ortogonales.

La desventaja de esta estrategia radica en la incorporacion de un paso adicional
al final de la sintesis ya que ademas de la remocion de los grupos protectores del
tripéptido protegidohabria que realizar una hidroliss 4cidoa para eliminar el grupo
terbutoxicarbonilo. Ademas, para llegar al analogo de N' glutationilespermidina
(44) llevaria 5 pasos a partir de espermidina para llegar a tener la poliamina convenientemente

protegida mas un paso adicional al final de la sintesis.

Por este motivo se opto por aprovechar nuevamente la diferencia de reactivadad
de los nitrogenos, esta vez invirtiendo la regioselectividad, mediante la formacion
de la bencilimina 43. Ademas, el grupo bencilimina podria ser eliminado al final de

la sintesis, por hidrogenolisis junto con los demas grupos protectores del compuesto.

El intermediario 39 se trato con 1 equivalente de benzaldehido recién destilado,
en tolueno. Se llevod a reflujo y se retird el agua de reaccion mediante una trampa
Dean-Stark, manteniendo el reflujo durante 4 hs.Luego de evaporar el solvente se
obtuvo la benzilimna 43 con un 98% de rendimiento, practicamente puro segiin los

espectros de RMN 'H y 3C (Esquema 2.6).
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N Ay S~ NH
CIH3KI/\/\+N/\/\/ NHCI > HNTON
- H2C|
} 39
38

Reactivosy condiciones: i.1) NaOH ac, 3

eq.,2) HCHO 37%, 25°C, 2 hs. ii. PhCHO, v@
tolueno, reflujo, 4 hs. HN/\N/\/\/N ~

43

Esquema 2.6. Proteccion regioselectiva del N® de espermidina.

2.6.1.2 Acoplamiento con el tripéptido

Se intent6 acoplar el derivado de espermidina 40 al tripéptido diprotegido
37, para dar el precursor 44 del andlogo de homoglutationilespermidina 46 de la
misma manera que en la preparacion del tripéptido. Si bien fue posible preparar el
éster N-hidroxisuccimidilo, caracterizandolo, no hubo formacién de producto al
tratar el mismo con la amina. Se decidi6 entonces realizar el agregado de la amina
in situ, sin aislamiento previo del éster activo. El tripéptido 37 se tratd, entonces,
con DCC y HON-Su en dioxano.

Luego de comprobar la formacién del ester activo por cromatografia en capa
delgada, se trat6 la mezcla de reaccion con una solucion de la poliamina 40 en
tetrahidrofurano para dar el derivado protegido 44. El compuesto 44 se obtuvo
conun 57% de rendimiento luego de su purificacion por cromatografia en columna

de silicagel (Esquema 2.7).

En el espectro de RMN 'H y 3C de 44 se puedieron reconocer las sefiales
caracteristicas de la estructura tripeptidica, y sumadas a ellas, las sefiales correspondientes
al residuo de espermidina. En la Figura 2.6 se pueden apreciar las sefiales de 6
metilenos alifaticos provenientes del residuo de poliamina entre 1,48 ppmy 1,69

ppm (H-16, H-17) y entre 1,52 y 1,65 ppm (H-20), esta ltima superpuesta a las
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o)
O o Jit R L ~
M i OH 9 ©/\o N 7 N T TN o/\©
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HQN/\/\{I -V/H/\g/ I\UHQ HzN/\/\g'N\é)Lﬂ/\g’N\/\/\NANH
7/ 45

Reactivos y condiciones: i. 1) DCC, HON-Su, dioxano, 25°C, 16 hs. 2) i. ii. H,, Pd/C, MeOH, 25°C, 2hs
Esquema 2.7 Ruta sintética para del analogo de N®-glutationilespermidina 46

sefiales correspondientes al residuo de leucina (H-7, H-8). Siguiendo hacia campos

bajos se observaron las senales de los metilenos nitrogenados a 2,37 ppm (H-18)

Q..

ol 0 Q
13 JOL v ., s H\B)OL 12 H 16 18 22 JL 24
A N [P g S
v N N N723°O
° ”/2\3/\“’ i H/\[r 15 17
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Figura 2.6. Espectro de RMN 'H de 44.
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,2,67 ppm (H-19), 3,10 ppm (H-15) y 3,45 ppm (H-21). Se encontrd, superpuesta
a la sefal de carbono o del residuo de acido glutamico, el singulete correspondiente
al puente metileno entre el N' y N® del resido de espermidina (H-22), a 4,13 ppm.
Finalmente, se encontraron las 3 sefiales correspondientes a los metilenos bencilicos
de los 3 grupos protectores, a 5,07 ppm, 5,10 ppm y 5,15 ppm, y la sefial de

aromatiocos que integra para 15 protones, correspondiente a dichos grupos.

El analisis de los espectros de correlacion homonuclear '"H-'H, y heteronuclear
'H-13C, facilito la asignacion de las sefiales de los espectros de RMN de 'H y °C.
Las mismas fueron asignadas en forma casi univoca. En el Apéndice B se presentan dichos

espectros con las asignaciones correspondientes.

f175.5783
——175.2100
—173.5416
——171.4544
68.4064
67.9514
67.7130
—66.0374

——158.6781
—156.6486

ﬁ

——32.4031

~

T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
(ppm)

Figura 2.7. Espectro de RMN *C de 44.
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En el espectro de RMN "*C que se presenta en la Figura 2.7 pudieron
apreciarse las sefales correspondientes a los carbonos del residuo de metilenespermidina.
Las senales corespondientes a los metilenos alifaticos del mismo se encontraron a
23,7 ppm (C-20), 24,1 ppm (C-17) y 28,0 ppm (C-16) y las senales de carbonos
metilénicos nitrogenados se encontraron a 40,1 ppm (C-15), 44,8 ppm (C-21),
53,2 ppm (C-18), 54,1 ppm (C-19) y 66,0 (C-22). Finalmente se pudieron observar
ademas de las sefiales correspondientes a los 3 grupos protectores: 3 senales de
carbonos bencilicos oxigenados a 67,7 ppm, 68,0 ppmy 68,4 ppmy 2 sefiales de
carbonilo de carbamato a 156,6 ppmy 158,7 ppm y, finalmente, las cuatro senales
de carbonilo de amida restantes a 171,5 ppm, 173,5 ppm, 175,2 ppm y 175,6
ppm.

Sorprendentemente, cuando este compuesto se sometio a hidrogenacion catalitica
a una presion de 3 atmosferas de H,, durante 2 horas se obtuvo una mezcla compleja
de productos no pudiendo aislarse el producto deseado. El analisis de 1a mezcla
de reaccion por cromatografia en capa delgada indico la desaparicion del producto
de partida (Esquema 2.7).

Paralelamente se intent6 acoplar , mediante el mismo método, el derivado 43
con el tripétido diprotegido 37, sin embargo no pudo aislarse de la mezcla de
reaccion el producto deseado. Dado que el grupo imino puede ser inestables se
transformo la bencilimina 43 en la correspondiente bencilamina, mas estable, 47,
por tratamineto con 6 equivalentes de NaBH, en metanol a 0 °C, con un 68% de
rendimiento luego de sla purificacion por cromatografia en columna (silicagel) eluyendo
con una mezcla de cloruro de metileno-metanol-amoniaco 25% en proporcidon

85:15:1 (Esquema 2.8).

H
N
HNOSN SN N — > NN v@

43 47

Reactivos y condiciones: NaBH,, 6 eq.,MeOH, 0 °C, 1 h.

Esquema 2.8. Reduccién de la bencilimina 43.
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Nuevamente se intento el acoplamiento, ahora de la bencilamina 47, con el
tripéptido diprotegido 37, y en este caso también se obtuvo una mezcla compleja

de productos.

2.7 Acoplamiento con poliaminas aromaticas

Para la sintesis de los derivados 57y 58 la diferenciacién de ambos grupos
amino no consituy6 un problema ya que la reaccion de acoplamiento al tripéptido
37 se llevd a cabo empleando como sustratos p-nitrofenilpropildiamina (56) y o-
nitrofenilpropildiamina (46), los cuales fueron reducidos a la amina aromética correspondiente
en el paso final de hidrogenacion catalitica, empleada para la remocion de de los
grupos protectores, como se indica en el Esquema 2.9. La reaccion de acoplamiento

se llevo a cabo de manera similar a la descripta para los derivados de espermidina.

La purificacion por cromatografia en columna (silicagel) de los crudos de
reaccion dio lugar a los derivados protegidos con rendimientos que oscilaron entre
58% y 93%. Estos derivados se caracterizaron por caracterizados por RMN 'H

y 13C.

o1 g g1 01
SO hw
XXX X
[T

XX X X

57,Y = p-NHy, n = 3, 32%
. .. . . 54, X = 0-NH,, n =3, 0%
Reactivos y condiciones: i. 1) DCC, HON-Su, dioxano , 25°C, 16 hs. 55, X = p-NHp, n = 2, 0%

2) 49, 50, 51 6 52. iii. H,, Pd/C, MeOH, 2 hs. 56, X=H.n 02, 12%

Esquema 2.9. Acoplamiento con poliaminas aromaticas.
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Tomando como ejemplo el derivado 53, se pudo observar en el espectro de
RMN 'H (Figura 2.8) como se incorporaban las sefiales correspondientes al residuo
de poliamina respecto del espectro del tripéptido 37. Por un lado, las sefiales
correspondientes al grupo diaminopropilo: un multiplete centrado a 1,75 ppm correspondiente
los hidrégenos metilénicos centrales de este residuo (H-14), un triplete centrado
a 3,17 ppm con constante de acoplamiento de 6,4 Hz correspondiente al metileno
o al grupo aminofenilo (H-15) y un multiplete centrado a 3,27 ppm correspondiente
al metileno o a la nueva union amida (H-13). Por otro lado, las sefiales correspondientes
al grupo nitrofenilo: dos dobletes centrados a 6,50 ppm y 8,10 ppm con constantes
de acoplamiento de 9,1 Hz correspondientes a los hidrogenos arilicos en posicion

meta y orto al grupo nitro, respectivamente.

8.0271
8.0089
7.3263
7.3168

3.6916
3.6575
0.9563
0.9440

i

=—6.4985
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31702
—23123
——21844

0.9189

0.9071

—19112
—1.7509

_/ 65167
_/~51424

/8
W
=3

Integral

Figura 2.8. Espectro de RMN 'H de 53.
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En el espectro de RMN "*C (Figura 2.9) se observaban también las nuevas
sefiales correspondientes al grupo diaminopropilo a 31,7 ppm (C-14), 35,3 ppm
(C-15) y 43,6 ppm (C-13) y al grupo nitrofenilo, respectivamente. De estas ultimas
se diferencian claramente las sefiales cuaternarias, sobre todo el carbono cuaternario
aromatico, unido al grupo amino (C-16) a 153,8 ppm y el carbono orto al mismo,

a 110,6 ppm (C-17).

©o~nom M~ ONVWO O ONOD o«
Mo S~ MM OMUDLAO0CONO T o o~ oo VAN HNM M T 0
—HMN~O DO AdNINN~ND0MO 0 © 0 0 N o WO NNNONLD
mn<s~o SO MNODOMNOD O O©N wn ™ O -« O MOOEANWULNNST O
©odo G5 GWFOBBN NI S S =@ NS ©OIYEANOYII®
N~~~ © W MOMMHNNNNNN - ~ o L3l N O AN~ N
o Ea e B e I I e R B B ] - ©w o n wn TOHOOHOMOMNNNNN
@21
0.0 C-14
0 Z o
2 = 4 H 2 H w1 H 17 C-15
< 5 _N_6 NN 18 C-13
) N/z\/\n/ v 11 N
H s " H 1315 10
0 s o
. NO,
— T T T T T T T T T T T T T
10 40 38 36 34 32 30 28
(ppm)
53 |
ﬂl - | }J / s
e o P e e e e P e e P e P P e e e P P P —
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura 2.9. Espectro de RMN BC del 57.

Estos derivados de poliamina protegidos se hidrogenaron en presencia de
paladio sobre carbono 5% (catalizador), en metanol a una presion de 3 atmdsferas

a fin de obtener los derivados de poliamina libres 57—60.

Lareaccion de hidrogenolisis fue aparentemente cuantitativa en todos los
casos, segun el control de reaccion llevado a cabo por cromatografia en placa
delgada. Sin embargo, inmediatamente después de la filtracion para eliminar el

catalizador, los derivados desprotegidos resultaron algo inestables una vez en contacto
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con la atmosfera, probablemente por oxidacion del grupo fenilamino. Se intent6
obtener estos derivados como clorhidrato pero no fue posible su cristalizacion, lo
cual imposibilité la purificacion de los mismos. De todas formas, los derivados 53
y 56 fueron parcialmente purificados por cromatografia en columna (RP-18) como

para poder caracterizarlos satisfactoriamente por RMN 'H y 1°C.

En el espectro de RMN de 'H de 53 (Figura 2.10) se observaron basicamente
las mismas sefiales que en el precursor protegido, en lo que se refiere a los hidrégenos
del esqueleto peptidico. En cuanto a las sefiales aromaticas se observo la ausencia
de los protones correspondientes a los grupos protectores del residuo acido glutdmico,
y un acercamiento de las sefiales aromaticas del residuo poliamina: dos dobletes
centrados a 7,64 ppm y 7,79 ppm con constantes de acoplamiento de 8,2 Hz,
producto del corrimiento a campos altos del hidrogeno orto al grupo amino primario
resultante (H-18) de la reduccion del grupo nitro, y del corrimiento a campos bajos

del hidrogeno orto al grupo amino secundario (H-17) por protonacién del mismo.
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Figura 2.10. Espectro de RMN 'H del 57.

75
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En el espectro de RMN *C (Figura 2.11), se observo, de la misma manera,
la desaparicion de las sefiales correspondientes a los grupos protectores y el corrimiento
de las senales correspondientes carbonos aromaticos mencionados en el precursor
como caracteristicos, C-16 y C-17. Si bien no se pudo asignar univocamente las
sefiales del grupo diaminofenilo, se pudo apreciar el efecto que tuvo la protonacion
del grupo amino secundario ya que la sefial del carbono unido al amino secundario
(C-16) se desplazo de 153,8 ppm en el precursor, a 133,2 ppm o 137,5 ppm.
Mientras que la sefial correspondiente al carbono 0rto al amino secundario (C-
17) se desplazo de 110,6 ppm, en el precursor, a 126,0 o 126,5 ppm en el producto
final. Como se menciond anteriormente, estos derivados no fueron productos muy
estables, de todas maneras se realizaron sobre ellos los correpondientes ensayos

bioldgicos los cuales seran descriptos en el Capitulo 4.
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Figura 2.11. Espectro de RMN "*C del 57.
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Teniendo en cuenta que la sintesis de derivados de poliamina era muy trabajosa
y de resultados inciertos para plantear un estudio de la relacion estructura actividad
rigurosa, ya que la sintesis y purificacion tanto de productos intermedios como
finales consumia demasiado tiempo, se decidio seleccionar blancos moleculares
mas accesibles desde el punto de vista sintético motivados por la busqueda de un

farmacoforo simple que pudiera optimizarse a posteriori.

2.8 Acoplamiento con alcoholes

Al igual que los derivados poliamina, una vez verificada la activacion del tripéptido por
cromatografia en capa delgada se agregd el alcohol correspondiente a la mezcla de reaccion
para dar el precursor N,O diprotegido. Se obtuvieron rendimientos de entre 25% y 48%
para los alcoholes de hasta 4 4tomos de carbono y de entre 63% y 87% para los de mayor

peso molecular como se indica en el Esquema 2.10.

Estas reacciones de esterificacion se llevaron a cabo utilizando alcoholes comerciales a

excepcion de 1-heptanol y 1-nonanol, los cuales fueron preparados a partir de los acidos

QOZBI"I H (0] QOZBn H (0]

CszN;\/\n’N\i)J\H/\gOH —_— CbZHN;\/\gN\i)LH/\g/O(CHZ)nCHs

Y .

37
60, n=0, 48% 65,n=5,87%
= 0 66, n = 6, 86%
2Re?:cl;tliV(éSHy C(())n}?iciones: 1) DCC, HON-Su, dioxano g;: 2 - ;: gg(;; 67,n=7, 65(;;
) CH,(CH,), 63,n = 3, 26% 68,n =8, 85%

64,n=4,67% 69,n=9, 63%

Esquema 2.10. Acoplamiento de 37 con alcoholes lineales.

carboxilicos correspondientes, por esterificacion con metanol seguida de reduccion con

tratamiento con LiAIH "
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La purificacion de los ésteres protegidos se realizo por cromatografia en columna (silicagel)
eluyendo con mezclas de hexano—AcOEt. Sin embargo, sucesivas purificaciones
cromatograficas no llevaron a la total eliminacion de diciclohexilurea remanente en la mayoria
de los derivados. Para obtener muestras libres de esta impureza fue necesario recristalizar
de etanol o isopropanol. El contenido de diciclohexilurea fue analizado por cromatografia

£aseosa.

Debido a la dificultad en la purificacion de los precursores sintéticos se decidié hidrogenar
los mismos parcialmente purificados y aprovechar la gran diferencia de movilidad en sistemas
cromatograficos entre los productos finales desprotegidos y diciclohexilurea. De esta forma,
los ésteres de y-L-Glu-L-Leu-Gli-OH se purificaron por cromatografia en columna (silicagel)
utilizando como solvente de elucion AcCOEt—MeOH (4:1), minimizando la altura de la misma

para reducir la pérdida del producto dada su gran afinidad por la fase fija.

La desproteccion de los precursores se llevo a cabo por hidrogenacion catalitica a una
presion de 3 atmosferas, durante 2 horas. en presencia de Pd/C 5%. Ambos grupos

protectores fueron completamente eliminados en todos los casos. (Esquema 2.11).

QOZB n H O QOZH H (0]

= N O(CH,),CH = N O(CH,),CH
CbZHN/\/\[O‘r \:)LH/\Q/ 2/)n*~H13 —_— HZNMJ \:)J\H/\[Or 2/)n~M13

- -

37 70,n =0, 48% 75,n=5,87%
71,n=1, 46% 76, n =6, 86%
72,n =2, 26% 77,n=7,65%
73,n =3, 26% 78,n =38, 85%
74,n=4,67% 79,n=9,63%

Esquema 2.11. Desproteccion de los ésteres.
Reactivos y condiciones: H,, Pd/C, MeOH, 25°C, 2 hs

A pesar de la gran polaridad de los derivados ésteres del tripéptido su purificacion por
cromatografia en columna (silicagel) fue factible. Es muy importante destacar que en compuestos
tan polares existe una pérdida de masa considerable en la purificacion por cromatografia en
columna. Esta pérdida de masa se vio reflejada en el descenso del rendimiento de la

hidrogenacion catalitica, reaccion que ocurre generalmente con elevados rendimientos.
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A modo de ejemplo se presentan en las Figuras 2.12 y 2.13 los espectros de
RMN de'H y *C del compuesto 73 respectivamente. Nuevamente, se observaron
en el espectro de RMN 'H las sefiales correspondientes a los 3 residuos tripeptidicos.
Ademas de las ultimas, se observaron las sefiales correspondientes a la cadena
alquilica. La sefial correspondiente al metilo terminal (H-16) se presenté como un
triplete centrado a 0.93 ppm con constante de acoplamiento de 7,4 Hz superpuesto
a los dos dobletes centrados a 0,92 ppm y 0,96 ppm con constantes de acoplamiento
de 6,3 Hz correspondientes a los metilos del residuo de leucina. Siguiendo hacia
campos bajos, se pudo observar un multiplete centrado a 1,38 ppm correspondiente
al metileno adyacente al metilo terminal (H-15). El siguiente metileno (H-14) se
superpuso con las sefiales correspondientes a los 3 hidrogenos restantes del residuo
de leucina, entre 1,52 y 1,77 ppm. Finalmente, el metileno oxigenado de la cadena
alquilica (H-13) present6 un triplete centrado a 4,11 ppm y una constante de acoplamiento

de 6,5 Hz.

En cuanto al espectro de RMN *C se observo la sefial caracteristica de

carbono oxigenado de éster a 66,1 ppm (C-13), ademads de las sefiales a campos

1.3983
1.3830
9660
9528
9505
9359
9257
9210
9132

4419
4.4017
43926
43824

1146
9682
9332
8712
8363

— 36251

— 25024

—21208

— 20562

—1.7088

— 16149

Iy TRy B il
|
o o j Ve |

W

.
6 3.2 1. 0.8 0.4 0.0
(pPpm)

3
%)
\—c

mgr

Figura 2.12 Espectro de RMN 'H de 73
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mas altos de la cadena alquilica. Hacia campos mds bajos se pudo comprobar la
presencia de cuatro sefiales correspondientes a los cuatro carbonilos presentes en
la molécula: a 171,3 ppm la sefal correspondiente a carbonilo de éster, a 174.0
ppm la sefial correspondiente a carbonilo de 4&cidoy a 175,1 ppmy 175,6 ppm
las sefiales correspondientes a carbonilos de amida. La sefial correspondiente al
carbonilo de 4cido carboxilico es facilmente distinguible de las otras por ser mas
ancha, debido al efecto del extremo aminoacido libre, el cual, en una solucién sin
pH regulado provoca, por intercambio de protones, un ensanchamiento en las sefiales
de los nucleos cercanos. Este mismo efecto se pudo observar en la sefial correspondiente
al carbono o del residuo de 4cido glutdmico, a 55,4 ppm, adyacente al grupo

amino libre.
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Figura 2.13 Espectro de RMN *C de 73
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2.9 Acoplamiento con aminas

De la misma manera que en el caso de los ésteres de g-L-Glu-L-Leu-Gly-OH, las
amidas fueron preparadas por condensacion del tripéptido 37 con aminas lineales de distinto
peso molecular. A raiz de los inconvenientes surgidos durante la purificacion de los precursores
protegidos en los ésteres, se decidio utilizar una carbodiimida soluble en agua, clorhidrato de
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida, (EDC-HCl) como agente acoplante, en
reemplazo de diciclohexilurea. La activacion del tripéptido se llevo a cabo de manera similar
a los ésteres, esta vez en DMF anhidra, y una vez verificada la formacion del éster de N-
hidroxisuccinimida, se inyect6 la amina correspondiente para dar el derivado amida protegido
con rendimientos entre 51%y 73% (Equemas 2.12 'y 2.13). En el caso de las aminas volatiles
de uno y dos carbonos, éstas se agregaron en forma de clorhidrato las que luego fueron

liberadas in situ con trietilamina.

COBn O . CoBn O

z i C
CszN’\/\n’N\:)Lu’\g’OH —_— CbZHNz\/\g,N\:)LH/\gNH(CHz)nCHs

s .

37
80,n=0,65%  84,n=4 57%
) 8l.,n=173%  85n=5, 59%
i 82,n=2.55%  86,n=6,57%
83.,n=351%  87,n=7,62%
CoOH y O
HZN/\/\rrN\-)LN/\[rNH(CHz)nCH3
o M o
Reactivos y condiciones: i. 1) EDC.HCI, HON-Su, DMF, 25°C, 88,n =0, 100% gg n= ‘51 gggf)
16 hs. 2) CH,(CH,) NH,, Bt N. ii. H,, Pd/C, MeOH, 25°C, 2hs. o S o IR Too%
91,n=3,98% 95 n=7 99%

Esquema 2.12. Sintesis de derivados amida lineales

Los derivados amida N,O diprotegidos se purificaron por cromatografia en columna

(silicagel), y en algunos casos, por posterior recristalizacion. A diferencia de los derivados
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202Bn H O . (_:Oan H O

: i
ChzHN NP N\:)LH’\!)]’OH —  CbzHN N\.)L”/\[rN,:(_(}HZ)n
0 3 0

! !

96, n=1
37 97, n=2
ii
Reactivos y condiciones: i. 1) EDC.HCI, HON-Su, DMF, 25°C,
16 hs. 2) CH3(CH2)nNH2, Et3N. ii. H2, Pd/C, MeOH, 25°C, 2hs. Y
goH oy Q D)
= N N
HNTMYNT \)LHAII' S(CHo)n
O N\ (0]
98, n=0
99, n=1

Esquema 2.13. Sintesis de derivados amida ciclicas

ésteres, los precursores protegidos de los derivados de amidas lineales se obtuvieron con
alto grado de pureza, de manera que al eliminar los grupos protectores en forma cuantitativa,
no hubo necesidad de purificar los productos finales. Los precursores puros se sometieron

a hidrogenacion catalitica en las mismas condiciones que los derivados de ésteres.

En las Figura2.14 y 2.15 se presentan los espectros de RMN 'H y *C del compuesto
92, respectivamente. Al igual que en los derivados de éster se observaron en el espectro de
RMN 'H, como siempre, las sefales correspondientes a los residuos de los tres aminoacidos
del tripéptido. Como sefial caracteristica de esta serie de derivados se observaron, en este
compuesto, dos multipletes superpuestos centrados a 3,16 ppm y a 3,20 ppm,
correspondientes a los hidrogenos geminales del metileno unido al nitrogeno del residuo de
amina alifatica (H-13a, H-13b). La sefial correspondiente al metilo terminal (H-17) se observo
como un triplete centrado a 0.91 ppm con una constante de acoplamiento de 7,2 Hz,
superpuesto a un de los dos dobletes correspondientes a los metilos del residuo de leucina.
Estos aparecieron centrados a 0,92 ppm y 0,96 ppm, con constantes de acoplamiento de
6,4 Hz. Siguiendo hacia campos bajos, se observo la sefial correspondiente a los dos metilenos
siguientes al metilo terminal (H-15 y H-16), entre 1,24 ppmy 1,38 ppm. Al igual que en los
derivados ésteres, esta sefial aumenta proporcionalmente al largo de la cadena alquilica para

los distintos derivados .
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Figura 2.14 Espectro de RMN 'H de 92

En cuanto al espectro de RMN '*C se observo la senal del carbono nitrogenado de
amida a 44,4 ppm (C-13), ademas de las sefales a campos mas altos de la cadena alquilica.
También en este compuesto, el espectro presentd sefiales correspondientes a los cuatro
carbonilos presentes en la molécula: a 172,2 ppm la sefial correspondiente a carbonilo de
amida de la cadena alquilica, a 174.7 ppm la sefial correspondiente a carbonilo de acido y

a176,2 ppmy 176,4 ppm las correspondientes a carbonilo de amida de la cadena peptidica.

La evaluacion biologico de los compuestos descriptos en este capitulo se analizard en

le Capitulo 4.
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Figura 2.15 Espectro de RMN *C de 92.
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Capitulo 3 Analogos del estado de transicién de GspS 'y TryS

3.1 Introduccién

Como se ha mencionado en la introduccion general, tanto GspS como TryS, pertenecen
al grupo de las C:N ligasas, ya que ambas catalizan la formacion de una unién amida entre
glutation y espermidina. Se ha postulado el siguiente mecanismo dependiente de ATP, en el
cual se fosforila glutation y, luego, sufte el ataque nucleofilico de una molécula de espermidina.
Por lo tanto, la reaccion transcurriria a través de un intermediario tetraédrico como se indica

en el Esquema 3.1.88

0.0 —
7 ok Somg) 8o
HN Y YN P~g” ~Z 0
5 R Y R~ o
°2° , o o > < Hsy/\/\g 2 "N
e \,
n A 0.5z SH
HN SN N B
o \SH o O HyoN+
H N+
Spd . _— 9
P intermediario 'o‘rlmo—
tetraédrico _0
+ NH3 Gspd
— — + NH3

Esquema 3.1. Estado de transicion tetraédrico de GspS

Teniendo en cuenta este postulado, aceptado para un gran niimero de ligasas, una
estrategia tangible para el disefio de inhibidores de este tipo de enzimas seria la de simular
estructural y electronicamente el estado de transicion tetraédrico. El reemplazo del carbono
sp? del carboxilo del residuo de la unidad de glicina de glutation por un grupo que contenga
un atomo con geometria tetraé¢drica y una distribucion electronica similar al del estado de
transicion postulado llevaria a un mimético del mismo, el cual actuaria como un inhibidor de

la actividad enzimatica de dichas enzimas.

3.1.1 Antecedentes
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Como se menciond anteriormente, existen antecedentes de disefio y sintesis de miméticos
del estado de transicion de enzimas C:N ligasas para su bloqueo. Se encontr6 que distintos
fosfinatos y grupos funcionales relacionados estructuralmente imitan bien esta estructura. Por
ejemplo, distintos fosfinatos y fosfonatos sintéticos actian como inhibidores de glutation
sintetasa® y glutamina sintetasa,” mientras que fosfonamidatos son inhibidores de p-Ala-p-
Alaligasa® (Figura 3.1). Los compuestos 101, 102 y 103 fueron inhibidores competitivos
de glutation sintetasa (K. = 53 nM), p-Ala-p-Ala ligasa (K. =4 mM) y glutamina sintetasa

(K.=0,9 mM), respectivamente.

COOH 0
¢ ho 9 5 COOH
H N/\/\n/N R~oH n_y\ 2 2.0H
2 ¥ X cozHN” R Y\COONa HNT "R
0 A\ \l OH CHj
100, X =0 COOH 102 103
101, X= CH,

Figura 3.1. Fosofonatos , fosfinatos y fosfonamidatos que actuian como miméticos del estado de transicion.

En cuanto a las enzimas que son el objeto de estudio de esta tesis, los compuestos 30
y 31, mencionados en la introduccion, son los primeros antecedentes de fosfonatos aplicados
a éstas enzimas o estrechamente relacionadas a ellas. Se realizé el reemplazo isostérico del
grupo carboxilo en los tripéptidos andlogos a glutation L-y-Glu-L-Leu-Gli-OH, y L-y-Glu-
L-Val-Gli-OH por un grupo acido fosfonico, obteniéndose inhibidores competitivos de GspS
de C. fasciculata (K. = 60 uM (30) y 290 uM (31)).** En los compuestos 32 y 33,
desarrollados posteriormente, se incluyo en la estructura del tripéptido L-y-Glu-L-Ala-Gli-
OH unaunidad de poliamina tipo espermidina, a través de un grupo fosfonato o fosfinato.
Estos compuestos se ensayaron también en GspS, pero de E. coli, con excelentes resultados
en cuanto su potencia inhibitoria (K. = 6.0 uM (32) y 3.2 uM (33)), aunque no existen datos

sobre su actividad celular contra trypanosomas patogenos (Figura 3.2).%
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CO, H O on H
: N X N
HZN/\/\n, : '}'/\ﬁ NN,
O = H O
32, X = CH,
33,X=0

Figura 3.2. Fosfonatos y fosfinatos con actividad inhibitoria contra GspS.

3.2 Diseio de los inhibidores

La evaluacion biologica de los derivados sintetizados en el transcurso de este trabajo
de tesis, descriptos en los capitulos anteriores, presentaba dos problemas fundamentales: por
un lado, la susceptibilidad a la actividad amidasa/estearasa encontrada en GspS, puesta en
evidencia en los derivados de amida y éster de L-y-Glu-L-Leu-Gli-OH; por otro lado, la
inestabilidad quimica y la dificultad en la manipulacion y purificacion de derivados que incorporan
estructuras de poliamina. En particular, en el caso de las poliaminas tipo espermidina, surge
ademas el problema de la regioselectividad en la poliamina, lo que aumenta la complejidad
para la obtencion de derivados, haciéndola impractica, desde el punto de vista sintético, para
establecer una relacion estructura quimica-actividad bioldgica en este tipo de derivados. Dada
la complejidad sintética para acceder a derivados de 32 y 33, se decidio encarar la busqueda

de un farmacdéforo simple para su reconocimiento molecular.

La incorporacion de un grupo funcional del tipo fosfinato eliminaria el problema de la
actividad amidasa/estearasa de estas enzimas; ademas, convertiria a estos derivados en

mimeéticos del estado de transicion tetraédrico. Se decidid, entonces, sintetizar derivados
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fosfinatos que contuvieran cadenas hidrocarbonadas de distinto largo. Esto daria la posibilidad
de obtener derivados accesibles sintéticamente y simplificar el andlisis estructura-actividad de
los mismos en relacion a los anteriores derivados ya que se incorporarian los mismos grupos.
La variabilidad en el largo de cadena podria dar una idea del requerimiento de tamafo del
sustrato en los ensayos enzimaticos y de polaridad requerida para los ensayos en parasitos.
Finalmente, la ventaja de utilizar un grupo fosfinato en lugar de fosfonato radica en que la
cadena carbonada se incorpora mediante la formacidn de un enlace P-C, no hidrolizable
quimicamente, frente al enlace O-C de un fosfonato, lo que llevaria a derivados quimicamente

mas estables.

Entonces, manteniendo siempre el triéptido base L-y-Glu-L-Leu-Gli-OH se disefiaron
y sintetizaron y evaluaron bioldgicamente los siguientes analogos fosfinopeptidicos como se

indica en la Figura 3 3.

142,
(?:OOH 143,

O
H
N -~ _,OH 144,
o R o TEMTE 148,
Y 147,
148,

Figura 3.3. Fosfinopéptidos sintéticos disefiados com inhibidores de TryS.
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3.3 Sintesis

Del andlisis de la estructura se reconoce facilmente una parte peptidica convencional
que contiene a los residuos Glu y Leu, y una parte modificada que es la correspondiente al
andlogo aminodcido fosfinico de Gli. Por lo tanto, y de manera inmediata, se puede ver que
la sintesis se centrara en la preparacion de los aminoécidos fosfinicos andlogos a glicina y,
una vez preparados, se acoplaran con el dipéptido L-y-Glu-L-Leu-OH (36) mediante una

reaccion de acoplamiento similar a las aplicadas en los derivados anteriores.
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3.3.1 Acido a—aminofosfinico

El analisis retrosintético del acido aminofosfinico es inmediato y consta de la
incorporacion sucesiva de dos sustituyentes R!' y R? a una unidad de acido hipofosforoso,
donde R! es una cadena alquilica y R? es un grupo aminometilo. Ambas incorporaciones se
realizan a través de la formacion de un enlace C-P. La reaccion clave es la incorporacion del

primer grupo a partir del acido inorganico (Esquema 3.2).

1] : 11 : 11
Rl‘P\‘g)H Rl‘P\:'OH H'P\;OH

R

Esquema 3.2. Analisis retrosintético para la obtencion del acido fosfinico.

La introduccion del primer grupo se puede realizar a través de una modificacion de la
reaccion de Michaelis-Arbusov,”? ampliamente utilizada para sintesis de fosfonatos a partir
de fosfitos de trialquilo. Este tipo de reacciones transcurre a través de la formacion de una
sal de fosfonio seguida de un ataque nuclefilico del i6n haluro correspondiente (X°) al carbono

oxigenado (Esquema 3.3).

X N I?
LOR R1X Q?+ 0
- —_— —_— -
RO-R Rl‘P\‘OR Rl‘P\ OR
OR OR OR

Esquema 3.3. Reaccion de Michaelis-Arbusov.

De manera analoga, la intoduccién del grupo R' se puede dar en fosfinatos a través
de la generacion in situ de fosfonito de bis(trimetilsililo) (), a partir de la reaccion directa
entre hipofosfito de amonio y hexametildisilazano (HMDS) a 110 °C.** Este intermediario
puede reaccionar, andlogamente a los fosfitos de trialquilo, con halogenuros de alquilo para

dar el intermediario fosfonio (11) que, a su vez, lleva al silil éster . Finalmente, durante el
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“work-up”, se realiza la alcoholisis del alquilfosfinato de timetilsililo para dar el acido H-

fosfinico libre (Esquema 3.4).

I
0 X SiMeg
" HMDS H Rx (') 9
MesSi iMe 1*™\~H ;
+ 0 3 3 \
NiH, 110°C R OSiMe, OSiMeg
| 11
0 0
P~ + ROH e 1*AR~H + ROSiMe;
RV H R™ oH
OSiMeg

Esquema 3.4. Incorporacion de la cadena alquilica al fosfinato.

Esta reaccion habia sido ensayada utilizando como electrofilos a cetonas o, insaturadas

dando aductos tipo Michael. También se empled con halogenuros de alquilo reactivos.”**

Se decidio, entonces, incorporar en primera medida la cadena hidrocarbonada mediante
el uso de ioduros o bromuros de alquilo y, una vez obtenido el acido H-fosfinico, adicionar

luego el grupo aminometilo.

Para la incorporacion del grupo aminometilo se emple6 una variante de la reaccion de
Abramov, ampliamente utilizada en sintesis de fosfonatos.”® En la reaccion de Abramov un
H-fosfonato se adiciona a un carbonilo para dar un o—hidroxifosfonato. De la misma manera,
los H-fosfinatos se pueden adicionar tanto a un grupo carbonilo como también a un grupo
imino para dar el correspondiente aminometilfosfinato. En principio, el proton unido al 4tomo
de fosforo se puede abstraer con una base, pero también es posible realizar la reaccion en

condiciones mas suaves catalizando la reaccion con un acido de Lewis (Esquema 3.5).”’
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'F! o)
RL v OGP 1]
H — 3  RI"NOGP
HN
(\N,,CHz R3
1
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Esquema 3.5. Incorporacion del grupo aminometilo

3.3.1.1 Preparacién de los acidos H-fosfinicos

El 4cido metilfosfinico 107 se prepard mediante la reaccion modificada de Michaelis-
Arbuzov, a partir de hipofosfito de amonio, HMDS y posterior dilucion con CH,CL, y agregado
de 1oduro de metilo a 0 °C llevando luego a temperatura ambiente, segiin el método descripto

en literatura.”?

0 1. HMDS, 110°C 0
11 2. CH3zl,0°C 11
H” 0 NH,* > H’P\"OH
CHs;
107

Del analisis del espectro de RMN 'H del producto crudo se pudo confirmar la obtencion
de 107. La sefial correspondiente al proton unido directamente al &tomo de fosforo (H-P)
se observo como un doble cuarteto centrado a 7,12 ppm con un fuerte acoplamiento del
atomo de hidrogeno con el &tomo de fosforo (J =559,6 Hz) y con los hidrégenos del metilo
(J= 1,9 Hz). También se observo la sefial correspondiente al metilo como un doble doblete
centrado a 1,50 ppm debido al acoplamiento a 2 enlaces entre los hidrogenos del metilo y
el atomo de fosforo (J = 14,6 Hz) y al acoplamiento hidrégeno-hidrégeno a 3 enlaces (J =
1,9 Hz), como se ilustra en la Figura 3.4a. Ademas de las sefales propias de este compuesto
se observd, en menor proporcion, un doblete parcialmente superpuesto al doble cuarteto

antes mencionado, centrado a 6,84 ppm con una constante de acoplamiento de 672,0 Hz.
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Esta sefial minoritaria indicaba la presencia de algin producto secundario o de descomposicion
presente en el crudo de reaccion. El valor de la constante de acoplamiento y el desplazamiento
quimico de dicha senal llevaron a suponer la presencia de acido fosfonico 107c¢, probablemente
como producto de oxidacion generado durante la etapa de calentamiento a partir del hipofosfito
de amonio. Los intentos por purificar el acido H-metilfosfinico 107 fueron infructuosos,
principalmente porque resulté inestable. En el espectro protonico del crudo se pudo notar
como la senal del proton unido a fosforo disminuia en relacion al doble doblete de metilo,
hasta llegar a desaparecer completamente al cabo de una semana de almacenamiento a—15
°C y bajo atmosfera de argon (Figuras 3.4b y 3.4¢). La inestabilidad de este compuesto
estaba relacionada a que los acidos H-fosfinicos son susceptibles a desproporcionarse para

dar el 4cido fosfonico y la alquilfosfina correspondientes como se indica en el Esquema 3.6.

0 0
3 P—oy ————> 2, _R=oyq + CHsPH,
HeC™ Y, HsC™ o0
107 107b

Esquema 3.6. Desproporcion del acido H-metilfosfinico.

Asi, el acido H-metilfosfinico 107 de desproporcionaba en metilfosfina y acido
metilfosfonico 107b, explicando la desaparicion de la sefial de H unido a P con el transcurso
del tiempo como se ilustra en los espectros de la Figura 3.4, tomados inmediatamente después
de cortar la reaccion (Figura 3.4a), a las 24 hs (Figura3.4b) y a la semana (Figura 3.4c). Al
igual que la sefal de H-P del &cido metilfosfinico, la sefial correspondiente al hidrogeno unido
a fosforo del acido fosfonico 107¢ desaparecia con el tiempo, debido a la tendencia natural

a oxidarse de los compuestos de fosforo con uniones H-P (Esquema 3.7).%

Q [O] Q
Pey —— HO® P~OH

HO™ “oH OH

Esquema 3.7. Oxidacion del acido fosfonico.
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Figura 3.4. Espectros de RMN 'H. (a) 104 recién obtenido. (b) 104 a las 24 hs. c¢) 104 a la semana
(104b).
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El siguiente paso de reaccion considerado fue la esterificacion del acido fosfinico con
alcohol bencilico empleado como grupo protector para la reaccion de Abramov. Para
minimizar, entonces, la pérdida de masa por descomposicion se decidi6 utilizar el acido fosfinico
crudo con un “work-up” minimo para luego proseguir inmediatamente con la esterificacion.
El mismo se llevé a cabo evitando, dentro de lo posible, el contacto del crudo de reaccién
con el aire. Se tratd inmediatamente el crudo de reaccion con alcohol bencilico, diciclohexilurea
y 4-dimetilaminopiridina en cantidades cataliticas a temperatura ambiente. Se obtuvieron los
ésteres bencilicos de los acidos metil y etil fosfinico con rendimientos de 46 % y 32%
respectivamente, luego de purificacion por cromatografia en columna (silicagel), a partir de
hipofosfito de amonio. Es un hecho conocido que los ésteres metilicos de los acidos H-
fosfinicos son inestables por su tendencia a hidrolizarse.” Este caso se evidencio también con
los ésteres bencilicos, ya que luego de almacenarlos a—15 °C, bajo atmésfera de argon, se
hidrolizaron completamente en menos de 15 dias. Entonces, si bien fue posible purificar
cromatograficamente y caracterizar sin inconvenientes a los ésteres bencilicos correspondientes,
estos compuestos se emplearon inmediatamente después de su preparacion para minimizar

el proceso de hidrolisis.

Lareaccion de Arbuzov se llevé a cabo sin inconvenientes empleando halogenuros
de alquilo de 1 o 2 4&tomos de carbono. Cuando se intentd realizar la reaccién con ioduro
de n-pentilo, como fuente de grupo alquilo, la misma no procedio. Dada la menor reactividad
de este halogenuro de alquilo frente al de 1 y 2 4&tomos de carbono, se repitio la reaccion
elevando la temperatura luego del agregado del halogenuro. Para ello se sustituy6 el solvente
habitual, CH,CL,, por 1,2-diclorometano y se realizo la reaccion calentandola a reflujo, lo
cual condujo a una descomposicion del intermediario de reaccidn, evidenciada por el
desprendimiento de fosfinas. El mejor resultado se obtuvo a 60 °C, obteniéndose el éster del
acido n-pentilfosfinico con un rendimiento global no mayor al 2%. La solucion al problema
de reactividad se encontrd empleando halogenuros alilicos como electrofilos. Si bien se
incorpora, de esta manera, una insaturacion en la cadena alquilica, esto no afecta al esquema
de sintesis ya que, como el tltimo paso es de desproteccion de los grupos protectores
bencilicos, se pens6 que dicha instauracion se eliminaria junto con la remocion de estos grupos.

De esta manera, se introdujo la cadena de 3 4tomos de carbono, utilizando bromuro de alilo
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como halogenuro reactivo obteniéndose el éster bencilico del acido alilfosfinico (116) con un

43% de rendimiento a partir de hipofosfito de amonio.

Las cadenas de 5, 6 y 7 &tomos de carbono se introdujeron de la misma manera a
partir de los ioduros alilicos correspondientes, con rendimientos de entre 45y 55% para los
ésteres bencilicos, a partir de hipofosfito de amonio. En cambio, la cadena de 4 4&tomos de
carbono se introdujo utilizando n-iodobutano como electrofilo, obteniéndose sdlo un 15%
de rendimiento para los ésteres bencilicos, a partir de hipofosfito de amonio (Esquema 3.8).
El bajo rendimiento de este derivado se correlaciona con la baja reactividad de los halogenuros

alifaticos en la reaccion de Arbuzov.

q i R i Q
JP " —_— P~ —_—
H™ 'V O NH," H™'v OH -B~o
H R H
R

107, R = CH, 114, R = CHy, 46%
108, R = CH,CHj 115, R = CH,CH, 32%
109, R = CH,CHCH, 116, R = CH,CHCH, 43%
110, R = CH,CH,CH,CHj 117, R = CH,CH,CH,CH3 15%
111, R = CH,CHCHCH,CH3 118, R = CH;CHCHCH,CH3, 45%

112, R = CH,CHCH(CH),CHz 119, R = CH,CHCH(CH,),CHg, 45%
113, R = CH,CHCH(CH,)3CH; 120, R = CH,CHCH(CH,)sCH3 55%

Reactivos y condiciones: i. 1) HMDS, 110°C, 2 hs. 2) CH,Cl,, XR, 0 °C hasta t.a., 16 hs.; ii. BnOH, DCC,
DMAP, THF, t.a., 16 hs.
Esquema 3.8. Sintesis “one-pot” de ésteres bencilicos de acidos alquilaminofosfinicos

Los ioduros alilicos se sintetizaron a partir de los alcoholes correspondientes y se
usaron inmediatamente después de su preparacion ya que fueron inestables. El método de
preparacion de los ioduros alilicos consistia en tratar a los alcoholes alilicos correspondientes
con ioduro de trimetilsilano generado in situ a partir de ioduro de sodio y cloruro de
trimetilsilano (Esquema 3.9).!% Los productos se purificaron por columna de aliimina neutra
para dar estos reactivos puros de acuerdo al analisis de sus respectivos espectros de RMN

'H.

La relativa estabilidad de los acidos H-fosfinicos bencilados permitié una

caracterizacion espectroscopica mas completa que para los 4cidos libres. El andlisis del espectro
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Z
HO” NP (CHy), CH,

—»

| /\?\(CHZ)nCHs

104, n=1, 66%
105,n=2, 81%
106, n=3, 83%

Reactivos y condiciones: TMSCI, Nal, MeCN, t.a., 30 min.

Esquema 3.9. Sintesis de ioduros alilicos.

de RMN*'P confirmd la obtencion del compuesto 114, observandose una unica sefial a 30,1

ppm. Estos datos indicaron la presencia del &tomo de fosforo con la funcionalidad deseada.

El desplazamiento quimico de *'P depende fuertemente tanto del estado de oxidacion del

mismo como del tipo de sustituyentes en los compuestos con uniones C-P. Por lo tanto, un

desplazamiento quimico de alrededor de 35 ppm (30,1 ppm para 114), caracteristico de

acidos H-fosfinicos, confirmaba la presencia de dicho grupo funcional en el compuesto sintético

(Figura 3.6).

30.0509

114

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 3.6. Espectro de RMN *'P de 114.
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Por otro lado, en el espectro protonico pudo observarse el doble cuarteto caracteristico
del hidrogeno unido a fosforo centrado a 7,13 ppm, con una constante de acoplamiento de
541,4 Hz para el acoplamiento H-P y de 2,1 Hz para el acoplamiento H-H a 3 enlaces,
similar al presentado por el precursor acido libre 107. La sefial del grupo metilo se observo
como un doble doblete centrado a 1,56 ppm, con constantes de acoplamiento de 15,1 Hz
parael acoplamiento H-P a 2 enlaces y 2,1 Hz para la constante de acoplamiento H-H. Entre
las sefiales diagnostico se observaron también las de cada uno de los metilenos bencilicos
como dos dobles dobletes centrados a 5,04 ppm y 5,14 ppm respectivamente, con constantes
de acoplamiento H-Pde 8,7 Hzy 10,5 Hz, respectivamente, y 11,8 Hz para el acoplamiento

H-H geminal. (Figura 3.7)

O 3
H

H-3b H-3a 1 CH3 H2

H-1 2 —
JMML - s
e T T 5o

(ppm) (ppm) (ppm)

L L L JML | JuhL
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Figura 3.7 Espectro de RMN 'H de 114.

El acoplamiento con el atomo de fosforo se evidencio en el espectro de RMN *C,
en el cual se pudo apreciar el desdoblamiento de las sefiales a causa del acoplamiento C-
P (Figura 3.8). La sefal del carbono del grupo metilo apareci6 en dicho espectro como un

doblete centrado a 17,0 ppm, con una constante de acoplamiento de 93,3 Hz.
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Figura 3.8. Espectro de RMN 1C de 114.

Durante la purificacion de este compuesto pudo aislarse el éster bencilico del acido
fosfonico (114b), cuyo espectro de RMN 'H nuevamente mostrd la presencia de un atomo
de hidrégeno unido al &tomo de fésforo, esta vez de fosfonato, como una sefial centrada a
6,92 ppm con una constante de acoplamiento de 707,0 Hz, ademas de las sefiales
correspondientes a los metilenos bencilicos, centradas a 5,05 ppm y 5,08 ppm
respectivamente, como dos sistemas AB como se observa en la Figura 3.9. El aislamiento
de este compuesto confirmo la presencia de acido fosfonico en la reaccion precedente, es
decir durante la preparacion del acido H-metilfosfinico, como se postul6 anteriormente. El
mismo producto 1114b se encontrd en distintas cantidades durante la purificacion de todos

los derivados en esta reaccion.

Evidentemente, este método estaba limitado en cuanto al rendimiento debido a la
oxidacion del dcido fosfinico, mas alld de la inestabilidad propia del producto formado. Por
este motivo, se evaluaron otras posibilidades para intentar aumentar el rendimiento de esta
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reaccion. Deprele y Montchamp'?! desarrollaron un método para la sintesis de acidos fosfinicos

viaradicalaria. En dicho método, el radical hipofosfito, generado a partir de hipofosfito de
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Figura 3.9 Espectro de RMN 'H de 114b.

sodio y trietilborano como iniciador, se adiciona a una olefina. Si bien la reaccion transcurre
atemperatura ambiente y, en algunos casos, se obtienen buenos rendimientos, esta alternativa
presentaba una seria dificultad experimental para la obtencion de derivados de bajo peso
molecular debido a la alta volatilidad de los alquenos correspondientes. Ademas, resultaba

impractica su aplicacion como en el caso del 4cido metilfosfinico.

Como se menciond previamente, los ésteres de acidos H-fosfinicos pueden reaccionar
con carbonos de iminas a través de una reaccion de Abramoyv, por lo tanto se utilizé N-
tritilmetanimina (121) para incorporar el aminometilo a la estructura de acido fosfinico. La
base de Schiff 121se prepard por condensacion de tritilamina y formaldehido, eliminando

el agua del medio con una trampa de Dean-Stark, segtin lo descripto en bibliografia.'®*
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3.3.1.2 Incorporacion del grupo aminometilo

Se utilizé como catalizador trifluoruro de boro eterato. Fue necesario ajustar bien las
condiciones de reaccion, tales como temperatura, dilucién y orden de agregado, ya que el
grupo tritilo es susceptible a la acidez del catalizador. Agregando el catalizador a una solucion
del solvente utilizado en esta reaccion (tolueno anhidro), a 0 °C y luego llevando la reaccion
atemperatura ambiente se logré minimizar los efectos hidroliticos del medio acido, llegando
rendimientos de entre 46% y 74% luego de la purificacion por columna cromatografica
(silicagel) utilizando mezclas de hexano—AcOEt como eluyente. La desproteccion del grupo
amino se llevo a cabo por tratamiento con acido trifluoroacético en CH,Cl, a temperatura
ambiente, en forma cuantitativa. Los derivados en su forma trifluoroacetato se llevaron a la
forma de amina libre por tratamiento con resina de intercambio cationico fuerte, y se purificaron
por columna cromatografica (silicagel) con mezcla de AcOEt-MeOH como eluyente (Esquema
3.10). Estos compuestos son susceptibles a oxidacion por lo que fueron utilizados
inmediatamente después de su purificacion. En cambio sus precursores tritilados mostraron
una excelente estabilidad y pudieron purificarse sin inconvenientes y caracterizase todos sus

derivados por RMN de 'H, 1*C y *'P.

9y - G

122, R = CH3 46% 129, R = CH3 64%

-D0=0

ﬁ‘é E z SH3CH 123, R = CH,CHg, 52% 130, R = CH,CH3, 85%

116, R = CH.CHEH, 124, R = CH,CHCHy, 70% 131, R = CH,CHCH,, 87%

117, R = CH,CH,CH,CHj 125, R = CH,CH,CH,CHg, 51% 132, R = CH,CH,CH,CH; 89%
118, R = CH;CHCHCH,CH3 126, R = CH,CHCHCH,CHa, 47% 133, R = CH,CHCHCH,CH; 87%
119, R = CH,CHCH(CH,),CHs 127, R = CH,CHCH(CH,),CHg 74% 134, R = CH,CHCH(CH,),CH3, 96%
120, R = CH,CHCH(CH,)3CH3 128, R = CH,CHCH(CH,)3CHs, 74% 135, R = CH,CHCH(CHz)3CHs, 74%

Reactivos y condiciones: (a) Et,0-BF , tolueno, 0 °C hasta 25 °C, 16 hs.; b) 1) TFA 2,5%, CH,Cl,, 25 °C.
2) Amberlite CG-400 (forma HO"), metanol

Esquema 3.10 Sintesis de ésteres bencilicosde los acidos aminometilalquilfosfinicos

Nuevamente, el espectro de RMN *'P dio informacion del estado de oxidacion y del

tipo de sustitucidon que presentaba el atomo de fosforo. Al pasar de un H-fosfinato a un
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fosfinato, el desplazamiento quimico promedio de *'P se modifica de 35 ppm a 50 ppm. Se
pudo observar, tomando como ejemplo al derivado 123, un desplazamiento quimico de 57,0

ppm en *'P, que da cuenta de la disustitucion sobre el fosfinato (Figura 3.9).

56.9641

123

100 80 60 40 20 0 20 40 60 -80 -100
(ppm)

Figura 3.9 Espectro de RMN 3'P de 123.

Por otro lado, en el espectro de 'H ya no se observaba la sefial de hidrogeno unido
a fosforo pero se podian apreciar, en las ampliaciones correspondientes, los distintos sistemas
bien resueltos por el acoplamiento de todos los hidrogenos alifaticos de la molécula con el
atomo de fosforo. Asi, el pico correspondiente al grupo metilo (H-7) se observaba como un
doble triplete centrado a 1,18 ppm, mientras que la constante de acoplamiento H-H fue de
7,7 Hz. La constante de acoplamiento H-P a 3 enlaces fue de 18,1 Hz. Curiosamente, las
constantes de acoplamiento H-P a 2 enlaces eran del mismo orden de magnitud, inclusive
algo menores. De esta manera, se pudo observar la sefial correspondiente al metileno del
etilo (H-6) como un doble cuarteto centrado a 1,94 ppm, con constantes de acoplamiento
H-Pde 13,9 Hzy H-H de 7,7 Hz. Las sefales correspondientes a los hidrogenos del metileno

del grupo aminometilo (H-1) aparecian como dos dobles dobletes centrados a 2,43 ppmy
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2,53 ppm, respectivamente, con constantes de acoplamiento H-P de 10,0 Hz y 12,1 Hz,
respectivamente, mientas que la constante de acoplamiento H-H geminal fue de 14,1 Hz. En
cambio, las constantes de acoplamiento H-P a 3 enlaces para los hidrogenos del metileno
bencilico (H-4) fueron algo menores: los picos correspondientes a dichos hidrogenos aparecian
como dos dobles dobletes centrados a 4,98 ppm y 5,04 ppm con constantes de acoplamiento

H-Pade 7,7Hzy 8,1 Hz, respectivamente (Figura 3.10).

O
_J L JML 123

© ] Integral

©
[S)
©
o
©
S)
~
o
~
=)
o
2]
o
S
o
«
o
S)
a1
o
IS
o
w
o
w
S
N
o
N
=)
P
2l
P
=)
o
2l
o
S

Figura 3.10 Espectro de RMN 'H de 123.

En cuanto al espectro de RMN "*C, se observaron en el mismo fuertes acoplamientos
C-P en los carbonos unidos directamente al atomo de fosforo con constantes de acoplamiento
del orden de los 100 Hz. Mas precisamente, la sefial correspondiente al grupo metileno (C-
6) de la cadena alifatica unido directamente al atomo de fosforo se observo como un doblete
centrado a 20,4 ppm y una constante de acoplamiento C-P de 93,3 Hz, mientras que el pico
correspondiente al grupo aminometilo (C-1) se observé como un doblete centrado a 41,0

ppm y constante de acoplamiento de 101,7 Hz. Las constantes de acoplamiento disminuian
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notablemente a dos enlaces. Asi, las sefiales correspondientes al metilo (C-7) y al metileno
bencilico (C-4) aparecian como dos dobletes centrados a 5,7 ppm y 66,0 ppm con constantes
de acoplamiento de 5,1 Hz y 5,9 Hz, respectivamente. Sin embargo, el acoplamiento C-P
atres enlaces seguia siendo detectable, y era, inclusive, mayor que a dos enlaces. Este efecto
se podia apreciar en la sefial correspondiente al carbono cuaternario del grupo tritilo, el cual
aparecia como un doblete centrado a 71,4 ppm y en la sefial correspondiente al carbono
aromatico del grupo bencilo, un doblete centrado a 136,8 ppm con constantes de acoplamiento

de 15,3 Hzy 5,9 Hz, respectivamente (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Espectro de RMN "*C de 123.

Es importante, en este punto, realizar un analisis de 1a magnitud de los acoplamientos
C-Palolargo de las cadenas alquilicas y alquenilicas. Existian acoplamientos C-P detectables
hasta una distancia de 6 enlaces a lo largo de dichas cadenas, como se puede ver en el
espectro de RMN 3C del derivado de cadena alquenilica de 7 carbonos (128) en donde
las constantes de acoplamiento C-P van desde los 103,4 Hz para C-1 hasta los 1,7 Hz para
C-5 (Figura 3.12). Es necesario tener en cuenta estos acoplamientos de largo alcance para

la correcta interpretacion de los espectros de RMN *C de los productos de los siguientes
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pasos de reaccion, los cuales se veran complicados por la duplicacion de sefiales

por formacion de diasterdmeros, como se vera mas adelante.
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Figura 3.12 Espectro de RMN *C de 128.

3.4.4 Acoplamiento de los acidos a-aminometilfosfinicos con L-y-Glu-L-Leu-OH

El acoplamiento entre el dipéptido L-y-Glu-L-Leu-OH (36) y los acidos
aminofosfinicos se realiz6 mediante una reaccion clasica de formacion enlaces
peptidicos en solucion, a través de la activacion del 4cido correspondiente con N-
hidroxisuccinimida y la carbodiimida soluble N-(3-dimetilaminopropil)-N2-
etilcarbodiimida. Los mismos se purificaron por cromatografia en columna (silicagel)
eluyendo con mezclas de hexano—AcOEt para dar una mezcla de dos diasterémeros.
Durante la sintesis del 4cido aminofosfinico, al incorporar la cadena alquilica sobre

el grupo fosfinato, se generd sobre el &tomo de fosforo un centro de asimetria, el
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cual, luego de acoplarse al dipéptido, 6pticamente puro, dio lugar a un par de
diasteroisomeros cuya presencia se pudo determinar por espectroscopia de RMN

de 'H, C, y *'P (Esquema 3.11).
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137, R CH L,CH3
138, R = CH,CHCH,
139, R = CH,CH,CH,CHs
140, R = CH,CHCHCH,CHs
141, R = CH,CHCH(CH,),CHs
142, R= CH2CHCH(CH2)3CH3

37

Esquema 3.11. Acoplamiento de los ésteres bencilicos de los acidos alquilaminofosfinicos con en
dipéptido 37

En la Figura 3.13 se presentan los espectros de RMN *'P de estos compuestos, en
cada uno de los cuales se podian observar dos sefiales alrededor de los 50 ppm, separadas
en 0,2 ppm aproximadamente. El 4rea relativa de dichas senales oscilaba entre 1:1 a 1:0.75.

Ladiferencia de desplazamientos quimicos entre las dos sefales de cada derivado era minima,
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Figura 3.13. Espectros de RMN *'P de los fosfinopéptidos protegidos.
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teniendo en cuenta los 200 ppm de la ventana de *'P, lo cual era coherente con la presencia
de una mezcla de diasterémeros, en los que el entorno quimico del fosforo era sumamente

similar pero no idéntico en cada uno de los isomeros.

Por otro lado, se pudo observar una diferencia en los desplazamientos quimicos entre
los derivados que contenian una instauracion en la cadena alquilica y los que no. De esta
manera, el deplazamiento quimico de los compuestos 136, 137y 139aparecian entre los 53
y 55 ppm aproximadamente, mientras que los compuestos 138, 140, 141y 142 se encuentran

alrededor de los 50 ppm.

Las diferencias en los desplazamientos quimicos de ambos diasterémeros también
eran notables en los espectros de RMN 3C, en donde se podia ver que, en ciertas partes
de lamolécula, el entorno magnético era distinto para cada isdmero, mas especificamente la
duplicacion de sefiales se producia en los primeros carbonos de la cadena alquilica (C-17,
C-18), el carbono metilénico correspondiente al residuo aminofosfinato (C-12) y a los
carbonos del isopropilo de leucina (C-8, C-9, C-10). En la Figura 3.14 se ilustra el espectro
de RMN BC de 136 (diasteroisdomeros A 'y B), en las ampliaciones se podian observar las
sefiales correspondientes al metilo de cada isdmero como dos dobletes bien resueltos centrados
a 20,4 ppmy 20,6 ppm (C-17), con constantes de acoplamiento de 93,5 Hz y 92,5 Hz,
respectivamente. Lo mismo se observo para el carbono metilénico correspondiente al residuo
aminofosfinico, con dos dobletes centrados a 37,0 ppm y 37,1 ppm, con constantes de
acoplamiento de 98,2 Hz para cada una de dichas sefiales. Finalmente, se presentaban los
pares de sefiales, correspondientes a los dos metilos (C-9, C-10) y el metino del residuo de
Leu de ambos isomeros a 21,92/21,96 ppm, 23,33/23,37 ppm y 25,85/25,89 ppm,

respectivamente.
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Figura 3.14. Espectro de RMN BC de 136, mezcla de diasteromeros. * Asignacion intercambiable.
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En cuanto a las sefiales correspondientes a los metilenos bencilicos, se distinguia
entre los tres existentes en la molécula, el pico correspondiente al éster bencilico del acido
fosfinico (C-16) debido a su acoplamiento con fosforo como un doblete centrado a 67,6
ppm con una constante de acoplamiento de 6,7 Hz. Entre las sefiales aromaticas también
distinguia el carbono cuaternario de este bencilo, el cual aparecia como un doblete centrado
a 137,9 ppm con una constante de acoplamiento C-P de 5,7 Hz. El resto de las sefiales
correspondia bien con las provenientes de los residuos N-benciloxi-y—glutdmico bencil éster

y leucina, ya discutidas en el Capitulo 2, en la descripcion espectroscopica del dipéptido 37.

El analisis de los espectros de RMN "*C de los derivados de cadena mas larga era
mas complejo a medida que cada atomo de carbono se alejaba del atomo de fosforo a lo
largo de la cadena carbonada, disminuyendo tanto las constantes de acoplamiento C-P como
las diferencias en el entorno magnético en cada isomero. Es decir, que puede llegar a ser
confusa la causa de la duplicacion de sefiales, ya que una constante de acoplamiento C-P
pequeiia, del orden de los 3 Hz podria confundirse con una diferencia de desplazamientos
quimicos de 0,06 ppm entre sefiales correspondientes al mismo carbono de dos
diasteroisomeros. Para resolver esta ambigiiedad se realizé una comparacion con los espectros
de los precursores aminofosfinatos tritilados, los cuales eran una mezcla de enantiomeros y
se podia evaluar el orden de los acoplamientos C-P para cada carbono de la cadena ya que,
en este caso, el entorno magnético era exactamente igual para cada isémero. Como ya se
mostro6 en el derivado de cadena de siete &tomos de carbono, el acoplamiento C-P era
detectable hasta una distancia de 5 enlaces a través de la misma. En la Tabla 3.1 se resumen
los desplazamientos quimicos y constantes de acomplamiento para los carbonos de la cadena
alquenilica del tripéptido protegido 142 y su precursor 128. Para los dos primeros carbonos
de la cadena del tripéptido protegido se podian observar los dos dobletes correspondientes
a las sefales provenientes de cada isomero. Se concluyo que a partir del tercer carbono se
observaba una Unica sefial, coincidente para los dos isdémeros, ya que las constantes de
acoplamiento medidas se mantenian en el mismo orden que en los carbonos del precursor

respectivo.
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128 (mezla de enant.) 142 (mezla de diast.)
Sefial 4 (ppm) J (Hz2) Sefial 4 (ppm) J (H2)
C-6 32,2 88,2 C-16 28,3/32,4 88,1/88,1
C-7 118,0 9,3 C-17 118,36/118,41 9,3/10,2
C-8 136,8 11,9 C-18 137,8 12,7
C9 32,3 1,7 C-19 334 2,5
C-10 31,1 25 C-20 32,4 34
cnu 22,1 - C-21 23,2 -
C-12 13,8 - C-22 14,2 -

Tabla 3.1. Desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento de la cadena alquenilica de 128 y
142.
Este mismo razonamiento se aplico para la asignacion de todos los fosfinopéptidos

protegidos.

En cuanto al espectro de RMN 'H de estos derivados, no fue posible identificar en
ellos sefiales provenientes de uno u otro isomero independientemente, sino que la mayoria
de las mismas se observaban como multipletes sin resolver, como se pudo apreciar en el
espectro de RMN 'H de 136 en la Figura 3.15. En los siete derivados se pudieron observar
las sefiales provenientes de los residuos 4cido de N-benciloxi-y-glutamico o-bencil éster y
leucina, cuya asignacion se discutio en el Capitulo 2. Ademads, se encontraban las
sefialecorrespondientes al grupo metileno del residuo aminofosfinato y las sefales

correspondientes a las cadenas alquilicas o alquenilicas, segtin el caso.
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Figura 3.15. Espectro de RMN 'H de 136

Retomando el ejemplo del derivado de cadena de siete atomos de carbono 142, se
pudieron observar en su espectro de RMN 'H (Figura 3.16) las sefiales correspondientes
a dicha cadena como un multiplete que integra para 9 hidrégenos entre 0,75 ppmy 0,96
ppm, correspondiente a los dos metilos del residuo de Leu y el metilo de la cadena alquenilica
(H-22), luego, entre 0,75 ppm y 0,96 ppm se observé un multiplete que integraba para 4
H correspondiente a los dos grupos metilenos (H-21, H-20). Entre 1,81 ppmy 2,05 ppm,
junto con uno de los hidrogenos del C(B) de Glu, aparecian las sefiales correspondientes a
los hidrogenos del siguiente metileno (H-19). Continuando hacia campos bajos aparecia un
multiplete entre 3,55 ppm y 3,75 ppm que integraba para dos hidrégenos, correspondiente
al metileno o al &tomo de fosforo (H-16) y, finalmente, en la zona de olefinas aparecia un
multiplete entre 5,27 ppm y 5,40 ppm que integraba para un hidrégeno (H-18) y otro entre
5,56 ppmy 5,69 ppm (H-17). El metileno del grupo amino metilo aparecia como un multiplete
complejo entre 3,35 ppm y 3,75 ppm (H-12).
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Figura 3.16. Espectro de RMN 'H de 142.

3.3.3 Desproteccion de los grupos protectores
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136, R = CHy 143, R = CH; 100%
g; E = gnzg:ac ’ 144, R = CH,CH3 99%
' - 2 2 145, R= (CH2)2CH3' 99%

139, R = CH5CH,CH,CHs
- 146, R = (CH,)sCH5 99%
AR e
'R=CH. e 148 R = (CH.)eCH. 99%
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= 2)6LH3, (4

Esquema 3.12 Desproteccion de los fosfnopéptidos protegidos.
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Los derivados protegidos se sometieron a hidrogenacion catalitica con Pd/C 5%. La
desproteccion e hidrogenacion de las olefinas en los casos correspondientes fue practicamente

cuantitativa. (Esquema 3.12).

Para contar con muestras de alta pureza para los analisis enzimaticos, de inhibicion
del crecimiento parasitario, y para su correcta caracterizacion espectroscopica fue necesario
purificar estos derivados por CLAR preparativa, obteniendo asi cada derivado fosfinopéptido
como un par de diasterémeros, los cuales eluyeron en un tinico pico. En el Apéndice C se

presentan los cromatogramas de estos derivados realizados como criterio de pureza.

Los espectros de RMN de 3'P de los fosfinopéptidos 143, 144 y 145 mostraban
nuevamente dos sefiales, alrededor de los 50 ppm, separadas por 0,2 ppm. No asi los espectros
de 146, 147,148 y 149 en los que dichas sefales no estaban resueltas (Figura 3.17). Esta
diferencia de resolucion puede ser atribuida a efectos del solvente, ya que los espectros de
los primeros tres compuestos (de cadena alquilica mas corta) se realizaron en D,O, mientras
que los ultimos, al ser menos hidrosolubles debido a la mayor longitud de cadena alquilica,
se realizaron en CD,0OD. Probablemente, estos compuestos de naturaleza peptidicay que
presentan un extremo aminoacido y otro acido, se encuentren una conformacion mas fija en
agua que en metanol, en donde se reduce parcialmente la capacidad de estabilizar grupos

polares o ionizables por union hidrogeno.
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Figura 3.17. Espectros de RMN 3'P de los fosfinopéptidos.

Por otro lado, los espectros de RMN "*C no mostraban una duplicacion de sefales

tan apreciable como la de los precursores protegidos. Evidentemente, al eliminar el grupo
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bencilo disminuyen las diferencias entre los sustituyentes oxigenados del fosforo y, en
consecuencia, también disminuye la diferencia de entorno quimico para los carbonos
correspondientes a cada isomero. A modo de ejemplo, se presenta el espectro de RMN °C
de 143 (Figura 3.18), en donde se podian observar las sefales correspondientes a los carbonos

unidos directamente a fésforo, como dos dobletes tnicos, centrados a 13,8 ppm (C-13) y
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Figura 3.18. Espectros RMN 3C de 143.
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40,1 ppm (C-12), con constantes de acoplamiento de 92,4 Hzy 105,1 Hz, respectivamente.
Las senales correspondientes a los grupos metilos y metino de leucina, cuyas sefales se
encontraban duplicadas en los precursores protegidos, ahora se observaban como picos
unicos a 21,5 ppm, 22,9 ppmy 25,2 ppm, respectivamente. También se pudo observar la
ausencia de sefales aromaticas y de metilenos bencilicos provenientes de los grupos
protectores, asi como la senal de alrededor de 156 ppm del carbonilo de carbamato del
grupo benciloxicarbonilo. En los derivados cuyas cadenas se incorporaron a partir de
halogenuros alilicos se pudo apreciar la ausencia de las sefiales de carbonos olefinicos. Lo

mismo ocurria con las sefiales de hidrégenos olefinicos en el espectro protonico.

Otro ejemplo representativo es el derivado 149, cuyos espectros de *C y 'H del
derivado son muy interesantes. El espectro de RMN 'H (Figura 3.19) presentaba los tipicos
dobletes provenientes del metilo del residuo leucina centrados a 0,91 ppmy 0,95 ppm con
constantes de acoplamientos de 6,2 Hz, ambos. Parcialmente superpuesto con el doblete de
campos mas altos se encontraba el triplete caracteristico de la cadena alquilica, centrado a

0,89 ppm, con una constante de acoplamiento de 7,0 Hz. Siguiendo hacia campos bajos se
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Figura 3.19. Espectro de RMN 3C de 149.
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encontraba entre 1,23 ppm y 1,42 ppm una sefial que integraba para 8 hidrégenos
correspondiente a los cuatro metilenos siguientes de la cadena carbonada (H-14, H-15, H-
16, H-17). Luego, las sefiales superpuestas provenientes del resto de los hidrégenos del
isobutilo de leucina y de los metilenos correspondiente a los carbonos oy B al atomo de
fosforo (H-13, H-14). Continuando a campos atin mas bajos se encontraban el resto de las
sefiales caracteristicas de los tripéptidos sintetizados en esta tesis: primero los dos multipletes
que integraban para dos hidrégenos, centrados a 2,17 ppm (H-3) y 2,54 ppm (H-4),
respectivamente, correspondientes a los dos metilenos de Glu; los dos dobles dobletes

=9,8 Hz) y 3,38 ppm (J,,,, = 14,7 Hz, J, =

> YHP

centrados a 3,26 ppm (J, ,, = 14,7 Hz, J,
9,8 Hz), correspondientes al metileno del residuo aminofosfinico (H-12), el triplete centrado
a 3,89 ppm (J = 6,0 Hz) correspondiente al hidrogeno o de Glu (H-2) y el doble doblete

centrado a4,36 ppm (J= 10,1 Hz, 4,4 Hz) correspondiente al hidrégeno o de Leu (H-6).

En el espectro de RMN *C (Figura 3.20) se pudieron observar las tres sefiales
caracteristicas del isopropilo del residuo Leu, cuyos desplazamientos quimicos se mantuvieron

en los mismos valores a lo largo de toda la serie de derivados (21,8 ppm, 23,4 ppmy 26,0
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Figura 3.20. Espectro de RMN '3C de 149.
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ppm) distinguiéndose de las sefiales de los carbonos de la cadena alquilica. Dentro de esta
cadena resulto facil asignar la senal correspondiente al metilo a 14,4 ppmy la del carbono
o al atomo de fosforo (C-13) como un doblete centrado a 29,8 ppm con constante de
acoplamiento de 87,3 Hz. Seria, en principio, esperable que el acoplamiento C-P disminuyera
al aumentar la distancia entre ambos atomos. Sin embargo, la sefial que sigue en magnitud
de constante de acoplamiento es aquella centrada a 32,1 ppm con una constante de
acoplamiento de 15,3 Hz, cuyo desplazamiento quimico es demasiado alto respecto del
esperable de alrededor de 20 ppm. Esta contradiccion llevo a realizar espectros bidimensionales
pararesolver esta ambigiiedad y, ademads, asignar inequivocamente el resto de los carbonos

de la cadena.

Con laayudadel espectro de correlacion comonuclear 'H-'H COSY45 se verifico
la correcta asignacion del espectro de RMN 'H basada en las asignaciones de precursores.
Mediante el espectro de correlacion heteronuclear 'H-*C HSQC se logro asignar
inequivocamente casi todos los carbonos de la cadena hidrocarbonada y verificar la asignacion
de las senales de *C de los residuos glutamico y leucina, también basadas en las asignaciones

previas de N-Cbz-y-L-Glu(OBn)-OH (36) y N-Cbz-y-L-Glu(OBn)-L-Leu-Gly-OH (37).

En el espectro HSQC se pudo observar la correlacion entre la senal a 32,1 ppm
en BCylasefial correspondiente a los 8 hidrogenos metilénicos H-15 a H-18, por lo tanto,
ésta no correspondia al carbono [ al atomo de fosforo (C-14), como se supuso en un principio
debido a la constante de acoplamiento C-P de 15 Hz. En cambio, la sefial centradaa 22,8
ppm en el espectro de RMN de *C correlacionaba con la sefial entre 1,45y 1,75 ppm en
'H correspondiente a los metilenos o (H-13) y B (H-14) al atomo de fosforo, entre otros
hidrogenos y, dado que la senal de '*C del carbono o (C-13) estaba claramente identificada,
esta sefial debia corresponder necesariamente al carbono 3 (C-14). En conclusion, el
acoplamiento C-P a 2 enlaces (C-14) es practicamente indetectable, mientras que el
acoplamiento a tres enlaces es de 15,3 Hz (C-15). En cambio, los desplazamientos quimicos
correlacionaban bien con los valores estimados por programas de prediccion. Los 3 dtomos

de carbono restantes de la cadena (C-16, C-17 y C-18) fueron asignados por su
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desplazamiento quimico ya que los tres correlacionaban con la sefales superpuestas de los

cuatro metilenos entre 1,45 ppmy 1,75 ppm.

Los compuestos descriptos en este capitulo fueron evaluados como inhibidores contra
TryS de distintos parasitos de la familia de los tripanosomatidos . Los resultados de estos

ensayos seran discutidos en en Capitulo 4.
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Capitulo 4 Ensayos biol6gicos

4.1 Ensayos de inhibicidn contra GspS recombinante de C. fasciculata

Estos ensayos fueron realizados sobre la enzima recombinante del parasito C.
fasciculata, por Katie Amssoms en la Universidad de Dundee, Escocia sobre la enzima
expresada en E. coli por Oza et al.®* En la Tabla 4.1 se presentan los porcentajes de inhibicion

a una concentracion de inhibidor de 500 uM.

4.1.1 Derivados amida y éster

Los compuestos que presentaron mayor potencia inhibitoria fueron el analogo de N'-
glutationilespermidina 57 y el derivado amida de metilamina 88 como se puede observar en la
Tabla 4.1. Esta moderada accion inhibitoria puede entenderse en términos de la actividad
amidasa de esta enzima, encontrada paralelamente al disefio y sintesis de estos inhibidores.
Como se menciono en la introduccion, la enzima GspS del parasito C. fasciculata posee,
ademas del dominio ligasa responsable de la formacion de la union amida entre glutation y

espermidina, otro dominio con actividad amidasa. Entonces se postulo, que la unién amida

Compuesto % inhibicién IC,, (MM)
HO O Lo ) )
7 N N N
(500 uM) HzN/v\g’ \E)LH/\Q/ ~ \@\

57 36 Y 57 NH,
60 11 HO O o
88 44 400 : P N~

HZN/\/\[Or Y H/I]/ \©
89 15

Y 60
90 15 cop o
91 2 HZN/-\/\n,N\;)J\N/\n/NH(CHz)nCHs
o = H 0
92 3
o3 4 aoco 2o
94 4 Sﬁjﬂii 95.n=7
95 0 COM w o f>
= N .

98 13 HZN/\/\g/ \E)L” [e) CHy)n
99 15 98, n=1

99, n=2

Tabla 4.1. Accién inhibitoria de algunos derivados de amida sobre GspS.
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entre el residuo amina o poliamina y el carboxilo terminal del tripéptido es hidrolizada por el
domino amidasa y luego el tripéptido resultante es sustrato del dominio ligasa, anulando o

disminuyendo la capacidad inhibitoria del compuesto'® (Esquema4.1).

CO? dominio amidasa COZH domlnlo ligasa
N\)L i N\)LN °
Y X.n Y espermidina Y g

HN

HZN/\J

Esquema 4.1. Mecanismo de accion propuesto para GspS con derivados amida o éster.

En ese mismo sentido resultaron interesantes los resultados obtenidos con los derivados

de ésteres en esta misma enzima.

En este caso también se ensayo la actividad como sustrato de los derivados. En la
Tabla 4.2 se puede apreciar como todos los derivados ensayados tuvieron también actividad
como sustrato. Se destaca que los ésteres de cadena hidrocarbonada de uno a cuatro atomos
de carbono funcionaron enteramente como sustrato de la enzima, debido, probablemente, a

que la actividad amidasa se podria extender a una actividad estearasa. Contrariamente, puede

Compuesto % inhibicion % sustrato
(500 uM) (500 uM)
70 36 96 o
71 11 103 " /\/\n, \_)L /ﬁrO(CHz)nCH3
72 44 103 0 X O =0 77 nes
73 15 102 ITomrin
73,n=3
74 15 38 74 n=4
75 2 31
76 3 38
77 4 43

Tabla 4.2. Accion inhibitoria de los derivados de éster en GspS.
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notarse que los ésteres de cadena alquilica mas larga, presentaban menos eficiencia como

sustrato de la enzima.

En base a estos resultados, no existia plena certeza de que la actividad como sustrato
fuera enteramente debida a la actividad amidasa de la enzima. Para despejar esta incognita se
repitieron algunos ensayos utilizando una enzima con la mutacion C79A. Es decir, que el
residuo Cis-79 se cambio por Ala, de manera que la enzima resultante carecia de actividad

amidasa. Los resultados se resumen en la Tabla 4.3.

Compuesto % inhibicion %sustrato
COH b O
70 62 32 HZN/\/\n,N\i)Lm/\n,O(CHZ)nCH3
73 26 3 o X %o n=o
73,n=3
77 51 0 77,n=7

Tabla 4. 3. Accion inhibitoria de los derivados de amida en la mutante C79A de GspS.

La anulacion del dominio hidrolitico puso de manifiesto el motivo principal de la
actividad como sustrato de los ésteres en la enzima sin modificar. Se puede ver que al anular
la actividad de dicho dominio, tanto el éster butilico como el octilico dejan de comportarse
como sustratos de la enzima. En el caso del éster metilico, si bien mantiene cierta accion
como sustrato, la merma en la misma es importante. Por otro lado, en todos los casos la
disminucion de efectividad como sustrato estaba asociada a un aumento en la potencia de la
actividad inhibitoria. Es decir, que independientemente de la afinidad que tengan estos derivados
por el sitio ligasa de esta enzima, los mismos son inactivados por el sitio hidrolasa,

convirtiéndolos en sustrato.

4.1.2 Derivados fosfinatos

De los siete derivados fosfinato sintetizados, s6lo pudieron ensayarse los compuestos

143 y 144 en esta enzima. Los resultados obtenidos fueron substancialmente mejores a los
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compuestos anteriores. El derivado 143 inhibi¢ la actividad enzimatica en un 98% a una
concentracion de 500 UM, presentando un IC, de 4,0+ 0,6 uM yunaK de 1,9+0,2 uM.
Mejor resultado atin se obtuvo con el derivado 143, el cual inhibi6 en un 99% la actividad
enzimatica a una concentracion de 500 UMy present6 un IC, de 1,14+0,04 uM yuna K,
de 0,37+0,02 uM, mejorando la actividad observada por los fosfinatos 30 y 31 mencionados
en la introduccion. Estos resultados refuerzan la afirmacion de que es imprescindible eliminar
la unién hidrolizable en el extremo C-terminal del tripéptido y que, por otro lado, 1a presencia
de un centro de geometria tetraédrica en ese mismo punto puede conferir al inhibidor una
caracteristica de mimético del estado de transicion capaz de inhibir la actividad de la enzima

en cuestion.

4.2 Ensayos de inhibicion contra TryS de T. cruzi

4.2.1 Derivados amida

Los derivados de amida 88-95 fueron ensayados por Katie Amssoms en la Universidad
de Dundee, Escocia sobre la enzima TryS de T. cruzi, clonada, expresada y purificada en E.

coli. por Oza et al.*

Los derivados amida lineales tuvieron una accion moderada como inhibidores de esta
enzima, si bien mayor que en GspS de C. fasciculata. Sibien esta enzima posee, al igual que
GspS, un dominio amidasa, la capacidad de hidrolisis del mismo es menor, y esto probablemente
se vea reflejado en la mayor potencia de los derivados de amida como inhibidores de TryS de
T. cruzi que de GspS de C. fasciculata. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla
4.4.
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% inhibicién

Compuesto (500 uM)
88 29
H
89 34 £02

0
H
NI NH(CH_),CH3
90 37 HZN/\/\E ' ﬁ/\ﬂ/
91 48 r—

92 61
88,n=0 93,n=5

93 49 89n=1 o1n-c
90,n=2 _7

94 53 oln-g "
92,n=4

95 47

Tabla 4.4. Accion inhibitoria de los derivados amida sobre TryS de T. cruzi.

4.2.2 Derivados fosfinato

Los derivados fosfinato se ensayaron en la enzima TryS de T. cruzi, al igual que los
derivados amida. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.5. La inhibicion de la
actividad enzimatica a una concentracion de 500 UM fue en todos los casos mayor al 90%,
destacandose el derivado 142 de cadena alquilica de tres carbonos, con un 99% de inhibicion
a esa concentracion. E11C, de este compuesto (11,8 UM) no llego a alcanzar los valores
obtenidos para GspS de C. fasciculata. Sin embargo, éste dato fue de mayor relevancia por
haberse logrado la inhibicion de la propia enzima del parésito patdgeno, y no de un parasito

no patogeno modelo (C. fasciculata).

Por otro lado, es de esperar una diferencia de la afinidad por el sustrato entre ambas
enzimas ya que, si bien no se conoce atn el mecanismo de accion de TryS de T. cruzi,
deberia haber una diferencia importante entre ambos sitios activos ya que GspS cataliza la
conjugacion de una unidad de glutation con una unidad de espermidina, mientras que TryS de

T. cruzi cataliza la conjugacion de 2 unidades de glutation con una de espermidina.®
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% inhibicién
Compuesto (500 uM) [0 COOH H\)(i
A N ~_.OH

143 94 539 uM £5,2 HZN/\/\[O], H N B\R
144 94 42,6 UM £2.6 \7/
145 99 11,8 UM £ 0.6 143,R = Ch

144, R = CH,CH;
146 92 650 UM + 7.8 145, R = (CH,),CHs

146, R = (CH,)3CHs
147 93 57,6 pM £4,1 147, R = (CH,),CHs
148 93 59,1 UM + 2,4 148, R = (ChalsCH,

Tabla 4.5. Accion inhibitoria de los derivados amida sobre la TryS de T. cruzi.

4.3 Ensayos de inhibicion contra TryS de C. fasciculata

Los derivados fosfinato fueron ensayados por Marcelo Comini y Timo Jager en el
German Research Center for Biotechnology (GBF), Braunschweig, Alemania, como inhibidores
contra la enzima TryS de C. fasciculata, finalmente clonada y purificada en E. coli por
Comini et al.'™ Estos compuestos que fueron potentes inhibidores de GspS de C. fasciculata
y TryS de T. cruzi no fueron inhibidores de la actividad enzimatica de TryS de C. fasciculata
a una concentracion de 500 uM. Unicamente el compuesto 144, de cadena alquilica de 2
atomos de carbono exhibié una moderada accion inhibitoria hacia esta enzima, de un 10% a
esa concentracion. Estos datos refuerzan la hipdtesis de los distintos caminos metabolicos
para la sintesis de tripanotiona ya que, si TryS de T. cruzi y de C. fasciculata tienen distintos
sustratos naturales, es 16gico que respondan de manera distinta a los mismos compuestos
(inhibidores). Especificamente, es razonable pensar que un compuesto dado tenga actividad
similar tanto en GspS de C. fasciculata como en TryS de T. cruzi. Los sustratos de ambas
son gluation y espermidina, mientras que para TryS de C. fasciculata los sustratos son

glutationilespermidina y glutation, como se explicd debidamente en la introduccion.
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4.4 Ensayos de inhibicidn contra TryS de otros parasitos de la familia de
tripanosomatidos.

Dada la actividad que mostraron los fosfinopéptidos contra TryS de T. cruzi, y la
relevancia de este resultado, estos compuestos fueron ensayados contra TryS de los parasitos
L. majory T. brucei., pertenecientes al igual que T. cruzi a la familia de los tripanosomatidos.

Los resultados obtenidos se resumen a en la Tabla 4.6 .

TryS de L. major TryS de T. brucei

Compuesto % inhibicion ICg, (uM) % inhibicidn ICso (UM)

(500 pM) (500 uM)
143 86 51 86 52
144 71 106 86 66
145 82 144 99 23
146 74 190 78 229
147 59 354 60 168
148 78 159 70 160

Tabla 4.6. Accion inhibitoria de los fsfinopéptidos sobre la TryS de L. major y T. brucei.

Manteniendo la tendencia encontrada en T. cruzi, los compuestos con mayor potencia,
se encuentran, para TryS de estos parasitos, entre los derivados de cadena alquilica mas

corta.

Si bien la potencia de los fosfinopéptidos fue menor, estos resultados refuerzan la idea
de que efectivamente existe un blanco molecular que es comun a todos los miembros de la
familia de los tripanosomatidos. O sea que el hallazgo de un inhibidor potente de esta enzima
puede redundar en el avance en el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos de todo

el conjunto de enfermedades producidas por esta familia de parasitos.
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4.5 Ensayos de inhibicidn de crecimiento parasitario en T. cruzi

4.5.1 Introduccién

El parasito tripanosomatido T. cruzi presenta, al igual que los otros miembros de su
familia, un ciclo de vida complejo a lo largo del cual pasa por distintas formas morfologicas.
Es importante tener en cuenta dichas formas, y sus caracteristicas, al momento de realizar la

evaluacion de los potenciales inhibidores del crecimiento celular.

Elciclo de vidade T. cruzi (Figura 4.1) comprende tres formas morfologias principales.
Comienza con la ingesta de sangre infectada con tripomastigotes circulantes por parte del
vector. El tripomastigote es la forma flagelada e infectiva del parasito. Estos llegan al intestino
medio del insecto, donde cambian a la forma epimastigote, también flagelada pero no infectiva.
Alli se multiplica asexualmente y se dirige hacia la parte posterior del intestino y el recto
fijandose a la pared celular mediante su flagelo. En este sitio se transforman en tripomastigotes
metaciclicos, los cuales se desprenden cuando el insecto se vuelve a alimentar. En el momento
de la alimentacion, con sangre de humano u otro mamifero, deposita sus heces en la piel y es
alli cuando los tripomastigotes pueden llegar al torrente sanguineo del nuevo huésped a través
de la picadura u otra herida en la piel. Una vez en el torrente sanguineo de huésped, los
tripomastigotes invaden las células del mismo donde se diferencian a la forma no flagelada
amastigote replicandose en su citoplasma hasta producir la lisis celular. Finalmente, se

transforman nuevamente a tripomastigotes circulantes, cerrando asi el ciclo de vida. 2

Sin duda la forma amastigote es la clinicamente mas relevante del parasito en cuanto a
la evaluacion de una droga como inhibidor de esta parasitosis ya que es la forma en la que el
parasito se replica dentro del mamifero. Al mismo tiempo, y dado que la reproduccion del
parasito es intracelular, es la mas dificil de evaluar. Por este motivo, muchas veces la evaluacion
de un compuesto como inhibidor del crecimiento parasitario se realiza sobre la forma no
infectiva epimastigote. Esta forma de los parasitos se pueden cultivar y la evaluacion su division

celular en un medio de cultivo apropiado es simple.
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Etapas en el vector Etapas en el humano

Lavinchuca se alimenta con sangre
y los tripomastigotes metaciclicos pasan

alas heces para entrar en el humano . . .

° - o Los tripomastigotes metaciclicos
o por la herida de la picadura o N > .
penetran varias células en la picadura.
membranas mucosas A

Dentro de las célulasn se transforman

/ #’ 1 ’ G en amastigotes

Tripomastigote metaciclico =
en el |ntest|n0 C\'

Los amastigotes se dividen por
fision binaria de los tejidos

Multiplicacion en el |mest|no medio .
infectados

Lavinchuca se

% alimenta con sangre
e eingiere \

tripomastigotes

Epimastigotes en el g}‘ =
intestino medio A / _‘?}
A\ = Etapainfectiva f:}) v

. - Los amastigotes intracelulares
A= Etapa diagnéstica

se transforman en tripomastigortes,
luego salen de la célulay entran en
el torrente sanguineo

Figura 4.1 Ciclo de vidad de T. cruzi.

4.5.2 Ensayos sobre epimastigotes

Los derivados amida y sus precursores diprotegidos fueron evaluados contra
epimastigotes de T. cruzi por el Dr. Roberto Docampo en el la Universidad de Illinois at
Urbana-Champaign, U.S:A. Los derivados fosfinato fueron ensayados personalmente durante
una pasantia que realicé en el laboratorio de Parasitologia Molecular, Department of
Pathobiology and Center for Zoonoses, Research, College of Veterinary Medicine, University
of Illinois at Urbana-Champaign, U.S.A., bajo la supervision del Dr. Docampo, durante

septiembre y octubre de 2004.

Como se menciono en la introduccion, D’Silva et al. ensayaron la actividad biologica
de derivados de S-alquil glutation teniendo por blanco las enzimas del metabolismo de
tripanotiona.®* El compuesto 34 fue el principal compuesto de la serie con actividad contra T.
brucei (IC,, = 1,9 uM).* Los autores postularon que los grupos que bloqueaban los extremos

acido y amino de glutation convertian al mismo en una prodroga facilitando el ingreso del
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tripéptido a través de las membranas celulares al conferirle mayor liopofilicidad al mismo.
Una vez dentro de la célula, distintas estearasas y amidasas inespecificas se encargarian de
liberar la droga, es decir S-alquil glutation. Los derivados de amida lineal y fosfinato se
ensayaron contra epimastigotes de T. cruzi, cepa’Y en concentraciones de hasta 20 pg/ml.
Debido a los resultados obtenidos por D’Silvaen T. cruzi y T. brucei, también fueron evaluados
los precursores protegidos de los derivados amida lineal. En dicho trabajo, se evaluaron
ésteres de glutation S-alquilado, en los que el residuo de glutation se encontraba N,O diprotegido

al igual que estos precursores como es el caso del compuesto 34.

COBu  H O

v L
CszN’\/\n’ . I}IACOZBU

o < H
34 SBz
Sin embargo, en nuestro caso, ninguno de los derivados fosfinato, amida o sus

precursores fueron capaces de inhibir apreciablemente el crecimiento parasitario contra

epimastigotes de T. cruzi. 191

4.5.3 Ensayos sobre amastigotes

Aligual que los ensayos sobre epimastigotes de T. cruzi, los ensayos sobre amastigotes

los realicé personalmente durante la pasantia mencionada anteriormente.

A pesar de los resultados obtenidos en epimastigotes, nuestras drogas se ensayaron
contra amastigotes de T. cruzi ya que fueron potentes inhibidores de GspS y TryS. Por otro
lado, existen antecedentes de agentes antiparasitarios que, libres de actividad contra la forma
epimastigote, fueron potentes inhibidores contra la forma amastigote. Tal es el caso de los

bisfosfonatos 7-9, sintetizados en nuestro laboratorio.?>?

0 0
v _OH v _OH (\)\ _OH
HoN P=~0H P<oH PLon
-OH HzN -OH
HO ,P< HO P Ho ,poH
o OH OH o' "OH
7 8 9
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En la Tabla 4.7 se presentan los resultados obtenidos en estos ensayos.

% inhibiciéon
(50 uM)
143 0 >50 COOH

(@]
H
N\)L A~ -0H
144 0 >50 HZN/V\Q/ EG A
145 0 >50 7/

146 80 9,8 144, R = CH,CHg
147 65 14,2 146, R = (CH,)sCH

'R
148 45 >50 148, R
149, R

Compuesto ICg, (M)

149 31 >50

Tabla 4.7. Accion inhibitoria sobre el crecimiento parasitario contra amastigotes de T. cruzi.

Los derivados de cadena alquilica de 4 y 5 carbonos (compuestos 135 y 136,
respectivamente) fueron los mas potentes presentando valores de IC, de 9,8 uM y 14,2 uM
para 135y 136, respectivamente. Estos datos son comparables a los mostrados por WC-9
(5), también desarrollado en nuestro laboratorio (IC, = 18,1 uM). De hecho, este compuesto

se us6 como control positivo en los ensayos de inhibicion.

SRAS!
O/\/SCN

5

Aligual que los bisfosfonatos mencionados, estos son compuestos muy polares, por
lo que probablemente se dificulte el ingreso en el parésito en la forma extracelular epimastigote.
Es légico pensar, por otro lado, que el parasito se encuentre mas permeable en la forma
amastigote intracelular y, si bien el compuesto tiene que atravesar la membrana celular del
mamifero, ésta cuenta con mas mecanismos de transporte transmembrana que la célula

parasitaria.
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Dada la actividad encontrada en estos derivados resulto interesante evaluar la toxicidad
de los mismos frente a las células de mamifero utilizadas para dicho ensayo. Para ello, se
estudid por microscopia de contraste de fase el efecto de estas drogas mediante la observacion
del desprendimiento de las mismas de su monocapa, redondez y formacién de vacuolas.
Ademas, se evaluo la viabilidad de las células tratadas mediante microscopia de fluorescencia,
pudiendo diferenciarse a través de esta técnica, las células viables de las no viables luego del
tratamiento. El andlisis de estos ensayos arrojo que a una concentracion de 50 M, es decir,
la mayor concentracion utilizada en los ensayos de inhibicion del crecimiento del parasito,
estos compuestos no presentaban una diferencia apreciable con el control. Esta selectividad
encontrada es muy apreciable y no comun a todas las drogas con efecto antiparasitario
conocido. En efecto, antes de utilizar WC-9 como control positivo, se utilizo pentamidina,
antiparasitario utilizado en distintas tripanosomiasis y leishmaniasis, el cual result6 altamente
toxico destruyendo completamente los mioblastos infectados con tripomastigotes, aun a una

concentracion de 2,5 UM.
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5 Conclusiones

En este trabajo de tesis se han sintetizado derivados del tripéptido y-L-Glu-L-Leu-
Gli-OH, el cual se utilizé como estructura lider para el disefio de inhibidores contra GspS 'y
TryS. Los compuestos sintetizados se pueden dividir en dos grandes grupos en cuanto al tipo
de modificacion en el carboxilo terminal. Por un lado, los derivados de ésteres y amida del
tripéptido. Por otro lado, los compuestos en que se reemplazo el grupo carboxilo por un
grupo acido fosfinico. El primero de ambos grupos mostré ser susceptible a la actividad
amidasa encontrada en estas enzimas, eliminando toda potencial capacidad inhibitoria sobre
las mismas, quedando asi s6lo la actividad inhibitoria inherente al tripéptido libre. La primera
conclusion que surge de este trabajo, en un intentro por establecer una relacion estructura-
actividad, es que cualquier modificacion que se desee realizar sobre la estructura lider debe
evitar uniones potencialmente hidrolizables por el sitio amidasa, como uniones amida o éster
sobre el carboxilo terminal del tripéptido. El segundo grupo de compuestos no se vio afectado
por esta actividad amidasa, encontrandose dentro del mismo inhibidores potentes de GspS 'y
TryS. Se puede concluir entonces que la estrategia de incorporar un grupo mimético del
estado de transicion tetraédrico llevo a la obtencion de una nueva estructura lider poseyendo

un farmacdéforo simple.

La complejidad que traia aparejada la sintesis de derivados de poliaminas llevd a la
busqueda de compuestos sintéticamente mas accesibles. De esta forma, se lograron realizar
distintas modificaciones sobre el carboxilo terminal del tripéptido, cada una de estas con su
correspondiente serie homologada. Dentro de estas series homologadas, los derivados de
cadena alquilica de 3 a 5 &tomos de carbono 145, 146 y 147, fueron en los mas potentes en

los ensayos enzimaticos.

Una tendencia similar se observé en los ensayos de inhibicion contra amastigotes de
T cruzi, enlos cuales los derivados de cadena alquilica de menos de 4 carbonos no presentaron
actividad, encontrandose el maximo de potencia en el derivado de 4 4&tomos de carbono 146.
Es justamente en este ensayo en donde la serie homologada toma importancia en cuanto a la

incidencia de la longitud de la cadena alquilica sobre la lipofilicidad de los compuestos y ésta,
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a su vez, sobre la actividad bioldgica de los fosfinopéptidos. Se pudo verificar en este
experimento que es necesario un minimo de lipofilicidad para facilitar el ingreso de la droga al
organismo vivo a través de las membranas celulares. En este caso, y en las condiciones del

experimento, ese minimo fue de 4 atomos de carbono (146).

Finalmente, lo mas destacable de este trabajo de tesis es que por primera vez se
encontraron inhibidores del camino biosintético de tripanotiona cuya actividad enzimatica
correlaciona perfectamente con la actividad antiparasitaria in vitro, reforzando asi la validez
de tripanotiona sintetasa como blanco molecular para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos contra las distintas leishmaniasis y tripanosomiasis. Ademas, se dispone
de un farmacdéforo simple para su optimizacion posterior. Este hecho permitira en el futuro el

acceso a distintos peptidomeméticos con una gran diversidad estructural.

Se puede decir que se ha encontrado una nueva estructura lider en la que existen dos

partes bien definidas. Por un lado, una parte peptidica . Por otro lado, un &cido alquil fosfinico.

Teniendo en cuenta esta estructura como punto de partida para nuevas optimizaciones,
ambas partes son facilmente modificables seglin el esquema sintético seguido. Las nuevas
optimizaciones tendran que tener en cuenta los problemas afines al disefio de drogas tales
como la estabilidad metabdlica, penetracion de las paredes celulares o la biodisponibilidad.
En relacion al primer punto, el desarrollo de peptidomiméticos que retengan la unidad
farmacoforica podria llevar a drogas metabolicamente estables con retencion de la actividad
bioldgica ya que, como es sabido, el principal problema de las drogas peptidicas son sus

tiempos de vida cortos.
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6.1 Generalidades

Solventes anhidros y reactivos sensibles a la humedad: los solventes utilizados
fueron de calidad “para analisis” o superior. El tetrahidrofurano, el éter y el tolueno se destilaron
previamente sobre sodio-benzofenona, el cloruro de metileno y acetonitrilo se reflujaron sobre
pentoxido de fosforo y se almacenaron sobre tamices moleculares (4 ), la dimetilformamida
se utilizé como fue alquirida de Aldrich. En todos los casos, las reacciones con solventes o
reactivos sensibles a la humedad se llevaron a cabo con material de vidrio previamentre

flameado y bajo atmdsfera de nitrégeno o argon.

Puntos de fusion: se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y no estan

corregidos.

Espectroscopia IR: los espectros IR se tomaron en film delgado o en pastillas de

KBr con un espectrometro Nicolet Magna IR 550 FT-IR.

Resonancia magnética nuclear: Los espectros de resonancia magnética nuclear
se realizaron en espectrometros Bruker AC-200 (200,13 MHz para '"H y 50,32 MHz para
BC) y AM-500 (500,15 MHz para 'H, 125,77 para *C y 202,45 MHz para *'P). Se
utilizaron, segun lo indicado en cada caso, los siguientes solventes deuterados: cloroformo-d,
metanol-d,, dimetilsulfoxido-d, y D,O en tubos de 5 mm de didmetro. Los desplazamientos
quimicos para RMN 'H estan expresados en la escala de 9, en partes por millon (ppm)
respecto a la resonancia del tetrametilsilano utilizado como referencia interna (0,00 ppm).
Las constantes de acoplamiento (J) estan expresados en Hz. Las sefales se indican en cada
caso como singulete (s), singulete ancho (sa), doblete (d), doble doblete (dd), doble doble
doblete (ddd), triplete (t), doble triplete (dt), triple triplete (tt), cuarteto (c), doble cuarteto
(dc), quintuplete (q), multiplete (m), multiplete AB (mAB). Los desplazamientos quimicos
para RMN 13C estdn expresados en ppm tomando como referencia el pico central
correspondiente a la sefnal del cloroformo-d (77,0 ppm). Los desplazamientos quimicos para
RMN 31P estan expresados en ppm tomando como referencia el pico correspondiente a la
senal de*'P del acido fosforico, utilizado como referencia interna o externa (0,00 ppm). En la

mayora de los casos, la asignacion de sefiales de ! H o *C se realizo utilizando una combinacion
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de técnicas mono y bidimensionales, como experimentos de correlacion homonuclear (COSY-
45)y heteronuclear (HETCOSY)). La multiplicidad de las sefales se determind por la técnica

de incremento libre de distorsion por transferencia de polarizacion (DEPT-135).

Espectrometria de masa: los espectros de masa electrospray-alta resolucion se
determinaron utilizando un espectrometro Micromass Q-Tof Ultima, el cual es un hibrido
cuadrupolo-tiempos de vuelo con capacidad EM/EM, Universidad de Illinois at Urbana-

Champaign, IL, USA.

Cromatografias en capa delgada: las cromatografias analiticas en capa delgada
(CCD) se realizaron utilizando la técnica ascendente en soportes de aluminio (Silicagel 60

F,.,, Merck). La deteccion se hizo por inmersion de las placas en una solucion de acido

sulfarico 10% en etanol, una solucion de Ce(S0O,), 0,1% p/vy Mo.O, (NH,), 5 % p/v en
H,SO, 10% y posterior calentamiento a 120°C, una solucion de ninhidrina en etanol 0,1% m/

vy posterior calentamiento o por deteccion al UV (A=254 nm).

Cromatografia en columna: se realizo utilizando como fase fija silicagel 60 de malla

230-400 (Merck). Los solventes de elucion se indican en cada caso.

Analisis elemental: los microanalisis fueron realizados por UMYMFOR (CONICET-
FCEyN) o Atlantic Microlab Inc., Norcross, GA, USA.
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6.2 Sintesis del tripéptido protegido (N-Benciloxicarbonil-L-glutamil-L-leucil-
glicina a-éster bencilico)

6.2.1 N-Benciloxicarbonil-L-glutamil-L-leucina o-éster bencilico (36)

1. HONSu/DCC (dioxano)
2. L-Leu, Et3N (THF/H,0)

O\-;/(O >

A una solucién de N-benciloxicarbonil-L-y-glutamato de o-bencilo (5,0 g, 13,46
mmol) y N-hidroxisuccinimida (1,8 g, 13,16 mmol) en 1,4-dioxano anhidro (100 mL) se
agreg6 diciclohexilcarbodiimida (4,17g, 20,20 mmol) a temperatura ambiente bajo atmosfera
de argdn. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 hs. El precipitado
blanco de diciclohexilurea se elimino por filtracion a través de un embudo de vidrio fritado y
se evapor¢ el solvente. El residuo se disolvio en THF anhidro (60 mL), y esta solucion se
agreg0 gota a gota sobre una solucion de L-leucina (2,12 g, 16,16 mmol) y trietilamina (2,25
mL, 16,16 mmol) en agua (30 mL). Esta mezcla se agité durante una hora a temperatura
ambiente. Se evapord el solvente , se resuspendio el residuo en agua (50 mL) y se ajusto el
pH a 1,0 con una solucidn acuosa de HCI 5%. Se extrajo esta suspension con acetato de
etilo (3 X 20 mL), se seco (Na,SO,) y se evaporo el solvente. El residuo se purifico por

cromatografia en columna (silica gel) eluyendo con una mezcal de CH,CL,-MeOH-AcOH
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(95:5:1) para dar 5,5 g (84% de rendimiento) de dipéptido protegido 36 como un sélido

blanco altamente higroscopico.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d,) § 0,81 (d, J = 6,3 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,86 (d, = 6,3
Hz, 3H, H,C,(8)Leu), 1,34-1,68 (m, 3H, H C(B)Leu, HC(y)Leu), 1,69-1,89 (m, 1H,
H.C(B)Glu ), 1,89-2,11 (m, 1H, H.C(B)Glu), 2,11-2,32 (m, 2H, H,C(y)Glu), 2,89-3,85
(sa, 1H, COOH), 4,02-4,25 (m, 2H, HC(o)Glu, HC(0)Leu), 5,03 (s, 2H, OCH_Ph), 5,13
(s,2H, OCH_Ph), 7,21-7,43 (m, 10H, Ph), 7,81 (d, J=7,9 Hz, 1H, NH), 8,01 (d,J=8,2
Hz, 1H, NH); RMN BC (50 MHz, CDCL) & 21,6 (C(8)Leu), 22,7 (C,(5)Leu), 24,7
(C(y)Leu), 27,9 (C(1)Glu), 32,0 (C(B)Glu), 40,8 (C(B)Leu), 51,1 (C(o)Leu), 53,6
(C()Glu), 66,9 (OCH,Ph), 67,1 (OCH,Ph), 127,9 (Ph), 128,0 (Ph), 128,2 (Ph), 128,3
(Ph), 128,4 (Ph), 135,1 (Ph), 136,0 (Ph), 156,4 (OCONH), 171,8 (CO), 172,6 (CO),
176,4 (CO).

6.2.2 N-Benciloxicarbonil-L-glutamil-L-leucil-glicina ai-éster bencilico (37)

o o 1. HONSu/DCC (dioxano) |

O H O

JL N 2. Gly, EtzN (THF/HzoL o) (@]

R ey SUT BN
N SRR

O )/ (e}
36 37

El compuesto 36 (2,64 g, 5,45 mmol) se traté con N-hidroxisuccinimida (0,78 g,

ik

6,54 mmol), diciclohexilcarbodiimida (1,69 g, 8,17 mmol) y glicina (0,49 g, 6,54 mmol)

siguiendo el mismo procedimiento que para la sintesis de 36.

El producto se purific6 por cromatografia en columna (silica gel) eluyendo con una mezcla de
CH,Cl,-MeOH-AcOH (95:1:1) a CH,Cl,-MeOH—AcOH (90:10:1) para dar 1,36 g (80%

de rendimiento) del tripéptido 37 como un so6lido blanco.
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pf 106-108 °C; RMN 'H (200 MHz, DMSO-d,) 8 0,80 (d,J=7,2 Hz, 3H, H,C (8)Leu),
0,84 (d, J = 7,2 Hz, 3H, H,C,(8)Lew), 1,29-1,67 (m, 3H, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 1,67
1,88 (m, 1H, H C(B)Glu), 1,88-2,10 (m, 1H, H,C(B)Glu), 2,11-2,36 (m, 2H, HC(})Glu),
2,87-3,96 (sa, 1H, COOH), 3,57 (s, 2H, CH,Gli), 4,00-4,17 (m, 1H, HC(0\)Glu), 4,18-
4,38 (m, 1H, HC(ot)Leu), 5,03 (s, 2H, OCH_Ph), 5,12 (s, 2H, OCH_Ph), 7,21-7,48 (m,
10H, Ph), 7,83 (d, 1H, J=7,5 Hz, NH), 7,92 (m, 1H, NH), 8,07 (d, J=7,5 Hz, 1H, NH);
RMN “C (50 MHz, CDCL,-CD,0D (95:5)) § 21,6 (C,(8)Leu), 22,7 (C,(8)Leu), 24,6
(C(y)Lew), 27,1 (CY)Glu), 31,8 (C(B)Glu), 40,4 (C(B)Lew), 43,0 (CH,Gli), 52,4 (C(0))Leu),
53,7 (C()Glu), 66,8 (OCH,Ph), 67,0 (OCH,Ph), 127,8 (Ph), 128,0 (Ph), 128,2 (Ph),
128,3 (Ph), 128,4 (Ph), 135,2 (Ph), 136,2 (Ph), 156,6 (OCONH), 172,2 (CO), 173,6
(CO), 173,7 (CO), 177,3 (CO).

6.3 Sintesis de derivados de poliamina

6.3.1 Proteccion del N* de espermidina

N, N*metilenespermidina (39)

HZNVN%NH2—> HN’\N’\/\’NH2
H  3HCI

38 39

Se dislovieron 2,7 g de triclorhidrato de espermidina (38, 10,6 mmol) en 50 mL de una
solucion acuosa de hidréxido de sodio (1,27 g, 31,8 mmol). Sobre esta solucion se agregaron
0,8 mL de solucion acuosa de formaldehido 37% (10,6 mmol) y se agit6 a temperatura
ambiente durante 30 min. bajo atmofera de nitrégeno. Se saturd la solucion con cloruro de

sodio y se extrajo con cloroformo (5 x 30 mL). Los extractos organicos combinados se
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secaron (Na,SO,) y se evaporaron para dar un 1,36 g (82%) de un aceite incoloro, €l cual

solidifico luego de almacenarlo un duranate dia a 5°C.

Solido blanco. RMN 'H (200 MHz, CDCl,) § 1,34-1,71 (m, 9H, CH,CH,CH,, NH_, NH),
2,25 (t,J="7,4 Hz, 2H,NCH,), 2,57 (t, = 7,3 Hz, 2H, NCH,), 2,70 (t, J = 6,5 Hz, 2H,
NCH,), 2,81 (t, J = 5,9 Hz, 2H, NCH,), 3,38 (s, 2H, NCH,N); RMN *C (50 MHz,
CDCl,) § 27,1 (CH,CH,CH,), 31,8 (CH,CH,CH,), 42,1 (CH,CH,CH,), 45,2 (NCH,),
53,1 (NCH,), 55,4 (NCH,), 69,9 (NCH_N).

N-benciloxicarbonil-N*,N*-metilenespermidina (40)

@)
HNAN/\/\’NHZ - @/\OHN\/\/I'\(\/\,NHZ

39 40

Se disolvieron 100 mg (0,67 mmol) de N!,N*-metilenespermidina (39) en agua (6 mL) a 0
°C. Se agreg06 sobre esa solucion cloroformiato de bencilo (54 L, 0,66 mmol) y se dejo
durante 3 hs con agitacion enérgica. Se hizo otro agregado de cloroformiato de bencilo (20
puL, 0,24 mmol) y se agit6 una hora a temperatura ambiente. Se extrajo con cloruro de
metileno (3 x 5 mL) y se llevo la fase acuosa (pH = 5) a pH = 10 con solucion de carbonato
de potasio 1M. Se extrajo con cloruro de metileno (6 x 5 mL). Los extractos orgéanicos
combinados se secaron con sulfato de sodio y se evaporaron a presion reducida, obteniéndose

40 mg (54%) de un aceite incoloro.

RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 1,30-1,76 (m, 8H, CH,CH,CH_,NH,), 2,41 (t,J= 6,9 Hz,
2H, NCH)), 2,59-2,77 (m, 4H, NCH,), 3,53 (t, J = 5,7 Hz, 2H, NCH,), 4,14 (s, 2H,
NCH)N), 5,13 (s, 2H, PhCH,0), 7,34 (sa, 5H, Ph). RMN "C (50 MHz, CDCL,) § 22,7
(CH,CH,CH,), 24,7 (CH,CH,CH,), 31,6 (CH,CH,CH,), 42,0 (CH,CH,CH,), 43,8
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(NCH,), 52,1 (NCH,), 52,8 (NCH,), 65,3 (NCH,N), 67,1 (PhCH,0), 127, 9 (Ph), 127.,9
(Ph), 128,4 (Ph), 136,8 (Ph).

6.3.2 Acoplamiento del tripéptido diprotegido 37 con N*-benciloxicarbonil-N* N*-

metilenespermidina

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil-N8(N?-

Benciloxicarbonil-N*,N*-metilenespermidina) (44)

@ 0 Og® 0 i

OO\'/O I o O)LN: N\.)LN N NN o
AL e YOO

R L ChA S

40

A una solucion de 37 (186,0 mg, 0,34 mmol), N-hidroxisuccinimida (122 mg, 1,00 mmol) en
dioxano anhidro (10 mL), se agregé DCC (212,6 mg, 1,00 mmol), bajo atmdsfera de argon
y se agito durante 16 hs a temperatura ambiente. Sobre esta mezcla de reaccion se agregod
una solucion de 40 (0,44 mmol) en dioxano (6 mL). La mezcla de reaccion se dejo 1 horaa
temperatura ambiente. Se filtré el precipitado blanco de DCU a través de un embudo de
vidrio fritado y se evapor6 el solvente. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en

columna (silicagel).

Sélido blanco; 57% de rendimiento; RMN 'H (500 MHz, CD,0D) 6 0,90 (d, J = 6,4 Hz,
3H, H,C Leu), 0,94 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H,C,Leu), 1,39-1,52 (m, 4H,
(CO)NCH,(CH,),CHN), 1,48-1,69 (m, 5H, HC(B)Leu, HC(y)Leu,
NCH,CH,CH,N(CO)), 1,84-1,95 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,13-2,24 (m, 1H, H C(B)Glu),
2,31-2,44 (m, 4H, H,C(y)Glu, (CO)NCH,(CH,),CH,N), 2,65-2,63 (m, 2H,
NCH,CH,CH,N(CO)), 3,06-3,19 (m, 2H, (CO)NCH,(CH,),CH,N), 3,46-3,56 (m, 2H,
NCH,CH,CH,N(CO0)), 3,66 (d, J = 16,6 Hz, 1H, CH Gli), 3,90 (d, J = 16,6 Hz, 1H,
CH,Gli), 4,13 (s, 2H,NCH,N), 4,14-4,22 (m, 1H, HC(c)Leu), 4,26 (dd, J=9,3,4,9 Hz,
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1H, HC(0))Glu), 5,07 (mAB, 2H, OCH _Ph), 5,10 (s, 2H, OCH,Ph), 5,15 (s, 2H, OCH_Ph),
7,19-7,43 (m, 15H, Ph). RMN *C (125 MHz, CD,0D) 822,1 (C,(8)Leu), 23,3 (C,(8)Leu),
24,1 (NCH,CH,CH,N(CO)), 25,1 ((CO)NHCH,CH,CH,CH,N), 25,9 (C(y)Leu), 28,0
((CO)NHCH,CH,CH,CHN), 28,1 (C(y)Glu), 32,4 (C(B)Glu), 40,1
((CO)NHCH,CH,CH,CHN), 41,1 (C(B)Leu), 43,6 (CH,Gli), 44,8
((CO)NHCH,CH,CH,CH\N), 53,2  (NCH,CH,CHN(CO)), 54,1
((CO)NHCH,CH,CH,CH,N), 54,2 (C(ot)Leu), 55,1 (C(a)Glu), 66,0 (NCH,N), 67,7
(OCH,Ph), 68,0 (OCH,Ph), 68,4 (OCH,Ph),128,8 (Ph), 129,0 (Ph), 129,1 (Ph), 129,3
(Ph), 129,5 (Ph), 129,6(Ph), 137,2 (Ph), 138,0 (Ph), 138,1 (Ph), 156,6 (OCONH), 158,7
(OCONH), 171,5 (CO), 173,5 (CO), 175,2 (CO), 175,6 (CO).

6.3.3 Proteccion de N8 de esperimidina

HN/\N/\/\/NHZ —_ > HNAN%N@

39 43

Ne&-bencilidén-N*,N*-metilenespermidina (43)

Una solucion de 1,0 g de 39 (6,34 mmol) en 30 mL de tolueno se tarté con benzaldehido
recién destilado (0,67 g, 6,34 mmol). La mezcla de reaccion se llevo a reflujo retirando el
agua de reaccion con una trampa de Dean-Stark. Se mantuvo el reflujo dorante 4 hs. y Se

evaporo el selvente a presion reducida, obteniéndose 1,52 g (98%) de un aceite verdoso.

RMN 'H (200 MHz, CDCL,)  1,35-1,80 (m, 7H, CH,CH,CH_, NH), 2,36 (t, J=7,4 Hz,
2H,NCH,), 2,50 (t, =7,3 Hz, 2H, NCH,), 2,58 (t, J = 5,7 Hz, 2H, NCH,), 2,81 (t, J =
6,0 Hz, 2H, NCH.), 3,22 (s, 2H, NCH,N), 3,62 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH,N=CH), 7,36-
7,48 (3H, Ph), 7,66-7,77 (2H, Ph), 8,27 (s, 1H, CHN=CHPn) ; RMN "°C (50 MHz,
CDC,) § 22,9 (CH,CH,CH,), 24,7 (CH,CH,CH,), 28,7 (CH,CH,CH,), 50,3 (NCH,),
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52,8 (NCH,), 54,8 (NCH,), 61,2 (NCH,N), 74,3 (CH,N=CH), 127,7 (Ph), 128,2 (Ph),
130,1 (Ph), 136,0 (Ph), 160,5 (CH,N=CH).

Né-bencil-N*,N*-metilenespermidina (47)

H
HNOSN SN NS - HN/\N/\/\/N\/©

43 47

Una solucion de 500 mg de 43 (2,04 mmol) en metanol (5 mL) se tratd con borohidruro de
sodio( 462 mg, 12,24 mmol) a 0 °C durante una hora. La mezcla de reaccion se trat6 con 30
mL de NaCl (s.s.) y 30 mL de diclorometano. Se separard la fase organica y la acuosa se
extrajo4 veces con 15 mL de diclorometano. Los extractos organicos combinados se secaron
con Na SO, anhidro y el solvente se evaporo a presion reducida y temperatura ambiente. Se
obtuvo 47 como un aceite verdoso el cual fue puificado por cromatografia en columna (silicagel)
utilizando una mezcla de diclorometano—metanol-amoniaco acuoso 25% en un proporcion

85:15:1, obteniéndose 343 mg (68%) de un aceite incoloro.

Aceite incoloro. RMN 'H (200 MHz, CDCl) 01,47-1,67 (m, 6H, CH,CH,CH,), 1,85 (sa,
2H,NH),2,18-2,33 (m, 2H, NCH,), 2,51-2,72 (m, 4H, NCH,), 2,80 (t, J= 5,9 Hz, 2H,
NCH,), 3,38 (s, 2H, NCH)N), 3,80 (s, 2H, PhCH,NH), 7,29-7,36 (3H, Ph); RMN "“C
(50 MHz, CDCI1,+ CD,0OD) 6 23,9 (CH,CH,CH,), 25,7 (CH,CH,CH,), 26,9
(CH,CH,CH,), 44,1 (NCH,), 48,2 (NCH,), 52,3 (NCH,), 54,7 (NCH,), 68,7 (NCH,N),
127,4 (Ph), 128,3 (Ph), 128,5 (Ph), 137,7 (Ph).
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6.4 Derivados de poliaminas aromaticas

| JOLO\?O o

0 Og°

ol i ey s O Y
o 7/ o HZN\/\/N\[}X 7/

45, X = pNO, ‘5‘(9)1 ; z ngz
46, X = 0NO, P 20 =02
47, X =pCl 51, X = pCl
48,X=H 52,X=H

6.4.1 Acoplamiento del tripéptido diprotegido 37 con las poliaminas aromaticas

Procedimiento general

Auna solucion de 37 (200,0 mg, 0,37 mmol), N-hidroxisuccinimida (131,5 mg, 1,11 mmol)
en dioxano anhidro (50 mL), se agreg6 DCC (228,5 mg, 1,11 mmol), bajo atmdsfera de
argon y se agitd durante 16 hs a temperatura ambiente. Sobre esta mezcla de reaccion se
agreg0 la poliamina correspondiente (0,44 mmol). La mezcla de reaccion se dejé entre 16 y
64 hs a temperatura ambiente. Se filtrd el precipitado blanco de DCU a través de un embudo
de vidrio fritado y se evapor? el solvente. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia

en columna (silicagel).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-3-(4-nitrofenil)

prop-1-ilamida (53)

Solido naranja; 93% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDC1,—CD,0D) 60,91(d,J=
5,9 Hz, 3H, H,C Leu), 0,95 (d, J= 6,2 Hz, 3H, H,C,Leu), 1,51-1,69 (m, 3H, HC()Leu,
HC(y)Leu), 1,70-1,82 (m, 2H, (CO)NHCH CH,CH,NHPh), 1,85-1,98 (m, 1H,
H C(B)Glu), 2,13-2,24 (m, 1H, H,C(B)Glu), 2,26-2,37 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,17 (t,J =
6,4 Hz, 2H, (CO)NH_(CH,) CH,NHPh), 3,21-3,33 (m, 2H, (CO)NH CH_(CH,),NHPh),
3,68 (d, J=16,7 Hz, 1H, CH Gli), 4,00 (d, J= 16,7 Hz, 1H, CH, Gli), 4,08-4,17 (m, 1H,
HC(o)Glu), 4,35 (dd, J=8,7,4,8 Hz, 1H, HC(ct)Leu), 5,08 (s, 2H, OCH,Ph), 5,14 (s, 2H,
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OCH,Ph), 6,51 (d, J=9,1 Hz, HPh(0NH)), 7,23-7,38 (m, 10H, Ph), 8,02 (d, J=9,1 Hz,
HPh(0NO,); RMN "C (50 MHz, CDC1,~CD,0D) 21,8 (C,(8)Leu), 22,7 (C,(8)Leu)*,
24,7 (C(y)Leu), 27,8 (CO)NHCH,CH,CH NHPh), 28,0 (C(y)Glu), 31,4 (C(B)Glu), 36,7
((CO)NH,(CH,) CH,NHPh), 39,8 ((CO)NH,CH,(CH,) NHPh), 39,9 (C(B)Leu), 42,9
(C()Gli), 53,2 (C(a)Lew), 53,5 (C(2))Glu), 66,9 (OCH,Ph), 67,1 (OCH,Ph), 110,6 (C-
0-NH), 126,3 (Ph), 127,7 (Ph), 127,9 (Ph), 128,0 (Ph), 128.3 (Ph), 128,4 (Ph), 134,9
(Ph), 135,9 (Ph), 136,7 (Ph), 153,8 (C-NH), 156,5 (OCONH), 171,8 (CO), 173.,4 (CO),
173,5 (CO).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil-3-(2-nitrofenil)-

prop-1-ilamida (54)

Sélido naranja; 73% de rendimiento; RMN "H (200 MHz, CDCl,) $ 0,92 (d, J= 6,2 Hz,
3H, H,C Leu), 0,95 (d,J=6,2 Hz, 3H, H,C,Leu), 1,51-1,71 (m, 4H, HC(B)Leu, HC(y)Leu,
NH), 1,75-1,96 (m, 3H, H C(B)Glu , (CO)NHCH,CH,CH NHPh), 2,14-2,33 (m, 3H,
H.C(B)Glu, H,C(y)Glu), 3,22-3,41 (m, 4H, (CO)NH,(CH,),CH NHPh,
(CO)NH,CH,(CH,),NHPh), 3,74 (dd, J = 16,3, 3,8 Hz, CH Gli), 3,93-4,18 (m, 3H, H, Gli,
HC(0)Glu), 4,35 (t, 3 = 7,7 Hz, 1H, HC(0)Leuw), 5,09 (s, 2H, OCH_Ph), 5,14 (s, 2H,
OCH,Ph), 5,63 (d, J=7,7 Hz, 1H,NH(CO)), 5,63 (sa, 1H, NH(CO)), 6,61 (ddd, J=8,6,
7,1, 1,3 Hz, 1H, ), 6,81 (d, J = 8,8 Hz, H-Ph-(0-NH)), 7,03 (s,a,, (CO)NH), 7,16 (sa,
(CO)NH), 7,22-7,48 (m, 11H, Ph), 8,11 (dd, J = 8,6, 1,6 Hz, H-Ph-(0-NO,); RMN *C
(50 MHz, CDCL-CD,0OD) & 21,6 (C (6)Leu), 22,7 (C,(8)Leu), 24,6 (C(y)Leu), 27,9
(CO)NHCH,CH,CH NHPh), 28,3 (C(y)Glu), 31,5 (C(B)Glu), 37,0
((CO)NH,(CH,) CH NHPh), 39,8 ((CO)NH,CH (CH,) NHPh), 40,3 (C(B)Leu), 42,9
(C(a)Gli), 53,0 (C(a)Lew), 53,3 (C(a)Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph)113,7 (C-0-
NH), 115,13 (C-p-NH), 126,7(Ph), 127,8 (Ph), 128,07 (Ph), 128,13 (Ph), 128.4 (Ph),
135,0 (Ph), 136,2 (Ph), 145,3 (Ph), 156,9 (OCONH), 169,8 (CO), 171,8 (CO), 173,3
(CO).
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N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-1-

propilaminofenilamida (55)

Solido blanco; 68% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 0,91 (d, J=5,9 Hz, 3H,
H.C Leu), 0,94 (d,J=6,2 Hz, 3H, H.,C, Leu), 1,49-2,04 (m, 6H, HC(3)Leu, HC(y)Leu,
NH, H C(B)Glu, 1H, , (CO)NHCH,CH,CH NHPh), 2,14-2,33 (m, 3H, H C(B)Glu,
H,C(y)Glu), 3,13 (t, J = 6,4 Hz, 2H, (CO)NH,(CH,),CH,NHPh),3,21-3,69 (m, 2H,
(CO)NH,CH,(CH,),NHPh), 3,69 (d, J = 16,3 Hz, CH Gli), 4,04 (d, J = 16,8 Hz, 1H,
CH,Gli), 4,12 (s,a,, 1H, HC(0)Glu), 4,37 (m, J = 7,3 Hz, 1H, HC(o)Leu), 5,10 (s, 2H,
OCH,Ph), 5,15 (s, 2H, OCH,Ph), 5,73 (d, J = 7,7 Hz, 1H, NH(CO)), 6,30 (d, J = 6,2 Hz,
1H, NH(CO)), 6,54-6,74 (m, 3H, Ph), 6,87 (d,J=5,1 Hz, 1H, (CO)NH), 6,89 (d, J=5,5
Hz, 1H, (CO)NH ), 7,13 (d,J=7,3 Hz, 1H, Ph), 7,17 (d, J=7,7 Hz, 1H, Ph), 7,28-7,40
(m, 10H, Ph); RMN "C (50 MHz, CDCL,) 6 21,9 (C (8)Leu), 22,8 (C,(6)Leu), 24,7
(C(y)Leu), 28,2 (CO)NHCH,CH,CH NHPh), 28,5 (C(y)Glu), 31,7 (C(B)Glu), 37,1
((CO)NH,(CH,),CH,NHPh), 40,2 ((CO)NH,CH(CH,),NHPh), 40,9 (C(B)Leu), 43,1
(C()Gli), 52,8 (C(a)Leu), 53,4 (C()Glu), 67,1 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 112,8 (C-
0-NH), 117,1 (C-p-NH), 127,0 (Ph), 128,2 (Ph), 128,48 (Ph), 128,59 (Ph), 129,2 (Ph),
135,1 (Ph), 136,1 (Ph), 148,2 (Ph), 156,4 (OCONH), 169,2 (CO), 171,8 (CO), 172,8
(CO).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-3-(2-

clorofenil)prop-1-ilamida (56)

Solido blanco; 58% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 60,90 (d,J=6,2Hz, 3H,
C,H,Leu), 0,93 (d, J=5,6 Hz, 3H, C H,Leu), 1,48-1,77 (m, 5H, HC(B)Leu, HC(y)Leu,
(CO)NHCH,CH,CH,NHPh), 1,79-2,00 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,08-2,29 (m, 3H,
H,C(B)Glu, H,C(y)Glu), 3,07 (t, = 6,4 Hz, 2H, (CO)NH,(CH,),CH,NHPh), 3,16-3,36
(m, 2H, (CO)NH,CH (CH,),NHPh), 3,70 (dd, J = 16,3, 5,1 Hz, CH Gli), 3,98 (dd, J =
16,3, 6,8 Hz, 2H, CH Gli), 4,01-4,18 (m, 1H, HC(0))Glu), 4,26-4,42 (m, 1H, HC(o)Leu),
5,07 (s, 2H, OCH,Ph), 5,13 (s, 2H, OCH,Ph), 5,78 (d, J = 8,8 Hz, 1H, NH(CO)), 6,51 (d,
J=28,8 Hz, 1H, HPh(0NH)), 6,96 (d, J=5,5 Hz, 1H, (CO)NH), 6,98 (d,J=5,9 Hz, 1H,
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(CO)NH), 7,08 (d, J= 8,8 Hz, 1H, HPh(mNH)), 7,22-7,70 (m, 10H, Ph); RMN *C (50
MHz, CDCL)) & 21,8 (C(8)Leu), 22,7 (C,(8)Leu), 24,7 (C(y)Leu), 28,1
((CO)NHCH,CH,CH ,NHPh), 28,3 (C(y)Glu), 31,7 (C(B)Glu), 36,9
((CO)NH,(CH,),CH NHPh), 40,2 ((CO)NH,CH (CH,),NHPh), 40,8 (C(B)Leu), 43,1
(C()Gli), 52,8 (C(0)Lew), 53,4 (C(a)Glu), 67,1 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 113,8
(CONH), 121,4 (CpNH), 127,9 (Ph), 128,2 (Ph), 128,48 (Ph), 128,56 (Ph), 128,9 (Ph),
135,0 (Ph), 136,1 (Ph), 146,8 (Ph), 156,4 (OCONH), 169,3 (CO), 171,8 (CO), 172,9
(CO).

6.4.2 Hidrogendlisis de los grupos protectores

o0
N ¢ H H H HO O o
)L = N\)L N A~UN Ha, Pd/C (MeOH) = H H H
H -, Ne~N
[:] ° H/\/\g < H/\g \Q e HZN/\/\g \E)LH/\P), \@
T . . R
49, X = pNO, 53, R = p-NH,.2HCI
52, X=H 56, R = H

Procedimiento general

A una solucion del compuesto protegido (0,1 mmol) en metanol (10 mL), en presencia
de paladio sobre carbono (5%) se trat6 con hidrogeno a 1 atm durante una hora. La mezcla

se filtré a través de un filtro de vidrio fritado y se evapord el solvente.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-3-(4-aminofenil)prop-1-ilamida . 2HCI (57)

Sélido blanco; 32% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 00,93 (d,J=6,2 Hz,
3H,H,C Leu),0,97 (d,J=6,2Hz, 3H,H,C Leu), 1,52-1,81 (m, 3H, HC(B)Leu, HC(y)Leu),
1,92-2,12 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,12-2,32 (m, 2H, (CO)NHCH,CH,CH ,NHPh), 2,50-
2,98 (m, 1H, H,C(B)Glu), 3,25-3,54 (m, 4H, (CO)NH,(CH,),CH NHPh,
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(CO)NH,CH,(CH,) NHPh), 3,79 (d, =175 Hz, 1H, CH Gli), 3,88 (d, J=17,5 Hz, 1H,
CH,Gli), 4,09 (dd, = 12,2, 6,0 Hz, 1H, HC(0t)Glu), 4,27 (t, = 6,7 Hz, 1H, HC(0:)Leu),
7,67 (d,J = 8,4 Hz, 2H, Ph), 8,59 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ph); RMN "*C (50 MHz, CD30D)
§22,0 (C,(8)Leu), 23,4 (C,(3)Leu), 25,9 (C(y)Leu), 26,95 (CO)NHCH,CH,CH,NHPh),
27,03 (C(y)Glu), 32,0 ((CO)NH,(CH,),CH NHPh), 32,1 (C(B)Glu), 36,9
((CO)NH,CH (CH,) NHPh), 41,3 (C(B)Leu), 43,8 (C(a)Gli), 53,6 (C(0)Leu), 54,2
(C(0)Glu), 126,1 (Ph), 126,5 (Ph), 133,3 (Ph), 137,6 (Ph), 172,8 (CO), 174.8 (CO), 175,8
(CO)

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-3-(4-fenil)prop-1-ilamida (60)

Sélido blanco; 96% de rendimiento; RMN 'H (500 MHz, CD,0D) 6 0,93 (d, J=6,5 Hz,
3H, H,C Leu), 0,96 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H,C, Leu), 1,60 (t, J = 7,1 Hz, 2H, HC(3)Leu),
1,65-1,72 (m, 1H, HC(y)Leu), 1,80 (c, 2H, J = 6,8 Hz, (CO)NHCH,CH,CH NHPh),
1,89-1,95 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,01-2,09 (m, 1H, H ,C(B)Glu), 2,35-2,41 (m, 2H,
H,C(y)Glu), 3,11 (t,J = 6,9 Hz, 2H, (CO)NH(CH,),CH,NHPh), 3,31 (t, J = 6,9 Hz, 2H,
(CO)NHCH,(CH,),NHPh), 3,57 (sa, 1H, HC(o)Glu), 3,73 (d, J = 16,9 Hz, CH Gli), 3,91
(d,J=16,9 Hz, 1H, CH Gli), 4,22 (m, J=7,8 Hz, 1H, HC(ct)Leu), 6,59 (t,J=7,3 Hz 1H,
H-Ph-p-NH), 6,64 (d, J=38,5 Hz, 2H, H-Ph-0-NH), 7,08 (dd, J =8,5, 7,3 Hz, H-Ph-m-
NH); RMN "*C (125 MHz, CD,0D) 22,0 (C (8)Leu), 23,3 (C,(6)Leu), 25,9 (C(y)Leu),
29,8 (C(y)Glu), 30,3 (CO)NHCH,CH,CH NHPh), 32,6 (C(B)Glu), 38,2
((CO)NH,(CH,),CH NHPh), 41,2 ((CO)NH,CH, (CH,),NHPh), 42,2 (C(B)Leu), 43,6
(C()Gli), 54,2 (C(o)Leun), 54,6 (C(cr)Glu), 114,2 (Ph), 118,0 (Ph), 130,0 (Ph), 150,1(Ph),
171,7 (CO), 174,3 (CO), 175,7 (CO).
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1. HONSuDCC (dioxano)

0 0 o

JCJ)\ Y H Pit 2. HO(CH),CHs 09%¢° | o
: N OH > = o
QTN O oY Y e
\7/ 0 0
37

60,n=0 65n=5
61,n=1 66,n=6
62,n=2 67,n=7
63,n=3 68,n=38
64,n=4 69,n=9

6.5 Sintesis de derivados de ésteres lineales

6.5.1 Acoplamiento del tripéptido 37 con los alcoholes

Procedimiento general

Auna solucion de 37 (200,0 mg, 0,37 mmol), N-hidroxisuccinimida (131,5 mg, 1,11
mmol) en dioxano anhidro (50 mL), se agregd DCC (228,5 mg, 1,11 mmol), bajo atmdsfera
de argén y se agitd durante 16 hs a temperatura ambiente. Sobre esta mezcla de reaccion se
agreg? el alcohol correspondiente (36,0 mmol para los alcoholes de hasta 5 &tomos de carbono,
y 3,60 mmol para los alcoholes de 6 a 10 atomos de carbono). La mezcla de reaccion se
dejo entre 16 y 64 hs a temperatura ambiente. Se filtr6 el precipitado blanco de DCU a
través de un embudo de vidrio fritado y se evapord el solvente. El crudo de reaccion se
purifico por cromatografia en columna (silicagel). El producto obtenido, con alto contenido
de DCU, se recristalizd, cuando fue posible, de isopropanol. Solamente se obtuvieron puros
los compuestos 57, y 58. Para el resto de los ésteres se cuantificé el contenido de DCU por

cromatografia gaseosa y se desprotegieron como tales.

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de metilo a-bencil éster (60)

Sélido blanco; 48,1 % de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 60,91(d,J=5,5Hz,
3H, H,C (6)Leu), 0,94 (d, J=5,1 Hz, 3H, H.C (8)Leu), 1,40-1,84 (m, 3H, H,C(B)Leu,
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HC(y)Leu), 1,87-2,11 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,11-2,37 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu),
3,71 (s, 3H, OCH)), 3,99 (d, J = 5,5 Hz, 2H, CH,Gli), 4,29-4,56 (m, 2H, HC(ct)Leu,
HC(o)Glu), 5,10 (s, 2H, OCH_Ph), 5,16 (s, 2H, OCH,Ph), 5,72 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH),
6,17 (d,J= 6,9 Hz, 1H, NH), 6,74 (d, J =4,9 Hz, 1H, NH), 7,34 (s, 10H, Ph); RMN 13C
(50 MHz, CDCL) § 22,0 (C (8)Leu), 22,8 (C,(3)Leu), 24,7 (C(y)Leu), 28,0 (C(y)Glu),
32,0 (C(B)Glu), 40,7 (C(B)Leu), 41,0 (CH,Gli), 51,5 (C(ot)Leu), 52,2 (C(ar)Glu), 67,0
(OCH,Ph), 67,2 (OCH,Ph), 128,1 (Ph), 128,2 (Ph), 128,40 (Ph), 128,44 (Ph), 128,6 (Ph),
135,2 (Ph), 136,2 (Ph), 156,3 (OCONH), 170,1 (CO), 171,8 (CO), 172,1 (CO), 172.4
(CO).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de etilo a--bencil éster (61)

Solido blanco; 45.8% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 6 0,90 (d, J= 6,6 Hz,
3H,H,C (8)Leu), 0,94 (d, J=6,6 Hz, 3H, H,C, (8)Leu), 1,24 (t,J=7.1 Hz, 3H, OCH,CH,),
1,49-1,77 (m, 3H, Leu H,C()Leu, HC(y)Leu), 1,83-2,04 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,05-2,28
(m, 1H, H,C(B)Glu), 2,36 (t,J = 7.1 Hz, 2H HC(y)Glu), 3,81 (d, J= 17,4 Hz, 1H, CH Gli),
3,94 (d,J=17,4Hz, 1H, CH,Gli), 4,05-4,29 (m, 1H, HC(ct)Leu), 4.14 (¢, J=7.1 Hz, 2H,
OCH,CH,), 4.45(dd,J=9,1, 5,9 Hz, 1H, HC(o)Glu), 5,07 (s, 2H, CH_Ph), 5,16 (s, 2H,
CH,Ph), 7,32 (s, 10H, Ph); RMN "*C (50 MHz, CDCl,) 6 14,0 (OCH,CH,), 22,0
(H,C (8)Leu), 22,8 (H,C (6)Leu), 24,7 (C(y) Leu), 28,1 (C(y)Glu), 32,0 (C(B)Glu), 40,7
(C(B)Leu), 41,2 (CH,Gli), 51,5 (C(a)Leu), 53,6 (C(o)Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,2
(OCH,Ph), 128,0 (Ph), 128,1 (Ph), 128,3 (Ph), 128,5 (Ph), 128,6 (Ph), 135,2 (Ph), 136,2
(Ph), 156,2 (OCONH), 169,7 (CO), 171,8 (CO), 172,1 (CO), 172,3 (CO).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-propilo a-bencil éster (62).

26% de rendimiento. 97.7% de pureza por CG; RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 4 0,84-0,95
(m, 9H, O(CH,),CH,, (H,C),(8)Leu), 1,48-1,76 (m, 5H, Leu H,C(f)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,CH,)), 1,87-2,10 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,11-2,35 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu),
3,99 (mABX, 2H, H,C(a)Gli), 4.11 (t, J = 6,8 Hz, 2H, OCH,CH, CH,), 4,31-4,55 (m, 2H,
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HC(ot)Glu, HC(aw)Leu), 5,10 (mAB, 2H, OCH,Ph), 5,16 (s, 2H, OCH_Ph), 5,80(d, = 7.8
Hz, NH), 6,34 (d, J = 8,0Hz, NH), 6,83 (m, 1H, NH), 7,34 (sa, 10H, Ph);

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-butilo a-bencil éster (63).

26% de rendimiento. 74.0% de pureza por CG . RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 0 0,85-0,98
(m, 9H, O(CH,),CH,, (H,C),(8)Leu), 1,20-1,39 (m, 2H, O(CH,),CH,CH,), 1,49-1,79
(m, 5H, Leu H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH,CH,CH,), 1,87-2,12 (m, 1H, H C(B)Glu),
2,11-2,36 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,99 (mABX, 2H, H,C(o)Gli), 4.12 (t,J = 6,8
Hz, 2H, OCH,(CH,),CH,), 4,28-4,55 (m, 2H, HC(0)Glu, HC(ct)Leu), 5,09 (mAB, 2H,
OCH,Ph), 5,17 (s, 2H, OCH,Ph), 5,87 (d, J = 8,4Hz, NH), 6,42 (d, J = 8,9 Hz, NH), 6,94
(m, 1H, NH), 7,35 (sa, 10H, Ph)

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-pentilo a-bencil éster (64).

67% de rendimiento. 68.6% de pureza por CG . RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 60,82-0,97
(m, 9H, O(CH,),CH,, (H,C),(6)Leu), 1,21-1,41 (m, 4H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,48-1,76
(m, 5H, Leu H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH,(CH,),CH,), 1,85-2,09 (m, 1H, H C(B)Glu),
2,09-2,34 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,97 (mABX, 2H, H,C(o)Gli), 4.10 (t, J= 6,8
Hz, 2H, OCH,(CH,),CH,), 4,31-4,57 (m, 2H, HC(0)Glu, HC(ct)Leu), 5,09 (mAB, 2H,
OCH,Ph), 5,16 (s, 2H, OCH,Ph), 5,86 (d, J = 8,0Hz, NH), 6,39 (d, J= 8,5 Hz, NH), 6,88
(m, 1H, NH), 7,34 (sa, 10H, Ph);

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-hexilo a-bencil éster (65).

87% de rendimiento 97.2% de pureza por CG . RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 6 0,83-0,96
(m,J=7,7Hz,3H, O(CH,),CH,, (H,C),(6)Leu), 1,19-1,41 (m, 6H, O(CH,) (CH,),CH,),
1,49-1,77 (m, 5SH, Leu H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH,(CH,),CH,), 1,86-2,02 (m, 1H,
H C(B)Glu), 2,09-2,33 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,96 (mABX, 2H, H,C()Gli), 4.09
(t, J =6,7 Hz, 2H, OCH,(CH,),CH,), 4,31-4,56 (m, 2H, HC(a)Glu, HC(a)Leu), 5,08
(mAB, 2H, OCH,Ph), 5,16 (s, 2H, OCH,Ph), 5,70 (d, J = 8,0Hz, NH), 6,18 (d, J = 7,9 Hz,
NH), 6,70 (t,J=5,1 Hz 1H, NH), 7,34 (sa, 10H, Ph);
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N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-heptilo a-bencil éster (66).

86% de rendimiento. 64.9 % de pureza (CG); RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 6 0,83-0,99 (m,
9H, (H,C),(6)Leu, O(CH,),CH,), 1,19-1,39 (sa, 8H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,47-1,77 (m,
5H, Leu H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH,(CH,),CH,), 1,89-2,11 (m, 1H, H C(B)Glu),
2,13-2,35 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,98 (d, J= 5,3 Hz, 2H, H,C(a0)Gli), 4.11 (t, J
=6,8 Hz, 2H, OCH(CH,),CH,), 4,31-4,56 (m, 2H, HC(c)Glu, HC(a)Leu), 5,10 (mAB,
2H, OCH_Ph), 5,17 (s, 2H, OCH_Ph), 5,73 (d, J=7,5Hz, NH), 6,18 (d, J= 6,5 Hz, NH),
6,70 (m, 1H, NH), 7,36 (sa, 10H, Ph)

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-octilo a-bencil éster (67).

65% de rendimiento 68.3 % de pureza por CG. RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 6 0,88 (t, J =
7,7Hz, 3H, O(CH,),CH,), 0,91 (d,J= 5,8 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,93 (d, J= 5,9 Hz, 3H,
H.C,(8)Leu), 1,18-1,34 (sa, 10H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,48-1,80 (m, 5H, Leu H,C()Leu,
HC(y)Leu, OCH,CH (CH,).CH,), 1,87-2,05 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,09-2,31 (m, 3H,
H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,98 (d, J = 5,4 Hz, 2H, H,C(a)Gli), 4.10 (t, J = 7,0 Hz, 2H,
OCH,(CH,),CH,), 4,30-4,51 (m, 2H, HC(0))Glu, HC(ov)Leu), 5,09 (mAB, 2H, OCH,Ph),
5,16 (s, 2H, OCH,Ph), 5,70 (d, J = 8,0Hz, NH), 6,18 (d, J = 7,5 Hz, NH), 6,70 (m, 1H,
NH), 7,32 (sa, 10H, Ph)

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-nonilo a-bencil éster (68).

85% de rendimiento 75.6 % de pureza por CG. RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 6 0,88 (t, J =
7,7Hz,3H, O(CH,).CH,), 0,90 (d, J=5,9 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,93 (d,J=5,9 Hz, 3H,
H.C,(8)Leu), 1,20-1,37 (sa, 12H, O(CH,),(CH,) ,CH,), 1,49-1,78 (m, 5H, Leu H,C()Leu,

158



Capitulo 6 Parte experimental

HC(y)Leu, OCH,CH,(CH,).CH,), 1,86-2,06 (m, 1H, H.C(B)Glu), 2,11-2,35 (m, 3H,
H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,98 (d, J = 5,3 Hz, 2H, H,C(0)Gli), 4.11 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
OCH,(CH,).CH,), 4,33-4,54 (m, 2H, HC(0))Glu, HC(ot)Leu), 5,10 (mAB, 2H, OCH_Ph),
5,17 (s, 2H, OCH_Ph), 5,74 (d, J = 8,1 Hz, NH), 6,20 (d, J = 7,7 Hz, NH), 6,71 (m, 1H,
NH), 7,35 (sa, 10H, Ph);

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil-L-leucilglicinato de 1-decilo a-bencil éster (69).

63% de rendimiento 81,6% pureza por CG; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 60,88 (t,J=6,8
Hz, 3H, OCH,CH,), 0,90 (d, J = 6,0 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,93 (d, J = 6,0 Hz, 3H,
H,C,(8)Leu), 1,20-1,36 (sa, 14H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,48-1,79 (m, 5H, Leu H,C()Leu,
HC(y)Leu, OCH,CH(CH,).CH,), 1,85-2,08 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,12-2,32 (m, 3H,
H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,98 (d, J = 5,5 Hz, 2H, H,C(a)Gli), 4.11 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
OCH,(CH,),CH,), 4,32-4,54 (m, 2H, HC(0))Glu, HC(a)Leu), 5,09 (mAB, 2H, OCH,Ph),
5,17 (s,2H, OCH,Ph), 5,72 (d, J=7,6 Hz, 1H,NH), 6,17 (d, J= 8,3 Hz, 1H, NH), 6,68
(m, 1H, NH) 7,32 (sa, 10H, Ph).

6.5.2 Hidrogendlisis de los grupos protectores

a,

\é Hy, Pd/C (MeOH) HO\/_{O o
=z —_— = H
OJLH/\/\[rN\:)LN/\([DrO\(CHz)nCHa HN /\/\H,N\_)LN/\H,O (CHy).CHs
o _>/ o} =>/ o}

70,n=0 75,n=4
71,n=1 76,n=5
72,n=2 77,n=6
73,n=3 78,n=7
74,n=4 79,n=8

Procedimiento general
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A una solucion del éster protegido (0,1 mmol) en metanol (10 mL), en presencia de
paladio sobre carbono (5%) se tratd con hidrogeno a 1 atm durante una hora. La mezcla se
filtr6 a través de un filtro de vidrio fritado y se evaporo el solvente. El residuo se purifico por

cromatografia en columna eluyendo con una mezcla de AcoEt—MeOH (80:20).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de metilo (70)

Aceite incoloro; 100% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0OD) 00,92 (d,J=6,2Hz,
3H, H,C (8)Leu), 0,96 (d, J= 6,0 Hz, 3H, H.C,(8)Leu), 1,54-1,80 (m, 3H, H,C()Leu,
HC(y)Leu), 1,53-1,84 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,42-2,60 (m, 2H, H C(y)Glu), 3,61 (t, J =
6,4 Hz, 1H, HC(o))Glu), 3,70 (s, 3H, OCH,), 3,85 (d, J= 17,3 Hz, 1H, H Gli), 3,97 (d, J
=17,3 Hz, 1H, H Gli), 4,39 (dd, J, = 9,1, 5,5 Hz, 1H, HC(o)Leu); RMN "C (50 MHz,
CD,0D) 621,9 (C (6)Leu), 23,4 (C,(8)Leu), 25,9 (C(y)Leu), 27,9 (C(y)Glu), 32,9 (C(B)
Glu), 41,7 (C(B)Leu)*, 41,8 (CH,Gli)*, 52,6 (OCH,), 53,4 (C(a)Leu), 55,5 (C(ar)Glu),
171,7 (CO), 173,9 (CO), 175,0 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de etilo (71)

Aceite incoloro; 100% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0OD) 60,92 (d,J=6,2Hz,
3H,H,C (8)Leu), 0,96 (d,J=6,6 Hz, 3H, H,C,(8)Leu), 1,25 (t, J="7,1 Hz, 3H, OCH,CH,),
1,52-1,79 (m, 3H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 2,01-2,26 (m, 2H, H C(B)Glu), 2,41-2,62 (m,
2H, H,C(y)Glu), 3,71 (t, 1H, J= 6,0 Hz, HC(o1)Glu), 3,83 (d, J = 17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,96
(d, J = 17,5 Hz, 1H, H,Gli), 4,14 (c, 2H, OCH,CH,), 4,63 (dd, J= 9,0, 5,7 Hz, 1H,
HC(a)Leu); RMN BC (50 MHz, CD,0D) 6 14,5 (OCH,CH,), 21,9 (C (8)Leu), 23,4
(C,(0)Leu), 25,9 (C(y)Leu), 27,7 (C(y)Glu), 32,8 (C(B)Glu), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0
(CH,Gli)*, 53,4 (C(oLeu), 55,3 (C(o)Glu), 62,3 (OCH,CH,), 171,2 (CO), 172,4 (CO),
174,9 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-propilo (72)
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Aceite incoloro; 73% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 6 0,93 (d, J=5,9 Hz,
3H, H,C (8)Leu), 0,95 (t, J = 7,5 Hz, 3H, O(CH,),CH,), 0,96 (d, J = 6,4 Hz, 3H,
H,C,(8)Leu), 1,56-1,78 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH CH,), 1,93-2,25 (m,
2H, H,C(B)Glu), 2,41-2,58 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,56-3,69 (m, 1H, HC(ct)Glu), 3,86 (d, J
= 17,2 Hz, 1H, HGli), 3,98 (d, J = 17,5 Hz, 1H, H.Gli), 4,08 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
OCH,CH,CH,), 4,41 (dd,J=8,6, 5,7 Hz, 1H, HC(ot)Leu); RMN 1*C (50 MHz, CD,OD)
810,6 (O(CH,),CH,), 21,8 (C.H,Leu), 23,0 (C,H,Leu), 25,9 (C(y)Leu),), 27,9 (C(y)Glu),
32,9 (C(B)Glu), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53.4 (C(cr)Leu), 554 (C(ct)Glu), 67.8
(OCH,CH,CH,), 171,3 (CO), 173,8 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-butilo (73)

Aceite incoloro; 67% de rendimiento; RMN 'H (500 MHz, CD,0OD) 8 0,92 (d, J = 6,4 Hz,
3H, H,C (d)Leu), 0,94 (t, J = 7,4 Hz, 3H, O(CH,),CH,), 0,96 (d, J = 6,4 Hz, 3H,
H.C,(d)Leu), 1,35-1,46 (m, 2H, O(CH,),CH,CH,), 1,55-1,68 (m, 4H, H,C(B)Leu,
OCH,CH,CH,CH,), 1,68-1,76 (m, 1H, HC(y)Leu), 2,00-2,09 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,09-
2,19 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,43-2,58 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,60-3,66 (m, 1H, HC(0)Glu),
3,85(d,J=17,5Hz, 1H,H Gli), 3,95 (d,J=17,5 Hz, 1H, H Gli), 4,11 (t, ) = 6,5 Hz, 2H,
OCH,(CH,),CH,), 4,39 (dd, J = 9,7, 5,1 Hz, 1H, HC(o)Leu); RMN “C (125 MHz,
CD,0D) 6 13,9 (O(CH,),CH,), 20,1 (O(CH,),CH,CH,), 21,8 (C (d)Leu), 23,4
(C,(0)Leu), 25,9 (C(y)Leu),), 27,9 (C(y)Glu), 31,7 (OCH,CH,CH,CH,), 32,9 (C(B)Glu),
41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(oy)Leu), 55,5 (C(a)Glu), 66,1
(OCH,(CH,),CH,), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO)

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato 1-pentilo (74)

Aceite incoloro; 97% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 60,84-1,00 (m, 9H,
O(CH,),CH,, H.C (8)Leu, H,C (6)Leu), 1,23-1,43 (m, 4H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,52-
1,77 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu, OCH,CH,(CH,),CH,), 1,97-2,23 (m, 2H,
H,C(B)Glu), 2,41-2,60 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,54-3,69 (m, 1H, HC(o))Glu), 3,84 (d, J =
17,1 Hz, 1H, H Gli), 3,96 (d, J = 17,5 Hz, 1H, H Gli), 4,10 (t, J = 6,4 Hz, 2H,
OCH,(CH,),CH,), 4,41 (dd, J = 8,6, 5,7 Hz, 1H, HC(ar)Leu); RMN "C (50 MHz,
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CD,0D) § 14,3 (O(CH,),CH,), 21,8 (C(3)Leu), 23,3 (O(CH,),CH,CH,), 23,4
(C,(8)Leu), 25,9 (C(y)Leu), 27,9 (C(y)Glu), 29,4 (O(CH,),CH,CH,CH,), 32,9 (C(B) Glu),
34,7 (OCH,CH,(CH,),CH,), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(ct)Leu), 55,4
(C(o)Glu), 66,4 (OCH,(CH,),CH,), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO)

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-hexilo (75)

Aceite incoloro; 97% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0OD) 6091 (t,J=6,6Hz,
3H,O(CH,),CH,),0,93 (d, J=6,2 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,97 (d, J = 6,2 Hz, H,C,(d)Leu),
1,26-1,41 (m, 6H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,52-1,80 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,(CH,),CH,), 1,96-2,25 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,40-2,60 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,63 (t,J=6,2Hz, 1H, HC(2))Glu), 3,86 (d, J=17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,98 (d, J= 17,5 Hz,
1H, H Gli), 4,09 (t, J = 6,4 Hz, 2H, OCH,(CH,),CH,), 4,41 (dd, J = 9,0, 6,0 Hz, 1H,
HC(oLeu); RMN "*C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,3 (O(CH,).CH,), 21,9 (C (8)Leu), 23,5
(C,(0)Leu), 23,6 (O(CH,),CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 26,7 (O(CH,),CH,CH,CH,), 27,9
(C(y)Glu), 29,7 (O(CH,),CH (CH,),CH,), 32,6 (OCH,CH,(CH,),CH,), 32,9 (C(B) Glu),
41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(o)Leu), 55,4 (C(a)Glu), 66,3
(OCH,(CH,)),CH)), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-heptilo (76)

Aceite incoloro; 73% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0OD) 00,91 (t,J=7,1 Hz,
3H,O(CH,)),CH,),0,93 (d, J=5,9 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,97 (d, J = 6,2 Hz, H,C (8)Leu),
1,23-1,46 (m, 8H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,53-1,80 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,(CH,),CH,), 1,93-2,24 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,43-2,66 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,62 (t,J=6,0 Hz, 1H, HC(0))Glu), 3,85 (d, J= 17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,97 (d, J= 17,2 Hz,
1H, H Gli), 4,11 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCH_(CH,)),CH,), 4,41 (dd, J = 9,0, 5,7 Hz, 1H,
HC(oLeu); RMN "C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,4 (O(CH,),CH,), 21,9 (C (6)Leu), 23,4
(C,(0)Leu), 23,6 (O(CH,).CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 26,9 (O(CH,),CH,CH,CH,), 27,9
(C(y)Glu), 29,7 (O(CH,),CH,(CH,),CH,), 30,0 (O(CH,),CH,(CH,),CH,), 32,9 (C(B)Glu,
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OCH,(CH,).CH,), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(a)Leu), 55,5 (C(o))Glu),
66,3 (OCH,(CH,),CH,), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-octilo (77)

Aceite incoloro; 58% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz , CD,0OD) 60,89 (t,J=6,2 Hz,
3H,0O(CH,).CH,), 0,91 (d,J=5,5Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,95 (d, J= 6,2 Hz, H,C (6)Leu),
1,21-1,43 (m, 10H, O(CH,),(CH,).CH,), 1,51-1,78 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,(CH,),CH,), 1,89-2,25 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,38-2,60 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,54-3,69 (m, 1H, HC(o)Glu), 3,84 (d, J= 17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,96 (d, J=17,9 Hz, 1H,
H.Gli), 4,10 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCH_(CH,),CH,), 4,39 (dd, J = 7.5, 5,7 Hz, 1H,
HC(o)Leu); RMN "C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,4 (O(CH,),CH,), 21,8 (C (6)Leu), 23,4
(C,(0)Leu), 23,7 (O(CH,),CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 26,9 (O(CH,),CH,CH,CH,), 27,8
(C(y)Glu), 29,7 (O(CH,),CH,(CH),CH,), 30,3 (O(CH,),CH,(CH,),CH,,
O(CH,),CH,(CH,),CH,), 32,6 (C(B) Glu), 32,9 (OCH,CH_(CH,),CH,), 41,8 (C(B)Leu)*,
42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(a)Leu), 55,5 (C(a)Glu), 66,4 (OCH,(CH,),CH,), 171,3 (CO),
174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO).

L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-nonilo (78)

Aceite incoloro; 69% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 6 0,89 (t, J=7,1 Hz,
3H,O(CH,)),CH,),0,92(d, J=5,9 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,96 (d, J= 6,2 Hz, H.C (6)Leu),
1,20-1,45 (m, 12H, O(CH,),(CH,).CH,), 1,52-1,78 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,(CH,) ,CH,), 1,89-2,24 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,41-2,62 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,60 (t,J=6,4 Hz, 1H, HC(a))Glu), 3,84 (d, J= 17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,96 (d, J= 17,5 Hz,
1H, H Gli), 4,10 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCH,(CH,),CH,), 4,39 (dd, J = 9,1, 5,9 Hz, 1H,
HC(o)Leu); RMN "*C (50 MHz, CD,OD) 6 14,4 (O(CH,),CH,), 21,9 (C (8)Leu), 23,5
(C,(0)Leu), 23,7 (O(CH,),CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 27,0 (O(CH,) ,CH,CH,CH,), 27,9
(C(y)Glw), 29,7 (O(CH,,CH,(CH,),CH,), 30,3 (O(CH,),CH,(CH,),CH,
O(CH,),CH,(CH,),CH,), 30,6 (O(CH,),CH(CH,).CH)), 32,9 (C(B)Glu), 33,0
(OCH,CH,(CH,),CH,), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4 (C(o)Leu), 55,4
(C()Glu), 66,4 (OCH,(CH,).CH,), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO), 175,6 (CO).
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L-y-Glutamil-L-leucilglicinato de 1-decilo (79)

Aceite incoloro; 60% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 00,90 (t,J=6,0 Hz,
3H, O(CH,),CH,), 0,93 (d, J=5,9 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,97 (d, J = 6,2 Hz, H,C,(8)Leu),
1,21-1,44 (m, 12H, O(CH,),(CH,),CH,), 1,54-1,79 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,
OCH,CH,(CH,) ,CH,), 1,91-2,26 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,39-2,60 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,54-3,67 (m, 1H, HC(0)Glu), 3,83 (d, J= 17,5 Hz, 1H, H Gli), 3,96 (d, J= 17,5 Hz, 1H,
H.Gli), 4,10 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCH_(CH,),CH,), 4,39 (dd, J = 8,6, 6,8 Hz, 1H,

ONSUW/EDC (DMF)

1. H
O\_?O o 2. NH,(CH,),CHj, EtsN (DMF) o o\éo

0 H 0
J 2 N oH —> = N y
@/\o H/\/\g é\7/{:"/\9’/ ©/\O Hz\/\[or \;LH/\g (CHz)nCHS
. T
80,n=0 84,n=4
81,n=1 85n=5

82,n=2 86,n=6
83,n=3 87,n=7

ONSUEDC (DMF)

000 y o ;:EHZ(CHZ)nCHg,EtSN(DMF) 000 o
oz NN OH —> = H (CH)n
N N
LY SRERS G
\7/ (0] >/ (0]
37
9%,n=1
97,n=2

HC(0:)Leu); RMN 1C (50 MHz, CD,0D) § 14,4 (O(CH,),CH,), 21,9 (C,(8)Leu), 23,5
(C,(8)Leu), 23,7 (O(CH,),CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 27,0 (O(CH,).CH,CH,CH,), 27,9
(C(y)Glu), 29,7 (O(CH,),CH,(CH,),CH,), 30,4 (O(CH,),CH,(CH,),CH,
O(CH,),CH,(CH,),CH,), 30,6 (O(CH,),CH,(CH,).CH,, O(CH,) CH,(CH,) .CH,), 32,9
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(C(B)Glu), 33,0 (OCH,CH,(CH,) CH,), 41,8 (C(B)Leu)*, 42,0 (CH,Gli)*, 53,4
(C(0)Leu), 55,4 (C(0))Glu), 66,4 (OCH,(CH,),CH,), 171,3 (CO), 174,0 (CO), 175,1 (CO),
175,6 (CO).

6.6 Sintesis de derivados de aminas lineales y ciclicas

6.6.1 Acoplamiento con el tripéptido diprotegido 37

Todos los derivados se prepararon de manera analoga a excepcion de los de uno 'y
dos atomos de carbono en su cadena alquilica; en este caso, se partio del clorhidrato de la

amina, la cual se liber6 in situ con 10 equivalentes de trietilamina.

Procedimiento general

A una solucion del tripéptido 37 (100 mg, 0,185 mmol) y N-hidroxisuccinimida en
DMEF anhidra (5 mL) se agregd clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDC; 177 mg, 0,92 mmol) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argon. La mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 hs. Luego, se agregd la amina

correspondiente (0,22 mmol) y la mezcla se dejo agitando durante una hora mas.

Luego se particiono entre ACOEt (20 mL) y NaCl (s.s.) (20 mL). La fase acuosa se lavé con
HCl (ac.) 5% (2 x 20 mL). La fase orgénica se sec6 (Na,SO,) y se evaporo el solvente. El
producto se purifico por cromatografia en columna (silica gel) empleando mezclas de CH,Cl,—~

iPrOH desde 99:1 a 97:3 para dar los compuestos puros.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-metilamida (80)

Sélido blanco; 65% de rendimiento; pf 168—170 °C; IR (KBr, cm™) 3309, 2959, 1747,
1697, 1639, 1545, 762, 699; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) & 0,89 (d, J = 6,0 Hz, 3H,
H,C,(6)Leu), 0,92 (d, J = 6,0 Hz, 3H, H,C (3)Leu), 1,44-1,80 (m, 3H, H,C(B)Leu,
HC(y)Leu), 1,80-2,04 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,12-2,36 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu),
2,43 (d, J=4.,6 Hz, 3H, NHCH,), 3,72 (dd, J = 16,6, 5,5 Hz, 1H, H _Gli), 4,00 (dd, J =
16,6, 6,4 Hz, 1H, H Gli), 4,11-4,27 (m, 1H, HC(01)Glu), 4,27-4,44 (m, 1H, HC(a)Leu),
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5,08 (s, 2H, CH,Ph), 5,15 (s, 2H, CH_Ph), 5,82 (d, J= 8,1 Hz, 1H, NH), 6,48 (d, J = 6,6
Hz, 1H, NH), 6,71 (d, J=4,6 Hz, 1H, NH), 7,02-7,17 (m, 1H, NH), 7,34 (m, 10H, Ph);
RMN "C (50 MHz, CDCl,) 6 21,9 (C (8)Leu), 22,8 (C,(d)Leu), 24,7 (C(y) Leu), 26,1
(NH-CH,), 28,1 (C(y) Glu), 31,7 (C(B) Glu), 40,5 (C(B) Leu), 42,9 (CH,Gli), 52,4
(C(oLeu), 53,4 (C()Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 128,0 (Ph), 128,1 (Ph), 128,2
(Ph), 128,4 (Ph), 128,6 (Ph), 135,0 (Ph), 136,1 (Ph), 156,4 (OCONH), 169,5 (CO), 171,9
(CO), 172,7 (CO), 172,8 (CO). Anal. Calculado para C,H, N,O.: C 62,80, H 6,91, N
10,10. Encontrado: C 62,49, H 7,13.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-etilamida (81)

Sélido blanco; 73% de rendimiento; pf 144—146 °C; IR (KBr, cm™) 3301, 2966, 1747,
1710, 1647, 1547, 756, 699; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 0,83-1,00 (m, 6H,
(H,C(9)),Leu), 1,08 (t, J = 7,3 Hz, 3H, NHCH,CH,), 1,46-1,80 (m, 3H, H,C(B)Leu,
HC(y)Leu), 1,80-2,05 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,10-2,41 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu),
3,08-3,35 (m, 2H, NHCH,CH,), 3,74 (dd, J = 16,6, 4,8 Hz, 1H, H Gli), 3,99 (dd, J =
16,6,6,2 Hz, 1H, H,Gli), 4,09-4,46 (m, 2H, HC(0t)Glu, HC(ct)Leu), 5,09 (s, 2H, OCH,Ph),
5,16 (s, 2H, OCH,Ph), 5,74 (d, J= 8,0 Hz, 1H, NH), 6,32 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 6,45-6,61
(m, 1H, NH), 6,87-7,02 (m, 1H, NH), 7,33 (m, 10H, Ph); RMN "*C (50 MHz, CDCL,) 6
14,4 (NHCH,CH,), 21,9 (C (8)Leu), 22,8 (C,(6)Leu), 24,7 (C(y)Lew)), 28,1 (C(y)Glu),
31,8 (C(B)Glu), 34,3 (NHCH,CH,), 40,6 (C(B)Leu), 43,0 (CH,Gli), 52,4 (C(cx)Leu), 53,5
(C()Glu), 67,0 (PhCH,), 67,3 (PhCH,), 128,0 (Ph), 128,1 (Ph), 128,2 (Ph), 128,5 (Ph),
128,6 (Ph), 135,1 (Ph), 136,1 (Ph), 156,4 (OCONH), 168,7 (CO), 171,9 (CO), 172,5
(CO), 172,7(CO). Anal. Calculado paraC, H, N,O.: C 63,36, H7,09,N 9,85. Encontrado:
C 63,10, H 7,06, N 9,71.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-propilamida (82)

Soélido blanco; 55% de rendimiento; pf 172—174 °C; IR (KBr, cm™) 3294, 2966, 1740,
1695, 1633, 1547, 756, 706; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 0,78-0,98 (m, 9H,
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(H,C(d)),Leu, NH(CH,),CH,), 1,36-1,72 (m, 5SH, NHCH,CH,CH,, H,C(B)Leu,
HC(y)Leu), 1,72-2,06 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,07-2,35 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu),
3,08-3,22 (m, 2H, NHCH,CH,CH,), 3,69-4,02 (m, 2H, CH,Gli), 4,18-4,45 (m, 2H,
HC(0)Glu, HC(ar)Leu), 5,08 (s, 2H, PhCH,), 5,15 (s, 2H, PhCH,), 5,82 (d, J = 8,3 Hz,
1H, NH), 6,53 (d,J=6,9 Hz, 1H, NH), 6,64 (t,J = 5,5 Hz, 1H, NH), 7,08 (t,J=5,3 Hz,
1H, NH), 7,33 (m, 10H, Ph); RMN "C (50 MHz, CDCl,) 4 11,2 (NH(CH,),CH,), 21,8
(C,(®)Leu), 22,4 (NHCH,CH,CH,), 22,7 (C (6)Leu), 24,6 (C(y)Leu), 28,1 (C(y)Glu), 31,8
(C(B)Glu), 40,6 (C(B)Leu), 41,1 NHCH,CH,CH,), 43,0 (CH,Gli), 52,3 (C(o)Leu), 53,4
(C(a)Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,2 (OCH,Ph), 127,9 (Ph), 128,0 (Ph), 128,1 (Ph), 128,4
(Ph), 128,5 (Ph), 135,0 (Ph), 136,4 (Ph), 156,6 (OCONH), 168,7 (CO), 171,7 (CO),
172,4 (CO), 172,6 (CO). Anal Calculado para C, H,N,O../2H,0: C 62,93, H 7,15, N
9,47. Encontrado: C 62,80, H 7,27 N 9,47.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-butilamida (83)

Sélido blanco; 51% de rendimiento; pf 148—150 °C; IR (KBr, cm™) 3302, 2959, 1754,
1701, 1635, 1544, 754, 701; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 0,81-0,97 (m, 9H,
H,C(6)),Leu, NH(CH,),CH,), 1,18-1,75 (m, 7H, NHCH,(CH,),CH,, H,C(B)Leu,
HC(y)Leu), 1,82-2,03 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,09-2,34 (m, 3H, H C(B)Glu, HC(y)Glu),
3,09-3,27 (m, 2H, NHCH,(CH,),CH,), 3,87 (m, 2H, CH,Gli), 4,13-4,45 (m, 2H,
HC(o)Glu, HC(ar)Leu), 5,09 (s, 2H, PhCH,), 5,16 (s, 2H, PhCH,), 5,70 (d, J = 8,0 Hz,1H,
NH), 6,37 (d,J=6,6 Hz, 1H,NH), 5,51 (t, J=5,5 Hz, 1H, NH), 6,93 (t, J=5,5 Hz, 1H,
NH), 7,34 (m, 10H, Ph); RMN "“C (50 MHz, CDCl,) & 13,7 (NH(CH,),CH,), 19,9
(NH(CH,),CH,CH,), 21,9 (C (8)Leu), 22,8 (C,(8)Leu), 24,7 (C(y)Leu), 28,3 (C(y)Glu),
31,3 (NHCH,CH,CH,CH,), 31,9 (C(B)Glu), 39,3 (NHCH,(CH,),CH,), 40,6 (C(B)Leu),
43,1 (C(oGli), 52,4 (C(ov)Leu), 53,4 (C(o)Glu), 67,1 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 127,8
(Ph), 128,0 (Ph), 128,2 (Ph), 128,5 (Ph), 128,6 (Ph), 135,1 (Ph), 136,1 (Ph), 156,4
(OCONH), 168,7 (CO), 171,8 (CO), 172,5 (CO), 172,6 (CO). Anal. Calculado para
C.H NO.:C64,41,H 7,43. Encontrado: C 64,53, H 7,53.

3277447 747"
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N-Benziloxicarbonil(éster a--bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-pentilamida (84)

Sélido blanco; 57% de rendimiento; pf 185—187 °C; IR (KBr, cm™) 3302, 2960, 1736,
1701, 1632, 1550, 756, 708; RMN 'H (500 MHz, CDCL,) 6 0,86 (t, J = 7,1 Hz, 3H,
NH(CH,),CH,), 0,89 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H.C (8)Leu), 0,92 (d, J = 6,1 Hz, 3H,
H,C,(d)Leu), 1,20-1,32 (m, 4H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,41-1,49 (m, 2H,
NHCH,CH,(CH,),CH,), 1,50-1,72 (m, 3H, H,C()Leu, HC(y)Leu), 1,89-1,99 (m, 1H,
H C(B)Glu), 2,11-2,34 (m, 3H, H, C(B)Glu, HC(y) Glu), 3,84 (m, CH,Gli), 4,23-4,43 (m,
2H, HC(0)Glu, HC(ar)Leu), 5,08 (s, 2H, PhCH,), 5,15 (s, 2H, PhCH,), 5,83 (d, J = 7,5
Hz, 1H, NH), 6,53-6,68 (m, 2H, NH), 7,04-7,12 (sa, 1H, NH), 7,32 (m, 10H, Ph); RMN
C (50 MHz, CDCL,) 6 13,9 (NH(CH,),CH,), 21,9 (C (6)Leu), 22,3 (NH(CH,),CH,CH,),
22,8 (C,(8)Leu), 24,8 (C(y)Leu), 28,4 (C(y)Glu), 28,9 (NHCH,(CH,),CH,CH,), 31,9
(C(B)Glu), 39,5 (NHCH,(CH,),CH,), 40,5 (C(B)Leu), 43,2 (C(o)Gli), 52,5 (C(ov)Leu),
53,4 (C(o)Glu), 67,2 (OCH,Ph), 67,4 (OCH,Ph), 128,1 (Ph), 128,2 (Ph), 128,3 (Ph),
128,5 (Ph), 128,6 (Ph), 135,1 (Ph), 136,2 (Ph), 156,4 (NHCOO), 168,6 (CO), 171,8
(CO), 172,4 (CO), 172,5 (CO). Anal. Calculado para C,;H, N,0.0,6H,0: C 63,36, H
7,09, N 9,85. Encontrado: C 63,10, H7,06, N 9,71.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-hexilamida (85)

Soélido blanco; 59% de rendimiento; pf 170-172 °C; IR (film, cm™) 3301, 2931, 1739,
1704, 1647, 1547, 749, 699; RMN 'H (500 MHz, CDCL,) 6 0,99-0,80 (m, 9H,
NH(CH,),CH,, (H,C(5)),Leu), 1,20-1,32 (m, 6H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,38-1,75 (m,
5H,NHCH,CH,(CH,),CH,, H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 1,81-2,03 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,13-
2,33 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,12-3,26 (m, 2H, NHCH_(CH,),CH,), 3,87 (m,
2H, CH,Gl1), 4,12-4,46 (m, 2H, HC(0)Glu, HC(ar)Leu), 5,09 (s, 2H, OCH,Ph), 5,16 (s,
2H, OCH,Ph), 5,71 (d,J=8,1 Hz,1H,NH), 6,31 (d, J=6,2 Hz, 2H,NH), 6,88 (t, J=5,5
Hz, 1H, NH), 7,37 (m, 10H, Ph); RMN "C (50 MHz, CDCl,) 6 14,0 (NH(CH,),CH,),
22,0 (C(d)Leu), 22,5 (NH(CH,),CH,CH,), 22,8 (C (6)Leu), 24,7 (C(y)Leu), 28,2
(C(y)Glu), 29,2 (NH(CH,),CH,CH,CH,), 31,4 (NHCH,CH_(CH,),CH,), 31,9 (C(B)Glu),
39,6 (NHCH,(CH,),CH,), 40,8 (C(B)Leu), 43,1 (C(a)Gli), 52,2 (C(av)Leu), 53,5
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(C(a)Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 128,0 (Ph), 128,1 (Ph), 128,2 (Ph), 128,6
(Ph), 135,1 (Ph), 136,1 (Ph), 156,4 (NHCOO), 168,6 (CO), 171,8 (CO), 172,4 (CO),
172,7 (CO). Anal. Calculado para C, H,N,0..0.3H,0: C 64,80, H 7,68, N 8,89.
Encontrado: C 64,77, H 7,67, N 8,75.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-heptilamida (86)

Sélido blanco; 57% de rendimiento; pf 141-143 °C; IR (KBr, cm™) 3302, 2928, 1746,
1697, 1635, 1538, 762, 701; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 0,81-0,97 (m, 9H,
NH(CH,),CH,, ((H,C(3)),Leu), 1,20-1,32 (m, 8H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,36-1,75 (m,
5H,NHCH,CH,(CH,),CH,, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 1,82-2,05 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,09-
2,35 (m, 3H, H,C(B)Glu, HC(y)Glu), 3,09-3,30 (m, 2H, NHCH_(CH,).CH,), 3,87 (m,
2H, CH,Gli), 4,15-4,45 (m, 2H, HC(0)Glu, HC(o)Leu), 5,10 (s, 2H, PhCH,), 5,17 (s, 2H,
PhCH,), 5,73 (d,J=8,2 Hz, 1H, ,NH), 6,36 (d, J= 6,8 Hz, 1H, NH), 6,47 (t, J = 5,4 Hz,
1H,NH), 6,92 (t,J=5,7 Hz, 1H,NH), 7,35 (m, 10H, Ph); RMN "*C (50 MHz, CDCl,) 6
14,0 (NH(CH,),CH,), 22,0 (C (8)Leu), 22,5 (NH(CH,).CH,CH,), 22,8 (C, (6)Leu), 24,7
(C(y)Leu), 26,8 (NH(CH,,CH,CH,CH,), 28,2 (C(y)Glu), 28,9
(NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 29,3 (NH(CH,),CH,(CH,),CH)), 31,7
(NHCH,CH(CH,),CH,),31,9 (C(B)Glu), 39,6 (NHCH,(CH,).CH,), 40,8 (C(3)Leu), 43,0
(C(a)Gli), 52,2 (C(ar)Leu), 53,5 (C(ov)Glu), 67,0 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 128,0 (Ph),
128,1 (Ph), 128,2 (Ph), 128,5 (Ph), 128,6 (Ph), 135,1 (Ph), 136,1 (Ph), 156,4 (NHCOO),
168,7 (CO), 171,8 (CO), 172,4 (CO), 172,7 (CO). Anal. Calculado para C,H, N, O.: C
65,81, H 7,89, N 8,77. Encontrado: C 65,65, H 7,90, N 8,52.

N-Benziloxicarbonil(éster a-bencilico)-L-y-glutamil-L-leucilglicil N-1-octilamida (87)
Soélido blanco; 62% de rendimiento; pf 152—154 °C; IR (KBr, cm™) 3303, 2930, 1747,
1705, 1634, 1536, 754, 705; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 6 0,81-0,97 (m, 9H,
NH(CH,),CH,, (H,C(§)),Leu), 1,17-1,32 (m, 10H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,38-1,80 (m,
5H,NHCH,CH,(CH,).CH,, H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 1,83-2,07 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,10-
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2,34 (m, 3H, H,C(B)Glu, H-C(y)Glu), 3,11-3,27 (m, 2H, NHCH (CH,) CH,), 3,87 (m,
2H, CH,Gli), 4,17-4,47 (m, 2H, HC(0)Glu, HC(a)Leu), 5,09 (s, 2H,OCH_Ph), 5,17 (s,
2H, OCH,Ph), 5,76 (d,J=7,8 Hz, 1H,NH), 6,41 (d, J= 6,1 Hz, IH,NH), 6,49 (t,J=5,7
Hz, 1H, NH), 6,90-7,02 (m,J=5,7 Hz, IH,NH), 7,35 (m, 10H, Ph); RMN *C (50 MHz,
CDCl,) 6 14,0 (NH(CH,),CH,), 22,0 (C (6)Leu), 22,7 (NH(CH,),CH,CH,), 22,9
(C,(0)Leu), 24,8 (C(y)Leu), 26,8 (NH(CH,),CH,CH,CH,), 28,3 (C(y)Glu), 29,2
(NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 29,3 (NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 29,4
(NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 31,8 (NHCH,CH,(CH,).CH,), 32,0 (C(B)Glu), 39,7
(NHCH,(CH,),CH,), 41,0 (C(B)Leu), 43,1 (C(o)Gli), 52,3 (C(ov)Leu), 53,6 (C(ar)Glu),
67,1 (OCH,Ph), 67,3 (OCH,Ph), 128,0 (Ph), 128,2 (Ph), 128,3 (Ph), 128,5 (Ph), 128,6
(Ph), 135,2 (Ph), 136,2 (Ph), 156,5 (NHCOO), 168,7 (CO), 171,9 (CO), 172,5 (CO),
172,9 (CO). Anal. Calculado para C, H,,N,O.: C 66,23, H 8,03, N 8,58. Encontrado: C
65,97, H 8,02, N 8,43.

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-pirrolidina (88)

Solido blanco; 95% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 60,90 (d, J=6,2 Hz, 3H,
H.C,(8)Leu), 0,93 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H.C (d)Leu), 1,50-1,75 (m, 3H, H,C(B)Leu,
HC(y)Leu), 1,75-2,13 (m, 5H, H C(B)Glu, N(CH,CH,),), 2,06-2,30 (m, 1H, H, C(B)Glu),
2,30(t,J=7,1 Hz, 2H, H C(y)Glu), 3,34-3,48 (m, 4H, N(CH,CH.),), 3,91 (s, 2H, CH,Gli),
4,22 (dd, J=9,1, 4,8 Hz, 1H, HC(a)Leu), 4,38-4,48 (m, 1H, HC(a)Glu), 5,07 (s, 2H,
PhCH,), 5,16 (s, 2H, PhCH,), 7,32 (m, 10H, Ph); RMN "*C (50 MHz, CD,0D) 6 21,9
(C,(0)Leu), 23,5 (C,(d)Leu), 25,0 (C(y)Leu), 25,9 (N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 26,9
(N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 28,2 (C(y)Glu), 32,9 (C(B)Glu), 41,7 (C(B)Leu), 42,6 (C(co)Gli),
46,8 (N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 47,1 (N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 53,1 (C(a)Leu), 55,2
(C(o)Glu), 67,7 (OCH,Ph), 68,0 (OCH,Ph), 128,8 (Ph), 129,0 (Ph), 129,2 (Ph), 129,3
(Ph), 129,6 (Ph), 137,2 (Ph), 138,1 (Ph), 157,1 (OCONH), 168,7 (CO), 173,5 (CO),
174,7 (CO), 175,0 (CO).

N-Benziloxicarbonil-L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-piperidina (89)
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Sélido blanco; 94% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 0,91 (d, J= 6,6 Hz,
3H, H,C (8)Leu), 0,94 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H,C(8)Leu), 1,45-1,85 (m, 9H, H.C(B)Le,
HC(y)Leu, N(CH,CH,-)(CH,CH,CH_-)), 1,83-2,07 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,08-2,32 (m,
1H, H.C(B)Glu), 2,38 (t, J = 7,1 Hz, 2H, H.C()Glu), 3,37 (t dist., J = 5,7 Hz, 2H,
N(CH,CH,-)(CH,CH,CH.,-)), 3,48 (t dist., J = 5,3 Hz, 2H, N(CH,CH,-)(CH,CH,CH -
)), 4,00 (s, 2H, CH,Gli), 4,24 (dd, J = 9.5, 5,1 Hz, 1H, HC(a)Glu), 4,38-4,48 (m, 1H,
HC(a)Leu), 5,08 (s, 2H, OCH_Ph), 5,17 (s, 2H, OCH_Ph), 7,33 (m, 10H, Ph); RMN 1°C
(50 MHz, CD,0D) §21,9 (C,(8)Leu), 23,4 (C,(8)Leu), 25,2 (C(y)Leu), 25,8 (N(CH,CH-
)(CH,CH,CH_-)), 26,4 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH.-)), 27,1 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH -
)).» 28,1 (C(y)Glu), 32,8 (C(B)Glu), 41,6 (C(B)Leu), 41,7 (C(a))Gli), 44,2 (N(CH,CH.-
)(CH,CH.-)), 46,7 (N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 53,0 (C(at)Leu), 55,0 (C(c)Glu), 67.6
(OCH_Ph), 67,9 (OCH,Ph), 128,6 (Ph), 128,9 (Ph), 129,0 (Ph), 129.2 (Ph), 129.3 (Ph),
129,5 (Ph), 136,9 (Ph), 1378 (Ph), 158,4 (NH-CO-0), 167.,9 (CO), 1734 (CO), 174,5
(CO), 174,6 (CO).

6.6.2 Hidrogendlisis de los grupos protectores

Procedimiento general

Lahidrogendlisis se llevo a cabo de la misma manera en la que fue descripta para los
¢ésteres. Los compuestos se obtuvieron en forma pura cuantitativamente, salvo en el caso de
los derivados de poliaminas, los cuales se purificaron por cromatografia en columna de fase
reversa (RP-18) eluyendo con una mezcla de metanol—-agua (1:1). El compuesto 80 se
transformo en su clorhidrato correspondiente, previamente a su purificacion, burbujeando

HCI (g) sobre una solucion de éste compuesto en metanol anhidro.

Derivados de aminas lineales
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QL

0_.0
0 "~z 0 H Hy, Pd/C (MeOH) Ho\éo o
J X N N< — H § N
80,n=0 84,n=4 88,n=0 92,n=4
81,n=1 85,n=5 89,n=1 93,n=5
82,n=2 86,n=6 90,n=2 94,n=6
83,n=3 87,n=7 91,n=3 95,n=7

Derivados de aminas ciclicas

(CHy)n H,, Pd/C (MeOH) gOOH (CHy),

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-metilamida (88)

Sélido blanco; 100% de rendimiento; pf 115-117 °C; IR (KBr, cm™) 3287, 3075, 2962,
1659, 1542; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 6 0,92 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H,C (6)Leu), 0,96
(d,J=6,4Hz,3H, H,C (6)Leu), 1,54-1,77 (m, 3H, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 2,09-2,24 (m,
2H, HC(B)Glu), 2,54 (t, J= 7,0 Hz, 2H, H,C(y)Glu), 2,73 (s, 3H, NHCH,), 3,76 (mAB,
2H, CH,Gli), 3,96 (t, J = 6,6 Hz, HC(0))Glu), 4,28 (t, J= 7,2 Hz, 1H, HC(0r)Leu); RMN
BC (50 MHz, CD,0D) 21,9 (C H,Leu), 23,3 (C,H,Leu), 25,9 (C(y)Leu), 26,3 (NHCH,),
27,2 (C(y)Glu), 32,2 (C(B) Glu), 41,3 (C(B)Leu), 43,4 (CH,Gli), 54,0 (C(ov)Leu), 172,0
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(CO), 174,9 (CO), 176,1 (CO). Anal. Calculado para C H, N,0_2"H,0: C 44,79, H
6,98, N 14,93. Encontrado: C 44,55, H 7,48, N 15,08.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-etilamida (89)

Sélido blanco; 99% de rendimiento; pf 119—120 °C; IR (KBr, cm™) 3287, 3078, 2964,
1658, 1551; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) 87 0,92 (d, J = 6,2 Hz, 3H, H,C, Leu), 0,94 (d,
J =6,2 Hz, 3H, H,C Leu)1,12 (t, J = 7,1 Hz, 3H,), 1,53-1,77 (m, 3H, HC(B)Leu,
HC(y)Leu), 2,09 (m, 2H, HC(B)Glu), 2,52 (t, J= 6,8 Hz, 2H, HC(y)Glu), 3,17 (¢,J=7,0
Hz, 2H), 3,75 (mAB, 2H, CH,Gli), 3,80 (m, 1H, HC()Glu), 4,23 (t dist., J =7,4 Hz, 1H,
HC(oLeu); RMN "C (50 MHz, CD,0D) 6 14,8 (NHCH,CH,), 21,9 (C H,Leu), 23,4
(C,H,Leu), 25,9 (C(y)Leu), 27,7 (C(y)Glu), 32,6 (C(B)Glu), 35,3 (NHCH,CH,), 41,3
(C(B)Leu), 43,6 (CH,Gli), 54,0 (C(ov)Leu), 55,2 (C(a)Glu), 171,2 (CO), 173,9 (CO),
175,4 (CO), 175,6(CO), Anal, Calculado para C,;H,,N,O,2H O: C 47,36, H 7,42, N
14,73. Encontrado: C 47,79, H 7,84, N 14,14.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-propilamida (90)

Soélido blanco; 100% de rendimiento; pf 125-127 °C; IR (KBr, cm™) 3297, 3075, 2963,
1658, 1543; RMN 'H (200 MHz, CD,0OD) 6 0,75-0,91 (m, 9H, (H,C(d)),Leu,
NH(CH,),CH,), 1,33-1,70 (m, 5H, NHCH,CH,CH_, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 1,88-2,16
(m, 2H, HC(B)Glu), 2,42 (t, J = 7,0 Hz, 2H, HC(y)Glu), 3,05 (t dist., J = 6,4 Hz, 2H,
NHCH,CH,CH,), 3,62 (t, J = 6,2 Hz, 1H, HC(a)Glu), 3,71 (mAB, 2H, CH,Gli), 4,18 (t
dist., J=7,3 Hz, 1H, HC(o)Leu); RMN "C (50 MHz, MeOD) 6 11,7 (NH(CH,),CH,),
21,9 (C(d)Leu), 23,4 (C,(8)Leu), 23,5 (NHCH,CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 27,6 (C(y)Glu),
32,5(C(B)Glu), 41,3 (C(B)Leu), 42,2 (NHCH,CH,CH,), 43,5 (C(a)Gli), 54,0 (C(cr)Leu),
55,0 (C(a)Glu), 171,4 (CO), 173,5 (CO), 175,3 (CO), 175,6 (CO). Anal. Calculado para
C,H,,N,0..1,7H,0: C 49,90, H 7,77, N 14,40. Encontrado: C 49,54, H 8,20, N 14,18.

167730" 4 75"

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-butilamida (91)
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Sélido blanco; 97% de rendimiento; pf 126—128 °C; IR (KBr, cm™) 3298, 3086, 2964,
1659, 1542; RMN 'H (500 MHz, CD,0D) 6 0,86-1,00 (m, 9H, (H,C(d)),Leu,
NH(CH,)),CH,), 1,27-1,39 (m, 2H, NH(CH),CHCH,), 1,45-1,53
(NHCH,CH,CH,CH,), 1,55-1,76 (m, 3H, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 1,95-2,19 (m, 2H,
HC(B)Glu), 2,43-2,59 (m, 2H, HC(y)Glu), 3,11-3,25 (m, 2H, NHCH (CH,),CH,), 3,60-
3,69 (sa, 1H, HC(0)Glu), 3,80 (m AB, 2H, CH,Gli), 4,28 (tdist., J = 7,2 Hz, 1H, HC(0)Lew);
RMN "C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,1 (NH(CH,),CH,), 21,0 (NH(CH,),CH,CH,), 21,8
(C,(8)Leu), 23,4 (C,(d)Leu), 25,9 (C(y)Leu), 27,7 (C(y)Glu), 32,4 (NHCH,CH,CH,CH,),
32,6 (C(B)Glu), 40,2 (NHCH,(CH,),CH,), 41,3 (C(B)Leu), 43,6 (C(a)Gli), 54,0
(C()Leu), 171,3 (CO), 175,4 (CO), 173,8 (CO), 175,6 (CO). Anal. Calculado para
C,,H,,N,0..1,6H,0: C 50,89, H 8,04, N 13,96. Encontrado: C 50,23, H 8,22, N 13,56.

1777327 475

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-pentilamida (92)

Sélido blanco; 98% de rendimiento; pf 163—165 °C; IR (KBr, cm™) 3309, 3097, 2966,
1654, 1543; RMN 'H (500 MHz, CD,OD) 6 0,87-0,99 (m, 9H, (H,C(d)),Leu,
NH(CH,),CH,), 1,26-1,37 (m,4H, NH(CH,) (CH,),CH,), 1,55-1,76 (m, 3H, HC(3)Leu,
HC(y)Leu), 1,99-2,08 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,10-2,18 (m, 1H, H,C($)Glu ) 2,42-2,56 (m,
2H, HC(y)Glu), 3,10-3,24 (m, 2H, NHCH,(CH,),CH,), 3,62 (t, J = 6,5 Hz, 1H, HC(0\)Glu),
3,79 (m AB, 2H, CH,Gli), 4,28 (dd, J=8.9, 6,0 Hz, 1H, HC(ct)Leu); RMN "C (125 MHz,
CD,0D) & 14,3 (NH(CH,),CH,), 21,8 (C (8)Leu), 23,4 (NH(CH,),CH,CH,, C (6)Leu),
25,9 (C(y)Leu), 27,8 (C(y)Glu), 30,1 (NHCH,(CH,),CH,CH,), 32,7 (C(B)Glu), 40,4
(NHCH,(CH,),CH,), 41,4 (C(B)Leu), 43,6 (C(ovGli), 54,0 (C(ov)Leu), 55,4 (C(ar)Glu),
171,4 (CO), 175,4(CO), 175,6 (CO). Anal. Calculado para C,;H,,N,0..0,5H,0: C 54,66,

187734 475

H 8,60, N 14,17. Encontrado: C 54,74, H 8,71, N 13,67.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-hexilamida (90)

Soélido blanco; 98% de rendimiento; pf 167-169 °C; IR (KBr, cm™) 3288, 3077, 2960,
1652, 1545; RMN 'H (200 MHz, CD,OD) 6 0,87-1,04 (m, 9H, (H,C(d)),Leu,
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NH(CH,),CH,), 1,26-1,45 (m, 6H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,45-1,82 (m, 3H, HC(B3)Leu,
HC(y)Leu), 1,99-2,29 (sa, 2H, H,C(B)Glu) 2,45-2,62 (m, 2H, HC(Y)Glu), 3,14-3,30 (m,
2H, NHCH,(CH,),CH,), 3,62-3,76 (m, 1H, HC(a))Glu), 3,83 (s, 2H, CH,Gli), 4,28 (t
dist.,J=6,6 Hz, IH, HC(ar)Leu); RMN "C (125 MHz, CD,0OD) 6 14,3 (NH(CH,),CH,),
21,8 (C H,Leu), 23,4 (NH(CH,),CH,CH,)*, 23,6 (C,H,Leu)*, 25,9 (C(y)Leu), 27,6 (NH-
(CH,),CH,CH,CH,), 27,7 (C(y)Glu), 30,3 (NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 32,6
(NHCH,CH,(CH,),CH,), 32,7 (C(B)Glu), 40,5 (NHCH,(CH,),CH,), 41,4 (C(B)Leu),
43,6 (C(o)Gli), 54,0 (C(a)Leu), 55,3 (C(o) Glu, 171,3 (CO), 175,4 (CO), 175,6 (CO).
Anal. Calculado para C,;H, N,O..12H,0: C 53,38, H 8,49, N 13,11. Encontrado: C 53,64
,H8,79, N 12,79.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-heptilamida (93)

Sélido blanco; 100% de rendimiento; 171-173 °C; IR (KBr,cm™) 3311, 3078, 2934, 1640,
1543; RMN 'H (200 MHz, CD,0D) & 0,83-1,00 (m, 9H, (H,C(3)),Leu, NH(CH,) CH,),
1,23-1,37 (m, 8H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,41-1,80 (m, 3H, HC()Leu, HC(y)Leu), 1,94-
2,28 (m, 2H, H,C(B) Glu), 2,40-2,59 (m, 2H, HC(y)Glu), 3,08-3,27 (m, 2H,
NHCH,(CH,).CH,), 3,57-3,70 (m, 1H, HC(o)Glu), 3,87 (s, 2H, CH,Gli), 4,35 (tdist., J =
4,6 Hz, 1H, HC(o)Leu); RMN “C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,4 (NH(CH,),CH,), 21,8
(C,(®)Leu), 23,5 (NH(CH,),CH,CH,)*, 23,7 (C,(8)Leu)*, 25,9 (C(y)Leu), 27,8 (C(y)Glu),
27,9 (NH(CH,),CH,CH,CH,), 30,1 (NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 30,4
(NH(CH,),CH,(CH,),CH,), 32,6 (C(B)Glu), 40,5 (NHCH,(CH,).CH,), 41,4 (C(B)Leu),
43,5 (C(o)Gli), 53,9 (C(a)Leu), 55,5 (C(ar)Glu), 171,4 (CO), 175,4 (CO), 175,7 (CO).
Anal. Calculado para C, H,.N,0,.2H,0: C 53,32, H 8,50, N 12,44. Encontrado: C 53,34,
H 8,63, N 12,12.

L-y-Glutamil-L-leucilglicil N-1-octilamida (94)

Soélido blanco; 99% de rendimiento; pf 166168 °C; IR (KBr, cm™) 3305, 3103, 2935,
1646, 1544; RMN 'H (200 MHz, CD,OD) 6 0,85-1,05 (m, 9H, (H,C(d)),Leu,
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NH(CH,).CH,), 1,27-1,40 (m, 8H, NH(CH,),(CH,),CH,), 1,45-1,84 (m, 3H, HC(3)Leu,
HC(y)Leu), 1,98-2,29 (sa, 2H, H,C(B)Glu), 2,46-2,60 (m, 2H, HC(y)Glu), 3,13-3,30 (m,
2H, NHCH,(CH,),CH,), 3,60-3,73 (m, 1H, HC(a)Glu), 3,83 (s, 2H, CH,Gli), 4,29 (t
dist., J=7,4 Hz, 1H, HC(ar)Leu); RMN “C (50 MHz, CD,0OD) 6 14,5 (NH(CH,),CH,),
21,8 (C(8)Leu), 23,5 (NH(CH,) ,CH,CH,)*, 23,7 (C (8)Lew)*, 25,9 (C(y)Leu), 27,8
(C(y)Glu), 28,0 (NH(CH,),CH,CH,CH,), 30,4 (NH(CH,),(CH,),(CH,),CH,), 32,6
(C(B)Glu), 33,0 (NHCH,CH,(CH,),CH,), 40,5 (NHCH,(CH,)-CH,), 41,3 (C(B)Leu),
43,5 (C(o)Gli), 53,9 (C(a)Leun), 55,3 (C(o)Glu), 171,4 (CO), 175,4 (CO), 175,6 (CO).
Anal. Calculado para C, H, )N,0O..1.2H,0: C 56,03, H 8,96, N 12,45. Encontrado: C 55,86,
H 9,30, N 12,45.

L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-pirrolidina (98)

Sélido blanco; 98% de rendimiento; RMN 'H (200, MHz, CD,0OD) 00,92(d,J=5,6Hz,
3H, H,C (8)Leu), 0,96 (d, J = 5,6 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 1,00-1,46 (m, 6H, N(CH,CH,-
)(CH,CH,CH,-)), 1,46-1,92 (m, 9H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu,), 2,02-2,21 (m, 2H,
H,C(B)Glu), 2,38 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,35-3,57 (m, 4H, N(CH,CH,-)(CH,CH,CH,-),
4,03 (mAB, HC(0t)Glu), 4,33-4,50 (m, 1H, HC(o)Leu); RMN "C (50 MHz, CD,0OD) 6
21,8*%(C,(6)Leu), 23,5* (C,(6)Leu), 25,0 (C(y)Leu), 26,4 (N(CH,CH_-)(CH,CH,CH.,-)),
26,6 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH.-)), 26,9 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH,-)), 26,9 (C(y)Glu),
32,6 (C(B)Glu), 41,7 (C(B)Leu), 42,6 (C(onGli), 46,8 (N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 47,1
(N(CH,CH,-)(CH,CH,-)), 53,4 (C(av)Leu), 54,8 (C(a)Glu), 168,8 (CO), 175,2 (CO).

L-y-glutamil(éster a-bencilico)-L-leucilglicil N-piperidina (99)

Sélido blanco; 99% de rendimiento; RMN 'H (200, MHz, CD,OD) 00,92(d,J=5,6Hz,
3H, H,C (6)Leu), 0,96 (d, J = 5,6 Hz, 3H, H.C (8)Leu), 1,00-1,46 (m, 6H, N(CH,CH,-
)(CH,CH,CH,-)), 1,46-1,92 (m, 9H, H C(B)Leu, HC(y)Leu,), 2,02-2,21 (m, 2H,
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H,C(B)Glu), 2,38 (m, 2H, H,C(1)Glu), 3,35-3,57 (m, 4H, N(CH,CH,-)(CH,CH,CH,-),
4,03 (mAB, HC(0)Glu), 4,33-4,50 (m, 1H, HC(0)Leu); RMN *C (50 MHz, CD,0D) &
21,8* (C,(8)Leu), 23,5* (C,(8)Leu), 25,0 (C(y)Leu), 26,4 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH.-)),
26,6 (N(CH,CH,-)(CH,CH,CH,-)), 26,9 (N(CH,CH_-)(CH,CH,CH -)), 26,9 (C(Y)Glu),
32,6 (C(B)Glu), 41,7 (C(B)Leu), 42,6 (C(a)Gli), 46,8 (N(CH,CH_-)(CH,CH,-)), 47,1
(N(CH,CH_-)(CH,CH._-)), 53,4 (C(ct)Leu), 54,8 (C(o0)Glu), 168,8 (CO), 175,2 (CO).

6.7 Sintesis de fosfinopéptidos

6..7.1 Preparacion de ioduros alilicos

TMSCI, Nal
HO” "\ (CH,), CH, —_— 1"\ (CH,), CHs
AcCN
104,n=1
105,n=2
106, n =3

Procedimiento general

A una solucion de ioduro de sodio (3,80 g, 24,0 mmol) en 25 ml de acetonitrilo
anhidro se agrego el alcohol alilico correspondiente ( 24,0 mmol) y TMSCI (3,2 mL, 24,0
mmol) gota a gota. Una vez finalizado el agregado se agito la mezcla durante 30 min a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se particion6 entre éter etilico (100 mL) y
NaCl (ss) (100 mL), y se lavo la fase organica con una solcion acuosa al 10% de Na,S. O,
(25 ml) y NaCl (ss) (25 ml). La fase organica se seco (Na,SO,) y se evaporo el solvente. El

alcohol alilico correspondiente se purifico pasandolo a través de una columna de Alimina

neutra.
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(E)-1-lodopent-2-eno (104)

Liquido incoloro; 66% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 60,97 (t,J=7,5Hz,
3H, CH,), 1,96-2,13 (m, 2H, CH,CH,), 3,85-3,91 (m, 2H, ICH,CHCHCH,CH,), 5,68-
5,77 (m, 2H, ICH,CHCHCH,CH,, ICH,CHCHCH,CH,); RMN "“*C (200 MHz, CDCl,) 6
7,0 ICH,CHCHCH,CH,), 13,0 (CH,), 25,0 (CH,CH,), 126,9 (CHCHCH,CH,), 136,6
(CHCH,CH,).

(E)-1-lodohex-2-eno (105)

Liquido incoloro; 81% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 00,88 (t,J=7,3 Hz,
3H, CH,), 1,25-1,48 (m, 2H, CH,CH,), 1,92-2,08 (m, CH,CH,CH,), 3,82-3,93 (m, 2H,
ICH,CHCHCH,CH,CH,), 5,60-5,76 (m, 2H, CHCH,CH,CH,, CHCHCH,CH,CH,).

(E)-1-lodohex-2-eno (106)

Liquido incoloro; 83% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 60,96 (t,J=7,4 Hz,
3H, CH,), 1,26-1,52 (m, 4H, (CH,),CH,), 1,98-2,21 (m, CH_(CH,),CH,), 3,79-3,91 (m,
2H, ICH,CHCHCH,(CH,),CH,), 5,61-5,78 (m, 2H, CHCH,CH,CH,,
CHCHCH,CH,CH,).

6.7.2 Sintesis de &cidos a-aminoalquilfosfinicos

6.7.2.1 Esteres bencilicos de &cidos alquil o alquenilfosfinicos
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0 1. HMDS, 110°C o PhCH,0H, DCC,
n 2.XR n DMAP (THF) 0
- - 1
HNONHS T He "\ ~OH — > Py
H R H
R
107, R = CHs 114,R = CHs
108, R = CH,CHj 115, R = CH,CHj
109, R = CH,CHCH, 116, R = CH,CHCH,
110, R = CH,CH,CH,CH3 117, R = CH,CH,CH,CH3
111, R = CH,CHCHCH,CHs 118, R = CH,CHCHCH,CH3
112, R = CH,CHCH(CH,),CHs 119, R = CH,CHCH(CH,),CH3
113, R = CH,CHCH(CH,)3CH3 120, R = CH,CHCH(CH,)3CH3

Procedimiento general de la sintesis “one-pot”

Se agit6 una mezcla de fosfinato de amonio (1,00 g, 12,04 mmol) y hexametildisilazano
(2,53 mL, 12,04 mmol) a 110 °C bajo atmoésfera de argon durante 2 horas. Se enfrio la
mezcla de reaccion a 0 °Cy se agregd CH,Cl, anhidro, seguido del agregado del halogenuro
de alquilo o alquenilo correspondiente (12,04 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 16 horas bajo atmosfera de argon. Se filtr6 la mezcla a través
de lecho de celite, bajo nitrégeno, para eliminar un precipitado amarillo formado durante la
reaccion, minimizando la pérdida de producto por oxidacion con el aire. Se agregd sobre el
filtrado alcohol bencilico (2,46 mL, 24,08 mmol) y se evapord el solvente a presion reducida,
restituyendo la presion con argén. Se disolvid el residuo color ambar resultante con THF
anhidro (20 mL). Luego se agregaron un equivalente mas de alcohol bencilico (1,23 mL,
12,04 mmol), 4-dimetilaminopiridina (100 mg) y diciclohexilcarbodiimida (3,23 g, 15,65 mmol)
a0 °C. Lamezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas. Se separ6
el precipitado blanco de diciclohexilurea por filtracion a través de un embudo de vidrio fritado.
Se evapord el solvente y se purifico el residuo por cromatografia en columna (silica gel)
empleando mezclas de CH,C1-MeOH desde 100:0 hasta 97:3. El aceite obtenido se
redisolvio en una minima cantidad de una mezcla hexano—AcOEt (1:1) y se filtr6 a través de
lecho de celite para eliminar restos de diciclohexilurea. Se evapord el solvente y el compuesto

puro fue utilizado rapidamente en el paso siguiente de reaccion antes de que pudiera hidrolizarse.
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Los rendimientos se calcularon en base a fosfinato de amonio. En algunos casos, se tom6 una
alicuota luego de finalizado el primer paso para verificar la formacion del &cido fosfinico libre.
Esta alicuota se tratd con metanol, se filtr6 a través de lecho de celite y se evapor6. Se realizo

un espectro de RMN 'H sobre el crudo, en los compuestos que se describen a continuacion.

Acido metilfosfinico (107)

RMN 'H (200 MHz, D,0) § 1,50 (dd, J,,, = 14,6 Hz, J
3, =559,6 Hz, ], =1,9 Hz, 1H, HP).

=1,9 Hz, 3H, CH,), 7,12 (dc,

H-H

H-H

Acido etilfosfinico (108)

RMN 'H (500 MHz, D,0) 80,97 (dc, J,,, =21,4Hz, 1, =7,7 Hz, 3H,CH,), 1,68 (ddc,
3, =153HzJ,, =7,7,1,1 Hz,2H,PCH CH,), 6,89 (dt, J, , =549, Hz,J,  =2,0 Hz,
1H, HP).

H-H

Acido alillfosfinico (108)

RMN 'H (500 MHz, D,0) 82,69 (dd, J,,, = 18,7 Hz,J , = 7.5 Hz, 2H, CH ,CH=CH.),
5,24-5,36 (m, 2H, CH,CH=CH,), 5,84-5,86 (m, , 1H, CH,CH=CH,), 6,89 (d, J = 670,7
Hz, 1H, HP).

Acido 1-butilfosfinico (110)

RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 80,94 (t, =7,1 Hz, 3H, CH,), 1,33-1,90 (m, 6H, (CH,),CH,),
7,13 (dt, J,, = 545,5 Hz, J, , =2,0 Hz 1H, HP).

H-H

Acido 2-pentenilfosfinico (111)

'H-NMR (200 MHz, CDCI,) 80,99 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CH,), 1,94-2,20 (m, 2H, CH CH,),
2,42-2,67 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,), 5,23-5,49 (m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,), 556-
5,79 (m,1H, PCH,CHCHCH,CH,), 6,95 (dt, J, ,, = 551,8 Hz, J,, ,= 2,0 Hz 1H, HP).

H-H
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Acido metilfosfinico éster bencilico (114)

Aceite incoloro; 46% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCI,) 6?1,56(dd,J, =
15,1 Hz,J,.,,=2,1 Hz, 3H,PCH,), 5,04 (dd, J, ,,=8,7Hz, J, ,,= 11,8 Hz 1H, OCH Ph),
5,14(dd, J,,,=10,5Hz,J, , = 11,8 Hz 1H, OCH,Ph), 7,13 (dc, J, ,, = 541,4 Hz, J, . =
2,1 Hz, 1H, PH), 7,31-7,42 (m, 5H, Ph); RMN "C (125,77 MHz, CDCl,) 6 17,0 (d, J =
93,3 Hz, PCH,), 65,2 (OCH,Ph), 128,0 (Ph), 128,2 (Ph), 129,3 (Ph), 142,7 (Ph); RMN

*'P (202,45 MHz, CDCL,) 6 30,1.

H-H

Acido etilfosfinico éster bencilico (115)

Aceite incoloro; 32% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 6 1,16 (d, J,,, =21.4
Hz,J,, =7,7Hz, 3H, CH,), 1,7-1,95 (m, 2H, PCH,CH,), 5,08 (dd, J, ,, = 24,7 Hz, J

= 11,7 Hz, 1H, PCH Ph), 5,12 (dd, J,, =23,0 Hz,J
J,.,=530,0Hz,]

H-H

.= 11,7Hz, TH, PCH Ph), 7,09 (dt,
= 1,8 Hz, 1H, HP), 7,27-7,50 (m, 5H, Ph).

H-H

Acido alilfosfinico éster bencilico (116)

Aceite incoloro; 43% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 202,63-2,67 (m, 2H,
PCH CHCH,), 2,67-2,70 (m, 2H, PCH CHCH,), 5,06 (dd, J,.,, = 11,8 Hz, J, ., = 8,7 Hz),
5,15(dd, J, ,= 11,8 Hz,J, , = 10,1 Hz), 5,23 (dddt, 1H,*J = 17,1 Hz,J, , = 6,1 Hz,
3, = 1.L3Hz, ), = 1,4 Hz, PCH,CHCH)), 5,27 (dddt, 1H,°J, ,, = 10,2 Hz, J, = 5.4
Hz,2J ,_1,3Hz,*J)  =1,1 Hz, PCH,CHCH,), 5,73 (dddt, *J =17,1Hz,J, ,, .
=10,1Hz,J, ,=69Hz,’J,  =75Hz 1H,PCH,CHCH,), 7,04 (ddd, J, , = 546,8 Hz,
Jow=22Hz J, = 1.8 Hz, 1H, HP), 7,24-7,31 (m, 1H, Ph), 7,31-7,41 (m, 4H, Ph);
RMN "C (125,77 MHz, CDCl,) 6? 35,3 (d, J=90,7 Hz, PCH,CHCH,), 65,1 (OCH_Ph),
122,3 (d, J = 14,2 Hz, PCH,CHCH,), 125,6 (d, J = 9,3 Hz, PCH,CHCH,), 127,0 (Ph),
127,5 (Ph), 128,5 (Ph); RMN *'P (202,45 MHz, CDCl,) 87 34,5.

P-H

H-H, trans

Acido 1-butilfosfinico éster bencilico (117)
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Aceite incoloro; 15% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCL,) 8 0,91 (t, 1H,J=7,2
Hz, CH,), 1,41 (sext. dist., 2H, J = 7,4 Hz, P(CH,),CH,CH)), 1,53-1,62 (m, 2H,
PCH,CH,CH,CH,), 1,75-1,83 (m, 2H, PCH,(CH,) CH,), 5,03 (dd, 1H,J, = 11,9 Hz,
J,.,=8.4Hz, PCHH Ph), 5,14 (dd, 1H,J,, = 11,8 Hz,J, = 10,1 Hz, PCHH,Ph), 7,32-
7,41 (m, 5H, Ph), 7,65 (dt, 1H, J, ,, = 530,0 Hz, J,,, = 2,0 Hz, HP); RMN C (125,77
MHz, CDCI,) 8 13,5 (PCH,(CH,),CH,), 22,7 (d,J=2,5 Hz, PCH,CH,CH CH,), 23,5 (d,
J=16,1 Hz, PCH,CH CH,CH,), 28,5 (d, J=92,4 Hz, PCH(CH,) CH,), 67,5 (d,J = 6,8
Hz, OCH,Ph), 128,1 (Ph), 128,6 (Ph), 128,7 (Ph), 135,8 (d, J = 5,9 Hz); RMN *'P (202,45
MHz, CDCl,) 039,2.

Acido 2-pentenilfosfinico éster bencilico (118)

Aceite incoloro; 45% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCL,) 60,97 (t,J=7,5Hz,
3H, PCH,CHCHCH,CH,), 2,01-2,11 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,), 2,50-2,63 (m, 2H,
PCH,CHCHCH,CH,), 5,04 (dd,J,, ,= 11,9Hz,J, , = 8,7 Hz, IH, OCHH Ph), 5,14 (dd,
J.w=119Hz,J, , =10,1 Hz, IH,OCHH Ph), 5,27-5,39 (m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,),
5,62-5,72 (m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,), 6,99 (ddd, J,, ,, = 544,5Hz,J,, , = 2,4 Hz, J
= 1,8 Hz, 1H, HP), 7,31-7,40 (m, SH, Ph).

H-H H-H

Acido 2-hexenilfosfinico éster bencilico (119)

Aceite incoloro, 45% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 60,96 (t,J=17,7,3H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 1,37 (sext. dist., J = 7,3 Hz, 2H, PCH,CHCHCH,CH,CH,),
1,92-2,09 (m, 2H, PCH,CHCHCH/CH/CH,), 2,51-2,58 (m, 1H,
PCHH CHCH(CH,),CH,), 2,60-2,67 (m, 1H, PCHH, CHCH(CH,),CH,), 5,03 (dd, J, ,
=8,9Hz,J, = 12,0 Hz, 1H, OCHH Ph), 5,14 (dd, 1H, J,,, = 10,2 Hz, J, , = 12,0 Hz,
OCHH,Ph), 5,21-5,41 (m, 1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,51-5,75 (m, 1H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 6,98 (dt, J, ,,= 543,7Hz, J,, ,, = 2,1 Hz, 1H, HP), 7,29-7,44 (m,
5H, Ph).

H-H
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Acido 2-heptenilfosfinico éster bencilico (120)

Aceite incoloro; 55% de rendimiento; RMN 'H (200 MHz, CDCI,) 620,88 (t,J=6,9 Hz,
3H,PCH,CHCH(CH,),CH,), 1,17-1,38 (m, 4H, PCH,CHCHCH,(CH,),CH,), 1,94-2,08
(m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,CH,CH,), 2,47-2,58 (m, 1H, PCHH CHCH(CH,),CH,),
2,60-2,68 (m, 1H, PCHH, CHCH(CH,),CH,), 5,04 (dd, J, ,, = 12,0 Hz, J,,, = 10,0 Hz,
1H, OCHH Ph), 5,15 (dd, J, ,= 12,0 Hz, J, , = 10,0 Hz, 1H, OCHH,Ph), 5,19-5,43 (m,
1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,57-5,78 (m, 1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 6,99 (dt, J, ,
=543,5Hz,J . =2,1 Hz, 1H, HP), 7,28-7,40 (m, 5H, Ph).

H-H

6.7.2.2 Incorporacién del grupo aminometilo
N-Tritilmetanimina (113)

Auna solucion de N-tritilamina (500 mg, 1,93 mmol) en tolueno (25 mL) se agregd
una solucion 37% m/v de formaldehido acuoso (0,22 mL, 2,90 mmol) en un balon equipado
con una trampa Dean-Stark, La solucion se calento a reflujo durante 4hs. Luego de evaporar
el solvente residual se obtuvieron (522 mg, 99,7% de rendimiento) de N-tritilmetanimina

como un solido blanco cristalino.

RMN 'H (200 MHz, CDCL,) § 7,02 (d, = 15,9 Hz, 1H, T'N=CH H), 7,09-7,39 (m, 15H,
Ph), 7,78 (d, J = 15,9 Hz, 1H, T'N=CH,H); RMN “C (50 MHz, CDCl,) § 79,9 (C(Ph),),
126,8 (Ph), 127,8 (Ph), 129,7 (Ph), 144,7 (Ph), 153,0 (TrN=CH).

Procedimiento general

A una solucion de metilentritilamina (726 mg, 2,68 mmol) en tolueno anhidro (20 mL)
enfriada a 0 °C se agrego el éster bencilico del 4cido fosfinico correspondiente (2,30 mmol)
bajo atmdsfera de argdn. Sobre esta solucion se agregd una solucion 5% v/v de trifluoroboro

eterato, gota a gota, y se dejo llegar la reaccion a temperatura ambiente. La mezcla se agito
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durante 72 hs. Se evapord el solvente y se purifico el residuo por cromatografia en columna
(silica gel) utilizando como eluyente una mezcla de hexano—AcOEt (4:1) para dar el producto

puro correspondiente.

Fosfinato de metil[(N-tritilamino)metil] bencilo (122)

Aceite incoloro; 46% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 61,63(d,J=14,0
Hz, 3H, CH,), 2,30 (dd, J,,,, = 14,6,J,,,= 10,2 Hz, IH, PCH NH), 2,38 (dd, J , , = 14,6

> VpH
Hz,J,, = 11,6 Hz, 1H, PCHbNH), 5,01(d,J,,,=9,1 Hz, 2H, OCH Ph), 7,06-7,52 (m,
20H, Ph); RMN "C (125,77 MHz, CD,0D) § 12,9 (d, J = 93,2 Hz, PCH,), 43,9 (d, J =
107,7 Hz, PCH,NH), 67,6 (d, J = 5,9 Hz, OCH,Ph), 72,7 (d, = 17,0 Hz, CPh,), 127,7
(Ph), 128,9 (Ph), 129,0 (Ph), 129,6 (Ph), 129,7 (Ph), 129,8 (Ph), 137,9 (d, J = 5,1 Hz,

Ph), 146,2 (Ph); RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) & 56,6.

Fosfinato de etil[(N-tritilamino)metil] bencilo (123)

Aceite incoloro; 52% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCI,) 01,18 (dt, o™
18,1 Hz, J, ,= 7,7 Hz, 3H, CH,), 1,65-2,13 (bs, 1H,NH ), 1,94 (dc, 2H, J, .= 13,9 Hz,

> "H-H
J..,=7,7Hz, PCH,CH,),2,43 (dd, J,,, = 14,1 Hz,J, , = 10,0 Hz, 1H, PCHH NH), 2,53
(dd,J,,, = 14,1Hz,J = 12,1 Hz, lH, PCHH,NH), 4,98 (dd,J,  =12,1 Hz,J, =7,

Hz, 1H, OCHH Ph), 5,04 (dd, J, , = 12,1 Hz,J, = 8,1 Hz, 1H, OCHHbPh), 7,15-7,43
(m, 20H, Ph); RMN C (125,77 MHz, CDCL)) 8 5,7 (d, J = 5,1 Hz, PCH,CH,), 20,4 (d,
J=93,3 Hz, PCH,CH,), 41,0 (d,J=101,7 Hz, PCH,NH), 66,0 (d, J = 5,9 Hz, OCH Ph),

BFs. (EtO)2 (tol), 0-25°C H ;

\/ \

R

122, R = CHj
123, R = CH,CHj

124, R = CH,CHCH,

125, R = CH,CH,CH,CH3
126, R = CH,CHCHCH,CHj;
127, R = CH2CHCH(CH2)2CH3
128, R = CH,CHCH(CH,)3CHj
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71,4 (d, = 15,3 Hz, CPh,), 126,6 (Ph), 127,7 (Ph), 128,0 (Ph), 128,5 (Ph), 128,6 (Ph),
136,8 (d, J= 5,9 Hz, Ph), 144,7 (Ph); RMN *'P (202,45 MHz, CDC,) § 57.0.

Fosfinato de 2-propenil[(N-tritilamino)metil] bencilo (124)

Aceite incoloro; 70% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCl,) 62,05 (dt, J.,=80
Hz,J,, = 3,3 Hz, 1H,NH), 2,49 (ddd, J, ,,= 14,4 Hz,J, , = 10,0 Hz, J, ,, = 7.5, 1H,
PCHH NH), 2,56 (ddd, J,, ,, = 14,2 Hz, J, ,, = 12,0 Hz, J, ,, = 8,7 Hz, 1H, PCHH NH),
2,82(dd,J,,=17,2Hz,J, =74, 2H, PCH,CHCH,), 5,01 (dd, J, ,,= 12,0, J, ,= 8,1
Hz, 1H, OCH Ph), 5,05 (dd, J, ,=12,0,J, = 8,2 Hz, IH, OCH Ph), 5,18-5,26 (m, 3H,
PCH,CHCH,), 5,83 (dddt,*J, ,, ...=17.2Hz,°J . =99HzJ, ,=59Hz, J , =
7,3 Hz, 1H, PCH,CHCH,), 7,16-7,42 (m, 20H, Ph); RMN "*C (125,77 MHz, CDCL,) 6
33,6 (d, J = 88,2 Hz, PCH,CHCH,), 41,2 (d, J = 104,3 Hz, PCH NH), 66,3 (d, J = 6,8
Hz, OCH,Ph), 71,5 (d, J= 16,1 Hz, CPh,), 120,4 (d, J = 12,7 Hz, PCH,CHCH,), 126,6
(Ph), 127,2 (d, J=8,5 Hz, PCH,CHCH,), 127,7 (Ph), 128,0 (Ph), 128,3 (Ph), 128,5 (Ph),
128,6 (Ph), 136,5 (d, J = 5,1 Hz, Ph); RMN *'P (202,45 MHz, CDCL,) 6 51,5.

P-H

H-H

Fosfinato de 1-butil[(N-tritilamino)metil] bencilo (125)

Aceite incoloro; 51% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCI,) 00,92 (t,J=7,3Hz,
3H, CH)), 1,37-1,48 (sext. dist., J = 7,3 Hz, 2H, P(CH,),CH,CH,), 1,51-1,64 (m, 2H,
PCH,CH,CH,CH,)), 1,85-2,09 (m, 3H, PCH_(CH,),CH,),2,42 (dd,J , , = 14,2Hz,J, .=
10,0 Hz, 1H, PCHH NH), 2,53 (dd, J , , = 14,2 Hz,J, ., = 12,1 Hz 1H, PCHH NH), 4,98
(dd,J,,=12,0HzJ, =79 Hz, 1H, OCH Ph), 5,04 (dd, J, ,,=12,0 Hz,J, ,= 8,1 Hz,
1H, OCH_Ph), 7,12-7,47 (m, 20H, Ph); RMN "C (125,77 MHz, CDCl,) 6 13,6
(P(CH,),CH,CH,), 23,6 (d, J = 4,2 Hz, P(CH)),CH,CH,), 23,9 (d, J = 16,1 Hz,
PCH,CH,CH,CH,), 27,1 (d, J = 91,6 Hz, PCH(CH,),CH,), 41,4 (d, J = 100,1 Hz,
PCH,NH), 65,9 (d, J=5,9 Hz, OCH,Ph), 71,4 (d, J= 15,3 Hz, CPh,), 126,7 (Ph), 127.8
(Ph), 128,1 (Ph), 128,4 (Ph), 128,6 (Ph) 128,7 (Ph), 136,8 (d, J = 5,1, Ph), 144,8 (Ph);,
RMN*'P (202,45 MHz, CDCL,) 6 56,1.

H-P
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Fosfinato de 2-pentenil[(N-tritilamino)metil] bencilo (126)

Aceite incoloro; 47% de rendimiento; RMN 'H (500.13 MHz, CDCl,) 6 0.94 (t, J=7,4 Hz,
3H, PCH,CHCHCH,CH,), 1,96-2,08 (m, 3H, PCH,CHCHCH,CH, NH), 2,46 (t dist., J
=11,9 Hz, IH, PCH NH), 2,54 (t dist., J= 13,6 Hz, 1H, PCH NH), 2,74 (dd, J, ,, = 16,8
Hz,J, =73, 2H, PCH CHCHCH,CH,), 5,00 (dd, J,.,, = 12,0 Hz, J, ,= 7,9 Hz, 1H,
OCHH Ph), 5,06 (dd, J,,,= 12,0 Hz, J . ,= 7,9 Hz, 1H, OCHH Ph), 5,36-5,46 (m, 1H,
PCH,CHCHCH,CH,), 5,62-5,71 (m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,), 7,14-7,51 (m, 20H, Ph);
RMN BC (125,77 MHz, CDCl,) & 13,7 (PCH,CHCHCH,CH,), 25,7 (d, J = 2,5 Hz,
PCH,CHCHCH,CH,), 32,3 (d, J = 89,0 Hz, PCH,CHCHCH,CH,), 41,0 (d, J = 103,4
Hz, PCH,NH), 66,1 (d, J= 6,8 Hz, OCH,Ph), 71,4 (d, J= 16,1 Hz, CPh,), 117,2 (d,J =
9,3 Hz, PCH,CHCHCH,CH,), 126,6 (Ph), 127,7 (Ph), 128,0 (Ph), 128,3 (Ph), 128,5
(Ph), 128,6 (Ph), 136,6 (d, J=5,9 Hz, Ph), 138,2 (d, J= 11,9 Hz, PCH,CHCHCH,CH,),
144,7 (Ph); RMN*'P (202,45 MHz, CDCL,) 6 52,5.

Fosfinato de 2-hexenil[(N-tritilamino)metil] bencilo (127)

Aceite incoloro; 74% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCI,) 00,85(t,J=7,4Hz,
3H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 1,32 (sext. dist., J = 7,3 Hz, 2H, PCH,CHCHCH,CH,CH,),
1,93-2,00 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,CH,), 2,00-2,08 (sa, 1H, NH), 2,41-2,60 (m,
2H, PCHNH), 2,74 (dd4, J,.,, = 7.3, J,,,= 17,1 Hz, 2H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,01
(dd,J,,,=12,1Hz,J, ,=7,8 Hz, 1H, OCHH Ph), 5,06 (dd,J . ,=12,2Hz,J, ,= 7,8 Hz,
1H, OCHH,Ph), 5,37-5,46 (m, 1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,57-5,65 (m, 1H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,14-7,44 (m, 20H); RMN "C (125,77 MHz, CDCl,) 6? 13,5
(PCH,CHCH(CH,),CH,), 22,1 (d, J = 3,4 Hz, PCH,CHCH(CH,)CH,CH,), 32,2 (d, J =
89,0 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,), 35,9 (d, J = 1,7 Hz, PCH,CHCHCH,CH,CH,), 40,9
(d,J=103,4 Hz, PCH,NH), 66,0 (d, J = 5,9 Hz, OCH,Ph), 71,3 (d, J = 16,1 Hz, CPh,),
118,1(d, J=9,3 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,), 126,4 (Ph), 127,6 (Ph), 127,8 (Ph), 128,1
(Ph), 128,38 (Ph), 128,43 (Ph), 136,4 (d, J= 12,7 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,), 136,5 (d,
J=5,1Hz, Ph), 144,5 (Ph); RMN *'P (202,45 MHz, CDCl,) 8 52,4.

P-P

186



Capitulo 6 Parte experimental

Fosfinato de 2-heptenil[(N-tritilamino)metil] bencilo (128)

Aceite incoloro; 74% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCl,) 60,86 (t,J=7,1 Hz,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 1,21-1,34 (m, 4H, PCH,CHCHCH,(CH,),CH,), 1,95-2,05 (m,
3H, PCH,CHCHCH,(CH,),CH,, NH), 2,45 (dd, J,,,, = 13,4 Hz, J, , = 10,5 Hz, 1H,
PCHNH), 2,54 (tdist., J, = 13,1 Hz, IH, PCH NH ), 2,73 (dd, J,,,= 16,9 Hz,J , , =
7,3,2H,PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,01 (dd, J, ,,=12,1 Hz,J, ,= 7,7 Hz, 1H, OCH HPh),
5,06 (dd, J, , = 12,1 Hz, J,, = 7,7 Hz, 1H, OCH _HPh), 5,35-5,45 (m, 1H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,56-5,65 (m, 1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,16-7,43 (m,
20H); RMN "C (125,77 MHz, CDCl,) & 13,8 (PCH,CHCH(CH,),CH,CH,), 22,1
(PCH,CHCH(CH,),CH,CH,), 31,1 (d,J=2,5 Hz, PCH,CHCHCH,CH,CH,CH,), 32,26
(d, J = 88,2 Hz, PCH,CHCH(CH)),CH,), 32,27 (d, J = 1,7 Hz,
PCH,CHCHCH,CH,CH,CH,), 41,0 (d, J = 103,4 Hz, PCH,NH), 66,1 (d, J = 6,8 Hz,
OCH,Ph), 71,4 (d,J=15,3 Hz, CPh,), 118,0 (d, J=9,3 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,CH,),
126,5 (Ph), 127,6 (Ph), 127,9 (Ph), 128,2 (Ph), 128,47 (Ph), 128,51 (Ph), 136,6 (d, J =
5,9 Hz, Ph), 136,8 (d, J = 11,9 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,CH,), 144,6 (Ph); RMN *'P
(202,45 MHz, CDCl,) § 52,5.

6.7.2.3 Desproteccion del grupo amino

Procedimiento general

Sobre una solucion de fosfinato de alquil[(N-tritilamino)metil] bencilo o fosfinato de
alquenil[(N-tritilamino)metil] bencilo (0.68 mmol) en cloruro de metileno (5 mL) se agrego,
gota a gota, una solucion de acido trifluoroacético 5% v/v (5 mL) a temperatura ambiente.
Lareaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, se agreg6 resina
cationica fuerte Amberlite CG-400 (1,00 g) y la mezcla se agit6 durante una hora. Luego,
se filtrd la resina y se lavd com metanol (20 mL). El solvente se evaporo y el residuo se
purifico por cromatografia en columna (silica gel) eluyendo con mezclas de polaridad

creciente desde AcOEt hasta AcCOEt—-MeOH (4:1). La amina libre, obtenida como un
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aceite, se utilizé rapidamente en el siguiente paso de reaccion para evitar la formacion de

N-oxido y posterior descomposicion.

Fosfinato de metil(aminometil) bencilo (129)

Aceite amarillo; 64% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0OD) 61,68(d,J=14,8
Hz, 3H, PCH,), 3,36 (d, J = 9,8 Hz, 2H,NH,CH,P), 5,12 (dd, J . , = 11,7 Hz,J,, , = 9,5
Hz, 1H, OCHH Ph), 5,17 (dd, J, ., = 11,7 Hz, J, , = 8,8 Hz, IH, OCHH,Ph), 7,28-7,49
(m, 5H, Ph); RMN "*C (125,77 MHz, CD,0D) 6 13,8 (d, J=96,6,CH,), 37,7 (d,J =97.5
Hz, NHCH,P), 68,4 (d, J= 6,8 Hz, OCH,Ph), 129,4 (Ph), 129,8 (Ph), 129,9 (Ph), 137,2
(d,J=5,9 Hz, Ph); RMN*'P (202,45 MHz, CD,0D) 4 47.6.

Fosfinato de etil(aminometil) bencilo (130)

Aceite amarillo; 85% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,OD) 01,13 (dt, Jip™
19,1 Hz, J,, = 7,7 Hz, 3H, PCH,CH,), 1,94 (dc, J,,, = 15,2 Hz, J,,, = 7,7 Hz, 2H,
PCH,CH,), 3,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H, NHCH,P), 5,03 (dd, J , ,= 11,8 Hz, J . , = 8,5 Hz,
1H, OCHH Ph), 5,15 (dd, J , .= 11,8 Hz,J, ,=10,1 Hz, 1H, OCHH, Ph), 7,36-7,50 (m,
5H, Ph),

H-H

Fosfinato de 2-propenil(aminometil) bencilo (131)

Aceite amarillo; 89% de rendimiento de; RMN 'H (200 MHz, CDCl,) 62,67 (dd, Jip=
17,9 Hz, J,,, = 7,4 Hz, 3H, PCHNH,), 2,96-3,14 (m, 2H, PCH,CHCH,), 3,14-3,44
(broad s, 2H,NH,), 5,05 (d, J=8,5 Hz, 2H, OCH _Ph), 5,09-5,25 (m, 2H, PCH,CHCH,),
5,54-5,87 (m, 1H, PCH,CHCH,), 7,26-7,37 (m, 5H, Ph).

Fosfinato de 1-butil(aminometil) bencilo (132)

Aceite amarillo; 87% de rendimiento de; RMN 'H (500,13 MHz, CDCL,) 6 0,81 (t,J=7,3
Hz, 3H, PCH,(CH,),CH,), 1,29 (sept. dist., J = 7,1 Hz, 2H, P(CH,),CH,CH,) 1,36-1,50
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(m,2H, PCH,CH,CH,CH,), 1,85 (dt,J, ,=15,4Hz,J,_,
3,21(d,J=8,0Hz,2H,NH)), 5,01 (dd,J, = 11,8 Hz, J,,,=8,7 Hz, 1H, OCH Ph), 5,09
(dd,J,, = 11,8Hz,J, = 8,4 Hz, 1H, OCH Ph); RMN "“C (125,77 MHz, CDCL,) § 13,2
(PCH,(CH,),CH,), 23,1 (d, J = 5,1 Hz, PCH,CH,CH,CH,), 23,5 (d, J = 17,0 Hz,
P(CH,),CH,CH,), 27,6 (d, J = 95,8, PCH,(CH,),CH,), 35,7 (d, J = 91,6 Hz, NHCH,P),
67,0 (d, J=6,8 Hz, OCH,Ph), 127,9 (Ph), 128,7 (Ph), 135,7 (d, J = 5,9 Hz, Ph); RMN *'P
(202,45 MHz, CDCL,) & 50,9.

=8,2 Hz, 2H, PCH,(CH,),CH,),

Fosfinato de 2-pentenil(aminometil) bencilo (133)

Aceite amarillo; 76% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCL,-CD,OD, 4:1) 80,95
(t, J = 7,5 Hz, 3H, PCH,CHCHCH,CH,), 2,02 (sext. dist., J = 6,8 Hz, 2H,
PCH,CHCHCH,CH,), 2,60-2,75 (m, 2H, PCH,NH,)), 3,04-3,25 (m, 2H,

O H ) TFA 2.5 % (CH,Cly)
n
OF~4r =
\ O
R 1n
HZN\/P\‘O
R

129, R = CHj

130, R = CH,CHs

131, R = CH,CHCH,

132, R = CH2CH2CH2CH3
133, R = CH,CHCHCH,CH,
134—, R = CH2CHCH(CH2)2CH3
135, R = CH,CHCH(CH5)3CH3

PCH,CHCHCH,CH,), 5,07 (dd, J,_, = 11,8 Hz, J. , = 9,0 Hz, 2H, OCH Ph), 5,11 (dd,
J.., =118 Hz, ], =83 Hz, 2H, OCH Ph), 5,21-5,30 (m, 2H, PCH,CHCHCH CH,),
5,62-5,72 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,), 7,31-7,44 (m, 5H, Ph).

Fosfinato de 2-hexenil(aminometil) bencilo (134)

Aceite amarillo; 94% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDC1-CD,OD, 4:1) 60,89
(t, J=7,4 Hz, 3H, CH,), 1,37 (sext. dist., J = 7,3 Hz, 2H, PCH,CHCHCH,CH ,CH,),
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1,95-2,05 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,CH,), 2,61-2,69 (m, 2H, PCH,NH), 2,92-3,06
(m, 2H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,08 (d, J = 8,4 Hz, 2H, OCH_Ph), 5,28-5,42 (m, 2H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,57-5,71 (m, 2H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,31-7,44 (m, 5H,
Ph).

Fosfinato de 2-heptenil(aminometil) bencilo (135)

Aceite amarillo; 85% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CDCL-CD,OD, 4:1) 60,89
(t,J=7,2Hz, 3H, CH,), 1,25-1,37 (m, 4H, PCH,CHCHCH,(CH,),CH,), 1,98-2,07 (m,
2H, PCH2CHCHCH (CH,),CH,), 2,61-2,68 (m, 2H, PCH NH,), 2,96-3,01 (m, 2H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,07 (d, J = 8,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,28-5,39 (m, 2H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,59-5,69 (m, 2H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,32-7,43 (m, 5H,
Ph).

6.7.3 Acoplamiento del acido aminofosfinico con el dipéptido

Procedimiento general

A una solucion del dipéptido 36 (300 mg, 0,619 mmol) y N-hidroxisuccinimida (106,9
mg, 0,923 mmol) en DMF anhidra (5 mL) enfriada a 0 °C, se agreg6 EDC,HCI1 (237,3 mg,
2,24 mmol), La reaccion se agitd durante 16 hs a temperatura ambiente. Luego, se agrego
una solucion de la amina correspondiente (0,495 mmol) y Et,N (15 uL, 2,1 mmol) en DMF
(3 mL)y se dejo agitando a temperatura ambiente durante 16 hs. La mezcla de reaccion se
diluy6 con AcOEt (20 mL) y se lavé con NaCl (ss) (2 x 20 mL), 5% HCI1 (2 x 10 mL),
NaHCO, (ss) (2x 10 mL) y agua (2 x 10 mL), La fase orgénica se seco con (Na,SO,), y se
evaporo el solvente, El producto obtenido se purifico por cromatografia en columna (silica
gel) utilizando mezclas desde hexano—AcOEt (4:1) hasta AcOEt puro para los compuestos

mas polares.
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Fosfinato de metil-[[(N-benziloxi-.-y-glutamil(a-bencil éster)-.-leucil)amino]metil]
bencilo (136)

Solido blanco; higroscopico; 42% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 00,83-
0,96 (m, 6H, H.C(6)Leu), 1,43-1,69 (m, 6H, PCH_, HC()Leu, HC(y)Leu), 1,83-1,97 (m,
1H, H C(y)Glu), 2,09-2,22 (m, 1H, H,C(y)Glu), 3,58-3,76 (m, 2H, NHCH,P), 4,18-4,26
(m, 1H, HC(a))Glu), 4,30-4,38 (m, 1H, HC(at)Leu), 4,99-5,18 (m, 6H, OCH,Ph), 7,22-
7,41 (m, 15H, Ph); RMN "C (125,77 MHz, CD,0D) 6? 12,8 (d, J = 93,3 Hz, PCH,, diast.
ppal.), 12,9 (d, J = 93,3 Hz, PCH,, diast. min.), 21,9 (H3Ca(8)Leu, diast. min.), 22,0
,(H,C (8)Leu, diast. ppal.), 23,3 (H,C (6)Leu, diast. min.), 23,3 (H,C (8)Leu, diast. min.),
25,9 (C(y)Leu, diast. min.), 25,9 (C(y)Leu, diast. ppal.), 28,3 (C(y)Glu), 32,7 (C(B) Glu),
38,8(d,J=102,6 Hz, NHCH,P, diast. min.), 38,9 (d, J = 102,6 Hz, NHCH,P, diast. ppal.),
41,7 (C(B)Leu), 53,3 (C(a)Leu), 55,1 (C(a)Glu), 67,6 (d, J = 5,9 Hz, POCH,Ph), 67,7
(OCH,Ph), 68,0 (OCH,Ph), 128,8 (Ph), 128,8 (Ph), 129,0 (Ph), 129,1 (Ph), 129,2 (Ph),
129,5 (Ph), 129,5 (Ph), 129,6 (Ph), 129,7 (Ph), 129,7 (Ph), 172,6 (CO), 175,2 (CO),
175,6 (CO), 137,2 (Ph), 137,7 (d, J = 6,8 Hz, Ph), 138,1 (Ph), 158,6 (CO), 173,5 (CO),
174,7(C0O), 175,0 (CO); RMN *'P (202,45 MHz, CDCL,) 8 52,9 (diast. min.), 53,1 (diast.
ppal.),

Fosfinato de etil-[[(N-benziloxi-L-y-glutamil(a-bencil éster)-L-leucil)amino]metil]
bencilo (137)

Solido blanco; higroscopico; 40% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 60,83-
0,93 (m, 9H, H,C(8)Leu, PCH,CH,), 1,01 (dt,J,, ,= 18,8 Hz,J,, , = 7,6 Hz,2H, PCH,CH,,
diast. min.), 1,11 (dt,J,, ,= 18,8 Hz,J, ,, = 7,6 Hz, 2H, PCH,CH,, diast. ppal.), 1,44-1,69
(m, 3H, HC(B)Leu, HC(y)Leu), 1,73-1,83 (m, 2H, PCH,CH,), 1,83-1,95 (m, 1H,
H.C(y)Glu), 2,07-2,21 (m, 1H, H,C(y)Glu), 2,27-2,39 (m, 2H, HC(B)Glu), 3,59-3,77 (m,
2H,NHCH,P), 4,17-4,27 (m, 1H, HC(a)Glu), 4,27-4,40 (m, 1H, HC(c)Leu), 4,98-5,19
(m, 6H, OCH,Ph), 7,23-7,42 (m, 15H, Ph); RMN “C (125,77 MHz, CD,0OD) 6? 5,52 (d,
J=4,8 Hz, PCH,CH,, diast. ppal.), 5,54 (d, J=4,8 Hz, PCH,CH,, diast. min.), 20,4 (d, J
=93.5 Hz, PCH,CH,, diast. ppal.), 20,6 (d, J = 92,5 Hz, PCH,CH,, diast. min.), 21,87
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(H,C (8)Leu, diast. min.), 21,93 (H,C (8)Leu, diast. ppal.), 23,35 (H,C, (8)Leu, diast. min.),
23,40 (H,C,(6)Leu, diast. min.), 25,86 (C(y)Leu, major diast), 25.89 (C(y)Leu, diast. min.),
28.2 (C(y)Glu), 32,7 (C(B) Glu), 37,0 (d, J = 98,2 Hz, NHCH_P, diast. ppal.), 37,1 (d, J =
98,2 Hz, NHCH, P, diast. min.), 41,7 (C(B)Leu), 53,2 (C(ct)Leu), 55,1 (C(a)Glu), 67,6 (d,
J=6,7 Hz, POCH,Ph), 67,7 (OCH,Ph), 68,0 (OCH,Ph), 128,8 (Ph), 129,0 (Ph), 129,2
(Ph), 129,3 (Ph), 129,5 (Ph), 129,6 (Ph), 129,64 (Ph), 129,66 (Ph), 129,7 (Ph), 137,2
(Ph), 137,9 (d, J =5,7 Hz, Ph), 138,1 (Ph), 158,7 (CO), 173,5 (CO), 174,7 (CO), 175,0
(CO); RMN*'P (202,45 MHz, CD,0D) & 55,4 (diast. min.), 55,6 (diast. ppal.).

Fosfinato de 2-propenil-[[(N-benziloxi-.-y-glutamil(a-bencil éster)-.-

leucil)amino]metil] bencilo (138)

1. HONSu, EDC (DMF) @

136, R = CHjq
137, R = CH,CHj

138, R = CH,CHCH,

139, R = CH,CH,CH,CHs
140, R = CHyCHCHCH,CH,
141, R = CH,CHCH(CH,),CHs
142, R = CH,CHCH(CH,)3CHs

Solido blanco; higroscopico; 38% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 60,80-
0,96 (m, 6H, H,C(86)Leu), 1,45-1,57 (m, 2H, H C(B)Leu), 1,57-1,69 (m, 1H, HC(y)Leu),
1,83-1,94 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,08-2,20 (m, 1H, H,C(B)Glu), 2,25-2,37 (m, 2H,
HC(y)Glu), 2,61-2,78 (m, 2H, PCH,CHCH,), 3,57-3,78 (m, 2H, NHCH_P), 4,13-4,27
(m, 1H, HC()Glu), 4,29-4,41 (m, 1H, HC(a)Leu), 4,95-5,31 (m, 8H, OCH_Ph,
PCH,CHCH,), 5,68-5,83 (m, 1H, PCH,CHCH,), 7,17-7,45 (m, 15H, Ph); RMN "C
(125,77 MHz, CD,0D) 621,86 (H,C (8)Leu, major diast), 21.90 (H,C (6)Leu, min. diast),
23,36 (H,C (8)Leu), 25,85 (C(y)Leu, diast. min.), 25,89 (C(y)Leu, diast. ppal.), 26,3
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(PCH,CHCH,), 28,2 (C(y)Glu), 32,7 (C(B) Glu), 33,6 (d, J = 88,0 Hz, PCH,CHCH,,
diast. min.), 33,7 (d, J = 88,0 Hz, PCH,CHCH,, diast. ppal.), 37,3 (d, J = 100,5 Hz,
NHCH,P), 41,7 (C(B)Leu), 53,2 (C(av)Leu), 55,1 (C(a)Glu), 67,7 (OCH,Ph), 67,9 (d, J =
7,2 Hz, OCH,Ph), 67,9 (OCH,Ph), 121,6 (d, J = 12,6 Hz, PCH,CHCH,), 127,6 (d, J =
9,9Hz, PCHZCHCHZ’ diast. min.), 127,7(d, J=9,9 Hz, PCH2CHCH2’ diast. ppal.), 128,3
(Ph), 129,0 (Ph), 129,2 (Ph), 129,3 (Ph), 129,5 (Ph), 129,56 (Ph), 129,62 (Ph), 137,2
(Ph), 137,8 (d, J=7,2 Hz, Ph), 138,1 (Ph), 158,7 (CO), 173,5 (CO), 174,7 (CO), 174,9
(d,J=12,6 Hz, CO); RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) 6 49,3 (diast. ppal.), 49,4 (diast.

min.).

Fosfinato de 1-butil-[[(N-benziloxi-L-y-glutamil(a-bencil éster)-L-leucil)amino]metil]
bencilo (139)

Solido blanco; higroscopico; 39% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 00,81-
0,94 (m, 9H, H.C(8)Leu, P(CH,),CH,), 1,30-1,42 (m, 2H, P(CH,),CH,CH,), 1,44-,1,68
(m, 5H, PCH,CH,CH,CH_, H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 1,71-1,84 (m, 2H, PCH_(CH,),CH.),
1,84-1,95 (m, 1H, H C(y)Glu), 2,08-2,22 (m, 1H, H,C(y)Glu), 2,27-2,39 (m, 2H,
H,C(y)Glu), 3,58-3,76 (m, 2H, NHCH,P), 4,15-4,26 (m, 1H, HC(0t)Glu), 4,30-4,7 (m,
1H, HC(ovLeu), 4,99-5,12 (m, 4H, OCH Ph), 5,14 (s, 2H, OCH_Ph), 7,23-7,42 (m, 15H,
Ph); RMN "*C (125.77 MHz, CD,0D) §? 13,9 (P(CH,),CH,), 21,88 (H,C (6)Leu, diast.
min.), 21,94 (H,C (8)Leu, diast. ppal.), 23,32 (H,C,(6)Leu, diast. ppal.), 23,37 (H,C (8)Leu,
diast. min.), 24,3 (d, J = 4,2 Hz, P(CH,),CH,CH,), 24,8 (d, J = 14,4 Hz,
PCH,CH,CH,CH,), 25,84 (C(y)Leu, major diast), 25.89 (C(y)Leu, diast. min.), 27,0 (d, J
= 91,6 Hz, PCH,NH, diast. min.), 27,2 (d, J = 91,6 Hz, PCH NH, diast. ppal.), 28,2
(C(y)Glu), 32,7 (C(B) Glu), 37,5 (d, J = 98,3 Hz, NHCH, P, diast. min.), 37,6 (d, J = 98,3
Hz, NHCH_P, diast. ppal.), 41,7 (C(B)Leu), 53,2 (C(c)Leu), 55,1 (C(a)Glu), 67,57 (d, =
5,9 Hz, POCH,Ph, diast. ppal.), 67,59 (d, J= 5,9 Hz, POCH,Ph, diast. min.), 67,7 (OCH,Ph),
68,0 (OCH,Ph), 128,8 (Ph), 129,0 (Ph), 129,1 (Ph), 129,2 (Ph), 129,3(Ph), 129,48 (Ph),
129,51(Ph), 129,57 (Ph), 129,64 (Ph), 129,66 (Ph), 137,88 (d, J=5,9 Hz, Ph, diast. min.),
137,89 (d, J=5,9 Hz, Ph, diast. ppal.), 138,1 (Ph), 158,7 (CO), 173,5 (CO), 174,7 (CO),

193



Capitulo 6 Parte experimental

174,9 (d, J = 11,0 Hz, CO); RMN *'P (202,45 MHz, CDCl,) 6 54,4 (diast. min.), 54,5
(diast. ppal.).

Fosfinato de 2-pentenil-[[(N-benziloxi-L-y-glutamil(a-bencil éster)-.-

leucil)amino]metil] bencilo (140)

Solido blanco; higroscopico; 36% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 60,82-
1,00 (m, 9H, H,C(8)Leu, PCH,CHCHCH,CH,), 1,47-1,57 (m, 2H, H,C(B)Leu),1,57-
1,69 m, 1H, HC(y)Leu), 1,83-1,95 (m, 1H, H C()Glu), 1,97-2,07 (2H, 2,09-2,21,
PCH,CHCHCH,CH,), 2,10-2,20 (m, 1H, H C(B)Glu), 2,28-2,39 (m, 2H, H C(7)Glu),
2,58-2,68 (m, 2H, PCH,CHCHCH,CH,), 3,59-3,76 (m, 2H, NHCH,P), 4,19-4,28 (m,
1H, HC(0)Glu), 4,33-4,51 (m, 1H, HC(a)Leu), 5,99-5,19 (m, 6H, OCH,Ph), 5,31-5,41
(m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,), 5,58-5,68 (m, 1H, PCH,CHCHCH,CH,), 7,22-7,40 (m,
15H, Ph); RMN “C (125,77 MHz, CD,0D) 6 13,79 (PCH,CHCHCH,CH,, diast. min.),
13,82 (PCH,CHCHCH,CH,, diast. ppal.), 21,90 (HSCa(S)Leu, min. diast), 21,93
(H,C (8)Leu, major diast), 23,38 (H,C, (8)Leu, diast. min.), 23,41 (H,C, ()Leu, diast. ppal.),
25,8 (C(y)Leu, diast. min.), 25,9 (C(y)Leu, diast. ppal.), 26,7 (PCH,CHCHCH,CH,, diast.
min.), 26,8 (PCH,CHCHCH,CH,, diast. ppal.), 28,2 (C(y)Glu), 32,1 (d, J = 89,0 Hz,
PCH,CHCHCH,CH,, diast. min.), 32,3 (d, J= 88,3 Hz, PCH,CHCHCH,CH,, diast. ppal.),
32,7 (C(B) Glu), 37,2 (d, J = 100,0 Hz, NHCH,P, diast. min.), 37,3 (d, J = 100,0 Hz,
NHCH,P, diast. ppal.), 41,7 (C(B)Leu), 53,2 (C(ov)Leu), 55,1 (C(o)Glu), 67,7 (O-CH, -
Ph), 67,8 (d, J = 6,8 Hz, OCH,Ph), 68,0 (OCH Ph), 117,4 (d, J = 10,2 Hz,
PCH,CHCHCH,CH,, diast. ppal.), 117,5 (d, J = 10,2 Hz, PCH,CHCHCH,CH,, diast.
ppal.), 128,96 (CO), 129,0 (CO), 129,2 (CO), 129,3 (CO), 129,5 (CO), 129,6 (CO),
129,61 (CO), 129,62 (CO), 137,2 (Ph), 137,87 (d, J=5,9 Hz, Ph, diast. ppal.), 137,89 (d,
J = 15,9 Hz, Ph, diast. ppal.), 138,1 (Ph), 140,1 (d, J = 12,7 Hz, PCH,CHCHCH,CH,),
158,65 (CO, diast. min.), 158,67 (CO, diast. ppal.), 173,5 (CO), 174,40 (CO, diast. ppal.),
174,73 (CO, diast. min.), 174,85 (CO, min. diast), 174,88 (CO, diast. ppal.), 174,5 (CO);
RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) 6 50,1 (diast. ppal.), 50,2 (diast. min.).
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Fosfinato de 2-hexenil-[[(N-benziloxi-L-y-glutamil(a-bencil éster)-c-

leucil)amino]metil] bencilo (141)

Solido blanco; higroscopico; 63% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 00,83-
0,93 (m, 9H, H,C(8)Leu, PCH,CHCH(CH,),CH,), 1,30-1,41 (m, 2H,
PCH,CHCHCH,CH,CH,), 1,48-1,57 (m, 2H, H,C(B)Leu), 1,57-1,68 (m, 1H, HC(y)Leu),
1,85-2,02 (m, 3H, H C(B)Glu, PCH,CHCHCH,CH,CH,), 2,09-2,21 (m, 1H, H C(8)Glu),
2,29-2,37 (m, 2H, H, C(y)Glu), 2,57-2,68 (m, 2H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 3,58-3,74
(m, 2H, NHCH,P), 4,19-4,27 (m, 1H, HC(c)Glu), 4,33-4,40 (m, 1H, HC(a)Leu), 5,99-
5,17 (m, 6H, OCH,Ph), 5,31-5,41 (m, 1H, PCH,CHCH (CH,),CH,), 5,58-5,69 (m, 1H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,21-7,40 (m, 15H, Ph); RMN "C (125,77 MHz, CD,OD) 6
13,79 (PCH,CHCH(CH,),CH,), 21,93 (H,C (6)Leu, min. diast), 21,97 (H,C (6)Leu, major
diast), 23,29 (H,C,(8)Leu, diast. min.), 23,31 (H,C (6)Leu, diast. ppal.), 23,4 (d, J=2,5
Hz, PCH,CHCHCH,CH,CH,), 25,88 (C(y)Leu, diast. ppal.), 25,91 (C(y)Leu, diast. min.),
28,2 (C(y)Glu), 31,9 (d, J= 89,0 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,, diast. ppal.), 32,3 (d, J =
89,0 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,, diast. min.), 32,7 (C(B) Glu), 35,8 (d, J = 2,5 Hz,
PCH,CHCHCH,CH,CH,), 37,31 (d, J=100,0 Hz, NHCH,P, diast. ppal.), 37,33 (d, J =
100,0 Hz, NHCH,P, diast. ppal.), 41,7 (C()Leu), 53,2 (C(a)Leu), 55,1 (C(o)Glu), 67,7
(OCH,Ph), 67,8 (d, J = 6,8 Hz, OCH_Ph), 68,0 (OCH Ph), 118,5 (d, J = 9,3 Hz,
PCH,CHCH(CH,),CH,, diast. ppal.), 118,6 (d, J = 10,2 Hz, PCH,CHCH(CH,) ,CH,, diast.
ppal.), 128,8 (Ph), 128,98 (Ph), 129,03 (Ph), 129,14 (Ph), 129,3 (Ph), 129,45 (Ph), 129,48
(Ph), 129,57 (Ph), 129,61 (Ph), 129,63 (Ph) 137,2 (Ph), 137,9 (d, J=5,9 Hz, Ph), 138,1
(Ph), 138,5 (d, J = 12,7 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,), 158,7 (CO), 173,5 (CO), 173,5
(CO), 174,7 (CO), 174,9 (d, J= 11,9 Hz, CO); RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) 6 49,9
(diast. ppal.), 50,1 (diast. min.).

Fosfinato de 2-heptenil-[[(N-benziloxi-L-y-glutamil(a-bencil éster)-.-

leucil)amino]metil] bencilo (142)
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Solido blanco; higroscopico; 56% de rendimiento; RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 6 0,75-
0,96 (m, 9H, H,C(8)Leu, PCH,CHCHCH (CH,),CH,) 1,18-1,36 (m, 4H,
PCH,CHCHCH,(CH,) CH)), 1,43-1,56 (m, 2H, H,C(B)Leu), 1,56-1,68 (m, 1H,
HC(y)Leu), 1,81-2,05 (m, 3H, H C(B)Glu, PCH.CHCHCH (CH,) CH,), 2,07-2,21 (m,
IH, H.C(B)Glu), 2,24-2,38 (m, 2H, H C(y)Glu), 2,53-2,69 (m, 2H,
PCH CHCHCH,(CH,),CH,), 3,55-3,75 (m, 2H, NHCH P), 4,15-4,27 (m, 1H, HC(ct)Glu),
4,29-4,40 (m, 1H, HC(a)Leu), 5,91-5,17 (m, 6H, OCH_Ph), 5,27-5,40 (m, 1H,
PCH,CHCH(CH,),CH,), 5,56-5,69 (m, 1H, PCH,CHCH(CH,),CH,), 7,18-7,41 (m, 15H,
Ph); RMN °C (125,77 MHz, CD,0D) § 14,2 (PCH,CHCH(CH,),CH,), 21,96
(H,C (8)Leu, major diast), 22,0 (H,C (6)Leu, min. diast), 23,2
(PCH,CHCH(CH,),CH,CH,),23,38 (H,C (8)Leu, major diast), 23,41 (H,C_(6)Leu, min.
diast), 25,88 (C(y)Leu, diast. ppal.), 25,91 (C(y)Leu, diast. min.), 28,3 (C(y)Glu), 32,2 (d,
J = 88,1 Hz, PCH,CHCH(CH,),CH,, diast. ppal.), 32,4 (d, J = 88,1 Hz,
PCH CHCH(CH,) CH,, diast. min.), 32,4 (d, J = 3,4 Hz, PCH,CHCHCH,CH,CH CH,),
32,7 (C(B) Glu), 33,4 (d, J=2,5 Hz, PCH,CHCHCH,(CH,),CH,), 37,3 (d, J = 99,2 Hz,
NHCH,_P), 41,7 (C(B)Leu), 53,2 (C(c0)Leu), 55,1 (C(c))Glu), 67,7 (OCH,Ph), 67,8 (d, J =
6,8 Hz, OCH,Ph), 68,0 (OCH,Ph), 118,36 (d, = 9,3 Hz, PCH,CHCH(CH,) CH,, diast.
ppal.), 118,41 (d, J = 10,2 Hz, PCH.CHCH(CH,),CH,, diast. min.), 128,8 (Ph), 128,96
(Ph), 129,03 (Ph), 129,14 (Ph), 1293 (Ph), 129,45 (Ph), 129,49 (Ph), 129,57 (Ph), 129,62
(Ph), 129,64 (Ph) 137,2 (Ph), 137,9 (d, J = 5,9 Hz, Ph), 138,1 (Ph), 138,7 (d,J = 12,7 Hz,
PCH,CHCH(CH,),CH),), 158,6 (CO), 173,5 (CO), 173,5 (CO), 174,7 (CO), 174,9 (d, J
=9,3 Hz, CO); RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) 6 49,9 (diast. min.), 50,0 (diast. ppal.).

6.7.4 Desproteccion de los fosfinopéptidos protegidos
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143, R = CHj

144, R = CH,CHg

145, R = CH,CHCH,

146, R = CH,CH,CH,CHj
147, R = CH,CHCHCH,CH;
148, R = CH,CHCH(CH,),CHs
149, R = CH,CHCH(CH»)3CHs

Procedimiento general

Una solucion del fosfinopéptido (0,1 mmol) en metanol (10 mL) se trat6 con hidrogeno a 1
atm durante una hora en presencia de paladio sobre carbono (5%). La mezcla se filtr6 a
través de un filtro de vidrio fritado y se evapord el solvente. Una alicuota del residuo se
purifico por cromatografia liquida de alta resolucion para su analisis quimico y bioldgico
utilizando una columna Beckman Ultrasphere OSD-2 de 5 mM (10 mm X 250 mm) con un
flujo de 3 mL/min. La deteccidn se realizo con lampara UV a 230 nm. La pureza de los

compuestos 118124 se determin6 por CLAR en dos condiciones diferentes (Apéndice A).

Acido metil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (143)

Sélido blanco; 100% de rendimiento; purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (90:10:0,2),
t. = 10,45 min); RMN 'H (500,13 MHz, D,0) 6? 0,97 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H,C (8)Leu),
1,01(d, J=6,4 Hz, 3H, H,C (6)Leu), 1,49 (d,J= 13,7 Hz, 3H, PCH,), 1,62-1,78 (m, 3H,
H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 2,20-2,36 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,57-2,70 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,48 (dd,J, ,=15,5,J,,,=9,6 Hz,2H, NHCH_P, diast. min.), 3,49 (dd, J, ,, = 15,6, J,
4 = 9,6 Hz, 1H, NHCH_P, diast. ppal.), 3,55 (dd, J,,, = 15,6 Hz, J,,, = 10,0 Hz, 1H,
NHCH,P, diast. ppal.), 3,56 (dd, J,, ,, = 15,5Hz,J, , = 9,8 Hz, NHCH, P, diast. min.), 3,99
(t,J=6,6 Hz, 1H, HC(0t)Glu, diast. min.), 4,00 (t, J= 6,6 Hz, 1H, HC(a)Glu, diast. ppal.),
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4,27 (dd,J=9,5, 5,1 Hz, 1H, HC(ov)Leu); RMN "C (125,77 MHz, D,0) 6? 13,8 (d, J =
92,4 Hz, PCH,), 21,5 (H,C (8)Leu), 22,9 (H,C (8)Leu), 25,2 (C(y)Leu), 26,3 (C(y)Glu),
31,6 (C(B) Glu), 40,6 (C(B)Leu), 40,1 (d, J=105,1 Hz, NHCH_P), 40,6 C(y)Leu), 53,3
(C(a)Leu), 53,6 (C(a)Glu), 172,6 (CO), 175,2 (CO), 175,6 (CO); RMN *'P (202,45
MHz, D,O) & 49,1 (diast. ppal.), 48,9 (diast. min.), HRMS (ESI), Calculado para
C,H,,N,O,P(MH"): 352,1637, encontrado: 352,1637.

137727

Acido etil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (144)

Sélido blanco; 99% de rendimiento; purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (87:13:0,2),
t. = 10,25 min); RMN 'H (500,13 MHz, D,0) $ 0,96 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H.C (8)Leu),
1,01 (d, J= 6,4 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 1,03 (dt, J = 13,7, 7,4 Hz, 3H, PCH,CH,), 1,47-
1,71 (m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu, PCH,CH,), 2,08-2,23 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,43-
2,56 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,49 (dd, J,,, = 15,6 Hz, J,, = 9,5 Hz, 2H, NHCH_P, diast.
min.), 3,50 (dd, J,, ,=15,5Hz,J, ,=9,5 Hz, 2H, NHCH,_P, diast. ppal. ), 3,57 (dd, J, ., =
15,5Hz,J, ,=9,5 Hz, IH, NHCH,P, diast. ppal.), 3,58 (dd, J, ,,= 15,6 Hz,J, , = 9,3 Hz,
1H, NHCH,P, diast. min. ), 3,99 (t, J= 6,5 Hz, 1H, HC(0t)Glu, diast. min.), 4,00 (t, J=6,1
Hz, 1H, HC(0)Glu), 4,26 (dd, J=9,2,4,7 Hz, 1H, HC(o)Leu, diast. min.), 4,27 (dd, J =
9,4,5,1 Hz, 1H, HC(ar)Leu, diast. ppal.); RMN "*C (125,77 MHz,D,0) 6 7.4 (d, J= 5,1
Hz, PCH,CH,), 22,7 (d, J=93,2 Hz, PCH,CH,), 23,2 (H,C (8)Leu), 24,7 (H,C,(8)Leu),
26,9 (C(y)Leu), 28,1 (C(y)Glu), 33,3 (C(B) Glu), 40,1 (d, J = 98,3 Hz, NH-CH,-P), 42,4
(C(B)Leu), 55,0 (C(av)Leu), 55,3 (C(a)Glu), 174,4 (CO), 176,9 (CO), 177,2 (CO); RMN
1P (202,45 MHz, D,0) 6 50,1 (diast. ppal.), 49,9 (diast. min.). HRMS (ESI), Calculado
para C, ,H, ,N.O P (MH"): 366,1794, encontrado: 366,1790.

P-H

Acido 1-propil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (145)

Sélido blanco; 99% de rendimiento; purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (85:15:0,2),
t. = 10,73 min); RMN 'H (500,13 MHz, D,0) 4 0,97 (d, J = 6,1 Hz, 3H, H.C (8)Leu),
1,01 (d,J=6,2 Hz, 3H, H,C (6)Leu), 1,06 (t, J=7,6 Hz, 2H, PCH, CH,CH,), 1,56-1,79
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(m, 5H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu, P(CH,),CH,), 2,23-2,36 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,56-2,69
(m, 2H, H,C(y)Glu), 3,58 (dd, J,,, = 15,6,J, ,, = 9,2 Hz, 2H, NHCH P, diast. min.), 3,59
(dd, J, ,=15,7,3,,,= 9,5 Hz, 2H, NHCH P, diast. ppal.), 3,66 (dd, J, ., = 15,7,J, , =
9,6 Hz, NHCH,P, diast. ppal.), 3,67 (dd, J,, ,=15,6,J, ,, = 9,6 Hz, NHCH,P, diast. min.),
4,10 (t,J=6,5Hz, 1H, HC())Glu), 4,26 (dd, J=9,6, 5,2 Hz, 1H, HC(ot)Leu); RMN "*C
(125,77 MHz, D,0) & 15,8 (d, J = 4,2 Hz, P(CH,),CH,), 15,8 (d, J = 16,1 Hz,
PCH,CH,CH,), 21,5 (H,C (8)Leu), 22,9 (H,C (6)Leu), 25,2 (C(y)Leu), 26,4 (C(y)Glu),
30,1(d, J=93,2 Hz, PCH,CH,CH,), 31,6 (C(B) Glu), 38,9 (d, J = 97,4 Hz, NH-CH,-P),
40,6 (C(B)Leu), 53,5 (C(av)Leu), 53,6 (C(a)Glu), 172,9 (CO), 175,2 (CO), 175,4 (CO);
RMN*'P (202,45 MHz, D,0) 649,7 (diast. ppal.), 49,5 (diast. min.). HRMS (ESI), Calculado
para C ;H, N,O.P (MH"): 380,1950, encontrado: 380,1945.

157731

Acido 1-butil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (146)

Solido blanco; 99% de rendiumiento; purificacion por CLAR (H,0-MeCN-TFA (80:20:0,2),
t.=9,14 min); RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 6 0,91 (d, J= 6,5 Hz, 3H, H,C (8)Leu),
0,93 (t,J=6,6 Hz, 3H, P(CH,),CH,), 0,96 (d, = 6,5 Hz, 3H, H,C, (8)Leu), 1,36-1,44 (m,
4H, P(CH,),CH,CH,), 1,50-1,72 (m, 7H, P(CH,),CH,CH,, H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 2,14-
2,21 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,48,-2,59 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,36 (dd, J,, ,, = 14,8 Hz,J, , =
10,1 Hz, 2H,NH-CH _-P), 3,46 (dd, J,, , = 14,8 Hz,J,,, = 7,9 Hz, NHCH,P), 3,89 (t,J =
6,0 Hz, 1H, HC())Glu), 4,27 (t, J=7,3 Hz, 1H, HC(o)Leu); RMN "*C (125,77 MHz,
CD,0D) & 14,0 (P(CH,),CH)), 21,8 (H,C (d)Leu), 23,4 (H,C (6)Leu), 24,9
(P(CH,),CH,CH,), 25,1 (d, J = 16,7 Hz, PCH,CH,CH,CH,), 25,9 (C(y)Leu), 27,0
(C(y)Glu), 32,3 (C(B) Glu), 41,6 (C(B)Leu), 53,6 (C(a)Leu), 174,5 (CO), 174,7 (CO);
RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D) & 45,0.; HRMS (ESI), Calculado para C, H, N.O P
(MH"): 394,2107, Encontrado: 394,2124.

Acido 1-pentil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (147)

199



Capitulo 6 Parte experimental

Sélido blanco; 100% de rendimiento; purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (75:25:0,2),
t.=10,39 min.); RMN 'H (500,13 MHz, CD,0OD) 6 0,89 (t, J= 6,6 Hz, 3H, P(CH,),CH,),
0,90 (d,J=6,6 Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,94 (d, J= 6,6 Hz, 3H, H,C, (8)Leu), 1,30-1,41 (m,
4H, P(CH,),(CH,),CH,) 1,54-1,63 (m, 4H, P(CH,),(CH,),CH,) 1,63-1,73 (m, 3H,
H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 2,07-2,28 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,48,-2,59 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,39(dd, J,,,=15,5Hz,J,,,=9,8 Hz, IH, NHCH_P), 3,53 (dd, J, ,, = 15,5Hz,J, , =
8,9 Hz, 1H, NHCH,P), 4,00 (t, J = 6,4 Hz, 1H, HC()Glu), 4,30 (t, J = 7,5 Hz, 1H,
HC(oLeu); RMN "C (125,77 MHz, CD,0D) 6 14,2 (P(CH,),CH,), 21,8 (H,C (6)Leu),
22,2 (d, J=4,2 Hz, PCH,CH,(CH,),CH,), 23,2 (P(CH,),CH,CH,), 23,4 (H,C,(8)Leu),
25,9 (C(y)Leu), 27,0 (C(y)Glu), 28,5 (d, J=91,6 Hz, PCH,(CH,),CH,), 32,2 (C(B) Glu),
34,2 (d, J = 16,1 Hz, P(CH,),CH,CH,CH,), 40,0 (d, J = 100,9 Hz, NHCH,P), 41,7
(C(B)Leu), 53,5 (C(av)Leu), 55,6 (C(a)Glu), 171,5 (CO), 174,5 (CO), 174,8 (CO); RMN
1P (202,45 MHz, CD,0D) 6 47,3; HRMS (ESI), Calculado para C _H,,N.O P (MH"):
402,2263, Encontrado: 402,2278.

Acido 1-hexil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (148)

Sélido blanco; 98% de rendimiento; purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (75:25:0,2),
t.=17.38 min.); RMN 'H (500,13 MHz, CD,0D) 6 0,90 (t, J= 7,0 Hz, 3H, P(CH,) ,.CH,),
0,92 (d,J=6,4Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,96 (d, J= 6,4 Hz, 3H, H,C, (8)Leu), 1,26-1,41 (m,
6H, P(CH,)),(CH,),CH,), 1,54-1,62 (m, 4H, P(CH,),(CH,),CH,), 1,63-1,72 (m, 3H,
H,C(B)Leu, HC(y)Leu), 2,08-2,29 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,48,-2,59 (m, 2H, H,C(y)Glu),
3,46 (dd, J, = 15,4HzJ, =88 Hz, 2H, NHCH P), 3,61 (dd,J, , , = 15,4 HzJ, =
8,7Hz, NHCH,P), 4,00 (t, J= 6,3 Hz, 1H, HC(0)Glu), 4,36 (t,J = 7,5 Hz, 1H, HC(o\)Leu);
0 14,4 (P(CH,),CH,), 21,8 (H,C (8)Leu), 22,7 (PCH,CH,(CH,),CH,), 23,4 (H,C (5)Leu),
23,5 (P(CH,),CH,CH,), 26,0(C(y)Leu), 27,0 (C(y)Glu), 31,3 (d, J = 89,9 Hz,
PCH,(CH,),CH,), 34,3 (d, J = 14,4 Hz, P(CH,),CH (CH,),CH,), 32,2 (C(B) Glu), 32,5
(P(CH,),CH,CH,CH,), 41,6 (d,J=100,9 Hz, NHCH_P), 41,7 (C(B)Leu), 53,5 (C(ot)Leu),
55,6 (C(a)Glu), 171,6 (CO), 174,5 (CO), 174,8 (CO); RMN *'P (202,45 MHz, CD,0D)
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0 46,4; HRMS (ESI), Calculado para C H, N.O.P (MH"): 422,2420, Encontrado:
422.2421.

Acido 1-heptil-[[(L-y-glutamil-L-leucil)amino]metil]-fosfinico (149)

Sélido blanco; 99% de rendimiento; Purificacion por CLAR (H,O-MeCN-TFA (70:30:0,2),
t. = 13,96 min.); RMN 'H (500 MHz, CD,OD) 6 0,89 (t, J = 7,0 Hz, 3H, P(CH,) CH,),
0,91 (d,J=6,2Hz, 3H, H,C (8)Leu), 0,95 (d, )= 6,2 Hz, 3H, H,C, (8)Leu), 1,23-1,42 (m,
8H, P(CH,),(CH,),CH,), 1,45-1,75 (m, 7H, H,C(B)Leu, HC(y)Leu, P(CH,),(CH,),CH,),
2,07-2,28 (m, 2H, H,C(B)Glu), 2,44,-2,63 (m, 2H, H,C(y)Glu), 3,26 (dd, J , ,, = 14,7 Hz,
J.., = 9,8 Hz, 2H, NHCH_P), 3,38 (dd, J ., = 114,7 Hz, J,,, = 8,8 Hz, 1H, NHCH,P),
3,89 (t,J=6,0 Hz, 1H, HC(0)Glu), 4,36 (dd, J=10,1, 4,4 Hz, 1H, HC(c)Leu); RMN *C
(125,77 MHz, CD,OD) 6 14,4 (P(CH),CH)), 21,8 (H,C (6)Leu), 22,8
(PCH,CH,(CH,),CH,), 23,4 (H,C,(8)Leu), 23,7 (P(CH,),CH,CH,), 26,0 (C(y)Leu), 27,0
(C(7)Glu), 29,8 (d, J= 87,3 Hz, PCH,(CH,).CH,), 30,0 (P(CH,),CH,(CH2),CH,), 32,1
(d, J=15,3 Hz, P(CH,),CH,(CH,),CH,), 32,3 (C(B) Glu), 32,8 (P(CH,),CH,CH,CH,),
39,2(d,J=101,7 Hz, NHCH_P), 41,7 (C(B)Leu), 53,7 (C(ar)Leu), 54,4 (C(ov)Glu), 172,5
(CO), 174,4 (CO), 174,8 (CO); RMN *'P (202,45 MHz, CD,OD) 4 45,0; HRMS (ESI),
Calculado para C H, N.O P (MH"): 436,2576, Encontrado: 436,2584.

197739
6.8 Ensayos de inhibicion del crecimiento parasitario

6.8.1 Incorporacion de uracilo marcado en amastigotes de T. cruzi

6.8.1.1 Inhibicion de la replicacion
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Se plaquearon células de mioblastos L E, (1 x 107 células/placa) irradiados con
rayos gama, en medio DMEM con 20% suero fetal bovino, en placas de cultivos de tejidos
de 12 pozos y se incubaron a 37 °C en una atmosfera conteniendo 7% de CO, durante 24
hs. Se lavaron los cultivos una vez con medio fresco y se agregd nuevo medio con 4,17 x 10°
tripomastigotes/pozo. Un pozo se dejo sin parasitos para control. Luego de 2 hs de incubacion
a 37 °C en una atmosfera conteniendo 7% de CO, se lavaron los cultivos dos veces con
solucion de Hank y se agregé medio de cultivo con 1 uCi de [5,6-*H]uracilo/mL (actividad
especifica 40-50 Ci/mmol; NEN Research Products, Boston) en todos los pozos (1 mL/
pozo). Inmediatamente después se agrego la droga disuelta en etanol absoluto (10 puL). Se
dejaron dos pozos sin droga para control de infeccion. Se agreg6 etanol absoluto (10 uL) en
los pozos de control de cultivo y de infeccion. La incorporacion de [*H] en el material
precipitable con acido tricloroacético (TCA) se midid en el dia 3. Las células se disolvieron
en 1,3 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% conteniendo uracilo frio (100 uL/mL). Las
suspensiones resultantes se transfirieron a los respectivos tubos de ensayo. Los pozos se
enjuagaron con 3 mL de TCA 5% frio y se combinaron con las suspensiones anteriores. Se
dejaron los tubos 15 min en hielo y se filtraron las suspensiones a través de fitros de fibra de
vidrio (Whatman GF/D) mediante un adaptador de vacio de bocas multiples (Millipore,
Bedford, Massachussets). Los tubos de ensayo se enjuagaron 3 veces con TCA 5% (4 mL)
y después se lavaron los filtros dos veces con TCA y una vez con etanol 95%. Luego de
secados, los filtros se colocaron en viales Econolume de cocktail de centelleo de 5 mL. Se

agitaron vigorosamente en Vortex y se conto.

6.8.1.2 Inhibicién de lainvasién

Se utiliz6 el mismo protocolo que para inhibicion de la replicacion pero agregando las

drogas en el momento de la infeccion.

6.8.1.3 Toxicidad en cultivos de mioblastos
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Se plaquearon células de mioblastos L E, (1 X 107 células/placa) irradiados con
rayos gama, en medio DMEM con 20% suero fetal bovino, en placas de cultivos de
tejidos de 12 pozos que contenian cubreobjetos y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
conteniendo 7% de CO, en medio de cultivo( DMEM, 1 % P/S, 20% FBS), durante 24
hs. Se retir6 el medio de cultivo, se la vo dos veces con solucion de Hank y se agreg6d
medio de cultivo fresco. En este punto se agreg6 la droga disuelta en etanol absoluto (10
UL) a una concentracion final de 50 uM. Cada droga se ensayo por triplicado. Las células
se incubaron a 37 °C durante 3 dias.Se retird el medio de cultivo y se agregd medio fresco
el cual contenia ioduro de propidio (S5pg/mL)y DAPI (5 ug/mL). La células se incubaron
durante 5 minutos a 37 °Cy se lavaron con solucién de Hank (3 x 2 mL/pozo). Se agregd
medio fresco (2 mL/pozo) y se incubaron durante 20 minutos. Las células se lavaron 10
veces con PBS y se trataron con formaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos, luego de
lavaron 3 veces con PBS. Se retiraron los cubreobjetos y se colocaron sobre
portaobjetos. La células se contaron al microscopio de fluorescencia. Las células cuyos
nucleos se tifieron de azul se contaron como viables y las células cuyos nticleos se tifieron
de rojo se contaron como no viables. Se contaron 10 campos por cubreobjeto (50-70

células / campo) a un amento de 100 X.

Resultados:
compuesto % celulas viables
control 3+1
146 61
147 915
148 614
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6.8.2 Inhibicidn del crecimiento contra epimastigotes de T.cruzi.

Se hicieron crecer células de Trypanosoma cruzi epimastigote (cepa Y) en medio
LIT con 5% NCSy 1% P/S. Se centrifugd y resuspendio6 cultivo de 5 dias en medio fresco
de manera de obtener una suspension entre 2 'y 3 x 10° células/mL (segin medicion en una
camara de Neubauer). Los parasitos se colocaron en tubos de vidrio con tapa a rosca (2
mL/tubo). Se llenaron dos tubos con medio como blanco. Cada drogra se ensayo a cuatro
concentraciones diferentes (1, 5, 15 y 25 ng/mL) cada una por triplicado. Las drogas se
disolvieron en etanol absoluto. Para cada concentracion se dejo un tubo sin droga como
control. Se agrego una cantidad equivalente de etanol (20 LL) a los tubos de blanco y de
control. La concentracion de células se determin6 midiendo la absorbancia del medio de
cultivo parasitario a 600 nm contra el blanco con medio solo. Para calcular el porcentaje de
inhibicion se utilizo la siguiente formula: % inhibicion = 100 — (AAg X 100)/ AA;.donde AAg
y AA son las diferencias de absorbancia de los cultivos de control y los cultivos tratados con
droga, respectivamente, al comienzo y al final del experimento. El méximo de solvente utilizado
no tuvo efecto alguno sobre el crecimiento de los parasitos. El compuesto WC-9 (5) se utilizo

como control positivo.
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Apéndice A

Asignacion del espectro de RMN *H (500 Mhz, CD,OD) del tripéptido
diprotegido 37 por comparacion con los espectros de 35y 36.
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Apéndice A

Asignacion del espectro de RMN *H (125 Mhz, CD,OD) del tripéptido
diprotegido 37 por comparacion con los espectros de 35y 36.
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Apéndice B

Espectro de correlacion homonuclear *H-'H COSY 45 de 44
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Apéndice B

Espectro de correlacion héteronuclear *H-2C HSQC de 44
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Pureza cromatografica de los fosfinopéptidos 143-149 en dos sistemas de elucion
distintos

Sistema 1: Agua : Acetonitrilo : Acido Trifluoroacético

HO.__0
¥

H,oN

0
H CHs
N\)LN/\PI’OH
H "

, | 143
Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mams:  estsban
SAMPLE INFORMATION
Sampla Mams: Compound 50 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:AcCN.TFA = B5:5:0.2 Date Acquired: 28/09/085 12:13:2% p.m.
‘ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 3 Date Processed: 28009085 01:14:07 p.m.
Injection Vaolume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channal Mame: Z20nm
Sample Sst Mams: Proc. Chnl. Deser.: 220,0 nm

Auto-Scaled Chromatogram

d,14+
0,124
o
=]
a,10+ —
0,06+
e
0,06+
0,04
0,02
i
o
wi
a,004——l  — |
O R B R R R L R L R R I L N
0,00 200 400 600 A00 1000 1200 1-1.Eld 16.Eld 1800 20, 2, 24, 2, 2800 3000
Minubes
Peak Results
Mamea| RT frem | Height | Amount | Unils | % Ar=a
1 6261 TI26 TG 4,16
2 11,188 | 4424260 | BE2EE 99,8

215



Apéndice C

(0]
144
Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino esteban
SAMPLE INFORMATION

Sampla Mames: Compound 51 Esteban Ravasching
Sample Type: H2CO:AcCHN:TRA = 02:7:0.2 28/00/05 02:58:51 p.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 2 Date Processed: 280097085 03:46:15 p.m.
Injection Waolume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Fun Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: Z20nm

Sampls Sat Mame:

Proc. Chnl. Deser.: 220,0 nm

Auto-Scaled Chromatogram

0,14+

0,124

0,104

0,06+

0,06+
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0,004

12,504

———

Fa

—_— E——

I L L B B L R L B B L B B
000 200 400 600 403 1007 1200 1-1.Eld 1E.Dd 1800 20000 2200 2400 2600 2800 3000

FPeak Results

Mame=]| RT frea Height | &mount | Unils | % Ar=a

1 12604 | 4234306 | TR5Z2 100,00
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Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mame:  estsban

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: Compund 52 Acquirad By: Esteban Ravaschino
Sample Type: H2CnACCM:TFA = 8E:15:0.2 Date Acquired: 27009085 12:54:20 p.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 1 Date Processed: 28/09/05 09:52:04 a.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: 220nm
Sample Sat Mama: Proc. Chnl. Deser.: 2200 nm
Auto-Scaled Chromatogram
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IMinubes
Peak Results
Mame=] RT frea Height | &imount | Units | % frea
1 B.7RO a3 112 0,04
2 B,1B3 4554 3z3 023
3 BAT1 | 2018168 | B6533 9873
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146
Iﬂ Report
Raportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mams:  estsban
SAMPLE INFORMATIONM
Sampla Mams: Compound 52 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sampls Type: HZ2C:AcCN:TFA = B0:20:0.2 Date Acquired: 26/09/05 06:32:1% p.m.
Wial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 1 Date Processed: 28009/085 09:51:58 a.m.
Injection Waolume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channal Mame: Z20nm
Sample Set Mame: Proc. Chnl. Deser.: 220,0 nm

Auto-Scaled Chromatogram

d,14+
[Te]
o
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a,124
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B
oo
a, 00—
BN L N N N D N N N N e N N
000 200 400 600 800 1000 1200 1-1.Eld 16.Eld 1800 20,00 22 400 246, 2800 3000
Minubas
Peak Results
Mam=]| RT frea Height | Amount | Unils | % &re=a
1 3RA3 1008 136 a,04
2 3806 264 449 a,14
3 4211 E300 G 0,22
4 Ba25 | 2381473 | 116968 93,60
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ﬂ
Reportad by User:  Esteban Ravaschino

Report

Project Mame:

estaban

SAMFLE INFOEMATION
Sampla Mams: Compound 54 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:AcCM . TFA = THZ5:0.2 Date Acquirsd: 2809708 06:19:04 p.m.
Wial: 1 Ang. Method Set: eateban
Injection #: 1 Date Processed: 28000/05 08:46:32 p.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channal Mame: 220 nm
Sample Set Mame: Proc. Chnl. Descr.: 2200 nm
Auto-Scaled Chromatogram
0,144
0,124
0,104
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on
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oo
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e
0,06+
0,04
0,02
IZI.III-—I\J
A B B
000 200 4,00 8,00 401 1000 1200 140 160 1\on 20000 22, 4,00 26, 2800 3000
Iinut=s
Peak Results
Mam=]| RT frea | Height | Amount | Urits | % Area
1 8200 | ITETAST | T9216 100,00
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HO (0]
¥ H OH
~ N AN AN

N P

H2N /\/\Ir = H 1"
(o) _7/
148
I{’{ Report
Reported by User:  Esteban Ravaschino Praoject Mame: estsban

SAMPLE INFORMATION

Sampls Nams: Compound 55 Acquired By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:AcCN:TFA =T2:2T:0.2 Date Acquired: 28/09/05 01:26:06 p.m.
Wial: 1 Acqg. Method Set: esteban

Injection #: 3 Date Processed: 280009/05 09:44:08 a.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban

Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: 220nm

Sample Sat Mames: Proc. Chnl. Descr.:  Z20,0 nm

Auto-Scaled Chromatogram
D.1IZIG_
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naoro

0,060

0542

0050
0,040
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noand—/
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T LI L L L
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Peak Results
Mam=] RT frea | Height | Ameount | Units | % frea

1 8643 | 1651418 | 48140 100,00
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149
I{'{ Report
Reported by User:  Esteban Ravaschino Project Mame:  esteban
SAMPLE INFORMATION
Sampla Mams: Compund 56 Acquired By: Esteban
Sample Type: H2CnAacCN.TFA = T0:20:0.2 Date Acquirsd: 2009085 06:22:22 p.m.
Wial: 1 Acq. Method Sat: esteban
Injection #: 3 Date Processed: 28009/085 09:58:45 a.m.
Injection Valume: 20,00 ul Procassing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channel Mame: Z20nm
Sample Set Mame: Proc. Chnl. Deser.: 2200 nm
Auto-Scaled Chromatogram
1,14
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0,104
0,06+
E,
0,06+
0,0
0,024
0,001 —_—
Dao I I2.IIIIIII I I-1.IIIIIII ' Ila.:IlIII I Iu\Ei.:IlIII I1IIZI.:IIIII I1I2.:IIIII I1II1.:III I1IE\\.:IIIII I1IE-.:ZId I2IIZI.IIZId Ié?.llild I?Id.llild IQI'B.IIIIIII ' QIB.IIIII I
Iinub=s
Peak Results
Mame| RT frea | Heighl | Amaunt | Urits | % Ar=a
1 3TE3 021e 817 018
2 5,101 23T 2o 080
3 5504 SHRE 23 nar
4 B8998 | BE00TES | 81339 9815
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Sistema 2 : Agua : tetrahidrofurano : Acido Trifluoroacético

HO._O
Y

O
H\)L ! s
N AN

143
Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mame:  esteban
SAMPLE INFORMATION
Sampla Mame: Compund 50 Acquirad By: Esteban Ravaschino
Sample Type: H2C:THF:TFA = 97:3:0.2 Date Acquirsd: 29009108 068:22:21 p.m.
ial: 1 Acq. Method Sst: esteban
Injection #: 1 Date Processed: 290097085 07 5603 p.m.
Injection VWolume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: 220 nm
Sample Sat Name: Proc. Chnl. Descr.:  220,0 nm

Auto-Scaled Chromatogram
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IMinutes
Peak Results
Mam=] RT frea Height | Amount | Unils | % Area
1 6,112 | 63186810 | 212229 o6 6T
2 25M BT 141 0,29
3 0037 | 145554 ERET 2,65
4 17930 21396 Tey 0,33
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144

Report

W
Reportad by User:  Esteban Ravaschino

Project Mams:  estsban

SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: Compund 51 Acquired By: Esteban Ravaschino
Sampls Type: H2C:THF: TFA = 97:3:0.2 Date Acquired: 29/09/05 0T :03:41 p.m.
Wial: 1 Acqg. Method Sst: esteban
Injection #: 2 Date Processed: 009085 11:23:05 p.m.
Injection Vaolume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channal Mame: 220nm
Sample Sst Mams: Proc. Chnl. Deser.: 2200 nm
Auto-Scaled Chromatogram
0,21
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i
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Feak Results
Mamea| RT fren Hezight | Armount | Unils | % Arsa
1 8530 | 4602304 | 120400 G, 65
2 13 4B0 AGETE 1634 0,86
3 143368 113076 3270 2,37
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Report

W
Reportad by User:  Esteban Ravaschino

Project Mame:

estaban

SAMPLE INFORMATION
Sampla Mams: Compund 52 Acquired By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:THF: TFA = 95:5:0.2 Date Acquired: 0905 10:22:40 a.m.
Wial: 1 Acq. Method Sst: eateban
Injection #: 1 Date Processed: O0D06 07 40:21 p.m.
Injection Valume: 20,00 ul Processing Mathod: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: Z20nm
Sample Sat Mames: Proc. Chnl. Deser.: Z20,0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
0,080
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0,060 ©
o
o
] =l
0,050
IJ.IZIdD:
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0,030
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oot a
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] G
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ool " 20 w0 ' &b0 " 5h0 tand 1Zed 1and vabd taid 2id 200 24 3end Zaod o
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Peak Results
Mam=] RT frea Height | Armount | Unils | % Area
1 10243 1060 107 0,05
2 10936 | 2023501 | 48232 98,3
3 26,189 23796 aE2 1,64

224



Apéndice C

146
Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Rawaschino Project Mames:  estsban
SAMPLE INFORMATION
Sampla Mams: Compund 53 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:THF: TFA = 90:10:0.2 Date Acquired: F0000/08 06 :42:01 p.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 1 Date Processed: V00085 O7:22:43 p.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: Z20nm
Sample Sst Mame: Proc. Chnl. Deser.: 2200 nm

Auto-Scaled Chromatogram

0,080
nore
0,604 §
] o
00504
0,040+
2
0030
2]
oot
0,000 e
T ey B o B B R R R B R
0,00 ?.Dd 4,00 G010 AD00 10,00 1200 1|1,|:|d 16.Eld 13.Eld a0 22 24, o) 2800 3000
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Peak Results
Mamea| RT frem | Height | Amount | Unils | % Ar=a
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3 16662 AT 18 1,72
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Report

W
Reportad by User:  Esteban Ravaschino

Project Mame:  estsban

SAMPLE INFORMATION
Sampla Mams: Compund 54 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sample Type: H2C:THF: TFA = B0:20:0.2 Date Acquired: 00097085 08:55:37 p.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 1 Date Processed: V08085 095537 p.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Fun Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: Z20nm
Sample Sat Mame: Proc. Chnl. Deser.: 220,0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
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Peak Results
Mam=]| RT frem | Height | Ameount | Unils | % Area
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HO (@]
3 H OH
X N AN
HN YT TN
~ O

Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mame:  esteban
SAMPLE INFORMATION
Sampla Mames: Compund 55 Acquirad By: Esteban Ravschino
Sampls Type: H2C:THF: TFA =80:20:0.2 Date Acquired: 00097085 10:14:09 p.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 2 Date Processed: 2009/085 11:43:24 p.m.
Injection Wolume: 20,00 ul Processing Method:  esteban
Run Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: Z20nm
Samples Sst Mame: Proc. Chnl. Deser.: 2200 nm
Auto-Scaled Chromatogram
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nm
0,040
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0,040
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] w
IJ.IZI1III: 5
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Peak Results
Mama]| RT frea Height | Amount | Unils | % fAr=a
1 10,318 | 1178618 | 45037 ar.
2 125168 a7 | 150e 2,76
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Iﬂ Report
Reportad by User:  Esteban Ravaschino Project Mame:  estsban
SAMPLE INFORMATION
Sample Mame: Compund 56 Acquirad By: Esteban Ravasching
Sampls Type: H2Z:THF: TFA= G7:23:0.2 Date Acquired: 01008 10:15:49 a.m.
ial: 1 Acq. Method Set: esteban
Injection #: 1 Date Processed: 0310005 10:46:32 a.m.
Injection Volume: 20,00 ul Processing Method: esteban
Fun Time: 30,0 Minutes Channsl Mame: 220nm
Sample St Mama: Proc. Chnl. Deser.:  220,0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
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Peak Results
Mam=| RT frea | Height | Amount | Unils | % Area
8106 ZazE | 1607 1,16
2 21,333 | ZMEGE5d | 28T a8, 5
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Resumen

En este trabajo de tesis se disefiaron y sintetizaron 29 nuevos agentes antiparasitarios
estructuralmente relacionados a glutation, el sustrato natural de glutationilespermidina sintetasa
(GspS) y tripanotiona sintetasa (TryS), dos enzimas claves para parasitos de la familia de los
tripanosomatidos y ausentes en mamiferos.

Los andlogos sintetizados poseen en su estructura una parte peptidica, correspondiente
al tripéptidoy -L-glutamil-L-leucinilglicina (compuesto 27), y una parte no peptidica unida al
compuesto 27 a través de su extremo C-terminal.

Estos derivados de péptidos se pueden clasificar en dos grandes grupos de acuerdo

a su estructura quimica. El primer grupo agrupa a aquellos derivados en los que el tripéptido
esta acoplado con distintas poliaminas, aminas y alcoholes para dar las correspondientes
amidas y ésteres de y-L-glutamil-L-leucinilglicina. Dentro del segundo grupo se encuentran
los derivados resultantes del acoplamiento del dipéptidoy -L-glutamil-L-leucina con una unidad
de glicina cuyo grupo carboxilo esta reemplazado por una unidad de 4cido fosfinico.
La parte peptidica de dichas estructuras se sintetizo mediante una estrategia clasica de formacion
del enlace peptidico en fase homogénea, utilizando reactivos de acoplamiento tales como
diciclohexilcarbodiimida/N-hidroxisuccinimida o N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida/N-hidroxisuccinimida. Empleando este mismo tipo de reactivos se activo el
tripéptido para su acoplamiento con los distintos alcoholes y aminas.

Para la modificacion estructural de glicina en el segundo grupo de analogos, la sintesis
delos acidos o -aminometilalquilfosfinicos se llevd a cabo a partir de fosfinato de amonio. La
incorporacion de los distintos sustituyentes al hipofosfito inorganico se realizo a través de
reacciones de tipo Michaelis-Arbusov, las cuales condujeron a la estructura deseada una vez
adaptadas estas reacciones a los compuestos de interés. Una vez disponibles los dcidos o -
aminometilfosfinicos correspondientes, se acoplaron al dipéptido a través de una reaccion de
activacion del grupo C-terminal con los reactivos habituales.

Los derivados de amidas que poseian en el sector no-peptidico una unidad de poliamina

aromaticas tales como los compuestos 57 y 60, los derivados de ésteres 70—77 y amidas
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Resumen

preparadas a partir de aminas alifaticas 88—95 y 9899 se evaluaron como inhibidores de la
actividad enzimatica de GspS de Crithidia fasciculata. S6lo unos pocos compuestos del
primer grupo presentaron una moderada accion inhibitoria contra esta enzima. Merecen
destacarse los porcentajes de inhibicion de la actividad enzimatica a una concentracion de
500 M, de36% para57,44% para 88y 60% para 74. En el caso de los ésteres, se estudio
su actividad como sustrato de la enzima observandose que la misma era importante en todos
ellos, siendo del 100% para los compuestos de cadena alquilica mas corta (compuestos 70—
73). Las drogas 70y 73 se ensayaron contra la enzima mutante C79A, en la que el segundo
sitio catalitico, con actividad amidasa, se encuentra inactivado. La actividad de estos compuestos
fue notablemente menor como sustrato, aumentando la actividad como inhibidor. Para el
compuesto 70 la actividad como sustrato se redujo al 32% y la actividad como inhibidor
aumento al 62%.

Los derivados amida de aminas alifaticas 8895 se ensayaron también contra TryS
de Trypanosoma cruzi. En este caso, el compuesto mas potente fue 92, el derivado de
cadena alquilica de cuatro carbonos, con un porcentaje de inhibicion del 61% a una
concentracion de 500 1 M. También se evaluaron contra la forma epimastigote de T. cruzi.
Estos compuestos no presentaron actividad celular a concentraciones de hasta20 1 g/mL.

Estos resultados llevaron a la conclusion de que para modificar la estructura tripeptidica
base en el extremo C-terminal era indispensable evitar la union a través de enlaces
potencialmente hidrolizables por el dominio amidasa de las enzimas blanco, como las uniones
éster o amida.

Dentro del segundo grupo de andlogos se sintetizaron los derivados fosfinopeptidicos
143-149. En ellos la union hidrolizable en el C-terminal del tripéptido se sustituyo6 por una
union C-P, no hidrolizable. Al mismo tiempo la geometria trigonal plana de la union sp? cambid
ala geometria tetraédrica del grupo &cido fosfinico, convirtiendo estos compuestos en andlogos
del estado de transicion, propuesto para enzimas del tipo ligasas C:N, como lo son GspS'y

TryS.

Como resultado de esta modificacion estructural se obtuvieron inhibidores potentes,

tanto contra GspS de Crithidia fasciculata como contra TryS de Trypanosoma cruziy, lo
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que es mas importante, estos resultados tuvieron una excelente correlacion con ensayos de
inhibicion del crecimiento de cultivos de amastigotes de T. cruzi, la forma clinicamente mas
relevante de este parasito. El compuesto 144, de cadena alquilica de 2 &tomos de carbono,
inhibid en un 99% la enzima GspS de C. fasciculata a una concentracion de 500 uM,
mostrando un IC, de 1,14 +0,04 1 MyunaK de0,37+0,02 uM. El compuesto 145, de
3 atomos de carbono, fue en cambio el mas potente contra TryS de T. cruzi, inhibiendo en un
99% dichaenzimaa 500 My mostrandounIC, de 11,8+0,6 L M. Finalmente el derivado
de cadena alquilica de 4 carbonos fue el mas potente contra cultivos de amastigotes de T.
cruzi, inhibiendo el crecimiento en un 80% a una concentracion de S0t M y mostrando un
IC,,de 9,81 M. Cabe destacar que en el ensayo de inhibicion del crecimiento parasitario los
compuestos de cadena alquilica de menos de 4 &tomos de carbono no inhibieron en forma
detectable a los parasitos a concentraciones de hasta 50 L M. Esto resalta la importancia de
las series homologadas en el disefio de inhibidores ya que el largo de la cadena alquilica
influy6 notoriamente en la lipofilicidad de los compuestos sintetizados, lo que fue de suma
importancia en los ensayos realizados en cultivos celulares. Los compuestos menos lipofilicos,
si bien fueron activos contra la enzima blanco, no fueron efectivos contra el parasito. El logro
mas importante del presente trabajo de Tesis es haber encontrado una estructura relativamente
simple que es un potente inhibidor de la proliferacion del agente responsable de la enfermedad
de Chagas (T. cruzi) cuyo modo de accion se establecio sin ambigiiedad como el camino
biosintético de tripanotiona. Teniendo en cuenta que las enzimas que catalizan los tltimos
pasos de la biosintesis de tripanotiona no se encuentran en el huésped, se puede anticipar que
una inhibicion altamente selectiva de estas enzimas no traeré aparejado toxicidad para el

mamifero correspondiente.

Parte de este trabajo de tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

Glutathione-like tripeptides as inhibitors of glutathionylspermidine synthetase. Part
1: Substitution of the glycine carboxylic acid group.

Amssoms K.; Oza S.L.; Ravaschino E.; Yamani A.; Lambeir A.; Rajan P.; Bal G,, Rodriguez
J., Fairlamb A.H., Augustyns K., Haemers A.. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 2553-
2556.
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Synthesis and biological evaluation of glutathione-like tripeptides against
Trypanosoma cruzi.
Ravaschino, E.L.; Docampo, R; Rodriguez, J.B. Arkivok, 2003, (x), 298-313.

Design, synthesis, and biological evaluation of phosphinopeptides against
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