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1.1. QUIMICA MEDICINAL Y DESARROLLO DE FARMACOS

La Quimica Medicinal es la ciencia que se ocupa del descubrimiento,
desarrollo, identificacidn e interpretacion del modo de accion de un compuesto
biologicamente activo a nivel molecular. El interés no se restringe solo a
farmacos, sino que también se dedica al estudio, identificacion y sintesis de
productos metabdlicos de esas drogas y compuestos relacionados.*

Se puede definir a la Quimica Medicinal como un &rea de investigacion
interdisciplinaria ya que se nutre de conocimientos de diferentes disciplinas
como la Quimica Organica, la Quimica Computacional, la Biologia Molecular, la
Farmacologia, Microbiologia, entre otras, para desarrollar nuevos y mejores
farmacos. En los udltimos tiempos, la Quimica Medicinal ha experimentado un
cambio revolucionario. Los grandes avances en las ciencias bioldgicas han
ocasionado una mejor comprensiéon de como funciona el cuerpo humano tanto
a nivel celular, como molecular, y como resultado de esto, muchos proyectos
de investigacién de la industria farmacéutica y de la universidades, comienzan
por identificar una biomacromolécula objetivo y disefiar posteriormente un
farmaco que interactie con ella.? El conocimiento y comprensiéon de la
estructura y la funcion de tales biomacromoléculas, tanto como el mecanismo
por el cual interactlia con potenciales farmacos, es crucial para este enfoque.
Otras areas que han contribuido al gran desarrollo de la Quimica Medicinal son
la Gendmica y Proteémica, que permiten conocer la estructura y la funcion de
los genes y de las proteinas por ellos codificadas.® Por otro lado, la
robotizacién, automatizacion y miniaturizacion de una amplia gama de ensayos
in vitro ha conducido al desarrollo de ensayos biol6gicos de alto rendimiento
(HTS, High Throughput Screening). Ademas, para facilitar el disefio racional de
nuevos farmacos, cada vez se hace mas indispensable la necesidad de aplicar
estudios estructurales y computacionales para obtener resultados de relacion
estructura-actividad (REA), asi como analizar el modelo de interaccion
molécula-objetivo biologico (docking). Finalmente, la paulatina introduccion de
la nanotecnologia esta produciendo un refinamiento constante de la

metodologia de sintesis y administracion de potenciales farmacos.
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En este contexto, durante los afios 90, surgié la Quimica Combinatoria*
como respuesta a la gran demanda de nuevos compuestos planteada por la
industria farmacéutica, generada por el descubrimiento de un nimero elevado
de objetivos terapéuticos y la automatizacion de los ensayos para la deteccion
de compuestos con propiedades bioldgicas.

La investigacion sobre nuevas moléculas que amplien el potencial
terapéutico disponible en clinica es una exigencia actual y urgente para
muchas patologias. A pesar de los avances producidos, existen numerosas
enfermedades que no tienen una terapéutica efectiva, mientras que en otros
casos, fenomenos de resistencia o de sensibilidad han cuestionado la que se
ha venido utilizando. Son ejemplos las enfermedades neurodegenerativas y las
asociadas al cancer, enfermedades autoinmunes, inflamatorias o infecciosas.

El proceso de descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco es un
proceso largo, complejo, costoso y arriesgado. En general podemos distinguir
tres fases principales: Descubrimiento, Disefio y Desarrollo (Figura 1).

PROCESO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO DE UN FARMACO

Disefo
=ELECCION DE UN OBJETIVO
TERAPEUTICO *IDENTIFICACION DE LA RELACION PATENISMIENTO
R rc iGN U ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (REA) *PRUEBAS PRECLINICAS
BIOENSAYO <IDENTIFICACION DEL *DISENO DEL PROCESO DE
ARMA MANUFACTURA
=*DESCUBRIMIENTO DEL COMPUESTO & COFORO
LIDER *OPTIMIZACION FARMACODINAMICA *PRUEBAS CLINICAS
*AISLAMIENTO Y PURIFICACION *OPTIMIZACION FARMACOCINETICA *REGISTRO Y
COMERCIALIZACION
*DETERMINACION ESTRUCTURAL
( [EiGURE e =

Cada fase presenta diferentes etapas, las cuales pueden llevarse a cabo
simultdneamente, pero son, en general, dependientes unas de otras. Por
ejemplo, las pruebas preclinicas generalmente se desarrollan en paralelo con el
disefio del proceso de manufactura. Aun asi, el descubrimiento, disefio y
desarrollo de una nueva droga puede tardar quince o mas afios, involucrando
la sintesis de aproximadamente 10.000 compuestos y costar alrededor de 800

millones de délares.®> Asimismo, hay que tener en cuenta que Unicamente 3 de
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cada 10 farmacos comercializados recuperan la inversion realizada en su etapa
de investigacion y desarrollo (I+D). Cada dia perdido en el proceso de
bdsqueda de farmacos no solo genera pérdidas millonarias a las compafiias
farmacéuticas, sino que trasciende lo econdémico, ya que el acceso mas rapido
a nuevos farmacos es un instrumento para mejorar la calidad de vida de la
poblacion. Por todo esto es necesario acelerar al maximo posible el
descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas bioactivas.®

Una vez gque se ha seleccionado un objetivo terapéutico, el siguiente paso
es identificar una droga adecuada para tal objetivo. Para esto es importante
conocer que biomacromoléculas estan involucradas en esa particular patologia,
para asi identificar si se deben disefar agonistas, antagonistas o inhibidores de
un receptor o enzima en particular. Para encontrar una droga adecuada se
sintetizan un gran nimero de compuestos y se evalla la actividad biologica de
cada uno de ellos con apropiados bioensayos. Esta etapa ha logrado grandes
avances gracias a la quimica combinatoria y a los métodos de HTS. Con los
resultados de la evaluacion biol6gica, se seleccionan los compuestos que
presentan la actividad farmacoldgica deseada, también llamados "lideres" y se
descartan los inactivos.

Un compuesto lider es una sustancia dotada de la actividad bioldgica o
farmacolégica deseada, pero también puede poseer propiedades
inconvenientes, tales como alta toxicidad, insolubilidad y efectos biolégicos
secundarios y/o perjudiciales. La optimizacion de dicho compuesto lider, a
través de transformaciones quimicas (modificaciones sintéticas) que eliminen
esas caracteristicas indeseables y mejoren las beneficiosas, conduce a la
obtencion de un "compuesto candidato” que es aquel seleccionado para la
siguiente etapa del proceso.

La etapa de desarrollo, incluye los Ultimos pasos a llevar a cabo, antes de
gue una droga prometedora pueda ser comercializada. Esta etapa es la mas
costosa econdmicamente hablando y muchos compuestos no llegan a cumplir
los requerimientos. Tres cuestiones principales son abordadas en esta etapa.
Primero, la droga debe ser testeada para asegurarse de que no solo sea
segura y efectiva, sino que también pueda ser administrada de una manera
adecuada. Esto involucra las pruebas preclinicas y clinicas abarcando

toxicidad, metabolismo, estabilidad, formulacion y tests farmacolégicos. En
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segundo lugar se encuentran los tramites legales y de patentamiento. Por
ualtimo, la droga seleccionada deber ser sintetizada en grandes cantidades tanto
para ser utilizada en los diferentes tests, como también luego en la eventual

manufactura.

1.2. QUiMICA COMBINATORIA EN EL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

La quimica combinatoria se ha convertido en una importante herramienta
en el proceso de descubrimiento y desarrollo de un farmaco ya que simplifica y
acelera el proceso de obtencidon y optimizacion de compuestos de interés
terapéutico.

La estrategia combinatoria, a diferencia de la sintesis quimica
tradicional, comprende el disefio y la sintesis de gran cantidad de compuestos
estructuralmente relacionados, llamadas colecciones o bibliotecas, de forma
rapida, eficiente y simultanea, para luego ser evaluados frente a determinados

objetivos biolégicos (Figura 2).

SINTESIS TRADICIONAL SINTESIS COMBINATORIA

A, B, ' AB, AB, AB; ... A;B,
A, B, AB, AB, AB;... AB,
A3 + B3 — AaB1 A3Bz A3B3 e ASBn

A+tB —— AB

An By  AB; AB; AB;...AB,

( FiGTE 2

Las técnicas combinatorias son muy diversas, y sus productos,
componentes de las bibliotecas, pueden ser preparados individualmente en
paralelo o bien en mezclas controladas, aplicando tanto metodologias de

sintesis en solucién como también las de fase sélida.
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Antes del advenimiento de la quimica combinatoria, la necesidad de
encontrar un compuesto lider, se transformaba en la limitante de todo el
proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos. Hoy en dia, aplicando los
principios de esta nueva disciplina, los grupos de investigacion pueden
sintetizar mayor numero de estructuras con el fin de encontrar nuevos
compuestos lideres, identificar relaciones estructura-actividad o encontrar
analogos que presenten buena actividad y minimos efectos secundarios.? En la
Figura 3 podemos apreciar las etapas del desarrollo de un farmaco que se han

visto beneficiadas con la sintesis combinatoria.

ETAPAS EN EL DESARROLLO DE UN FARMACO QUE REQUIEREN
LA SINTESIS DE UN ELEVADO NUMERO DE COMPUESTOS

ELECC]ON ‘ DESCUBRIMIENTO AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
‘|$ DEL COMPUESTO ¢ IDENTIFICACION E> DE REA Y

OB]ETIVO LibER DEL LIDER OPTIMIZACION
TERAPEUTICO DEL LiDER

I SINTESIS DE |
— COMPUESTOS

9

'Y M o

s
=
=
<)
(949
ol
i
!
L

Los origenes de la quimica combinatoria los encontramos en el
desarrollo de sistemas para la sintesis maltiple y en paralelo de péptidos,’
posteriormente extendidos a la sintesis de todo tipo de moléculas.? A partir de
agui, muchas y muy diversas metodologias se han desarrollado para la sintesis
de quimiotecas: varillas de polietileno (sistema Multipin),® laminas de vidrio,

5 11 etc. Otro factor considerado a la hora

membrana de celulosa,® bolsas de té,
de disefiar una quimioteca ha sido el formato de sintesis, que ha conducido a la
sintesis de compuestos individuales o de mezclas controladas. La generacion
de mezclas combinatorias puede seguir diversas estrategias, como mezclar y
separar (mix and split),’? o rastreo posicional (positional scanning),” entre las
mas importantes. La sintesis de una quimioteca combinatoria se puede realizar
siguiendo o combinando dos metodologias: la sintesis heterogénea (fase

sélida) o bien la sintesis homogénea (disolucion o fase liquida).
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1.2.1. SINTESIS EN FASE SOLIDA

El inicio de la quimica combinatoria ha estado estrechamente unida a la
sintesis en fase sélida, ya que los primeros ejemplos de sintesis combinatoria
surgieron de la adaptacion de la sintesis clasica de péptidos sobre soporte
sélido. Por este motivo, la mayor parte de los trabajos publicados de
preparacion de quimiotecas siguiendo los preceptos de la quimica combinatoria

se han realizado empleando la sintesis en fase solida.

La sintesis organica en fase solida (SPOS, solid-phase organic
synthesis)’®* es una metodologia que permite realizar transformaciones
quimicas sobre sustratos unidos a un soporte polimérico e insoluble en

solventes organicos 0 acuosos.

La seleccion de la estrategia de sintesis (fase sdlida o disolucion) a
utilizar depende del tipo de reacciones que se aplicaran, el formato de la
guimioteca (incluye mezclas o compuestos individuales), y la pureza de los
productos deseados. Ambos métodos presentan diferentes ventajas e

inconvenientes que se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1

Sintesis en Fase Solida Sintesis en Solucion

Facil eliminacion de excesos de

reactivos.

@  Purificacion del producto mediante
lavados del soporte sélido.

&  Sencilla automatizacion de las etapas
sintéticas de reaccion.

Ventajas @®  Aplicacion a la sintesis multiple en
paralelo o de mezclas.

@ Posibilidad de usar solventes de alto
punto de ebullicion.

® Amplio repertorio de reacciones
organicas.

@© No es necesaria la adaptacion de las
reacciones ya conocidas.

® No se requieren reacciones
adicionales para la unién y escision
de la fase sdlida.

® Se pueden sintetizar cantidades
ilimitadas de producto.

@ Tiempos de reaccibn mas cortos.

@  Facilita reacciones quimicas g <
dificultosas. Efecto de pseudo- Control .de reaccion por metodos
S convencionales.
dilucion.

@ Necesidad de adaptar los procesos a
la fase sélida.

® Imposibilidad de purificar los | @ Dificutad en la utilizacion de
productos secundarios unidos. excesos de reactivos.

© Tiempos largos de reaccion-difusion | @ Limitado a cortas secuencias de

Desventajas de_los reactivos al interior de la reaccion.
resina. @ Dificultad en las etapas de

@ Dificultad de control de intermediarios aislamiento y purificacion

unidos a la fase sdlida. @ Dificultad de automatizacién

@ Dificultad de wuso de reactivos
heterogéneos (catalizadores, etc.).
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La sintesis organica en fase solida consiste en la unién de un
compuesto de partida sobre un soporte solido (polimero o resina)
convenientemente funcionalizado, mediante un espaciador bifuncional (ligante).
Este soporte polimérico es insoluble en disolventes organicos o acuosos; de
ahi que después de cada etapa sintética, el exceso de reactivo y/o productos
secundarios que no quedan unidos a esta resina se eliminan facilmente por
filtracion y lavados (Figura 4), permitiendo el uso de excesos de reactivos
(normalmente 3 a 5 equivalentes). Luego de terminar toda la secuencia

sintética el producto final se escinde de la resina.

Q/\ = Soporte polimérico SiNTESlS EN FASE SéLlDA
l p————
—_— — —_—
R X-Y xy >
Q/\ —_— U\R _— O\R.Y _— J\R_Y ~ Producto
ACOPLAMIENTO AGREGADO Xy FILTRACION \D/

\g \E/ REA(IZ)TEIVOS \E/ l

| Exceso de
| reactivos y

productos
_secundarios

CE——— )

ESCISION

Producto
separado
de la resina

l G

Son tres los requerimientos principales para la utilizacién de quimica en

fase sélida en sintesis organica:

& Un soporte polimérico, entrecruzado e insoluble que sea inerte a las

condiciones de reaccion.
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& Algun medio de unir el sustrato al soporte sélido que permita la
separacion selectiva de los productos de interés al final de la sintesis.
& Una estrategia de proteccion quimica que permita la protecciéon y
desproteccion selectiva de grupos reactivos. (Principio de

Ortogonalidad).

1.2.2. SOPORTES SOLIDOS

Las matrices poliméricas insolubles tienen como objetivo principal facilitar
la separacion sélido-liquido por filtracidon. Los requerimientos generales para un
soporte son estabilidad mecanica y quimica en las condiciones en que van a
ser usados, alta carga (carga es el numero de sitios de reaccién por gramo de
resina, normalmente alrededor de 1 mmol/g), buena solvatacion, y accesibilidad
del grupo funcional a reaccionar. No todos los materiales son compatibles con
todos los tipos de disolventes y reactivos; por lo tanto, para cada aplicacion se
debe elegir el tipo apropiado de soporte.

La estructura general de los soportes poliméricos se muestran en la

Figura 5.

ESTRUCTURA GENERAL DEL SOPORTE POLIMERICO

Espaciador @

Y

1]
=
=
=
s1)

7]

s

Los soportes sélidos pueden clasificarse en hidrofoébicos o hidrofilicos,
siendo los primeros los de uso mas comun en quimica organica en fase solida.
En la siguiente tabla (Tabla 2) se presenta una clasificacion general de los

soportes, con algunos ejemplos representativos de cada uno de ellos.



’ EJEMPLOS ‘

Tabla 2

ESTRUCTURA GENERAL
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CARACTERISTICAS

RESINAS DE
POLIESTIRENO

HIDROFOBICAS

Poliestireno —
Divinilbenceno
PS-DVB

7N\

49 L 49 CH,X

Aptas para disolventes no
proéticos de polaridad
media-baja.
Entrecruzamiento 1-2%.

Granos de resina de 90 a
200 pm.

Carga general 0,5-1

mmol/g.
X =ClI, OH, NH,

Aptas para disolventes
polares proéticos y no
préticos incluyendo agua.

O\/>O/\/X Carga aproximada de 0,2-
n

Polietilenglicol- O O O
Poliestireno

PS-PEG

0,6 mmol/g.

RESINAS DE H o) Aptas para disolventes

olares no proticos.

POLIESTIRENO | b iacrilamida /\H/N\/\/\/\HJK/\NHPG i ’
N

HIDROFILICAS 0] Aplicabilidad limitada por la
reactividad de sus enlaces

amida.

Aptas para disolventes
Poli(acrilamida H o B%ﬁ;ﬁ;?roncos yro
-etilenglicol) | N T\ofy NH,
PEGA o) n Aplicabilidad limitada por la
reactividad de sus enlaces
amida..

En la eleccion del soporte sélido también resulta fundamental la union

"4 son usualmente

entre la resina y el sustrato. Estos ligantes o "linkers
moléculas bifuncionales, las cuales contienen un grupo funcional que las une al
soporte sélido, y el otro grupo que permite una unién con el compuesto que se
esta sintetizando, el cual es selectivamente escindido al final de la sintesis. Los
ligantes ademas, deben ser faciles de preparar y lo suficientemente estables
para no producir pérdidas prematuras de compuesto durante la secuencia
sintética y, a la vez, poder separarse del producto al final de la sintesis en
condiciones que no afecten grupos funcionales sensibles que puedan estar
presentes en la molécula. La seleccion apropiada del ligante a utilizar
determinara el éxito de la estrategia sintética en fase solida. En muchas resinas

los ligantes estan unidos al soporte por medio de un espaciador flexible que
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disminuye en cierta medida la influencia de factores propios de la resina, como
efectos estéricos o electronicos. Para la caracterizacién de compuestos unidos
al soporte solido por técnicas espectroscopicas, largos espaciadores son una
ventaja, ya que aumentan la movilidad del sustrato y reducen el
ensanchamiento de los picos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
espaciadores largos pueden producir interferencias entre los sitios de reaccién
y/o reacciones entre los mismos.

Los ligantes se clasifican en funcion de las condiciones de ruptura. Los
grupos mas comunes son: labiles a acidos o bases, fotolabiles, del tipo ligante
de union segura (safety-catch), ligante que no deja trazas (traceless), etc.
Algunos de ellos se muestran a continuacion en la Figura 6. Entre paréntesis

figuran las condiciones de escision.

OMe

e
0L 0T

Resina Merrifield Resina Wang - _
(HF, AICI3) (10-30% TFA) Rink Amida
’ (TFA 50%)
OMe

OMe
OH
O o ;
® OH

Resina Rink Acida Resina Sasrin
(ACOH 10%) (TFA 1%)
MeO NO,
- ; KLOH
CH,OH 0O
WaVark A 0
O

Resina PAM Ligando fotosensible

(HF) (Luz UV)

FGUTE G el
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La union mas comun al soporte es a través de un enlace éster de un
acido carboxilico del sustrato, esto proviene de la sintesis péptidica en fase
solida donde es el 4cido carboxilico del aminoécido el que se une al soporte.

La resina de Wang,'® que es la empleada en todo nuestro trabajo de
sintesis, es un polimero funcionalizado con un grupo p-alcoxibencilo por lo que
se requieren condiciones acidicas suaves (10-30% de TFA) para la separacion
del sustrato de la resina. Los ligandos derivados de alcoholes bencilicos p-
alcoxi-sustituidos permiten la ruptura bajo condiciones acidicas suaves.

El monitoreo y seguimiento de las reacciones en fase solida también es
diferente del empleado en la quimica tradicional. Debido al uso de exceso de
reactivos se imposibilita el seguimiento de la reaccion por desaparicion de los
reactivos en solucion. Por lo tanto, se han ido desarrollando meétodos
alternativos para monitorear estas reacciones de manera de lograr identificar
las diferentes estructuras inmovilizadas al soporte sélido.

Existen dos tipos generales de métodos de monitoreo, aquellos fuera del
grano, donde el enlace producto-resina se rompe y se analiza al producto en
solucién y los métodos en el grano, donde se analizan uno o mas granos de
resina directamente, sin producir la separacion. En el caso de los métodos
fuera del grano, una vez realizada la ruptura de la unién a la resina, los
productos pueden ser pesados e identificados empleando los métodos de
caracterizacion de la quimica organica clasica. Existen ciertas limitaciones en el
uso de estos métodos. La necesidad de realizar la ruptura de la unién producto-
resina, esto puede llevar tiempo y no permitir el rapido monitoreo de la
reaccion. Los reactivos empleados para la ruptura pueden contaminar la
solucion y de esta manera requerir una purificacion antes de realizar la
determinacion analitica. Ademas, algunos intermediarios de reaccion pueden
ser sensibles a las condiciones de ruptura, impidiendo la interpretacion de los
resultados. Para evitar estos inconvenientes se han desarrollado las técnicas
en el grano que permiten seguir la reaccion sin necesidad de realizar la ruptura
de la union a la resina. Los ensayos colorimétricos son empleados en sintesis
organica en fase solida para determinar aparicion o desaparicion de un grupo

1
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funcional.”™ Como ejemplos de este tipo de ensayos podemos citar al test de

Ninhidrina (Test de Kaiser), de Cloranilo, verde de Malaquita, etc.
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La espectroscopia infrarroja (IR)'’ es un método rapido y simple para la
deteccion cualitativa de diferentes grupos funcionales unidos al soporte sélido.
Después de la reaccion se seca la resina y se usa directamente en la
preparacion de la pastilla con KBr. La espectrosopia IR no es una técnica
analitica muy sensible y por lo tanto no es util para la deteccion de bajas
concentraciones de material. Sin embargo, si los intermediarios de reaccion
presentan bandas de absorcion intensas y bien resueltas, es posible seguir el
progreso de la transformacién quimica por IR.

El uso de espectroscopia de masas para monitorear reacciones en fase
sélida se hace a través del empleo de la técnica MALDI-TOF'® después de la
ruptura in situ de unos pocos granos de resina. Si bien el compuesto es
separado del soporte sdlido, la ruptura se realiza directamente en el MALDI,
por eso se lo considera como un método en el grano. Esta técnica ha sido
aplicada con ligandos labiles a &cidos y fotolabiles. Las limitaciones de esta
técnica son el alto costo del equipo y la utilidad restringida de compuestos cuya
masa es mayor a 600, pero la ventaja importante es la alta sensibilidad (un solo
grano de resina es generalmente suficiente).

El uso de la resonancia magnética nuclear (RMN) en SPOS es
complicado debido al ensanchamiento de las sefiales provocado por dos
factores. El primero es el movimiento restringido al tratarse de muestras solidas
y el segundo, la heterogeneidad de la muestra que produce microambientes,
provocando que la susceptibilidad magnética de la muestra no sea uniforme.
Sin embargo, es posible realizar un espectro de RMN si se suspende la resina
en un solvente adecuado que permita su hinchamiento, para tal fin se utiliza un
solvente estdndar de RMN, tal como cloroformo deuterado. Esta técnica se
denomina RMN en fase gel. *° Se ha encontrado que el RMN en fase gel es
especialmente Gtil en nacleos como **C, N, *°F, 3P, que presentan rangos
amplios de desplazamientos quimicos y, por lo tanto las amplitudes de las
seflales son menos importantes, generando espectros suficientemente
resueltos. En el caso de los RMN de *C en fase gel, las sefiales suelen estar lo
suficientemente aisladas como para ofrecer la informacion necesaria para
ayudar a la elucidacién estructural.?°
Como ya se dijo, al aumentar la movilidad del sustrato se reduce el

ensanchamiento de los picos y, por lo tanto, mejora la resolucion del espectro.
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Sin embargo, los espectros en fase gel de protones, aun en los casos de usar
soportes bien solvatados y flexibles, presentan muy baja resolucioén, por lo que
no sirven para caracterizar intermediarios unidos a soportes solidos. Una
técnica especialmente util para compuestos en fase sdlida es la del RMN con
giro al angulo magico (magic-angle spinning, MAS).?! Esta técnica requiere un
accesorio especial, con el cual se mantiene la muestra precesionando en un

angulo especifico con respecto al campo magnético.

1.2.3. SINTESIS ORGANICA EN FASE SOLIDA DE MOLECULAS

PEQUERNAS:

La sintesis en fase sélida de oligobmeros, como lo son las cadenas
peptidicas, es facilmente automatizable debido a que se trata de procesos
repetitivos. La sintesis de péptidos en fase sélida sigue una pauta general de
ciclos repetitivos de acoplamiento-lavado-desproteccion-lavado. Los pasos
utilizados comienzan con la unién de un aminoacido, que posee Su grupo
amino protegido, al soporte solido mediante una unién éster (Esquema 1). El
siguiente paso es la desproteccion del grupo amino y posteriormente la adicion
de un nuevo aminoacido con su grupo amino protegido; alternando estos

procedimientos se continla hasta que se alcanza la secuencia deseada.

SINTESIS PEPTIDICA EN FASE SOLIDA

| Enlace Peptidico|

1) desproteccion del /
R grupo amino H OrR
X< > N\/k X /"V"‘< )
mj\rO(NWO 2) Acoplamiento del A R u o)
siguiente aminoacido
H O
N repeticion de
X V[LY 1)y2)
R "n" veces
R= cadena lateral H of R
X= grupo protector de aminas X XY N
Y= grupo carboxilo activado R \H O n
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La automatizacibn de estos pasos requiere solo de unos pocos
experimentos de optimizacion para ser repetidos en ciclos iterativos. En
cambio, la automatizacion en el caso de la sintesis en fase solida de moléculas
pequefias es mas complicada por las caracteristicas de este tipo de sintesis. La
sintesis de moléculas pequefas, es decir compuestos de bajo peso molecular
(< 700), no poliméricos y con estructuras relacionadas a los farmacos
conocidos, comprende un amplio rango de reacciones organicas, tal es asi que
hasta en una sintesis corta, los distintos pasos pueden requerir condiciones de
reaccion completamente diferentes. En la sintesis en fase soélida de moléculas
pequefias se requiere de un soporte solido y un ligando perfectamente estables
bajo todas las condiciones de reaccion a ser utilizadas, esto hace que el
planeamiento de la sintesis sea mas complicado que en el caso de la sintesis
en fase sdlida de péptidos, por ejemplo. Por estas razones no pueden ser
definidos protocolos comunes en SPOS, sino que debe realizarse un estudio
especifico cada vez que se planea una sintesis de manera de determinar la
ruta sintética a emplear y la compatibilidad del soporte soélido, entre otros

factores.



BJETIVOS Y PLANEAMIENTO

DE LA SINTESIS

"THE WHOLE POINT OF GETTING THINGS DONE,

IS KNOWING WHAT TO LEAVE UNDONE."
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2. OBJETIVOS Y PLANEAMIENTO DE LA SINTESIS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo de este trabajo de tesis fue la sintesis en fase sdlida de
diferentes derivados [-lactamicos para la generacidbn de bibliotecas de

compuestos potencialmente activos.

Este trabajo de tesis consta de dos partes. La primera es el desarrollo
de una sintesis original de B-lactamas monociclicas (monobactamas)
funcionalizadas aplicando la reaccién de multicomponentes de Petasis. La
segunda es la sintesis mediante metodologias de hibridacion molecular, de

penicilinas conjugadas con una porcion peptidica, a través de un grupo triazol.

Para generar las bibliotecas por sintesis en fase soélida se tuvieron en
cuenta dos aspectos: Primero los antecedentes de este tipo de sintesis en
solucion, y en segundo término, el desarrollo y optimizacion de la secuencia
sintética en fase solida. Para desarrollar este tema fue necesario el estudio y
aplicacion de técnicas originales dado que la quimica en fase sélida, como ya
fuera mencionado, tiene requerimientos y propiedades marcadamente
diferentes a los de la quimica organica tradicional en solucion. El proceso
implicé adquirir experiencia en distintos aspectos de esta quimica, tal como la
manipulacion de las resinas, los métodos de monitoreo, la estabilidad de los

ligandos y las condiciones de ruptura.

2.1.1. FUNCIONALIZACION DE MONOBACTAMAS MEDIANTE REACCION DE

PETASIS

Esta parte de la tesis esta relacionada con el estudio y desarrollo de la
sintesis en fase sélida de pB-lactamas monociclicas que incorporan una
subunidad a-aminoacidica en la posicion 3 del anillo B-lactamico, hacia la

obtencion de bibliotecas de monobactamas altamente funcionalizadas.
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Esta sintesis requiere la preparacion de 3-amino-B-lactamas unidas a
soporte sélido, particularmente a la resina de Wang (I, Esquema 2). Luego, la
aplicacion de reaccion de multicomponentes de Petasis es la que lleva a la

generacion de las B-lactamas Il con tres posiciones de variabilidad (R, R?, R®).

R’ o R
/
N R?
3 0 - R3 3 o
j;N ]/:N
o \)J\O/@ o \)J\O/\@
I

@ = Resina de Wang

I ZEGUEME 2 L=

2.1.2. DIVERSIFICACION DE PENICILINAS MEDIANTE HIBRIDACION

MOLECULAR

Las penicilinas, uno de los tipos de compuestos [B-lactdmicos mas
difundidos, presentan en su estructura el nacleo penam. Nuestro objetivo en
esta parte de la tesis, utilizar metodologias de quimica en fase sélida para la
introduccién eficiente de modificaciones en la posicién 3 del nacleo penam.

Para esto es necesario conjugar un derivado de penicilina con una
porcién peptidica, a través de un grupo triazol, dando origen a una serie de
compuestos hibridos (IV, Esquema 3) que presentan varios puntos de
diversidad.

La sintesis de esta biblioteca de triazolil-aminoacil (peptidil) penicilinas
requiere la utilizacion como material de partida de diferentes aminoacidos o
dipéptidos unidos a resina de Wang (lll, Esquema 3). Luego los aminoacidos o
dipéptidos unidos a resina de Wang deben ser acoplados con un alquino para
obtener los N-propiolilaminoacidos_(péptidos) inmovilizados IV. Finalmente los

compuestos hibridos (VI) se generan por la reaccion de los diferentes alquinos
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unidos a resina de Wang con la azidometilpenicilina V, mediante la cicloadicion

1,3-dipolar catalizada por cobre.

~ ~N
Aminoacidos
Fmoc ’ .
MA _@ y dipéptidos
m " inmovilizados
|
' R ;Oi ¥ Sﬁoi
O R2 ? S R Rz T \){
:—( + j\ Cu N 0
:[;N - o P
AAn_@ o) T E AA_@
v V  CHyNg Vi n
3-azidometilpenicilina Triazolil peptidil penicilinas
g Y,
En resumen, nuestro trabajo de investigacion se basa

fundamentalmente en el desarrollo de nuevas metodologias y estrategias de

sintesis en fase sodlida dirigidas a la preparacidon de compuestos de interés

biolégico. En ese sentido, nos propusimos llevar a cabo dos importantes

objetivos que implican el disefio y desarrollo del proceso sintético en fase sdlida

para la obtencion de estructuras organicas originales. Esto nos ha permitido

generar dos bibliotecas de compuestos de interés biolégico, una de las cuales

ha producido resultados promisorios en el proceso de evaluacién biolégica.



22 | OBJETIVOS Y PLANEAMIENTO DE LA SINTESIS



FUNCIONALIZACION DE MONOBACTAMAS

"THUS IN THE STRATEGY EVERYTHING IS VERY SIMPLE,

BUT NOT NECESSARILY VERY EASY"
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3.1. REACCION DE PETASIS

Las reacciones de multicomponentes (RMCs), se definen como procesos
en los que tres 0 mas reactantes se combinan, en un solo paso de reaccion,
dando lugar a un producto que incorpora porciones sustanciales de cada uno
de los reactivos.?? Estas reacciones han adquirido importancia e interés en los
altimos afos ya que ofrecen productos con diversas caracteristicas, las cuales
son requeridas en la actualidad por las industrias quimicas y farmacéuticas.?®
Ademas de generar complejidad estructural en un solo paso, las RMCs
permiten acceder a un gran numero de nuevas y variadas estructuras quimicas,
a un bajo costo de produccion y ambiental debido a la alta eficiencia,
selectividad y a la elevada economia de atomos. En gran parte, la industria
farmacéutica ha impulsado el resurgimiento de este tipo de reacciones, debido
a la creciente necesidad de construir bibliotecas de moléculas estructuralmente
complejas para su posterior evaluacion como compuestos lideres en el proceso
de descubrimiento de drogas. Las RMCs representan a la piedra angular de la
quimica combinatoria y de la sintesis orientada a la diversidad (DOS), y esto
juega un papel central en el desarrollo de modernas metodologias sintéticas
para el ambito de la investigacion farmacéutica y el descubrimiento de drogas.

Las RMCs se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo al nUmero de

etapas reversibles que presentan (Esquema 4).%*

RMCs de Tipo | A+B ~ C > .0 =—= P

RMCs de Tipo Il A+B = C >~ D.O ——> P

RMCs de Tipo llI A —s B+C —» D —» .0 —> P
EEGEmE e =

Asi, las RMCs de tipo | se caracterizan por presentar multiples equilibrios
entre todos los reactantes y los intermediarios; Las de tipo Il presentan una

sola etapa irreversible que conlleva a la formacion del producto; Y por ultimo,
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las de tipo Ill poseen solamente etapas irreversibles y generalmente se las
asocia a las reacciones en cascada o domino.

Las reacciones de tipo Il, que constan de un solo paso de reaccién
irreversible, son las mas convenientes en el ambito de la sintesis organica.

La reaccion de Petasis, o también conocida como Petasis Borono-
Mannich,” es una clase de reaccién multicomponente de tipo Il en donde una
amina, un aldehido y un &cido organo-borénico se acoplan (Esquema 5),
siendo la etapa irreversible de este proceso, la formacién de un nuevo enlace

carbono-carbono (C-R®).

H o . _OH
N_ + + R°-B + H;B0O;
R R2 RO pe "OH
Amina Aldehido Acido Borénico

N

=L —

La reaccion de Petasis ha sido muy desarrollada en las ultimas décadas y
se ha convertido en una importante y eficaz herramienta sintética, ya que
permite la sintesis de una gran variedad de interesantes moléculas incluyendo
a-amino&cidos no naturales,?® amino cetonas, amino alcoholes, amino
azucares Yy diversos heterociclos.

Dentro de las numerosas ventajas sintéticas®’ que presenta la reaccion,
podemos destacar: a) No requiere el uso de solventes desgasificados o
anhidros; b) Tratamiento de la reaccion (workup) sencillo: el Unico subproducto,
el acido borico, es inocuo; ¢) La reaccion es perfectamente tolerada por varios
grupos funcionales, ( ej: hidroxilos, acidos carboxilicos, aminas); d) Numerosos
acidos boronicos estan disponibles comercialmente, y ademas, muchos de
ellos son estables al aire y al agua, presentan muy baja toxicidad y son seguros
para el medio ambiente; d) Es una metodologia aplicable a la quimica sobre

soporte solido.
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Recientemente, la reaccion de Petasis Borono-Mannich, ha cobrado
relevancia en la sintesis de bibliotecas combinatorias, debido a que una gran
variedad de aminas y acidos borénicos pueden ser rapidamente condensados
en sintesis en paralelo sobre soporte sélido.?® La reacciéon de Petasis es
especialmente adecuada para la generacion de diversidad molecular porque la
reaccion procede generalmente a temperatura ambiente y en un amplio rango
de solventes, siendo ademas perfectamente adaptable a la automatizacion.

Como se nombro anteriormente, uno de los usos mas relevantes de la
reaccién de Petasis es la sintesis de a-aminoacidos.”® En el &mbito del
descubrimiento de drogas, se ha incrementado el interés por los a-aminoacidos
no proteinogénicos a causa de sus potenciales propiedades farmacoldgicas y
su utilidad como “bloques de construccidn” en la sintesis peptidica y no

peptidica de compuestos. Las arilglicinas®***

son una clase particularmente
importante de a-aminoacidos no proteinogénicos, ya que recientemente se ha
descubierto que algunas arilglicinas pueden modular selectivamente la
actividad de receptores de glutamato metabotropicos (MGIuRS) y es por esto
que estan siendo usadas para el desarrollo de nuevas drogas para el
tratamiento de varias enfermedades neurodegenerativas®. Sumado a esto, las
arilglicinas son componentes claves en la estructura de algunos de los
antibiéticos pB-lactdmicos mas ampliamente usados,”® como lo son la
Amoxicilina, la Cefalexina y el Cefadroxilo (Figura 7) como también se
encuentran presentes ademas en otros antibidticos naturales como la
Nocardicina G. Las estructuras de Vancomicina y Teicoplanina®, una clase
particular de antibiéticos glicopeptidicos, también contienen en su estructura
varios tipos de arilglicinas.

Como con otras clases de antibacterianos, existe un continuo interés en el
desarrollo de nuevos compuestos B-lactamicos, tanto como de glicopéptidos,
ya que estas moléculas son de gran importancia en la lucha contra la
emergente resistencia bacteriana a los antibiéticos.®* Por esta razon, la
necesidad de sintetizar nuevas clases estructurales de arilglicinas esta en
constante crecimiento.?® De hecho, se han desarrollado diversas metodologias

para la sintesis de estas valiosas estructuras incluyendo métodos basados en
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la Reaccion de Friedel-Crafts,® azidacién de enolatos,*® fotdlisis de complejos

de cromo,®’ condensacién de Ugi,® sintesis de Strecker®® u otras reacciones.*

HH H
N - aS CH3 T S
j;N\)< N
O o] 5 CHS = CH3
HO COOH COOH
AMOXICILINA CEFALEXINA
() D OH
H H
1 Us '?
oL O
O . jJ\c:H3 G :
HO COOH HO COOH
CEFADROXILO NOCARDICINA G
HO
HaN Ho ) OH
H3C-\ CHj3
HO \g\o 0O
Cl O Cl
H
\\N\
' CH3

.HCl  vANCOMICINA

( FGUrE. 7 R =

Muchos de estos métodos son poco efectivos, estdn generalmente
limitados a determinados patrones de sustitucion, requieren de una sintesis de

varios pasos, involucran fuertes acidos de Lewis u otros compuestos altamente
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reactivos, o utilizan cianuros muy téxicos seguidos de fuertes condiciones de
hidrolisis. Por todo esto es que la reaccion de Petasis, se presenta como una
de las mejores alternativas para la sintesis de a-aminoacidos. Como podemos
apreciar en el Esquema 6, para la obtencion de estos compuestos, se emplean
diferentes aminas, acido glioxilico como componente aldehidico, y aplicando la
reaccion a una variedad de acidos aril y vinil borénicos, se obtienen los

correspondientes derivados aril y vinil-glicina.

R4
H (o) R3\,f_'.::_‘»\ OH RZN COZH
Nocw * bl RN J/ + HyBO;
R "R? H ~CO,H W “OH £
i 4R3
b,
Amina Acido Glioxilico Acido Aril/Vinil h
Borénico ArilVinil Glicina

=y

[ZsGuUcmeE G

=

MECANISMO GENERAL:

La reaccién de Petasis ha sido objeto de numerosos estudios.???**
Mecanisticamente, este proceso de RMCs de tipo Il se caracteriza por
presentar un complejo equilibrio entre 3 componentes y varios intermediarios
que dan como resultado el producto de condensacién d (Esquema 7), via
formacion irreversible de un nuevo enlace C-C. De este modo, la condensacion
entre la amina a y el carbonilo b, forma el aminol e que puede ser convertido a
través de la sal de iminio g, al aminal i. El acido borénico ¢, mientras coexiste
con los componentes amino y carbonilo, puede reaccionar reversiblemente con
e 0 i como se puede observar en f y j respectivamente, para simultaneamente
generar una especie de iminium electrofilico g y una especie de borato
nucleofilico h. La reaccion irreversible de formacion del enlace C-C entre g y h
conduce a la formacién del producto d con la eliminacién de acido boérico como
subproducto. Ya que la reaccion entre g y h es el Unico paso irreversible en el
proceso, todos los intermediarios pueden eventualmente conducir a la

formacion del producto. También, en los casos en que la amina o el compuesto
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carbonilico contienen grupos hidroxilos u otras funcionalidades que puedan

unirse al acido borénico, los dos intermediarios reactivos, g y h, se acoplan y la

reaccion puede asi ocurrir de manera intramolecular.

R2 O R

RSJ\

R4

-B(OH);

R5

OH

[
()
<)
=
)

=
YY)
~|
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3.2. ESTUDIO DE LA REACCION DE PETASIS

Teniendo en cuenta lo expresado en el punto anterior, la reaccion de
multicomponentes de Petasis aplicada a estructuras que contengan el anillo B-
lactamico, surge como una interesante alternativa en nuestro objetivo general
de desarrollar nuevas metodologias y estrategias de sintesis en fase solida
dirigidas a la preparacion de compuestos de interés bioldgico, y su eventual
aplicacion en la generacion de bibliotecas combinatorias.

Considerando las caracteristicas particulares de las reacciones de
multicomponentes y con el fin de reunir informacién y adquirir experiencia en
este tipo de quimica, llevamos a cabo primeramente una serie de
experimentos, tanto en solucion como en fase sélida, utilizando diferentes

reactivos y condiciones de reaccion.

3.2.1. ESTUDIO DE LA REACCION DE MULTICOMPONENTES DE PETASIS

EN SOLUCION APLICADA A AMINAS SECUNDARIAS.

Presentamos en la Tabla 3 los resultados obtenidos mediante la
aplicacion de la reaccion de Petasis utilizando distintos reactivos, bajo diversas
condiciones de temperatura, tiempo y solvente de reaccion.

La amina secundaria utilizada como modelo fue el N-bencilglicinato de
metilo. EI N-bencilglicinato de metilo (1, Esquema 8) se sintetiz6 por condensa-

Cl HaN (CHsCHz1,0. |
N
;\ Et;N / MgSO, ;\
0" o~

4
N| NaBH, HN
;\ MeOH ;\
e} O/ (@] O/
4 1

T oy
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cion del clorhidrato del éster metilico de la glicina (2) con benzaldehido (3),*

obteniéndose la imina 4.

Las reacciones que figuran en la Tabla 3, de manera general, se
llevaron a cabo disolviendo la amina secundaria indicada, en el solvente
correspondiente, y luego se agregaron el aldehido y el acido borénico (1
equivalente de cada uno), manteniéndose con agitacion durante el tiempo y
temperatura especificados. Luego de este periodo se realiz6 el workup
adecuado seguido de una metilacion con diazometano de los correspondientes
acidos obtenidos, para facilitar la purificacion de los mismos mediante columna
cromatografica (hexano:AcOEt, gradiente). Los compuestos obtenidos se

caracterizaron mediante los espectros de RMN de *H y de RMN de **C.

Tabla 3

Solvente
TO
Tiempo

Acido :
) miento
boroénico

%

‘ Aldehido ‘

‘ Producto AN

Dioxano
90 °C NR -
17 h

@ OH [j
B
2 HN d‘\H "OH | Dioxano OH 39
1 oH 90 °C
1 oo 6 5a 23 h

|
B\OH Dioxano
90 °C OH
5a 1h

12

(4 equiv.)

Dioxano
90 °C
22,5h

OH ©\
B. Dioxano OH
OH 90 °C 18
64 h

sz

47
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o
@ Cé’H DCM:HFIP
05 o ot o
1 o;\o/ 6 " 5a h
0 :%
@ oH Dioxano
S 90 °C
H f
JIRCNIeaRvEal e
H
1 O;\O/ 6OH 5b
0
@ IS OH DCM:HFIP q a
8 H UB\ (9:1) 26
HN OH t. a.
1 o;\o/ 6 " > 28h
@ W EH DCM:HFIP
H. H,0 N (9:1)
9 HN 0 4 ©/ oH t a. NR )
1 o;\o/ sa 24h
O,
Q o) Cé’H DCM:HFIP et}
10 " oyt Oyt 8 [ o
;\ o 22,5h o~ Yo
10 :
1 oo o” sa | 1
O,
o QH . o)
H B. Dioxano N A
11 HN HO ©/ OH | g0°c ); 25
;\ o) 7h
10 0 o
1 O O/ 5a ‘ 11
@ o} s, OH | DCM:HFIP q Ao
. HOJ\H/H MB\ ©:1) VAR o1
HN OH t. a. s
;\ O 10 5b 17h /
e =
1 0”0 o o
| 12
Ot L,
B S H
HN J/ OH DCM:HFIP — S
o N
oj;N /" J\r(H By | O Q\ioj;“']
13 9 HO ©/ 1téah NS Ay 75
13 © 10 5 | @)
a 14

NR= no se produjo la reaccion.
t.a. = temperatura ambiente.

®se recuper6 el material de partida.

HFIP = hexafluoroisopropanol;

En la entrada 1 se hizo reaccionar N-bencilglicinato de metilo (1), con

acido fenil borénico (5a) y como aldehido al benzaldehido (3), y en este caso

no se produjo reacciéon. Esto se podria explicar por la falta de un hidroxilo en
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posicion orto al grupo aldehido tal como lo notaron Wang y col.,*

quienes
reportaron que reacciones de Petasis no tenian lugar cuando el aldehido no
poseia el grupo hidroxilo, o el mismo estaba posicionado en meta o en para,
tampoco si estaba protegido como éster metilico o reemplazado por un
halégeno. Un hidroxilo en posicion orto, como posee el salicilaldehido, se
puede coordinar al boro y ambos pueden activar al nucledfilo para el evento de
captura intramolecular y, por consiguiente, hacer mas efectiva la reaccion.

Como se puede apreciar en la entrada 2, el experimento en el que se
empled salicilaldehido (6), se llevé a cabo en dioxano a 90°C por 23 h,
obteniéndose el producto esperado 7, con un rendimiento de 39 %. Al emplear
un menor tiempo de reaccién (1 h, entrada 4), como era de esperar, el
rendimiento mostré una disminucion, pero al incrementarse el tiempo de
reaccion (64 h, entrada 3) también se obtuvo menor cantidad de producto. En
la entrada 5, se utilizaron las mismas condiciones que en entrada 2, pero la
variante a incorporar en este caso, fue un aumento de los equivalentes de
acido boronico, y esto trajo aparejado un leve aumento del rendimiento (47%).

Nanda y colaboradores** han publicado un andlisis sobre los efectos de
diferentes solventes, tanto proticos como apréticos, en las reacciones de
multicomponentes de Petasis. Ellos encontraron que algunos alcoholes
fluorados, como el trifluoroetanol y el ain mas acidico hexafluoroisopropanol
(HFIP), promovian las reacciones de Petasis, pero presentaban algunos
efectos indeseables como ser largos tiempos de reaccion. Tratando de
solucionar este inconveniente, hallaron afortunadamente que las reacciones de
Petasis se veian significativamente aceleradas cuando utilizaban una mezcla
de DCM y HFIP en una proporcion 9:1. Por este motivo se emple6 la mezcla de
solventes que se muestra en la entrada 6, aunque la misma no nos resulté
sustancialmente beneficiosa.

En las entradas 7 y 8 las reacciones se han llevado a cabo empleando
otro acido boronico, el acido tiofenboronico (5b). En 7 se utilizaron las mismas
condiciones que en la entrada 2 y para 8 se us6 la mezcla DCM:HFIP (9:1) y 28
h de reaccion. En ambos experimentos se obtuvieron similares resultados, el

producto esperado 8 en aproximadamente 25% de rendimiento.
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La utilizacién de fenilglioxal monohidratado®?

(9) como componente
aldehido también fue ensayado. Utilizando la combinacion DCM:HFIP (9:1) sin
embargo no se detectd la formacion del producto (entrada 9).

En las entradas 10 a 13 se empleé como aldehido, al acido glioxilico (10)
y éste demostrd ser muy eficiente para las reacciones que se llevaron a cabo
en DCM:HFIP (9:1) (entradas 10 y 12), dando rendimientos casi cuantitativos.
Sin embargo, no fue tan eficiente para aquella en que se utilizd6 dioxano como
solvente (entrada 11), demostrando la importancia del solvente acidico para
este tipo de aldehidos. En la entrada 13 también se utiliz6 la mezcla DCM:HFIP
(9:1) y acido glioxilico como aldehido, pero aqui decidimos utilizar una
estructura mas compleja, ya que la amina empleada fue una penicilina derivada
del &cido 6-B aminopenicilanico (6-APA) (13). En estas condiciones de
reaccion, se logré obtener el producto deseado 14 con un 75% de rendimiento.

Claramente, el uso del acido glioxilico como componente aldehidico en

las reacciones de Petasis,*%

llevd a los mejores resultados en nuestro
estudio.
En cuanto al mecanismo de reaccion (Esquema 9), es muy similar al que

cursa con los a-hidroxialdehidos.

Acido Aril/Vinil
Borénico
HO, OH
B
1 ) T Sal de Bo
R & ® “YOH a o
-H,0 - i
E " g T e B N\|<O Cuaternario
R'"R2 H ™~ ~CO,H RZTSY s B (complejo
H i T OoH “ato”
Amina  Acido Glioxilico l6n Iminio R3 activado)
R’ l
|
,N__COH
+ H3BO3
) ’ 7
a-aminoacido | -Ir?
EEGNEmEe =y

Podemos ver que se forma inicialmente el ion iminio y luego, se cree que,

la especie drgano-bordnica se coordina al grupo acido carboxilico formando la
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sal de boro cuaternario. A continuacion, la transferencia intramolecular del
grupo arilo o vinilo del complejo “ato” activado da lugar al correspondiente a-
aminoacido. Existen evidencias de que la presencia del acidico HFIP, acelera
la formacién de la especie iminium, la que puede ser luego atacada por la
especie organoborénica®* De hecho, cuando se emplea HFIP los rendimientos

son més altos que los de las reacciones que cursan en DCM solamente.*®

3.2.2. ESTUDIO DE LA REACCION DE MULTICOMPONENTES DE

PETASIS EN SOLUCION, APLICADA A AMINAS PRIMARIAS

A continuacion, en la Tabla 4, se describen las pruebas con aminas
primarias de interés, tal como la penicilina 15. Las reacciones se llevaron a
cabo utilizando la misma metodologia general que para las reacciones de la
Tabla 3.

Tabla 4

Acido Solvente T® Tiem- Producto
borénico (°C) | po (h)

1
B. EtOH:HFIP
H OH 40 70 2
(9:1)
Y s
] N=—
H B\OH . ];N\/ 7 N\
Dioxano 50 65 o] —
16 0”0

Amina 1" ’ Aldehido ‘

A 5a
(o] + material de partida
H oH
E
H,oN \)/ B.
3 S ];N p d\H ©/ OH Dioxano 90 22 NR
o OH
15 oo 6 5a
H ) OH —_ s
A N H EtOH ta. 65 o S =
o : 17 90
15 070 6 OH 5a
H o) QH

H oH | EtOH:HFIP
| ta. 23,5 NR
(9:1)
10 5¢
H Bson | EtOH:HFIP
\ 40 72 NR
(9:1)
10 5¢

#Se obtuvo mezcla de compuestos no identificados.
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En la entrada 1, a pesar de emplear condiciones similares a las
reportadas en la literatura,*” se obtuvo una mezcla de compuestos no
identificados. Al cambiar el solvente por dioxano (entrada 2), se obtuvo la imina
16 y se recuperé material de partida. En las entradas 3 y 4, la variante
introducida fue el empleo de salicilaldehido (6). Como se puede observar,
cuando el solvente empleado fue dioxano (entrada 3), no se produjo la reaccion
y cuando fue etanol (entrada 4) se obtuvo solamente la imina 17 En las
entradas 5 y 6, se utilizo como aldehido el &cido glioxilico (10), por la
efectividad del mismo en las reacciones con aminas secundarias, y el acido
borénico 5c, por la evidencia de que los acidos vinil borénicos son mas
efectivos que los fenil borénicos. Sin embargo, en ninguno de los casos se

produjo reaccion.

Por todos los resultados obtenidos, tanto con aminas primarias como
secundarias, podemos concluir que existen varios factores que afectan la
eficiencia y el rendimiento de la reaccion de Petasis, tres de los mas
importantes se enumeran a continuacion.

En primer lugar, los aldehidos con protones acidicos, como el que
presenta el &cido glioxilico, son mas reactivos que los que no lo poseen.

En segundo lugar, con respecto a las aminas, las secundarias son mas
reactivas que las primarias, y éstas ultimas generalmente llevan a la formacién
de la imina, no produciéndose reaccion con el componente acido borénico. Y
por ultimo, el tercer factor es referido a que el rendimiento de la reaccion se ve
mejorado significativamente en presencia del HFIP como cosolvente, sumado a

la presencia de acido glioxilico como componente aldehidico.

3.2.3. APLICACION DE LA REACCION DE PETASIS PARA LA
GENERACION DE BIBLIOTECAS DE [B-LACTAMAS MONOCICLICAS POR

QUIMICA EN FASE SOLIDA

Como ya fue mencionado, la reaccion de Petasis permite incorporar a

moléculas estructuras nitrogenadas tal como a-amino acidos no naturales. La
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utilizacion de acido glioxilico como componente aldehido de esta reaccion lleva
a la obtencion de aril o vinil glicinas, dependiendo del acido borénico empleado.

Entonces, una vez adquirida cierta experiencia en esta reaccion de
multicomponentes, comenzamos a desarrollar un proceso de sintesis de [3-
lactamas monociclicas por quimica en fase sélida, incorporando la unidad
arilglicina por reaccion de multicomponentes de Petasis.

En una secuencia exploratoria, se plante6 la sintesis de la B-lactama
25aaa (Esquema 10). La amina secundaria 24aa, se obtuvo por
funcionalizacion del anillo B-lactdmico construido mediante la reaccion de

Staudinger en fase sélida. *®

OH
B
o NH '\”'e “OH 0O Me
mocC
o OA@ — NG T o NG T
7 @ L 7 Ao @
20a HO
24aa 10 O 25aa
Gl e 40 e =

La sintesis de la amina 24aa, comienza con la preparacion del cloruro de
acido 19a (Esquema 11), a partir de 18a y utilizando como reactivo al cloruro
de oxalilo (CICOCOCI).*

I\I/Ie I\|/Ie
N CICOCOCI . N
Fmoc Fmoc
;\ Tolueno 60°C/ 3hs ;\
18a O OH 19a (@) Cl
[ESGUEHE 1] e =g

Por otro lado se elimina el grupo protector de la Fmoc-glicina unida a la

resina de Wang 20a (Esquema 12), la cual es comercial, para asi obtener la
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amina 21a, que luego se utiliza para sintetizar la imina 22a por reaccién con

benzaldehido (3).
0

H
Piperidina ©)L @\’
Fmoc NH oo NH, 3 |

Jomo Tow T “
DMF CH3COOH 1% v/v ;[\
© O/\@ 50 min © O/\® en DMF o O/\@
20a

21a 22a

EEGUCEME 42 pe =g

P

El paso siguiente consiste en la formacion de la B-lactama 24aa
(Esquema 13), mediante una reaccion de Staudinger, al hacer reaccionar la
resina 22a con el cloruro de &acido 19a. La reaccion se lleva a cabo a baja
temperatura durante el agregado del cloruro de &cido a la resina y luego se
deja 15 horas a temperatura ambiente. La formacion del producto 23aa se
comprueba mediante espectroscopia de infrarroja, por la presencia de un pico
a 1770 cm™, caracteristico del carbonilo B-lactamico. Posteriormente, se

elimina de la resina 23aa el grupo Fmoc para obtener 24aa.

Me
lll . Me
- moc
|N 4+ Fmoc EtN _Piperidina 30% 'L
;\ o0 >cl bcMm " DMF /50 min. o
17 hs. N
o O/\@ o) (%) \JLO/\®

t.a.

22a 19a 23aa 24aa
| EERUCTE e e =3

La resina 24aa fue entonces el sustrato utilizado para la reaccién de

Petasis en fase soélida®®”

(Esquema 14). Para esto, se suspende esta resina en
DCM junto con exceso (9 equiv.) de &cido glioxilico (10) y 9 equivalentes de
acido fenilborénico (5a), y se agité a temperatura ambiente durante 78 h La
finalizacion de la reaccion se verific6 mediante el test colorimétrico de
Cloranilo.*® Entonces, luego de 72 h a temperatura ambiente, se realizaron los
correspondientes lavados, y se tratd la resina obtenida 25aaa con &cido

trifluoracético al 10% en diclorometano para separar el compuesto de la resina.
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El diacido 26aaa obtenido fue inmediatamente metilado con diazometano para
facilitar la identificacién del producto obtenido, y luego, mediante RMN de *H y
de 'C se analiz6 el crudo de reaccién verificandose la obtencién del
compuesto 27aaa con un 96% de rendimiento y una relacion

diastereoisomérica de 5:1.

Me
| . O + OH O /Me
HN B. DCM
-’ HOHH ©/ on DM oA\
0 @ NI
O (1) )
24aa 10 5a 25aaa

/ /
H —
TFA 10 % OJ%/N CH,N, © N
25aaa ————» o _ " = 0
DCM N N
@ o o @ o g

Con el fin de determinar el alcance de la reaccién de multicomponentes
de Petasis aplicada a la preparacion de derivados de compuestos B-lactamicos,
se llevaron a cabo diversas pruebas con diferentes B-lactamas y diferentes
acidos boronicos aplicando la metodologia optimizada para el compuesto 27
aaa (Tabla 5).

Tabla 5

Propor-

Aldehi- Acido Condicio- cion de

_ Estructura "
do borénico nes isbme-

ros

N /
o o DCM o N
[ o Ao ¥ ta [ o w | s
1 O()\)LO»Q HO T ©/B\OH oh g WLy | 96% 5:1
: (*)
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Continuacién Tabla 5

foR
/ o DCM
HN, HO)S(H S OH ta .
10 NP | ) B - - -
Io; \J( 0 OH 80 h
CHER®
24ab 10 5b
o)
N /
DCM o N,
/
HN o OH ta % v
t i Ho P o | agn & Ay | s | 61
s 150 | o
(¥ | XN
24ac 10 5e 27ace
DCM OQ
(e} t.a \O N,
12 HNj;p )S(H EH 6(‘) ) N 610 g
o HO “OH N\)L /
S0 Q © O T °
24ba 10 ba 27baa

" Rendimiento obtenido en base al crudo de reaccion (considerado desde la resina 23, 4 pasos de reaccion).
- "Rendimiento obtenido luego de purificacion en columna cromatografica.

" Determinado por integracién de las sefiales de RMN de *H en el crudo de reaccion.

“Se obtuvo un solo diastereoisémero de configuracion adn no determinada.

¥ Se observé descomposicion

El resultado de este estudio determiné que las B-lactamas monociclicas
que incorporan alfa-aminoacidos se obtienen con buenos rendimientos para
toda la secuencia sintética. La Unica excepciéon se produce cuando se utiliza el
acido tiofenboroénico, ya que en ningln caso se obtiene el producto deseado
(entradas 6 y 10).

En lo que se refiere a la configuracion de las B-lactamas que figuran en la
Tabla 5, la misma fue determinada mediante las constantes de acoplamiento
entre los protones unidos a C(3) y C(4) del anillo B-lactamico (ver ejemplo en
Figura 8). De este modo se verificd la presencia de los isomeros cis, ya que
sus valores de constantes de acoplamiento estdn comprendidos entre los 4 a 6
Hz.>° Ademas, mediante los espectros de RMN de *H se evidencié la obtencion
de los 2 diastereocisdbmeros de cada compuesto obtenido en distintas
proporciones, excepto en el caso del derivado bencilico 27baa, donde se
obtuvo uno solo de los diastereoisomeros (ver Tabla 5).

En los experimentos realizados en solucion, habiamos llegado a la
conclusiéon de que el sistema de solventes mas adecuado para la reaccién de
Petasis, era la combinacion DCM:HFIP (9:1). En las reacciones llevadas a cabo

en fase solida que figuran en la Tabla 5 no aparece esta mezcla de solventes,
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y esto es porque antes de comenzar con la sintesis de la biblioteca de B-
lactamas realizamos una prueba respecto al solvente mas adecuado para las

reacciones en fase solida.

—4.9941
—4,. 9786
—i. 6591
—4, 6437

H4 H3

i

L
|
o

iz | 1
“WilIntegral
h

s e N S s o S e SN B S B e e e —— —
5.04 5.00 4.96 4.92 4.88 4.84 4.80 4.76 4.72 4.68 4.64 4.60 4.56
(ppm)

=
o

l [EiG e )

El experimento consistio en la sintesis en fase solida de 24ace,
empleando la mezcla de solventes DCM:HFIP (9:1), y al mismo tiempo se la
comparé con la misma reaccién de Petasis pero llevada a cabo en DCM

solamente (Tabla 6).
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HO)H(H /©/ ®-on
N 0, .
1 N\/zz I~ ta 5 \//40/ 89% 5.8:1
o O’o 72h o\
24ac 10 5e 27ace
(o]
/ o ™| pemHRIP | oA
HN HOHH Q “OH (9:1) o
2 o} N N 50% 51
N\/[( 0 © t.a. © o~
© - 72h o,
24ac 10 5e 27ace

' Rendimiento obtenido en base al crudo de reaccion.

Lo que pudimos observar a raiz de este experimento, fue que el
rendimiento obtenido en la reaccion que se llevo a cabo en DCM:HFIP (entrada
2), fue menor que el logrado con DCM. La disminucion del rendimiento de la
reaccion al emplear la mezcla de solventes, podria deberse a que el uso del
acidico HFIP en prolongados tiempos de reaccion, provoca algo de ruptura de
la union del compuesto a la resina, proceso que ocurre en condiciones acidicas
y que en general se emplea al final de todos los pasos de reaccion, para
obtener el compuesto de interés despegado de la resina. Por tal motivo y
debido a estos resultados obtenidos, hemos descartado el uso del HFIP como
cosolvente para la reaccion de Petasis en fase sélida, ya que éste podria
provocar disminucion de la carga de la resina por promocion de la separacion

de la misma.

3.2.4. COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE LA REACCION DE PETASIS

EN FASE SOLIDA Y EN SOLUCION

Con el fin de evaluar la metodologia sintética en fase solida, decidimos
realizar una comparacion de la reaccion de Petasis tanto en solucion como
sobre soporte polimérico. Para esto se parte de la B-lactama soportada 23ac,
(Esquema 15) sintetizada segun la metodologia general. Luego se divide esta

resina en 2 porciones, para realizar con cada una la reaccion en distinta fase.
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El experimento en fase sélida se desarrolldé de acuerdo con la
metodologia descripta previamente. En primer lugar se desprotege la resina
23ac de su grupo Fmoc de manera estandar, para luego mediante la reaccién
de Petasis, obtener al cabo de 48 h la resina 25ac. Luego se libera el
compuesto de su uniébn a la resina e inmediatamente es metilado con
diazometano. El rendimiento total de la reaccion, considerado desde la -

lactama 23ac es del 89%.

FASE SOLIDA I

(o]
\)]\0/O TFA 10% en DCM

{ CH,N, [DCM

Z

/

Fmoc™ o
oo Ay
28ac
piperidina 30% DMF ) ] piperidina al 10% en DCM
‘ Desproteccion de Fmoc ] l Columna cromatografica
HN/ . N/
N\j)j\ Q o
- ° 2(20 ° o Ao 21%
. :cln::z;g-g-)v [ PETAsIS DCMZ"“ o, pmosatora
bordnico (9 eq. ) —J Shs. borénico (1 eq.)
(o]
HO N/
N T
0" (1) o
) 30ac
TFA 10% en DCM \

|

Por otra parte, el experimento en solucion consto de los siguientes pasos:

primeramente se despego la B-lactama 23ac de la resina de Wang. Luego se
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esterificd el acido libre como éster metilico y posteriormente se procedio a la
desproteccion del grupo amino con piperidina al 10% en DCM durante 30
minutos. Al cabo de la reaccion, se debié realizar una purificacion por columna
cromatografica para poder asi obtener la B-lactama 29ac, con la que
realizamos a continuacion, la reaccion de Petasis. Para esta reaccion en
solucién, tanto los equivalentes de &cido glioxilico y borénico (1equiv. de cada
uno) y el tiempo de reaccién (5 h) utilizados fueron menores. La finalizacion de
la reaccion se monitoredé mediante cromatografia en capa delgada y al cabo de
la misma se metilo el nuevo &cido libre obtenido con diazometano. Por ultimo,
una purificaciébn por columna cromatogréfica permiti6 obtener el compuesto
27ace con un rendimiento total del 21% (5 pasos de reaccion).

A raiz de este experimento podemos concluir que si bien la metodologia
en fase solida emplea mas equivalentes de reactivos y mayor tiempo de
reaccion para la Petasis, presenta sustanciales ventajas. Por ejemplo, la
manipulacion es mucho mas facil y practica, se evitan las columnas
cromatograficas de los pasos intermedios de reaccion y por ultimo y no menos
importante, la reaccion es mas eficiente siendo el rendimiento
significativamente mayor que el proporcionado por la quimica en solucion.

Frente a estos resultados promisorios, nuestro siguiente objetivo se centrd
en la preparacion de una biblioteca de B-lactamas monociclicas que incorporen
a-aminoacidos en la posicién 3 del anillo B-lactdmico. Ante la posibilidad de
probar sus caracteristicas antibacterianas, los compuestos fueron sintetizados
en forma de &cidos libres. Para identificar y evaluar pureza se empleé HPLC-
MS.

3.2.5. SINTESIS EN FASE SOLIDA DE UNA BIBLIOTECA DE [-LACTAMAS

MONOCICLICAS ALTAMENTE FUNCIONALIZADAS

Para la generacion de esta biblioteca de (-lactamas altamente
funcionalizadas se siguio la secuencia sintética mostrada en el Esquema 16.
Como resultado de la misma se obtienen las B-lactamas 26 con tres posiciones
de variabilidad (R, R?, R3).
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R1
| 2 + Q + (é)H o R’
HN R -
0]
N\).L (o) 72 hs R3 (0]
t.a. N
O ) SO B 5af 2 ) Ao @
24 aa-af (9 equiv) (9 equiv) 25
TFA 10 %
DCM
o R!
/
HOJ%/N R,
R® N o}
0" (4 \)LOH
26 aaa -aff
I [EEGUEME 4G, e =3

El material de partida de la reaccién de Petasis, la B-lactama 24, se
obtuvo de acuerdo al procedimiento descripto en los Esquemas 11 a 13. En la
Tabla 7 se presentan todos los compuestos obtenidos.

Tabla 7

Rendi-
- o ; Propor-
Acido bordénico Compuesto Pureza miento
: ; i cion de
empleado obtenido % % L, i
isomeros

24ad 5a 26ada
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Continuacién Tabla 7
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Continuacién Tabla 7
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'Determinados por HPLC
"Rendimiento del crudo de reaccién en base a la carga tedrica de la resina (considerado desde la resina 23, 3
pasos de reaccion).

La construccién de esta interesante biblioteca nos ha permitido sacar
algunas conclusiones relevantes. En primer lugar, hemos comprobado que los
rendimientos y la aparicion de determinadas impurezas dependen del &cido
bordénico empleado.

En general, los mejores rendimientos y purezas se obtuvieron con los
acidos fenilborénico (5a) (entradas 1 a 6), trans-2-fenil-vinilborénico (5c¢)

(entradas 7 a 12) y trans-1-octen-1-il borénico (5d) (entradas 13 a 17).
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Con los acidos 6-metoxi-2-naftalen boronico y 4-metoxifenil borénico,
acidos ricos en electrones, se obtuvieron en general rendimientos y purezas
mas bajos (entradas 18 a 25). Se han analizado detalladamente las impurezas
generadas en estas reacciones y se ha visto que las mismas se repetian en
cada una de ellas. Para tratar de elucidar estas impurezas, llevamos a cabo
algunos estudios.

La formacién de algin compuesto que posea boro en su estructura, o el
eventual depdsito de alguna especie de boro sobre la resina, quedd descartada
al verificar la ausencia de este elemento mediante RMN de *'B de los crudos de
reaccion.>

Como las impurezas eran constantes al variar los sustituyentes de la B-
lactama de partida, hicimos unas pruebas con los precursores comunes a todas
ellas. Si recordamos la sintesis general de las p-lactamas (Esquema 11), en
todos los casos se partia de Fmoc-Glicina unida a la resina de Wang.
Suponiendo una sintesis incompleta de la B-lactama, este aminoéacido, luego de
la eliminacion del Fmoc, podria ser el sustrato de la reaccion de Petasis,
generando impurezas en el crudo final. Por ello llevamos a cabo un
experimento empleando el acido 4-metoxifenil borénico (5e) y el &cido glioxilico
(11) como aldehido (Esquema 17). Asi, una vez finalizada la reaccion de
Petasis, se procedié a la separacion de la resina y al andlisis del crudo de
reaccion mediante HPLC-MS.

Lo que pudimos observar con este experimento, aparte de la formacién
del producto esperado 31, fue la aparicion de varias de las impurezas
presentes en todas las reacciones de Petasis de B-lactamas que emplearon el
acido 4-metoxifenil borénico. Una de ellas ha podido ser identificada y se trata
del compuesto 32, producto de una consecutiva reaccion de Petasis sobre el
grupo amino secundario de 31.

En la bibliografia consultada,??

existen indicios de obtencién de bajos
rendimientos cuando se utiliza el acido 4-metoxifenil boronico, lo cual esta de
acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio. Una de las causas de
este fendmeno podria ser la desestabilizacién del intermediario activado debido

a la aumentada densidad electrénica de este acido bordnico en particular.
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3.2.6. OBSERVACION DE ISOMEROS DEBIDO A LA INTERCONVERSION
LENTA DE ROTAMEROS

Durante el desarrollo de la metodologia sintética para la reaccion de
multicomponentes de Petasis, observamos algunas peculiaridades. Al realizar
un experimento de RMN de *H del compuesto 28ac, Figura 9, observamos la
presencia de dos compuestos. Tratandose de una mezcla racémica de los
isbmeros cis, sblo deberia observarse un compuesto, por lo que la aparicion de

sefales correspondientes a dos estructuras podria deberse al isomerismo en

ST
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el nitrégeno que no forma parte del anillo azetidinona.

En las aminas alifaticas, el &tomo de nitrégeno tiene hibridacién sp*; los
tres sustituyentes estan dirigidos hacia los vértices de un tetraedro, y el par de
electrones no compartido ocupa el cuarto vértice. Una caracteristica interesante
de esta estructura tetraédrica es que las aminas sufren una inversion piramidal
tipo paraguas muy rapida, la cual interconvierte las estructuras (que son
imagenes especulares). Este fenOmeno se conoce como inversion del
nitrégeno y se produce a través de un estado de transicion en el que el atomo
de nitrégeno presenta hibridacién sp® y el par de electrones no enlazantes
ocupa el orbital p (Figura 10). Estas rotaciones alrededor de simples enlaces
son generalmente muy rapidas en la escala de tiempo de la RMN, y es por esto

que en los espectros aparecen comunmente sefiales Unicas.

Hibridacion sp® Hibridacién sp? Hibridacién sp®
tetrahédrica plana tetrahédrica

> Y
3 o \

A B C

H
ﬂ

IFiGure o ,:_:_1,3

En algunos enlaces con caracter doble parcial pueden presentarse
interconversiones lentas. A temperatura ambiente las amidas muestran una
velocidad de interconversion entre conférmeros (rotameros) reducida por el
caracter doble parcial del enlace (O=)C-N. Es por esto que a temperatura
ambiente, en el espectro de RMN de H en DMSO-ds, se observan, por
ejemplo, cuatro sefales para los dos grupos metilo sefialados en la Figura 11
(a 6 2.15, 2.24, 2.33, 2.47 ppm) debidas a la no equivalencia por la lenta

interconversion.
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Para comprobar este fenémeno, se realiz6 un experimento de RMN de *H
en DMSO-dg, registrando los espectros obtenidos al aumentar progresivamente
la temperatura. En la Figura 12 se aprecia la comparacién de los espectros
obtenidos a 25, 30, 40, 45, 55, 65, 75y 85 °C respectivamente.

Asi pudimos comprobar que a temperaturas superiores a 75°C las 4
sefales correspondientes a los metilos colapsan a solo dos, verificandose asi

la presencia de los dos conformeros del compuesto de la Figura 11.
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La observacion de los dos rotameros desaparece al continuar la sintesis,
ya que el producto de la reaccion de Petasis (27aca, Esquema 18) no presenta

diferenciacion entre los conférmeros, de acuerdo al espectro de RMN de *H.

( [EERUEMETE e =

El compuesto 27aca es ahora una mezcla de epimeros en el nuevo centro

estereogénico formado.
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(J 3.3. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado en este capitulo el estudio y la aplicacion de la
reaccion de multicomponentes de Petasis a la sintesis en fase solida de una
biblioteca de compuestos biolégicamente prometedores.

Se sintetiz6 una variada biblioteca de B-lactamas monociclicas que
poseen la funcionalidad aril o vinil glicina, las cuales se lograron obtener con
buenos rendimientos.

Se demostré que la sintesis en fase sélida es mucho mas conveniente y
versatil que la quimica en solucion para la obtencion de este tipo de
compuestos.

Los compuestos sintetizados estdn siendo evaluados contra distintos
objetivos biologicos (actividad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, etc).

Sin duda, la metodologia desarrollada abre un panorama promisorio en
nuestro laboratorio en cuanto a futuras aplicaciones de la reaccion de

multicomponentes a la preparacion de compuestos de interés bioldgico.



"THE WHOLE IS MORE IMPORTANT THAN

THE SUM OF ITS PARTS”
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4.1. INTRODUCCION

La Hibridacion Molecular (HM)** es una de las estrategias del
descubrimiento de farmacos, que involucra el disefio racional de nuevas
entidades quimicas mediante la fusion (generalmente a través de una unién
covalente) de dos drogas, ambas compuestos activos o bien de reconocidas
unidades farmacoféricas que derivan de moléculas bioactivas conocidas. El
objetivo de esta unién es la obtencion de un nuevo compuesto hibrido que
posea una mejorada afinidad y eficacia comparada con las drogas que le
dieron origen. Adicionalmente, esta estrategia puede resultar en compuestos
que presenten un perfil de selectividad modificado, mecanismos de accién
diferentes o duales y reducidos efectos secundarios indeseables.>

Considerando el hecho de que se emplean como material de partida
sustancias modelo conocidas, ya evaluadas en lo concerniente a sus
propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas, toxicidad, mecanismo de accion,
es posible la construccién de grandes bibliotecas quimicas, constituidas por
cientos o incluso miles de hibridos molecularmente homdlogos, que traen
consigo un alto nivel de informacién acumulada, por ejemplo requerimientos
estructurales, forma de interaccién ligando proteina, interacciones ligando
receptor y relacién estructura actividad, que transforman el desarrollo de
nuevas drogas en un proceso mas rapido y eficiente. Por otro lado, si el grado
de homologia de la nueva molécula hibrida es bajo o inexistente, el
descubrimiento de nuevos compuestos lideres se hace mediante screening
masivo de la biblioteca de compuestos generada.

Teniendo en mente nuestro objetivo de aplicar nuevas metodologias de
sintesis en fase solida para la obtencion de moléculas bioactivas, decidimos
emplear la estrategia de Hibridacion Molecular para la construccion de una
biblioteca de compuestos con potencial actividad biolégica. Para esto

pensamos en conjugar un derivado de penicilina con una porcién peptidica
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dando origen a una serie de compuestos hibridos que presentan varios puntos
de diversidad (Figura 13).

Penicilina <:| =R N= 7
W NI O
I:> Porcién

peptidica

FiGlrE de RS

En lo que se refiere a la actividad intrinseca de cada una de estas dos
subunidades, podemos enumerar, en primer lugar las relativas a las penicilinas.

Parte de la estructura de las penicilinas esta constituida por un anillo B-
lactamico, estructura heterociclica de gran valor en la quimica orgénica y
medicinal, también llamada: "privilegiada”, ya que presenta un amplio rango
actividades biologicas. Ademas de su papel fundamental en las terapias
antibacterianas gracias a su amplio espectro de actividad y baja toxicidad,
también se ha descubierto la actividad de derivados con dicha estructura en la
inhibicién de: la absorcién de colesterol,> del antigeno prostatico especifico,
de trombina y triptasa,®® de la proteasa del citomegalovirus humano,”’ de
cisteina proteasa,”® y de la amida hidrolasa de &cidos grasos humana,>® asi
como también actividad anticancerigena® y neuroprotectora.®*

Por otro lado, la porcion peptidica que se piensa incorporar en estos
hibridos, por su parte podria contribuir a facilitar el transporte a través de las
membranas celulares como también a interacciones y reconocimiento proteina-
proteina.®?

Para la conjugacibn de estas dos estructuras con propiedades
intrinsecas, la penicilina y la porcion aminoacidica, se pens6 en utilizar la
reaccion que es en la actualidad la principal representante de las reacciones
"Click", la cicloadicion 1,3-dipolar entre azidas y alquinos terminales catalizada

por cobre. Para llevar a cabo este objetivo se pensé en realizar la reaccion
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click entre una penicilinazida y alquinos terminales unidos a soporte sélido que

aportarian la porcion peptidica (Figura 14).

O

=

AA,

N-propiolil aminoacidos y
dipéptidos inmovilizados

Triazolil peptidil penicilinas

( EiGUre 17 Tl

De este modo se lograria obtener una biblioteca de triazolil aminoacil
(peptidil) penicilinas , hibridos cuyas subunidades quedan unidas mediante una
estructura, un 1,2,3-triazol, que en este caso particular, también posee
actividades farmacoforicas importantes.

La sintesis de 1,2,3-triazoles es claramente la reaccion “click” mas usada
en la actualidad,®*®* y es de gran importancia en el area del descubrimiento de
farmacos no solo por su fiabilidad y potencialidad como reaccién de
ensamblado, sino también por las propiedades fisicoquimicas favorables de los
triazoles.

Los 1,2,3-triazoles poseen una alta estabilidad quimica frente a agentes
hidroliticos, oxidantes o reductores. Ademas presentan caracteristicas
aromaticas, son buenos aceptores de enlace hidrégeno y son relativamente
resistentes a la degradacion metabolica. Esta especial estructura se encuentra
en numerosas moléculas biolégicamente activas, como ser antimicrobianos,®

6

antialérgicos,®® antiinflamatorios, anticancerigenos,®’ agentes anti HIV,® y

también en una nueva serie de de agonistas de receptores adrenérgicos p-3.%°
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Sumado a esto, se reportaron algunos peptidotriazoles como nuevos
inhibidores del crecimiento de Leishmania mexicana.”
Desde el descubrimiento de este proceso regioespecifico de obtencion

de triazoles catalizado por cobre en 2002,""

se han publicado numerosas
aplicaciones biologicas de esta reaccion de acoplamiento. Procedimientos
experimentales simples, completa conversion, altos rendimientos, especificidad
para los 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos, hacen que la purificacién del producto
sea facil y se convierte en una excelente herramienta para la sintesis de
bibliotecas combinatorias, modificaciones de productos naturales,” e incluso

puede llevarse a cabo in situ en medios fisiol6gicos.
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4.2. DIVERSIFICACION DEL NUCLEO PENAM DE PENICILINAS
MEDIANTE HIBRIDACION MOLECULAR

421. ESTUDIO DE LA REACCION DE CICLOADICION 1,3-DIPOLAR EN

SOLUCION

Para comenzar con el estudio de la cicloadiciéon 1,3-dipolar, y luego poder
ser aplicada a la fase sdlida, llevamos a cabo un experimento en solucién,
empleando el alquino 34 (Esquema 19) y la azida 35 que es la pensdbamos
usar para la posterior sintesis de la biblioteca de triazolil aminoacil (peptidil)
penicilinas.

El alquino utilizado para esta prueba (34), fue sintetizado a partir del
acido propargilico (33), el cual fue esterificado con bromuro de bencilo.”* Luego
se realiza la cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cul,’® entre el alquino 34 y
1,1 equivalentes de la 3-azidometilpenicilina 35, cuya sintesis se vera mas
adelante en este capitulo, obteniéndose luego de 1 hora de reaccion y
mediante una posterior purificacion cromatogréafica, el compuesto 36 (65% de

rendimiento) de acuerdo a los espectros de RMN de *H y de RMN de *3C.

Br

S

Brj;l\'l/%

o B
0 35  CHyNg

0 CsCO; (L1 equiv) Br;‘—rs
BrBn O)J\\ 4 equiv. N Ty
HOJ\\\ ©A N g Nx

DMF Cul en Piridina

N
33 34 (5 equiv.) 36 \9‘%

DIPEA (10 equiv.) o
THF 1lhta.

T ey
( [ESGUEme 1.0 Tond
] —

Esta prueba en solucion, nos ha proporcionado informacion sobre varios
aspectos de la reaccion a tener en cuenta, y ademas este rendimiento obtenido
nos incentivo a realizar nuevos intentos para mejorar luego la sintesis en fase

sélida.
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4.2.2. PRUEBAS DE ACOPLAMIENTOS PEPTIDICOS EN FASE SOLIDA

Teniendo como objetivo la sintesis de la biblioteca de triazolil aminoacil
(peptidil) penicilinas, decidimos previamente adquirir experiencia en la sintesis
peptidica en fase sélida, para luego poder introducir variabilidad en la porcién
peptidica de las triazolil-penicilinas. Para ello se realizaron pruebas de
acoplamientos peptidico. Con ese objetivo, se parti6 de un Fmoc-aminoacido
unido a resina de Wang comercial (37, Esquema 20), el cual luego de ser
desprotegido de su grupo Fmoc, se puso en contacto con 3 equivalentes del
segundo aminoacido y los correspondientes reactivos de acoplamiento, para
obtener asi el dipéptido 39. La finalizacion de cada uno de estos pasos de
reaccion es chequeada mediante el Test de Kaiser.”

piperidina AAz-Fmoc
®/\AA1 Emoc aI 30% @AAAl (3 equiv.) @AAAl AA,-Fmoc
sraii 38ali 39aa/ai
[ EEGUGme 20 SN |

Las pruebas realizadas y las condiciones de las mismas, se detallan a

continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8
Prote Tiem
AA1 AA; Tddlety Reactivos Solvente | -po | Resultado
(h)
HBTU (2,5 equiv.) »
Gly—Leu-Fmoc . reaccion
1 Gly Leu ] HOBt (2,5 equiv.) DMF 12 .
39ai ) incompleta.
DIPEA (5 equiv.)
HBTU (2,5 equiv.) y
Gly—Gly—Fmoc . reaccion
2 Gly Gly HOBt (2,5 equiv.) DMF 3 )
39aa _ incompleta .
DIPEA (5 equiv.)
HOBt (3 equiv. reaccion
3 Gly Gly @AGIy—GIy—Fmoc (3eq . ) DME 12 .
39aa DIC (3 equiv.) incompleta
HOBt (3 equiv. DCM:DMF reaccion
4 Gly Gly ®/\Gly—Gly—FmOC ( QUIV.) 12 !
39aa EDC.HCI (3 equiv.) (2:1) completa
HOBt (3 equiv. DCM:DMF reaccion
5 Gly Gly ®/\Gly—Gly—FmOC (3eq ) 3
39aa EDC.HCI (3 equiv.) (2:1) completa
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En la entrada 1 se utilizé el aminoacido leucina (Leu) como AA,, y al
verificar que la reaccion no se completaba, se decidio utilizar un aminoacido
con menor impedimento estérico, en nuestro caso glicina (Gly), para las
siguientes pruebas.

Las condiciones de la entrada 5’° fueron las 6ptimas hasta el momento,
las cuales deberan ser ahora ensayadas en acoplamientos entre diferentes
aminoacidos (incluyendo aquellos en los que el acoplamiento podria ser mas

dificultoso debido a problemas de impedimento estérico).

42.3. OPTIMIZACION DE LA CICLOADICION 1,3 DIPOLAR EN FASE
SOLIDA

Antes de comenzar con la sintesis de la biblioteca de triazolil aminoacil
(peptidil) penicilinas, se realizd un estudio previo de la cicloadicién 1,3 dipolar
en fase sdlida entre una azidometilpenicilina y un alquino unido a resina de
Wang, con el fin de optimizar las condiciones de reaccion.

La preparacion del alquino unido a la resina de Wang (41a, Esquema
21), se realiz6 a partir de glicina unida a resina de Wang (37 a), a la que luego
de ser desprotegida para obtener 38a, se la utiliza para el acoplamiento con el

acido propargilico (33).

(0]
HO)\
N&
EEDQ o DIC Y\

37a 38a 41a

piperidina

®\/OWK\N Fmoc _al30% ®\/OWK\NH2

e

M
(0
<)
=
$)

=}
YY)
N
=

Para realizar esta alquinilacion se evaluaron dos reactivos acoplantes
diferentes: la 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina (EEDQ)™ y la N,N'*-

diisopropilcarbodiimida (DIC).”” En la Tabla 9 se muestran las condiciones y
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reactivos empleados para cada una. La finalizacion de la reaccion se determino

mediante el test de Kaiser.

Tabla 9
Acoplante Equw.(?e. <lS Condiciones Resultado
propiolico
1 EEDQ (3 equiv) 3 DCM/5h.ta+15hta reaccion completa
2 DIC (10 equiv) 20 DCM/DMF 1:1 /2 hta. reaccion completa

"luego de las 5 h, se lava la resina y se suspende nuevamente la misma con el solvente y reactivos de reaccion.

Si bien ambos reactivos permiten obtener el producto deseado con similar
rendimiento, por razones de practicidad, en lo que se refiere a la rapidez de la
reaccion, generalmente se utilizdé DIC (entrada 2), para realizar los
acoplamientos con el alquino.

Por otro lado la 3-azidometilpenicilina 35 (Esquema 22), se sintetizo
partiendo del derivado del acido penicilanico 42 que, por reduccidon con el
complejo borano/ sulfuro de metilo (BH3/(CHs),S), se transformé en el alcohol
43. Posteriormente se transforma el alcohol en el tosilato correspondiente (44)
y se procede a sintetizar la azida 35 por sustitucion con azida de sodio
(NaN3).”®

j;'/\)/ BH3/(CH3)ZS Brj;@/ ClTs Brj;@/ NaN; Brj;rj/
/ piridina “ DMF

DCM
( EEGGma 27 R i

Asi, una vez obtenidos 4la y 35, se procede a evaluar la cicloadiciéon
1,3-dipolar catalizada por cobre (I) en fase solida, empleando diferentes
condiciones y reactivos para lograr la optimizacion de la misma. Como
catalizadores de cobre se usaron tanto Cul como [Cu(CHsCN)4]PFe.”
(Esquema 23). La finalizacion de la cicloadicion 1,3-dipolar, se comprobd
mediante espectroscopia de infrarrojo observando la completa desaparicion de
la sefial del alquino a 2110 cm™. Asi, una vez obtenida la resina 45a, se la trata
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con acido trifluoroacético (TFA) para producir la separacion del polimero.
Finalmente se metila el &acido libre con diazometano y, mediante una
purificacion por columna cromatografica (hexano:AcOEt, gradiente), se logra

obtener el compuesto 47a.

Br
N J/ NJ/
To(\H S 5 N~/ [(CHs,CN),CulPFs O SN,
CH,N, =N "N
41a 35 S

BraZ BraZ
Ry o
1) TFA 10% N 2) CH,N, N~/

sa DM O LN,

Las diferentes condiciones empleadas y los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 10.
Tabla 10

Tiem-

Azida Condicio- DIPEA Rendi-

Catalizador Solvente

(equiv.) nes (equiv.) (h) miento(%)

1 0.1 equiv. Cul/ piridina 2 THF t. a. 10 2 15
2 0.5 equiv. Cul/ piridina 2 THF t. a. 10 2 43
3 5 equiv. Cul/ piridina 2 THF t. a. 10 21 9
0.5 equiv Cul,
CH3CN/
4 1 equiv. 4c. ascorbico 2 t. a. - 2 14
DMSO
2 equiv. lutidina
Microon-
5 5 equiv. Cul/piridina 2 THF das 10 0.07 10
85°C,60 W

6 | 0.3 equiv [Cu(CH3CN)4]PFs 2 DCM t. a. - 2 44
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En principio se usaron 0,1 equivalentes de Cul en presencia de N,N-
diisopropiletilamina y piridina, ésta ultima agregada con el fin de disolver y
estabilizar el Cul. Luego de 2 h de reaccién a temperatura ambiente, se libera
el compuesto de su union a la resina, segun el procedimiento expresado
anteriormente, y asi se logra obtener el producto deseado con un 15 % de
rendimiento global (5 pasos de reaccion, basado en la carga inicial de la resina)
(Entrada 1). Cuando se aumentaron los equivalentes de Cu (I) a 0.5, el
rendimiento aumento significativamente (43%) (Entrada 2). Curiosamente, un
posterior incremento de los equivalentes de Cu (I) no mejoré el rendimiento,
sino que lo disminuy6 a un 9% (Entrada 3). Probablemente, la causa de esta
disminucién podria deberse al depdsito de ciertas especies de cobre sobre la
resina.®® Por otro lado, la adicién de acido ascérbico para evitar la oxidacion del
Cu (I) tampoco mejoré el rendimiento (Entrada 4). Los intentos de mejorar el
desarrollo de la reaccion usando radiacion de microondas no fueron exitosos,
observandose en estos casos una importante descomposicion de los
materiales de partida (Entrada 5). Cuando en lugar del Cul se emple6 el
catalizador de cobre soluble, [Cu(CH3CN)4PFs los resultados fueron

comparables al mejor obtenido con Cul (44%) (Entrada 6).

La presencia de cantidades cataliticas de Cu (I), que pueden unirse a los
alquinos terminales, conduce a una rapida, altamente eficiente y principalmente
regioselectiva cicloadicion de azidas a alquinos, en contraposicion con lo que
sucedia con su antecesora, la cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen®! que
ademas de ser bastante lenta, no era regioselectiva, dando origen a mezclas
de los triazoles regioisoméricos 1,4 y 1,5 disustituidos.

En la cicloadicibn de azidas a alquinos catalizada por cobre, también
conocida por sus siglas en inglés como CuAAC (copper(l)-catalyzed azide—
alkyne cycloaddition reaction), se generan acetiluros de cobre (B, Esquema
24) debido a la accion de complejos de cobre sobre el alquino terminal, y luego,
inmediatamente se acoplan con las azidas en una secuencia muy eficiente
dando origen a los heterociclos 1,2,3 triazoles 1,4 disustiuidos (C).*? Para
verificar la obtencion del producto regioisomérico 1,4 en nuestra reaccion,

realizamos un experimento espectroscépico ROESY del compuesto 47a.
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El espectro de ROESY mostré la presencia de picos de cruce entre el
protdn del triazol y el grupo metileno N-sustituido proporcionando asi la

evidencia de la formacioén del 1,4-triazol (Figura 15).

. Ll L

F1 [ppm]

¢ : B r "l N - N [
B — Br L4 N N’1 / 1 o
1y N
, @ H H o >
o L }' T T 47la | k/‘ u T 7
8 7 6 .'l 4 F2[ppm]
[ FiGura 15 NS

Esta regioselectividad que concuerda con la reportada en la literatura,
también puede explicarse debido al elevado impedimento estérico que presenta
el alquino unido al soporte solido, siendo mas favorable la obtencién del triazol

menos impedido.
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42.4. SINTESIS DE UNA BIBLIOTECA DE TRIAZOLIL AMINOACIL
(PEPTIDIL) PENICILINAS EN FASE SOLIDA

Para la sintesis de esta bibiloteca de triazolil aminoacil (peptidil)
penicilinas, se partié de diferentes aminoacidos o dipéptidos unidos a resina de
Wang (37a-i o 39aa-ik, Esquema 25) los que luego de ser desprotegidos de
sus grupos Fmoc (40a-ik), se hicieron reaccionar con el acido propiolico 33
para obtener los correspondientes alquinos inmovilizados (41 a-ik). Luego,
estos alquinos se emplearon para la cicloadicion 1,3 dipolar con la
azidometilpenicilina 35 empleando como catalizadores Cul o [Cu(CH3CN)4]PFe,
segun las metodologias optimizadas que se detallan en el apartado anterior
(entradas 2 y 6, Tabla 10).

piperidina
®/\(AA)n—Fmoc al 30%
DMF

37a-i 0 39aa-ik

O
EEDQ ®/\(AA)n \\

o DIC
41 a-ik

Br Br
Alaik  + Br= }/ S Brj;@/
N~/ (CHSCN)CuPFs 5 " N=N
35

- = ! o
CH,N3 TN
45 a-ik
(AA)q
1) TFA 10% o s
. DCM Br
45 a-ik N ¥
! N=N
O ) I O . _
—N_/ 46 a-ik R1=H

CH,N,

(AA),OR? 47a-ik Rl= CHy=——
( [ESGUCTG 25 TINEw

Una vez obtenida la resina 45, se la trata con TFA al 10 % en DCM para
producir la separacion del polimero. Luego, en algunos casos se metila el acido
libre con diazometano y posteriormente se realiza una purificacion por columna
cromatografica (hexano:AcOEt, gradiente).

Las condiciones y resultados logrados para cada compuesto obtenido se
expresan en la Tabla 11.
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Estructura
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o = N 0.5 equiv Cul/
47a N%H o Gly piridina 2 Me 43
N
[¢] \/40/
Br S
Br= E
OJ;N\)\
N 0.3 equiv
N
47a “bw o Gl | [cu(CHsCN)IPFs 2 Me | 44
[e] \/(o/
Br s
Brj;‘/ B
N\>\
o TN val 0.5 equiv Cul/ 15 Me 50
47b \NM;NS]/H o piridina :
N
o ?/40/
N\
Br s
Brj;‘/ .
N\)\ .
A 0.5 equiv Cul/
O -
47¢ RV Ala piridina 18 Me | 35
\;—_S]/H o
e
B ]
Br= B
TIN
B N,
NN 0.5 equiv Cul/
47d #N\//Z’ Trp piridina 2 Me 25
[e] 3 o~
la®
N
H
Br S
Br
T
~N°N .
_ 0.5 equiv Cul/
47e = _f Tyr oiriding 18 | Me | 36
o :: o
OH
Br s
Br=; )
O]/:N\)\
2 N,
—N" N 0.5 equiv Cul/
47f bgrn _f Phe piridina 18 Me | 36
o : o~
&
Br -~
O];N\>\
B N .
N SN 0.3 equiv
479 —n o Mel | [Cu(CHsCN).]PFs 21 Me | 17
NI
o : o~
B
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Continuacién Tabla 11

o N, 0.3 equiv
9 47h \NL—JN%H . ™ fcucHeNyPRs | 2L | Me ) 30
N
I -
—
= OH
Bre———S o
JEEPN )
T =M Phe-Gly 0.3 equiv 2 Me | 37
10 47fa b%r“ o [CU(CH3CN)4]PF5
o \//<N o
H ~
(o]
B
Brj;y/\)i
N
- T = Ala-Leu 0.5 equiv Cul 18 Me 13
11 47ci ESZ/H o piridina
o F/[(N/g,/
>\H O\
(e}
Br s
Br= -~
JENPN
M Ala-Gl 0.3 equiv 2 Me | 42
12 47ca bgrn o Y | [Cu(CHsCN),JPFs
] \/Z<N
H O\
o]
Br s
Bre= -~
JRI )
: e = Tyr-Leu 0.3 equiv 18 Me 30
13 47ei BS//H\//Z) OH [CU(CH3CN)4]PF5
° 3 N SN
o
B _
Br= -
JEPS
- R Phe-Leu 0.3 equiv 18 Me | 49
14 47fi b%r“ o [CU(CHCN)4]PFs
JALS
H ~
>* o]
Br s
Br—
JES
- ™ Phe-lle 0.3 equiv 4 Me 40
L NNl
[e]
B
Br—
JES
O My Phe-Val 0.3 equiv 4 Me | 38
16 47fb b—gz/“ o [CU(CHSCN)4]PFs
I
-\ H SN
o]
Br
Br-j;V/S =
NN
o "-,\N,N\\N Phe-Pro 0.3 equiv 4 Me 30
17 47fk \:‘S‘ [CU(CHSCN)4]PFs
(o)
57
0
\o o
Br
S
Br B
N\)\
-- © o Leu-Leu 0.3 equiv 4 Me 25
18 A47ii [CU(CHsCN)4]PFs
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Continuacién Tabla 11

Br

N 0.3 equiv 4

: NN Tyr-lle Me 29
19 476J — H o OH [CU(CH3CN)4]PF6
N/'
Lé,j\§/<u/§9/

~NN 0.3 equiv c
20 46f bSrH o Phe | [cu(CHACN) JPFs 8 H 20

o = NG 0.3 equiv c
21 46b \NBNSrH 5 val [CU(CH3CN)4]PFs 18 H 38
N
™
-~

® Rendimiento global luego de separacion de la resina, seguida por esterificacion, metilacion y purificacion mediante
columna cromatogréfica (basado en la carga inicial de la resina).Reacciones llevadas a cabo a escala de 0,1 mmol y
monitoreadas mediante la desaparicién de la sefial del alquino en FT-IR.

¢ Casos en los que no se realiz6 esterificacion.

Como se puede apreciar, en general se obtuvieron buenos rendimientos
para la secuencia sintética completa y la regioselectividad fue excelente en

todos los casos, dando origen exclusivamente al regioisémero 1,4-disustituido.

4.2.5. CICLOADICION 1,3 DIPOLAR CATALIZADA POR RUTENIO

Como hemos visto, la cicloadicién entre alquinos y azidas catalizada por
cobre da origen, exclusivamente a los 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos. Para la
obtencion del complementario triazol 1,5-disustituido, segun lo recientemente
reportado en quimica en solucién, las mejores perspectivas se centran en la
catélisis por complejos de n°-pentametilciclopentadienil rutenio [Cp*RuCl].®* Las
propiedades cataliticas de estos complejos se deben principalmente a la
presencia del ligando Cp* (pentametil-ciclopentadienilo), rico en electrones, que
estabiliza altos estados de oxidacion en el centro metéalico. De ellos, son
especialmente interesantes el cloruro de
pentametilciclopentadienil(ciclooctadieno) rutenio (Il) (48, Esquema 26) el
cloruro de pentametilciclopentadienil [bis(trifenilfosfina)] rutenio(ll) (49) ya que

son de relativamente facil obtencion, estables y permiten condiciones suaves




74 [ReSULTADOS Y DSCUSION: DIVERSIFICACION DE PENICILINAS MEDIANTE HIBRIDACION MOLECULAR

de reaccion. Estas dos Uultimas caracteristicas son fundamentales para la
aplicacion de la metodologia a procesos de quimica sobre soporte solido.

Esta cicloadicion catalizada por rutenio se cree transcurre a través del
complejo activado Il (Esquema 26), favoreciendo el acoplamiento oxidativo de
la azida y el alquino para dar el intermediario de seis miembros Ill. Este paso
(II—111) controla la regioselectividad ya que el primer enlace C-N se forma entre
el carbono mas electronegativo y menos impedido del alquino y el nitrégeno
terminal (eletrofilico) de la azida. Es decir que para alquinos monosustituidos
este primer enlace sera entre el carbono terminal del alquino y el nitrdgeno

terminal de la azida, obteniéndose triazoles 1,5-disustituidos.

Cp*RuClI(COD) Ciclo catalitico propuesto
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Con el fin de obtener una nueva variabilidad molecular, llevamos a cabo el
estudio de la cicloadicion de azidas y alquinos catalizada por complejos de
rutenio, con el fin de obtener el regioisomero 1,5-disustituido. Para estas
pruebas se emple6 primeramente una azida (50, Esquema 27) mas sencilla y
de facil preparacion que la 3-azidometilpenicilina 35 empleada anteriormente
para la sintesis de los triazoles 1,4-disustituidos. La azida 50 se hizo reaccionar
con N-propiolilglicina unida a resina de Wang (41a), empleando uno de dos

diferentes catalizadores de rutenio (48 o 49).
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Asi, una vez finalizadas las reacciones a diferentes tiempos de reaccion,
se separaron los productos de su union a la resina, se metilaron los &cidos
libres con diazometano y se analizaron los crudos de reaccién mediante RMN
de H.

Las diversas condiciones experimentales, los catalizadores de rutenio
empleados y los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 12.

Independientemente del catalizador empleado, la mayoria de las
reacciones dieron lugar a mezclas de distintas proporciones de los isémeros
1,4y 1,5-disustituidos (53a y 54a).

Segun estos datos obtenidos, las mejores condiciones son las de la entrada 7 y
8. Si bien una de ellas produce los productos con un mayor rendimiento
(entrada 7), la otra permite la obtencién de una mayor proporcién del isémero
de interés (el 1,5-disustituido) facilitando asi la purificacion y aislamiento del
mismo. En las entradas 9 y 10, aunque se obtuvo solo el isomero de interés, no
fue posible separarlo de las impurezas no identificadas que también se

generaron durante la reaccion.
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Tabla 12
. Rendi- Proporcion
Catalizador o . s de
. Solvente Condiciones miento _ c
(0,2 equiv.) (%) isbmeros
: 1,5:1,4

1 | cly | CPRUCI(PPHs)2 | pigxano 17 h 60 °C +10 h 100 °C 15 1:1,2
(49)

2 | cly | CP*RUCI(PPH3)2 | pioxano 20 min, 80°C, 200 W" 9 1:0,16
(49)

3 | cly | CP*RUCI(PPH3)2 | Tojyeno 17 h 60 °C +10 h 100 °C 15 1:1,2
(49)

4 | Gly | CP*RUCI(PPHz)2 | Tojyeno 55 min, 60°C, 200 W" 12 1,6:1
(49)

5 | Gly | CP*RUCI(PPHs)2 | pmp 17 h 60 °C +10 h 100 °C 15 11
(49)

6 | cly | CP*RUCI(PPHs)2 | pvF 4min, 120°C, 200 W" 16 1:0,8
(49)

7 | cly | CP*RUCKCOD) | pioxano 2,25 h, 120°C, 200 W° 34 1:1
(48)

8 | cly | Cp*RuC(COD) DMF 18h, 100 °C 15 2:1
(48)

9 | Gly | CP"RuCI(COD) THF 24 h 100°C 15 1:0°
(48)

10 | cly | Cp*RuCi(COD) THF 10 min, 100°C, 200W"° 5 1:0°
(48)

rendimiento total luego de separacion de la resina, (basado en la carga inicial de la resina de Wang, cinco pasos de reaccion).
Las reacciones se llevaron a cabo a escala de 1 mmol y se monitoreo6 la desaparicion de la sefial del alquino por FT-IR.

P calentamiento por microondas

¢ Determinado por integracion de las sefiales de RMN de *H en el crudo de reaccion.

9solo se obtiene el regioisémero 1,5 junto a productos no identificados

Aunqgue los resultados con este modelo no fueron excelentes ya que no
se pudo obtener exclusivamente el regioisomero 1,5-disustituido y los
rendimientos fueron en general bastante bajos, decidimos intentar la formacién
de las triazolil aminoacil penicilinas 1,5-disustituidas.

Para esto se realizaron entonces, las pruebas correspondientes con la
azidometilpenicilina 35 de nuestro interés, tanto en solucibn como en fase

sélida. En el experimento llevado a cabo en solucion (Esquema 28), se empled

0 [ Ru]
34 35 CHaNg

[ [EEGUGTE 26] TR
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el alquino 34, ambos catalizadores de rutenio y distintas condiciones de
reaccion, pero en ninguno de los casos se pudo obtener el producto deseado
55, y en general se recuperd en material de partida.

En las pruebas que se realizaron en fase solida (Esquema 29), se
emplearon como alquinos la N-propiolilglicina (41a) y la N-propiolilvalina (41b).
Nuevamente, a pesar de las diferentes condiciones de reaccion empleadas, no
fue posible la obtencién del producto deseado (56a o 56b) presentandose en

estos casos, principalmente problemas de descomposicion.

? ¥ s " s
Br=— Br=—
@A(AA)& + rj/:NJ/ [Ruf ];NJ/
I s R A

CH,N3
41 a-b 35 56a-b
o}

(AA)nh
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4.2.6. EVALUACION DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.2.6.1. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La resistencia bacteriana es un problema mundial a nivel de la salud
publica y necesita del continuo descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes
antibacterianos. Ciertos patégenos, hoy en dia conocidos como "ESKAPE

pathogens"®

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Yy
Enterobacter sp.) debido a que escapan a los alcances de la terapéutica
actualmente disponible, son responsables de un gran porcentaje de las
infecciones intrahospitalarias resistentes a antibiéticos. Considerando la
actividad antibacteriana precedente del nucleo penicilina y la presencia de
triazoles en varios agentes antibacterianos, decidimos en primer lugar evaluar
la actividad de varias triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas sintetizadas frente
a estas cepas de bacterias resistentes. En la Figura 16 se presentan los

compuestos evaluados.
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La cepas empleadas fueron: Enterococcus faecium NCTC 7171,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Acinetobacter baumannii ATCC 17961, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Enterobacter aerogenes ATCC 35029, Escherichia coli ATCC 25922.

Se evalué la concentracion inhibitoria minima (CIM) y segun los
resultados obtenidos, los compuestos evaluados no mostraron actividad
significativa (a una concentracion de 128 ug/ml’) frente a ninguna de las cepas

resistentes empleadas en el estudio. "

4.2.6.2. ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

"Céancer" es el término general que se utiliza para denominar a un grupo
de enfermedades que producen un exceso de células malignas con rasgos
tipicos de crecimiento descontrolado. Las transformaciones de esas células
resultan de alteraciones en su ADN que se acumulan a través del tiempo. El
cambio en la informacién genética hace que la célula no pueda desempefar
sus funciones apropiadamente.®®

La caracteristica principal de las células cancerigenas es su habilidad
para dividirse rapidamente, y la acumulacion de células cancerigenas
resultante se denomina tumor. Si el tumor crece y no invade los tejidos
circundantes se denomina benigno. De lo contrario, si el tumor se propaga o
extiende hacia otros tejidos, cercanos o distantes, entonces se clasifica como
maligno. Se conoce como "metastasis" al proceso por el cual se liberan células
cancerigenas del tumor primario original y éstas migran localmente hacia sitios

mas distantes del cuerpo donde se dividiran y formaran tumores secundarios.

"En un primer screening, para que un compuesto sea minimamente considerado activo y
sea candidato a una evaluacién méas exhaustiva, debe presentar actividad a una concentracion
de 64 pg/ml o menor).

" Los estudios se llevaron a cabo en el Department of Chemistry and Biochemistry,

University of Notre Dame,Notre Dame, Indiana, USA.
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El cancer no es solo una simple enfermedad, hay mas de 100 tipos
diferentes de cancer. La mayoria de los canceres se clasifican segun el tejido y
las células de origen. Los diferentes tipos de cancer se pueden agrupar en
categorias mas amplias.

Las categorias principales son:

o Carcinoma: cancer que se origina en epitelios como la piel o en

aguellos que revisten o cubren los érganos internos.

o Sarcoma: cancer que comienza en hueso, en cartilago, grasa, muasculo,

vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén.

e Leucemia: cancer procedente del tejido en el que se forman las células
sanguineas, como la médula 6sea, y causa que se produzcan grandes
cantidades de células anormales y que circulan por el torrente

sanguineo.

« Linfoma y mieloma: canceres que se producen en las células del

sistema inmunitario.

o Cancer del sistema nervioso central: cancer derivado de los tejidos

del cerebro y de la médula espinal.

Los tipos de cancer mas frecuentes son diferentes en el hombre y en la
mujer. El cancer es en la actualidad una de las principales causas de muerte en
todo el mundo; en 2008 caus6 7,6 millones de defunciones (aproximadamente
un 13% del total). Los que mas muertes causan cada afio son los canceres de
pulmén, estémago, higado, colon y mama.®

Para el tratamiento del cancer existen tres enfoques tradicionales:
cirugia, radioterapia y quimioterapia, y generalmente se emplean
conjuntamente para aumentar la efectividad. Mas aun, es muy difundido el
empleo simultaneo de varias drogas anticancerigenas con diferente mecanismo
de accién, ya que se demostré que es mas efectivo que el uso de solo una.?

Dentro de las ventajas de emplear esta metodologia se incluyen el aumento de


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46356&version=Patient&language=Spanish
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la eficiencia de la accion, disminucion de la toxicidad, y disminucion de la
resistencia.

El disefio de la quimioterapia contra el cancer se ha convertido en un
proceso cada vez mas sofisticado, y a pesar de la gran variedad de
antineoplasicos existente actualmente, no existe un tratamiento 100% efectivo
contra un cancer metastasico, y cerca de la mitad de los pacientes con cancer
sucumben a la enfermedad. Estos problemas de ineficacia sumados a los de la
resistencia® a los tratamientos con drogas anticancerigenas, hacen que sea
necesario el desarrollo de nuevas metodologias terapéuticas como asi también
de nuevas y mejores drogas para el tratamiento del cancer.

Vislumbrando esta problematica, y basados en los antecedentes de
actividad biolégica de las subunidades que componen las triazolil aminoacil
(peptidil) penicilinas, es decir, penicilinas®® vy diferentes triazoles®”® que
presentan actividad anticancerigena, es que decidimos evaluar la actividad
antiproliferativa de algunos de los componentes de la biblioteca.

En la Figura 17 se presentan los compuestos que fueron evaluados.™ En
primer lugar, se evalud la actividad antiproliferativa in vitro de los 16 derivados
sintéticos a una concentracion 20 uM en una linea de células no neoplasicas
utilizadas como control (NMuMG: células de epitelio mamario murino normal).
Los compuestos ensayados no inhibieron o inhibieron menos de un 30% la
proliferacion celular a una concentracién 20 uM (Grafico 1). Sobre la base de
estos resultados, todos los derivados fueron posteriormente evaluados como
agentes citotdéxicos en dos lineas de células tumorales: una linea humana
(HeLa: adenocarcinoma de cuello uterino) y una linea murina (B16-FO,

melanoma).

" os estudios se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biologicas
(UBA-CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, por el

grupo de Investigacion de la Dra. Leonor P. Roguin.
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En el Grafico 2 se presentan los resultados obtenidos para la linea

tumoral HelLa, y en el Gréfico 3 para la linea B16.
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Luego se determinaron los valores de ICsg (concentraciones molares de
compuesto requeridas para inhibir un 50% el crecimiento celular) de aquellos
derivados que inhibieron cerca de un 50% o mas la proliferacion celular a una
concentracion 20uM (Tabla 13).

Ademés, para los compuestos activos en lineas tumorales se
determinaron también los valores de ICs en células no neoplasicas NMuMG.

En la siguiente Tabla (Tabla 13) se comparan los valores de ICs
determinados en las lineas tumorales con las ICsg obtenidas en las células no
neoplasicas:

Tabla 13

Lineas celulares - Valores de ICsp (UM)®
Compuesto

1 47b 12+4 18+4 33+4

2 47 f 14+1 10+1 125+7

3 47ei 25+4 2248 >200
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Continuacién Tabla 13

4 A7fi 3+1 3+1 10218
: Ai] 1542 9t1 8318
6 47fb 16+3 9+1 17047
7 47fk 1642 11+1 55+7
8 47ii 9+2 4£1 8815
9 476j ND 2043 9547

®Las concentraciones molares de compuesto requeridas para inhibir un 50% el crecimiento celular se
determinaron a partir de curvas dosis-respuesta. Los resultados representan la media + ES de al
menos tres experimentos diferentes.

ND: No determinado, corresponden a compuestos que inhibieron un 30% o menos la proliferacion
celular a una concentracion 20uM.

Sobre la base de las diferencias en los valores de ICso entre las lineas
tumorales y la no tumoral, y para facilitar la interpretacion de los resultados,
podemos definir el término Potencia Relativa (P;) de un compuesto como el
cociente entre el valor de 1Cso determinado en células no tumorales y el valor

de ICso en una determinada linea tumoral.

Potencia relativa (P;) = 1Cso NMuMG/ ICx linea tumoral

Entonces, segun esta férmula, la potencia relativa nos permite estimar
cuantas veces mas potente es el compuesto en la linea tumoral respecto a la
linea de células no tumorales.

Asi, aplicando este concepto, en la Figura 18 se indica el valor de Pr
obtenido tanto en células HeLa como en células B16, solo para los derivados
mas activos y selectivos, es decir, aquellos que muestran una accion mas
selectiva frente a células tumorales. Segun los datos expresados vy
considerando que un compuesto es selectivo cuando es aproximadamente de
10 a 15 veces mas potente en la linea tumoral respecto a la linea de células no

tumorales®, los derivados mas activos y selectivos son: 47fi, 47ii, 47fb y 47f.
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Como resultado mas relevante podemos decir que el compuesto mas

potente y selectivo es el 47fi, con una P, de 34 en ambas lineas tumorales
(Figura 19).
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Y por ultimo, los derivados con potencia menor a 10 son los compuestos
47b, 47ei, 471}, 471k, 47ej y 58.

Con la informacion obtenida hasta el momento, podemos sacar algunas
conclusiones preliminares en cuanto a la Relacion Estructura-Actividad de
estas triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas.

En primer lugar, podemos decir que la esterificacion del grupo acido
carboxilico del aminoacido terminal parece ser importante para la actividad.
Esto se deduce de la casi nula actividad obtenida para los compuestos 46b y
46f comparados con 47b y 47f que estan como ésteres metilicos.

En cuanto al aminoacido que esta contiguo al grupo triazol, al parecer es
necesario que presente un residuo algo voluminoso. Glicina, el menos
voluminoso, presente en los compuestos 47a y 47fa, resulta desfavorable para
la actividad. En cuanto a la voluminosidad, pequefios cambios afectan
significativamente la misma. Tomando como referencia al compuesto 47fi, el
mas activo, vemos que los aminoacidos que posee son fenilalanina y contiguo
al grupo triazol, leucina. Al cambiar el aminoacido leucina por isoleucina (47fj) o
valina (47fb), la actividad disminuyé moderadamente.

Cambios en el segundo aminoacido también resultaron significativos.
Nuevamente, tomando como referencia al compuesto 47fi, el reemplazo de
fenilalanina por tirosina, cuya Unica diferencia es un hidroxilo en posicion para
del anillo aromatico (47ei y 47ej), también disminuyd0 moderadamente la
actividad. Esto podria estar relacionado con el hecho de que, si la molécula
necesita entrar a la célula para ejercer su actividad, un aumento de la polaridad

de la misma, dificultaria su paso a través de la membrana celular lipofilica.
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Los compuestos que se sintetizaron como control (36, 57y 58, Figura 18),
también nos brindan informacién interesante. La triazolilpenicilina (36), que no
posee la porcion aminoacidica, al igual que los ésteres metilico y bencilico de
la penicilina (57 y 58), no presentaron actividad significativa. A raiz de estos

datos podemos inferir sobre la importancia de la porcion peptidica en los
compuestos sintetizados.
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4.3. CONCLUSIONES

Hemos desarrollado una metodologia versatil y eficiente para la sintesis
en fase solida de una biblioteca de triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas, que
son factibles de ser evaluadas contra diferentes objetivos farmacoldgicos. El
paso clave es la cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por cobre de aminoacil
(peptidil) alquinos a penicilinazidas. Esta reacciéon demuestra un amplio alcance
y una excelente regioselectividad. En la mayoria de los casos, los triazoles se
obtuvieron con buenos rendimientos totales para los pasos de reaccion
involucrados.

Estos resultados abren la posibilidad de futuros estudios para completar
el conocimiento sobre la potencialidad anticancerigena de estos derivados,
incluyendo la generacion de una biblioteca aun mas grande de triazolil peptidil
penicilinas, la optimizacion de las estructuras con potente y selectiva actividad

antiproliferativa y un andlisis exhaustivo de la relacion estructura-actividad.
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NECESSARILY SCIENCE"
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5. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Todos los reactivos quimicos empleados fueron obtenidos de fuentes
comerciales y se han empleado sin purificacion previa, salvo que se indique lo
contrario.

Los gases empleados (argon, nitrégeno) fueron secados por pasaje a
través de acido sulfurico concentrado.

Los solventes utilizados como eluyentes en CCD o cromatografia en
columna fueron purificados por destilacion.

Los solventes de reaccion fueron de calidad “Pro analisis” y en los casos
necesarios se sometieron a ulterior purificacion siguiendo los procedimientos
descritos en la bibliografia.®

Las resinas utilizadas se adquirieron a Novabiochem (San Diego, CA,
U.S.A)) y Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

5.2. INSTRUMENTAL

Espectrometria IR. Los espectros de infrarrojo (IR) fueron registrados en
un espectrometro Shimadzu Prestige 21, y los valores de las sefiales se
informan en cm™ para las bandas mas significativas y para aquellas bandas de
menor intensidad relevantes para el compuesto caracterizado.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los espectros de RMN fueron
registrados en un espectrometro marca Bruker modelo Avance Il de 300 MHz,
(para 'H, usando la sefial del tetrametilsiiano a 0 ppm, como patrén de
referencia interno) y a 75 MHz (para *C, usando la sefial central del solvente
CDCl3 a 76,9 ppm como patron de referencia interno).

Espectrometria de Masas y HPLC-MS. Los espectros de HRMS y de
HPLC-MS fueron realizados en el Laboratorio de Espectrometria de Masas del
centro Cientifico y Tecnologico Rosario, utilizando un espectrometro de masas

Bruker micrOTOF-Q Il equipado con fuente de ionizacion por electrospray (ESI)
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y ionizacidn quimica a presion atmosférica (APCI). Los HPLC realizados
durante la tesis se hicieron en el equipo acoplado a dicho espectrémetro, de
marca Agilent 1100 equipado con bomba binaria, inyector automético de
muestras y detector UV-Vis de longitud de onda variable.

Microondas. Las irradiaciones de microondas fueron realizadas en un
reactor monomodo CEM Discover LabMate utilizando el programa de
calentamiento standard en el cual el operario elige la temperatura y el equipo
ajusta automaticamente la potencia suministrada a modo de mantener la
temperatura constante.

Cromatografia. Las CCD se realizaron sobre placas comerciales de
aluminio cubiertas con silicagel Merck (60 F2s4) y se desarrollaron con sistemas
de solventes adecuados a cada muestra. Las placas cromatograficas fueron
analizadas mediante radiacion UV (254 nm) y/o por rociado con solucion de p-
anisaldehido en EtOH/AcOH/H,SO, (9,2:338:3,75:12,5) con posterior
calentamiento para mejorar la sensibilidad de la deteccién. Ocasionalmente las
placas fueron reveladas con solucion de ninhidrina al 0,2% en EtOH, yodo o

solucién de acido fosfomolibdico al 5% en EtOH.

5.3. SINTESIS EN FASE SOLIDA

5.3.1. Metodologia general para el desarrollo de la sintesis en fase
sdlida. Las reacciones en fase sélida realizadas a temperaturas entre —10°C y
temperatura ambiente, se llevaron a cabo en cartuchos de polipropileno (Marca
Supelco, Bellefonte, PA, U.S.A.) equipados con una placa filtrante de polietileno
y un buzo para agitacion magnética. Las reacciones que requieren reflujo se
llevaron a cabo con material de vidrio convencional. Todas las reacciones en
fase sdlida se realizaron con una agitacion lo méas lenta posible para disminuir
las posibilidades de ruptura del grano de resina. Aunque es una practica comun
en quimica en fase solida realizar un “pre-hinchado” de la resina agregandole el
solvente 30 minutos antes de agregar otros reactivos, en nuestra experiencia
generalmente esto no ha afectado la eficiencia o rendimiento de la reaccién. La
filtracion de la resina se realizo colocando el cartucho de polipropileno en un
distribuidor de vacio (manifold, marca Watman) o utilizando un kitasato del

tamano adecuado, lavando con los solventes indicados en cada caso.
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En las pastillas de IR de muestras en las que el compuesto se
encuentra unido al soporte polimérico se usé una concentracién de 3 mg de
resina y 100 mg de KBr. En la preparacion de las muestras para RMN de **C
en fase gel, se colocan 50-80 mg de resina en un tubo de RMN convencional y
se agregan unos 0,5 mL de CDCI3; para obtener un gel, el cual se homogeniza

por sonicacién. Los espectros fueron realizados de acuerdo a la literatura.?°

La carga teodrica de la resina (ct) se determind asumiendo la completa

conversion del sustrato unido a la resina, y calculado de acuerdo a la siguiente

ecuacion:*
carga teé_rica sustitucion de la resina de partida (mmol/g)
delaresina =
(mmol/g) 1+ <sustitucién de la resina de partida (mmol/g) x peso ganado o perdido (g/mol))

1000

Para el seguimiento de las reacciones en fase sélida se utilizan una
serie de tests que permiten evaluar la progresion de la reaccién de manera

cualitativa:*®

5.3.2. Ensayo de cloranilo en soporte polimérico. El ensayo sirve para
monitorizar de forma cualitativa la presencia de aminas secundarias. Se aplica
a unos cuantos granos de resina seca, los cuales se colocan en un tubo de
vidrio. Sobre estos se adiciona una gota de una disolucion de acetaldehido al
2% en DMF y una gota de una disolucion de cloranilo al 2% en DMF. Después

de 3 min a t.a., se observa la coloracion de la resina.

Test +: aparicion de color (azul/verde). Presencia de aminas
secundarias.

Test -:resinaincolora. Ausencia de aminas secundarias.

5.3.3. Test de Kaiser en soporte polimérico. El ensayo sirve para monitorizar
de forma cualitativa la presencia de aminas primarias. Sobre unos cuantos
granos de resina seca, los cuales se colocan en un tubo de vidrio, se adicionan

2 gotas de cada una de las soluciones detalladas a continuacién.

Solucién A: 1g de ninhidrina en 10 mL de Etanol.
Solucion B: 80g de fenol disueltos en 20 mL de etanol.
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Solucion C: 2 mL de solucion 0,001M de KCN diluidas en 100 mL de piridina.
Luego se colocan en estufa a 120°C durante 5 minutos.

Test +: Los granos de resina toman una coloracién azul-violeta oscuro.
Presencia de aminas primarias

Test - : Los granos de resina quedan amarillos o sin color. Ausencia de
aminas primarias.

5.4 TECNICAS DE LABORATORIO REALIZADAS

5.4.1. Procedimiento general para la separacion de compuestos unidos a
resina de Wang

El compuesto unido a la resina de Wang seca, se coloca en un balén y se
le adiciona una solucién de TFA al 10% v/iv en DCM (5 mL). Se agita
magnéticamente a temperatura ambiente durante 50 minutos. Luego se filtra a
presion reducida y se realizan lavados con DCM (5 x 3 mL). El filtrado se

concentra a presion reducida.

O TFA 10%, DCM )OL

®/\OJ\R 50 min. t.a. HO™ R

5.4.2. Procedimiento general para la esterificacion de &cidos con
diazometano o trimetilsilildiazometano (TMS-diazometano)

En una campana de extraccion, el acido se disuelve en DCM (3 mL) o
Et,O (3mL) el crudo de la reaccién anterior o cualquier otro &cido y se lleva a
0°C con bafio de hielo. Si se empleara TMS-diazometano se deben agregar
también unas gotas de MeOH a la solucién. Seguidamente se adiciona bajo
agitacion magnética, una solucion de diazometano en éter o una solucion de
TMS-diazometano en hexano, gota a gota hasta leve coloracién amarilla, y se
sigue el avance de la reaccion por CCD (aproximadamente 20 minutos). El
exceso de diazometano se destruye con AcOH o pasando una corriente de gas
nitrégeno bajo campana de extraccion y luego se elimina el solvente en

evaporador rotatorio a presion reducida.
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(@] . @]
)J\ Diazometano

HO R

DCM o Et,0, 0°C HCO™ R

20 min

5.4.3. Procedimiento general para la desproteccion del grupo amina en
Fmoc-AA-resina de Wang

El Fmoc-AA unido a resina de Wang (100 mg, sustitucion de partida= 0,70
mmol/g, 0,070 mmoles) se coloca en cartucho de polipropileno, y se agrega
una solucion de piperidina al 30% (v/iv) en DMF (4 mL). Se agita
magnéticamente a temperatura ambiente durante 50 minutos. Luego de este
tiempo, se filtra y lava la resina sucesiva y alternativamente con DMF (3 x 5
mL), DCM (3 x 5mL) y MeOH (3 x 5 mL), y un dltimo lavado con DCM. Se seca

en desecador y se usa directamente en la proxima reaccion.

)

L p § KD g 1_x
a
Wo& ) Wo&
R O

NH,

Fmoc-AA-resina de Wang AA-resina de Wang

5.5 SINTESIS Y CARACTERIZACION

5.5.1 Secuencia sintética para la preparacion de B-lactamas en fase sdlida,

utilizando la reaccion de Petasis

5.5.1.a. Preparacion del cloruro de acido 19

A una solucion de 18 (2,20 mmol) en tolueno seco (6mL), se agrega 1,5
equivalentes de cloruro de oxalilo (3,30 mmol, 0,29 mL) y la mezcla de reaccién
se agita a 60°C durante 3 h. Luego de esto, el solvente y el cloruro de oxalilo se
eliminan por evaporacion a presion reducida. El compuesto 18 se usa

directamente en la siguiente reaccioén sin ulterior purificacion.

R R
N CicococCl N
Fmoc” Fmoc
Tolueno 60°C/ 3hs
18 ©O7 OH 19 O Cl

R= CHj, Bn



98 | PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

5.5.1.b. Desproteccién de Fmoc-glicina-resina de Wang

Fmoc-glicina unida a resina de Wang (20) 0,5 g (0,35 mmoles) se
desprotege del grupo Fmoc segun metodologia general 5.4.3, y se usa

directamente en la proxima reaccion.

Piperidina
Fmoc NH 30% NH,

Lo "o "
DMF
© OA@ 50 min © O/\®

20 21

5.5.1.c. Procedimiento paralaformacion de imina 22

A la glicina-resina de Wang (21) proveniente del paso anterior (0,35
mmoles), se le agregan aproximadamente 5 mL de solucion de &cido acético al
1% v/v en DMF anhidra, bajo atmésfera inerte. Se adicionan 5 equivalentes del
aldehido correspondiente, se agita magnéticamente a temperatura ambiente y
bajo atmdsfera de nitrégeno durante 45 minutos. Luego se filtra y se lava varias
veces con DMF. Para asegurar reaccion completa, se repite el agregado de
reactivos y se agita 45 minutos mas en las mismas condiciones. Se filtra y se
lava la resina 22 repetidas veces y en forma sucesiva con DMF (3 x 5 mL),
DCM (3 x5 mL) y MeOH (3 x 5 mL). Se realiza un altimo lavado con DCM y se

seca en desecador.
H
)@)k .
: T
|

R'= H, CH3, OCHj

N
;l\ CH3COOH 1% viv ;\
"D en DMF

21 22

@

5.5.1.d. Procedimiento para la formacion de la B-lactama 23 (reaccion de
Staudinger)

La imina unida a la resina de Wang seca (22; 0,35 mmoles), proveniente
del paso anterior, se suspende en DCM anhidro (5 mL) y se mantiene en un
bafio a 0°C bajo atmdsfera inerte. Se adicionan 20 equivalentes de trietilamina
y, gota a gota, 15 equivalentes del cloruro de acido 19. Una vez que han sido

adicionados los reactivos se deja alcanzar temperatura ambiente y se deja
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agitando toda la noche bajo atmdsfera inerte. Luego se filtra y se lava la resina
repetidas veces y en forma sucesiva con DCM (3 x 5 mL), AcOEt (3 x5 mL), y
MeOH (3 x 5 mL). Como es habitual, se realiza un ultimo lavado con DCM y por

ultimo se seca la resina obtenida 23 en desecador.

R R Rl
,L R
- Fmoc
'N 4+ Fmoc ;\ Et;N l\/l

A

O

0”>cl DCMm o
17 hs. NH

0/\@ ta 12 AT @

22 19 23

5.5.1.e. Desproteccion del grupo Fmoc de laresina 23

La resina 23 proveniente del paso anterior (0,35 mmoles), se coloca en
cartucho de polipropileno, se desprotege del grupo Fmoc segun metodologia

general 5.4.3, y se usa directamente en la proxima reaccion.

R R
R

Fmoc, | Piperidina 30% H,L

- =
o DMF / 50 min °
N NH
7 A @ 0 Ao
2 24

5.5.1.f. Obtencion de la B-lactama (25) en fase sdélida, utilizando la

reaccion de Petasis

Se coloca en un cartucho 0,35 mmoles de la amina unida a resina de
Wang 24, proveniente del paso anterior, y se agregan 5 mL de DCM. Luego se
adicionan 9 equivalentes de &cido glioxilico (11) y 9 equivalentes del acido
bordnico 5. La reaccion se agita 18 h a temperatura ambiente, luego se filtra y
se lava con DCM (3 x 10 mL), y se repite el agregado de los reactivos y se
agita durante 60 h mas en las mismas condiciones. Al cabo de este tiempo, la
resina 25 se filtra y se lava sucesiva y alternadamente con DCM (3 x 10 mL) y

MeOH (3 x 10 mL) y se seca en desecador.
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R R'

R o OH O R

’ + + | /
HN H R"/B\OH DCM HO N

HO E——
N o o) ta. R" N 0}
O (4) O/\® o (+) \J‘Lo/\®
24 11 5 25

5.5.1.g. Obtencion de la B-lactama 26 y/o 27

Se coloca la resina 25 proveniente del paso anterior en un balon y se lleva
a cabo la separacion del compuesto unido a resina siguiendo el procedimiento
general 5.4.1, para la separacion del producto unido a la resina de Wang.
Luego de esto, se realiza la metilacion de los acidos libres de 26 segun el
procedimiento general 5.4.2, para la esterificacion de acidos con diazometano

obteniéndose el éster 27.

R R

O R ® 2 R 7 /R

/
HOJS/N/ TFA 10 % HOJS/N CH,N, OJ\yN
_ _—
" o) R" (e}
R y 0 DCM R N NI
7 \)Lo/\@ 0 () OH 0" (%) o
Y 26 27

5.5.1.h. Sintesis y caracterizacion de la biblioteca de B-lactamas
monociclicas obtenidas por reaccién de Petasis. Compuestos metilados

[(1-Metoxicarbonilmetil-2-oxo-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-fenil-acetato  de

metilo (27aaa)

o La resina 25aa (110.7 mg, 0,073 mmoles) fue tratada
0 N segun los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para
N Ly luego aislar el producto deseado (27aaa) con un 96% de
(*) rendimiento (4 pasos de reaccion desde la resina 23aa).
aree Proporcion isomeérica: 5:1.Caracterizacion: aceite amarillo.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: 5 2.28 (s, 3H, CHa), 3.54
(d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.72 (s, 3H, OCHj3), 4.47 (d, J= 18
Hz, 1H, CH,), 4.49 (m, 1H, CH), 4.58 (d, J= 4.8 Hz, 1H, CH), 5.01 (d, J= 4.8 Hz,

1H, CH), 6.95 (m, 2H, ArH), 7.10-7.49 (8 H, ArH).
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RMN de *3C (CDCIs, 300MHz) Isémero mayoritario: & 35.7 (CHs), 41.0 (CH,),
51.8 (CHs), 52.3 (CHs), 61.8 (CH), 67.4 (CH), 73.5 (CH), 128.3 (CH), 128.5
(CH), 128.6 (CH), 128.7 (CH), 128.8 (CH), 129.0 (CH), 129.7 (C), 133.8 (C),
166.8 (CO), 168.3 (CO), 171.0 (CO).

IR: (film) 1760 cm™(B-lactama)

HRMS-ESI (m/z): 397.1750 [M+H]"; calc. para C;H25N»0s: 397.1758.

2-[(1-Metoxicarbonilmetil-2-oxo0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-4-fenil-but-3-

enoato de metilo (27aac)

o La resina 25aac (206 mg, 0,133mmoles) fue tratada
N /
OJ%N segun los procedimientos generales 5.4.1y 5.4.2 el
— O . . .
7 ALy procedimiento general para luego aislar el producto
) deseado (27aac) con un 87% de rendimiento (4 pasos

de reaccion desde 23aa). Proporcion isomérica: 7:1.
Caracterizacion: aceite amarillo.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 2.26 (s, 3H, CHs), 3.53
(d, J= 18 Hz, 1H, CHy), 3.70 (s, 3H, OCHg), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.85 (m, 1H,
CH), 4.45 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 4.65 (d, J= 4.6 Hz, 1H, CH), 4.98 (d, J= 4.6
Hz, 1H, CH), 6.09 (m, 2H, CH), 7.21-7.38 (10 H, ArH).
RMN de *C (CDCl3;, 300MHz) Isémero mayoritario: & 35.9 (CH3), 41.0 (CH,),
51.7 (CHgs), 52.4 (CH3), 61.9 (CH), 65.8 (CH), 73.8 (CH), 122.7 (CH), 126.5
(CH), 127.8 (CH), 128.3 (CH), 128.5 (CH), 128.6 (CH), 134.4 (CH), 134.6 (CH)
136.4 (C), 167.8 (CO), 168.4 (CO), 171.3 (CO).
IR: (film) 1760 cm™(B-lactama)
HRMS-ESI (m/z): 423.1909 [M+H]"; calc. para C24H27N2Os: 423.1914

2-[(1-Metoxicarbonilmetil-2-oxo-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-dec-3-enoato
de metilo (27aad)

o La resina 25aad (172 mg, 0,112 mmoles) fue tratada
N /
OJ%N segun los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2,
(@)
- g N Ly para luego aislar el producto deseado (27aad) con
(=) un 76% de rendimiento (4 pasos de reaccion desde

23aa). Proporcion isomérica: 4:1.

Caracterizacién: aceite incoloro.
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RMN de 'H (CDCIls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 0.89 ( t, J= 6.4 Hz, 3H,
CHs), 1.23 (s, 10H, CHy), 1.93 (m, 2H), 2.18 (s, 3H, CHs), 3.50 (d, J= 17.7 Hz,
1H, CH,), 3.67 (s, 3H, OCHa), 3.69 (s, 3H, OCHa), 4.43 (d, J= 17.7 Hz, 1H,
CH,), 4.54 (d, J= 4.5 Hz, 1H, CH), 4.93 (d, J= 4.5 Hz, 1H, CH), 5.28 (m, 2H,
CH), 7.34 (m, 5 H , ArH).

RMN de *C (CDCIls;, 300MHz) Isémero mayoritario: & 14.0 (CHs ), 22.6 (CH>),
28.7 (CHy), 31.6 (CH2), 32.3 (CH,), 35.8 (CHs), 40.9 (CH,), 51.5 (OCHa), 52.3
(OCHs), 61.9 (CH), 65.6 (OCHj3), 73.6 (CH), 122.7 (CH), 128.2 (CH), 128.5
(CH), 134.5 (C), 136.9 (CH), 167.9 (CO), 168.4 (CO), 171.8 (CO).

IR: (film) 1747 cm™(B-lactama).

HRMS-ESI (m/z): 431.25312 [M+H]"; calc. para Ca4H35N20s; 431.2551.

[(1-Metoxicarbonilmetil-2-oxo0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-(4-metoxi-fenil)-

acetato de metilo (27aae)

o La resina 25aae (40.4 mg, 0,026 mmoles) fue tratada segun
\OJ%N/ los procedimientos generales 5.4.1y 5.4.2, para luego aislar
@o N\i ~ el producto deseado (27aae) con un 34 % de rendimiento (4
() pasos de reaccion desde 23aa). Proporcién isomérica: 4:1.
arece Caracterizacion: aceite amarillo claro.
RMN de 'H (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 2.17 (s, 3H, CHs), 3.52
(d, J= 17.8 Hz, 1H, CHy), 3.69 (s, 3H, OCHg3), 3.70 (s, 3H, OCHgs), 3.76 (s, 3H,
OCHg), 4.33 (s, 1H, CH), 4.45 (d, J= 17.8 Hz, 1H, CH,), 4.49 (d, J= 4.6 Hz,
1H), 4.94 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 6.75-7.39 (9 H, ArH).
RMN de *3C (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 33.4 (CH3), 41.0 (CH,),
51.5 (CHg), 52.3 (CHs), 55.2 (CH3), 62.0 (CH), 66.9 (CH), 73.7 (CH), 113.5
(CH), 114.0 (CH), 126.9 (CH), 127.9 (CH), 128.2 (CH), 128.4 (CH), 128.6 (CH),
130.0 (CH), 134.5 (C), 159.2 (C), 167.7 (CO), 168.4 (CO), 171.8 (CO).
IR: (film) 1750 cm™(B-lactama)
HRMS-ESI (m/z): 427.1858 [M+H]"; calc. para C23H,7N>Og: 427.18609.

[(1-Metoxicarbonilmetil-2-0x0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-(6-metoxi-

naftalen-2-il)-acetato de metilo (27aaf)
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La resina 25aaf (98 mg, 0,061 mmoles) fue tratada segun
los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para luego
aislar el producto deseado (27aad) con un 69% de

4 rendimiento (4 pasos de reaccibn desde 23aa).
Proporcion isomérica: 4:1. Caracterizacion: aceite amarillo.

RMN de *H (CDCl3, 300MHz) Isémero mayoritario: 8 2.24 (s, 3H, CHs), 3.54 (d,
J= 18 Hz, 1H, CHy), 3.70 (s, 3H, OCHj3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H,
OCHs), 4.47 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 4.49 (s, 1H, CH), 4.57 (d, J= 4.8 Hz, 1H),
4.97 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 6.89-7.67 (11 H, ArH).

RMN de **C (CDCl3, 300MHz) Isémero mayoritario: 8 35.6 (CH3), 41.0 (CH,),
51.6 (CHgs), 52.3 (CHs), 55.3 (CH3), 62.0 (CH), 67.6 (CH), 73.9 (CH), 105.5
(CH), 118.8 (CH), 126.6 (CH), 127.0 (CH), 127.8 (CH), 128.2 (CH), 128.4 (CH),
128.5 (CH), 128.6 (CH), 129.5 (CH), 130.1 (CH), 134.5 (C), 134.6 (C), 157.9
(C), 167.7 (CO), 168.4 (CO), 171.7 (CO).

IR: (film) 1760 cm™*(B-lactama)

HRMS-ESI (m/z): 499.18332 [M+Na]"; calc. para Cx7;H2sNoNaOg: 499.1845.

{[1-Metoxicarbonilmetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]l-metil-amino}-fenil-

acetato de metilo(27aba)

o La resina 25aba (185 mg, 0,1202 mmoles) fue tratada

\OJ% / segun los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para

@ N\i / luego aislar el producto deseado (27aba) con un 99%

© © de rendimiento (4 pasos de reaccion desde 23ab).

27aba Proporcién isomérica: 4:1. Caracterizacion: aceite
incoloro. RMN de 'H (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 2.17 (s, 3H,
CH3), 3.49 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 3.70 (s, 3H, OCHj3), 3.71 (s, 3H, OCHz3), 3.82
(s, 3H, OCH3), 4.40 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 4.41 (m, 1H, CH), 4.42 (s, 1H, CH),
4.43 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 4.88 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 6.88-7.45 (9 H, ArH).
RMN de *C (CDCl;, 300MHz) Isémero mayoritario: & 35.5 (CHs), 40.8 (CH.),
51.6 (OCHg3), 52.3 (OCHg3), 55.3 (OCH3), 61.4 (CH), 67.3 (CH), 73.6 (CH), 113.8
(CH), 126.0 (C), 127.8 (CH), 128.1 (CH), 128.9 (CH), 129.9 (CH), 134.8 (C),
159.9 (C), 167.5 (CO), 168.4 (CO), 171.7 (CO).
IR: (film) 1750 cm™(B-lactama)
HRMS-ESI (m/z): 449.16805 [M+Na]"; calc. para C23H2sN2NaOg: 449.16831.
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2-{[1-Metoxicarbonilmetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-4-

fenil-but-3-enoato de metilo (27abc)

o_ La resina 25abc (157 mg, 0,101 mmoles) fue tratada

O
\O/Z%N/ segun los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para
S N\JOL luego aislar el producto deseado (27abc) con un 68% de
/
d © (2) © rendimiento (4 pasos de reaccidbn desde 23ab).
27abe Proporcién isomérica: 7:1. Caracterizacion: aceite

amarillo. RMN de 'H (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 2.29 (s, 3H,
CHs), 3.48 (d, J=17.8 Hz, 1H, CHy;), 3.70 (s, 3H, OCHg3), 3.72 (s, 3H, OCHj3),
3.75 (s, 3H, OCHj3), 3.85 (m, 1H, CH), 4.45 (d, J=17.8 Hz, 1H, CH,), 4.56 (d, J=
4.5 Hz, 1H, CH), 4.92 (d, J= 4.5 Hz, 1H, CH), 6.08 (m, 2H, CH), 6.87-7.38 (9 H,
ArH).

RMN de *C (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 35.8 (CHs), 40.8 (CH,),
51.7 (OCHj3), 52.3 (OCHj3), 55.2 (OCH3), 61.2 (CH), 65.5 (CH), 73.4 (CH),
113.7 (CH), 122.6 (CH), 125.9 (CH), 126.5 (CH), 127.8 (CH), 128.4 (CH), 128.5
(CH), 130.0 (CH), 134.6 (CH), 136.4 (C), 159.9 (C), 167.6 (CO), 168.4 (CO),
171.3 (CO).

IR: (film) 1760 cm™(B-lactama)

HRMS-ESI (m/z): 475.18336 [M+Na]"; calc. para CasH2sNoNaOg : 475.18396.

{[1-Metoxicarbonilmetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]l-metil-amino}-(4-

metoxi-fenyl)-acetato de metilo (27abe)

O— La resina 25abe (175 mg, 0,112 mmoles) fue tratada

\OJ%/N/ segun los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para
0} . 0
@o N L luego aislar el producto deseado (27abe) con un 90%
(%) de rendimiento (4 pasos de reaccion desde 23ab).
N Zabe Proporcién isomérica: 6:1. Caracterizacion: aceite
incoloro.

RMN de *H (CDCl3, 300MHz) Isémero mayoritario: d 2.15 (s, 3H, CHs), 3.48 (d,
J= 18 Hz, 1H, CH,), 3.69 (s, 3H, OCHs;), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.76 (s, 3H,
OCHgy), 3.82 (s, 3H, OCHzg), 4.38 (s ancho, 1H, CH), 4.39 (s ancho, 1H, CH),
4.41 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 4.86 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 6.73-7.34 (8 H, ArH).

RMN de *3C (CDCl3, 300MHz) Isémero mayoritario: & 35.5 (CH3), 40.8 (CH.),
51.6 (OCHg3), 52.3 (OCHj3), 55.2 (OCHg3), 55.3 (OCHg3), 61.4 (CH), 66.7 (CH),
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73.5 (CH), 113.5 (CH), 113.8 (CH), 126.0 (CH), 126.8 (CH), 127.9 (CH), 129.9
(CH), 130.1 (CH), 159.2 (C), 159.9 (C), 167.6 (CO), 168.4 (CO), 171.9 (CO).
IR: (film) 1750 cm™(B-lactama)

HRMS-ESI (m/z): 457.19694 [M+H]"; calc. para C,4H29N207: 457.19693.

[(1-Metoxicarbonilmetil-2-0x0-4-p-tolil-azetidin-3-il)-metil-amino]-(4-metoxi-

fenyl)-acetato de metilo (27ace)

o La resina 25ace (88 mg, 0,048 mmoles) fue tratada los
\O’S/N procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para luego aislar
QO N\)oLo/ el producto deseado (27ace) con un 89% de rendimiento
d 2(7-:ce (4 pasos de reaccion desde 23ac). Proporcién isomérica:
6:1. Caracterizacion: aceite amarillo.
RMN de *H (CDCl3, 300MHz) Isémero mayoritario: & 2.04 (s, 3H, CHa), 2.17 (s,
3H, CH3), 3.50 (d, J= 18 Hz, 1H, CHy), 3.69 (s, 6H, OCHj3), 3.76 (s, 3H, OCH3),
4.36 (s, 1H, CH), 4.32 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 4.45 (d, J= 4.4 Hz, 1H, CH), 4.89
(d, J=4.4 Hz, 1H, CH), 6.72-7.87 (8 H, ArH).
RMN de *3C (CDCls, 300MHz) Isémero mayoritario: & 21.2 (CH3), 35.4 (CH3),
40.8 (CHy), 51.5 (OCHj3), 52.3 (OCHj3), 55.2 (OCHg3), 61.7 (CH), 66.8 (CH), 73.6
(CH), 113.5 (CH), 126.9 (CH), 128.5 (CH), 129.0 (CH), 130.1 (CH), 131.3 (C),
138.7 (C), 159.2 (C), 167.7 (CO), 168.4 (CO), 171.8 (CO).
IR: (film) 1745 cm™(B-lactama)
HRMS-ESI (m/z): 441.20151 [M+H]"; calc. para Co4H29N20g: 441.20201.

[Bencil-(1-metoxicarbonilmetil-2-oxo-4-fenil-azetidin-3-il)-amino]-fenyl-acetato
de metilo (27baa)

La resina 25baa (534 mg, 1,18 mmoles) fue tratada segun
OQ los procedimientos generales 5.4.1 y 5.4.2, para aislar el
"o er_p producto deseado (27baa) luego de columna
5 N\iox cromatografica (Hexano:Acetato de Etilo gradiente) con un
() 61% de rendimiento (5 pasos de reaccion desde 23ba). 1
b solo isbmero. Caracterizaciéon: aceite amarillo.
RMN de 'H (CDCls;, 300MHz) & 3.63 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 3.65 (s, 3H,

OCHs), 3.67 (m, 1H, CHy), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.88 (d, J= 14 Hz, 1H, CH,),
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4.37 (s, 1H, CH), 4.46 (d, J= 18 Hz, 1H, CH,), 5.10 (s, 2H, CH), 6.75 (m, 2H ,
ArH), 7.12 (m, 5H arom), 7.28-7.44 (8H , ArH).

RMN de *C (CDCl3, 300MHz) & 41.4 (CH,), 51.6 (CHs), 52.3 (CHs3), 54.0 (CHs),
64.0 (CH), 64.6 (CH), 73.4 (CH), 127.0 (CH), 127.0 (CH), 128.0 (CH), 128.5
(CH), 129.0 (CH), 135.7 (C), 138.5 (C), 167.7 (CO), 168.4 (CO), 169.2 (CO),
172.3 (CO).

IR: (film) 1760 cm™(B-lactama)

HRMS-ESI (m/z): 495.18842 [M+Na]"; calc. para CzgH2sN2NaOs: 495.18904.

5.5.1.i. Sintesis y caracterizacion de la biblioteca de B-lactamas
monociclicas obtenidas por reaccion de Petasis. Acidos libres.

El analisis cromatogréafico fue realizado en un equipo Agilent RP-HPLC
system usando una columna Gemini NX C18 (d 5 uym, 4,6 x 150 mm;
temperatura de la columna: 25 °C; flujo: 1 mL/min) deteccion a 254 nm.
Eluyentes A (0,1% acido férmico en H,0) y B (0,1% acido férmico en MeCN) se
utilizé un gradiente linear (90% A a 100% B) en un tiempo total de corrida de
25 min. HRMS realizado en instrumento Bruker MicrO TOF-Q Il - ESI (-).

Concentracion de las muestras a analizar: 1mg/mL.

Acido [(1-carboximetil-2-0x0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-fenil-acético
(26aaa)
0 La resina 25aaa (142 mg, 0,1 mmoles) fue tratada segun el

HOJ%N/ procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
@o N\/Z(Z producto deseado (26aaa) con un 98% de rendimiento (3
2(;:;3 > pasos de reaccion desde 23aa).
Pureza: 95,3 %. Proporcién isomérica: 3,4:1. Tiempos de retencion: 12.3 y
14.3.

MS-ESI (-) (m/z): 367.12 [M-H'T; calc. para CyoH19N»Os: 367.12.

Intens.] 26aaa
[mAU] ] A
] 1
1000 +
500 2
1| 3
o ~

L
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
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Acido {[1-Carboximetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-fenil-
acético (26aba)

o O— La resina 25aba (144 mg, 0,1 mmoles) fue tratada segun

HOJS/N/ el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
@O N\/[E producto deseado (26aba) con un 53% de rendimiento (3
(*

) OH
26aba

Proporcién isomérica: 5,5:1. Tiempos de retencion: 12y 12.3.
MS-ESI (-) (m/z): 397.13. [M-H']"; calc. para Cz1H21N,O¢: 397.14.

pasos de reaccion desde 23ab). Pureza: 100%.

Intens.
rnA 3
[ Lﬂ? 26aba
1000 3 \
750 3 1
500 3
250 3 2
0 F———porty—r—r—r———— T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido [(1-Carboximetil-2-oxo0-4-p-tolil-azetidin-3-il)-metil-amino]-fenil-acético
(26aca)

o La resina 25aca (123 mg, 0,086 mmoles) fue tratada segun
HOJ%N/ el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
@o (;\/U(\DOH producto deseado (26aca) con un 100% de rendimiento (3
26aca pasos de reaccion desde  23ac).Pureza: 100%.

Proporcion isomérica: 2,6:1. Tiempos de retencion: 13.2 y 13.5.
MS-ESI (-) (m/z): 381.14 [M-H'T"; calc. para C,;H21N20s: 381.14.

Intens.
[mAU]
1000 3 26aca
750 3 4
500§ 1
250% ni
OE L R R R e T ..~TT —————
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
Acido [(1-Carboximetil-2-ox0-4-stiril-azetidin-3-il)-metil-amino]-fenil-acético
(26ada)

o La resina 25ada (125 mg, 0,086 mmoles) fue tratada
/
HOJ%rN ~ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener
O
@o N el producto deseado (26ada) con un 100% de

26ada
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rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ad).Pureza: 85%. Proporcion
isomérica: 1 solo isobmero. Tiempo de retencion: 13.2.
MS-ESI (-) (m/z): 393.14. [M-H']"; calc. para C2;H21N>Os: 393.14.

26ada
Intens. E T T
[MAU] 2
1000
750 é
500 3
250 3
] 1 L 4
. A a1 N ha
0 LA LSy
I e e o e T L e e e
0.0 25 5.0 75 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido  {[2-(4-Bromo-fenil)-1-carboximetil-4-oxo-azetidin-3-ill-metil-amino}-fenil-
aceético (26aea)

g, Laresina 25aea (163 mg, 0,094 mmoles) fue tratada segun

/ el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el

0 producto deseado (26aea) con un 74% de rendimiento (3
*) oH pasos de reaccién desde 23ae).Pureza: 61%. Proporcion
26aea

isomérica: 7:1. Tiempos de retencion: 14.3y 14.6.
MS-ESI (-) (m/z): 445.04 [M-H'T"; calc. para CooH1gBrN2Os: 445.03.

Intens. ]

(mAU]
1000
] 26aea
750 4 FH
500 3 5
250 3 5 8
] 1 2 3 4 7
OI'"‘A'I""I"A"I'"'T""I""I""I""I""I""I
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido {[1-Carboximetil-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-
fenil-acético (26afa)

- La resina 25afa (163 mg, 0,095 mmoles) fue tratada

0 o= segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener
HO N/ el producto deseado (26afa) con un 70% de rendimiento
G N\/Z(Z (3 pasos de reaccion desde 23af).Pureza: 100 %.

2é:1)<a > Proporcion isomérica: 6,2:1.

Tiempos de retencion: 10,8y 11,2.
MS-ESI (-) (m/z): 427.15 [M-H'T"; calc. para C,,H23N,O7: 427.15.
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Intens.
[mAUL
1000 3 26afa
750 3 T
500 3
250 3 2
0 H—r—r—ttt A T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido 2-[(1-Carboximetil-2-ox0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-4-fenil-but-3-

enoico (26aac)

La resina 25aac (140 mg, 0,10 mmoles) fue tratada segun
el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
producto deseado (26aac) con un 86% de rendimiento (3
pasos de reaccion desde  23aa). Pureza: 73,7 %.

Proporcion isomérica: 10:1. Tiempos de retencién: 12,9 y

13,4.
MS-ESI () (m/z): 393.14 [M-H'T"; calc. para C2H21N»Os: 393.14.
Intens.
[mAU S 26aac
1000—5 /—*?
750 3
500 3
250 3 n 2 3
OE|"''|""|"k'f;'|""&|""l'"'|""|""|""|""|
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido 2-{[1-carboximetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-ill-metil-amino}-4-

fenil-but-3-enoico (26abc)

O\
(0]
J% /
HO N
(@)
- N
(*)
26abc

13,1.

La resina 25abc (143 mg, 0,10 mmoles) fue tratada
segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener
el producto deseado (26abc) con un 45% de rendimiento
(3 pasos de reaccion desde 23ae).Pureza: 75,6%.

Proporcién isomérica: 8:1. Tiempos de retencion: 12,6 y

MS-ESI (-) (m/z): 423.15 [M-H'T; calc. para Cj3H23N»Og: 423.15.
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26abc
Intens. ] (—’I‘D
[mAU]]
1000
500 1
] 3 L
i 2
0- hm A :\i
rrr,.e~rfrrrrrrrr1rrrr1 T T T T T T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido  2-[(1-carboximetil-2-ox0-4-p-tolil-azetidin-3-il)-metil-amino]-4-fenil-but-3-
enoico (26acc)

OH La resina 25acc (125 mg, 0,086 mmoles) fue tratada

oA\ _x

5 segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener

6 o (+)N\//(OH el producto deseado (26acc) con un 100% de rendimiento
26acc (3 pasos de reaccion desde 23ac). Pureza: 100%.

Proporcion isomérica: 7,5:1. Tiempos de retencion: 13,9y 14,2

MS-ESI (-) (m/z): 407.16 [M-H'T"; calc. para Co3H23N20s: 407.16.

26acc
JitvE 2
1000
750 3
500 3
250 1
o:.,....,....,....A,....,..R.L.,....,....,.T.,....,...
2.5 5.0 75 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 225 Time [min]

Acido 2-[(1-carboximetil-2-o0x0-4-stiril-azetidin-3-il)-metil-amino]-4-fenil-but-3-
enoico (26adc)

La resina 25adc (126 mg, 0,086 mmoles) fue tratada

segun el procedimiento general 5.4.1, para luego

6 S obtener el producto deseado (26adc) con un 100% de
zé?dc > rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ad).Pureza:

100%. Proporcion isomérica: 6,2:1 Tiempos de retencion: 13,7 y 14.

MS-ESI (-) (m/z): 419.15 [M-H'T"; calc. para Co4H23N>Os: 419.16.
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Intens.
[(mAULS
10003 26adc
750—5 2
500 3
250 3 1
3 R . A n ~
0 ———rporp—r—————t—————r= T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido 2-{[2-(4-bromo-fenil)-1-carboximetil-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-4-
fenil-but-3-enoico (26aec)

o B' La resina 25aec (165 mg, 0,094 mmoles) fue tratada seguin
HOJ%/N/ el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
\O N\j producto deseado (26aec) con un 67% de rendimiento (3
@ 2(;;ec o pasos de reaccion desde  23ae). Pureza: 83,8%.

Proporcién isomérica: 14:1.
Tiempos de retencién: 15,3y 17,0.
MS-ESI (-) (m/z): 471.06 [M-H'T"; calc. para C,,H20BrN,Os: 471.05.

Intens.
[mAU] 3 26aec
1000 3 fe ‘
750 3
500 3
250 3
1 1 2 3 4 5 7
O-|"'A“'|",""'|'I:‘h'"k|"A"|""|'"'|""|""|""|""|
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido 2-{[1-Carboximetil-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-
4-fenyi-but-3-enoico (26afc)

—Q  4_ La resina 25afc (163 mg, 0,095 mmoles) fue tratada
/ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener

. Lo el producto deseado (26afc) con un 65% de rendimiento
6 © OH (3 pasos de reaccion desde 23af). Pureza: 100%.

26afc Proporcion isomérica: 2,9:1. Tiempos de retencion: 11,4y
12,1.
MS-ESI (-) (m/z): 453.17 [M-H'T; calc. para Cx4H,5N,07: 453.16.
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| 26afc
ntens.3
[mAUL 2
1000 3
750 3
500 3
E 1
2503 A
O-I"'A,"‘_'}""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido 2-{[1-Carboximetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-dec-
3-enoico (26abd)

o O~ La resina 25abd (145 mg, 0,10 mmoles) fue tratada
HOJ%/N/ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
- o N\/EOH obtener el producto deseado (26abd) con un 55% de
) rendimiento (3 pasos de reaccidn desde 23ab).

26abd

Pureza: 100%. Proporcién isomérica: 6,3:1. Tiempos
de retencion: 15,6 y 16,2.
MS-ESI (-) (m/z) 431.21 [M-H'T; calc. para Ca3H31NoOg: 431.21.

Intens. E
[mAU] ]
3 26abc
1000 3 A
750 3 2
500
250 1
O -I T T T " T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 22.5 Time [min]

Acido 2-[(1-Carboximetil-2-oxo-4-p-tolil-azetidin-3-il)-metil-amino]-dec-3-enoico
(26acd)

La resina 25acd (124 mg, 0,086 mmoles) fue tratada

(0]
HO N/ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
= . N\iOH obtener el producto deseado (26acd) con un 100% de
) rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ac).Pureza:
26acd

100%. Proporcion isomérica: 5,3:1. Tiempos de
retencién: 13,9y 14,2
MS-ESI (-) (m/z): 415.22 [M-H'T; calc. para Cx3H31N,Os: 415.22.
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Intens.

[mAUL
1000 3
750_5 26acd
500 3 2
250 3 1 ]\
] . . A ~—
(O e e I B e B e e e e B/ S o s |
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido  2-[(1-Carboximetil-2-ox0-4-stiril-azetidin-3-il)-metil-amino]-dec-3-enoico
(26add)

0 / La resina 25add (127 mg, 0,086 mmoles) fue tratada
HOJ%N B segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
— S N\)OLOH obtener el producto deseado (26add) con un 100% de
26(:;d rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ad).

Pureza: 100%. Proporcion isomérica: 3,6:1 Tiempos
de retencion: 16,4y 16,8.
MS-ESI (-) (m/z): 427.22 [M-H'T"; calc. para Co4H31N20s: 427.22.
Intens. 26add

WAVE L
3 2

1000 3

750 3
500 3
3 1

250 3 h
3 N A
0 ‘r—r"r T L L S |

—T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido 2-{[2-(4-bromo-fenil)-1-carboximetil-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-dec-
3-enoico (26aed)

Br La resina 25aed (166 mg, 0,094 mmoles) fue tratada

(0]
HO N segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
= N f obtener el producto deseado (26aed) con un 92% de
o, OH
26(;3ed rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ad). Pureza:

84,4 %. Proporcion isomérica: 1,7:1.
Tiempos de retencion: 18,4 y 20,2.
MS-ESI (-) (m/z): 479.11 [M-H'T"; calc. para C,,H2sBrN.Os: 479.11.
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Intens.
[mAU 3
10003 26aed
750 I_H
500 3 2
] 3
250 1
O-|":‘4|""|""|""|""l'"'|""|""|""|""|
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 Time [min]

Acido 2-{[1-carboximetil-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-
dec-3-enoico (26afd)

—

N O- La resina 25afd (164 mg, 0,095 mmoles) fue tratada

/ . -
HOJ%N segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
- S N\J(J)\OH obtener el producto deseado (26afd) con un 57% de
zéi)fd rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23af).Pureza:

98,6%. Proporcion isomérica: 4:1.
Tiempos de retencion: 11,4y 12,1.
MS-ESI (-) (m/z): 461.23 [M-H'T"; calc. para Cz4H33N>O7: 461.22.

26afd
Intens.
(mAUL3 3
1000 3
750 3
500—E 2
250—: 1
O-I"'AH""I'A-'-"I""I""I'"'I'"n'l""l""l""l
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido [(1-carboximetil-2-ox0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-(4-metoxi-fenil)-
acético (26aae)

o La resina 25aae (142 mg, 0,10 mmoles) fue tratada segun
HO/Z%N/ el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
@O N\/ZEOH producto deseado (26aae) con un 100% de rendimiento (3
_o zéz)ae pasos de reaccion desde 23aa). Pureza: 30 %.

Proporcion isomérica: 5:1. Tiempos de retencion: 11,9y 12,3.
MS-ESI () (m/z): 397.13 [M-H'T"; calc. para C,1H21N>Og: 397.14.
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Intens.

[mAU 3
3 26aae
10004
; A
750—: 5
500 3 2
] 4
250 1 k 3 6
O:l"'A"'_th'”'"|""|""|"A"Al'"'|""|""|""|""|
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
Acido {[1-carboximetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-(4-

metoxi-fenil)-acético (26abe)

o— Laresina 25abe (146 mg, 0,1 mmoles) fue tratada segun

O
HO N el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
N P producto deseado (26abe) con un 47% de rendimiento (3
O
@ 7 pasos de reaccion desde 23ab). Pureza: 49%.

O
- 26ab S ;. . .,
ane Proporcion isomérica: 9:1. Tiempos de retencién: 11,6 y

12.
MS-ESI () (m/z): 427.14 [M-H'T"; calc. para Cy,H23N,07: 427.15.

it 26abe
ntens.
[mAUL 30
1000 3 )
750 3
500—; 1
250—; ’ ﬁ
O:I"'A'I_'"'I""I""I""I'"'I""I""I""I""I
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
Acido {[2-(4-bromo-fenil)-1-carboximetil-4-ox0-azetidin-3-il]-metil-amino}-(4-
metoxi-fenil)-acético (26aee)
o B La resina 25aee (161 mg, 0,094 mmoles) fue tratada segin
/ -
HOJS/N el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el

@O N\j producto deseado (26aee) con un 54% de rendimiento (3
() pasos de reaccién desde 23ae).

—

26aee
Pureza: 31.9%. Proporcion isomérica: 4,9:1

Tiempos de retencion: 14,1y 14,4
MS-ESI (-) (m/z): 475.06 [M-H'T; calc. para C,1H20BrN»Og: 475.05.
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Intens.
[mAU 3
1000_5 26aee
750 3 6
] 2
500 3 3
E 8
250 3 1 4 5 7
O-|"'AA"-|B'~/?‘"|",'w"|""|""l'"'|""|""|""|""|
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido {[1-carboximetil-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-ill-metil-amino}-(4-

metoxi-fenil)-acético (26afe)

9 4_ La resina 25afe (165 mg, 0,095 mmoles) fue tratada

segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener

el producto deseado (26afe) con un 30% de rendimiento

(3 pasos de reaccion desde 23af). Pureza: 59,6%.
0
26afe Proporcion isomérica: 2,6:1.
Tiempos de retencion: 10,5y 10,9.
MS-ESI (-) (m/z): 457.17 [M-H'T"; calc. para Co3H2sN20g: 457.16.
26afe
Intens.
[MAU]; FgL\
1000—5 1
750 3
500 4
250_; JM_\L,M\;A—-’\J
O:I"'.W"I""I""I""I'"'I""I""I""I""I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
Acido [(1-Carboximetil-2-0x0-4-fenil-azetidin-3-il)-metil-amino]-(6-metoxi-

nafthalen-2-il)-acético (26aaf)

O La resina 25aaf (142 mg, 0,10 mmoles) fue tratada segun

/

o N
o)
O N
o (+)\/Z<OH

26aaf

H

RN

el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener el
producto deseado (26aaf) con un 46% de rendimiento (3
pasos de reaccion desde 23aa).

Pureza: 52%. Proporcion isomérica: 3,4:1. Tiempos de

retencion: 14,2y 14,3
MS-ESI (-) (m/z): 447.15 [M-H'T; calc. para CasH23N»Og: 447.15.
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26aaf
I_A_\
Intens. "5
WAVE
1000 3
750 3
E 3
500 3
] 7
250 1 4
O-I"'l’?nl"""l‘rk'-"‘:l""l""I'"'I""I""I""I""I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]

Acido {[1-carboximetil-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-(6-

metoxi-naftalen-2-il)-acético (26abf)

O— La resina 25abf (145 mg, 0,10 mmoles) fue tratada

O
HO/S/N/ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego
O N\jOH obtener el producto deseado (26abf) con un 34% de
O ) rendimiento (3 pasos de reaccion desde 23ab).Pureza:
_0 2oabt 47%.  Proporcion isomérica: 4,5:1. Tiempos de

retencion: 14y 14,1
MS-ESI () (m/z): 477.16 [M-H'T"; calc. para CygHosN,O7: 477.16.

26abf
Intens. ] T 6'
[mAU] ]
] 2
1000—5
500—5 4 5 v
L N k
O-I"'-_AT""‘-I‘&"'I'KA"M'"'A‘I""I""I""I""I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 Time [min]
Acido {[2-(4-bromo-fenil)-1-carboximetil-4-oxo-azetidin-3-il]-metil-amino}-(6-
metoxi-nafthalen-2-il)-acético (26aef)
o B La resina 25aef (161 mg, 0,094 mmoles) fue tratada

/ . _
segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener

N\iOH el producto deseado (26aef) con un 45% de rendimiento
(*)

HO N
Lo
O (3 pasos de reaccion desde 23ae).Pureza: 67,5%.
26aef
N * Proporcion isomerica: 3,4:1
Tiempos de retencion: 15,7 y 16.

MS-ESI (-) (m/z): 525.07 [M-H'T"; calc. para C5H2,BrN,Os: 525.06.
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Intens.
[mAU 3 26aef
1000 A
750 3
500 3
250 3 1 5 3 4 56
] A
O-""”f)’fyr""l'"'|""|""|"''|""|""|""|""|'
5.0 75 10.0 125 15.0 17,5 20.0 225 250  Time [min]

Acido {[1-carboximetil-2-(3,4-dimetoxi-fenil)-4-oxo-azetidin-3-ill-metil-amino}-(6-
metoxi-naftalen-2-il)-acético (26aff)

9 4_ La resina 25aff (165 mg, 0,095 mmoles) fue tratada
(0]

Ho N/ segun el procedimiento general 5.4.1, para luego obtener

e

N\)OL el producto deseado (26aff) con un 61% de rendimiento
on (3 pasos de reaccion desde 23af). Pureza: 25%.
)
26aff Proporcién isomérica: 3:1. Tiempos de retencién: 13,0 y
13,2.

MS-ESI (-) (m/z): 507.18 [M-H'T"; calc. para C,7H27N20g: 507.17.

26aff
.
Intens.’] 'g
[mAUT] 3
1500 4
] 6
1000
] 5
500 .
] 1 P 4 10 11
O-|"'A/'“I}"/—k'-"'|""|""|""l'"'|""|""|""|""|
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 Time [min]

5.5.2. Secuencia sintética para la preparaciéon de triazolil aminoacil

(peptidil) penicilinas en fase solida
5.5.2.a. Preparacion de la azidometilpenicilina 35
5.5.2.a.1. Sintesis del alcohol 43

A un balén secado en estufa y mantenido bajo atmdsfera de nitrégeno seco, se
agregan 3,2 mmol, (1,148 g) de acido penicilanico 42 y se disuelven en 8 mL

de THF anhidro. Posteriormente se afaden, gota a gota y a temperatura
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ambiente, 1,5 equivalentes del complejo borano/sulfuro de metilo (solucion 10,1
M en THF) bajo una fuerte agitacion. La mezcla de reaccion se deja agitando a
temperatura ambiente por 40 h. Pasado este tiempo, se agregan, gota a gota
0,6 mL de agua destilada, se evapora el solvente y se purifica mediante
columna cromatografica (hexano:AcOEt, 60:40) obteniéndose 904 mg (2,62

mmoles) del producto deseado 43 (82% de rendimiento).

7;( J/ BH3/ CH3)ZS Brj;f J/

CO,H CH,OH

42 43

5.5.2.a.2. Sintesis del Tosilato 44

Se disuelven 2,62 mmol (904 mg) de 43 en 0,47 mL (5,27 mmol) de piridina y 3
mL de DCM. Luego se agregan gota a gota, 1,004 g (5,27 mmol) de cloruro de
p-toluensulfonilo disueltos en 10 mL de DCM durante un periodo de 25
minutos. Se deja a temperatura ambiente por 48 h. Posteriormente se lava con
bicarbonato de sodio al 5% (2 x 5 mL), HCI 2N (5 mL) y solucion saturada de
NaCl (2 x 5 mL). La capa organica se seca con sulfato de sodio anhidro y el
residuo obtenido, luego de la evaporacidn a seco, se purifica mediante columna
cromatografica (hexano:AcOEt,70:30) obteniéndose 1,68 g (3,73 mmoles) de
44 (64% de rendimiento).

TJ’ s Brﬁj’

'E:HZOH DCM a4 CH,OTs

5.5.2.a.3. Sintesis de la azida 35

Se colocan en un balén 0,86 mmol (429 mg) del tosilato 44, 5 mL de DMF
anhidra y 3,5 equivalentes (3,01 mmol, 195,65 mg) de NaNj;. La mezcla de
reaccion se calienta a 50°C y se agita por 12 horas. Luego se diluye con 25 mL
de éter y se lava con agua destilada (5 x 10 mL) y con Brine (10 mL). La capa

organica se seca con sulfato de magnesio, se evapora el solvente y se purifica
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por cromatografia en columna (hexano: AcOEt, 80:20) obteniéndose 233 mg
(0,63 mmoles) de 35 (74% de rendimiento).

fj’ D Br'ﬁi’

’CHZOTs ’CH2N3

anl w

5.5.2.b. Procedimiento general de acoplamiento peptidico
Se toman 0,073 mmoles del Fmoc-aminoécido unido a resina de Wang
(37) y se desprotege del grupo Fmoc segin metodologia general 5.4.3, para
obtener la resina 38.
Luego, la resina 38 (0,073 mmoles) se suspende en 3 mL de una mezcla
de DCM:DMF (2:1). Por otro lado, en un tubo de ensayo se disuelven 3
equivalentes del AA,-Fmoc, 3 equivalentes de EDC.HCI y 3 equivalentes de
HOBt en 3 mL de DCM:DMF (2:1), transcurridos 5 minutos de agitacion se
agrega esta solucién sobre la resina. La mezcla se agita durante 3 horas a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se toman unos granos de resina, se
lavan con DCM (3 x 1 mL), MeOH (3 x 1 mL), y se realiza con ellos el test de
Kaiser (5.3.2.) para verificar la finalizacion de la reaccion. En el caso de que el
resultado del test sea positivo, se contindia agitando la mezcla de reaccién por
3 horas mas y luego se repite el test. Cuando el resultado de dicho test es
negativo (indica la finalizacion de la reaccion), se filtra y se lava la resina
repetidas veces y en forma sucesiva con DMF (3 x 5 mL), DCM (3 x 5 mL), y
MeOH (3 x 5 mL). Luego se seca en desecador. Se obtiene asi el dipéptido 39

que se utiliza directamente en el siguiente paso de sintesis.

iharidi o AA,-Fmoc
®/\AA1-Fmoc Piperidina 30% @AAA1 2 ®/\AA1—A/-\2-Fmoc
DMF
37

EDC.HCI / HOBt
38 DCM:DMF (2:1) 39

5.5.2.c. Obtencion de N-propiolil aminoacidos

En 500 pL de DMF a 0° se disuelven 20 equiv. de &cido propidlico (33,
1.46mmol, 90 pL) y 10 equiv. de DIC (0.73mmol, 112 pL). Después de unos
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minutos, se forman unos cristales que se redisuelven agregando 500 pL de
DCM. La solucién resultante se agrega sobre la resina 40 (0.073 mmol)
solvatada en DCM y se agita magnéticamente, a temperatura ambiente,
durante 2 horas. Luego de este tiempo, se filtra y se lava la resina sucesiva y
alternadamente con DCM (3 x 5 mL), DMF (3 x 5 mL), AcOEt (3x5mL) y un
lavado final con DCM, y se seca en desecador. Se obtiene asi la resina 41 que

se utiliza directamente en el siguiente paso de sintesis

O O
RS S
W\ + HO % —_— ®/\(AA)n \\
40 a-ik 33 41 a-ik

n=1,2

5.5.2.d. Obtencidn de triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas mediante

cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por cobre
Método 1

Se agregan a la resina 41 (0.073 mmol, suspendidos en 3 mL de THF) 10
equiv de DIPEA (0.73mmol, 127 pL), 0.5 equiv de Cul solubilizados en piridina
y 2 equivalentes de la azida 35 (0.146 mmol, 37.3 mg) y se agita durante 2-18 h
a t° ambiente. Luego de este tiempo, se lava la resina obtenida 45 con THF,
DMF, Piperidina 10% en DMF, and CH,Cl,.

Método 2

Se agregan a la resina 41 (0.073 mmol, suspendidos en 3 mL de DCM) 0.3
equiv de Tetrakis(acetonitrilo)cobre(l)hexafluorofosfato (0.0146 mmol, 6 mg) y 2
equivalentes de la azida 35 (0.146 mmol, 37.3 mg), y se agita durante 2-18 h a
t® ambiente. Luego de este tiempo, se filtra y se lava la resina obtenida 45 con
THF, DMF, piperidina 10% en DMF, and CH,Cl..

z O ! O
CH,N3 —N_/
41 a-ik 35 45 a-ik

0 ¥ s cul 7 s
+ Br > L» Br=T d
@A (AA)nJ&\\ O];NJ:{/, [(CH3CN),Cu]PFg ;NJ/ N=N

(AA)
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5.5.2.e. Obtencion de triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas 46 y/o 47

Se toman 0.073 mmol de la resina 45, se aplica la metodologia general 5.4.1
para separar el compuesto de su unién a la misma, obteniéndose 46. Para la
transformacion de 46 en su éster metilico, se emplea el procedimiento general
5.4.2. Por ultimo, luego de una purificacion mediante columna cromatografica

(hexano-AcOEt) se aisla el producto deseado 47.

Br Br
H S 1) TFA 10% T S
sy _oow e
’ _ N 1y
oo L NN o o i M\ o
I\ N —N./
45 a-ik 1
(AR, (AR),0R

46a-ik R'=H —]
CH,N,

47a-ik R'= CHy<—

5.5.2.f. Sintesis y caracterizacion de los compuestos correspondientes a
la biblioteca de triazolil aminoacil (peptidil) penicilinas en fase sdlida

2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-2-
iNmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)acetato de metilo (47a)

BrBE,_ s . Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3 dipolar y
Oj;,\@:\ " en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia
’\N%H o Oeneral 552e., se obtuvieron 253 mg (0,049
4 o N\/Qo/ mmoles) del compuesto 47a representando un 43%
de rendimiento total basado en la carga inicial de la resina de Wang (5 pasos
de reaccion desde 37a), previa purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion: solido blanco amorfo.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.57 (s, 3H, CHa), 1.59 (s, 3H, CHj3), 3.79 (s,
3H, CHs), 4.25 (d, J= 5,64 Hz, 2H, Gly CH,), 4.37 (m, 1H, CH,), 4.42 (m, 1H,
CH), 4.70 (dd, J;= 12,6 Hz, J,= 3 Hz, 1H, CH,), 5.64 (s, 1H, CH), 7.63 (t, J=
5,64 Hz, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, CH). RMN de **C (CDCl;, 300MHz) & 24.5
(CHg3), 33.2 (CH3), 40.9 (CH,), 48.3 (CH,), 52.5 (CH3), 58.5(C), 63.6 (C), 67.9
(CH), 78.4 (CH), 126.1 (CH), 143.1 (C), 159.9 (CO), 165.6 (CO), 169.7 (CO).
IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1747 cm™ (CO ester), 1672 cm™ (CO amida).

HRMS-ESI (m/z): 531.9260 [M+Na]" calc. para C14H17BraNs04S: 531.9265.
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(2S)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)-3-metilbutanoato de metilo (47b)

BrBr-. }\ Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3 dipolar y
oj;N SN en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia
\N’ N

’ \;Srn o general 5.5.2.e., se obtuvieron 19,6 mg (0,035
47b o} ;VZ(O/ mmoles) del compuesto 47b representando un 50%
de rendimiento total basado en la carga inicial de la
resina de Wang (5 pasos de reaccion desde 37b), previa purificacion por
cromatografia en columna utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt
con polaridad creciente.
Caracterizacion: aceite incoloro.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.00 (d, J= 3.4 Hz, 3H, Val CHs), 1.02 (d, J=
3.4 Hz, 3H, Val CH3), 1.57 (s, 3H, CHs), 1.59 (s,3H, CHs), 2.28 (m, 1H, CH),
3.77 (s, 3H, OCHs), 4.31 (m, 1H, CH>), 4.41 (m, 1H, CH), 4.70 (m, 1H, CH,),
4,72 (m, 1H, CH), 5.68 (s, 1H, CH), 7.57 (d, J= 9Hz, 1H, NH) 8.32 (s, 1H, CH).
RMN de *C (CDCl;, 300MHz) & 17.9 (Val CHs), 19.1(Val CHs), 24.5 (CHs),
31.4 (CH), 33.3 (CH3), 48.3 (CHy), 52.3 (OCHg), 57.1 (CH3), 58.6(C), 63.5 (C),
67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.4 (CH), 143.2 (C), 159.7 (CO), 165.6 (CO), 171.7
(CO).IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1666 cm™ (CO
amida).
HRMS-ESI (m/z): 573.9729 [M+Na]"; calc. para CisH19BrNsNa0O,S: 573.9735.

(2S)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida) propanoato de metilo (47c)

Br Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3 dipolar y
E S N . . . Ve
o ] NJ\ en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia
O

:‘;\N'EN general 5.5.2.e., se obtuvieron 25 mg (0,048 mmoles)

47¢ Léﬁ“ylfo/ del compuesto 47c representando un 35% de

rendimiento total basado en la carga inicial de la

resina de Wang (5 pasos de reacciéon desde 37c), previa purificacion por

cromatografia en columna utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt
con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.
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RMN de 'H (CDCls, 300MHz) & 1.54 (d, J= 7.2 Hz, 3H, Ala CHa), 1.57 (s, 3H,
CHa), 1.60 (s, 3H, CHs), 3.78 (s, 3H, OCHa), 4.40 (m, 1H, CH,), 4.40 (m, 1H,
CH), 4.68 (m, 1H, CH,), 4.79 (m, 1H, CH), 5.63 (s, 1H, CH), 7.59 (d, J= 8.8 Hz,
1H, NH) 8.15 (s, 1H, CH). RMN de *C (CDCls, 300MHz) & 18.4 (CHs), 24.5
(CHs), 33.2 (CHs), 47.8 (CH), 48.3 (CH,), 52.6 (OCHs), 58.6 (C), 63.5 (C), 67.9
(CH), 78.4 (CH), 125.9 (CH), 143.3 (C), 159.2 (CO), 165.5 (CO), 172.7
(CO).IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1666 cm™ (CO
amida).

HRMS-ESI (m/z): 545.9416 [M+Na]"; calc. para C15H19BraNsNaQ,S: 545.9422.

(25)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-ikmetil)-1H-1,2 3-triazol-4-carboxamida)-3-(1H-indol-3-il) propanoato de
metilo (47d)

I§r

Empleando el método 1 de cicloadicién 1,3 dipolar

Br S
:I;NJ_‘\ y en los pasos subsiguientes aplicando la
) \;S]/H o metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron 11,04

N\/[(
d T - mg (0,017 mmoles) del compuesto 47d

47d N
?/@ representando un 25% de rendimiento total basado
N en la carga inicial de la resina de Wang (5 pasos de

reaccion desde 37d), previa purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacioén: aceite amarillento.

RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.56 (s, 3H, CHa), 1.59 (s, 3H, CHa), 3.42 (d, J
= 5.8 Hz, 2H, CH,), 3.69 (s, 3H, OCHj3), 4.37 (m, 1H, CH,), 4.39 (m, 1H, CH),
4.64 (d, J = 11.2 Hz, 1H, CH,), 5.10 (m, 1H, CH), 5.61 (s, 1H,CH), 6.90-7.58 (m,
5H arom), 7.63 (d, J = 7.8, 1H, NH), 8.12 (s, 1H, CH). RMN de *3C (CDCls,
300MHz) & 24.5 (CH3), 28.1 (CH,), 31.9 (C), 33.2 (CH3), 48.3 (CH,), 52.5 (CHy),
58.5 (C), 63.6 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 109.9 (C), 111.2 (CH), 118.6 (CH),
119.6 (CH), 122.2 (CH), 122.9 (CH), 126.0 (CH), 127.3 (C), 129.9 (C), 136.1
(C), 143.3 (C), 159.3 (CO), 165.5 (CO), 171.8 (CO).IR: (film) 1797 cm™(B-
lactama), 1743 cm™ (CO éster), 1666 cm™ (CO amida).

HRMS-ESI (m/z): 639.0019. [M+H]" calc. para C,3H25Br.Ng0,4S: 639.0025.
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(2S5)-2-(1-(((25)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-imetil)-1H-1,2 3-triazol-4-carboxamida)-3-(4-hidroxifenil)  propanoato  de

metilo (47e)

Bt o Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3 dipolar
Br =
O];NJ\ y en los pasos subsiguientes aplicando la

:\N\’i%rH o metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron 17,4 mg
o N}/Z(O/ (0,035 mmoles) del compuesto 47e representando
e \Q un 36% de rendimiento total basado en la carga
on Inicial de la resina de Wang (5 pasos de reaccion
desde 37e), previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como
solvente de elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion: aceite amarillo claro.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.56 (s, 3H, CHs), 1.58 (s, 3H, CHa), 3.12 (m,
2H, CHy), 3.75 (s, 3H, OCHg), 4.36 (m, 1H, CH,), 4.38 (m, 1H), 4.65 (q, J= 11
Hz, 1H, CH,), 5.01 (m, 1H, CH), 5.62 (s, 1H, CH), 6.69-7.04 (m, 4H , ArH), 7.53
(d, 1H, NH, J= 8.6 Hz), 8.09 (s, 1H, CH).RMN de **C (CDCl;, 300MHz) & 24.5
(CHg3), 33.2 (CHg), 37.6 (CHy), 48.3 (CHy), 52.4 (CH3), 53.3 (CH), 58.4 (C), 63.6
(C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 115.5 (CH), 126.1 (CH), 127.4 (C), 130.4 (CH), 143.0
(C), 155.0 (C), 159.34 (CO), 165.5 (CO), 171.3 (CO).IR: (film) 1795 cm™(B-
lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1655 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 637.9678 [M+Na]"; calc. para C,;H23BrNsNaOsS: 637.9684.

(2S)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)-3-fenilpropanoato de metilo (47f)

Bl o Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3 dipolar y
Br N
OJ;NJ\ en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia

’\N\Iig/H o general 5.5.2.e., se obtuvieron 17,1mg (0,028
o Nf/[(O/ mmoles) del compuesto 47f representando un 36%
4 \® de rendimiento total basado en la carga inicial de la

resina de Wang (5 pasos de reaccion desde 37f),
previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como solvente de
elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.
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RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.57 (s, 3H, CH3), 1.59 (s, 3H, CHa), 3.22 (m,
2H, CH,), 3.73 (s, 3H, OCHs), 4.38 (m, 1H, CH) 4.68 (dd, J;=12,58 Hz, J,=
2.7Hz , 2H, CHy), 5.05 (m, 1H, CH), 5.64 (s, 1H, CH), 7.16-7.31 (m, 5H , ArH),
7.54 (d, J=8.46 Hz, 1H, NH), 8.19 (s, 1H, CH). RMN de **C (CDCls, 300MHz) &
24.5 (CH3), 33.2 (CH3), 38.2 (CH,), 48.3 (CH>), 52.4 (CHs), 53.2 (CH), 58.5 (C),
63.6 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.1 (CH), 127.2 (CH), 128.6 (CH), 129.2
(CH), 135.7 (C), 143.0 (C), 159.34 (C0O), 165.5 (C0O), 171.3 (CO).

IR: (film) 1789 cm™*(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1672 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 599.9910 [M+H]"; calc. para C1H23BraNs04S: 599.9915.

(2S)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)-4-(metiltio) butanoato de metilo (479)

Br Empleando el método 2 de cicloadicién 1,3 dipolar y
ERE - N
o NJ\ en los pasos subsiguientes aplicando la
© NN metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron 6,4 mg
\/SO/‘/N\:J(O/ (0,01 mmoles) del compuesto 479 representando un
479 § 17% de rendimiento total basado en la carga inicial
/S

de la resina de Wang (5 pasos de reaccion desde
37g), previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como
solvente de elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacioén: aceite incoloro.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.57 (s, 3H, CHs), 1.60 (s, 3H, CHs), 2.04-2.33
(m, 2H, CH,), 2.11 (s, 3H, Met CHs), 2.6 (t, J= 7.4 Hz, 2H, CH,), 3.79 (s, 3H,
OCHg), 4.38 (m, 1H, CH>), 4.40 (m, 1H, CH), 4.69 (dd, J;= 11 Hz, J.= 1.4 HZ,
1H, CHy), 4.93 (m, 1H, CH), 5.64 (s, 1H, CH), 7.67 (d, J= 8.4 HZ, 1H, NH), 8.17
(s, 1H, CH). RMN de '3C (CDCIls;, 300MHz) & 15.4 (CHs), 24.5 (CH3), 30.0
(CHy), 31.9 (CH3), 33.2 (CHy), 48.3 (CHy), 51.2 (CH), 52.6 (CH3), 58.5 (C), 63.5
(C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.1 (CH), 143.2 (C), 159.5 (CO), 165.6 (CO),
171.7 (CO). IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1660 cm™
(CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 605.9450 [M+Na]"; calc. para C17H23BraNsNaO,S,: 605.9456.

(2S5)-2-(1-(((25)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptan-
2-iDmetil)-1H-1,2.3-triazol-4-carboxamida)-3-hidroxibutanoato de metilo (47h)
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S Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3 dipolar y
Br= -
OJ;NJ_\ y en los pasos subsiguientes aplicando la
‘\N’B\%/H o metodologia 5.5.2.e., se obtuvieron 10,2 mg (0,018
N

47h 4 2/[(0/ mmoles) del compuesto 47h representando un 30%

-
OH de rendimiento total basado en la carga inicial de la

resina de Wang (5 pasos de reaccion desde 37h), previa purificacion por
cromatografia en columna utilizando como solvente de elusién Hexano-AcOEt
con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite amarillento.

RMN de *H (CDCIls, 300MHz) & 1.30 (d, 3H, CH3, J= 6.4 Hz), 1.58 (s, 3H, CH3),
1.60 (s,3H, CHs), 3.80 (s, 3H, OCHj3), 4.41 (m, 1H, CH,), 4.45 (m, 1H, CH), 4.47
(m, 1H, CH), 4.70 (dd, J;= 12 Hz, J,= 2.2 Hz, 1H, CH,), 4,78 (dd, J;=9 Hz, J,=
2.8 Hz, 1H, CH ), 5.64 (s, 1H, CH), 7.82 (d, J= 9, 1H, NH), 8.19 (s, 1H, CH).
RMN de **C (CDCl3, 300MHz) 5 19.9 (CHs), 24.5 (CHj3), 33.3 (CHs), 48.3 (CH>),
52.7 (CHgz), 57.1 (CH), 58.5 (C), 63.6 (C), 67.9 (CH), 68.1 (CH), 78.4 (CH),
126.2 (CH), 143.1 (C), 160.1 (CO), 165.6 (CO), 170.9 (CO). IR: (film) 1789 cm’
! (B-lactama), 1743 cm™ (CO ester), 1670 cm™ (CO amida).

HRMS-ESI (m/z): 575.9522 [M+Na]"; calc. para C1sH21Br,NsNaOsS: 575.9528.

(2S)-2-(2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)acetamido)-3-fenilpropanoato
de metilo (47fa)

st s . Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3
oj;""/f N dipolar y en los pasos subsiguientes aplicando
’\N\;%rH o la metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron

s o) N\J(” o 33,9mg (0,051 mmoles) del compuesto 47fa

0 representando un 37% de rendimiento total

basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de reaccién desde
37f), previa purificaciéon por cromatografia en columna utilizando como solvente
de elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.

RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 1.57 (s, 3H, CHs), 1.60 (s, 3H, CHs), 3.11 (ddd,
Ji= 21 Hz, Jo= 14 Hz, J;= 6 Hz, 2H, CHy), 3.70 (s, 3H, OCHj3), 4.11 (d, J= 5.7
Hz, 2H, CH,), 4.36 (m, 1H, CH>), 4.46 (m, 1H, CH), 4.69 (dd, J,= 13 Hz ,J,= 3.8
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Hz, 2H, CH,), 4.89 (m, 1H, CH), 5.65 (s, 1H, CH), 6.70 (d, J= 7.6, 1H, NH),
7.07-7.22 (m, 5H , ArH), 7.79 (t, J= 5,7 Hz, 1H, NH,), 8.25 (s, 1H, CH). RMN de
13C (CDCl3, 300MHz) & 24.5 (CHs), 33.2 (CHs3), 37.8 (CH,), 42.9 (CH,), 48.4
(CH,), 52.4 (CHs), 53.2 (CH), 58.5 (C), 63.6 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.2
(CH), 127.1 (CH), 128.6 (CH), 129.2 (CH), 135.7 (C), 142.9 (C), 160.2 (CO),
165.6 (CO), 168.14 (CO), 171.8 (CO). IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1745 cm"
1 (CO ester), 1690 cm™ (CO amida).

HRMS-ESI (m/z): 678.9943 [M+Na]"; calc. para Cz3H26BroNgNaOsS: 678.9944.

(2S)-2-((2S5)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)-4-metilpentanamido)

propanoato de metilo (47ci)

B s Empleando el método 1 de cicloadicion 1,3
o\/‘;Nrj\ \ dipolar y en los pasos subsiguientes aplicando

\N;NS//H o la metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron
o N%N#O 5,2mg (0,008 mmoles) del compuesto 47ci

4tci \ﬁH g representando un 13% de rendimiento total
basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de reaccién desde
37c), previa purificacibn por cromatografia en columna utilizando como
solvente de elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacién: aceite incoloro.
RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 0.95 (m, 6H, Leu CHs), 1.41 (d, 3H, J= 7.2 Hz,
Ala CHg), 1.56 (s, 3H, CH3), 1.59 (s, 3H, CHj3), 1.68 (m, 2H, CH,), 1.69 (m, 1H,
CH), 3.74 (s, 3H, OCHs), 4.32-4.40 (m, 2 H, CH, y CH), 4.59 (m, 1H, CH), 4.66-
4.72 (m, 2H, CH, y CH), 5.63 (s, 1H, CH), 6.79 (d, J= 6,8 HZ, 1H, NH), 7.46 (d,
J= 8,8 Hz, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, CH). RMN de *C (CDCl;, 300MHz) & 18.2
(CHg3), 21.9 (CHg), 22.8 (CH3), 24.5 (CHj3), 24.6(CH), 33.2 (CHs3), 41.1 (CHy),
48.0 (CH), 48.4 (CH,), 51.4 (CH), 52.4 (CHg3), 58.5 (C), 63.7 (C), 67.87(CH),
78.4 (CH), 126.2 (CH), 143.1 (C), 159.7 (CO), 165.6 (C0O), 171.1 (C0O), 173.3
(CO).
IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1660 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 659.0253 [M+Na]"; calc. para C,1H3Br,NgNaOsS: 659.0257.
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(2S5)-2-(2-(1-(((25)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]

heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)acetamido)propanoato de

metilo (47ca
Bt o Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3

Br B
OJ;NJ_:\ N dipolar y en los pasos subsiguientes aplicando
\N\;NS//H o la metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron
N
o \/[(”#O 15,6mg (0,026 mmoles) del compuesto 47ca
~

47ca o representando un 42% de rendimiento total

basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de reaccion desde
37c), previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como
solvente de elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.

RMN de 'H (CDCls, 300MHz) & 1.43 (d, J=7 Hz, 3H, Ala CH3) 1.57 (s, 3H,
CH3), 1.60 (s, 3H, CH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.17 (m, 2H, CH>), 4.33-4.80 (m,
2H, CH,), 4.41 (m, 1H, CH), 5.65 (s, 1H, CH), 6.90 (d, J= 7Hz, 1H, NH ), 7.85
(m, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, CH). RMN de *3C (CDCIls, 300MHz) & 18.2 (CHs),
24.5 (CHg), 33.2 (CHg), 40.9 (CH,), 42.9 (CH,), 48.2 (CH,), 52.5 (CH3), 58.5(C),
63.6 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.3 (CH), 153.8 (C), 165.6 (CO), 167.8 (CO),
168.1 (C0O), 173.3 (CO).

IR: (film) 1789 cm™(B-lactama), 1740 cm™ (CO ester), 1665 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 602.96213 [M+Na]® calc. para Ci7H2BroNgNaOsS:
602.96313.

(25)-2-((2S5)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]

heptan-2-i)metil)-1H-1,2 3-triazol-4-carboxamida)-4-metilpentanamido)-3-(4-

hidroxifenil) propanoato de metilo (47ei)

B s . Empleando el método 2 de cicloadicion

Br=—
L
\N%H o o+ aplicando la metodologia general 5.5.2.e.,
N
o \/QN se obtuvieron 16,1mg (0,022 mmoles) del
ei >7H O\
(0]

compuesto 47ei representando un 30% de

1,3 dipolar y en los pasos subsiguientes

47
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rendimiento total basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de
reaccion desde 37e), previa purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion: aceite incoloro.

RMN de 'H (CDCl3, 300MHz) & 0.90 (d, J= 6.2 Hz, 3H, Leu CHs), 0.93 (d, J=
6.2 Hz, 3H, Leu CHs), 1.59 (s, 3H, CH3), 1.59-1.76 (m, 2H, CH,), 1.61 (s, 3H,
CHg), 2.97 (dd, J:= 14 Hz, J,= 6,54 Hz 1H, CH,), 3,10 (dd, J;= 14 Hz, J,=5,4
Hz 1H, CH,), 3.76 (s, 3H, OCHs), 4.33 (dd, J;= 14 Hz, J,=10.9 Hz, 1H, CH)),
4.51 (dd, J;= 11 Hz, J,=3.4 Hz, 1H, CH), 4.59-4.67 (m, 1H, CH), 4.74-4,86 (m,
2H, CHy CHy), 5.71 (s, 1H, CH), 6.46 (d, J= 8,4 Hz, 2H arom), 6.76 (d, J= 8 Hz,
1H, NH), 6.84 (d, J= 8,4 Hz, 2H arom), 7.37 (d, J= 8.4 Hz, 1H, NH), 8.22 (s, 1H,
CH). RMN de *3C (CDCls, 300MHz) & 21.9 (CHs), 22.9 (CHs), 24.7 (CHs), 33.2
(CH3), 36.5 (CHy), 39.9 (CHy), 48.4 (CHy), 51.1 (CH), 52.5 (CH), 53.0 (CH)
58.0 (C), 63.6 (C), 68.2 (CH), 78.5 (CH), 115.3 (CH), 126.9 (CH), 130.3 (CH),
142.8 (C), 155.0 (C), 159.8 (C0O), 166.7 (CO), 170.8 (CO), 171.9 (CO). IR: (film)
1789 cm™(B-lactama), 1747 cm™ (CO ester), 1670 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 751.05135 [M+Na]’; calc. para C27H34BraNgNaOgS:
751.05195.

(2S)-2-((2S9)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptan-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida)-4-metilpentanamida)-3-

fenilpropanoato de metilo (47fi)

Br Empleando el método 1 de cicloadicién 1,3

Brj;r’ 3\
o § z Noy
N\sng o aplicando la metodologia general 5.5.2.e., se
N
4 \//<Nl O: obtuvieron 24,3mg (0,034 mmoles) del
. H
47fi >7 Y ~

compuesto 47fi representando un 49% de

dipolar y en los pasos subsiguientes

rendimiento total basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de
reaccion desde 37f), previa purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion: sélido blanquesino amorfo.

RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 0.91 (d, J= 5.6 Hz, 3H, CHs), 0.92 (d, J= 5.6
Hz, 3H, CHs), 1.57 (s, 3H, CHa3), 1.60 (s, 3H, CHs), 1.59-1.76 (m, 3H, CH y
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CHy,), 3.04 (dd, J;= 13,7 Hz, J,= 6,3 Hz , 1H, CH,), 3.14 (dd, J;= 13,7 Hz , J,=
5,7 Hz , 1H, CH,), 3.69 (s, 3H, OCHj3), 4.37 (dd, J;= 13,3 Hz, J,= 10 Hz, 1H,
CH,), 4.49 (dd, J;= 10 Hz , J,= 3.9, 1H, CH), 4.60 (m, 1H, CH), 4.70 (dd, J;=
13,3Hz , J,= 3.9, 1H, CH,), 4.87 (m, 1H, CH), 5.66 (s, 1H, CH), 6.75 (d, J= 8
Hz, 1H, NH), 7.04-7.15 (m, 5H arom), 7.38 (d, J= 8.2 Hz, 1H, NH), 8.26 (s, 1H,
CH). RMN de *3C (CDCls, 300MHz) & 21.9 (CHs), 22.9 (CHs), 24.5 (CH), 24.6
(CHs), 33.3 (CH3), 37.9 (CH,), 40.7 (CH,), 48.4 (CH,), 51.3 (CH), 52.3 (CH),
53.2 (CH) 58.5 (C), 63.7 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 126.2 (CH), 127.0 (CH),
128.5 (CH), 129.2 (CH), 135.6 (C), 143.0 (C), 159.7 (CO), 165.6 (CO), 171.0
(CO), 171.8 (CO). IR: (film) 1797 cm™ (B-lactama), 1744 cm™ (CO ester), 1670
cm™ (CO amida).

HRMS-ESI (m/z): 735.05518 [M+Na]’; calc. para  Co7Hz4BroNegNaOsS:
735.05704.

(2S9)-2-((2S,3S9)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0] heptan-2-ilmetil)-1H-1,2.3-triazol-4-carboxamida)-3-metilpentanamida)-

3-fenilpropanoato de metilo (47fj)

B Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3
Br=— o
O];NJ_\ dipolar y en los pasos subsiguientes aplicando

—\N\’iér“/ 5 /g@ la metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron
o /N 28,4 mg (0,039 mmoles) del compuesto 47fj
il g(H 0 - representando un 40% de rendimiento total
basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de reaccién desde
37f), previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como solvente
de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion:.aceite amarillo claro.
RMN de 'H (CDCl3, 300MHz) & 0.86 (t, J=7,2 Hz ,3H, lle CHs), 0.93 (d, J= 6.6
Hz, 3H, lle CHs), 1.13 (m, 1H, lle CHy), 1.48 (m, 1H, lle CH,), 1.55 (s, 3H, CH3),
1.57 (s, 3H, CHg3), 1.96 (m, 1H, lle CH), 3.05 (dd, J,= 13,8 Hz, J,= 6,3, 1H, Phe
CHy), 3.13 (dd, J;= 13.8 Hz, J,= 5.9, 1H, Phe CH,), 3.68 (s, 3H, OCH3), 4.39
(m, 1H, CH,), 4.51 (m, 2H, CH), 4.73 (m, 1H, CHy), 4.90 (m, 1H, CH), 5.66 (s,
1H, CH), 6.72 (d, J= 8 Hz, 1H, NH), 7.06-7.21 (m, H arom.), 7.57 (d, 1H, NH,
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J=9.2 Hz), 8.35 (m, 1H, CH). RMN de **C (CDCIs, 300MHz) & 11.1 (CH3), 15.5
(CHs), 24.5 (CHg3), 24.8 (CHy), 33.1 (CH3), 37.2 (CH), 38.0 (CH>), 48.3 (CH,),
52.4 (OCHs), 53.1 (CH), 57.4 (CH), 58.2 (C), 63.7 (C), 67.7 (CH), 78.4 (CH),
126.2 (CH), 127.0 (C), 128.5 (CH), 129.2 (CH), 135.6 (CH), 143.2 (C), 159.6
(CO), 165.5 (CO), 170.3 (CO), 171.9 (CO).

IR: (film) 1795 cm™ (B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1643 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 751.02874 [M+K]"; calc. para Cy7H34Br.KNgOsS: 751.03097.

(25)-2-((2S5)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]

heptan-2-il)metil)-1H-1,2.3-triazol-4-carboxamida)-3-metilbutanamida)-3-

fenilpropanoato de metilo (47fb)

Bt o Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3

Br B
O:]/:NJ__\N dipolar y en los pasos subsiguientes
\N%/H o aplicando la metodologia general 5.5.2.e., se

N
0 \/QN ° obtuvieron 26,8 mg (0,037 mmoles) del
47fb -— H ~

@ compuesto 47fb representando un 38% de

rendimiento total basado en la carga inicial de la resina de Wang (7 pasos de
reaccion desde 37f), previa purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacién: solido blanco amorfo.

RMN de *H (CDCls, 300MHz) & 0.94 (t, J= 7.2 Hz , 6H, Val CHa), 1.55 (s, 3H,
CHa), 1.59 (s, 3H, CHs), 2.19 (m, 1H, Val CH), 3.05 (dd, J;= 14 Hz, J,= 6,5Hz,
1H, Phe CH,), 3.12 (dd, J;= 14 Hz, J,= 6 Hz, 1H, Phe CH,), 3.68 (s, 3H, OCHs),
4.37 (dd, J;= 13,4 Hz, J,= 10,3 Hz, 1H, CHy), 4.52 (m, 1H, CH), 4.53 (m, 1H,
CH), 4.71 (dd, J.= 13.4 J,= 4.2, 1H, CH,), 4.91 (m, 1H, Val CH), 5.66 (s, 1H,
CH), 6.79 (d, 1H, NH, J= 8 Hz), 7.07-7.18 (m, 5H, ArH), 7.60 (d, J= 9 Hz , 1H,
NH), 8.36 (s, 1H, CH). RMN de *3C (CDCls, 300MHz) & 18.0 (CHs), 19.2 (CHs),
24.4 (CHs), 31.1 (CH), 33.2 (CHj3), 38.0 (CH,), 48.4 (CHy), 52.3 (OCHy), 53.1
(CH) 58.1 (CH), 58.6 (C), 63.7 (C), 67.7 (CH), 78.4 (CH), 126.3 (CH), 127.1
(CH), 128.5 (CH), 129.2 (CH), 135.6 (C), 143.2 (C), 159.7 (CO), 165.6 (CO),
170.3 (C0O), 171.8 (CO).

IR: (film) 1789 cm™ (B-lactama), 1737 cm™ (CO ester),1645 cm™ (CO amida).
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HRMS-ESI (m/z): 721.04279 [M+Na]"; calc. para CysH3:BroNgNaOsS:
721.04139.
(2S)-2-((2S)-1-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazole-4-carbonil)pyrrolidina-2-carboxamida)-3-

fenilpropanoato de metilo (47fk)

Bl o Empleando el método 2 de cicloadiciéon 1,3 dipolar
Bre— o
OJ;NJ\ y en los pasos subsiguientes aplicando la
= N
NN metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron 21,3 mg
(0]
. N HN (0,030 mmoles) del compuesto 47fk representando

D”'”\% ¢~ un 30% de rendimiento total basado en la carga
inicial de la resina de Wang (7 pasos de reaccion desde 37f), previa
purificacion por cromatografia en columna utilizando como solvente de elusion
Hexano-AcOEt con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.

RMN de 'H (CDCls, 300MHz) & 1.58 (s, 3H, CHs), 1.60 (s, 3H, CHa), 1.9 (m,
2H, CHy), 2.32 (m, 2H, CHy), 2.91-3.20 (m, 2H, Phe CH,), 3.70 (s, 3H, OCHj3),
3.73 (m, 2H, CH>), 4.07 (m, 2H, CH,), 4.40 (m, 1H, CH) 4.44 (m, 1H, CH,),4.67
(m, 1H, CH,), 4.76 (m, 1H, CH), 4.85 (m, 1H, CH), 5.64 (s, 1H, CH), 6.90 (m,
1H, NH), 7.06-7.22 (m, 5H , ArH), 7.45 (t, J=8 Hz, 1H, NH), 8.25 (s, 1H, CH).
RMN de *3C (CDCls, 300MHz) & 24.2 (CHs), 24.4 (CH,), 25.1 (CH,), 25.5 (CH,),
33.2 (CHg3), 37.9 (CHy), 48.1 (CHy), 49.3 (CHy), 52.2 (OCHj3), 53.1 (CH), 58.5
(C), 60.8 (CH), 63.6 (C), 67.9 (CH), 78.4 (CH), 114.4 (C), 126.8 (CH), 128.2
(CH), 128.4 (CH), 128.7 (CH), 129.1 (CH), 135.9 (C), 144.5 (C), 149.9 (C),
165.5 (C0O), 168.4 (CO), 170.5 (C0O), 171.9 (CO).

IR: (film) 1789 cm™(B-lactama),1745 cm™ (CO ester),1681 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 734.99935 [M+K]"; calc. para: CosH30BroKNgOsS: 734.99967.

(2S5)-2-((2S)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]

heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxamida)-4-metilpentanamido)-4-

metilpentanoato de metilo (47ii)

Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3 dipolar y en los pasos

subsiguientes aplicando la metodologia general 5.5.2.e., se obtuvieron 16,72
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Br mg (0,024 mmoles) del compuesto 47ii

Br -
NJ__\ representando un 25% de rendimiento total

\N’N;NS//H o basado en la carga inicial de la resina de Wang
4 N%N/gi (7 pasos de reaccion desde 37i), previa
i >/H g purificacion por cromatografia en columna
utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizacion: aceite incoloro.

RMN de 'H (CDCls, 300MHz) & 0.82-0.97 (m, 12 H, Leu CHs), 1.55 (s, 3H,
CHg), 1.58 (s, 3H, CH3), 1.50-1.80 (m, 4H, Leu CH,), 1.63-1.81 (m, 2H, 2CH),
3.72 (s, 3H, OCHg), 4.35 (dd, J;= 13,7 Hz, J,=10 Hz 1H, CH;), 4.49 (dd, J;= 10
Hz, J,= 3,9 Hz,1H , CH), 4.60 (m, 1H, CH), 4.68-4.72 (m, 2H, CHy CH,), 5.65
(s, 1H, CH), 6.80 (d, J= 8 HZ, 1H, NH), 7.49 (d, J= 8,4 Hz, 1H, NH), 8.32 (m,
1H, CH). RMN de C (CDCl;, 300MHz) & 21.9 (CHa), 22.0 (CHs), 22.6 (CHa),
22.8 (CHs), 24.5 (CHs), 24.7 (CH), 24.8 (CH), 33.2 (CHs), 41.1 (CH,), 41.4
(CH,), 48.4 (CHy), 50.7 (CH), 51.3 (CH), 52.4 (OCHj3), 58.5 (C), 63.7 (C), 67.8
(CH), 78.4 (CH), 126.2 (CH), 143.1 (C), 159.7 (CO), 165.6 (C0O), 171.3 (CO),
173.3 (CO).

IR: (film) 1789 cm™*(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester),1651 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 679.08736 [M+H]"; calc. para Co4H37BraNgOsS: 679.09074.

(25)-2-((2S,35)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0xo0-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0] heptan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxamida)-3-

metilpentanamida)-3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo (47¢j)

Br Empleando el método 2 de cicloadicion
Br= S . .
NJ‘\ 1,3 dipolar y en los pasos subsiguientes
(6] B

’\N’N:N W o o aplicando la metodologia general 5.5.2.e.,
\/SO//N@. N/§®/ se obtuvieron 21,2 mg (0,029 mmoles) del

47¢j g(H 4 O~ compuesto 47ej representando un 29% de
rendimiento total basado en la carga inicial

de la resina de Wang (7 pasos de reaccion desde 37e), previa purificacion por
cromatografia en columna utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt

con polaridad creciente.

Caracterizacion: aceite incoloro.
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RMN de 'H (CDCls, 300MHz) & 0.92 (d, 3H, Leu CHs, J= 6.2 Hz), 0.93 (d, J=
6.2, 3H, Leu CHgs,), 1.59 (s, 3H, CH3), 1.59-1.76 (m, 2H, CH,), 1.61 (s, 3H,
CHa), 2.91-3.16 (m, 2H, CH,), 3.76 (s, 3H, CHs), 4.33 (m, 1H, CHy), 4.51 (m,
1H, CH), 4.62 (m, 1H, CH), 4.80 (m, 1H, CH), 5.71 (s, 1H, CH), 6.44-6.85 (m, H
arom), 6.76 (d, J= 8 Hz, 1H, NH), 7.37 (d, J= 8.4 Hz, 1H, NH), 8.22 (s, 1H, CH).
RMN de *C (CDCl3, 300MHz) & 21.9 (CHs), 22.9 (CHs), 24.7 (CHs3), 33.2 (CH3),
36.5 (CHy), 39.9 (CH,), 48.4 (CHy), 51.1 (CH), 52.5 (CH), 53.0 (CH) 58.0 (C),
63.6 (C), 68.2 (CH), 78.5 (CH), 115.3 (CH), 126.9 (CH), 130.3 (CH), 142.8 (C),
155.0 (C), 159.8 (CO), 166.7 (CO), 170.8 (CO), 171.9 (CO).

IR: (film) 1789 cm™*(B-lactama), 1745 cm™ (CO ester), 1645 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 729.06992 [M+H]"; calc. para C,7H35BraNgOeS: 729.0700.

(25)-2-(1-(((2S)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptan-

2-imetil)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxamida)-3-metilbutanoato de metilo (46b)

B Empleando el método 2 de cicloadicién 1,3 dipolar y

Br
OJ;NJ\ en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia

E\N/N:N H o general 5.5.2.e., se obtuvieron 20.3 mg (0.037

460 L}NS/(OH mmoles) del compuesto 46b representando un 38%
N de rendimiento total basado en la carga inicial de la

resina de Wang (4 pasos de reaccion desde 37b), previa purificacion por
cromatografia en columna utilizando como solvente de elusion Hexano-AcOEt
con polaridad creciente.
Caracterizcion: aceite incoloro.
RMN de *H (CDCl3, 300MHz) & 1.05 (m, 3H, CHs3), 1.06 (m, 3H, CH3), 1.57 (s,
3H, CHs), 1.58 (s, 3H, CHg3), 2.34 (m, 1H, CH), 4.37-4.50 (m, 2H, CH y CH,),
4.66-4.71 (m, 2H y CH), 5.68 (s, 1H, CH), 7.67 (d, 1H, NH, J= 8.4 Hz) 8.42 (s,
1H, CH). RMN de C (CDCls, 300MHz) & 17.9 (CHa3), 19.2 (CHs), 24.5 (CHs),
30.9 (CH), 33.3 (CHs), 48.3 (CH,), 57.4 (C), 58.6 (CH), 63.7 (C), 67.9 (CH),
78.3 (CH), 126.8 (CH), 142.8(C), 159.9 (CO), 160.3 (CO), 165.7 (CO). IR: (film)
1789 cm™(B-lactama), 1730 cm™ (CO,H), 1665 cm™ (CO amida).
HRMS-ESI (m/z): 559.95732 [M+Na]"; calc. para C1¢H21BroNsNaO,4S: 559.9579.

(2S5)-2-(1-(((25)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptan-

2-iDmetil)-1H-1,2.3-triazole-4-carboxamida)-3-fenilpropanoato de metilo (46f)
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Br Empleando el método 2 de cicloadicion 1,3 dipolar y
Bre———S . . ]
r ] NJ‘\ en los pasos subsiguientes aplicando la metodologia
(0] B

SV . general 5.5.2.e., se obtuvieron 21,4 mg (0,036

— O
\/éﬁN\:/Z(o mmoles) del compuesto 46f representando un 20%

46f $ H

de rendimiento total basado en la carga inicial de la
resina de Wang (4 pasos de reaccion desde 37f),
previa purificacion por cromatografia en columna utilizando como solvente de
elusién Hexano-AcOEt con polaridad creciente.
Caracterizcion: aceite incoloro.
RMN de 'H (CDCl3, 300MHz) & 1.53 (s, 3H, CHs), 1.56 (s, 3H, CH3), 3.26 (m,
2H, CHy), 4.35 (m, 1H, CH,), 4.47 (m, 1H, CH), 4.63 (1m, 1H, CH), 5.00 (m, 1H,
CH), 5.63 (s, 1H, CH), 7.16-7.29 (m, 5H , ArH), 7.44 (d, J=7.6 Hz, 1H, NH), 8.33
(s, 1H, CH). RMN de *C (CDCls, 300MHz) & 24.4 (CHs), 33.2 (CHs), 37.4
(CH,), 48.3 (CH,), 53.4 (CH), 58.6 (C), 63.7 (C), 67.8 (CH), 78.3 (CH), 127.2
(CH), 128.7 (CH), 129.3 (CH), 135.8 (C), 142.6 (C), 160.1 (CO), 165.7 (CO),
173.9 (CO). IR: (film) 1789 cm™ (B-lactama), 1740 cm™ (CO,H), 1670cm™ (CO
amida).
HRMS-ESI (m/z): 607.9573 [M+Na]"; calc. para CooH21Br,NsNa0,S: 607.9579.
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(v___g 6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Como ya se menciono a lo largo de este trabajo, la quimica medicinal se
encarga de estudiar y aplicar todos aquellos conceptos de la quimica organica
tradicional al desarrollo de sustancias que pudiesen contribuir de una u otra
manera a las ciencias farmacéuticas con respecto a los efectos bioldgicos que
las diversas sustancias quimicas pudiesen tener sobre el organismo humano.
Asi, la quimica medicinal es la ciencia que impulsa la investigacion y el
desarrollo de nuevos compuestos quimicos que sean adecuados para el uso

terapéutico.

Los compuestos obtenidos en este trabajo tienen en comun la presencia
de un anillo B-lactamico. Esta es una estructura heterociclica de gran valor en
quimica organica y medicinal, considerada ademas como una “estructura
privilegiada”, dada su ocurrencia en compuestos con un amplio rango de
actividades biolégicas. Mientras es bien conocida su importancia en terapias
antibacterianas, tanto en forma de antibiéticos como de inhibidores
enzimaticos, la comercializacion de compuestos B-lactamicos que inhiben la
absorcion de colesterol ha dado un nuevo impulso a la investigacion de este
tipo de estructuras. También se han encontrado estructuras B-lactdmicas con
actividad anticancerigena y neuroprotectora, asi como inhibidores del antigeno
prostatico especifico, de trombina y triptasa, de la proteasa del citomegalovirus

humano y de la cisteina proteasa, entre otras.

En este marco, este trabajo de tesis tuvo como objetivo la sintesis por
técnicas de quimica en fase sélida de diferentes derivados B-lactamicos con el

fin de generar bibliotecas de compuestos potencialmente bioactivos.

La sintesis en fase solida es una herramienta de gran utilidad para la
obtencion de compuestos organicos con alta eficiencia y para la generacion de
diversidad molecular en general. El objetivo primordial es acelerar el proceso
de sintesis ya que, al estar el producto final en una fase diferente al resto de los
componentes, se facilita la etapa de aislamiento, que es la mas laboriosa y

lenta de dicho proceso. Ademas presenta otros beneficios adicionales como la
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posibilidad de trabajar con solventes de alto punto de ebullicion, de eliminar de
etapas de purificacion y, en definitiva, de disminuir el tiempo de realizacién de
una secuencia sintética. Adicionalmente, la separacion espacial entre los
sustratos unidos al polimero es una ventaja fundamental en reacciones de
acoplamiento cruzado o ciclaciones intramoleculares, ya que se evitan

productos de homoacoplamiento y dimerizaciones indeseadas.

Presentamos aqui los resultados de dos estudios diferentes: la
funcionalizacion de monobactamas por introduccion de subestructuras a-
aminoacidicas mediante reaccion de Petasis y la diversificacion en el nucleo

penam de penicilinas mediante hibridacion molecular.

En el primer caso, se trata del proceso en fase sdlida dirigido a la
incorporacion de una subunidad a-aminoacidica en la posicion 3 del anillo 3-
lactdmico. Para ello se desarroll6 la sintesis de diferentes 3-amino-B-lactamas
unidas a soporte solido (24, Esquema 30). Estos compuestos fueron los
sustratos utilizados para la aplicacién de reaccién de multicomponentes de
Petasis y obtener con buenos rendimientos, una variada biblioteca de [-
lactamas monociclicas que poseen la funcionalidad aril o vinil glicina en
posicion 3 (26), Los compuestos sintetizados estan siendo evaluados contra
distintos  objetivos  biologicos (actividad antibacteriana, antifungica,

antiparasitaria, etc).
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La segunda parte del trabajo estuvo dirigido a la aplicacion de los
principios de la hibridacién molecular mediante conjugacion de una penicilina y
una porcidon peptidica, a través de un grupo triazol, dando origen a una
biblioteca de compuestos hibridos (Figura 20) que presentan varios puntos de

diversidad.

Penicilina<:| =Ro | N~
. N0
l$ Porcién

peptidica

IElG e 20)

Para la sintesis de esta biblioteca se tomaron diferentes aminoacidos o
dipéptidos unidos a resina de Wang (37 o 39, Esquema 31) que, luego de
eliminar el protector del grupo amino, se acoplaron con el acido propargilico
para obtener los N-propiolilaminoacidos(péptidos) inmovilizados (41). Por otro
lado se sintetizé la azidometilpenicilina 35 en tres pasos tomando como
material de partida el acido 6,6-dibromopenicilanico. Finalmente la conjugacién
entre las dos porciones se llevé a cabo mediante la cicloadicién 1,3-dipolar

catalizada por cobre.
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Esta reaccion demostré ser muy versétil y totalmente regioselectiva.

Ademas, en la mayoria de los casos, los triazoles se obtuvieron con buenos

rendimientos totales para los pasos de reaccion involucrados. Los resultados

preliminares de actividad anticancerigena de estos compuestos demostraron su

potencial importancia bioldgica.

Como conclusiones generales de este trabajo podemos mencionar:

El desarrollo una sintesis original de B-lactamas monociclicas
que incorporan una subunidad a-aminoacidica en la posicién 3
del anillo B-lactamico, aplicando la reaccion de

multicomponentes de Petasis en fase sélida.

La sintesis de una biblioteca de [-lactamas monociclicas
altamente funcionalizadas, las cuales se lograron obtener con

buenos rendimientos.

La validacion de la sintesis en fase sélida, que demostré ser
mucho méas conveniente y versatil que la quimica en solucion

para la obtencién de este tipo de compuestos.

El desarrollo y optimizacion de una metodologia versatil y
eficiente para la sintesis en fase sdlida de triazolil aminoacil
(peptidil) penicilinas, mediante la cicloadicion 1,3 dipolar

catalizada por cobre.

El estudio de la cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por cobre,
gue demostré que la misma tiene un amplio alcance y una

excelente regioselectividad.



&)
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La generacion de una biblioteca de variadas triazolil peptidil
penicilinas con buenos rendimientos totales para los pasos de

reaccion involucrados.

Evaluacion de actividad antibacteriana y anticancerigena de

varios componentes de la biblioteca generada.

La identificacion  de estructuras con potente y selectiva
actividad antiproliferativa y obtencion de informacién preliminar
sobre la relacion estructura-actividad de las moléculas
sintetizadas, lo que abre la posibilidad de futuros estudios para
completar el conocimiento sobre la  potencialidad

anticancerigena de estos derivados.
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7. ESPECTROS SELECCIONADOS
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