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RESUMEN

En el nuevo milenio, la sintesis organica se ha enfrentado a nuevos
desafios con respecto a la generaciéon de pequefias moléculas no solo para
encontrar compuestos lideres para el descubrimiento de farmacos, sino también
para mejorar nuestra comprension de diferentes procesos biologicos. La
capacidad de las moléculas pequefias para interactuar con las
biomacromoléculas e interrumpir su funcionamiento normal las ha convertido en
cruciales en Quimica Bioldgica, Nanomedicina y Genética Quimica, y ha
ampliado los horizontes de la sintesis organica. Los heterociclos estan casi
omnipresentes en productos naturales, asi como en muchos agentes
terapéuticos, siendo por tanto un factor clave en la generacion de pequefias

moléculas.

La presente tesis fue dirigida al disefio y sintesis de moléculas pequefias
formadas por compuestos hibridos que combinan una porcién penicilinica y otras
estructuras de interés a través de un heterociclo, y su posterior evaluacion

biologica frente a distintas lineas celulares tumorales.

En una primera instancia, se trabajo en la sintesis de moléculas formadas
por la unién de estructuras aromaticas y aminoacidicas mediante el heterociclo
1,3,4-oxadiazol. Posteriormente, y continuando con la misma linea de trabajo, se
acoplé una porcién penicilinica a diferentes cadenas aminoacidicas por medio

del mismo heterociclo.

La segunda fase del trabajo de Tesis fue direccionada a la obtencién de
compuestos hibridos 1,2,4-oxadiazélicos. En esta etapa se investigaron y
optimizaron diferentes metodologias para la formacion de compuestos

conteniendo los tres bloques estructurales de interés.

Finalmente, propusimos la sintesis de una estructura hibrida conteniendo
un anillo isoxazolico y una estructura penicilinica. El método popular para la
conjugacion de dos restos organicos a traves de este tipo de heterociclo es por
medio de una cicloadicion 1,3-dipolar entre un alquino y un oxido de nitrilo, que
permitié obtener los dos regioisdmeros en una proporcion diferente a la esperada

de acuerdo con la literatura. Ademas, se desarroll6 una estrategia paralela de

XX



cicloadicion de 6xido de nitrilo en fase soélida para sintetizar una variedad de

isoxazoles utilizando nuevamente la quimica de cicloadicion 1,3-dipolar.

Los resultados presentados en este Trabajo de Tesis representan una
interesante contribucion a la generacion de compuestos hibridos de interés
bioldgico. Se obtuvo a través de desafiantes procesos sintéticos una biblioteca
de hibridos que contienen anillos oxadiazol e isoxazol. Algunos de estos
compuestos presentaron interesantes niveles de selectividad en estudios de
actividad antiproliferativa, por lo cual pueden considerarse promisorios como

punto de partida en la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos.
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1.1. Quimica Medicinal y el desarrollo de nuevos farmacos.

La Quimica Medicinal es una disciplina en la que se aplican los principios
de la Quimica y la Biologia para la creacion de conocimiento que conduzca a la
obtencion de nuevos agentes terapéuticos. Por lo tanto, el objetivo principal de
la Quimica Medicinal es el disefio, la sintesis, la identificacion, la evaluacion e
interpretacion a nivel molecular del modo de accion de nuevos compuestos
biolégicamente activos. Asi como establecer relaciones entre la estructura

quimica y la actividad farmacolégica (IUPAC, Boletin N°13, 1970).1

El desarrollo de un nuevo farmaco (sustancia quimica que se utiliza para
prevenir o curar una enfermedad) requiere no solo el disefio y sintesis, sino que
también el desarrollo de métodos y procedimientos de prueba, que son
necesarios para establecer cdmo una sustancia opera en el cuerpo y su
idoneidad para su uso como farmaco. Por lo tanto, es un proceso en el que
resulta fundamental el conocimiento profundo del blanco biolégico sobre el que

se desea actuar.

Un farmaco es, por lo general, una molécula organica pequefia que activa o
inhibe la funcion de una biomolécula tal como una proteina o un receptor, lo cual
se traduce en un beneficio terapéutico en el organismo suministrado.? El efecto
farmacolégico de un farmaco se conoce como su actividad, mientras que la
medida cuantitativa de su efectividad como potencia. Los farmacos interfieren en
los procesos bioldgicos, por lo tanto, no existe farmaco seguro, aun el

paracetamol o la aspirina tienen efectos colaterales o sea efectos no deseados.

El padre de la Quimica Medicinal moderna fue Paul Ehrlich quien introdujo
los primeros conceptos para el Desarrollo Racional de Farmacos. Reconoci6
primero que, para la evaluacién de un farmaco, tanto conocer sus efectos
benéficos como sus efectos tdxicos era necesario e importante. Buscando
nuevos agentes antibacterianos, también reconocié que los farmacos mas
efectivos eran aquellos que tenian la mayor selectividad contra el

microorganismo respecto al hospedador.
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Figura 1: Disciplinas de las que se nutre la Quimica Medicinal

La quimica medicinal es considerada un &area de investigacion
interdisciplinaria ya que se nutre de otras disciplinas como la Quimica Organica,
la Fisicoquimica, la Quimica Computacional, la Bioquimica, la Biotecnologia, la
Biologia Molecular, la Microbiologia, entre otras (Figura 1).En los dltimos afios,
los grandes avances en las ciencias bioldégicas han permitido tener mayor
conocimiento sobre el cuerpo humano tanto a nivel celular como molecular, por
lo tanto, muchas de las industrias farmacéuticas y universidades han emprendido
proyectos de investigacion identificando en primera instancia una
biomacromolécula objetivo y diseflando posteriormente un farmaco que
interactle sobre ella.®

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 (Esquema 1).
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Esquema 1: Proceso de investigacion y desarrollo de un farmaco

Para el surgimiento de un nuevo farmaco se necesitan entre 10 y 15 afios
y el costo se estima entre 800 y mil millones de ddlares estadounidenses. Este
namero incluye el costo de miles de fracasos y se estima que, de 10000 o mas
compuestos que ingresan a investigacion y desarrollo (I + D), solo uno supera
todas las pruebas necesarias.

Como se menciond anteriormente, los cientificos trabajan para conocer o
identificar una biomacromolécula objetivo, es decir una diana terapéutica sobre
la cual actuar. Para ello se requiere conocer en profundidad la enfermedad que
desea tratar. Esto incluye comprender, por ejemplo, cuéles son los genes que se
encuentran alterados, su implicancia en las proteinas que codifican y como estas
proteinas interaccionan entre si en las células en las cuales se encuentran. Por
altimo, es necesario entender cémo las células afectadas cambian el tejido
especifico en el que se encuentran y finalmente analizar las repercusiones en el
organismo entero.

Una vez conocida la biomacromolécula objetivo, los pasos siguientes
involucran la identificacion de compuestos activos sobre esa diana terapéutica.
En este contexto, el cribado de alta capacidad o HTS (High Throughput
Screening) es una fase temprana que se encuentra en el nucleo del proceso de

descubrimiento de farmacos, el cual consiste en la evaluaciéon de miles de
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compuestos a una concentracion fija para obtener una respuesta de “si 0 no” en
términos de actividad de un objetivo biologico determinado utilizando un
bioensayo adecuado. Es una etapa tan importante que para su disefio e
implementacion es necesario el aporte de especialistas de distintas &reas
cientificas,* finalizando con el descubrimiento de compuestos lideres.> Un
compuesto lider tiene la actividad bioldgica o farmacoldgica deseada, pero suele
presentar también ciertas caracteristicas contraproducentes: alta toxicidad,
inestabilidad, problemas metabdlicos, actividades biolégicas secundarias, etc.
Por lo tanto, el compuesto lider es sometido a modificaciones quimicas para
mejorar asi sus caracteristicas y llegar a un compuesto “candidato” (lider
optimizado) que serd utilizado en las fases clinicas, que es la etapa anterior a la
aprobacion como farmaco comercial. La optimizacion de las estructuras lideres
requiere de estudios estructurales y computacionales para permitan resultados
que relacionen la estructura con la actividad (REA) y analizar también la forma
de interaccidén de la molécula con su objetivo bioldgico (docking). Este analisis
lleva a la sintesis de nuevos compuestos en funcién de los datos obtenidos. De
esta forma, se crea un “ida y vuelta” entre el quimico y el bidlogo, ya que es éste
el que realiza las pruebas in vitro y seran los resultados de las mismas las que
guiaran las nuevas modificaciones sintéticas hechas por el guimico, que seran
analizadas nuevamente por el biélogo en un proceso iterativo hasta llegar al
compuesto candidato.

A partir de este punto comienza la etapa de desarrollo, pasos necesarios
para que el farmaco pueda llegar a ser comercializado. EI compuesto candidato
(aquel que superé las pruebas bioldgicas in vitro) es sometido a pruebas
biologicas in vivo que consisten en la utilizacion de cultivos de células vivas y
modelos animales. Estas pruebas se clasifican en distintas fases:®

e Fase preclinica en la cual el farmaco se prueba en animales para
saber si pueden ser evaluadas en humanos.

e Fase | de las pruebas clinicas: donde se evaltua el farmaco en un
pequefio grupo de voluntarios sanos con el objetivo de determinar
efectos secundarios, dosis, farmacocinética (ADMET: absorcion,

distribucion, metabolismo, eliminacién y toxicidad).
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e Fase Il de las pruebas clinicas: en la cual se evalta el farmaco en
un pequefio grupo de personas enfermas para determinar la
efectividad.

e Fase lll de las pruebas clinicas: aqui se trata a un mayor nimero
de personas enfermas y donde se satisfacen los requerimientos de
eficacia y seguridad de los organismos regulares.

e Fase IV de las pruebas clinicas también llamada farmacovigilancia
que es una etapa de control del farmaco cuando ésta ya se

encuentra en el mercado.

El cancer puede clasificarse como una enfermedad multifactorial, que es
fomentada r4pidamente por una combinacion de factores genéticos,
epigenéticos y ambientales que trabajan juntos para la progresion de la

enfermedad.”

En la actualidad el cancer se ha transformado en uno de los problemas
sanitarios mas graves en todo el mundo, siendo una de las principales causas
de muerte. Generalmente esta patologia esta relacionada con la vejez, el estilo
de vida y los hébitos de las personas. Muchos factores han contribuido a lograr
un mayor grado de supervivencia en la poblacion: el diagnoéstico precoz, el

acceso universal a la atencion de la salud y los avances en las terapias.®

No obstante, el nUmero de casos nuevos de cancer aumentdé en
aproximadamente un 33% en la década 2005-2015, principalmente debido al

aumento demogréfico y al incremento de la esperanza de vida.®

En cuanto a esta enfermedad, vale aclarar ciertos conceptos: neoplasia
es el término que se utiliza en medicina para referirse a la formaciéon de un
neoplasma o tumor, es decir, cualquier crecimiento descontrolado de células o
tejidos anormales en un organismo. Con frecuencia, se utiliza la palabra tumor
para describir la inflamacion perceptible de un neoplasma. Cuando el neoplasma
no crece de forma agresiva ni descontrolada (neoplasma benigno) no invade los
tejidos adyacentes o cercanos y, por lo tanto, no se disemina a lo largo del
organismo. Por el contrario, cuando el neoplasma crece rapidamente invadiendo

los tejidos circundantes se disemina por todo el organismo (neoplasma maligno)
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por un proceso denominado metastasis (Figura 2). Cancer es la expresion

adecuada para referirse a los neoplasmas malignos.©

Tumor benigno Tumor maligno
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Figura 2: Diferencias entre tumor benigno y maligno.

Uno de los principales métodos para combatir esta enfermedad es la
guimioterapia. Inicialmente este tratamiento permite que los tumores presenten
una respuesta satisfactoria, reduciendo sus tamafos y la tasa de crecimiento.
Sin embargo, las células cancerosas posteriormente pueden generar
mecanismos para evadir los efectos toxicos de los farmacos quimioterapéuticos
desarrollandose de esta forma una enfermedad progresiva.'! Por esta razén es
importante continuar generando farmacos con estructuras quimicas nuevas y

gue presenten diferentes mecanismos de actividad intracelular.

El problema principal de la quimioterapia es la dificultad del farmaco de
distinguir entre las células cancerosas y las células normales. Esto genera
efectos adversos en las terapias que producen una serie de inconvenientes al
paciente debido a los efectos toxicos de los farmacos. En la actualidad existen
distintos enfoques que posibilitan que la terapia quimica sea lo menos agresiva
posible para el paciente. Algunos de estos enfoques estan basados en la
bdsqueda de nuevos medicamentos y combinaciones de ellos. Se trata de
encontrar farmacos que estén especificamente dirigidos a células cancerosas
preservando la viabilidad de las células normales. El desarrollo de farmacos que
actuen contra un blanco molecular especifico en las células cancerigenas se
conoce como terapia dirigida. A diferencia de la terapia convencional que tiene

un enfoque mas empirico y citotoxico en la cual los pacientes padecen los
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efectos secundarios en la terapia dirigida estos efectos estdn mucho mas

atenuados.®
1.2. Quimioterapia contra el cancer. Breve resefia historica.

La terapia quimica contra el cancer fue iniciada a partir de una familia de
compuestos quimicos denominados mostazas, miembros de los agentes
quimioterapéuticos alquilantes. Originalmente una subfamilia de éstas, las
mostazas sulfuradas, fueron utilizadas durante la Primera Guerra Mundial como
arma quimica, en el llamado “gas mostaza” (Figura 3).12 La exposicién a estos
compuestos producia la inhibicién de la formacion de la médula 6sea (aplasia).
Basado en estas observaciones, estos compuestos se tuvieron en cuenta para
el tratamiento de la leucemia. Durante la década de 1940 las mostazas fueron
extensamente estudiadas. Se destacaron los estudios de Gilman y Goodman en
colaboracion con Gustav Lindskog sobre los efectos citotoxicos sobre los tejidos
linfoides de mostazas nitrogenadas, también llamadas mustina (Figura 3) que

marcaron el comienzo real de la quimioterapia contra el cancer.?

S
N
mostaza sulfurada cI TN

(Gas mostaza) mostaza nitrogenada

Figura 3: Compuestos mostaza.

Afios mas tarde comenzaron a conocerse nuevas aproximaciones
quimioterapéuticas para tratar distintos tipos de céancer. En 1948 Farber, un
patologo pediatrico estadounidense, publicd su investigacion sobre el efecto de
la aminopterina, (Figura 4) un analogo del &cido fdlico, en la atenuacion temporal

de la leucemia aguada en nifios.

Sugirid que debido a que el acido folico favorece el crecimiento, un
antagonista de esta vitamina, podria tener cierto valor en el tratamiento contra la
leucemia. 14 En este sentido se desarrollaron otros analogos de acido félico como
el metotrexato que funcionaban como antagonistas con efectos prolongados

contra la leucemia (Figura 4).
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Figura 4: Analogos del &cido folico.

A principios de la década de 1950, a través de los trabajos de George H.
Hitchings, Gertrude B. Elion Howarde. Skipper y J. Richard Thomson se
evidenciaron los efectos anticancerigenos de la 6-mercaptopurina (Figura 5), un
analogo de purina que producia inhibicion de la sintesis del ADN en las células

cancerosas en un tipo de leucemia. *°

O

y
o

N
6-mercaptopurina

Figura 5: Estructura de la 6-mercaptopurina.

En la década siguiente. Irving S. Johnson, James G. Armstrong, Marvin
Gorman y J. Paul Burnett, del grupo de investigacién de productos naturales de
los laboratorios Lilly, encontraron actividad antilinfocitica en alcaloides extraidos
de la planta Vinca rosea Linn. Se han encontrado numerosos alcaloides
guimicamente relacionados entre si, de los cuales cuatro resultaron bioactivos:

vinblastina, vinleurosina, vincristina, vinrosidina (Figura 6).1°
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N H
CH3O

Vinrosidina

Figura 6: Alcaloides bioactivos extraidos de la planta Vinca rosea Linn.

Otros farmacos quimioterapéuticos de origen biol6égico muy importante es
el paclitaxel que se comercializa bajo el nombre de taxol (Figura 7) Se trata de
un alcaloide diterpeno que fue aislado de la corteza de Taxus brevifolia. Tiene
un mecanismo de accién unico el cual promueve polimerizacion y estabilizacion
de los microtibulos en las células vivas, lo que lleva a una inhibicion de la

replicacién celular.t’

OH
0o 0
o] /goé

Figura 7: Estructura del paclitaxel.
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1.3. Quimica Combinatoria e Hibridacién Molecular.

Debido a la gran demanda de compuestos requerida por la industria
farmacéutica en la busqueda de nuevos farmacos, es necesaria la obtencion de
una considerable cantidad de moléculas con potencial actividad biologica en el
menor tiempo posible y con la mayor heterogeneidad. Si bien los ensayos
biolégicos automatizados de alto rendimiento permiten analizar miles a cientos
de miles de compuestos a la vez, la quimica tradicional no puede aportar nuevos

compuestos con tanta rapidez.

En este sentido, la Quimica Combinatoria es una de las metodologias
desarrollada en las ultimas décadas por los investigadores de la industria
farmacéutica para reducir los costos y el tiempo asociados con la produccién de
nuevos compuestos para “alimentar” los equipos de screening bioldgico
automatizado. De esta manera se acelera el proceso de sintesis quimica y por
lo tanto aumenta la posibilidad de encontrar compuestos candidatos a ser

desarrollados como farmacos.

Mientras que la quimica clésica o tradicional busca obtener en cada etapa
un Unico compuesto, la Quimica Combinatoria es una estrategia que permite
construir rapida y simultaneamente grandes colecciones de compuestos, con

una amplia diversidad estructural (Esquema 2).18

auiMICA TRADICIONAL

A + B —= AB

QUIMICA COMBINATORIA,

A, B, AB, AR, AR A, B,

Ay B LTI P P Y | F— AR,
A _— -

A A '\_\H-| ."\_\H: ."'l_l.“_l. .......... £ 'i_\l'l"

Al B, AE AR A Bi..AB,

Esquema 2: A diferencia de la sintesis tradicional, en la que se obtiene un
producto por vez, los métodos de Quimica Combinatoria dan lugar a gran
cantidad de productos al mismo tiempo.

La Quimica Combinatoria puede ser llevada a cabo en un medio

homogéneo (fase liquida o disolucion) o heterogéneo (fase sdlida) donde el

11
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material que va a ser transformado se encuentra acoplado a un soporte sélido,
polimérico e insoluble en solventes organicos llamado resina. Por otra parte, en
los ultimos afos, la quimica de productos naturales ha estado volviendo a una
posicion prominente en la exploracion de compuestos bioactivos lo que ha
llevado a la industria farmacéutica a realizar nuevas inversiones en investigacion
de productos cuyo origen es vegetal, animal o de microorganismos. La enorme
diversidad quimica de estos productos ha inspirado a la Quimica Medicinal a
utilizarlos como plantillas para el descubrimiento de nuevos farmacos y la
planificacién de nuevos derivados sintéticos y semisintéticos.'® En este contexto,
la Hibridaciéon Molecular surge como una estrategia racional para el disefio de
nuevos prototipos basandose en el reconocimiento de las subunidades
farmacoféricas de dos o méas derivados con actividad biolégica, las cuales a
través de una fusién adecuada, conduce al disefio de una nueva arquitectura
hibrida que mantienen las principales caracteristicas de las plantillas originales

(Esquema 3).%°

Hibridacion Molecular

QD . O +
T OO Patat
\\\ I__A__J /’. ________ \
Farmacéforos

Esquema 3: Esquema general del proceso de Hibridacién Molecular.

El uso plantillas, cuyas propiedades fisicoquimicas y caracteristicas
farmacolégicas (mecanismo de accién, toxicidad, etc.) ya son conocidas lleva a

la posibilidad de desarrollo de nuevas quimiotecas de gran diversidad.

En la literatura hay numerosos trabajos en los que se utiliza esta estrategia
de sintesis con diferentes objetivos terapéuticos. Por ejemplo, Kuduk?! y
colaboradores quienes en 1999 propusieron la sintesis de hibridos de estradiol
con geldanamicina (antibiotico antitumoral que se une a la proteina chaperona
Hsp90 y provoca la degradacion de varias proteinas de sefalizacion
importantes) con el objetivo de obtener moléculas hibridas capaces de causar la
degradacion para inducir la degradacion selectiva del receptor de estrégenos
(ER) que esta altamente expresado en varios tipos de cancer mama (Esquema
4).

12
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sitio aceptor de

Michael
\ o
o}

-

unidad
espaciadora
variable

estradiol Q

geldanamicina

| Hibridacién molecular

unidad
espaciadora

estradiol

Molécula hibrida

espaciadores

Esquema 4: Ejemplo de hibridacion molecular: hibridos de estradiol con

geldanamicina.
1.3.1. Hibridacion Molecular y triazolilaminoacil-(peptidil)-penicilinas

Desde hace unos afios en nuestro laboratorio se trabaja en la aplicacién
de metodologias de sintesis en fase sélida a estructuras B-lactdmicas. Dado el
interés desde el punto de vista clinico que poseen estos compuestos, resulta
interesante el uso de diferentes derivados B-lactamicos para la generacion de
guimiotecas de compuestos potencialmente bioactivos. Entre las estructuras -
lactamicas, los derivados de penicilina son buenos candidatos dado su
interesante actividad biolégica, amplio espectro de actividad y baja toxicidad.??

Por otro lado se sabe que estructuras peptidicas poseen actividades
biolégicas interesantes?® al igual que estructuras heterociclicas tales como
triazoles, oxadiazoles, tiadiazoles, etc.?* Por lo tanto, la estrategia de hibridacion
molecular (HM)*® es una herramienta poderosa para la construccion de
guiomiotecas de compuestos de potencial interés bioldgico, llevadas a cabo
mediante la conjugacién de un derivado de penicilina con una porcion peptidica
0 aminoacidicas, a través de una estructura heterociclica, dando origen a una

serie de compuestos hibridos que presentan varios puntos de diversidad.

13
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Como antecedente de esta estrategia, en nuestro laboratorio se ha
logrado con éxito la fusion de un derivado de penicilina con una porcion
peptidica, a través de un grupo 1,2,3-triazol utilizando como metodologia la

sintesis en fase solida (Esquema 5). 2

X
H S, o
Q Y Cul/py or e S
/J\ ' N N\>\ o}
Z mQ o z [Cu(CH5CN),JPFg O ’-—
CH,N; 3CN)4]PFg ’\N\MAA;O

1 2 3 N=N

DCM

X
Y= S
N o
G S
=N “AA;OR?

N=N
R%*=H
R2= OMe:I RN,

Esquema 5: Esquema general de la sintesis de un derivado penicilanico unido

l TFA 10%

a una porcion peptidica a través de un grupo 1,2,3-triazol.

1.3.2. Estructuras B-lactamicas

El nombre lactama est4 dado a amidas ciclicas y es analogo al nombre
lactona dado a ésteres ciclicos. En la vieja nomenclatura, el segundo carbono en
un acido carboxilico alifatico se designa como alfa, el tercero como beta, y asi
sucesivamente. Asi, B-lactama es una amida ciclica con cuatro atomos en su
anillo. El nombre contemporaneo de este sistema anular es 2-azetidinona (Figura
8).26

/,/jl\\lH

)

Figura 8: B-lactama o 2-azetidinona
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La penicilina, una subclase de antibiético B-lactamico, se caracteriza por
la presencia de un anillo de tiazolidina substituido, fusionado con el anillo B-
lactdmico. Esta fusion y la quiralidad del anillo B-lactamico resulta en una
molécula una estructura conformacional en forma de “V” (Figura 9). Esto afecta
drasticamente la planaridad del enlace lactdmico y la resonancia del nitrégeno
lactdmico con el grupo carbonilo. En consecuencia, el anillo B-lactamico es

mucho mas sensible a la hidrélisis comparado amidas planas normales.?®

0

>\/HN s Penicilina G; R= Ph-CH,-

R /)ﬁ/ Penicilina V; R= Ph-OCH,-
o 5 CO,H

Penicilina en forma de "V"

Figura 9: Conformacién en “V” de la molécula de penicilina.
1.3.2.1 Importancia biologica de las estructuras B-lactamicas.

Los antibioticos B-lactdmicos siguen siendo los productos mas utilizados
en el tratamiento de enfermedades infecciosas. En estos antibioticos los
farmacoforos, es decir las partes responsables de la bioactividad en la molécula,
son estructuras biciclicas, conformacionalmente rigidas: cefams/cefems y
penams/penems (Figura 10). Estos farmacoéforos contienen el anillo B-

lactamico.?’

FO FD FJO JO

Penam Penem Cefam Cefem

X=8,0
Figura 10: Nucleos de los principales antibiéticos B-lactamicos.

Esta clase de compuestos interfieren con la biosintesis del peptidoglicano,
el componente principal de la pared celular bacteriana. Las moléculas
antibiéticas acilan irreversiblemente el sitio activo de la enzima transpeptidasa, y
como consecuencia, el entrecruzamiento de los filamentos de peptidoglicano no
puede tener lugar. Esto debilita la pared celular bacteriana, la célula sucumbe a

la alta presién osmética y estalla.?’
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Estas moléculas siguen siendo populares debido a su toxicidad limitada o
inexistente, su alta efectividad y su bajo costo, entre otros atributos. Los
compuestos B-lactdmicos, en general, son un gran grupo de compuestos que se
han utilizado no solo como terapia antimicrobiana sino también se han estudiado

como alternativa novedosa para el tratamiento del cancer.?®

Se han desarrollado algunas estrategias para usar B-lactamas en el
tratamiento del cancer: una de ellas es el uso de compuestos B-lactamicos como
profarmacos, donde la facil escisién del anillo B-lactdmico ayuda a lograr la
expulsion de un sustituyente en posicion 3" que funcionaria como el elemento

citotoxico (Esquema 6).

)j

COOH COOH

betalactamasa X = Droga

Esquema 6: Reaccién del profarmaco de cefalosporina. La enzima B-lactamasa
induce la escision hidrolitica del anillo de B-lactama, lo que provoca una reaccion
secundaria que conduce a la liberacién del medicamento contra el cancer en la
posicion 3°.

La estrategia de usar a los B-lactamicos como profarmacos se aplica a
terapias dirigidas que atacan a las células cancerosas de manera mas especifica
gue los medicamentos quimioterapéuticos convencionales. Particularmente se
utiliza en la técnica denominada Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy
(ADEPT)?® (Figura 11), en la que anticuerpos especificos de unién a las células
cancerigenas estan unidos a enzimas (B-lactamasas, en el caso de
cefalosporinas) que posibilitan la escision del profarmaco y liberacién del

elemento citotéxico.
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pradroga
resta Q n‘ -

protestor o
anzZima 0 b -00’-\#

anticuerpo 1
antigene  (J

Figura 11: Principio basico de ADEPT.

De hecho, la sintesis de nuevas estructuras como las B-lactamas N-
tioladas (Figura 12) resulté con una alta capacidad de inducir dafio en el ADN,
detencién del crecimiento y apoptosis en células cancerosas humadas

cultivadas.=°

Figura 12: B-lactama L-1 con actividad anticancerigena.

1.3.3. Oxadiazoles.

Los oxadiazoles son una importante clase de heterociclos presentes en

un gran niumero de moléculas biolégicamente activas.

Desde el punto de vista quimico, los oxadiazoles son anillos de cinco
miembros conteniendo un &tomo de oxigeno y dos de nitrégeno. En la literatura
mas antigua estos anillos eran llamados furadiazoles, debido a que eran
considerados como un nucleo de furano en el cual dos “CH” eran reemplazados
por nitrdgenos. Cuando se utilizaba este nombre, las posiciones relativas de los
atomos de nitrégeno se indican por las letras ay B°. Si bien actualmente se utiliza
una forma mas sistematica para identificar los diferentes tipos de oxadiazoles,
originalmente se conocian como “Azoxima” (al 1,2,4-oxadiazol) y “Furazan” (al
1,2,5-oxadiazol). Tiemann y Kruger,3' quienes prepararon el primer 1,2,4-

oxadiazol, propusieron el nombre “Azoxima” basandose en la vieja literatura
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alemana, pero el mismo ha quedado en desuso debido a la practicidad de la

nomenclatura sistematica.

Una de las propiedades que hacen de los oxadiazoles interesantes desde

el punto de vista de la quimica medicinal es su estabilidad en medio acuoso.

Los oxadiazoles son bases muy débiles debido al efecto inductivo del
heteroatomo extra. El reemplazo de dos grupos CH en el anillo de furano por dos
nitrogenos del tipo piridina (-N) reduce la aromaticidad del anillo de oxadiazol
resultante a tal punto que el oxadiazol exhibe un caracter de dieno conjugado.
Debido a la baja densidad electrénica en los atomos de carbono, el anillo de
oxadiazol es extremadamente resistente a sustituciones electrofilicas sobre
estos atomos. Sin embargo, si el anillo de oxadiazol esta sustituido con grupos
dadores de electrones, el ataque electrofilico ocurre sobre el a&tomo de nitrogeno.
El ataque nucleofilico es un poco mas complicado sobre el anillo de oxadiazol,
sin embargo, oxadiazoles sustituidos con halégenos pueden ser sometidos a
sustitucion nucleofilica con el reemplazo del atomo de halégeno por el

nucledfilo.32

De acuerdo con las posiciones relativas que pueden tomarlos atomos de
nitrdgeno y oxigeno, encontramos cuatro tipos diferentes de oxadiazoles o

isbmeros estructurales (Figura 13).

4 N N N aN-N
[ \/\Nz ||\\/N2 l\lll/\’N2 I \>2
°T0; >0 5770, 501

1,2,3-oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol
Figura 13: Diferentes isdbmeros estructurales del anillo oxadiazdlico.
1.3.3.1. Importancia biologica de los anillos oxadiazdlicos.

El descubrimiento de los oxadiazoles ha conducido al desarrollo de
compuestos de importancia medicinal con una amplia gama de actividades
bioldgicas: antibacterianos, antivirales, anticancerigenos, herbicidas, etc. Por lo
tanto, se consideran un scaffold para el proceso de descubrimiento y desarrollo

de nuevos farmacos.
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Entre los posibles isomeros estructurales, el 1,3,4-oxadiazol y el 1,2,4-
oxadiazol son los mas conocidos y mas ampliamente estudiados por los
investigadores debido a muchas propiedades quimicas Yy biologicas
significativas. En particular, el isémero 1,3,4-oxadiazol se ha convertido en un
importante bloque de construccion para el desarrollo de nuevos farmacos.
Compuestos que poseen el heterociclo 1,3,4-oxadiazol pueden tener un amplio
espectro de actividad biolégica como ser antibacterianos, antifingicos,
propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antivirales, anticancerigenos,
antihipertensivas, anticonvulsivas, antidiabéticas, entre otras.3® También han
despertado interés en la quimica medicinal como bioisésteros de acidos
carboxilicos, ésteres, y carboxamidas.3* Dichos grupos suelen ser inestables en
los medios biolégicos, lo que plantea un obstaculo para su uso en la estructura

de los candidatos a farmacos.3®

Actualmente pueden encontrarse en clinica médica algunos ejemplos de
farmacos que contienen un anillo 1,3,4-oxadiazol, tales como el Raltegravir®3®
(Figura 14), un agente antirretroviral para el tratamiento de la infeccion por VIH
producido por la compafiia farmacéutica Merck & Co, y Zibotentan®3” (Figura
15), un agente antineoplasico usado como via rapida para el tratamiento del

cancer de préstata, desarrollado por la empresa farmacéutica AstraZeneca.

o ®
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’—</ ,\\l H N\
A i,
O

Figura 14: Estructura de Raltegravir®
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\\< Zibotentan®

Figura 15: Estructura de Zibotentan®
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De forma similar, el anillo 1,3,4-oxadiazélico puede ser encontrado en
muchos otros compuestos biolégicamente activos.®® Particularmente, los 2,5-
disubstituidos 1,3,4-oxadiazoles han mostrado actividades como antibacterianos
(1),%° anticancerigenos,*® anticonvulsivantes (Il),** (Figura 16) antagonista de
receptores de benzadiazepina,*? entre otros. Ademas, estos heterociclos son
considerados buenos bioisosteros de esteres y amidas, que incrementan la
bioactividad debido a las interacciones puentes de hidrégeno con los

receptores*o®

N

N/
\

YNHZ
(e
N
2
/ |
\ N o o)
MeO LQ-F
Il

Figura 16: Estructuras de 2,5-disubstituidos 1,3,4-oxadiazoles con actividades
como antibacterianos (l) y anticancerigenos (ll)

Hasta el momento se conocen pocos ejemplos de productos naturales con
un nucleo de 1,2,4-oxadiazol o una estructura basada en él.** Los alcaloides
inddlicos 3-sustituidos, las fidianidinas A y B (Figura 17), han sido aislados por
Carbone y colaboradores del aeolid opisthobranch Phidiana militaris (especie de
molusco). Se tratan de inhibidores selectivos del transportador de dopamina DAT
y agonistas parciales del receptor opioide y. Ademas, fidianidina A y B no han

resultado ser citotoxicas.

N H N. N NH
N NH,
B 7 W/ \/\/\/NH« /—z/ \/\/\/NH—%2
| O-N NH b0 NH
N
N H
Fidianidina A Fidianidina B

Figura 17: Alcaloides naturales fidianidas Ay B.

El acido quisqualico es otro ejemplo de un producto natural con un ndcleo
de oxadiazol (Figura 18). Este metabolito se obtuvo de las semillas de Quisqualis
indicay Q. Fructusy es un fuerte agonista para los receptores AMPA (receptor
de glutamato inotropico) y de los receptores de glutamato metabotropico del

grupo.*3
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Figura 18: Estructura del &cido quisquélico.

Muchos derivados sintéticos de 1,2,4-oxadiazol han demostrado tener
diversas actividades bioldgicas de interés. Por ejemplo, el heterociclo 1,2,4-
oxadiazol se encuentra en varios farmacos como ser en ataluren** (lll) para el
tratamiento de la fibrosis quistica,*® en un receptor muscarinico (V) para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer?® y en varios potenciales agentes
anticancerigenos (VI)*’, en un agonista potente del receptor de la esfingosina 1-
fosfato (S1P1) (IV).*® Este receptor se encuentra en muchos tipos celulares
incluido los sistemas inmunitario, cardiovascular y nervioso central y esta
encargado de la sefalizacion para la ejecucion de muchos procesos celulares
incluida la diferenciacion celular, la migracion, la supervivencia, la angiogénesis,

la homeostasis del calcio, la inflamacién y la inmunidad.*® (Figura 19).

Qﬂik@* LmN\

-0
HO,C N

O\N

VI

Figura 19: Diferentes derivados sintéticos de 1,2,4-oxadiazol con diversas

actividades bioldgicas de interés.
1.3.4. Compuestos con el heterociclo isoxazol.

Los isoxazoles (a, Figura 21) son heterociclos de cinco miembros que
contienen atomos de oxigeno y nitrégeno en posiciones adyacentes. Los

analogos parcialmente saturados de isoxazoles se denominan isoxazolinas
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(b,c,d, Figura 20) y el analogo completamente saturado es isoxazolidina50 (e,
Figura 20)

O\ O\ O\ O\ O\
E//N L//N LNH L/NH LNH
b

a C e

Figura 20: Anélogos de isoxazoles
Los anillos de isoxazol se encuentran en productos naturales como el
acido iboténico (Figura 21).
HO

Y\>_<COZH
N

~0 NH,
Figura 21: Estructura del acido iboténico

El isoxazolilo es el radical univalente derivado del isoxazol. Se encuentra
un grupo isoxazolilo en muchos antibidticos resistentes a la betalactamasa, como

cloxacilina, dicloxacilina y flucloxacilina.®! (Figura 22).

Cl
o N’O/
— H \ H
N H o Cl N B o H o
© CO,H © CO,H © COo,H
cloxacilina dicloxacilina flucloxacilina

Figura 22: Antibioticos resistentes a la beta-lactamasa con anillos isoxazdlicos.

La guimica del isoxazol®? esta asociada con el nombre de Ludwig Claisen
quien reconoci6 en 1888 la estructura ciclica del producto (3-metil-5-
fenilisoxazol) que Ceresole®® habia obtenido en 1884 a partir de la accién de la

hidroxilamina sobre la benzoilacetona.

Estos también son la base de una serie de medicamentos como el inhibidor de
la cicloxigenasa 2 (cox-2)°* (Figura 23) o Danazol, esteroide heterocilclico usado

en el tratamiento de la endometriosis pélvica que recientemente ha sido
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aprobado para el tratamiento de la enfermedad quistica de la mama (Figura
24).%

~
~0 O

l
o
N
P

N-O O 0

Figura 23: Inhibidor de COX-2 Figura 24: Danazol
1.3.4.1. Importancia bioldgica de los isoxazoles.

Al igual que los oxadiazoles, los isoxazoles son heterociclos de gran
importancia desde el punto de vista medicinal ya que una gran variedad
compuestos quimicos, de origen natural o sintético, que contienen esta clase de
heterociclo presentan actividades bioldgicas beneficiosas para la salud humana
asociadas al anillo isoxazolico. Entre las propiedades terapéuticas podemos
encontrar antimicrobiales®®, antivirales®’, antiinflamatorios®®, antidiabéticos®®,

analgésicos®, anti-Alzheimer®!, anticancerigenos®?, entre otros.

Las propiedades anticancerigenas de compuestos con isoxazoles
resultan de gran interés para este trabajo de tesis. Uno de los blancos
terapéuticos al cual se dirigen muchos de estos compuestos es la proteina Hsp90
o proteina de shock térmico de 90 kDa, es una proteina chaperona que ayuda a
otras proteinas a plegarse adecuadamente, las chaperonas no determinan la
estructura terciaria del plegado de proteinas, pero ayudan a encontrar su
estructura de manera mas eficiente.®® Esta proteina chaperona esta involucrada
en la activacion de muchas proteinas algunas de las cuales son oncogénicas.%
Por lo tanto, inhibidores de esta chaperona pueden resultar eficaces en las
terapias anticancerigenas. Podemos mencionar por ejemplo el compuesto de la
Figura 2552 que es activo contra un amplio rango de lineas celulares tumorales

especialmente en cancer de mama.®®
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Figura 25: Derivado con nucleo de isoxazol activo contra un amplio rango de

lineas celulares tumorales especialmente en cancer de mama.

La proteina Hsp27 es otra proteina chaperona de shock térmico
relacionada con el proceso de metastasis de las células tumorales. Se ha
encontrado un derivado isoxazolico como el de la Figura 26 que inhibe la
migracion e invasion de células tumorales de mama de la linea celular humana

MDA-MB-231 sin tener efecros citotdéxicos en células normales.56

Figura 26: Derivado con nucleo de isoxazol activo frente a la linea celular
humana MDA-MB-231.

Otro de los blancos elegidos son los microtibulos que juegan un papel
crucial durante la division celular. Combretastatina A-4 (CA4), (Figura 27), un
producto natural aislado por Pettit y colab. en 1989%" del sauce sudafricano,
Combretum caffrum, este compuesto inhibe fuertemente la polimerizacion de la
tubulina® y es activo frente a una gran variedad de tumores. Kaffy®® y
colaboradores han sintetizado una serie de analogos a CA4, de los cuales un
4,5-diarilisoxazol fue prometedor en la inhibicion de la polimerizacion de tubulina

en células de adenocarcinoma de color humanas. (Figura 28).
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Figura 27: Combretastatina A-4 (CA4) Figura 28: Anélogo a CA4.

1.3.5. Metodologias de sintesis de heterociclos: 1,3,4-oxadiazol, 1,2,4-oxadiazol

e isoxazol.
1.3.5.1 Sintesis de 1,3,4-oxadiazoles disustituidos

En la literatura existen publicado una gran variedad de metodologias
destinadas a la sintesis de 1,3,4-oxadaizoles disustituidos. Dependiendo del tipo

de sustituyentes algunas metodologias se ajustan mejor que otras.

A continuacién, se describen algunos métodos para llevar a cabo la
sintesis de anillos 1,3,4-oxadiazdlicos directamente unidos a sustituyentes

alquilicos o arilicos.

1.3.5.1.1. Formacion de 2,5-diaril (alquil)-1,3,4-oxadiazoles a partir de
hidrazidas.

Las hidrazidas (acilhidrazinas) son los bloques de construccion mas
comunes para la sintesis de 2,5-diaril (alquil)-1,3,4-oxadiazoles 10. Pueden

reaccionar con acidos carboxilicos o aldehidos.

La reaccion entre una hidrazida 5 y un &cido carboxilico 6a (o derivado,
6b) conduce a la formacion de una N,N"-diacilhidrazina 19, la cual mediante una
ciclodeshidratacion da lugar al anillo 1,3,4-oxadiazélico 10. Mientras que la
reaccion entre una hidrazida 5 y un aldehido 7 conduce a la formacién de una N-
acilhidrazona 8, que por ciclacion oxidativa conduce a la formacién del anillo en

cuestion.”® Esquema 7.
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condiciones
de 0 R2
acoplamiento O Y
—
e} R N,NH
AU H cilodeshidratacion
R X N,N-diacilhidrazina
6-I, X =OH 9
6-11, X= ClI
o) R0
I e )—R?
R" “NHNH, N~
hidrazida 0 1,3,4-oxadiazol 2,5-disustituido
5 10
RZJJ\H
7 ciclacion oxidativa
x
condiciones R'" N
de Y \H R?
acoplamiento H
N-acilhidrazona
8

Esquema 7: Caminos de sintesis generales para la obtencion de 1,3,4-

oxadiazoles a partir de hidrazidas.

Muchos métodos para ciclodeshidratacién involucran condiciones
acidicas fuertes y con elevadas temperaturas. Los métodos mas populares
utilizan oxicloruro de fésforo (POCI3) como agente deshidratante. Otros agentes
usualmente utilizados son el &cido sulfurico, acido fosférico, acido
trifluoroacético, pentacloruro de fésforo, pentéxido de fésforo, cloruro de tionilo y
reactivos menos fuertes como derivados de carbodiimida, TsCl / piridina, cloruro
de trimetilsililo, PhsO / Tf20, PPh s/ CXa (X = ClI, Br, 1) y reactivo Burgess.3
Condiciones méas suaves pueden lograrse por medio de la formacién de
intermediarios de fosfonio o usando cloruro de 2-cloro-1,3-dimetilimidazolinio
(DMC), conduciendo a la activacion del resto hidrazida seguido de la ciclacion
para dar el anillo 1,3,4-oxadiazélico. Por lo general estos métodos requieren
mucho tiempo de reaccion. Aprovechando la oxofilicidad de los agentes
fosforilados que inician el proceso de deshidratacion, un método mas suave para
la deshidratacion de las hidrazidas es usando PPhs bajo condiciones redox de

Mukaiyama.**
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Entre los métodos usados para el acoplamiento de las benzohidrazidas
5a con acidos carboxilicos 6a como agente acilante podemos nombrar una
estrategia one-pot en cual se utiliza carbonildiimidazol (CDI) como activante
seguido de ciclacion con PPhs y CBrs en diclorometano como solvente de
reaccion (Método a, Esquema 8).7%

Ademas, podemos mencionar la utilizacién de Deoxo-fluor y iPr2NEt en
diclorometano como solvente a 0°C como una buena alternativa para la
formacién de esta clase de heterociclo. EI Deoxo-Fluor funciona como un
eficiente promotor del acoplamiento y/o acoplamiento/ciclodehidratacion de

acidos carboxilicos con aminas (Método b, Esquema 8).72

Stabile ha introducido otro método one-pot en el que el &cido carboxilico
6a se condenso eficientemente con benzohidrazida 5a utilizando TBTU como
activante para producir N,N”-diacilhidrazina correspondiente como intermediario,
continuado por una reaccion de ciclodehidratacion mediada por cloruro de tosilo
(TsCl) con varias bases tales como DBU, trietilamina, piridina y carbonato de
potasio, llevada a cabo en varios solventes para lograr 2,5-disustituido-1,3,4-

oxadiazol (Método ¢, Esquema 8)."3

I I
+ - O
NHNH, ROOH  aboc N' )R
5a 6-1 N
10a

a: iPr2NEt, K,COj3;, DIPEA, Deoxo-Fluor, CH,Cl,, 0°C,
b: i) CDI, PPh3, CBr4, CH,Cl,
c: i) TBTU, DIPEA, MeCN, ta, ii) DIPEA, TsCl, ta

Esquema 8: Reaccion one-pot de formacion del nucleo 1,3,4-oxadiazol a partir
de una benzohidrazida 5a y un acido carboxilico 6-I.

Como dijimos, las hidrazidas 5 también pueden ser condensadas con
aldehidos 7. El producto de acoplamiento es una N-acilhidrazona 8 que mediante
ciclacion oxidativa da lugar al 1,3,4-oxadiazol disustituido 10.

Existen diversos meétodos (a-g) para la ciclacion oxidativa del
intermediario N-acilhidrazona 8 que consumen diferentes agentes oxidantes.

Podemos mencionar los siguientes (Esquema 9):
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e Periodinano Dess-Martin (DMP) en distintos solventes como diclorometano,
dimetilformamida (DMF) y acetonitrilo (método a),”*

¢ N-clorosuccinimida (NCS) y 1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU) en
diclorometano (método b),”®

e Hipoyodito de terc-butilo (‘BuOl), generado in situ a partir de 'BuOCl y Nal en
varios solventes como agua, etanol y muchos mas (método c),”®

e Diacetato de yodobenceno en diclorometano (DCM) (método d),’’

e Cloramina T en etanol (método e),’®

e (diacetoxiiodo) benceno (DIB) en DCM (método f),”®

e Cantidad catalitica de Cu(OTf)2, Cs2COs3 y oxigeno del aire bajo proteccion

de nitrégeno (método g).8°

condiciones
Ide ot OsR? Condiciones para la R

O Q acoplamiento ciclacién oxidativa YO
L + — > R NH | )—R?

R'” “NHNH 2 NN N

2 R® 'H H métodos: a,b,c,d,e,f,g N
hidrazida N-acil hidrazona 1.3 4-oxadiazol
5 7 8 2,5-disustituido

10

Esquema 9: Formacion de 1,3,4-oxadiazoles a partir de hidrazidas y aldehido.

La reaccion de formaciéon de 1,3,4-oxadiazoles a partir de aldehidos
puede llevarse a cabo en forma one-pot utilizando diferentes reactivos (métodos

a-c) (Esquema 10).

0 o) RL o

+ i R?

R1JJ\NHNH2 Rzﬂ\H N\N/>_

, . a,b,c
hidrazida
5 7 1,3,4-oxadiazol
2,5-disustituido
método a: CAN 1 mmol 10

meétodo b: TCCA, EtOH
método c: Nano (ZnO-TiO2)

Esquema 10: Reaccion one-pot de formacién de 1,3,4-oxadiazol a partir de
hidrazina y aldehido.

e nitrato de amonio cérico (CAN) en diclorometano (DCM) (método a),8?

e 4cido tricloroisocianurico (TCCA) en etanol (método b),??
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e Oxido combinado de nano-zinc y diéxido de titanio [nano (ZnO-TiO2)] como

catalizador en etanol a temperatura de reflujo (método c¢)&

1.3.5.2. Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles disustituidos.

Existen dos caminos o enfoques clasicos® para la sintesis de anillos
1,2,4-oxadiazolicos basados en nitrilos: por un lado, mediante la obtencion del
intermediario amidoxima (Enfoque 1) y por otro lado mediante la cicloadicién 1,3-

dipolar de nitrilos con N-6xidos de nitrilo. (Enfoque 2)

* Enfoque 1: se basa en la obtencion de un intermediario de amidoxima 11 el
cual es O-acilado y finalmente el aducto formado 12 es sometido a condiciones
de ciclacion. La ciclacién se puede lograr tratando la O-acilamidoxima 12 con
bases como NaH o NaOEt a temperatura ambiente, por calentamiento en
solventes como piridina®, o usando un catalizador como el fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF) en THF como solvente en condiciones suaves de

temperatura.®® (Esquema 11):

NOH O O-acilacién R' NH, ciclacisn R\
P f e RN ddin Ren
R NH, R%Z ~x -HX I, H20 N~
N\ 2 O
3 ] 0" "R
12 13
6-1, X= OH
6-II, X=Cl,
6-111, X= O(CO)R
6-IV, X= OR

Esquema 11: Camino sintético general de obtencion de 1,2,4-oxadiazoles

basado en la formacion y ciclacion de O-acilamidoximas.

En el caso de los oxadiazoles sintetizados a partir de amidoximas
(Enfoque 1), el agente acilante puede ser un &cido carboxilico o un derivado

(cloruro de acido, éster o anhidrido).

v Acilacion de amidoximas con acidos carboxilicos

La acilacion de amidoximas mediante acidos carboxilicos requiere de la

activacion del grupo funcional acido con un reactivo activante para la generacion
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de un buen grupo saliente. Existen una gran variedad de reactivos que actian
como activadores del grupo carboxilico como ser: 1- [3- (dimetilamino) propil] -3-
etilcarbodiimida (EDC), diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,1'-carbonildiimidazol
(CDI), O-(benzotriazol-1-il), N, N, N ', N'-tetrametiluronio-tetrafluoroborato
(TBTU) y sus analogos (HATU, HOBt, HOAt) y el reactivo Burgess ha sido
ampliamente utilizado en condiciones de reflujo exhaustivo con DMF o piridina,
para facilitar la obtencion del 1,2,4-oxadiazol por O-acilacidn, en un proceso de
un solo paso. Estos agentes tienen como obijetivo facilitar la purificacién de los
productos por extraccion o filtracion simple liquido-liquido.®” (Figura 29).

/
N
N OO 28
N=C=N %/N\H/N\// _/ PN O/
— N=C=N 0 (0] ©
EDC Dce CDI Reactivo de Burgess
S /
BF4 N /
H3C),N -
TN ek, TN o
N 2 ° OH
Cry Gy oo
N/® N+ /N ~ .
\ H ¢ N/ N N
00 (
0] OH
TBTU HATU HOBt HOAt

Figura 29: Activantes de 4cidos carboxilicos

Dentro de la variedad de reactivos activantes resulta interesante el uso
del anhidrido propilfosfénico (T3P®), (Figura 30). Agustine®y colaboradores han
demostrado que T3P® funciona como un reactivo eficaz y suave para la sintesis

en one-pot de 1,2,4-oxadiazoles.

Figura 30: Anhidrido propilfosfénico (T3P®)

v Acilacion de amidoximas con anhidridos de acidos carboxilicos
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Otro derivado de acido ampliamente utilizado es el anhidrido de acido 6-111.
Kaboudin y Malekzadeh® reportaron la sintesis de derivados oxadiazélicos 13 a
partir de amidoximas 11 y anhidridos de &cido 6-111 en un medio acuoso en
condiciones de reflujo durante 12 h y en ausencia de catalizadores (Esquema
12).

NOH R’

2 N

1 + RCO0 . Y Vg
R" “NH, H,0 N<g
1 6-I11 reflujo, 12h 13

Esquema 12: Sintesis general del anillo 1,2,4-oxadiazdlico a partir de amidoxima

y anhidrido de &cido.

Una estrategia es usar el cloroformiato de etilo (14) como agente de
acoplamiento en la sintesis de algunos 1,2,4-oxadiazoles 2,5 disustituidos a

partir de acidos carboxilicos y arilamidoximas® (Esquema 13).

o NOH
Cl)kOEt O O Ar” "NHy Ar_ NH, AN

Qe 5 N5 G Iy () S
R” “OH K,CO;, K,COs N.o” R 120°C, 4h o
6-1 CH2C|2t.a 6-111 CH2C|2t.a 16 17

ciclacion
calentamiento
en seco

Esquema 13: Obtencién del anillo 1,2,4-oxadiazol usando cloroformiato de etilo
como agente activante.

v Acilacion de amidoximas con cloruros de acido

En cuanto a los cloruros de &cido, estos funcionan como &cidos
carboxilicos ya activados. Su uso estd ampliamente extendido y resulta una
alternativa limpia y eficaz. Una de las primeras publicaciones sobre esta
metodologia fue en 1884 por Tiemann y Kruger,®' en la cual se describe la
reaccion entre una amidoxima y un cloruro de acido como agente acilante. Como
ejemplo de esta metodologia podemos referenciar el trabajo de Mohammadi-
Khanaposhtani®® y colaboradores quienes reaccionaron diferentes

benzamidoximas 15 sustituidas con cloruro de 2-cloro acetilo (18) como agente
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acilante. Los cloruros de acilo al ser especies muy reactivas permiten reacciones
de O-acilacion a temperatura ambiente, dando lugar a las O-acilamidoximas. La
reaccion para formar intermedios de 1,2,4-oxadiazol 20 se llevo a cabo en

tolueno a reflujo (Esquema 14).

NOH 0 HCl
+ Cl ——— NH, —————
NH, \)kCI acetona anh. 7/ Tolueno reflujo /N

K,CO, TA. '™\ N, |
2uU3 O-/<\ O)\/CI

15 18 19 Cl 20

R1

Esquema 14: Sintesis general de 1,2,4-oxadiazoles a partir de amidoxima y
cloruro de &cido

Esta estrategia sintética también puede ser adaptada a una reaccién one-
pot en microondas mucho mas rapida y sencilla. Outirite®® y colaboradores
utilizaron nitrilos aroméaticos 21 en presencia de hidrocloruro de hidroxilamina y
carbonato de sodio en etilenglicol/agua 3:1 como solvente de reaccion. El
sistema se irradio durante 2 horas hasta reflujo (Esquema 15).

NHonHCL N32C03
(CHon)leQO 3:1 Ar
N

N
Ar—=N > N Ar
reflujo, MW, 2 h N\o>_

21 22

Esquema 15: Reaccion one-pot de formacion del nucleo 1,2,4-oxadiazélico a
partir de nitrilo aromatico.

Otra forma de reducir los tiempos de reaccion es por medio de la
irradiacion  con  ultrasonido.  Bretanha®?y  colaboradores utilizaron
tricloroacetoamidoxima y los cloruros de benzoilo sustituidos en acetato de etilo

como disolvente y redujeron los tiempos de reaccion hasta 15 minutos.

v" Acilacién de amidoximas con ésteres
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Segin Durden y Heywood®® la reaccion de los ésteres 6IV con las
amidoximas 11 (Esquema 16) puede regirse por los mismos factores que
gobiernan la hidrdlisis basica de los ésteres. La electrofilicidad del carbonilo y la
basicidad del anion desplazado, podria ser particularmente importante en la
facilidad de reaccién de los ésteres. Los ésteres simples de los &cidos
dicloroacético y tricloroacético y particularmente enol esteres de acidos alifaticos
0 aromaticos reaccionan como las amidoxima en forma directa para formar 1,2,4-

oxadiazol. En cambio, los esteres alifaticos como el acetato de etilo no da buenos

resultados.
0 OYRZ
1
NOH L, o RN
K L7 1 = L
R'”ONH, -H, -0
X R1J\NH2
5 _ 13
X=H o CH, 12
61V

Esquema 16: Sintesis general de 1,2,4-oxadiazol a partir de amidoxima y éster.

* Enfoque 2: basado en la cicloadicion 1,3-dipolar de nitrilos 23 con N-0xidos de
nitrilo 24 (Esquema 17):

Esquema 17: Reaccion general de formacion de 1,2,4-oxadiazoles a partir de
nitrilos y N-6xidos de nitrilo.

Esta metodologia podria ser una de las mas ventajosas debido al facil
acceso sintético y a la disponibilidad comercial de los materiales de partida. Sin
embargo, presenta desventajas desde el punto de vista quimico; la baja
activacion del triple enlace del grupo nitrilo hace que la reaccién sea menos
favorable. Por lo tanto, se necesitan condiciones severas cuando se utilizan
nitrilos no activados. La activacion del grupo nitrilo puede mejorarse mediante la
introduccidon de grupos R aceptores de electrones unidos al carbono CN. Otro

modo de activacion de nitrilo implica afectar el nitrilo a través del extremo
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opuesto, es decir, mediante la coordinacién a un centro metélico a través del
atomo de N (23"). Bokach®* y colaboradores encontraron que el centro de platino
(IV) en los complejos [PtCl4(RCN)2] proporciona una activacion suficientemente

fuerte de los nitrilos para ayudar a una facil cicloadicién [2 + 3] (Esquema 18).

R2
[PtV F-N=C-R?
, [PtV |—N /,‘\1
+ R 13
® © liberacion
R'-C=N-0 R2
24 N>/\Q
YN
R1
13

Esquema 18: Activacién del grupo nitrilo por medio de la coordinacién del
nitrégeno un centro de plativo (V).

1.3.5.3. Sintesis de isoxazoles

Los anillos isoxazélicos pueden sintetizarse por una gran variedad de
métodos muchos de los cuales estan reunidos en tres tipos de reacciones
generales: reacciones de cicloadicion, de condensacién y de ciloisomerizacion®®

(Esquema 19).

0
O-N=~R" reacciones de
24 cicloadicion
R3 — R2
25
reacciones
HO.. de R'" R2
IN O condensacion _ T
R'IJ\HJ\RS N\ R3
) (@]
R* 26
reacciones de 28
HO  cicloisomeriza-
N cion
R3——X Z

Esquema 19: Tipos de reacciones para la formacion de isoxazoles.
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A continuacion, solo vamos a ampliar algunas metodologias referidas a

las reacciones de cicloadicion.

Un método clasico para la conjugaciéon de dos restos organicos a traves
de un anillo de isoxazol 28 es por medio de una cicloadicion 1,3-dipolar entre un
alguino 25 y un 6xido de nitrilo 24. En 2005, Fokin®®y colaboradores reportaron
el primer ejemplo de sintesis de isoxazoles catalizada por metal por medio de
una cicloadicionl,3-dipolar como una variante de la reaccién de Huisgen
catalizada por Cu(l) entre alquinos y azidas para dar triazoles. La reaccién es
llevada a cabo a temperatura ambiente con una alta selectividad del 3,5-
regioisémero.®” Un aldehido 7 se convierte primero en el correspondiente
aldoxima 29 por reaccion con hidroxilamina. Sin aislamiento, la aldoxima 29 se
transforma en el 6xido de nitrilo correspondiente 24" utilizando cloramina-T
trinidrato, que actiia como un agente halogenante y una base. En presencia de
una cantidad catalitica de cobre (I) (obtenida por reaccién in situ entre Cu
metdlico y sulfato cuprico), el 6xido de nitrilo 24" generado in situ experimenta
una adicion gradual con acetiluro de cobre (I) a temperatura ambiente,
proporcionando el 3,5-disustituido isoxazol 28 °7 (Esquema 20).

1) NH,OH.HCI, NaOH

2) TsN(CI)Na.3H,0
3)=——R" (25)

0 Cu%/CuS0, (cat) N-O ”
RZJ\H > 2M
t . . R
; BUOH:H,0 (1:1), ta 08
NH,OH.HCI =R’
NaOH i 25°
OH Cu®/CuS0O, (cat)
N TsN(CI)Na.3H,0 6 o
ZJJ\ > R2—=N-0
R® H 24’
29

Esquema 20: Cicloadicion 1,3-dipolar entre un alquino 25 y un é6xido de nitrilo
24.

Afos mas tarde el grupo Fokin informo un catalizador de Ru (Il) para la
cicloadicion 1,3.dipolar de alquinos 25 con oxidos de nitrilo 24 que ocurre con
selectividad complementaria al proceso catalizado por Cu (I) para dar isoxazoles
3,4-disustituidos®® (Esquema 21).
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[Cp*RuCl(cod)] cat R!  R?

Et;N i

RI—=n20° ;s RR==R — — N \ R3
1,2-dicloroetano 0
24 25 10 h, ta 28

Esquema 21: Cicloadicion 1,3-dipolar de alquinos 25 y oOxidos de nitrilo 24

catalizada por Ru (Il).
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CAPITULO 2. OBJETIVOS GENERALES Y PLANEAMIENTO DE LA
SINTESIS
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2.1 Objetivos generales.

El objetivo de este plan de trabajo es lograr la obtencion de una quimioteca
de compuestos mediante HM de tres tipos de estructuras: una porcion
penicilinica u otras estructuras de interés, y una cadena peptidica unidas por un
heterociclo, que seran evaluadas biologicamente. La optimizacion de las
estrategias sintéticas desarrolladas nos permitira luego estudiar la combinacién
de las variaciones con el fin de determinar su efecto sobre la actividad

antiproliferativa.

Este trabajo de tesis consta de tres partes, cada una dedicada a la
formacion del heterociclo nexo entre las otras estructuras de interés: en primer
lugar, la sintesis de estructuras hibridas conteniendo anillos 1,3,4-oxadiazolicos,
por otro lado, la sintesis de estructuras conteniendo anillos 1,2,4-oxadiazolicos,

y por ultimo la sintesis de estructuras conteniendo anillos isoxazdlicos.

Para generar las quimiotecas se tuvieron en cuenta algunos aspectos: en
primer lugar, la experiencia de trabajo en nuestro laboratorio en el uso de
entidades quimicas como las estructuras aminoacidicas y penicilinicas. Por otro
lado, los antecedentes bibliogréaficos referidos a las sintesis de cada uno de los
heterociclos mencionados. Por Ultimo, la adaptacion de las condiciones
experimentales encontradas a los materiales de partida elegidos y a los reactivos
quimicos disponibles. El proceso permitié adquirir experiencia en distintos

aspectos de la compleja quimica de estas estructuras.

2.2 Planeamiento de sintesis.
2.2.1 Sintesis de estructuras conteniendo anillos 1,3,4-oxadiazdlicos.

En esta primera fase, se comienza con el estudio de metodologias para la
sintesis de 1,3,4-oxadiazoles sustituidos en las posiciones 3y 5, con el objetivo
de generar la correspondiente quimioteca y finalmente realizar el andlisis de
bioactividad. La sintesis se basa principalmente en el uso de hidrazidas y

agentes acilantes como materiales de partida.’*

38



Capitulo 2. Objetivos generales y Planeamiento de sintesis

2.2.1.1 Unién de estructuras aromaticas y aminoacidicas mediante el heterociclo

1,3,4-oxadiazol.

Para esta sintesis se penso utilizar el procedimiento que requiere de la
activacion de la funcionalidad acido carboxilico 6-1 seguido del acoplamiento con
hidrazidas basadas en aminoacidos N-protegidos 31. Los aductos 32 formados
se someten a condiciones de ciclacion hasta conseguir los productos deseados
33 (Esquema 22).

Condiciones de
activacién y Condiciones de

(e} . fe} O . . Ar
acoplamiento ciclacion O R
R _ > —
Ar)J\OH 0 Ar)I\HNHN)J\;/ KN/ “NHB
NHBoc oc
- R
61 HZNHNJY 32 33
31 NHBoc
(0]
R
HOJV;
30 NHBoc

Esquema 22: Unién de estructuras aroméaticas y aminoacidicas mediante el
heterociclo 1,3,4-oxadiazol.

2.2.1.2 Unidon de estructuras penicilinicas y aminoacidicas mediante el

heterociclo 1,3,4-oxadiazol.

La primera opcion considerada para este objetivo fue la activacién de una
estructura penicilinica, el &cido 6,6-dibromopenicilanico (34), y su acoplamiento
de una serie de hidrazidas basadas en aminoacidos N-protegidos 31. Los
aductos 35 se exponen a condiciones de ciclacion hasta conseguir los productos

deseados 36 (Esquema 23).
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Condiciones de
e} (0]

Br activacion y B
Bra— s acoplamiento < R
D - SX“\J\HNHN
N O

4 N NHBoc
COH H2NHN)K/R ):{\

H Br o 35
34 31 , NHBoc Br
T Condiciones de
0 ciclacion
R \
HO)J\_/ S‘&\\
NHBoc ,
30 Br.,, N /,“/O R
Br N-N" NHBoc
(0]
36

Esquema 23: Unidn de hidrazidas de N-Boc-aminoacidos y acidos penicilanicos

mediante el heterociclo 1,3,4-oxadiazol.

Con el objetivo de evaluar otra metodologia, se plantea, ademas, la
preparacion de un derivado de hidrazida 37, sintetizado a partir de 34, para luego
condensarlo a una serie de N-Boc-aminoécidos 30. Los aductos formados 35 se
ciclan para obtener los productos finales 36. Intercambiar los grupos funcionales
de los materiales de partida que intervienen en el acoplamiento (acido carboxilico
e hidrazida) no repercute en las conectividades de los productos finales 36

(Esquema 24).

Condiciones de

O activacion y 0O J(L%(
lamient P
HOJ\rR acoplamiento R - HNHN s

=z N—
NHBoc Br BocHN
30 Bras S A"’Br
j;o/ 35 0" g
N ’
o B
O//\NHNHz Condiciones de
37 ciclacion
17,
Ve
R O N ‘\\BI'
N \ IN Br
BocHN N~
oc o
36

Esquema 24: Union de N-Boc aminoacidos y penicilin-hidrazidas mediante el
heterociclo 1,3,4-oxadiazol.
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2.2.2. Sintesis de estructuras conteniendo anillos 1,2,4-oxadiazélicos.

Esta etapa comienza, al igual que en la anterior, con el estudio de
metodologias para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles sustituidos en las posiciones
3y 5, continta con la formacion de la correspondiente quimioteca y finaliza con
el analisis de bioactividad. La sintesis se basa principalmente en el uso de
amidoximas primarias y agentes acilantes como materiales de partida iniciales.8
En los dltimos afos, se han publicado numerosos informes sobre nuevos
métodos de formacion de 1,2,4-oxadiazoles; y aunque es bien conocida la
sintesis de 1,2,4 oxadiazoles mediante la condensacion de amidoximas y acidos
carboxilicos, la formacién de estos anillos usando aminoacidos y estructuras
penicilinicas no ha sido reportada. De acuerdo con la combinacion de materiales
de partida propuestos subdividimos esta seccion en:

2.2.2.1 Unidn de estructuras aromaticas y aminoacidicas mediante el heterociclo

1,2.4-oxadiazol.

Para esta sintesis se penso utilizar el procedimiento que requiere de la
activacion de la funcionalidad acido carboxilico de una serie de aminoacidos N-
protegidos 30 para la O-acilaciéon de aril-amidoximas 15, seguido de la ciclacién
de los aductos formados 38 para obtener los productos finales 39 (Esquema 25).

0] R
0] Condiciones de activacion y
R condensacion N-O NHBoc
HO y
NHBoc N-OH Ar
Ar—</ NH;
NH,
30 15 38 Concﬁmopgs de
ciclacion
N-0
ar—< //\\(R
N
NHBoc
39

Esquema 25: unidon de estructuras aromaticas y aminoacidicas mediante el
heterociclo 1,2,4-oxadiazol.
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2.2.2.2 Unidn de estructuras aromaticas y penicilinicas mediante el heterociclo
1,2,4-oxadiazol.

En esta sintesis se considerd la activacion del grupo acido carboxilico de
la estructura penicilinica 34 para la O-acilacion de aril-amidoximas 15, seguido
de la ciclacién de los aductos formados 40 para lograr los productos finales 41

(Esquema 26).

B Condiciones de activacion N

Bra S y condensacion ’
PRARN /ﬁ% Mz
N
o] B N—-OH S N
COzH Ar—</ \%
NH, IS S

34 15 40

Condiciones de
ciclacion

Esquema 26: Union de estructuras aromaticas y penicilinicas mediante el
heterociclo 1,2,4-oxadiazol.

2.2.2.3 Unién de estructuras aminoacidicas y penicilinicas mediante el

heterociclo 1,2,4-oxadiazol.

En esta seccion se consideraron llevar a cabo dos caminos sintéticos: por
un lado, comenzar con la activacion del grupo acido carboxilico de la estructura
penicilinica 34 para la O-acilacion de distintas aminoacil-amidoximas N-
protegidas 42, seguido de la ciclacién de los aductos formados 43, hasta obtener
los productos hibridos esperados 44 (Esquema 27). Por otro lado, el segundo
camino propuesto, fue iniciar con la activacion de los aminoacidos N-protegidos
30 para la O-acilaciébn de una amidoxima basada en penicilina 45. Luego
continuar con la ciclacion del aducto formado 46 hasta lograr los productos
finales 47 segun el Esquema 28.
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Br . gy . 2
Bri,.! s, . Condiciones de activacion g NH, /L‘ N R
5 y condensacion S S
N\)\ N _ > N
o z HO ‘
COzH \N Br\\ ' O Br\\‘B O
| Br r
34 )\/R Condiciones de
HN" Y 43 ciclacion 44
NHBoc
42

Esquema 27: Estructuras aminoacidicas y penicilinicas como sustituyentes 3y
57, respectivamente del heterociclo 1,2,4-oxadiazol.

Br Br

Br «Br
o OYE\
N
N Vg S
Condiciones de activacion -N \\“\\;& ,N\\“’\\;Q
S SO

y condensacion _
HO)J\/R R\‘/&O NHy N

1

R
NHBoc Br? NHBoc NHBoc
Br SR o
30 \>\‘ Condiciones de
N— 46 ciclacion 47

O P

-~ —~NH

. N\/ 2
OH

Esquema 28: Estructuras aminoacidicas y penicilinicas como sustituyentes 57y
3’, respectivamente del heterociclo 1,2,4-oxadiazol.

2.2.2.4 Unibn de estructuras aminoacidicas y penicilinicas mediante el

heterociclo 1,2,4-oxadiazol en fase soélida.

En esta seccion se plantea la unién de diferentes aminoacidos 30 a un
soporte sélido como la resina de Wang vy realizar la derivatizacién hasta la
funcionalidad amidoxima 65 (Esquema 29). Luego mediante activacion del grupo
acido carboxilico del derivado penicilanico 34, se lleva a cabo la condensacién
con 65 y la posterior ciclodeshidratacion hasta obtener los derivados 1,2,4-
oxadiazélicos 64. Finalmente, se realiza la separacion del producto de la resina

y posteriormente se lo metila para obtener 67.%°
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.OH

CO,H Q H N|
. 2 N
g —= @/\o/“\/ ”'H\NHz
R 30 - 65
Br
Formacion del \)\
anillo

1,2,4-oxadiazolico s :COZH

BocHN,,

(0]
/U\/Br
0]
®/\ 63

0]

(0]
Br

bfr
-0 a-" N />u
? ’\f Py Nb/ Separacién de d\oJ\/ K‘\
\OJ\/N"'(‘\N }S la resina

R =

y metilacion

Esquema 29: Sintesis en fase sdlida de derivados 1,2,4-oxadaizdlicos.

2.2.3 Sintesis de estructuras conteniendo anillos isoxazolicos.

En esta parte de la tesis se propone la sintesis de una estructura hibrida
conteniendo un anillo isoxazoélico y una estructura penicilinica. Un método
popular para la conjugacion de dos restos organicos a través de este tipo de
heterociclo es por medio de una cicloadicién 1,3-dipolar entre un alquino y un
oxido de nitrilo, que permite obtener dos regioisbmeros.96Por lo tanto, para
lograr los productos de cicloadicion 49a-b, se propone la formacién de un alquino
basado en la estructura penicilinica (48) y un 6xido de nitrilo 24 generado in situ,

gue reaccionan bajo catélisis de Cu(l) (Esquema 30).

Br
. .. . Bri:. S K
Cicloadicion 1,3-dipolar \>\
Br/ll N
\>\ o= N C R E—— o) B
-0

-

R

48 0 49a-b

Esquema 30: Sintesis de estructura hibrida conteniendo anillo isoxazélico.

Otra opcion considerada es la posibilidad de sintesis en fase sélida de
estructuras conteniendo el anillo isoxazélico sustituido por un resto aminoacidico
y una estructura aromatica. La conjugacion entre los dos retos organicos sera

por medio de una cicloadicion 1,3-dipolar entre un alquino derivado de un
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aminoacido que estara anclado a un soporte sélido 50 y una cloroxima 54, que

reaccionan sin catalisis metalica (Esquema 31).19°

O

@) AA-NHFmoc - @ AANH ®\/AA—N>—H =
50 51 o 3
)\ N—OH
OH Qiy Ar——<
52 54 Cl
TEA, CH,Cl,
O« 1) TFA 10% o
{ N ° h
Om CH,Cl, 15 min, ta @ OM
AA—HN Ar I — AA—HN Ar
55° 55

Esquema 31: Ruta de sintesis de aminoacil isoxazoles en fase sélida.

En resumen, este trabajo de investigacion se basa fundamentalmente en
la adaptacidon de metodologias y estrategias de sintesis a la preparacion de
compuestos hibridos de interés biologico. En ese sentido, nos propusimos llevar
a cabo importantes objetivos que implican el disefio y desarrollo de procesos
sintéticos para la obtencion de estructuras orgénicas originales. El objetivo final
de las quimiotecas generadas es evaluar las mismas respecto a su posible

actividad como agentes antiproliferativos.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Sintesis de estructuras hibridas conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazélico.

3.1.1 Unién de estructuras aromaticas y aminoacidicas mediante el heterociclo

1,3,4-oxadiazol.

El primer objetivo de esta tesis fue generar una quimioteca de compuestos
con anillos oxadiazélicos con isomeria 1,3,4 para lo cual decidimos sintetizarlos
por condensacion entre hidrazidas y &cidos carboxilicos. En un principio
decidimos usar hidrazidas derivadas de aminoéacidos para la generacion de estos
oxadiazoles. Por lo tanto, comenzamos buscando condiciones de activacion y
acoplamiento de aminoacidos N-protegidos con el grupo tert-butiloxicarbonilo
(Boc) y examinando posteriormente metodologias para la ciclacion de los
aductos formados. En el Esquema 32 se muestra el camino sintético general

para la obtencién de los derivados de interés.

1) activacion
2) acoplamiento
0] 3) ciclacién

R\/o R
OH N I />—/
6-1 HZNHNJYR .
NHBoc

31

Esquema 32: Camino sintético general para la obtencién de estructuras hibridas
conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazol.

3.1.1.1 Sintesis de hidrazidas.

El método habitual para obtener hidrazidas de aminoacidos (y de
péptidos) es la hidrazindlisis de los ésteres metilicos o etilicos de los
aminoéacidos deseados (Esquema 33). Este procedimiento también es utilizado
en la sintesis de azidas. Por lo general, el proceso se realiza en condiciones
moderadas, a temperatura ambiente, en solventes como etanol o N,N-
dimetilformamida (DMF) y utiliza reactivos toxicos como el monohidrato de
hidrazina. Dicho reactivo presenta propiedades altamente béasicas lo que impide
utilizar aminoacidos N-protegidos con el grupo protector fluorenilmetiloxi-

carbonilo (Fmoc).
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o) (@]

O ilacié NH,NH,.H,0
BocHN metilacion BocHN,,. P 2NH2.F3 BocHN,, N/NHz
" “OH > © H
R R
30 56 31
R = cadena lateral del

aminoacido
Esquema 33: Esquema general de la hidrazindlisis de ésteres metilicos
derivados de aminoacidos N-protegidos.

La hidrazina se utiliza en la forma de su hidrato o, mas raramente, como
hidrazina anhidra, y se suele emplear en exceso para evitar la formacion de
bishidrazidas simétricas.'?! La necesidad de la sintesis previa del éster metilico
o etilico del aminoacido correspondiente supone una desventaja ya que en varios
casos esta asociado con ciertas dificultades en la esterificacion. En nuestro caso
intentamos probar esta metodologia utilizando como agente metilante el
diazometano sobre los amino&cidos fenilalanina (30a) y leucina (30b) protegidos
con Boc, pero lamentablemente no evidenciamos la formacién de las

correspondientes hidrazidas derivadas 31ay 31b. (Esquema 34).

0 O 0
BOCHN/"HJ\OH 2N2 BOCHN"'HJ\O/ Vi ocHN,,. N NH2
CH,Cly R MeOH anh. R H
R 0°C 18 h
i ta.
30a,b 30 min 56 a,b a 31ab

a: R= CH,Ph (Phe)
b: R= CHch(CHg)Z (Leu)

Esquema 34: Intento de sintesis de hidrazidas a partir de esteres derivados de
aminoacidos.

3.1.1.1.1. Ensayo de sintesis de hidrazidas utilizando1,1-carbonildiimidazol (CDI)

como agente de acoplamiento.

De forma alternativa, las hidrazidas pueden prepararse mediante
condensacion de acidos carboxilicos con hidrazina en presencia de agentes de
acoplamiento bajo condiciones estrictamente anhidras. Por lo tanto, enfocamos
nuestra atenciéon a una reaccion de acoplamiento entre el aminoacido N-Boc-
fenilalanina (30a) y la hidrazina monohidrato utilizando como agente de

acoplamiento 1,1-carbonildiimidazol (CDI) en THF anhidro como solvente de
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reaccion.%? En este caso, la reaccion es llevada a cabo en dos etapas: en la
primera, se produce la activacion del acido carboxilico del aminoacido mediante
CDI durante 50 minutos a temperatura ambiente en el solvente mencionado.
Posteriormente, se incorpora la hidrazina monohidrato y la reaccion se deja
agitando a temperatura ambiente durante toda la noche (Esquema 35).
o 0
BocHN,,. BocHN,, -\ -NH2

OH
1. CDI (1,110 eq.), THF H
anh., 50 min, t.a.
2. NH5;NH»,.H,O (11 eq.),
toda la noche, t.a, 31%
30a 31a

Esquema 35: Formacion de la hidrazida de N-Boc-fenilalanina 31a empleando
CDI como agente activante.

Luego de evidenciar un producto por medio de la CCD se purificé el crudo
de reaccién por columna cromatografica hexano-acetato de etilo. La hidrazida
31a purificada se obtuvo con un rendimiento del 31% evidenciando su presencia
mediante RMN de H (Figura 32) y RMN de 3C (Figura 31).

[rel]

AN
H18 a 20

T
25

_ 55570
=_55291

H5 H1 4

Ta.5080

2 o [ppm]

Figura 31: Espectro de RMN de 'H de 31a

Los protones unidos a nitrdgeno (u oxigeno) generalmente tienen amplios
rangos de desplazamientos quimicos esperados (8); el valor & real depende del
disolvente utilizado, la concentracion, la temperatura, etc. No se suelen acoplar
con protones vecinos y dan sefales tipo singlete anchas. Debido a que estos
protones son acidos y, por lo tanto, intercambiables, muchas veces no aparecen

en el espectro de RMN de 'H. La sefial del H1(4.38 ppm) no sufre grandes
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cambios respecto al material de partida (4.40 ppm). Algo similar pasa con las

sefales de los otros protones, no se aprecian grandes desplazamientos respecto

al material de partida.

] 3
(0]
15 H
2 7 0 N, lil’ﬁHZ C18-20 Y
>( \ﬂ/ s H C arométicos
18 — A
19 % ¢ g 8 385 R o @
8 10@ E@ § §EE§ E E -2
YT Y]
|
c2 co6 e
| C14 i C17 c1 l
| | -
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200 150 100 50 o [ppm]
Figura 32: Espectro de RMN de 3C de 31a
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Figura 33: Espectro HSQC de 31a
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El espectro de RMN de 3C (Figura 32) muestra sefiales que corresponden

al compuesto esperado. La sefial de carbonilo de la hidrazida se desplaza

levemente a campos mas altos (172 ppm) respecto a la sefial del carbonilo del

aminodacido de partida (177 ppm). La presencia del grupo hidrazida también fue

corroborada mediante IR evidenciando las siguientes sefales: 3350-3180 (NH),

1700-1640 (C=0) y 1635-1600 (NH2).
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3.1.1.1.2. Ensayo de sintesis de  hidrazidas utlizando  N,N'-

diisopropilcarbodiimida (DIC) como agente de acoplamiento.

De modo similar, y con propédsitos de mejorar los rendimientos de la
reaccion, se ensayo la transformacion anterior en el mismo solvente pero usando
N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) como reactivo de acoplamiento en igual
cantidad de equivalentes de reaccion manteniendo ademas las condiciones de
tiempo y temperatura. En este caso elrendimiento no mejord (25%) pero a
diferencia de la metodologia anterior se obtuvieron menores cantidades de

subproductos de reaccion. (Esquema 36).

o 0]
BocHN,, on _ BocHN,, N,NH2
1.DIC (1,1 eq.), THF anh., 50 H
min, t.a.
2. NH,NH,.H,0 (11 eq.), toda
la noche, t.a.,25%
30a 31a

Esquema 36: Formacion de la hidrazida de N-Boc-fenilalanina 30a empleando
DIC como agente activante.

En la Tabla 01 se informan las hidrazidas derivadas de aminoacidos que
se han obtenido.

Tabla 01: hidrazidas derivadas de aminoacidos

N-Boc-aminoacido-NHNH:2 Método Rto (%)
1 N-Boc-Phe-NHN:2 3la CDI /DIC 31/25
2 N-Boc-Leu-NHNH:2 31b CDI 21

3 N-Boc-Trp-NHNH2 3lc CDI 40

4 N-Boc-O-Bzl-Thr-NHN2 31d CDI 20

5 N-Boc-Pro-NHN2 3le DIC 15

Una vez encontrado un método exitoso para la sintesis de hidrazidas
derivadas de aminoacidos, nuestro siguiente foco de atencion fue la sintesis del

heterociclo 1,3,4-oxadiazol.
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3.1.1.2. Sintesis de 1,3,4-oxadiazoles

método a
(0] . R!
‘ 0 | ciclo- 0 ‘
)OJ\ + )J\ RH//N\N)\Rz deshidratacion WNT />—R2
R‘l NHNH2 R2 H H H N
hidrazida - 1,3,4-oxadiazol
N-acilhidrazona 2,5-disustituido
5 7 8 10
método b
0.__R? S
o) Y ciclacién R! o
0 0 oxidativa
)J\ )J\  —— R1JJ\N’NH le/ />_R2
R1 NHNH2 + R2 X H ~N
hidrazida X: OH, CI N,N’-diacilhidrazina 1,3,4-oxadiazol
2,5-disustituido
5 6-I, X= OH 9 10

6-11, X=CI

Esquema 37: Métodos de sintesis del anillo 1,3,4-oxadiazol a partir de
hidrazidas.

Se han informado varios métodos para la sintesis 1,3,4-oxadiazoles con
sustituyentes alquilicos y/o arilicos en posicién 2 y 5 en los cuales se utilizan
hidrazidas como material de partida. Estos métodos estan resumidos en el
Esquema 36. Uno de los procedimientos descriptos es mediante la ciclacion
oxidativa de N-acilhidrazonas 8 (método a, Esquema 37). Este método requiere
de la reaccion previa entre una hidrazida 5 y un aldehido 7 que resulta en la
formacion del intermediario N-acilhidrazona 8. Otro procedimiento para obtener
2,5-diaril(alquil)-1,3,4-oxadiazoles es mediante la reaccion de hidrazidas 5 con
un acido carboxilico 6-1 o derivado 6-11 (método b, Esquema 37), esta reaccion
conduce a la formacién del aducto 1,2-diacilhidrazina 9. Luego, este
intermediario sufre una ciclodeshidratacion con la ayuda de un agente
deshidratante llevando a la obtencion del heterociclo deseado 10. Entre los
agentes deshidratantes®® comuinmente utilizados se habian mencionado al
oxicloruro de fésforo (POCIs), acido trifluoroacético (CFsCO2H), acido sulfurico
(H2S0a4), pentoxido de fésforo (P20s), acido fosférico (HsPOas),pentacloruro de
fosforo (PCls), cloruro de tionilo (SOCI2) y reactivos méas suaves como el cloruro

de trimetilsililo, 6xido de fosfina y anhidrido trifluorometanosulfénico (PhsO/Tf20),
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derivados de carbodiimida, la dupla cloruro de p-toluensulfonilo y piridina
(TsCI/Py), la dupla trifenilfosfina y un tetrahaluro de carbono (PPhs/CX4, [X = ClI,

Br, 1]),0 el reactivo de Burgess [metilN-(trietilamoniosulfonil) carbamato].

3.1.1.2.1. Ensayo de sintesis de 1,3,4-oxadiazol utilizando anhidrido

trifluoroacético (TFAA) como agente ciclodeshidratante.

En base a los reactivos disponibles en nuestro laboratorio y proyectando
en el objetivo de este capitulonos propusimos iniciar el estudio de la reaccion de
formacion del heterociclo 1,3,4-oxadiazol a través de la reaccion entre la
hidrazida derivada del aminoacido N-Boc-Phe (30a) y un acido carboxilico
comercial simple como el &cido benzoico (61-1) siguiendo la secuencia de
reacciones mostrada en el Esquema 38:

1) HATU (2eq.)
EtsN  (2eq),

) DMF  anh.
0°C, 3 min Q_/{
OH HN—NH
2) 0°C, 1h 2a1
Ac. benzoico (1 eq) t.a. toda la noche 32a NHBOC
61-1 TFAA (3 eq.)

Py (5 eq.)

CH2C|2 anh.
Q BocHN 2h, 0-15°C
BocHN, _—
orN ~Son
1.CDI (1,110 eq.),
THF anh., 50 min, t.a. | (@) NHBoc

2. NH2NH2H20 (11 eq. ), N
30a toda la noche, t.a, 31% 31a (1 eq) N

33a1

Esquema 38: Secuencia de reaccion dirigida a la obtencion de 33al.

La reaccion de la hidrazida del aminoacido N-Boc-fenilalanina (30a) con
el acido benzoico (61-1) en DMF como solvente de reaccion se llevo a cabo en
presencia de trietilamina (EtsN) como base y hexafluorofosfato (V) de 1-0xido-3-
(bis(dimetilamino)metilen)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridina (HATU) como reactivo
de acoplamiento, a 0°C.1%De esta manera, se obtuvo el aducto intermediario
32al cuya presencia fue evidenciada inicialmente por cromatografia en capa
delgada (CCD) y mediante RMN de 'H y 13C (Figuras 34 y 35). En el espectro de
'H se puede observar una banda ancha a campos bajos centrada a 9.55 ppm
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integrada para 2H correspondiente a los protones del grupo diacilhidrazina —

CONHNHCO-. A su vez corroboramos la presencia de dicho grupo mediante las

sefiales de ambos carbonilos en el espectro de 13C situadas a 164 y 169 ppm.

Figura 34: Espectro RMN de 'H de 32al
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Figura 35: Espectro RMN de 3C de 32al

Posteriormente, se llevd a cabo el proceso de ciclodeshidratacion del
aducto 32al. Se agreg6 gota a gota anhidrido trifluoroacético (TFAA) a una
solucion enfriada a 0°C del aducto intermediario 32al disuelto en diclorometano

en presencia de piridina (Py).1%4

En el Esquema 39 se muestra un mecanismo probable por el cual el TFFA
conduce a la ciclodeshidratacion del aducto diacilhidrazina 9.
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0O H
9 Y 9 O OH 10
0.L0._0 CFs
N Y CF;
CF3 CFs3 TFA
TFAA

Esquema 39: Mecanismo probable de ciclodeshidratacion con TFAA

Lamentablemente no se tuvo éxito en esta reaccion ya que se obtuvo una
mezcla de productos secundarios y no se evidencié el compuesto deseado

(33al) en los espectros de RMN.

Investigando al respecto, encontramos que lo sucedido podria ser
consecuencia de que el TFAA en un medio basico como piridina, se comporte
como un agente acilante de la acilhidrazida conduciendo a la formacion de un
intermediario N-acilado (A) (Esquema 40). Como resultado, los nitrdgenos
amidicos serian trifluoroacetilados, lo que podria llevar a la formacion de B y C.
Sin embargo, dado a que las fracciones aisladas consistian en mezclas de
productos que no se pudieron separar y dilucidar con precision, no pudimos

confirmar este supuesto.

y o o)
u 2
Nu)]\RZ o

H HO™ "R?
| j\ o K j\A/ B
N -~ ) NOR?

0 1 0-_CFs3
RI__N.
07 >CF, TFAA \?\ NH_R-C T
o A ') (O N-N
SOy o N7 07 cr, c
CF3 CFy Nu: Py, F3CCOO’, etc. CF,
TFAA

Esquema 40: Mecanismo probable de formacion de productos secundarios
durante el empleo de TFAA en medio basico como agente de
ciclodeshidratacion.
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3.1.1.2.2. Ensayo de sintesis de 1,3,4-oxadiazol utilizando microondas y POCIs

como agente ciclodeshidratante.

Continuando con el propésito de encontrar una metodologia para
formacion del anillo 1,3,4-oxadiazélico adaptable a nuestros obijetivos,

planteamos la posibilidad utilizar calentamiento por microondas.

La irradiacion de microondas es una de las técnicas emergentes en
sintesis organica utilizada para incrementar la velocidad de las reacciones.1%
Ademas, el uso de microondas se ha extendido en los ultimos afios por ser una
herramienta que optimiza las reacciones quimicas en sintesis organica ya que,
por lo general ademas de reducir los tiempos de reaccion, puede mejorar los
rendimientos y/o promover nuevas reacciones. El uso de microondas posibilita,
en algunos casos, no emplear un solvente en la reaccién (o usar una minima
cantidad, preferentemente polar, para solubilizar los materiales de partida). Por
tal motivo, esta técnica resulta atractiva y podria enmarcarse en los lineamientos
de la Quimica Verde, ya que los solventes, ademas de ser un residuo luego de

la reaccidon, en muchos casos, son contaminantes.

Por otro lado, encontramos que el POCIs (oxicloruro de fosforo) habia sido
empleado como reactivo deshidratante juntamente con radiacion de microondas

en el trabajo publicado por Dornelles y colaboradores (2015). 16

Un mecanismo propuesto para la formacién de los anillosl,3,4-
oxadiazolicos utilizando POCIs se muestra en el Esquema 41.1%7 La ventaja de
este proceso es que el POClz actia a la vez como activante del acido carboxilico
6-1 (forma el cloruro de &cido correspondiente 6-11) para la generacion de la
diacilhidrazina intermediaria 9, y como agente deshidratante para la formacién

del oxadiazol 10.
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Esquema 41: Mecanismo propuesto de formaciéon del anillo 1,3,4-oxadiazélico
a partir de un acido carboxilico y una hidrazida utilizando POCIs como agente
ciclodeshidratante.

Ensayamos esta metodologia en el acoplamiento entre el acido benzoico

(61-1) y la hidrazida derivada de la N-Boc-fenilalanina (31a) (Esquema 42).

o) BocHN, o POCI; (8 eq)
g (0] NHBoc

OH HN—NH, g N

4 min, ~N
100 °C 250W
61-1 microondas
sin solvente

31a 33a1

Esquema 42: Ensayo de sintesis del anillo 1,3,4-oxadiazdlico empleando POCI3
como agente de ciclodeshidratacion.

Nuevamente, observando el espectro de RMN de 'H del crudo de la

reaccion anterior observamos solo productos de descomposicion.
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3.1.1.2.3. Ensayo sintesis de 1,3,4-oxadiazol utilizando CBrs y PPhs como

agentes ciclodeshidratantes.

A raiz de los resultados anteriores probamos una metodologia distinta
para lograr la ciclodeshidratacion del aducto 1,2-diacilhidrazina utilizando para
ello la dupla tetrabromuro de carbono (CBr4) y trifenilfosfina (PPhs) como agentes

deshidratantes.’™®

El mecanismo'®® propuesto para esta transformacion se muestra en el

Esquema 43.

SN2 o ® Br\ ) o
{CBrs  :PPhy — :cpry *+ Br—PPhy —— Br—C—PPhy + Br
N/

X/ *
A

Br\ ®
Br—C—PPh; Br
Br/ A

BrsC—PPh,

RIN hif CO 1
H O BraC—PPhs CHBr3

B OH +
D PhgP=0

Esquema 43: Mecanismo de reaccidn propuesto para la ciclodeshidratacion de
diacilhidrazinas utilizando CBrsy PPhs.

Inicialmente, la trifenilfosfina reacciona con el tetrabromuro de carbono
para dar la sal A, la cual sufre un ataque nucleofilico de uno de los oxigenos
carbonilicos de la diacilhidrazina 9 creando el intermediario B. El siguiente
ataque nucleofilico del segundo oxigeno carbonilico conduce a la ciclacion y
aromatizacion del sistema, dando finalmente el 1,3,4-oxadiazol correspondiente
10, bromoformo (CHBr3), 6xido de trifenilfosfonina (PhsP=0) y acido bromhidrico

(HBr) como productos secundarios (Esquema 43).
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Apoyados en esta nueva metodologia, a partir del acido benzoico y la
hidrazida derivada del aminoacido N-Boc-leucina (30b) llevamos a cabo las
reacciones de acoplamiento y ciclodeshidratacion en forma one-pot como se
muestra en el Esquema 44. El 4&cido benzoico (61-1) fue activado utilizando CDI
en diclorometano como solvente de reaccion y la reaccion fue mantenida a una
temperatura de 0°C durante 30 minutos. Luego la hidrazida derivada de N-Boc-
leucina (31b) fue incorporada manteniendo la misma temperatura y agitacion
durante 45 minutos. El acoplamiento y formacion del aducto intermediario (32b1,
no mostrado) fue seguido por CCD. Finalmente, se agregaron 2 equivalentes del
tetrabromuro de carbono y 2 equivalentes de la trifenilfosfina de una sola vez y
se dejo6 la reaccién a 0°C durante 2 horas siguiéndola por CCD. Transcurrido ese
periodo, a pesar de no evidenciar que la reaccion fue completa, se evaporo el
solvente a presion reducida y se purificé el crudo de reaccion por cromatografia

en columna utilizando gradiente de polaridad n-hexanos-acetato de etilo.

1) CDI (1 eq.)
O CH2C|2 anh
0°C, 30 min 0] NHBoc
OH > | /
2) NN
611 CBrys (2 eq.)

’ . PPhs (2 eq.) 33b1

Ac. benzoico (1 eq) 0°C, 2h

0]
o BocHN,, N/NHz
> H
BocHN,
& OH

1. CDI (1,110 eq.), THF

anh., 50 min, t.a.

2. NH5NH,.H>0 (11 eq.), 31b (1 eq)
30b toda la noche, t.a, 21%

Esquema 44: Camino sintético de 1,3,4-oxadiazoles empleando CBrsy PPhs
como agentes ciclodeshidratantes.

Afortunadamente logramos con esta metodologia la obtencién del anillo
1,3,4-oxadiazol 33b1 a partir de los materiales de partida mostrados en el
Esquema 43. En las Figuras 37 y 38 se muestran los espectros de RMN de *Hy
13C para el compuesto 33b1, respectivamente. Luego de la purificaciéon por
columna cromatografica, ademas de nuestra fraccion de interés, se obtuvieron

fracciones mayoritarias correspondientes a materiales de partida y al
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intermediario diacilhidrazina 32b1. Este ultimo fue sometido nuevamente a las
condiciones de ciclacion (CBra/ PPhs,) para lograr mayor cantidad del producto

deseado (Esquema 45).

0 CBrs (2 eq.)
Q—/{ PPh; (2 eq.) O ,NHBoc
HN—NH - 7

CH,CI, anh. N~N

0°C, 2h

N
32b1 O  NHBoc 33b1

Esquema 45: Reaccion de ciclacion del intermediario 32ba.

Los rendimientos quimicos han sido un aspecto importante que considerar
durante todo el trabajo de tesis. Sin embargo, considerando los propdsitos
inicialmente planteados, nuestro enfoque principal fue lograr la obtencion de los
derivados hibridos. Por tal motivo, a pesar de que el rendimiento de la reaccion
anterior fue bajo (alrededor del 10%), decidimos continuar trabajando con esta

metodologia para la obtencion de méas derivados 1,3,4-oxadiazélicos.

En la Figura 36, donde se muestra el espectro RMN de 'H de 33b1, se
puede apreciar la ausencia de las sefiales correspondientes a los protones del
grupo diacilhidrazina (banda ancha a campos bajos centrada a 9.55 ppm) lo que
da un indicio de la ciclacion del aducto intermediario 32b1. Por otro lado, el
protén unido al carbono alfa del resto de leucina se desplaza a campos mas
bajos (de 4,48 a 5,04 ppm) mientras que el proton NH aminoacidico lo hace a
campos mas altos (de 5,46 a 5,14 ppm). El espectro de RMN de 3C de 33b1
(Figura 37) no muestra gran diferencia respecto al espectro del aducto
intermediario 32b1, solamente un leve desplazamiento de los carbonos C1y C6

de 33b1 a campos mas altos.
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Figura 37: Espectro de RMN *3C de 33b1

Continuamos con la sintesis de otro derivado conteniendo el anillo 1,3,4-
oxadiazodlicos con restos aminoacidicos utilizando la misma metodologia que en

el derivado anterior.

Como se muestra en el Esquema 46 se llevd a cabo el acoplamiento,
mediante CDI, de la hidrazida derivada del aminoacido N-Boc-Leu (31b) con el
aminoacido N-Boc-Phe (30a). Posteriormente, el aducto formado 32ba se cicl
empleado la dupla CBrs y PPhs.
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0O 1) CDI (1eq.),CH,CI
0°C, 30 min. 2z BocHN O O NHBoc
BocHN,, ; >

‘ OH

2) O HN—NH

BocHN,,

NHNH, 32ba
aducto (diacilhidrazina)

30a (1 eq.) 31b(1 eq.)

CH2C|2, 0°C,45 min. 3) CBr4 (2 eq)

PPh (2 eq.)
CH,Cl, , 0°C, 2 h

15%

NHBoc

33ba

Esquema 46: Formacion de 1,3,4-oxadiazoles 2,5 disustituidos con restos
aminoacidicos empleando CBray PPhs como agentes ciclodeshidratantes.

La formacion de 32ba fue corroborada por los datos espectroscépicos
(RMN de *Hy 13C).

3.1.2. Unién de estructuras penicilinicas y aminoacidicas mediante el heterociclo

1,3,4-oxadiazol.

La primera opcién considerada para este objetivo fue la activacion de una
estructura penicilinica 34 seguida del acoplamiento de una serie de hidrazidas
basadas en N-Boc-aminoacidos 31. Los aductos 35 se exponen a condiciones

de ciclacion hasta conseguir los productos deseados 36 (Esquema 47).

62



Capitulo 3. Resultados y Discusion

Condiciones de

Br H L
Bri.\_=4S | aCtIvacpny . 5 .
\>\‘ acoplamiento P ]
7 0 s’y HNHNJ\r
COZH R Hv 1N NHBoc
34 HoNHN Br - 5 s
NHBoc Br
31 Condiciones de
ciclacion
s—y
H,, -
Br N ’Il/o
Br N\N/ NHBoc
(0]
36

Esquema 47. Esquema general de union de estructuras penicilinicas y
aminoacidicas mediante el heterociclo 1,3,4-oxadiazol.

3.1.2.1. Formacion del acido 6,6-dibromopenicilanico (34).

Inicialmente se llevo a cabo la dibromacion del acido 6B-aminopenicilanico
(6-APA) en posicion 6 para obtener el acido 6,6-dibromopenicilanico (34). Los
derivados 6,6-dibromosustituidos de penicilinas son ampliamente utilizados en
quimica de compuestos B-lactdmicos dado su estabilidad y versatilidad como
materiales de partida para la obtencion de distintos compuestos de interés

bioldgico.

El &cido 6B-aminopenicilanico (6-APA) presenta varias ventajas tales como
su facil disponibilidad y la presencia en su estructura de grupos funcionales que

permiten acceder a la molécula deseada a partir de transformaciones sencillas.

La modificacion se realizé sobre la posicion 6 del nacleo penam del 6-APA.
Esta transformacion fue realizada por primera vez en 1969 por J. P.
Clayton.1°Sin embargo, en este trabajo dicho compuesto ha sido sintetizado

siguiendo el procedimiento de R. A. Volkmann, en 1982.110

A partir de 6-APA se realiz6 una reaccion de diazotacion utilizando NaNOz2
y H2SO4, obteniendo el intermediario &acido 6-diazopenicilanico
(diazocompuesto). Este intermediario se obtiene cuando el acido nitroso,
generado in situ por el nitrito de sodio y el &cido sulfurico reacciona con el grupo

amino libre de posicion 6 del 6-APA (Esquema 48).
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Esquema 48: Mecanismo de formacion del intermediario é&cido 6-
diazopenicilanico (diazocompuesto).

Posteriormente, se procedio a realizar la gem-dibromacién in situ del acido
6-diazopenicilanico empleando bromo, obteniéndose el &cido 6,6-

dibromopenicilanico (34). Esquema 49.

\>\ Bry; NaNO, Br//,
I , - J\
CO,

CH,Cl,
6-APA H,SO0,4 2,5 N
0-5°C

\ 35%
4SS o
j;@\
O -

CO,H
diazocompuesto

34 COzH

Halogenacion ]

Esquema 49: Sintesis del &cido 6,6-dibromopenicilanico (34).

En el Esquema 50 se muestra el posible mecanismo de este Ultimo paso
de sintesis. El acido 6-diazopenicilanico (diazocompuesto) reacciona con el

bromo para dar el i6n intermediario A, el cual se convierte en el acido 6,6-
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dibromopenicilanico (34) a través de una sustitucion nucleofilica bimolecular

llevada a cabo por el ataque el anion bromuro.

©)
Br
N\‘ N
\N® '_j s \\\N® |:'| s Br H
~ /\@ o B;T" \)\\\\ Bri.! “aS -
Br—Br ; N— N N\>\
o £0.H o B o} P
2 CO-,H CO,H
A N> 34

diazocompuesto

Esquema 50: Mecanismo propuesto para la formacién del &cido 6,6-
dibromopenicilanico (34).

Este 4cido 34 es un sdlido cristalino de facil recristalizacion en agua, soluble
en todos los solventes organicos, excepto hidrocarburos y muy estable aun a

temperatura ambiente.

El derivado penicilanico dibromado 34 se utiliz6 posteriormente como
bloque de construccion comun para la elaboracién de la quimioteca de
compuestos hibridos conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazol y un resto

aminoacidico.

3.1.2.2. Ensayo de acoplamiento y posterior ciclacién entre 34 y la hidrazida

derivada del aminoacido de N-Boc-Leu 31b.

Una vez obtenido el derivado el &cido 6,6-dibromopenicilanico (34),
continuamos con el acoplamiento de éste con una hidrazida derivada del
aminoacido N-Boc-Leu (31b), la cual fue nuevamente sintetizada utilizando la

metodologia descripta en la seccién 3.1.1.1.1. (pagina 48).

Como se muestra en el Esquema 51, el acido 6,6-dibromopenicilanico (34)
fue activado con CDI y acoplado a la hidrazina derivada de N-Boc-Leu (31b). La
formacion del aducto intermediario 35b se siguié por CCD y por ultimo la
ciclodeshidrataciéon se llevd a cabo empleando la cupla CBr4/PPhs. El producto
final 36b se purifico por columna cromatografica usando gradiente de polaridad
n-hexano-acetato de etilo con un rendimiento del 12%.
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Br H 1) CDI (1eq.),CH,Cl,

Bri,\_=4S_ .  0°C, 30 min. NHBoc
L T,
NJ\ 2) _& Nm
O : / ~
COH BochiN NHNH, | Br
34 (1eq.)
aducto (dlacnhidrazina)
31b (1 eq.)
CH,Cl, 0°C,45 min. 3) CBry (2eq.)
‘ PPhs (2 eq.)
CH,Cl,,,0°C, 2 h
Br H
Bri.\__=4S W
N\)\
O -

N/;\O
‘N~ _sNHBoc

36b

Esquema 51: Sintesis de 36b a partir de 34 y 31b.

En las Figuras 38 y 40, se muestran los espectros de RMN de Hy 1°C

correspondientes a 36b, respectivamente.

Al igual que en los casos anteriores, la desaparicion de las sefiales
correspondientes a los protones del grupo diacilhidrazina en el aducto 35b fue
una referencia de la ciclacion del intermediario. Por otro lado, se observa el
desplazamiento de la sefial de H3, contiguo al oxadiazol, a campos mas bajos.
Las sefales de los protones H18 y H19, correspondientes al resto aminoacidico,
también sufren un desplazamiento, tendiendo a agruparse en una region
centrada en 5 ppm. Las sefiales de los carbonos de 36b no muestran grandes

cambios en el espectro RMN de 3C respecto al aducto 35b.
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Figura 38: Espectro RMN de'H de 36b.

La asignacion de los carbonos en el compuesto 36b fue posible a partir

de la realizacion del espectro bidimensional HSQC (Figura 39).
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Figura 39: Espectro HSQC de 36b.
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Figura 40: Espectro RMN de 3C de 36b.

Ademéas, se separaron fracciones correspondientes al aducto
intermediario 35b, evidenciado por RMN de 'H (Figura 41), en el cual se pueden
apreciar los NH de la diacilhidrazina (H15 y H16) cuyos desplazamientos

quimicos aparecen a 9.80 y 10.08 ppm y productos secundarios.
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Figura 41: Espectro RMN de *H del aducto 35b.

El aducto aislado 35b fue sometido nuevamente a las condiciones de
ciclodeshidratacion (CBr4/PPhs), pero no logramos obtener mayor cantidad
adicional del producto deseado. En esta reaccion ademas de utilizar
diclorometano anhidro como solvente de reaccion se utilizd una pequefia
cantidad de metanol anhidro para ayudar a la disolucion del aducto 35b

(Esquema 52).
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Br H

:_ Br//:, : S o
s/§ N NJ\

Hll- h < O ':

_Q\l HN—N>H_<—< CBry4 (2 eq.) /~0

Br= PPh; (2 eq.) N

B % CH,Cl,/MeOH, N NHBoc
0°C,2h

aducto (diacilhidrazina) aislado

35b

36b

Esquema 52: Ensayo de ciclacion del aducto 35b recuperado.

Continuamos con el acoplamiento de la hidrazida derivada de N-Boc-Phe
31a al derivado penicilanico dibromado 34. Se repitieron las mismas condiciones

qgue para el caso anterior, logrando el hibrido deseado con un rendimiento del

15% (Esquema 53).

Br H )CDl (1eq CHQC'z
Br/,j/frs 0°C, 30 min. NHBoc
“\\\ I
o P BchN, Br"/éﬁ
CO,H ““" >NHNH, | Br
34 (1eq.) aducto (diacilhidrazina)
31a (1eq.) 35a
CH,Cl, 0°C,45 min. 3) CBry (2 eq.)
PPh3 (2 eq.)
CH,Cl, , 0°C, 2 h
Br H
Brii.! - aS o
N\>\
O B

N,
N NHBoc

Esquema 53: Sintesis de 36a a partir de 34y 31a

El producto deseado 36a fue identificado por medio de los espectros de

RMN de H y 3C, donde se aprecian las sefiales esperadas para este 1,3,4-

oxadiazol hibrido entre una penicilina y un aminoacido.
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Nuevamente, fue posible aislar el aducto intermediario 35a luego de la
purificacion del crudo de reaccién y sometido posteriormente a las condiciones
de ciclacion (Esquema 54). Al igual que en el caso anterior no evidenciamos la

formacioén del anillo 1,3,4-oxadiazolico.

Br H
:_ Br//,, - S X
S/§ /O (@) NHBoc ] N\>\
H/:. .I”< O 3
N HN-NH CBry (2 eq.) /0
Br= PPh; (2 eq.) N
Br % CH,Cl,/MeOH, N NHBoc
0°C,2h
aducto (diacilhidrazina) aislado
35a 36a

Esquema 54: Ensayo de ciclacion del aducto 35a recuperado.

Posteriormente sintetizamos la hidrazida derivada del aminoacido N-Boc-
Trp 31c y llevamos a cabo la misma secuencia sintética y metodologia que para
los derivados oxadiazoélicos anteriores. Segun las placas de CCD realizadas al
crudo de reaccidn, el nuevo derivado oxadiazélico 36¢ se encontraba flanqueado
de varios productos secundarios de muy cercana polaridad. Finalmente, 36¢ se
obtuvo con un rendimiento del 12%, luego de purificacion por columna
cromatografica usando gradiente de polaridad n-hexano-acetato de etilo

(Esquema 55).
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Br H 1) CDI (1eq.),CH,Cl, : NHBoGC
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“\\ HII:
NJ\ 2) i Br‘Q\l e \
o P BocHN,, N NH
CO,H NHNH,| Br Y 35¢
34 (1eq.) ) aducto (diacilhidrazina)
N 3) CBry (2 eq.)
H PPh; (2 eq.)
31c (1eq.) CH,Cl, , 0°C, 2 h
CH,Cl, 0°C,45 min. Br H
' Br/u. - S W
NJ\
o P
70
N\/
= NHBoc
/
N
36¢ H

Esquema 55: Sintesis de 36¢ a partir de 34y 31c.

En el espectro de RMN 'H de 31c (en CDCIz) encontramos la esperada
desaparicion de las sefiales de los protones del grupo diacilhidrazina lo que nos
confirmd la ciclodeshidratacion del aducto 35c. Se conservo el mismo patréon de
corrimiento de las sefales respecto al intermediario en este derivado
oxadiazolico. Nuevamente, las sefiales de los carbonos no mostraron gran

diferencia respecto al aducto 35c en el espectro de RMN de 3C.

La segunda opcidn considerada para este objetivo fue la formacion de la
hidrazida derivada de la estructura penicilinica 37 seguida del acoplamiento de
una serie de N-Boc-aminoéacidos 30. Luego, las diacilhidrazinas 35 se exponen
a condiciones de ciclacién con el objetivo de conseguir los productos ciclicos
deseados 36 (Esquema 56). Los productos esperados tendrian la misma
conectividad que aquellos obtenidos a partir de acidos penicilanicos e hidrazidas

de aminoacidos, ya que se trata de un heterociclo simétrico.

71



Capitulo 3. Resultados y Discusion

Condiciones de

O activacion y - 0 0]
R acoplamiento L L R
HO S " THNHN
NHBoc Br H H TN NHBoc
Br ~aS ) 35
30 NJ< Brs N,
: Condiciones de
ciclacion

Y

R,
N «MNHBOC
N-N

o)

36

Esquema 56: Esquema general de la reaccion de una hidrazida de penicilina y
un aminoacido para formar el heterociclo 1,3,4-oxadiazol.

Lamentablemente las condiciones basicas y nucleofilicas del monohidrato
de hidrazina requerida para la formacion de la hidrazida 37 promueven la
apertura del anillo B-lactamico y esta estrategia no pudo continuarse.

3.2 Sintesis de estructuras hibridas conteniendo el anillo 1,2,4-oxadiazélico.

En este capitulo continuamos con el desarrollo de estructuras hibridas, en
este caso conectadas por medio del heterociclo 1,2,4-oxadiazol. Se han
informado en bibliografia diversos métodos sintéticos generales para sistemas
de anillo de 1,2,4-oxadiazol'!!: (a)ciclacién de O-acilamidoxima; (b) ciclacién de
N-acilamidoxima; (c) oxidacion de 4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazoles; (d) cicloadicion
1,3-dipolar de 6xidos de nitrilo con nitrilos y compuestos relacionados; y (e)
reordenamiento de otros heterociclos. El método mas comiunmente adoptado es
la ciclacién de O-acilamidoximas obtenidas de la acilacion de las amidoximas
con &cidos carboxilicos o acidos carboxilicos derivados. Estos métodos de
sintesis han sido optimizados a lo largo de los dltimos afios incorporando nuevas
tecnologias tales como el empleo de soportes sélidos (sintesis en fase sélida) y
la asistencia de calentamiento por microondas que, a su vez, han sido adaptadas

a la sintesis de otros heterociclos similares como los isoxazoles.

En primer término, se intentd llevar a cabo el acoplamiento de derivados
de aril-amidoximas 15 con N-Boc-aminoéacidos 30 y la posterior ciclacion de los
aductos formados (38, O-acilamidoximas). Nuestro propdsito inicial fue que los

dos sustituyentes de interés estén conectados al ndcleo oxadiazélico en
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posiciones, 3y 5, del anillo 1,2,4-oxadiazélico. En el Esquema 57 se muestra el
camino sintético general para la obtencion de esta clase de compuestos hibridos
39.

10 Condiciones de aqtivacic')n y 0 R Condiciones de N-o
R condensacion H ciclacioén ar—< R
HO /N—O NHBoc N
NHBoc N~OH Ar—( NHBoc
Ar—( NH,
NH,
30 15 38 39

Esquema 57: Camino sintético general para la obtencidn de estructuras hibridas
conteniendo el anillo 1,2,4-oxadiazol.

3.2.1. Sintesis de aril-amidoximas

El término amidoxima fue empleado por primera vez en 1884 por Tiemann
para referirse a estructuras quimicas identificadas como oximas en la que uno

de los sustituyentes era un grupo amino (Figura 42).

OH
Nw’"

PR

R” “NH,

Figura 42: Estructura general de una amidoxima.

Estos compuestos han ganado mucho interés en distintos campos de
investigacion. Desde la perspectiva médica, exhiben actividades biolégicas
beneficiosas tales como antitripanocidas,!? antituberculosos,*'3 hipotensivos y
antiarritmicos,!'# antibacterianos y fungicidas.'*> Ademas, el grupo funcional
amidoxima se suele considerar como bioiséstero de un &cido carboxilico, y
existen algunos ejemplos exitosos de candidatos a farmacos que contienen el
grupo amidoxima y exhiben propiedades antiartriticas y cardioténicas.® Desde
el punto de vista quimico, estos compuestos son relativamente faciles de
sintetizar y son empleados para la sintesis de una gran variedad de compuestos

valiosos.

Las amidoximas han sido poco estudiadas en la literatura con respecto a
su isomeria. Este aspecto tiene gran importancia para la determinacién de su

estructura. Estos compuestos pueden exhibir isbmeros geométricos Z o E.
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(Figura 43). Numerosos estudios mostraron que la forma Z es la configuracion
mas estable. Esto fue probado por calorimetria diferencial de barrido (DSC) en
los que el calentamiento y fusion de la forma E llevo a su isomerizacion a la forma
Z. Ambas formas pueden estar presentes pero la forma E se encuentra en

general en menor proporcion.tt’

N. !
R)\NHZ R*NHZ

configuracién Z configuracion E

Figura 43: Isomeros E y Z de la funcionalidad amidoxima.

Los isébmeros Z sean probablemente méas estables debido a la posibilidad
de formacion de puente de hidrogeno intramolecular entre el resto NHz y el
OH.*8 Por razones puramente geométricas, es evidente que la formacién directa
del anillo 1,2,4-oxadiazdlico solo es posible cuando la amidoxima adopta la forma
Z.

Como en el capitulo anterior, comenzamos nuestros ensayos con
materiales de partida sencillos. Por lo tanto, se inicid6 con la sintesis de la
amidoxima 15a probando dos metodologias, ambas utilizando benzonitrilo (21a),
hidrocloruro de hidroxilamina como materiales de partida y una base como
carbonato de sodio en una mezcla de etanol-agua. Una de ellas (método A,
Esquema 58) se llevd a cabo utilizando sonicacién ya que se encontraron
antecedentes de su aplicacion en este tipo de transformaciones quimicas.*®
Dicha metodologia consiste en la aplicacion de ondas de ultrasonido de alta
intensidad en el medio de reaccion lo que lleva a la formacion y colapso de
microburbujas en dicho medio (cavitacién acustica).'?° Esta técnica fue probada
reiteradas veces hasta encontrar las condiciones mas o6ptimas, las cuales
consistieron en aplicar sonicacion durante 40 minutos a 50 °C, dando un
rendimiento de 18% del producto esperado.*® Por otro lado, se llevd a cabo la
reaccion de obtenciébn de la misma amidoxima 15a utilizando el método
convencional (método B, Esquema 58)'2! el cual consiste en dejar la reaccion
durante 24 horas a temperatura ambiente dando un mejor rendimiento que la

metodologia anterior (67%).
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NH,OH. HCI (1eq) N-OH
o= - O
NayCOj3 (1eq) NH,
21a EtOH/H,0O 15a

Metodo A: sonicacién, 50 °C, 40 min, 18%
Metodo B: 24h t.a, 67%

Esquema 58: Comparacion métodos de sintesis de la amidoxima 15a

En el espectro de RMN de 'H de 15a (Figura 44) se muestra la aparicion
de un singlete ancho a 4,88 ppm correspondiente al grupo -NHz. El protén
perteneciente al grupo —OH es intercambiable y su sefial no suele aparecer en
el espectro de RMN de !H. La formacién del grupo amidoxima la pudimos
confirmar con el espectro de RMN de 3C (Figura 45). Mientras que la sefial
referida al carbono del grupo nitrilo (-CN) en el material de partida posee un
desplazamiento quimico de 119 ppm, en el espectro RMN de 3C de 15a
podemos observar que el carbono del grupo oxima derivado sufre un
desapantallamiento mostrando un desplazamiento de la sefial a campos mas
bajos (152,70 ppm).
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7.2804
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Figura 44: Espectro RMN de 'H de 15a.
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Figura 45: Espectro RMN de 3C de 15a.

El mecanismo aceptado para la formacion del grupo amidoxima se

muestra en el Esquema 59.

NH,OH
Ar fN _,AFYJ}I(H — Ar\n/NHz
/(N\
21 H OH NOH
15

Esquema 59: Mecanismo probable de formacion del grupo amidoxima a partir
del grupo nitrilo.

Luego se ensayo la formacioén del 1,2,4-oxadiazol a partir de la amidoxima
15ay un cloruro de &cido comercial, el cloruro de 2-metoxiacetilo (611-1). De esta

manera el oxadiazol 17al se obtuvo con 51% de rendimiento (Esquema 60).1%?

©—</N—OH )OJ\/ Py/CHCI3 /N\O
+ O
reflujo (115 °C)

15a 611-1 5h 17 a1
51 %

Esquema 60: Sintesis de anillo 1,2,4-oxadiazélico a partir de cloruro de acido y
amidoxima.

La reaccion anterior fue llevada a cabo en cloroformo anhidro en presencia
de piridina como base a temperatura de reflujo (115°C) durante 5 horas. El crudo

fue purificado por columna cromatografica usando gradiente de polaridad
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hexano-acetato de etilo. La confirmacion de la formacién del producto 17al se

realiz6 mediante RMN.

Un posible mecanismo que lleva a la formacion del anillo 1,2,4-oxadiazol a
partir de amidoxima y un acido carboxilico o derivado se detalla en el Esquema
61_123

Ar NHZ
i N Ar\WNHZOAG) | (j\
NG '\ N.S /\)OJ\ N\O{\R 07 "R
6

H H v,

Ar N - |Ar N - Ar A
| /;'—R | %{OH N o
N~ N<g) R N-g" R

l E D c

X: grupo saliente.
R: grupo arilo o alquilo

Esquema 61: Mecanismo probable de formacion del anillo 1,2,4-oxadiazol
a partir de amidoxima y acido carboxilico activado o derivado en medio bésico.

Inicialmente, la eliminacion del protén acido de 15 con una base adecuada
crea un anion 15 en el atomo de oxigeno que ataca el carbono carbonilico de 6
para proporcionar una especie tetraédrica inestable A con la consiguiente
pérdida de del grupo saliente para dar B. Luego, este intermedio se cicla para
proporcionar C, sufriendo eliminacion de agua por calentamiento (intermedio D

y E) para formar finalmente el 1,2,4-oxadiazol 17.

En la Figura 46 se muestra el espectro de RMN de 'H de 17al, en el cual
podemos evidenciar la desaparicion de las sefiales anchas correspondientes a

los protones aminicos de la amidoxima 15a.
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Figura 46: Espectro RMN de 'H de 17a1.
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La asignacion de las sefales de los carbonos fue posible mediante el
espectro en dos dimensiones HSQS y HMBC. En este ultimo (Figura 47) fue
posible determinar las sefiales que corresponden a los carbonos cuaternarios.
Podemos confirmar que el C7 esté correlacionado con los protones aromaticos
ya que se evidencia un cruce de picos entre ambas sefales. En el espectro RMN
de 13C (Figura 48) se observa que C7 sufre un desapantallamiento en el anillo
oxadiazélico, desplazandose la sefial a campos mas bajos (168.36 ppm)
respecto a la amidoxima 15a en la cual el C7 resuena a campos mas altos
(152.70 ppm). Por otro lado, el carbono carbonilico proveniente del cloruro de
acido (611-1) no muestra un cambio significativo de desplazamiento quimico

cuando forma parte del heterociclo en el producto 17al.
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Figura 47: Espectro HSQC de 17al.
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Figura 48: Espectro RMN de'3C de 17al.

A partir de estos resultados alentadores se buscO aplicar dichas
metodologias a los derivados de penicilinas. Para ello, inicialmente se requirié
sintetizar el nitrilo 61,'>* derivado del &cido 6,6-dibromopenicilanico (34)
obtenido, a su vez, a partir del acido 6p-aminopenicilanico (6-APA), cuya sintesis

fue descripta previamente (pag XX).
3.2.2. Sintesis del 3a-ciano derivado del 4cido 6,6-dibromopenicilanico (61).

El Esquema 62 muestra el procedimiento de formacién de la 6,6-
dibromopenicilamida (57), precursor del 3a-ciano derivado de penicilina 61. Se
comienza con la obtencion de la sal 34" a partir del acido 6,6-dibromopenicilanico
(34), usando una amina cuaternaria como la trietilamina. Cuando la sal 34" se la
hace reaccionar con cloroformiato de etilo (14) lleva a la formacién del anhidrido
mixto 56 el cual posee un buen grupo saliente. El anhidrido reacciona de forma
controlada con amoniaco, generado in situ a partir de fosfato diamonico, llevando

a la obtencion de la amida correspondiente 57.
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O

Br//J;r K Et;N Br/j;r Bri.
CHCIl; anh CH2CI2 J; J\

E:OZH 1 min CO
34 TA. 2 30 min

/Eo

56 EtO

(NH4)oHPO4 (ac)
3h, t.a

Br

Br//,, S W
N\)\

o .
=0
HoN

6,6-dibromopenicilamida
57

Esquema 62: Sintesis de la amida 57 derivada del 4cido 6,6-dibromopenicilanico
(34).

Una vez obtenida la 6,6-dibromopenicilamida 57, el siguiente paso hacia
la sintesis del nitrilo correspondiente fue la obtencién de la sal de Vilsmeier (60)
formada a partir de dimetilformamida y cloruro de oxalilo (58) en acetonitrilo como
solvente (Esquema 63).

CO,, CO
Cl o
C‘)\/\ Cl > cl Z. N |cP
| O | e)
Sal de Vilsmeier
DMF 58 59 60

Esquema 63: Formacion de la sal de Vilsmeier (60).

Br
BI'//:, S W
N\)\ +
o B
/=0

Br
Cl Bri.! S
\ piridina oj: /
e ismei W
6,6-dibromopeniciliamida Sal de Vilsmeier N
57 60 61

Esquema 64: Formacion de la 3a-cianopenicilina 61 a partir de 57 y la sal de
Vilsmeier (60)
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La sal de Vilsmeier (60), generada in situ, se hace reaccionar con la 6,6-
dibromopenicilamida (57) en presencia de piridina para obtener la 3a-
cianopenicilina 61 (Esquema 64). Una vez obtenido el nitrilo 61 aplicamos las
condiciones desarrolladas en el Esquema 65 para la sintesis de la amidoxima

derivada de penicilinas 45 para luego ensayar la formacion del 1,2,4-oxadiazol.

Br H d Br H
BrJ;QZ\ NH,OH.HCI Brnj/i_-rs
N — X Q\
0 Ty ,: H N82003 e} 7 ’4\l 3'__ H
W EtOH/H,0 /=N
2
61 N H-oN bH
Amidoxima derivada
45

Esquema 65: Reaccion de formacion de la amidoxima derivada del acido 6,6-
dibromopenicilanico (45).

Se ensayaron distintas condiciones para esta reaccion, pero en ningun
caso pudo obtenerse la amidoxima 45 y todas las pruebas llevaron a productos

de descomposicion (Tabla 02).

Tabla 02: Condiciones ensayadas para la formacién de la amidoxima 45.

Pruebas Temperatura Tiempo Resultado
1 50°C-Sonicacion 30 min Sin producto
2 T.A. 24 h Sin producto
3 T.A. 1h Sin producto

Posiblemente, al igual que en el caso de la hidrazina, la hidroxilamina
realice un ataque nucleofilico al carbono carbonilico del anillo B-lactamico
produciéndose la apertura de este. Esto pudo inferirse debido a que en los
espectros de RMN de *H no se detectaron los hidrogenos de los carbonos 5y 3
caracteristicos del anillo penam como asi tampoco la sefial entre 1745 y 1750

cm® del carbonilo de la B —lactama en los espectros de IR.

A pesar de no haber podido formar la amidoxima 45 a partir de la 3a-
cianopenicilina 61, se intent6 verificar si era posible la formacién del anillo 1,2,4-
oxadiazol utilizando aminoacidos y un derivado de amidoxima simple, como la
amidoxima 15a. Para ello fue necesario la formacion del cloruro de &cido
derivado del aminoacido correspondiente (Esquema 66).1° Partiendo de N-Boc-

Leu (30b), se tratdé con cloruro de oxalilo (58) para obtener el cloruro de acido
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30b", el cual se utiliza directamente en la siguiente reaccion, sin purificar. La
reaccion con la amidoxima 15a llevdé a la formacion del heterociclo 1,2,4-

oxadiazol 39ab, aunque con soélo un 5% de rendimiento, aislado por columna

cromatografica.
0 0 Q
Et3N (2eq)
NOH ¥ C')SW/CI ’ NHB .
NHBoc O THF, -25°C, 30 min oc
_OH
30b 58 30b° N

I
CHCl,/Py ©)\NH2
reflujo, 5h 15a

5%

N-
O
—
N Z
39ab  NHBoc

Esquema 66: Sintesis de 1,2,4-oxadiazol 39ab a partir de la benzoamidoxima
15ay el cloruro de acido de N-Boc-Leu (30b).

En el espectro de RMN de 'H del producto purificado 39ab (Figura 49)
podemos observar la presencia de las sefiales correspondientes a los protones
aromaticos derivados de la amidoxima 15a y de los protones del resto
aminoacidico derivados de 30b, lo que da un indicio del acoplamiento entre
ambas estructuras. Por otro lado, se evidencia un desplazamiento del H-alfa de
la N-Boc-Leu (30b) a campos mas bajos (de 3.90 aprox. en 30b a 5.08 ppm para
H-12 en 39ab). A su vez la sefal del proton unido al N del resto aminoacidico
gueda mas apantallado desplazandose la sefial a campos mas altos (de 7.04 a
5.13 ppm para H-13 en 39ab).
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Figura 49: Espectro RMN de 'H de 39ab.

En cuanto al espectro de RMN de '3C (Figura 50), se evidencian los
carbonos cuaternarios C7 y C9 a desplazamientos quimicos que se
corresponden al anillo 1,2,4-oxadiazolico. ElI C7 sufre un pequefio
desplazamiento a campos mas bajos respecto a la amidoxima 15a (de 152,7
ppm a 168,2 ppm). Por otro lado, el C9 también se desplaza a campos mas bajos
respecto al material de partida 30b (de 174,61 a 180,01 ppm). Ademas, la sefial
del C-alfa del resto aminoacidico se desplaza a campos mas altos en relacion
con 30b (de 51.72 a 46.79 ppm).
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Figura 50: Espectro de RMN de 3C de 39ab.

Creemos que el bajo rendimiento de esta secuencia podria deberse a la

baja eficiencia en la etapa de formacién del cloruro de acido 30b”. Generalmente
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los cloruros de acido son inestables y se hidrolizan facilmente, lo que impide su
manipulacion, por lo que no se puede tener la certeza de rendimiento en la etapa
de su formacién. La posibilidad de aplicar condiciones de calentamiento por
microondas, tal como se ha reportado en la literatura,'?® también fue ensayada,

aunque no resultaron en la formacion del 1,2,4-oxadiazol esperado.

Si bien el rendimiento fue bajo, la obtencion del 1,2,4-oxadiazol fue
confirmada, por lo tanto, se intent6 la formacion del cloruro de acido de la
penicilina, cuya sintesis ya ha sido reportada,?®> y hacerlo reaccionar con la

amidoxima 15a para obtener 41a (Esquema 67 y 68).

O
Cl
oy
Br o) Br

Bri,,\ S Bri..\ S
N\>\ NJ\
o

* Benceno anh. 0 B
CO,H DMF anh. e
34 0,5h 347 O

Esquema 67: Formacion del cloruro de &cido de la penicilina.
N-OH
()
Br NH,
Br//j;r\s)\\\\ 15a B S. .
N RN

0 P Py/CHCl, !
3 O -
€ 1)30min TA. <N
2) 5 h reflujo o _
34 41a N

Esquema 68: Ensayo de formacion del anillo 1,2,4-oxadiazol a partir del cloruro

de &cido de la penicilina.

Lamentablemente el producto deseado 4l1a no pudo detectarse en el
espectro de RMN de 'H, probablemente debido a la no formacién de 34" o a su

descomposicion antes de reaccionar.

3.2.3 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir de N-Boc-Leu (30b) utilizando

activacion con 1,1'-carbonildiimidazol (CDI).

Otra opcion encontrada en la literatura'?® para la sintesis de 1,2,4-

oxadiazoles es la utilizacion de un activante del grupo acido carboxilico, como lo
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es el CDI. El CDI reacciona con el acido para dar una forma activada que
reaccionara mas eficientemente con el nucledfilo. En la primera etapa del
Esquema 69 se muestra cuando se intentd llevar a cabo la formacion de la
amidoxima acilada 38ab empleando tres condiciones que varian solamente en
el tiempo después del agregado de la amidoxima 15a manteniendo constante la
temperatura (Tabla 03).

@)

O 1) CDI (1eq), DMF, 30 min,t.a.

/N‘O ‘NHBoc
HO -
NH,

BOCH'\:I N-OH

2)©_</ Amidoxima acilada 38ab
30b (1 eq) NH, (153, 1 eq) ' CDI, DMF
.+ 115°C, 6 h
DMF, t.a. '

\]
©\(N\
-0
Nﬂ_
BocHl\f
39ab

Esquema 69: Ensayo de sintesis del anillo 1,2,4-oxadiazélico utilizando CDI
como activante de acido carboxilico

Tabla 03: Tiempos de acilacion de 15a con N-Boc-Leu (30b)

Entradas t (h) T (°C) Resultado
1 3 25 Sin producto
2 10 25 Sin producto
3 12 25 Sin producto

En ninguna prueba se detectaron en los espectros de RMN de 'H las
sefales correspondientes al producto 38ab. Se pensoé que la activacién con CDI

no fue lo suficientemente eficiente, por lo tanto se busco otro activante.

3.2.4. Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir de N-Boc-Ala (30f) utilizando

activacién con HATU y HOBt como coactivante.

Una metodologia muy utilizada en sintesis peptidica es la activacion de

acido carboxilicos mediante la combinaciéon HATU/HOBt.127 La O-acilacion de la
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amidoxima se lleva a cabo con HATU en presencia de HOBt para acelerar el

acoplamiento.

El mecanismo de reaccién de la activacion del acido carboxilico por HATU
y la posterior O-acilacion se resume en el Esquema 70. En el primer paso, el
anion carboxilato 6-1" (formado por la desprotonacion por una base organica)
ataca al HATU para formar la sal inestable de O-acil(tetrametil)isouronio (A). El
anion OBt ataca rapidamente la sal de isouronio A, proporcionando el éster
activo de OBt (B) y liberando una cantidad estequiométrica de tetrametilurea. La

adicion de la amidoxima 11 (nucledfilo) al éster activado da como resultado su

acilacion.
0 base 0 ® 0 (O) N7
— o N-0© '~
R" ~OH R SO NN 1 SN\
N~ T RO
6-1 6-I /g\ A
(HATU) N-00
N=N 0
(OBt ") \N)L'Tl/

0 N )
iy “OH o\/R' 0
R" 0 11 1 N
N R?2 ©: N
T~ N
NH,

12 B
(amidoxima acilada) (OBt-ester activado)

Esquema 70: Mecanismo de activacion del acido carboxilico 6-1 utilizando
HATU/HOBt

El agregado de HOBt se suele usar para ayudar a minimizar la
racemizacion (especialmente en la sintesis de péptidos) pero también funciona
como un catalizador nucledfilo, lo que significa que acelerara la reaccién. Sin la

presencia de HOBt la reaccion procede, pero mas lentamente.

Una reacciéon secundaria puede tener lugar cuando la amidoxima
reacciona con el reactivo de acoplamiento para formar un subproducto de

guanidinio, por lo tanto, el orden de adicién y el tiempo son cruciales.?®
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Por medio de esta metodologia finalmente se logré6 obtener un
procedimiento de sintesis de 1,2,4-oxadiazol utilizando aminoacidos (Esquema
71). Luego de la generacion de la amidoxima acilada 38af, calentamos la misma
a 115°C por 2 h en DMF para obtener de primer anillo 1,2,4-oxadiazélico unido
a un resto aminoacidico (39af) con un rendimiento del 30%, después de

purificacion con columna cromatografica.

1) HATU (1eq) o
HOBt (0,2 eq)
0 DIPEA (5 eq) ~ > %
HO)K/ DMF, 1 min, TA. @_é“ O NHBoc
: N-OH NH,
NHBoc 2)©_</
(15a, 1 eq) 38af

N-Boc-Ala NH,
Amidoxima acilada
(30f, 1 eq) 1h, ta.

30% | DMF, 2h, 115°C

N~o
7
{ HN@
BocHﬁ
39af

Esquema 71: Sintesis del anillo 1,2,4-oxadiazolico utilizando HATU/HOBt como
dupla activante del acido carboxilico.

La presencia del producto 39af fue confirmada mediante los espectros de
RMN de H y 13C y por espectrometria de masa de alta resolucién. En el RMN
de H de 39af no se observo la presencia de un singlete ancho correspondiente
al grupo -NHz, lo cual indica la total ciclacion del intermediario amidoxima acilada
38af que generalmente presenta una sefial entre 6 y 7 ppm, de acuerdo con la
literatura. Por otra parte, los desplazamientos quimicos de los carbonos
cuaternarios del anillo 1,2,4-oxadiazélico en el RMN de *3C son los esperados y

compatibles con los encontrados en literatura.

En funcidn de estos resultados, se decidi0 preparar una pequefa
biblioteca de 1,2,4-oxadiazoles con el objetivo de generar una coleccion de

compuestos que pudiesen ser utilizados en pruebas de actividad bioldgica.
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3.2.5. Sintesis de 4-bromoamidoxima (15b) a partir del acido 4-bromobenzoico
(61-2).

En principio, se sintetizo la 4-bromoamidoxima (15b) con el fin de lograr
mayor variabilidad en la biblioteca a sintetizar (Esquema 72).}?° Para dicha
sintesis se partio del acido 4-bromobenzoico (61-2) el cual se deshidraté con
H2SO4 concentrado en acetonitrilo anhidro durante 8 horas a 95°C para dar 4-
bromobenzonitrilo (21b). Posteriormente, el compuesto 21b se lo hizo reaccionar
con 1 equivalente de hidrocloruro de hidroxilamina en presencia de carbonato de
sodio en una mezcla de etanol-agua durante 24 horas a temperatura ambiente

para dar el producto 15b.

NH,OH. HCI (1eq.)

. o H2S04cc (20 eq) = Na,CO3 (1eq) N-OH
< > ZOH CHiCNanh. BT\ /=N Br‘©—</
95°C, 8h EtOH/HZO NH>

61-2 21b 24 h, TA. 15b
21%

Esquema 72: Sintesis de 4-bromobenzoamidoxima (15b).
3.2.6. Generacion de una biblioteca de 1,2,4-oxadiazoles.

A partir de la metodologia del Esquema 72 se probaron distintos N-Boc-
aminoacidos 30 junto a las amidoximas 15a y 15b. Llevando el sistema a la
temperatura de reflujo, los intermediarios amidoximas aciladas ciclaron
obteniendo asi los distintos derivados de 1,2,4-oxadiazoles con rendimientos de

moderados a buenos (Tabla 04).

Tabla 04: 3,5-aril-aminoacil-1,2,4-oxadiazoles
1° Etapa: i) HATU (leq), HOBt (0,2 eq), DIPEA (5 eq), DMF, 1 min, T.A.
i) amidoxima (1eq.) T.A.

2° Etapa: DMF, 2h, 115°C

Boc-Aminoacido Amidoxima Producto Rto. (%)?
0] N-OH N-©. NHBoc
BocHN,,, ®—</ '
1 OH NH2 ©/‘\N>_—<——<
15a 39ab 75
30b
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(0] OH N’O NHBoc
BocHN,, N\ I
OH NH, N
2
15b Br
30b 39bb 51

N’O NHBoc

O
|
BocHN,, OH N—-OH N
/
3 <;>—< =
HN, Nz HN
15a 25

30¢ 39ac

O N—OH N’O NHBoc
7
BocHN,, ©—< I >—<
4 'HJ\OH NH, N

15a
39ad 30
30d
0 OH N-© NHBoc
BocHN N | H
\
5 (/H\OH NH, N
58
30d 15b Br 39bd
Br
EOC 0] /N—OH l\/l‘O Eoc
o Frlee O, (0
50
30e 15a 39%ae
Q N-OH ","O NHBoc
7 BocHN,, OH
) NH; N s
CbzHN" CbzHN 68
30f 15a 39af

aTodos los rendimientos fueron determinados luego de la purificacion por columna
cromatografica. *El rendimiento del compuesto 39ag no pudo ser determinado debido a que no

fue posible separar una impureza mediante cromatografia por columna.

3.2.6.1 Analisis del espectro de H-RMN del compuesto 39ae.

Uno de los compuestos que resulta interesante analizar es el compuesto
39ae. El andlisis del espectro RMN de 'H, a diferencia del resto de los

compuestos de la biblioteca, mostraba una duplicacion o desdoblamiento en
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ciertas sefiales especialmente la sefal correspondiente a los tres metilos del
terc-butilo de la porcion Boc, para los cuales se esperaba una Unica sefial. En
andlisis de RMN de 3C también evidencidbamos este fenémeno. Se realizé un
andlisis de HSQC el cual mostraba que a las sefales desdobladas en el espectro
de RMN de H se le correspondia una sefial en el espectro de RMN de 13C. Este
efecto podria atribuirse a la rotacidn restringida del enlace C-N en el resto N-
Boc-Pro (Esquema 73). Para corroborar la hipotesis, realizamos un experimento
de RMN de 'H a temperatura variable que mostré que las sefiales de protones
duplicadas colapsan en una sola cuando la temperatura alcanza los 55°C (Figura
51).

ovs ol

39ae-1 39ae-2
Esquema 73: Equilibrio de rotAmeros de 39ae a temperatura ambiente

RMN de *H del compuesto Unificacion de
39ae a 552C H ﬁ : sefiales del tBu
: f L AN

RMN de 'H del compuesto aMcz78s 22 1] CiBrukedTORSPIN Cristian[ |
o4 39ae a 452C TP P S S T O | Scale: 2,00

CMCZ7Ea 23 1 CBrukerTORSPIN Cristian ]
; Seale s 2,00

[+1eg]

25
|

S@ruker TOPSPIN Cristian| |

RMN de *H del compuesto Acercamiento e cucara: Gcale; 200

39ae a 352C las sefiales del

: Bu
EE . :
: : N v

RMN de 'H del compuesto : aMC278a 20 1| CABrukedTOPSPIN Cristian[ |
) . ~ : Scale 1,00

~J" 39aeatemperatura ambiente O Sefiales s cale: 100,

: correspondientes al 'Bu d

......................... desdobladas e N

o : i J\‘ . o N

10 & ] 4 2 i [ppm]

Figura 51: RMN de 'H de 39ae a temperatura variable.

Como se puede observar en la Figura 52, al aumentar la temperatura en
los espectros de RMN de 'H las sefiales desdobladas correspondientes al terc-

butilo de la porcion Boc se unifican al llegar a los 55°C, por lo que creemos se
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trata de dos conformaciones del compuesto 39ae. Ademas, es légico pensar que
la sefial mayor en el espectro de RMN de !H a temperatura ambiente

corresponda a 39ae-1 ya que es el de menos congestion estérica.

3.2.7. Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir del acido 6,6-dibromopenicilanico
(34).

Una vez obtenida la primera quimioteca de compuestos con anillos 1,2,4-
oxadiazolicos y residuos aminoacidicos, el siguiente propésito de sintesis fue
generar otros compuestos 1,2,4-oxadiazdlicos conteniendo el anillo de penicilina.

Inicialmente se llevo a cabo la activacion del grupo acido carboxilico del
derivado penicilanico 34 utilizando la dupla HATU/HOBLt en presencia de DIPEA
y usando DCM como solvente de reaccion, ya que a diferencia de la DMF
(utilizado en las sintesis anteriores-Método B), es de facil remocién a presién
reducida y solubiliza correctamente los materiales de partida. Posteriormente, se
realizd el acoplamiento con la amidoxima 15a. Finalmente, se llevo a cabo la
ciclacion del aducto intermediario, para lo cual fue necesario que el sistema
alcance altas temperaturas. Esto se logré incorporando tolueno ya que es un
solvente de alto punto de ebullicion y de posible remocién a presién reducida. A

estas nuevas condiciones la llamamos Método C (Esquema 74).
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1) HATU(1 eq), HOBt (0,2eq) [ g,

Brin.) s. . DIPEA (5eq), DCM ,30min, TA. | Bru.) S. .
LS LS

o 2) N-OH o
o (4 .

34 NH; ON

15a HyN—¢/
DMF,1 h, TA.

40a

DCM, Tolueno
reflujo
toda la noche

37%

41a

Esquema 74: Esquema de sintesis del anillo 1,2,4-oxadiazoélico a partir de 34y
utilizando HATU/HOBt como dupla activante del acido carboxilico.

De esta manera se obtuvo el primer derivado 1,2,4-oxadiazélico
conteniendo el anillo de penicilina (41a), confirmado a partir de los espectros de
RMN de 'H y 13C (Figuras 52 y 53, respectivamente) y por espectrometria de
masa de alta resolucion. En el espectro de RMN de 'H se observan las sefiales
caracteristicas de los protones del nucleo penam: H5 (6,01 ppm) y H3 (la cual
sufre un corrimiento de 4,56 a 5,38 ppm, respecto al material de partida) y las
sefales del gem-dimeltilo, H11y H12 (1,30 y 1,75 ppm).
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Figura 52: Espectro de RMN de H de 41a.

Por otro lado, en el espectro de RMN de 3C (Figura 53), podemos
reconocer la sefial esperada para el carbonilo del nicleo penan (C7) a 164,30
ppm y de los carbonos pertenecientes al anillo 1,2,4-oxadiazélico cuyas sefiales
se muestran a 173.16 ppm (C13) y a 168.46 ppm (C16). La asignaciéon de las
sefales fue posible con la ayuda de los espectros en dos dimensiones HSQC y
HMBC.
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Figura 53: Espectro de RMN de 3C de 41a.

Viendo que la formacién del anillo 1,2,4-oxadiazol a partir del derivado de
penicilina era posible, se consideré formar otros compuestos conteniendo el

anillo 1,2,4-oxadiazolico a partir de la misma penicilina (34) y otras amidoximas.
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Para la sintesis de nuevos derivados de amidoximas en primer lugar fue
necesario sintetizar los nitrilos correspondientes. De alli que se comenzé con la
sintesis del nitrilo derivado del aldehido 7c utilizando acido triflico y azida de

sodio*®*® como se muestra en el Esquema 75.

Q
F3C-S-OH
o)

O acido triflico (9 eq)
‘Bu - tBu@CN
H NaN3(2eq)

acetonitrilo
7c 2 min, TA. 21c

52%

Esquema 75: Sintesis del nitrilo 21c a partir del aldehido 7c.

El mecanismo?*3° posible de la reaccién anterior se muestra en el

Esquema 76.
NaNs+ CF,SO;H HN,+ N@ O\\S/CFs
a —_— a N
3 30oU3 o 3 @O 5
H
N
OH H
HNg H { -H,0 NN, CN
H — - UH —— SN —>/©/
Bu Bu ?—i N, Bu @Il\lll> Bu
@ N
7c 21c

Esquema 76: Mecanismo posible de formacion de nitrilos a partir de aldehidos
utilizando &cido triflico y azida de sodio.

A partir del nitrilo 14 se formd la correspondiente amidoxima 15c

(Esquema 77).

NH,OH. HCI (1eq) N—-OH
'‘Bu /7 N =N ’ tBU‘©—</
— Na,CO3 (1eq) NH,
EtOH/H20
21c 24 h ta 15¢
64 %

Esquema 77: Sintesis de la amidoxima 15c a partir del nitrilo 21c
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Ademas, se intentd formar los nitrilos derivados de los acidos nicotinico y
4-metilbenzoico usando A&cido sulfurico'®® como deshidratante pero

lamentablemente no fue posible su obtencion (Esquema 78).

N pguminye o
95 °C
61-3 21d
ac. nicotinico
CN
HQSO4 CcC
95 °C
61-4
21e

ac.4-metilbenzoico

Esquema 78: Intentos de sintesis de los nitrilos 21d y 21e a partir de los acidos
nicotinico y 4-metilbenzoico.

Finalmente, se llevd a cabo la formacion de los 1,2,4-oxadiazoles a partir
las amidoximas 15a-c y el derivado penicilanico 34 utilizando el Método C.

De esta manera se obtuvieron tres derivados de penicilina conteniendo el

anillo 1,2,4-oxadiazélico cuyos rendimientos se muestran en la Tabla 05.

Tabla 05: Derivados de penicilina conteniendo el anillo 1,2,4-oxadiazélico

Entrada Amidoxima Ar Producto Rto (%)
1 15a CeHs 4la 37
2 15b p-CesH4Br 41b 16
3 15c p-CsH4'Bu 41c 20

En la Figura 54 se muestran los tres derivados 1,2,4-oxadiazolicos
obtenidos utilizando la metodologia detallada en el Esquema 74.
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Figura 54: Derivados 1,2,4-oxadiazo6licos con porciones penicilinica y aromatica.

A raiz de los resultados alentadores en la obtencion de los anillos 1,2,4-
oxadiazolicos unidos al anillo de penicilina, se ensay6 la formacion de las
amidoximas derivadas de N-Boc-aminoé&cidos. Con este fin, N-Boc-aminoacidos
se derivatizaron, en primera instancia, a la funcién amida'3! (Esquema 79)

empleando cloroformiato de etilo, trietilamina y amoniaco acuoso en THF como

solvente.
1) CICOOEH,
0, WM o
min, -
NHBoc  2) NHj (ac. 25%) NHBoc
30 THF, 3h, 0°C 59
90-98%

R? = cadenas laterales de los aminoacidos utilizados

Esquema 79: Sintesis general de amidas a partir de N-Boc-aminoacidos.

Los rendimientos de estas reacciones fueron excelentes (Tabla 06)
obteniéndose de forma casi completa los productos esperados. Ademas, las
amidas derivadas se lograron con un alto grado de pureza por lo que no hubo

necesidad de purificacién por columna cromatografica.

Tabla 06: Rendimientos de las amidas derivadas de N-Boc-aminoéacidos.

Entrada Compuesto Rto(%)
1 59a (Phe) 95
2 59b (Leu) 95
3 59d (Ala) 90
4 59e (Pro) 91
5 59¢ (Thr) 90
6 59h (lle) 100
7 59i (Tyr) 99
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Posteriormente, las amidas derivadas fueron convertidas en los nitrilos
correspondientes!3! (Esquema 80). Esta transformacién cursa a través de una
deshidratacion empleando para ello el anhidrido trifluoroacético (TFAA) en
piridina anhidra como solvente. Los nitrilos derivados se purificaron por columna
cromatografica. En este caso, los rendimientos fueron menores en comparacion

con los de las amidas, pero aun asi aceptables (Tabla 07).

o]
H NJ\/R THAA N\/R
NHBoc panane. NHBoc
39 60-70% 60

R? = cadenas laterales
de los aminoacidos empleados

Esquema 80: Sintesis general de nitrilos derivados de N-Boc-aminoécidos

Tabla 07: Rendimientos de los nitrilos derivados de N-Boc-aminoacidos.

Entrada Compuesto Rto(%)
1 60a (Phe) 90
2 60b (Leu) 78
3 60d (Ala) 64
4 60e (Pro) 20
5 60g (Thr) 20
6 60h (lle) 85
7 60i (Tyr) 15

El mecanismo propuesto para la generacion de los nitrilos derivados a

partir de los aminoacidos correspondientes se muestra en el Esquema 81.

El proceso de obtencion de los nitrilos derivados de aminoacidos 60
comienza con la activacion de los N-Boc-aminoacidos 30 con cloroformiato de
etilo para formar el anhidrido mixto y asi hacerlos susceptibles al ataque
nucleofilico del amoniaco generado in situ por el hidroxido de amonio. Como
resultado de esta reaccién se obtiene la amida primaria derivada 59. La
deshidratacion de las amidas primarias para generar los nitrilos no se realiza
normalmente por calentamiento sino bajo la influencia de reactivos
deshidratantes. Por lo tanto, 59 es transformada al nitrilo correspondiente por
medio de la deshidratacién mediada por el anhidrido trifluoroacético (TFAA, por

sus siglas en inglés).
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i j I
rF— R N
F\’\T/H\OI_I CY/M\O/A\\ - \r/ﬂ\o CY/\\
NHBoc BOCHN/)

14

A
30 cloroformiato de N
etilo NHs3 j\
fc 03 0 HO” Y07 ™
A 0
- & 3 o {0 R
e e O 4 Y0
) FsC” O° CF3 BocHN
BocHN 59
TFAA amida derivada
l 0 0

A NH BocHN BocHN
BocHN  H . )OJ\ BocHN %D oF, 60
c O" CFj3 D E nitrilo derivado

Esquema 81: Mecanismo de sintesis de nitrilos a partir de aminoacidos.

Una vez obtenidos los nitrilos derivados de aminoacidos 60, se los empleo
para la sintesis de las amidoximas correspondientes 4232 (Esquema 82). Los

rendimientos de los derivados de amidoxima 42 se muestran en la Tabla 08.

OH
NH,OH.HCI (2,5 eq) N

N NaOH (2,5 e
S R 5 eq)
\l_/ HzNJ\;/R
NHBoc EtOH/agua NHBoc
80°C
60 1h 42

R?: cadenas laterales de los aminoacidos empleados

Esquema 82: Sintesis general de aminoximas derivadas de N-Boc-aminoacidos

Tabla 08: Rendimientos de las amidoximas derivadas.

Entrada Compuesto Rto (%)
1 42a (Phe) 47
2 42b (Leu) 61
3 42d (Ala) 34
4 42e (Pro) 13
5 429 (Thr) 10
6 42h (lle) 23
7 42i (Tyr) 60
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Debido a que los rendimientos obtenidos de las amidoximas 42 fueron
moderados, se trabajé en su optimizacion ensayando metodologias basadas de
procedimientos encontrados en la literatura.'3>133 Las condiciones varian en el
tipo de base utilizada, temperatura, tiempo y solvente de reaccion. Los resultados
se detallan en la Tabla 09. En todos los casos se utiliz6 como material de partida
el nitrilo derivado del aminoacido N-Boc-Ala (60f) y como clorohidrato de

hidroxilamina.

Tabla 09: Rendimientos de la formacion de la amidoxima 42f.2

Entrada Base T (°C) t (h) Solvente  Rto %P
1 NaOH (1M, 2,5eq) 100 1 EtOH/agua 40
2 NaOH (1M, 2,5eq) t.a. Toda lanoche EtOH/agua 89
3 KO'Bu (2,5 eq) 100 1 MeOH 83
4 KO'Bu (2,5 eq) t.a. Toda la noche MeOH 85
5 KOBu (10 eq) t.a. Toda la noche DMSO NCe<

aSe utilizaron 2,5 equivalentes de clorohidrato de hidroxilamina (excepto en entrada 5)
bLos rendimientos son calculados usando patrén interno mesitileno

°NC: no calculado: el producto no se pudo recuperar para el calculo de rendimiento
dSe utilizaron 10 equivalentes de clorohidrato de hidroxilamina.

Los rendimientos de la Tabla 09 fueron calculados mediante patron
interno. Un patron interno es una cantidad conocida de un compuesto diferente
al que se desea conocer su concentracion en una mezcla, el cual se afiade al
crudo de reaccién antes del analisis por RMN de 'H. Una sefial del compuesto
de interés se compara con la del patrén interno, y de ese modo se determina su
concentracion en la muestra. Los patrones internos son especialmente utiles
para determinar rendimientos en etapas de optimizacion sin necesidad de
purificaciones cromatograficas que llevan tiempo y gasto de solvente organico.
En nuestro caso se utilizé mesitileno como patrén interno. 34

De acuerdo con la Tabla 09, la condicién que arrojé mejores resultados
para la sintesis de la amidoxima 42f fue la condicion de la entrada 2 de la Tabla
09.

Posteriormente, se llevo a cabo las sintesis de los anillos 1,2,4-
oxadiazélicos empleando la serie de amidoximas 42 y el acido 6,6-
dibromopenicilanico (34) (Esquema 83). Se utilizaron dos metodologias. Por un
lado, el Método C, ya empleado, en el cual utiliza HATU, HOBt, DIPEA en
CH2Cl2/tolueno (anhidros) durante 30 min. a temperatura ambiente y luego a

reflujo durante toda la noche.'® Por otro lado, el Método D, empleando las
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amidoximas 42 y EDC en diglima como solvente de reaccion.'®¢ La mezcla de
reaccion se dejo toda la noche a 50°C y luego 3 horas a 110°C. Los rendimientos

utilizando ambos métodos se muestran en la Tabla 10.

Br 1) Activant PV s
ctivante . o
Bri.) S - ) Activ Br \)\\\ ciclacion Br?r s
o R
o B 2) o £l N—
CO,H HO.. O/\o 0 L
34 J\/R N N
g | e .
NHBoc
~ R BocHN'""
42 BocHN R
R? = cadenas laterales 43 44

de los aminoacidos empleados

Esquema 83: Sintesis general de 1,2,4-oxadiazoles unidos a restos
aminoacidicos y penicilinicos.

Tabla 10: Rendimientos de las 1,2,4-oxadiazoles derivados de penicilinas y
aminoacidos.

Entrada Compuesto Rto. (%)
Método C Método D
1 44a (Phe) NE 8
2 44b (Leu) 8 64
3 44d (Ala) 8 NE
4 44e (Pro) NE NR
5 44g (Thr) NE NR
6 44h (lle) NE 7
7 44i (Tyr) NE NR

NR: no hubo reaccién
NE: no fue ensayado

Br. S Br. S Br S 5 Br s
Brin Bro. o« B . B
o o % % o 3

/\ 7 7 /\
NN N9 N9 N9
BocHN™ C@ BocHN™ Q BocHN"" Z/ BocHN""
44a 44b 44d 44h

Figura 55: Quimioteca de compuestos 1,2,4-oxadiazélicos conteniendo el anillo
de penicilina y residuos aminoacidicos.
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Debido a que los rendimientos de la obtencion de los oxadiazoles 44
(Tabla 10) no fueron los esperados, se probaron otras tres metodologias para la
sintesis de este sistema hibrido de 1,2,4-oxadiazoles. Por un lado, se ensayaron
los métodos E y Fy por otro lado el método A (utilizado en las primeras sintesis
de 1,2,4-oxadiazoles, ver seccion 3.2.3). Ningun método arrojé resultados
positivos. El método E**” consiste en una reacciéon one-pot utilizando el éster
metilico del acido 6,6-dibromopenicilanico 34, la amidoxima con carbonato de
potasio como base. El método F es similar al método C, pero se utiliza

calentamiento por microondas.38

Con ninguno de los métodos anteriores se observaron sefiales
caracteristicas provenientes de los protones del carbono 3 y 5 del anillo
penicilinico en los espectros de RMN de H de los crudos de reaccién, con lo

cual inferimos que los oxadiazoles correspondientes no se obtuvieron.

Considerando la posibilidad de que el &cido penicilanico 34 no sea estable
a las condiciones utilizadas en el caso del método A, se realiz6 un ensayo en
cromatografia en capa delgada (CCD) con el fin de corroborar su estabilidad. En
primer lugar, se corrié el derivado penicilanico 34 disuelto en acetato de etilo a
temperatura ambiente, lo cual se tom6 como testigo (T). A continuacion, se

realiz6 la corrida de 34 sometido en tres condiciones:

e Condicién 1 (C1): acido penicilanico 34, disuelto en DMF a 115°C.
e Condicion 2 (C2): acido penicilanico 34, disuelto en DMF con CDI a
temperatura ambiente.
e Condicion 3 (C3): acido penicilanico 34 disuelto en DMF con CDI a
115°C.
Para C1, el derivado penicilanico 34 se observa al revelado con luz UV con el
mismo Rf que el testigo (T) y revelado color amarillo con solucién de p-
anisaldehido (Figura 56). Para C2 y C3, no se observa el derivado de penicilina

en la placa de CCD.

Conforme a estos resultados, podemos inferir que el activante CDI es
posiblemente el responsable de la apertura del anillo de penicilina. Esto es
coherente con el mecanismo de activacion propuesto llevado a cabo por el CDI.

En dicho mecanismo se formaria imidazol en el medio de reaccion, el cual podria
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ser el causante del ataque nucleofilico al grupo carbonilo B-lactamico (Esquema
84).

' ;
\-__I“'

F-Foi-q-4-
TCLC2C3

Coloracion
amarilla

Figura 56: CCD de 34 las condiciones C1, C2y C3

Br Br
Br/u S \ Br/l" S W D 10
o IR estruccion
N — N—/ - del anillo
- - ———» penicilanico
s £ AN
X
N
NI
®
KN
N N HN

Esquema 84: Mecanismo de la apertura probable del anillo B-lactamico por CDI

Si bien los métodos anteriores no han sido probados con gran variedad
de amidoximas distintas, el método D pareceria ser el mejor para los materiales
de partida empleados, aunque, en general, no se lograron buenos rendimientos.
El proceso de ciclacion para la formacion del anillo 1,2,4-oxadiazoélico conduce a
la pérdida de una molécula de agua por lo que la utilizacion de solventes anhidros
es crucial. El solvente diglima utilizado en este método es un poliéter con un alto
grado de higroscopicidad. A su vez por su alto punto de ebulliciébn (162°C)
dificulta mucho su eliminacion por evaporacién simple. Debido a esto planteamos
la posibilidad de usar una mezcla de solventes anhidros, por un lado, acetonitrilo,
como solvente de disolucion de los reactivos utilizados y, por otro lado, tolueno,
como solvente que permita llegar a una temperatura de ciclacion en un tiempo

no muy prolongado. De esta manera, utilizando estas nuevas condiciones, que
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denominaremos Método G, ampliamos y mejoramos los rendimientos de la
guimioteca de los compuestos hibridos (Tabla 11 y 12) combinando la estructura
penicilinica a una porcion aminoacidica o arilica por medio del anillo 1,2,4-
oxadiazolico. En primer lugar, se activd el acido 6,6-dibromopenicilanico 34
utilizando la cupla activante EDC/HOBt!*® durante 1 hora a temperatura
ambiente usando acetonitrilo anhidro como solvente (Esquema 85). En esta
primera etapa es posible visualizar la formacion de la urea C insoluble
correspondiente, lo que nos indicaria que la activacion ha sido exitosa.*° Una
vez activado 34, se incorpora al balon de reaccion la amidoxima correspondiente
(15 0 42) disuelta en el mismo solvente. En caso de que ésta no pueda disolverse
se la agrega en su estado solido cuidando de no perder demasiado las
condiciones anhidras. Luego se incorpora la trampa de Dean Stark con tamices
moleculares activados y el sistema de refrigeracion. Por dltimo, se agrega el

tolueno anhidro y se lleva el sistema a reflujo durante 3 a 4 horas.

I
Br /N
Br S BrBr
—
V<
\C\ ~

/oA ; c,
34 EDC NK g \/ N

B ﬁ% . ﬁff
o o N:: ) jo -

NH

B
c ’
1-(3-(dimetilamino)propil)- Derivado penicilanico N, :@
3-etilurea activado N
HOBt

Esquema 85: Mecanismo de activacion de 34 con EDC/HOBt.

El derivado amidoxima 15 o 42 fue obtenido a partir del nitrilo
correspondiente, utilizando hidrocloruro de hidroxilamina e hidroxido de sodio.
Se emplea metanol como solvente y la reaccién se mantiene a reflujo y se sigue

por cromatografia en placa delgada hasta visualizar la formacion del producto y
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el consumo del material de partida.**' En el Esquema 86 se resumen los distintos
caminos para la obtencion de las series de nitrilos de acuerdo con los materiales
de partida empleados. En el caso de utilizar acidos carboxilicos, como en el caso
de los aminoA&cidos, estos fueron derivatizados a la funcién amida®®' y a partir de
ella se llevé a cabo la formacién del nitrilo'3! utilizando anhidrido trifluoroacético
y piridina como solvente. Cuando el material de partida era un aldehido, como
en la mayoria de los compuestos aromaticos utilizados, la formacion del nitrilo
se llevd a cabo utilizando &cido triflico, azida de sodio y acetonitrilo como
solvente.’® En el caso de que el material de partida ser un &cido carboxilico
aromatico, la formacion del nitrilo derivado se realiz6 usando &cido sulfurico

concentrado a reflujo en acetonitrilo como solvente.1?9

ac.triflico
NaN; TFAA
Ar-CHO —_— -
CHSCN a.nh. piridina
t.a., 10 min 0°C. 2.5h

1) CICOOE, Et;N, THF

-15°C, 25 min
2) NH4(OH) (25%),
THF, 0°C, 3h
H>SO,4 cc (20 e
Ar-CO,H 2504 cc (20 eq)
CH3CN anh.
95°C, 8h
Ar: arilo

AA: aminoacido
R = arilo, aminoacidos

Esquema 86: Caminos de sintesis para la obtenciéon de nitrilos.

Como se menciond, el desarrollo del método G nos permitié ampliar la
guimioteca de compuestos hibridos oxadiazdlicos y mejorar los rendimientos de

algunos compuestos hibridos sintetizados por otros métodos (Tablas 11y 12).
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Tabla 11: Compuestos hibridos derivados de arilos utilizando el Método G

Capitulo 3. Resultados y Discusion

ENTR ALDEHIDO NITRILO AMIDOXIMA DERIVADO PRODUCTO HIiBRIDO OXADIAZOLICO RTO?*%) b
ADA PENICILANICO
I N-OH Br, =/ PN
Oo O A g
NH, LS IR 74 @7
21a 15a o |
34 CO,H B
rB; 0 4a
Br 7 O—N 20 (16)b
Broum.\ S N “\\\4\ \
— ..“\\\ S "’ N
B—( Y—CH = Br4©_< ©
NH2 34 COzH Br $
i 21b 15b B O 41b
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Brom.\ S o > .\\\\“‘4\
3 0 @CN N-OH N\)\ S 7N By
tB“OCH ) tB“O_{ © 34 top j:NK
NH, 2 Br— 41c
e 21c 15¢ Br O
0 CN o s /g E_N
ol Brin. AN
, on Al o Sa Myt o 2"
0 o | P
21d 15d © 34 Zo.H -
2 Br—s 41d 0
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S
Brm.\ S g
‘\\\\\\ IIIII \\\\
N—OH J;hyr\)\ S N 23
O,N CN 02N4< >_</ 5 N NO,
10 NH, 34 CO.H Br=—
21j 15j BF O 4]
4 \
\\\\\\ WL
S . N
5 ’J:J\ 20
| Br=s 41k
@) N-OH Brim.\ S - B 0 (0]
O 4 \)\\
15k 34 COyH 5 N “\4\ \
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HO—N N-OH

4
NH»

:
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t:N N 11
Br=s 411 \

BFE O ~OH
O—-N
,,,,, " \ o) Br
SKN I AR
0 10
Br; N, 41m L
Br @] ~0 S__/S

a) Los rendimientos corresponden ala reaccion de formacién del anillo 1,2,4- oxadiazolico luego de purificar por columna cromatografica; b) Entre
paréntesis rendimiento obtenido con el Método C.
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ENTRADA AMINOACIDO AMINOAMIDA AMINONITRILO  AMIDOXIMA DERIVADO PENIC. PRODUCTO HIiBRIDO RTO2(%)°¢
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_OH Br % O—N
NI Brun.\ S, . \““4\ \ NHBoc
BocHN,, _CO,H  BocHN, _CONHpBocHN, _CN  BocHN, A A 3 N" N 67 (7)°
2 4
o]
H/\ 34 CO,H Brj_:.-:K
Bf O 44h
30h 59h 60h 42h
_OH Br O—N
NI Brim. S, o b ) NHBoc
BocHN,, _CO,H  BocHN,, CONHzBocHN,, _CN  BocHN, NJ\ § N N 10
2 B
(0] £
SJ , s SJ . s - 34 COH j:K
~ 30j - : ~ 60j 42 2 Br=—3 .
>% ) BF O 44 S
_OH Br —
NI Brum. SN N ' NHBoc
BocHN.__COH  BocHN.__CONH,BocHN.__CN BocHNJ\NH2 NJ\ N 25
30k 59k 60k 42k 0] :
34 CO,H Brjzkz____. .
Br O
_OH Br O—N
N Brun. S Nl NHBoc
BocHNJ/\COZH BOCHNJ/\CONHzBOCHN/j/\CN BocHN,,, NH, N\>\ \ N 51
o]
301 591 60! 42 3 COH  Br—

a) Los rendimientos corresponden a la reaccién de formacién del anillo 1,2,4- oxadiazdlico luego de purificar por columna cromatogréfica; b) Entre
paréntesis rendimiento obtenido con el Método C; c¢) Entre paréntesis rendimiento obtenido con el Método D
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Como era de esperar, cuando se utilizé 4-acetilbenzonitrilo (21k) como material de
partida (entrada 11, Tabla 11), se obtuvo 4-acetil-benzamidoxima (15k) en una mezcla con
la correspondiente oxima (151). En consecuencia, durante el acoplamiento y la ciclacion se
obtuvo una mezcla de tres 1,2,4-oxadiazoles diferentes: oxadiazoles de los derivados acetil
y oxima (41k y 41l, respectivamente), y un dimero O-aciloxima (41m) de la reaccion de 15|

y una fraccién de &cido carboxilico 34 sin reaccionar (Esquema 87).

Br

Bras S i
PR
O .

34 CO.H
N-OH
1) HATU, HOBt, >/~—©—</
DIPEA, DMF, ta| O NH, 15k
30min N-OH
/
DCM/ >/ <:> :
J HON NHz g

tolueno
reflujo DMF,1 h, t.a

o/n

S S

i, jL "'
N % O\
%‘/§f< N Q"

J N
41k (20%) 411 (10%)
H

~

O
(AN} \
Br'-

5 Ak

Esquema 87: Formacion de los derivados 41k,41l y 41m a partir de 34, 15k y 15I.

3.2.8. Sintesis de derivados dipeptidicos

Con el objetivo de generar derivados 1,2,4-oxadiazélicos con sustituyentes
dipeptidicos se utilizaron dos compuestos de la quimioteca anterior (44b y 44f)
como materiales de partida.'*> A ambos se le eliminé el grupo protector Boc y se le
acoplo otro N-Boc-aminoéacido. Las reacciones de acoplamiento fueron llevadas a
cabo utilizando EDC/HOBt como activantes y trietilamina (Esquema 88 y 89).

Finalmente, los derivados dipeptidicos se purificaron por cromatografia en columna
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utilizando gradiente de polaridad hexano-AcOEt. Los compuestos finales fueron
identificados por RMN de *H y 13C.

Br Br
Br" Bri. s. . EDC(1,5eq.) Br: S
J\ . J\ HOBt (1,5 eq.) NJ\
TFA 25/0 g N / E3N (2 5eq) g __/
CH20|2 770 CH20I2
/</Z§N 0°C /</Z/ 0°C ata. /</Z§N
NHBOC H,  N-Boc-Phe w
- 30a,1eq.
44b ( ) 44ba BocHN

Esquema 88: Formacion de 44ba.

Br
EDC(1,5eq.)
B Bri,) S
Bru Br/ ~ HOBt (1,5 eq.) a \>\‘\
J\ TFA25% J\ A
/’\
N Q CHong N/\(l) N-Boc-Trp N9 H
—N %h =N (30c, 1eq.) =N N
I )
NHBoc NH NH
(44d, 1eq.) (44d’,1eq.) 44dc BocHN

Esquema 89: Formacion de 44dc.
3.2.9. Estudio de la sintesis de derivados 1,2,4-oxadiazoélicos en fase solida

Como ya se menciond en la Introduccién, debido a la gran demanda de
compuestos requerida por la industria farmacéutica tomd relevancia la Quimica
Combinatoria como una estrategia para obtener rapidamente grandes colecciones
de compuestos que presentan una importante diversidad estructural.'® La sintesis
en fase sdlida fue la metodologia de eleccion para el desarrollo de la quimica
combinatoria ya que facilita la etapa mas laboriosa y consumidora de tiempo del
proceso de sintesis de un nuevo compuesto: el aislamiento del producto puro luego
de la reaccidn. En la sintesis en fase soélida el material que va a ser transformado
se encuentra unido a un soporte sélido, polimérico e insoluble en solventes

organicos llamado resina.

La estructura general de un soporte solido es la siguiente: (Figura 57).
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Q@ 1C

Polimero Grupo Sustrato
Ligante Organico

Figura 57: Estructura general de un soporte solido.

El grupo ligante o linker'4® es usualmente bifuncional, contienen un grupo
que se une al soporte soélido, y otro grupo que permite una unién con el compuesto
que se esta sintetizando, la cual es selectivamente rota al final de la sintesis. La
Resina de Wang!#* es la resina empleada en nuestro trabajo de sintesis (Figura
58). Es un polimero funcionalizado con un linker p-alcoxibencilo por lo que se
requieren condiciones &cidas relativamente suaves para producir la ruptura la final
de la sintesis. Acido trifluoroacético (TFA) entre 10% y el 50% en diclorometano es

suficiente para la separacion del sustrato.

OH
@)
Figura 58: Estructura de la resina de Wang.

Para aplicar la metodologia de fase sdlida en la obtencién de los compuestos
hibridos de nuestro interés fue necesario idear una estrategia para anclar al soporte
sélido la estructura a modificar y, a su vez, un proceso sintético que nos permita
llegar a la formacién del anillo oxadiazolico. Si bien gran parte de las sintesis en
fase sélida se llevar a cabo por unién a la resina mediante un grupo acido
carboxilico, en nuestro caso, dicha funcionalidad es vital para la generacion de la
amidoxima de aminoacidos y los derivados arilicos, y en el caso del derivado
penicilanico, el grupo acido carboxilico es esencial para generar el anillo 1,2,4-
oxadiazélico. Por lo tanto, se penso trabajar en una primera instancia solamente
con compuestos aminoacidicos y anclarlos desde su grupo amino de manera de

dejar libre el extremo &cido carboxilico.

La estrategia planeada se muestra en el Esquema 90. El grupo acido
carboxilico libre del aminoacido iba a resultar inconveniente en el desarrollo de esta

etapa por la probabilidad de generar reacciones secundarias indeseadas. Se penso
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en transformar esta funcionalidad en un nitrilo, menos reactiva y que ademas era
atil para las posteriores transformaciones hacia los oxadiazoles hibridos. Por lo
tanto, en una primera etapa en solucion se obtendrian los aminonitrilos 60’ con su
grupo amino libre, partiendo de N-Boc-aminoéacidos 30. Por otro lado, la resina de
Wang 62 se uniria al acido bromoacético (63) para permitir el anclaje del

aminonitrilo a la resina (65) (Esquema 90).

BOCHN/,' COzH BOCHN/,’ CON H2 BocHN//' CN HQN/,' CN
1) (R ¢ g o
R 30 formacion R 59 formacion R 60 R 60
de la amida del nitrilo desproteccién
(0]

Br\)J\OH
@ “oH 63 )OX\/Br /C\)}\/H CN
- 0 ] /4,
®/\ 64 ®/\O 65 F\>r

62 anclaje

2) Aminonitrilo unido

Resina de Wang a la resina de Wang

Esquema 90: Camino general de formacion de nitrilos derivados de aminoacidos
unidos a la resina de Wang.

Una vez obtenido el aminonitrilo anclado a la resina de Wang 65, se
generaria la funcionalidad amidoxima 66 y por ultimo el anillo 1,2.4-oxadiazo6lico

incorporando el derivado penicilanico 67 (Esquema 91).
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0 Y _OH
N, _CN F ion d
P

Aminonitrilo unido
a la resina de Wang

Formacion del
anillo 1,2,4-oxadiazélico

€ —m e e mm e mm =
w
S

Separacion de la resina
68 y metilacién 67

Esquema 91: Camino de sintesis general del 1,2,4-oxadiazol en fase soélida.

En primer término, se llevé a cabo la reaccion de acoplamiento del acido 2-
bromoacético (68) a la resina de Wang (Esquema 92).140

DMAP cat
0] DIC (3 eq)

@_oH +Br M —— Q\/thBr

OH cH,CI
62 2 64 o
20 hs

Esquema 92: Union del &cido 2-bromoacético a la resina de Wang.

Por otro lado, se llevo a cabo la sintesis del nitrilo derivado de N-Boc-Leu
(60b) que se utiliz6 como modelo para probar la secuencia. Para ello se partié de
N-Boc-Leu (30b) y se lo transformé a la amida®®! correspondiente (59b) utilizando
cloroformiato de etilo y trietilamina en THF como solvente e hidréxido de amonio.
Luego se derivatizé a la funcionalidad nitrilo3! utilizando anhidrido trifluoroacético
(TFAA) y piridina como solvente. Finalmente se desprotegié la amina mediante
acido trifluoroacético (TFA) al 25% en diclorometano como solvente.*® El crudo

obtenido se lo usé directamente en la siguiente reaccion (Esquema 93).
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1) CICOOEY, Et,N,

THF
BocHN,, _CO,H _15°C, 25 min BocHN,, _CONH, BocHN,, CN
2) NH4(OH) (25%) TFAA
THF piridina
o °C, 2,5h
30b 0°C, 3h sop  0°C: 25 60b 1A 059
15 min, rt
CH,Cl,
HoN, _CN

60b”

Esquema 93: Formacion del nitrilo de N-Boc-Leu 60b”.

Inmediatamente, se llevé a cabo la reaccién de sustitucion para anclar el
aminonitrilo 60b” a la resina de Wang 64 usando el crudo de la reaccién anterior
(Esquema 94). Luego de la reaccion se separaron unos pocos miligramos de la
resinay se separo la resina del producto usando TFA, para verificar la union exitosa
del aminonitrilo 60b”".146 Lamentablemente no se obtuvo el compuesto esperado
65b”", tampoco pudo detectarse el grupo nitrilo del producto en fase sélida (65b) en
los espectros de RMN de **C en fase gel.

H,N, _CN
0 2 DIPEA TEA
. WhBr ' *_’®\/OmﬂN CN —%— MeO NTeN
o DMF 5 H CH,N. \[h
4h, TA.
64
60b’ 65b 65b"

Esquema 94: Estudio del acoplamiento del nitrilo 60b” con el 2-bromoacetato unido
a la resina de Wang (64).

Intentando detectar cual fue el problema, se probo recrear la reaccién en
solucion, es decir, en vez de usar el 2-bromoacetato soportado 64, se utilizo el éster
bencilico del acido 2-bromoacético. Nuevamente, no se obtuvo el producto de
alquilacion del aminonitrilo esperado. Al no haber un resultado positivo en este
ultimo ensayo posiblemente el problema estaria en el aminonitrilo. Por lo tanto, se
probé realizar la reaccion de alquilacion en fase sélida en las mismas condiciones,

pero usando bencilamina en reemplazo del aminonitrilo (Esquema 95).
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HN
®\/O\[(\Br 2 DIPEA ®\/O$ﬁ

o + DMF
64 toda Itaanoche 70
69 o 90 % | 1) TFA al 10% en CH,Cl,, 30 min rt

2) metilacion con diazometano
bencilamina

Meom/\”

O
71

Esquema 95: Acoplamiento de bencilamina (69) con el 2-bromoacetato unido a la
resina de Wang (64).

Al ser exitoso este Ultimo ensayo pensamos que posiblemente habia un
problema en la desproteccion de los aminonitrilos 60. Por ello, se decidio probar el
acoplamiento entre el éster metilico de leucina (56b”) con el 2-bromoacetato unido
a la resina de Wang (64) (Esquema 96). A diferencia de los casos anteriores, la
desproteccion del derivado 56b fue evidenciable por cromatografia de capa
delgada, observandose una uUnica mancha que al revelarse con ninhidrina se
coloreaba violeta. La reaccion de acoplamiento fue exitosa, al comprobarse la

formacién del diéster 73 en alto rendimiento.

@)
N, N 2 @ _o 0
N ~
@\/O\[hB DMF mﬂ
r+ toda la noche 0]
o TA.
64 g
S6b o, | 1) TFA al 10% en CH,Cl,, 30 min rt
/ 90% 2) metilacién con diazometano
o TFA (25%)
BocHN,,
oc ) o~
MeO )
N ~
j‘(\H
) O
56b 73

Esquema 96: Acoplamiento del aminoéster 56b” al 2-bromoacetato Wang (64) y
posterior separacion de la resina.
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Con estos resultados pudimos comprobar que el problema estaba en la
eliminacion del grupo Boc en presencia del grupo nitrilo en los aminonitrilos 60.
Decidimos efectuar nuevamente la desproteccion del aminonitrilo derivado de
leucina 60b de forma mas controlada, usando TFA, pero bajando la temperatura a
-15°C y siguiendo la reaccién por cromatografia en placa delgada. Seguidamente
usamos el crudo de la reaccion anterior en la reaccion de alquilacion con el 2-
bromoacetato Wang (64) en condiciones similares a las del Esquema 96. Al igual
que en el caso anterior, luego de la reaccion se separaron unos pocos miligramos
de laresinay se separo¢ la resina del producto usando TFA, para verificar si la union
habia sido exitosa'*® Desafortunadamente no obtuvimos el producto deseado, pero
si pudimos identificar por RMN de la mezcla obtenida la formacién del compuesto
76 (Esquema 97). Posiblemente en la reaccion de desproteccion el grupo nitrilo de
60 haya sufrido una hidrélisis acida debido a la presencia de agua en el &cido
trifluoroacético utilizado, generando el acido carboxilico. El grupo acido carboxilico
pudo luego haber sido esterificado debido a la presencia del catidén terc-butilo
originado por la eliminacién del grupo Boc (Esquema 97). El producto 74 fue
entonces el que reacciono6 con el 2-bromoacetato Wang (64) para generar 76, luego

de la separacion de la resina.

TFA _TFA HN,, ¢ H3N/

+ CO,
CF3COO@

0] @)
76 \’< 75

Esquema 97: Esquema del proceso que llevo a la obtencion del diéster 75

Con el resultado de estos ensayos la eliminacion del grupo protector Boc en

presencia del grupo nitrilo no resulta conveniente, por ello decidimos intentar con
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aminoacidos con otros grupos protectores, tal como el 9- fluorenilmetoxicarbonil
(Fmoc). Este protector se elimina en condiciones basicas, a diferencia de las
condiciones acidas que requiere el protector Boc. Partiendo de la N-Fmoc-Leu

(76b) obtuvimos el correspondiente nitrilo (79) en dos etapas (Esquema 98).

FmocHN,, _CO,H Boc,0  FmocHN, _CONH, TFAA ~ FmocHN, _CN

Py anh. Py/THF
NH4HCO,

77b D'V'gha”h 78b 79b

Esquema 98: Sintesis del aminonitrilo derivado de N-Fmoc-Leu

Seguidamente, desprotegimos el aminonitrilo 79b utilizando piperidina al
30% en DMF#® y utilizamos el crudo 79b” en la reaccién de acoplamiento al

bromuro 64 (Esquema 99).

o)
@\/ jw/\Br
FmocHN.__CN Piperidina 30% H,N,._CN 63a O

P 2 O

DMF

79b 79b acoplamiento 65b

separacion de la
resina + metilacion

MeO\H/\NH““'< i
o . O

5b

Esquema 99: Estudio del acoplamiento del nitrilo 79b” con el 2-bromoacetato unido
a la resina de Wang (64).

Desafortunadamente, el producto obtenido no fue el esperado y sélo se pudo
aislar una pequefa cantidad del compuesto 80, producto de la reaccién de
alquilacion sobre piperidina, la cual no se habia eliminado completamente luego de

Meoj(\N
(0]
80

Figura 59: producto obtenido a partir de la reaccion de alquilacién sobre piperidina

la desproteccion de 79b (Figura 59).

118



Capitulo 3. Resultados y Discusion

También se investigaron otros grupos protectores como el Cbz
(benciloxicarbonil) con el fin de intentar llevar a cabo el proceso sintético planeado.
Como modelo utilizamos el éster bencilico de la Cbz-Leu (81b). La metodologia
usualmente utilizada para la eliminacién del grupo Cbz es la de hidrogenacion
catalitica utilizando Pd/C,**° pero la misma seria incompatible con la presencia de
nitrilos. Investigando en bibliografia encontramos que la utilizacion de tribromuro de

boro podria ser compatible (Esquema 100).1#’

0 (0]

CbzHN,,, N/\© BBr3 R HaN,. N/\©
H o H
1) 1h, -10°C, CH,ClI,

2) 2 hs, 25°C, CH,Cl,
81b 81b°

Esquema 100: Desproteccion del grupo Cbz de 81b usando BBra.

Inmediatamente acoplamos el crudo de la reaccion anterior a la resina
64. Luego de la reaccion, la resina fue tratada con TFA y el compuesto separado
de la resina fue metilado con diazometano, obteniéndose el compuesto esperado
82b” (Esquema 101).

@ o

Y\Br DIPEA
64 O ®VO$NI¢ v@

DMF
toda la noche
HaoN, ta. 82b 1) TFA al 10% en CH,Cl,, 30 min, TA.
/\© 2) metilacion con diazometano

O

Esquema 101: Acoplamiento de 82b” a 63a y posterior separacion de la resina.

La formacion del compuesto 82b” fue corroborada por RMN de 'H y 13C,
principalmente por las sefiales correspondientes a los grupos carbonilos, a ambos
grupos NH, a la cadena alifatica de la leucina y al anillo aroméatico. Este resultado
nos permitio continuar con esta estrategia. Para ello sintetizamos el dipéptido Cbz-
Leu-Phe-CO2zH (86ba), a partir del Cbz-Leu-p-nitrofenilester (84b), y Phe. Luego,
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86ba fue convertido en dos etapas en el correspondiente nitrilo 88ba el cual se
comprob6 su presencia mediante los espectros de RMN de 'H y 13C (Esquema
102).148

NO
0 2
CbzHN,, N4 NaOH 5%
———— CbzhHN,,
+  Phe DMF

t.a.
) CICOOEt, EtsN, THF
85b toda la noche 86ba 150(3 25 min
2) NH3 (ac 25%), THF
O°C 3h
o) TFAA

CbzHN, <— CbzHN,,
0°C,2h
\(88ba 87ba

Esquema 102: Formacién del aminonitrilo 88ba.

La obtencion del derivado 88ba nos abre camino para continuar la
secuencia con la desproteccion con BBr3, acoplamiento al 2-bromoacetato unido a
resina de Wang 64, generacion de la amidoxima correspondiente y formacion del

1,2,4-oxadiazol por reaccion con el &cido 6,6-dibromopenicilanico 34.

Si bien los resultados obtenidos nos permitieron mejorar nuestro
conocimiento sobre el proceso de sintesis de sistemas 1,2,4-oxadiazélicos en fase
sélida, la implementacion total de la secuencia todavia requiere mas estudios.
Debido al tiempo que se necesitaria invertir para concluirlo, decidimos postergar
este trabajo con el objetivo que la informaciéon acumulada pueda ser usada en el

futuro para completar la secuencia sintética.

3.2.10. Ensayos bioldgicos de derivados oxadiazolicos.

3.2.10.1. Ensayos del Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas (UBA —
CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.

Una serie de compuestos oxadiazélicos fueron ensayados por el equipo de
investigacion de la Dra. Leonor Roguin del Instituto de Quimica y Fisicoquimica
Biologicas (UBA — CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.
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Se determiné la actividad antiproliferativa in vitro de 29 compuestos hibridos
a una concentracion de 20 pM en dos lineas tumorales murinas: B16-FO
(melanoma) (Figura 60a) y LM3 (adenocarcinoma de mama) (Figura 60b). Para
evaluar la selectividad frente a células tumorales, también se determind el efecto
citotéxico frente a la linea NMuMG no tumoral (epitelio mamario murino normal)
(Figura 60c).

Como puede verse en la Figura 60c, se encontrd que solo dos compuestos
(36a y 41l) eran citotéxicos contra las células NMuMG (Figura 61). De los
compuestos no citotoxicos contra las células NMuMG, la diacilhidrazida 35a, y los
oxadiazoles 44b, 44h y 36b (Figura 62) fueron los mas activos contra B16-FO
(Figura 60a), mientras que 44b, 44h y 36b (Figura 62) fueron los mas activos contra
LM3 (Figura 60b). La presencia del componente penicilina parece ser crucial ya que
todos los compuestos activos tienen ese resto organico. Curiosamente, los
compuestos activos 44b, 44h y 36b estan estrechamente relacionados: Son
penicilinas unidas a una leucina o isoleucina por un 1,2,4-oxadiazol o el isémero
1,3,4.

La actividad de 35a es muy interesante ya que las diacilhidrazidas se han
descripto como peptidomiméticos y resultan interesantes en terapias inmuno-
oncoldgicas'*®. Por ejemplo, se ha informado que el compuesto 89 es un inhibidor
del punto de control inmunolégico dirigido al ligando de la proteina PD-1 (Muerte
programada-1, CD279).1%0
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B16-FO

= T
o I T
5 kg
=
D T
—
u ‘
_oi—irlrU(UQL%L“-))QUGJ'O"E.Q'O(U::'OGJX:EDDFU_QQ_C'DQX
E SR MR mMe eS8 aTsTITTysgsIQITI~s
S o m Nm MO m:n D@ om <
O
Compuestos
120
110 [ T
100 & T T
0\090 I '|'-|-
g 8 T " I7
570 [ -[
E o 1 =
S 50
o 40
o 30 T
20
10 T
0
B\—i\—ll'UCUQL%@QUGJ'O"E.Q'O(‘U:."OGJXQEDDFU_QQ_C'D;'.X
E MM e e el d R8T IITIIZIIILITICNS
gmm m N o m ™Mm o
(9]
Compuestos
c NMuMG
130
120 T
10 [ I IT 171 1
e 100 &
o 90 -
+ 80
a 70 i
£ 60
‘S 50 T
L 40
© 30
20
10 i
0
—OHHmmﬂﬁéﬂuw'c“aﬁ'cm;)'cwxqgunmﬂ_os'cq_z
ESdameemMelsddaaasTTITsyogsIQIITI~T
S ™ m m MmN ;n D ea oo <
(@]
Compuestos

Figura 60: Efecto de compuestos hibridos sobre la proliferacion de lineas celulares
tumorales y no neoplasicas. Se incubaron 2 x 104 células por pocillo (NMuMG y
LM3) o0 1 x 104 células por pocillo (B16-F0) en presencia o ausencia de 20 uM de
diferentes compuestos durante 72 hs 37 ° C. La proliferaciéon celular se midi6é por
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determinacion colorimétrica de los niveles de hexosaminidasa. Los resultados se
expresan como el porcentaje de crecimiento obtenido en ausencia de compuestos
(control) y se representan como media + S.E.M. de tres experimentos diferentes.

Br Br

BI‘//,, S K Brll,, S R
N\>\ N\)\

o P o B
70 N//\Q
N= NHBoc =N

36a

HON 411

Figura 61: compuestos citotoxicos contra las células NMuMG
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Figura 62: compuestos activos contra B16-FO (melanoma) y LM3 (adenocarcinoma
de mama), pero no citotoxicos contra las células NMuMG.
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Los interesantes resultados de los hibridos activos de penicilina-
oxadiazol-aminoacido (44b, 44h y 36b) se reflejaron en sus respectivos valores
de ICso, los cuales son una medida de la potencia de una sustancia determinada
para inhibir una funcion bioldgica o bioquimica especifica (Tabla 13, entradas 1-
6). El indice de selectividad (SI), el cual representa la relacion entre ICso para la
linea celular normal y ICso para la linea celular cancerosa para 44b y 44h oscila
entre 3,06 y 4,13, para ambas lineas celulares (B16F0 y LM3), lo que indica que
la citotoxicidad hacia células tumorales es al menos tres veces mayor que frente
a células normales. De manera similar, los valores de ICso para 35a frente a
B16F0 también mostraron un S| de alrededor de cuatro (3,75). Muchos
medicamentos contra el cancer de uso clinico se ven obstaculizados por sus
efectos secundarios altamente toxicos. El cis-platino, ampliamente utilizado en

la terapia clinica del cancer, muestra un SI menor que uno.*!

Tabla 13: Valores de ICso de los hibridos activos.

Entrada  Compuestos ICs0 ICs0 LM3 ICso SI
B16F0 (UM) NMuMG
(LM) (UM)
1 44b 15+2 -- 625 4.13
2 44b 18+ 4 62+5 3.44
3 44h 19+1 - 62+2 3.06
4 44h 15+1 62+2 4.13
5 36b 13+3 -- 34+8 2.61
6 36b -- 12+1 34+8 2.83
7 35a 24 +8 -- 90+3 3.75

Estos resultados prometedores abren la puerta para un mayor desarrollo
de hibridos que contienen penicilina como nuevos agentes antitumorales
quimioterapéuticos potenciales, particularmente aquellos que portan el resto de
diacilhidrazida, 1,3,4- 0 1,2,4-oxadiazol.
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3.3. Sintesis de derivados isoxazoélicos.

Los isoxazoles son heterociclos de cinco miembros que contienen atomos
de oxigeno y nitrégeno en posiciones adyacentes. Un método popular para
conjugar dos restos organicos a través de un anillo de isoxazol es la cicloadicion
1,3-dipolar entre un alquino y un oxido de nitrilo. En 2005, Fokin y colaboradores
informaron el primer ejemplo de una sintesis catalizada por metales de
isoxazoles mediante una cicloadicion 1,3-dipolar, como una variacion de la
reaccion clasica de Huisgen catalizada por Cu (I) entre alquinos y azidas para
producir triazoles.® La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente con una

selectividad muy alta para el regioisémero 3,5.%7

Teniendo en cuenta la importancia de las penicilinas en Quimica
Medicinal, decidimos sintetizar un derivado de penicilina que contenga un grupo
alquino terminal como sustrato para llevar a cabo la cicloadicién 1,3-dipolar con
un Oxido de nitrilo generado in situ. Nuevamente, las condiciones basicas
necesarias para la generacion de la oxima intermediaria nos impidieron probar
el acoplamiento usando una penicilina que lleve el componente nitrogenado. Por
un lado, el cloruro de N-hidroxibencimidoilo (54a) se prepar6é en dos pasos a
partir de benzaldehido (7a), usando hidroxilamina para obtener la oxima (29a) y

NCS para la posterior cloraciéon (Esquema 103).152

OH
Os_H N. \
NH,OH.HCI (1,1eq) [© OH 1)NCS (1eq) Nx-C
NaOH (1,1 eq.) -20°C, DMF
EtOH/H,O0 (1,5:1) 2) DMF
3h, ta. 2h, ta
7a 77% 29a 54a

Esquema 103: Obtencion del cloruro de N-hidroxibencimidoilo (54a) a partir de
benzaldehido (7a).

Por otro lado, el acido 6,6-dibromopenicilanico (34) se redujo con un
complejo de borano-sulfuro de dimetilo!®® seguido de la esterificacion del alcohol
correspondiente 90 con acido propidlico (52) usando DIC y DMAP como

catalizador, para producir el alquino derivado de penicilina 48 (Esquema 104).
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Para obtener el producto de cicloadicidén, la deshidrohalogenacion
promovida por una base de 54a genero in situ el correspondiente 6xido de nitrilo
gue reacciono con el alquino 48 bajo catalisis de Cu (). El catalizador se preparé
mediante la combinacién de sulfato de cobre (Il) y ascorbato de sodio como
agente reductor. Sorpresivamente, se obtuvo una mezcla de los dos
regiosémeros con el isémero menos esperado 3,4-disustituido (49ab) en mayor
proporcion (70%), que esta mas de acuerdo con la cicloadicion catalizada por Ru
(1) selectiva para la generacion del isomero 3,4, la cual fue reportada por el grupo
Fokin'>* (Esquema 104).

Brnj;'»}\\\ BH3(CH,),S B Bri.\_«8
5 N— THF anh. DIC/DMAP (cat. (cat.) N\>\
z 48 h B CH,CI o
//\OH rt 0°C2 r?t -0
34 90 48 }-—:
o)
_OH
N
I
Cl
54a
-

25 CuS04.H50 (2 mol%)
Ascorbato de sodio (10 mol%)
24 KHCO3; CH,Cly/ H,0
4h

3,4-disustituido 3,5-disustituido
(70%) (30%)

Esquema 104: Sintesis de penicilin-3,4-isoxazol y penicilin-3,5-isoxazol.

La formacién de ambos regioisomeros fue claramente demostrada por
RMN de !H (Figura 63) donde se aprecian las sefiales de cada molécula. Se
observa un leve corrimiento a campos mas bajos de aquellas sefiales
correspondientes al regioisdmero 49aa que esta en menor proporcion. Una de
las sefiales que claramente se diferencia en ambos regioisdmeros es la del
protén unido al anillo isoxazélico. El H18 del anillo en 49ab, vecino al oxigeno
queda fuertemente desapantallado dando una sefial tipo singlete a 9,10 ppm.
Mientras que la sefial de H21 en 49aa, unido a un carbono flanqueado por otros
dos tiene un desplazamiento quimico a campos mas altos (7,31 ppm) respecto
a 49ab.
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Figura 63: Espectro de RMN de 'H de la mezcla de regioisémeros 49aa y 49ab .2
8En negro, sefiales correspondientes a 49ab y en verde, sefiales correspondientes a 49aa.
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En el espectro de RMN de 3C (Figura 61) se puede apreciar la diferencia
en desplazamiento quimico de los carbonos de cada regioisbmero,
especialmente los que corresponden al anillo isoxazélico. EI C18 en 49ab queda
mas desapantallado (164, 8 ppm) que su analogo, C16, en 49aa (159,80 ppm).
También se observa una diferencia de desplazamientos quimicos entre los
carbonos analogos C16 en 49ab con una sefial a 112,10 y C21 en 49aa con una

sefal a campos mas altos (108,22 ppm).
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Figura 64: Espectro de RMN de 3C de la mezcla de regioisomeros 49aa y
49ab.2

8 En negro, sefiales correspondientes a 49ab y en verde, sefiales correspondientes a 49aa.
No se ha propuesto ningin mecanismo para la sintesis mediada por Cu

(I) de isoxazoles 3,4-disustituidos. De manera analoga a otros procesos
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catalizados por Cu (I), en el Esquema 105 se representa un mecanismo
plausible.'>> Comienza con la formacién del acetiluro de cobre () (A), seguido de
la sustitucion de uno de los ligandos de cobre por el 6xido de nitrilo y la formacion
del metalociclo de cobre (lIl) de seis miembros (C). Con la contraccion del anillo,
que forma el derivado de isoxazolil-cobre (D), y la liberacion del isoxazol, se
completa el ciclo catalitico. Asimismo, siguiendo el intermedio de cobre dinuclear

descrito por Fokin,®¢ se muestra un mecanismo alternativo en el Esquema 106.

R! Culp 4
RN, O < O

2 °N
R1 — f\o
2\ guLn_z &Rz \N/

B ® [CuLn_1]
RZ\ —
\\g\'\o R'—=—cuL,, —-— H
A
©

Esquema 105: Posible mecanismo para la sintesis mediada por Cu (I) de
iIsoxazoles 3,4-disustituidos

R2
R Rl— 4 [Cul® .
H | [Cu]
[Cul ==——= R'-==—H
H® H®
R? N
/\\O [CU]a
" e _'_[C“]b
N-O.
R%_/ ( Il
[Cu]”\ ﬁ_(<\/[01 l o /
C
[Cu] (Cul®

Esquema 106: Mecanismo alternativo para la sintesis mediada por Cu (I) de
isoxazoles 3,4-disustituidos.
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3.3.2. Sintesis de derivados isoxazdlicos en fase sélida

Como continuacion de este trabajo de tesis dirigido hacia el disefio y
desarrollo de derivados heterociclicos novedosos, desarrollamos una estrategia
paralela de cicloadicion de 6xido de nitrilo en fase sélida para sintetizar una
variedad de isoxazoles utilizando nuevamente la quimica de cicloadicion 1,3-
dipolar. Los precursores de alquino requeridos se sintetizaron a partir de un

aminoacido N-protegido con Fmoc unido a la resina de Wang.

Inicialmente, se llevo a cabo la desproteccidn de los N-Fmoc-aminoécidos
unida a la resina de Wang (50) y el acoplamiento con el acido propidlico (52)
utiizando EEDQ como activante de &cidos carboxilicos.'®” Finalmente, la
reaccion de cicloadicon 1,3-dipolar se llevo a cabo utilizando la cloroxima 54 (que
es deshidrogenada in situ con TEA para dar el 6xido de nitrilo correspondiente)

en DCM durante 24 horas, sin catdlisis metdlica (Esquema 107).158

)

Piperidina 20% %OH o)
AA-NHFmoc ——— AA-NH 52
@\/ @\/ 2 — @\/ AA‘HJ\

T
DMP EEDQ (3eq) &3 S

50 1h, ta 51 DOM. 5h s
N-OH
7
TEA, CH,Cl, 1@—<CI
48 h, ta R 54
2
) R2 O o., 9 o
N
ﬁ)\ﬁ - @vAA\H \
_0O ) 1) TFA 10%
, 9oaa CH,Cl, 15 min, ta @‘ 55aa
) -— +
R? 2) CH,N AA
~ 1 2N2,
O)]\( R 0°C, 30 min \ R!
HN.__O HN. O
O—-N 55ab (O-N
55ab

Esquema 107: Ruta de sintesis de aminoacil isoxazoles en fase sélida.

En la Tabla 14 se muestran los derivados aminoacil isoxazoélicos

obtenidos mediante sintesis en fase sélida.
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Tabla 14: Derivados aminoacil-isoxazélicos obtenidos mediante sintesis en fase sélida

Entrada Wang-Fmoc- Cloroxima Aminoacil isoxazol Rto
AA (%)
Wang-
1 Fmoc.Val sl
(90m,
0,61 mmol/g)
20
2
Wang-
Fmoc.Val
(90m,
0,61 mmol/g) 04
Wang-
3 Fmoc.Phe 18
(90a, 0,70
mmol/g)
4 Wang-
Fmoc.Trp
(90c, 0,50 N-OH 07
mmol/g) ©_</
of
53a
Wang-
> Fmoc.Gly N-OH 33
(90K, 0,70 ©—</
mmol/g) 533 O
05

* Rendimiento basado en la carga inicial de la resina de Wang.

En todos los ensayos se obtuvo el regiosémero 3,5-disustituido. En los

casos de las entradas 2 y 5 de la Tabla 13, fue posible aislar el regioisomero 3,4-
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disustituido en menor proporcion. En las Figuras 65 se muestra los espectros
comparativos de RMN de 'H de los regioisomeros 55fma” y 55fmb”. Estos
resultados son opuestos a los alcanzados cuando se obtuvo, mediante catalisis
de cobre y en fase homogénea, la mezcla de regioisomeros penicilanicos 49aa

y 49ab, donde el regioisbmero 3,4.disustituido era el mayoritario.

H-24 - E

H-23/24 B

—*—

- w

H-21 -
JL.—/—_..-«JL.__ i

H-21/22 L

d . H-20 ||H-24 |

55fma’ 10 " ——
H-arom.

]

CDCEE“ HS5 2 d H-16 L -
l L™ A L._JL B I b e

, , , : , ‘ : ‘ :
4 2 [ppm]

Figura 65: Comparacion de espectros de RMN de 'H de 55fma” y 55fmb”
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Como conclusién podemos decir que hemos desarrollado una serie de
estrategias para la sintesis de algunos hibridos novedosos para conjugar tres

estructuras biol6gicamente interesantes en un solo compuesto.

En una primera etapa, se probaron una serie de metodologias destinadas
a la obtenciéon de compuestos hibridos conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazol.
Inicialmente, se han estudiado diferentes métodos para la sintesis de hidrazidas
formadas a partir de distintos aminoacidos protegidos. Encontramos que el
empleo de CDI o DIC como agentes activantes y promotores del acoplamiento
entre los aminoacidos y el monohidrato de hidrazina en THF resultaban
satisfactorios para la obtencion de las hidrazidas. Posteriormente, se llevaron a
cabo distintos ensayos de acoplamiento y ciclacion de las hidrazidas derivadas
de aminoacidos 31 con &cido benzoico (61-1) con el propdsito de encontrar la
metodologia que nos permitiera la obtencion del anillo 1,3,4-oxadiazol,
resultando exitosa la dupla CBr4/PPhs como agentes de ciclodeshidratacion.
Este proceso se aplico también a la sintesis de compuestos conteniendo una
estructura derivada de penicilinas, tal como el hibrido 36. En algunos casos se
aislaron también las estructuras aciclicas intermediarias 32/35 (aductos

diacilhidrazinas). (Esquema 107).

coI (1 ) CBrs (2 eq.)
o} €q. PPh; (2 eq.
M _r CH,Cl, anh 0 o 0°C 32(h °)
HO™ ™ 0°C, 30 min )J\/R : y
30 NHBoc HNHN- 7 N %
NHBoc N:K/R

N,H,4.H,0 Q 32 \

CO,H 33 3

DIC o CDI l 2 BocHN

THF o 61-1

H2NHNJ\/R Br.

< Br. Bre S
31 NHBoc Brel S j/:TJ//
j;r\r\)/ S0 o N~
' : R
D

34 N NHB =
CDI (1 eq.) . %% cBry (2 eq.) R
CH,Cl, anh  Br" 0 35 PPh; (2 €d.) BocHN
0°C, 30 min Br 0°C, 2h

36
Esquema 107: Secuencia sintética de formacion de 1,3,4-oxadiazoles.

En la Figura 66 se muestran los compuestos hibridos obtenidos

conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazol.
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I o) NHBoc O 0 NHBoc
/
N\N HN\N
H
33b1 (10%) 32b1 (40%)
Br s
B .
o<
/\
N9
N

36b (12%)

~0 —
" HN\/\O
NHBoc NHBoc
35b (70%) 35a (40%)

Figura 66: Quimioteca de 1,3,4-oxadiazoles e intermediarios.

La segunda etapa fue dirigida a la formacion de compuestos hibridos
1,2,4-oxadiazolicos. Mediante la activacion del grupo acido carboxilico del
derivado penicilanico 34 utilizando la dupla HATU/HOBt fue posible la formacién
del anillo 1,2,4-oxadiazélico empleando amidoximas derivadas de aril-nitrilos
(15). Posteriormente, se decidio realizar la sintesis de amidoximas derivadas de
aminoacidos protegidos con Boc. Para ello fue necesario derivatizarlas primero
a la funcionalidad amida y luego a la funcionalidad nitrilo. Una vez obtenidos los
nitrilos derivados de aminoacidos se formaron las amidoximas 42
correspondientes con rendimientos que fueron de moderados a buenos. Las
amidoximas derivadas de aminoacidos se emplearon para la formacion del anillo
1,2,4-oxadiazolico en el acoplamiento con penicilinas probando una variedad de
métodos. Si bien estas metodologias no han sido ensayadas con gran diversidad
de amidoximas, el Método D (EDC en diglima) pareceria ser el mejor para los
materiales de partida empleados. Aun asi, los rendimientos no fueron buenos a

excepcion del compuesto 44b, para el cual se empleo la amidoxima derivada de
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la leucina. Una posible explicacion de estos resultados seria la presencia de
impurezas en los derivados amidoxima que afectarian el curso de la reaccion y/o
la estabilidad del anillo penicilanico, por ejemplo, la presencia de nucleofilos
originados como posibles productos secundarios que provoquen la apertura del
anillo penicilanico. En una tercera etapa, logramos ampliar y mejorar los
rendimientos de la quimioteca de compuestos hibridos conteniendo el anillo
1,2,4-oxadiazol utilizando el Método G (EDC/HOBU).

En la figura 67 se resumen los 1,2,4-oxadiazoles obtenidos

NHBoc N/ NHBoc
N/O NHBoc N-O Boc
\ /
o o™ a8
39ad (30%) 39ab (75%) 39ae (50%) 39ac (30%
NHBoc
NHBoc N-O NHB°°
@ ﬁ ﬁ
39af (68%) 39bd (58%) 39bb (51%)
Br Br S BrBr s 5 Br S
Brom.) S Bru.\ r.
o]
70 70 /0 /=0
0
Br o LO o
41a (74%) 41b (20%) 4Mc(21%) 41d (20%)
Br Br Br
B SN Br Brum. S . B S .
AN Brud—=8 o N \
0] /z\ N—, ) 18 o) Y
0 o 0 /0
N I 7 N T
=N
O HON
MeG MeO
41e (70%) 41f (20%) 419 (20%)? 41h (10%)?
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Figura 67: Quimioteca de 1,2,4-oxadiazoles.

Se determind la actividad antiproliferativa in vitro de 29 compuestos

hibridos oxazdlicos (1,2,4 y 1,3,4-disustituidos) en dos lineas tumorales murinas:
B16-FO (melanoma) y LM3 (adenocarcinoma de mama). Para evaluar la
selectividad frente a células tumorales, también se determiné el efecto citotoxico
frente a la linea NMuMG no tumoral (epitelio mamario murino normal). De todos
los compuestos hibridos probados, los mas activos fueron la diacilhidrazida 35a
contra la linea B16-FO0, y los oxadiazoles 44b, 44h y 36b, contra ambas lineas
tumorales, B16-FO y LM3. (Figura 68).
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Br Br. Br Br
B SN Bru. S Brum. S BF’J;"\S}\
N\__)\ N\)\ N\__)< N~

o)

/0 /0 /=0 un’ ©
A N A al \
= = N~ ~_sNHBoc Os_NH
BocHN™" BocHN™" O\I
NHBoc
44b (70%) 44h (67%) 36b (12%) 35a (40%)

Figura 68: Compuestos que resultaron més activos contra las lineas celulares
tumorales ensayadas

Se descubrié que la hidrazida 35a era 3,75 veces mas activa contra las
células B16-FO que contra NMuMG, mientras que los derivados de 1,3,4-
oxadiazol 44b y 44i tenian entre tres y cuatro veces mas potencia contra las
células tumorales. Debido a los interesantes niveles de selectividad, estos
compuestos pueden considerarse estructuras prometedoras para encontrar los
mejores candidatos para desarrollar nuevos agentes antitumorales
quimioterapéuticos. Mayor cantidad de estudios sobre el mecanismo de la
muerte celular o sobre la cascada de eventos moleculares que conducen a la
muerte celular podrian proporcionar mas informacion sobre estos resultados

alentadores.

En una cuarta y Ultima etapa, iniciamos un estudio de sintesis de
compuestos hibridos 1,2,4-oxadiazolicos en fase soélida que nos permitieron
mejorar nuestro conocimiento sobre este tipo de sintesis, pero la implementacién
total de la secuencia todavia requiere mas estudios. Debido al tiempo que se
necesitaria invertir para concluirlo, decidimos postergar este trabajo con el
objetivo que la informaciébn acumulada pueda ser usada en el futuro para

completar la secuencia sintética.

Finalmente, teniendo en cuenta la importancia de las penicilinas en la
Quimica Medicinal, decidimos generar hibridos con un anillo isoxazélico que, por
otro lado, muestra un amplio espectro de efectos bioldégicos con algunas
propiedades fisicoquimicas interesantes y distintivas. Para lograr este objetivo,
se sintetizo un derivado penicilanico con un grupo alquino (48) como sustrato

para la cicloadicién 1,3-dipolar con el cloruro de N-hidroxibencimidoilo (54a), el
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cual se preparé en dos pasos a partir de benzaldehido. Para obtener el producto
de cicloadicién, la deshidrohalogenacion promovida por una base generé in situ
el correspondiente o0xido de nitrilo que reacciono con el alquino 48 bajo catalisis
de Cu (I). El catalizador se prepar6 mediante la combinacion de sulfato de cobre
(I1) y ascorbato de sodio como agente reductor. Sorprendentemente, se obtuvo
una mezcla de los dos regiosémeros con el isémero 3,4-disustituido (49ab) en
mayor proporcion (70%), a pesar de ser, de acuerdo a la literatura, el que debia
formarse en menor proporcion. Este resultado estd mas de acuerdo con la
cicloadicion 3,4-selectiva catalizada por Ru (ll) reportada por el grupo Fokin.
(Esquema 108).

Br Hozc Br

Bri,) \S>\\\\ BH3(CH2 28 Br//, Bri.! S K
OJ;N / THF anh. DIC/DMAP (cat. (cat.) NJ\
- (0] B
J/—oH 48 h oH C°H2C|2 5
rt 20 0°C - rt
34 O 48 }-—:
o)
_OH
N
I
Br Br ¢l

—

= Ascorbato de sodio (10 mol%)

Br“j;y‘s N Brr.. SL 54a
o NJ\}% + OJ;’\"’J___\ <—CuSO4.H20(2 mol%)
SN 0
J Yo

/™ KHCO3 CH,Cly/ Hy,O
4h
o o-N
49ab 49aa
3,4-disustituido 3,5-disustituido
(70%) (30%)

Esquema 108: Sintesis de penicilin-3,4-isoxazol y penicilin-3,5-isoxazol.

Como continuacién de este trabajo de tesis dirigido hacia el disefio y
desarrollo de derivados heterociclicos novedosos, desarrollamos una estrategia
paralela de cicloadiciébn de éxido de nitrilo en fase soélida para sintetizar una
variedad de isoxazoles utilizando nuevamente la quimica de cicloadicién 1,3-

dipolar. (Figura 69).
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Figura 69: Quimioteca de aminoacil isoxazoles.

En definitiva, los resultados obtenidos representan una interesante
contribucion a la generacion de compuestos hibridos de interés bioldgico.
Mediante el desarrollo de procesos sintéticos desafiantes se logré generar una
biblioteca de hibridos que contienen anillos oxadiazol e isoxazol. Algunos de
ellos presentaron interesantes niveles de selectividad en estudios de actividad
antiproliferativa, lo cual puede considerarse un punto de partida atractivo en la

busqueda de nuevos potenciales agentes antitumorales quimioterapéuticos.
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5.1. Condiciones generales.

e Las reacciones en atmdsfera inerte se llevaron a cabo bajo atmdsfera de
nitrégeno seco o de argén de alta pureza. Los solventes y reactivos se
transfirieron con jeringa con presion de nitrégeno seco o argén de alta
pureza.

e Las soluciones se evaporaron a presion reducida en evaporador rotatorio.

e Los restos de solventes fueron eliminados mediante una bomba de vacio (5
mm de Hg).

e Los criterios para determinar pureza en productos fueron:

v' la aparicidon de una unica mancha en CCD al desarrollarlas en diversos
sistemas de solventes.

v presencia de los picos correspondientes a la estructura del compuesto en
resonancia magnética nuclear de protones y de carbono (RMN de 'Hy
RMN de 13C).

v En la asignacion, la numeraciéon de atomos fue arbitraria, con lo cual no

necesariamente coincide con la correspondiente numeracion IUPAC.

5.2. Instrumental

Espectrometria IR. Los espectros de infrarrojo (IR) fueron registrados en un

espectrometro Shimadzu Prestige 21, y los valores de las sefales se informan
en cm* para las bandas mas significativas y para aquellas bandas de menor
intensidad relevantes para el compuesto caracterizado. Las muestras de resinas
se midieron como dispersiones en pastillas de KBr, realizadas por compresion
de una mezcla finamente pulverizada en un mortero de agata, cuya composicion

aproximada fue de 3 mg de muestra de resina en 100 mg de KBr.

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 tetrametilsilano a 0 ppm, como patrén de referencia
interno) y a 75 MHz (para *3C, usando la sefial central del solvente CDClz a 76,9
ppm como patron de referencia interno).

Los espectros de RMN utilizados para la caracterizacion incluyen:1>°

1. Espectro totalmente desacoplado BB (Broad Band).
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2. Espectros con intensificacion sin distorsion por transferencia de
polarizabilidad DEPT (DistortionlessEnhacementbyPolarization Transfer) que
permiten diferenciar carbonos cuaternarios, metinicos, metilénicos y metilicos.
3. Correlacién cuantica heteronuclear (HSQC): correlaciona dos tipos de ndcleos
(protones y carbonos) unidos entre si.

4. Correlacion  cuéantica heteronuclear mudltiple (HMBC): correlaciona
desplazamientos quimicos de dos tipos de nucleos separados uno de otro por
dos 0 mas enlaces.

5. Espectros de correlacion homonuclear entre protones (HH-COSY): nos
permite conocer qué protones se encuentran acoplados entre si desde J? hasta
J4inclusive.

En la preparacion de las muestras para RMN de 3C fase gel se colocan 50-80
mg de resina en un tubo de RMN convencional y se agregan 0,5 mL de CDCls
lentamente con el fin de obtener un gel, el cual se homogeniza por sonicacion.
Los espectros fueron realizados acorde a la literatura.6°

Espectrometria de Masas: Los espectros de HRMS fueron realizados en el

Laboratorio de Espectrometria de Masas del Centro Cientifico y Tecnolbgico
Rosario o en la Unidad de Microandlisis y Métodos Fisicos Aplicados a la
Quimica Organica (UMYMFOR) de la UBA, utilizando un espectrometro de
masas BrukermicrOTOF-Q Il. La deteccion de iones se llevdo a cabo por
ionizacién por electrospray (ESI), modo positivo.

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 silica gel Merck (60 F254) y se desarrollaron con sistemas de
solventes adecuados a cada muestra. Las placas cromatograficas fueron
analizadas mediante radiacién UV (254 nm) y/o por rociado con solucion de p-
anisaldehido en EtOH/AcOH/H2S04 (9,2:338:3,75:12,5) con posterior

calentamiento para mejorar la sensibilidad de la deteccion. Ocasionalmente las
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placas fueron reveladas con solucion de ninhidrina al 0,2% en EtOH, yodo o
solucién de acido fosfomolibdico al 5% en EtOH.

Las separaciones preparativas fueron llevadas a cabo mediante
cromatografia liquida en columna utilizando silica gel Merck 60 H (malla 230-
400). La siembra fue sélida y las eluciones se realizaron con cantidades

crecientes de AcOEt en hexano con ayuda de presion por aire comprimido.

5.3. Gases, reactivos y solventes

El N2 empleado fue secado por pasaje a través de acido sulfurico

concentrado. El Ar se utilizé directamente el extraido del tubo.

A menos que se indigque el procedimiento de preparacién, los reactivos
utilizados fueron obtenidos de fuentes comerciales y usados sin purificacion
adicional. La resina de Wang utilizadas fueron comerciales marca Sigma-Aldrich
(USA).

Los solventes utilizados como eluyentes en técnicas cromatograficas (CCD o
cromatografia en columna) fueron purificados por destilacién. Los solventes
empleados en las reacciones en atmaosfera inerte fueron de calidad “Pro analisis”
y se han secado y destilado antes de su uso segun las técnicas habituales, 6! tal
como se describe a continuacion para los solventes mas relevantes, o bien a
través del equipo de purificacion de solventes MBraun MB-SPS mediante
columnas rellenas de alimina activada Innovative Technology, Modelo PS-400-
7 (sistema adaptado para metanol, tetrahidrofurano, diclorometano y éter etilico).

Diclorometano: secado sobre CaH2 y luego destilado sobre el mismo bajo
atmésfera de nitrogeno y almacenado en botellas herméticas sobre tamices

moleculares de 3 A.

N,N-dimetilformamida: secada sobre BaO, destilada a presién reducida y
almacenada en botellas herméticas sobre tamices moleculares de 3 A.

Trietilamina: destilada sobre CaH2 bajo atmédsfera inerte.

Tetrahidrofurano: destilado sobre Na° con benzofenona como indicador y

almacenado en botellas herméticas sobre tamices moleculares de 3 A.
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Tolueno: destilado sobre Na° con benzofenona como indicador y almacenado en

botellas herméticas sobre tamices moleculares de 3 A

Acetonitrilo: secado sobre CaCl2 y luego destilado sobre el mismo bajo
atmosfera de nitrégeno y almacenado en botellas herméticas sobre tamices

moleculares de 3 A.
5.4. Metodologia general para el desarrollo de la sintesis en fase sélida.

Las reacciones en fase sélida realizadas a temperatura ambiente se llevaron a
cabo en cartuchos de polipropileno (marca Supelco, Bellefonte, PA, U.S.A))
equipados con una placa filtrante de polietilieno 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 solida se realizaron con
una agitacion lo mas lenta posible para disminuir las posibilidades de ruptura del
grano de resina. Aungque es una practica comun en quimica en fase sélida
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 reaccion. La filtracion de la resina se
realiz6 colocando el cartucho de polipropileno en un distribuidor de vacio
(manifold, marca Whatman) o utilizando un kitasato del tamafio adecuado,

lavando con los solventes indicados en cada caso.

La carga tedrica de la resina se determin6 asumiendo la completa conversion del

sustrato unido a la resina, y calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion;6?

Carga de la resina de partida

Carga tedrica =

] <carga de la resina de partida - masa ganda o perdida>
+

1000

5.5. Procedimientos generales y datos analiticos

5.5.1. Sintesis de estructuras hibridas conteniendo el anillo 1,3,4-oxadiazdlico.

5.5.1.1. Procedimientos generales para la sintesis de hidrazidas
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O NH,NH,.H,0 Q
BocHN,, BocHN,, _NH,
’ OH ' H
R R
N-Boc-L-aminoacido hidrazida derivada de

N-Boc-L-aminoacido
5.5.1.1.1. Método A para la sintesis de hidrazidas.

Se agrega lentamente CDI (1,1 eq.) a una solucién del N-Boc-(L)-
aminoécido (1 eqg.) en 5 ml THF anhidro. Luego, la solucion se agita durante 50
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agrega hidrazina
monohidrato (11 eq.) y la solucién resultante se agita durante la noche. La
mezcla de reaccidn se concentra en evaporador rotatorio. Finalmente, el residuo
se purifica por cromatografia en columna utilizando silica gel como adsorbente y

una mezcla de Hexano:AcOEt como solvente de elusion.
5.4.1.1.2. Método B para la sintesis de hidrazidas.

Se agrega lentamente DIC (1,1 eq.) a una solucion del N-Boc-(L)-
aminoécido (1 eq.) en 5 ml THF anhidro. Luego, la solucion se agita durante 50
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agrega hidrazina
monohidrato (11 eq.) y la solucién resultante se agita durante la noche. La
mezcla de reaccion se concentra en evaporador rotatorio. Finalmente, el residuo
se purifica por cromatografia en columna utilizando silica gel como adsorbente y

una mezcla de Hexano:AcOEt como solvente de elusion.

5.5.1.2. Procedimiento para la sintesis del acido 6,6-dibromopenicilanico (34)

HN H S Br H
\)< Bry, NaNO, Br =S
O; N~ - V<
6-APA” ° H,SO, 2,5 N 34 COH
0-5°C
35%

En un bafio de hielo se coloca un balén con 55,5 mL de DCM. Luego, se
agrega lento y secuencialmente bromo liquido (13,3 mg, 83,3 mmol) y 22,2 mL
de solucion acuosa de H2SO4 2,5N y 3,83 g de NaNOs. La mezcla se agita hasta
homogeneizar. Se agrega cuidadosamente 6-APA (6 g, 27,7 mmol) y se

mantiene la temperatura entre 4 y 10°C. Se continda agitando por 35 minutos y
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luego se agrega gota a gota una solucién de Na2S203 hasta notar la desaparicion
de la coloracion debida al bromo. En ampolla de decantacién, se separa la fase
organica de la acuosa, y se extrae con DCM. Se recolectan las fases organicas,
se lavan con solucién saturada de cloruro de sodio (brine) y finalmente se seca
con Na2SOa4 anhidro. El residuo obtenido se recristaliza disolviéndolo en agua
destilada a 100°C (75 mL de agua por cada gramo de residuo obtenido). Se
continta calentando la solucién durante unos minutos y posteriormente se filtra
utilizando embudo y algoddn. Las aguas madres se conservan en heladera hasta

la formacion de los cristales, los cuales se filtran con vacio.

5.5.1.3. Procedimiento general para la esterificacion de acidos con diazometano.

o CH,N, o

HO R DCM H3;CO R
0°C, 20 min.

En una campana de extraccion, el acido se disuelve en DCM (3 mL) o
Et2O (3mL) y se lleva a 0°C con bafio de hielo. Seguidamente se adiciona bajo
agitacion magnética, una solucion de diazometano en éter gota a gota hasta leve
coloracion amarilla, y se sigue el avance de la reaccibn 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.

5.5.1.4. Procedimiento general para la sintesis de 1,3,4-oxadiazoles.

2
5 ) A
 — 1 ,NH - | / RZ
R'I NHNH2 + R2 OH R H N\N>_
hidrazida acido carboxilico L ] 1,3,4-oxadiazol

2,5-disustituido
N,N’-diacilhidrazina

A una solucion del &cido carboxilico (1 eq.) en DCM a 0°C se agrega CDI
(1eq.). Después de 30 minutos se incorpora la hidrazida (1eq.). El proceso de

acoplamiento se lleva a cabo durante 45 minutos a 0°C. Luego, CBra4 (2eq.) y
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PPhs (2eq.) se agregan en una sola porcién. El paso de ciclodeshidratacion se
realiza a 0°C durante 2 horas. Finalmente, el residuo se purifica por
cromatografia en columna utilizando silica gel como adsorbente y una mezcla de

Hexano:AcOEt como solvente de elusion.
5.5.1.5. Caracterizaciéon de 1,3,4-oxadiazoles.
tert-Butil (S)-(3-metil-1-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il) butil) carbamato (33b1):

_j\ Obtenido a partir del procedimiento general 5.4.1.4.,
@\(o 2 utilizando acido benzoico (611-1) (0,40 mmol), CDI (0,40
Rl—zAiH mmol, 63,86 mg), CBrs4 (0,80 mmol, 265 mg), PPhs (0,80

O™ >0 mmol, 211 mg), hidrazida 31b (0,40 mmol, 98 mg) en 5

4\ mL de DCM. Luego de purificacibn por columna
cromatografica (70/30, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
10% de rendimiento como soélido blanco. Caracterizaciéon de 33b1 :RMN de *H
(CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.98 (d, J=6.21 Hz, 3H), 1.00 (d, J=6.21 Hz, 3H),1.45
(s, 9H), 1.70-1.86 (m, 3H), 5.02-5.08 (m, 1H), 5.09-5.20 (m, 1H, NH), 7.46-7.57
(m, 5H).RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) d (ppm): 22.00, 22.60,24.68, 28.27, 43.01,
45.74, 80.38, 123.77, 126.91, 129.01, 131.74, 154.96, 164.85, 167.19. HRMS

(ESI) m/z encontrado: 354,17875 (M+Na*), calculado para CisH2sN3sNaOs:
354,17881.

tert-butil (S) (1-(2-benzoilhidrazinil)-4-metil-1-oxopentan-2-il) carbamato
(32b1):

Obtenido como subproducto de la reaccién anterior,

luego de la purificacién cromatogréafica, con un 40% de

o)
o) .,
o “NH  rendimiento como soélido blanco. Caracterizacion de 32b1
N 04\0 '-RMN de !H (CDCls, 300 MHz) 5 (ppm):0.89 (d,

Jﬂ J=4.50Hz, 3H), 0.91 (d, J=4.50 Hz, 3H), 1.39 (s, 9H),

1.60-1.71 (m, 3H), 4.42-4.53 (m, 1H), 5.46 (d, J= 8.37,

1H), 7.32-7.55 (m, 3H), 7.81-7.84 (m, 2H), 9.73 (sa, 1H, NH), 9.98 (sa, 1H,

NH).RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & (ppm):21.80, 22.94, 24.66, 28.30, 41.46,

51.63, 80.71, 127.53, 128.33, 128.50, 129.79, 130.09, 131.50, 132.17, 133.30,
155.88, 164.71, 170.02, 170.60.
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tert-butil ((S)-1-(5-((S)-1-((tert-butoxicarbonil)amino)-2-feniletil)-1,3,4-

oxadiazol-2-il)-3-metilbutil) carbamato (33ba):

Obtenido a partir del procedimiento general 5.4.1.4,

NHBoc utilizando N-Boc-(L)-fenilalanina (30a) (0,41 mmol, 108
\ mg), CDI (0,40 mmol, 63,86 mg), CBr4 (0,78 mmol, 265
o)
N \HBoo MJ). PPhz (0,80 mmol, 211 mg), hidrazida 31b (0,40
N oC

mmol, 98 mg) en 5 mL de DCM. Luego de purificacion

por columna cromatografica (70/30, hexano/AcOEt) se
obtuvo el producto deseado con un 15% de rendimiento como solido blanco.
Caracterizacion de 33ba :RMN de H (CDCIz, 300 MHz) & (ppm):0.93 (d, J=6.20
Hz, 3H),0.95 (d, J=6.20 Hz, 3H),1.40 (s, 9H), 1.43 (S, 9H), 1.55-1.70 (m, 3H),
3.21 (m, 2H), 4.85-5.07 (m, 2H), 5.08-5.32 (m, 2H), 7.04-7.10 (m, 2H), 7.20-7.29
(m, 3H).RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 21.95, 22.52, 24.57, 28.22, 40.00,
42.82, 45.55, 48.40, 80.45, 127.21, 128.65, 129.31, 135.25, 154.75, 154.86,
166.26,167.45. HRMS (ESI) m/z encontrado: 475,29273 (M+H™), calculado para
C25H39N40s: 475,29150

tert-butyl ((S)-1-(2-((tert-butoxycarbonyl)-L-phenylalanyl) hydrazinyl)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl) carbamate (32ba):

Obtenido como subproducto de la reaccion anterior,

NHBoc luego de la purificacion cromatogréfica, con un 33% de
0 rendimiento como sélido blanco. Caracterizacion de
Hﬂ\N O 32ba :RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm):0.93 (d, J=

NHBoc 2.10 Hz, 3H), 0.95 (d, J=2.10 Hz, 3H), 1.33 (s, 9H), 1.43
(s, 9H), 1.59-1.76 (m, 3H), 2.97-3.19 (m, 2H), 4.48-4.64
(m, 1H), 4.80-4.84 (m, 1H), 5.74-5.79 (m, 2H, NH, NH),
7.21 (m, 5H), 10.01-10.10 (m, 2H, NH, NH).

tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-2-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-3-metilbutil) carbamato
(36b)
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Obtenido a partir del procedimiento general

Br?j;f}\w 5.4.1.4, utilizando el acido 6,6-
o N 3 dibromopenicilanico (34) (0,33 mmol, 117 mg),
N o{— CDI (0,33 mmol, 48 mg), CBr4 (0,66 mmol, 219
N~ NH«O mg), PPhs( 0,66 mmol, 173 mg), N-Boc-(L)-Leu-

hidrazida (31b) (0,33 mmol, 81 mg) en 5 mL de

DCM. Luego de purificacion por columna
cromatografica (70/30, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
12% de rendimiento como sélido blanco. Caracterizacién de 36b: RMN de H
(CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.96 (d,J=6.24 Hz, 3H),0.98 (d, J=6.24 Hz, 3H),1.23
(s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.55-1.83 (m, 3 H), 1.65 (s, 3H), 4.87-4.98 (m, 1H), 4.99-
5.08 (m, 1H), 5.30 (s, 1H), 5.88 (s, 1H). RMN de 3C (CDClIz, 75 MHz) & (ppm):
21.97, 22.48, 24.68, 25.58, 28.26, 33.10, 42.36, 45.66, 58.59, 63.87, 65.41,
80.61, 154.79, 161.27, 164.28, 168.14.

tert-butyl ((S)-1-(2-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimethyl-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]lheptane-2-carbonil)hidrazinil)-4-metil-1-oxopentan-2-yl)
carbamato (35b).

Obtenido como subproducto de la reaccién

- 0
s/g‘/(H anterior, luego de la purificacion

NN
Br\“. O . . .
Br o como solido blanco. Caracterizaciéon de 35b

:RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm):0.91 (d, J=6.65 Hz, 3H), 0.93 (d, J= 6.6
Hz, 3H), 1.41 (s, 9 H), 1.50 (s, 3H), 1.56-1.77 (m, 6 H), 4.34-4.45 (m, 1H), 4.83
(s, 1H), 5.55 (d, J=8.02 Hz, 1H), 5.84 (s, 1H), 9.80 (sa, 1H), 10.08 (sa, 1H).

0
"’N/(O cromatografica, con un 70% de rendimiento
H

tert-butil ((S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptan-2-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-2-pheniletil)carbamato (36a).
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Br Obtenido a partir del procedimiento general
Br//,, S

5.4.1.4, utilizando el acido 6,6-
JRN

o) B dibromopenicilanico (34) (0,53 mmol, 193 mg),
70

N\N/ NH«O < CDI (0,53 mmol, 84 mg), CBrs (1,06 mmol, 339

o) mg), PPhs (1,06 mmol, 269 mg), N-Boc-(L)-Phe-

hidrazida (31a) (0,53 mmol, 150 mg) en 5 mL de

DCM. Luego de purificacion por columna
cromatografica (70/30, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
15% de rendimiento como sélido blanco. Caracterizacion de 36a :RMN de 'H
(acetona-d6, 300 MHz) & (ppm): 1.22 (s, 3H), 1.39 (s, 9H), 1.74 (s, 3H), 3.34-3.37
(m, 2H), 5.19-5.27 (m, 1H), 5.60 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 6.83-6.86 (m, 1H), 7.26-
7.33 (m, 5H).RMN de *3C (acetona-d6, 75 MHz) & (ppm): 24.32, 27.34, 31.93,
48.55, 58.43, 63.34, 65.10, 78.65, 80.04, 126.60, 128.14, 129.04, 136.38,
154.79, 161.12, 164.03, 167.25. HRMS (ESI) m/z encontrado: 601,01030
(M+H*), calculado para C22H27BraN4O4S: 601,01143.

tert-Butil((2S)-1-(2-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptan-2-carbonil) hidrazinil)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il) carbamato
(35a).

s_ < Obtenido como subproducto de la reaccion
Br\‘? 0 anterior, luego de la purificacion
3 HN \5% cromatografica, con un 40% de rendimiento

N NH - .
H ) como solido blanco. Caracterizacion de 35a

‘RMN de H (CDClIs, 300 MHz) & (ppm):1.33 (s,

9H), 1.48 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 2.93-3.16 (m,
2H), 4.66-4.68 (M, 1H), 4.84 (s, 1H), 5.66 (d, J = 7.72 Hz, 1H), 5.83 (s, 1H),7.17-
7.24 (m, 5H), 9.93 (sa, 1H, NH), 10.15 (sa, 1H, NH).

tert-Butil((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptan-2-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-2-(1H-indol-2-il)etil)carbamate (36c).
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BBr 5 Obtenido a partir del procedimiento general
rlll' \ _ye ’ .
NJ\ 5.4.1.4, utilizando el acido 6,6-
O ;;\o dibromopenicilanico (34) (0,47 mmol, 170 mg),
0
N\N/ NH— < CDI (0,53 mmol, 75 mg), CBr4 (0,94 mmol, 312,5
H O mg), PPh3(0,94 mmol, 246,5mg), N-Boc-(L)-Trp-

N
| hidrazida (31c) (0,47 mmol, 150 mg) en 5 mL de

DCM. Luego de purificacion por columna
cromatografica (70/30, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
12% de rendimiento como sélido blanco. Caracterizaciéon de 36¢ :RMN de H
(CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1.01 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.60 (s, 3H), 3.34-3.48 (m,
2H), 5.16 (s, 1H), 5.27-5.36 (m, 2H), 5.69 (s, 1H), 6.97-7.50 (m, 5H), 8.15 (sa,1H).
RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 25.27, 28.24, 32.94, 48.14, 58.61, 63.79,
65.22, 67.07, 80.38, 80.67, 111.37, 118.30, 119.81, 120.04, 122.54, 123.10,
127.21, 136.08, 155.02, 161.18, 164.27, 167.74.

5.5.2. Sintesis de estructuras hibridas conteniendo el anillo 1,2,4-oxadiazélico.

5.5.2.1. Procedimientos generales para la sintesis de aril-nitrilos.

2 deshidratante
R R
X=0OH, H aril-nitrilo

5.5.2.1.1. Método A para la sintesis de aril-nitrilos.

A una solucion del aril-aldehido (1 eq.) y azida de sodio (1,5 eq.) en
MeCN, se incorpora acido triflico (9 eq.) y la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 2 min (controlado por CCD). Después de la remocion del
disolvente a presion reducida, el residuo se extrae con AcOEt y el extracto
organico se lava con agua, se seca sobre Na2SOa4 anhidro y se purifica mediante

cromatografia en columna utilizando gradiente de polaridad hexano:AcOEt.
5.5.2.1.2. Método B para la sintesis de aril-nitrilos.

A una solucion agitada del acido aril carboxilico (1eq.) en MeCN a
temperatura ambiente se agrega gota a gota 20 eq. de H2SOa4 concentrado.
Luego la mezcla se agita a 95°C durante 8 horas. El exceso de MeCN es luego
evaporado y el crudo de reaccién se disuelve en DCM y agua (1:1). Se separan
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las capas en ampolla de decantacién y se extrae la capa acuosa con DCM. Se
juntan las capas organicas y se secan sobre Na:SO4 anhidro. Se evapora el
solvente a presion reducida y el crudo se purifica mediante cromatografia en

columna utilizando gradiente de polaridad hexano:AcOEt.

5.5.2.2. Procedimientos generales para la sintesis de aril-amidoximas.

_OH
1
2 > —N NH,OH.HCI NH,
R
aril-nitrilo R aril-amidoxima

5.5.2.2.1. Método A para la sintesis de aril-amidoximas.

A una solucién acuosa de clorhidrato de hidroxilamina (1 eq.) se agrega,
Na2COs (leq.), seguido de la adicion del aril-nitrilo (1 eq.) en etanol a
temperatura ambiente, (agua-etanol, 1:1). La mezcla de reaccion se irradia con
una sonda de ultrasonido durante 40 minutos a una temperatura de 50°C (la
reaccion se controla mediante CCD). Con la concentracion por evaporacion
rotatoria a presion reducida se obtiene un aceite incoloro que se disuelve en
DCM, se seca sobre Na2SO4 anhidro, se filtra y el disolvente se elimina a presion
reducida. El producto se recristaliza usando cloroformo-hexano para obtener las

aril-amidoximas puras.
5.5.2.2.2. Método B para la sintesis de aril-amidoximas.

A una solucion acuosa de clorhidrato de hidroxilamina (1 eq.) se agrega
clorhidrato de hidroxilamina (1 eq.), Na2zCOs (1eq.), seguido de la adicion del aril-
nitrilo (1 eq.) en etanol a temperatura ambiente, (agua-etanol, 1:1). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 24 horas. La concentracion
por evaporacion rotatoria a presion reducida da un aceite incoloro que se disolvié
en DCM, se seca sobre NazSOs, se filtr6 y el disolvente se elimina a presion
reducida. El producto se recristaliza usando cloroformo-hexano para obtener las

aril-amidoximas puras.

5.5.2.3. Procedimientos generales para la sintesis de amidas derivadas de N-

Boc-(L)-aminoécidos.
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0O
o CI)J\OEt Q
BocHN,,, oH —_— BOCHN/"HJ\NHZ
R NH3 R
N-Boc-(L)aminoacido N-Boc-(L)aminoamida

Una solucién del N-Boc-(L)-aminoé&cido (1 eq.) y EtsN (1,1 eq.) en THF es
enfriada a -15°C (bafio de hielo-sal) bajo atmésfera de N2. Se agrega gota a gota
una solucién de cloroformiato de etilo (1,1 eq.) en THF. Se agita durante 25
minutos a -15°C, luego se agrega una solucion acuosa de NHs al 25% (5 eq.) en
una sola porcion y se continda agitando a 0°C durante 3 horas. Se evapora el
solvente a presion reducida y se ajusta el pH a 2-3 con una solucion 1N de
KHSOa. La fase acuosa se extrae con AcOEt (2 veces) y las fases acuosas
combinadas se lavan con solucién 1 N de NaHCOs, agua y solucién saturada de
cloruro de sodio. Se separa nuevamente la fase organica y se seca sobre
Na:SOs4. No se requiere purificacion por cromatografia en columna

cromatografica.

5.5.2.4. Procedimiento general para la sintesis de nitrilos derivados de N-Boc-

(L)-aminoacidos.

O
BocHN, N
oc ,,HJ\NHZ TFAA BocHN,,,///
R
R
N-Boc-(L)aminoamida N-Boc-(L)aminonitrilo

Bajo atmésfera de N2, una solucion de la amida deriva del N-Boc-L-
aminoécido (1eq.) en piridina es enfriada a 0°C con bafio de hielo y se le agrega
gota a gota anhidrido trifluoroacético (1,4 eq.). Se agita durante 2,5 horas a 0°C.
Finalmente se evapora el solvente en rotavapor. El residuo se disuelve en AcOEt
y se lava con 1N de KHSO4, agua, solucién saturada de cloruro de sodio y
secado sobre Na2SOa. El crudo se purifica por cromatografia en columna usando

gradiente de polaridad hexano-AcOEt.

5.5.2.5. Procedimientos generales para la sintesis de amidoximas derivadas de

N-Boc-(L)-aminoacidos.
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_.OH
I
BocHN,, /N _ NHOHHCL — BochN,, H\NH
: 2
R R
N-Boc-(L)aminonitrilo aminoacil-amidoxima

5.5.2.5.1. Método A para la sintesis de amidoximas derivadas de N-Boc-(L)-

aminoacidos.

A una solucién clorohidrato de hidroxilamina (2,5 eq.) en etanol-agua (1:1)
en bafio de hielo, se agrega lenta y cuidadosamente NaOH (1M, 2,5 eq.), la
mezcla se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agrega el N-Boc-(L)-aminonitrilo (1 eq.) y la reaccién se deja agitando toda la
noche a temperatura ambiente. Se evapora el solvente a presion reducida y se
realiza extracciobn en ampolla de decantacion con AcOEt. Las fases organicas
recolectadas se secan sobre Na2SOa. Finalmente, el crudo se purifica por

cromatografia en columna usando hexano-AcOEt como eluente.

5.5.2.5.2. Método B para la sintesis de amidoximas derivadas de N-Boc-(L)-

aminoacidos.

A una solucion clorohidrato de hidroxilamina (2,5 eq.) en etanol-agua (1:1)
en bafio de hielo, se agrega lenta y cuidadosamente NaOH (1M, 2,5 eq.), la
mezcla se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agrega el N-Boc-(L)-aminonitrilo (1 eq.) y la reaccion se deja agitando 1 hora a
100°C. Se evapora el solvente a presion reducida y se realiza extraccion en
ampolla de decantacion con AcOEt. Las fases organicas recolectadas se secan
sobre Na2S0a4. Finalmente, el crudo se purifica por cromatografia en columna

usando gradiente de polaridad hexano-AcOEt.

5.5.2.5.3. Método C para la sintesis de amidoximas derivadas de N-Boc-(L)-

aminoacidos.

A una solucién clorohidrato de hidroxilamina (2,5 eg.) en metanol-agua
(1:1) en bafio de hielo, se agrega lenta y cuidadosamente KO'Bu (1M, 2,5 eq.),
la mezcla se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agrega el N-Boc-(L)-aminonitrilo (1 eq.) y la reaccion se deja agitando 1 hora a
100°C. Se evapora el solvente a presion reducida y se realiza extraccion en

ampolla de decantacién con AcOEt. Las fases organicas recolectadas se secan
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sobre Na2S0as. Finalmente, el crudo se purifica por cromatografia en columna

usando gradiente de polaridad hexano-AcOEt.

5.5.2.5.4. Método D para la sintesis de amidoximas derivadas de N-Boc-(L)-

aminoacidos.

A una solucion clorohidrato de hidroxilamina (2,5 eq.) en metanol-agua
(1:1) en bafio de hielo, se agrega lenta y cuidadosamente KO'Bu (1M, 2,5 eq.),
la mezcla se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agrega el N-Boc-(L)-aminonitrilo (1 eq.) y la reaccion se deja agitando toda la
noche a temperatura ambiente. Se evapora el solvente a presion reducida y se
realiza extraccion en ampolla de decantacion con AcOEt. Las fases organicas
recolectadas se secan sobre Na2SOa. Finalmente, el crudo se purifica por

cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano-AcOEt.

5.4.2.5.5. Método E para la sintesis de amidoximas derivadas de N-Boc-(L)-

aminoacidos.

Se disuelven 10 eq. de clorohidrato de hidroxilamina en DMSO anhidro y
se enfria la solucién a 0°C en bafio de hielo. Luego se agrega KO'Bu (2,5 eq.)
bajo atmosfera de N2. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente se agrega el N-Boc-(L)-aminonitrilo (1 eq.) disuelto en DMSO y
se agita toda la noche a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se vuelva
sobre hielo-agua y se espera a que precipite, se filtra y el precipitado se

recristaliza con minima cantidad de etanol.
5.5.2.6. Procedimiento general para la formacion de cloruros de acido.

Una solucion del acido carboxilico (1 eq.) y trietilamina (2 eq.) en THF se
enfria entre -20 y -30 °C, se agrega gota a gota cloruro de oxalilo (1 eq.) y la
reaccion se agita a esa temperatura durante 30 minutos. Finalmente, la mezcla

se filtra y el filtrado se utiliza inmediatamente en el siguiente paso de sintesis.

5.5.2.7. Procedimiento general para la sintesis de la amida derivada del acido

6,6-dibromopenicilanico (57).

Una solucién del acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (1,20 g, 3,34 mmol)
se disuelve en cloroformo anhidro (15 mL) junto a EtsN (1 eq., 3,34 mmol) para

generar la sal de amonio correspondiente. La mezcla se enfria a 0°C y tratada
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con cloroformiato de etilo (1,1 eq., 3,67 mmol) y se deja agitando durante 30
minutos. Posteriormente, se agrega una solucion de (NH4)2HPO4 al 15% (33,5
mL) y se deja agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas.
Pasado el tiempo se deja separar las capas y se agrega solucion de (NH4)2HPO4
al 15% (8 mL). Se separa la fase organica, se la seca con Na:2SO4 anh., se
evapora el solvente en rotavapor y el residuo (sélido amarillo) se recristaliza con

cloroformo:hexano.

5.5.2.8. Procedimiento general para la sintesis del ciano derivado del acido 6,6-

dibromopenicilanico (61).

Se agrega cloruro de oxalilo (0,24 mL, 2,76 mmol) a una soluciéon de DMF
(0,23 mL) en MeCN anhidro (3,53 mL) a 0°C. De inmediato se genera un
precipitado blanco acompafado de la formacién de gas. A continuacion, se
agrega una solucién de la amida 57 en MeCN anhidro. Cuando la mezcla se
torna homogénea se agrega piridina (0,46 mL) y la reaccion se deja agitando a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, se evapora el solvente y
el residuo oleoso se purifica por cromatografia en columna hexano:AcOEt

(80:20) para dar un solido blanco.

5.5.2.9. Procedimientos generales para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Condiciones de activacién y ) Condiciones de
j\ condensacion >~R1 ciclacion ’é"\o
_ 2
X~ "R’ R2 N0 R N/)\R1
, boxili N—OH
ac. carboxilico R2—</ NH, ] 1,2,4-oxadiazol
o derivado
NH; aducto intermediario
X = OH, OMe, CI amidoxima O-acilamidoxima

5.5.2.9.1. Método A para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

El &cido carboxilico (1eq.) disuelto en DMF anhidra se activa con CDI (1,1
eg.) y la reaccion se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se incorpora la amidoxima (1eq.) y la O-acilacion transcurre
durante 4 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se lleva a cabo la
ciclodeshidratacion agregando de nuevo CDI (1,1 eq.) y llevando el sistema a

115°C durante 6 horas. El crudo de reaccion se concentra en rotavapor y se
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purifica en cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano-
AcOEt.

5.5.2.9.2. Método B para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

El acido carboxilico (1eq.) disuelto en DMF anhidra se activa con HATU
(1 eq.), HOBt (0,2 eq.), DIPEA (5 eq.) durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Luego se agrega la amidoxima (1eq.) y la mezcla se deja 1 hora a temperatura
ambiente mientras transcurre la O-acilacion. Finalmente, se lleva el sistema a
115°C durante 2 horas. El crudo de reaccién se concentra en rotavapor y se
purifica en cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano-
AcOEt.

5.5.2.9.3. Método C para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

El acido carboxilico (1eq.) disuelto en DCM anhidro se activa con HATU
(1 eq.), HOBt (0,2 eq.), DIPEA (5 eq.) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agrega la amidoxima (1eq.) y la mezcla se deja 1 hora a
temperatura ambiente mientras transcurre la O-acilacion. Finalmente, se agrega
tolueno anhidro y se lleva el sistema a reflujo toda la noche. El crudo de reaccién
se concentra en rotavapor y se purifica en cromatografia en columna usando

gradiente de polaridad hexano-AcOEt.
5.5.2.9.4. Método D para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Se trata la amidoxima (1 eq.) con el acido carboxilico (1 eq.) en presencia
de EDC (1eq.) en diglima a 50°C bajo atmdésfera de N2 y la mezcla se deja
agitando durante toda la noche a la misma temperatura. Luego, se calienta el
sistema a 110°C durante 3 horas. Después de eliminar el solvente al vacio, el
residuo organico se purifica en cromatografia en columna usando gradiente de

polaridad hexano-AcOEt.
5.5.2.9.5. Método E para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

A una solucion del éster metilico derivado del acido carboxilico empleado
(1eq.) en tolueno anhidro se aflade la amidoxima (2eq.) seguido del agregado de
K2COs (2 eq.). La mezcla se agita durante toda la noche a reflujo. Finalmente, la
mezcla de reaccion se enfria a temperatura ambiente y se diluye con AcOEty se

realizan sucesivos lavados con agua Yy solucion satura de cloruro de sodio. Se
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separan las fases en ampolla de decantacion y las fases organicas se secan
sobre Na2SOas. Se filtra y concentra en rotavapor y crudo es purificado en

cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano-AcOEt.
5.5.2.9.6. Método F para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Se disuelven la amidoxima (1 eq.) y el &cido carboxilico (1 eq.) en diglima
en presencia de los reactivos de acoplamiento HATU (1 eq.) y HOBt (0,2 eq.) ¥
DIPEA (5 eq.). La mezcla de reaccidén se mantiene a temperatura ambiente bajo
atmosfera de nitrégeno, durante la noche. Luego se transfiere la mezcla a un
recipiente para reacciones en microondas y se la irradia a 300 W a 70°C durante
10 minutos. Después de eliminar el solvente al vacio, el residuo orgénico se
purifica en cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano-
AcOEt.

5.5.2.9.7. Método G para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

El &cido carboxilico (1eg.) disuelto en MeCN anhidro se activa con EDC
(1,15 eq.) y HOBt (1,2 eq.), durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se
agrega la amidoxima (1eq.). Luego se incorpora una trampa de Dean Stark con
tamices moleculares activados y un sistema de refrigeracién. Por dltimo, se
agrega tolueno anhidro y se lleva el sistema a reflujo durante 3-4 horas. El crudo
de reaccion se concentra en rotavapor y se purifica en cromatografia en columna

usando gradiente de polaridad hexano-AcOEt.
5.5.2.9.8. Método H para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Se disuelve la amidoxima (1 eq.) en CHCIs, luego se agrega cloruro de
acido (1 eq.) y piridina (CHCIs: piridina 1:1). La mezcla se calienta a reflujo
durante 5 horas. El crudo de reaccion se concentra a presién reducida en
rotavapor y se purifica en cromatografia en columna usando gradiente de

polaridad hexano-AcOEt.

5.5.2.10. Procedimiento general para la eliminacion del grupo protector Boc.

R _NHBoc _ 1TA25% R!_NH,
Y Y
2 CH,Cl, R2
R 0°C
2h
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Una solucion de la N-Boc amina en DCM se enfria a 0°C con bafio de
hielo y se agrega lenta y cuidadosamente TFA 25%. La reaccion se agita a esa
temperatura durante 2 horas o hasta ver desaparicion del material de partida por
CCD. Posteriormente, se elimina el exceso de TFA en campana por arrastre de
N2 gaseoso y se evapora el solvente a presidn reducida en rotavapor.

Finalmente, el residuo organico se seca en bomba de vacio.

5.5.2.11. Procedimiento general para la formacion de derivados dipeptidicos
44bay 44fc.

Una solucion en del aminoacido N-protegido (1eq.), EDC (1,5 eq.), HOBt
(1,5eq.) y EtsN (2,5 eq.) en DCM es enfriada a 0°C. Luego, se agrega el derivado
1,2,4-oxadiazdlico con el grupo amino libre y la mezcla se agita durante 2 horas
a temperatura ambiente. Finalmente, se evapora el solvente a presion reducida
en rotavapor y el residuo se purifica por cromatografia en columna usando

gradiente de polaridad hexano:AcOEt.
5.5.2.12. Caracterizacion de 1,2,4-oxadiazoles.
5-(Metoximetil)-3-fenil-1,2,4-oxadiazol (17al)

/N\O Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.8. (método H)
®_<N/Jyo\ utilizando la amidoxima 15a (50 mg, 0.367 mmol), cloruro
metoxiacético (611-1) (0, 367 mmol, 33,3 pL), CHCIs (1 mL) y piridina (1 mL).
Luego de purificacidbn por columna cromatografica (80/20,hexano/AcOEt) se
obtuvo el producto deseado con un 51% de rendimiento. Caracterizacién de
17al: RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 3.55 (s, 3H), 4.74 (s, 3H), 7.45-
7.50 (m. 3H), 8.08-8.11 (m, 2H). RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) d (ppm): 59.57,
65.12, 126.41, 127.47, 128.82, 131.28, 168.36, 175.85.

tert-Butil (S)-(3-metil-1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butil)carbamato (39ab)

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2. (método B), utilizando N-Boc-(L)-
Leu-OH (30b) (70 mg, 0,30 mmol), HATU (115,07

NI’O/ ' o mg, 0,30 mmol), HOBLt (8,16 mg, 0,06 mmol), DIPEA
©)\N HNJ{ (0,26 mL, 1,51 mmol) y amidoxima 15a (41,11 mg,
© 0,30 mmol), DMF (5 mL). Luego de purificacion por

columna cromatografica (70/30,hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado
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con un 75% de rendimiento. Caracterizacion de 39ab :RMN de 'H (CDClIz, 300
MHz) & (ppm): 0.97 (d, J =6.22 Hz, 3H), 0.99 (d, J =6.22 Hz, 3H), 1.45 (s, 9H),
1.65-1.84 (m, 3H), 4.94-5.28 (m, 2H), 7.44-7.49 (m, 3H), 8.05-8.08 (m, 2H). RMN
de 3C (CDCIs, 75 MHz) & (ppm): 21.95, 22.53, 24.66, 28.25, 43.23, 46.79, 80.41,
126.63 127.48, 128.79, 131.20, 154.96, 168.26, 180.01.

tert-Butil (S)-(1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)etil)carbamato (39af).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2. (método B), utilizando N-Boc-(L)-
O—é Ala-OH (30f) (200 mg, 1,057 mmol), HATU (401,90

-0 />—|-{\l-<0 mg, 1,057 mmol), HOBt (28,§ mg. 0,21 mmol), DIPEA

N (0,91 mL, 5,28 mmol) y amidoxima 15a (143,9 mg,
©)\ 1,057 mmol), DMF (10 mL). Luego de purificacion por
columna cromatografica (70/30,hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado
con un 30% de rendimiento. Caracterizacién de 39af :RMN de H (CDCls, 300
MHz) & (ppm): 1.43 (s, 9H), 1.60 (d, J= 7.05 Hz, 3H), 5.07-5.23 (m, 1H), 5.26-
5.47 (m, 1H), 7.40-7.50 (m, 3H), 8.03-8.06 (m, 2H). RMN de 3C (CDCls, 75 MHz)
O (ppm): 19.86, 28.17, 44.16, 80.34, 126.48, 127.37, 128.72, 131.14, 154.74,

168.16, 180.04. HRMS (ESI) m/z encontrado: 312,1394 (M+Na™), calculado para
C1sH19N3NaOs: 312,13186.

(S)-Bencil tert-butil (1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)pentano-1,5-diil)
dicarbamato (39ah).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2.

-0 HN%)/% (método B), utilizando N-Boc-(L)-Lys(Chz)-
| />_Sr o OH (30h) (110 mg, 0,30 mmol), HATU (114,83
©)\N ‘ '\;HVO mg, 0,30 mmol), HOBt (8,16 mg, 0,06 mmol),
o @ DIPEA (0,26 mL, 5,28 mmol) y amidoxima 15a

(41,11mg, 0,30 mmol), DMF (10 mL). Luego de purificacibn por columna
cromatografica (70/30,hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
68% de rendimiento. Caracterizacion de 39ah :RMN de H (CDCIz, 300 MHz) &
(ppm): 1.44 (s, 9H), 1.50-1.60 (m, 4H), 1.86-2.03 (m, 2H), 3.18-3.20 (m, 2H),
4.90-4.94 (m, 1H), 5.04-5.14 (m, 3H), 5.37-5.39 (m, 1H), 7.28-7.38 (m, 5H), 7.42-
7.50 (m, 3H), 8.05-8.08 (m, 2H). RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) d (ppm): 22.34,
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28.29, 29.35, 33.64, 40.43, 48.20, 66.67, 80.50, 126.56, 127.51, 128.09, 128.51,
128.84, 131.28, 136.55, 155.18, 156.56, 168.27, 179.49.

tert-Butil (S)-(2-(1H-indol-3-il)-1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-yl)etil) carbamato
(39ac)

N-O NHBoc Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2. (método B),
©)I\N utilizando N-Boc-(L)-Trp-OH (30c) (70 mg, 0,23 mmol),
— HATU (87,87 mg, 0,23 mmol), HOBt (6,25 mg, 0,046

"N mmol), DIPEA (0,20 mL, 1,15 mmol) y amidoxima 15a

(31,46 mg, 0,23 mmol), DMF (10 mL). Luego de

purificacion por columna cromatogréfica (70/30,hexano/AcOEt) se obtuvo el
producto deseado con un 25% de rendimiento. Caracterizacién de 39ac: RMN
de 'H (CDCls, 300 MHz) & 1.45 (s, 9H), 3.49-3.50 (d, J= 3.98 Hz, 2H), 5.23-5.40
(m, 1H), 5.41-5.55 (m, 1H), 6.87 (sa, 1H), 7.07-7.19 (m, 2H), 7.25-7.32 (m, 1H),
7.46-7.54 (m, 4H), 8.04-8.04 (d, J= 6.24, 2H), 8.27 (sa, 1H). RMN de 13C (CDCls,

75 MHz) & 28.30, 49.47, 80.51, 109.20, 119.79, 122.29, 123.13, 126.60, 127.52,
128.86, 131.28, 136.14. 155.07, 168.28, 179.35.

tert-Butil (S)-2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)pirrolidin-1-carboxilato (39ae).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2. (método B),
Nl,o/>_<\lj utilizando N-Boc-(L)-Pro-OH (30e) (74.38 mg, 0,30 mmol),
N HATU (114,83 mg, 0,30 mmol), HOBt (8,16 mg, 0,06 mmol),
©)\ DIPEA (0,26 mL, 5,28 mmol) y amidoxima 15a (41,11mg,
0,30 mmol), DMF (10 mL). Luego de purificacion por columna cromatografica
(70/30,hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 50% de
rendimiento. Caracterizacién de 39ae : RMN de *H (CDClz, 300 MHz) & 1.29 (s,
6H), 1.46 (s, 3H), 1.94-2.24 (m, 2H,), 2.24-2.49 (m, 2H), 3.43-3.78 (m, 2H), 5.04-
5.26 (m, H), 7.42-7.54 (m, 3H), 8.02-8.11 (m, 2H). RMN de *3C (CDCls, 75 MHz)
0 23.66, 24.30, 28.11, 31.46, 46.32, 53.78, 80.50, 126.68, 127.41, 128.70,
128.84, 131.02, 131.19, 153.56, 154.26, 168.32, 180.19, 180.62.
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tert-Butll (S)-(1-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)etil)carbamato (39bf).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2. (método B), utilizando N-Boc-(L)-

o < Ala-OH (30f) (57,15 mg, 0,30 mmol), HATU (130

N-© HN‘§O mg, 0,30 mmol), HOBt (10 mg, 0,06 mmol), DIPEA
| N/ (0,30 mL, 1,51 mmol) y amidoxima 15b (65 mg,
0,30 mmol), DMF (5 mL). Luego de purificacion por

B
' columna cromatogréfica (70/30,hexano/AcOEt) se

obtuvo el producto deseado con un 58% de rendimiento. Caracterizacion de
39bf: RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1.45 (s, 9H), 1.62 (d, J= 6.87 Hz,
3H), 5.15 (sa, 2H), 7.61 (d, J= 8.58 Hz, 2H), 7.94 (d, J= 8.61 Hz, 2H). RMN de
13C (CDCIs, 75 MHz) & 20.03, 28.28, 44,28, 80.61, 125.55, 125.85, 128.98,
132.15, 154.74, 167.60, 180.34.

tert-Butil(S)-(1-(3-(4-bromofenil)1,2,4-oxadiazol-5-il)-3-metilbutil)carbamato
(39bb)

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.2.

O‘é (método B), utilizando N-Boc-(L)-Leu-OH (30b)

Nl/o/ HN«O (70 mg, 0,30 mmol), HATU (130 mg, 0,30 mmol),
/@J\N? HOBt (10 mg, 0,06 mmol), DIPEA (0,30 mL, 1,51
Br mmol) y amidoxima 15b (65 mg, 0,30 mmol), DMF
(5 mL). Luego de purificacion por columna cromatogréfica (70/30,hexano/AcOEt)
se obtuvo el producto deseado con un 51% de rendimiento. Caracterizaciéon de
39bb. RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.98 (d, J=6.22 Hz, 3H), 1.00 (d,
J=6.22 Hz, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.71-1.77 (m, 3H), 4.77-5.12 (m, 2H), 7.60 (d, J=
8.58 Hz, 2H), 7.94 (d, J= 8.55 Hz, 2H). RMN de 3C (CDCls, 750 MHz) & 20.91,

21.54, 21.96, 27.25, 42.16, 45.80, 79.51, 124.60, 124.64, 127.98, 131.10,
153.94, 166.57, 179.29.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41a).
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Br s Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br/": \\\\

J;;\T\% utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (200 mg, 0,55

O ;}\o mmol), EDC (121,25 mg, 0,63 mmol), HOBt (89,2 mg, 0,66

NN mmol) y amidoxima 15a (74 mg, 0,55 mmol). Luego de
purificacion por columna cromatogréafica (95/05, hexano/AcOEt)
se obtuvo el producto deseado con un 74% de rendimiento.

Caracterizacion de 41a: RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): RMN de H
(CDCls, 300 MHz) & 1.30 (s, 3H), 1.75 (s, 3H), 5.38 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 7.60 —
7.44 (m, 3H), 8.14 — 8.04 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) d 24.54, 32.23,
57.54, 63.65, 64.57, 79.76, 124.91, 126.58, 127.95, 130.66, 163.3, 167.46,
172.16. HRMS (ESI) m/z encontrado: 457,91598 (M+H*), calculado para
C1sH14BraN302S: 457,91680

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-3,3-dimetil-4-
Br tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41b).

Br//,. S ‘\\\\
N\>\ Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.3. (método G),

° ;}\o utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (25 mg, 0,07

NN mmol), EDC (15,4 mg, 0,08 mmol), HOBt (11,35 mg, 0,084
mmol) y amidoxima 15b (15 mg, 0,07 mmol). Luego de
purificacion por columna cromatografica (95/05, hexano/AcOEt)

Br se obtuvo el producto deseado con un 20% de rendimiento.
Caracterizacion de 41b: RMN de *H (CDClz, 300 MHz) & 1.30 (s, 3H), 1.75 (s,
3H), 5.36 (s, 1H), 6.00 (s,1H), 7.64 (d, J=8.49 Hz, 2H), 7.96 (d, J=8.46 Hz, 2H).
RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) & 25.59, 33.23, 58.47, 64.66, 65.57, 80.78, 124.87,
126.36, 129.08, 132.30, 164.34, 167.83, 173.48.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(4-(tert-butyl)fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-3,3-

dimetil-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona (41c).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.3. (método G), utilizando acido 6,6-
dibromopenicilanico (34) (39,2 mg, 0,11 mmol), EDC (24,25 mg, 0,126 mmol),
HOBt (17,8 mg, 0,132 mmol) y amidoxima 15c¢ (21 mg, 0,11 mmol). Luego de

purificacion por columna cromatogréafica (95/05, hexano/AcOEt) se obtuvo el
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Br producto deseado con un 20% de rendimiento. Caracterizacion
Bri. S, . de4lc: RMN DE 'H (CDCls, 300 MHz) & 1.29 (s, 3H), 1.36 (s,
J;Nrj\ 9H), 1.74 (s, 3H), 5.37 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 7.52 (d, J= 8.61 Hz,
N/}\Q 2H), 8.01 (d, J =8.58 Hz, 2H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) &
=N 25.55, 31.15, 33.28, 35.04, 58.60, 64.68, 65.61, 80.80, 123.08,
125.95, 127.38, 155.25, 164.32, 168.41, 172.97. HRMS (ESI)

m/z encontrado: 535,95862 (M+Na*), calculado para

C19H21Br2N3sNaQO:2S: 535,96134.

0]

(2S,5R)-2-(3-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-i)-1,2,4-0xadiazol-5-il)-6,6-dibromo-3,3-
dimetil-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41d).

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br”j;f}{ utilizando éacido 6,6-dibromopenicilanico (34) (200 mg, 0,55
o} § B mmol), EDC (122,8 mg, 0,64 mmol), HOBt (90,31 mg, 0,66
N "® mmol) y amidoxima 15d (100,3 mg, 0,55 mmol). Luego de

purificacion por columna cromatografica (85/15,
hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 20% de

g rendimiento. Caracterizacion de 41d. RMN de *H (CDCls, 300
MHz) 6 1.29 (s, 3H), 1.73 (s, 3H), 5.34 (s, 1H) , 5.99 (s, 1H), 6.04 (s, 2H), 6.90
(d, J= 8.13 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 1.56 Hz, 1H), 7.64 (dd, J=8.16, 1.65 Hz, 1H).
RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) & 25.51, 33.20, 58.52, 64.59, 65.54, 80.72, 101.68,
107.48, 108.69, 119.66, 122.65, 148.16, 150.48, 164.26, 168.06, 172.88. HRMS
(ESI) m/z encontrado: 523,88711(M+Na*), calculado para CieH13Br2N3sNaO4S:
523,88857.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-((E)-4-metoxiestiril)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-3,3-
dimetil-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41e).

Br
Bri.,! S, . Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
J/:N

. J\ utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (443 mg, 1,23

-

N//\(I) mmol), EDC (271,16 mg, 1,41 mmol), HOBt (1,47 mg, 200
=N mmol) y amidoxima 15e (237,1 mg, 1,23 mmol). Luego de
— purificacion por columna cromatografica (80/20, hexano/AcOEt)
se obtuvo el producto deseado con un 70% de rendimiento.

Caracterizacion de 41e. RMN de 'H (CDCIz, 300 MHz) & 1.29
MeO
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(s, 3H), 1.73 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 5.32 (s, 1H), 5.99 (s, 1H), 6.91 (d, J= 16,14 Hz,
1H), 6.92 (d, J= 8.70 Hz, 2H), 7.51 (d, J= 8.65 Hz, 2H), 7.65 (d, J=16.12 Hz, 1H).
RMN de 13C (CDCIls, 75 MHz) & 25.52, 33.20, 55.34, 58.52, 64.62, 65.51, 80.69,
109.46, 114.33, 127.74, 129.05, 139.81, 160.90, 164.29, 168.13, 172.23. HRMS
(ESI) m/z encontrado: 535,92426 (M+Na*), calculado para CisHi17Br2N3sNaOsS:
535,92496.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i)-3,3-dimetil-4-
tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41f)

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br/lj;,\r}\\\\ utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (323,1 mg, 0,9
o} B mmol), EDC (205,02 mg, 1.07 mmol), HOBt (150,8 mg, 1,11
N//:ﬁ mmol) y amidoxima 15f (149,5 mg, 0,9 mmol). Luego de

purificacion por columna cromatogréfica (90/10, hexano/AcOEt)

se obtuvo el producto deseado con un 20% de rendimiento.

MeO Caracterizacion de 41f: RMN DE 'H (CDCIz, 300 MHz) & 1.30

(s, 3H), 1.74(s, 3H), 3.87 (s, 3H), 5.35 (s, 1H), 6.00 (s, 1H), 6.99 (d, J=8.88 Hz,

2H), 8.01 (d, J=8.88 Hz, 2H). RMN de *3C (CDClIs, 75 MHz) § 25.53, 33.23, 55.40,

58.56, 64.63, 65.57, 80.74, 114.33, 118.31, 129.23, 162.26, 164.28, 168.13,

172.82. HRMS (ESI) m/z encontrado: 487,92594 (M+H*), calculado para
C16H16BraNsOsS: 487,92736.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(3,4-dimethoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-3,3-
dimethil-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41Q)

. Br 5 Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
rr. W . , . . e, .
NJ\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (275 mg, 0,76
O ;;\o mmol), EDC (167,5 mg, 0,87 mmol), HOBt (123,2 mg, 0,9
N |

_N mmol) y amidoxima 15g (150 mg, 0,76 mmol). Luego de
purificacion por columna  cromatogréfica (90/10,
hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 35% de

Meo ~ OMe rendimiento. Caracterizacion de 41g. RMN DE 'H (CDCls, 300
MHz) & 1.30 (s, 3H, CH3), 1.74(s, 3H), 3.94 (s, 3H, OCHB3s), 3.96 (s, 3H), 5.35 (s,
1H), 6.00 (s, 1H), 6.96 (d, J= 8.42 Hz,1H), 7.55 (d, J= 1.95 Hz, 1H), 7.69 (dd, J=

8.42, 1.95 Hz, 1H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 25.54, 33.19, 55.98, 56.04,
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58.50, 64.65, 65.54, 80.72, 109.83, 111.04, 118.39, 121.25, 149.23, 151.91,
164.29, 168.29, 172.87. HRMS (ESI) m/z encontrado: 539,918273 (M+Na™),
calculado para Ci7H17Br2N3sNaO4S: 539,919872.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-2-(3-(piridin-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-4-tia-
1l-azabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona (41h).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),

Br
Br/,j;ri\\\\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (987,25 mg, 2,75
o N 5 mmol), EDC (632,6 mg, 3,33 mmol), HOBt (371,6 mg, 3,16
N7 @ mmol) y amidoxima 15k (374,3 mg, 2,75 mmol). Luego de
=N

purificacion por columna cromatografica (80/20,

—

\ /N hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 30% de

rendimiento. Caracterizacion de 41h. RMN de 'H (CDCls, 300
MHz) & 1.31 (s, 3H), 1.75 (s, 3H), 5.43 (s, 1H), 5.98 (s, 1H), 7.44-7.49 (m, 1H),
7.85-7.91 (m, 1H), 8.13-8.16 (m, 1H), 8.80-8.83 (m, 1H). RMN de '3C (CDCls, 75
MHz) & 25.69, 33.18, 58.43, 64.82, 65.59, 80.69, 123.498, 125.93, 137.18,
145,58, 150.58, 164.42, 168.23, 173.99.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(2-bromophenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-3,3-dimetil-
4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona. (41i)

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br“j;,\rk utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (215,4 mg, 0,6
o ;;\o mmol), EDC (132.3 mg, 0,69 mmol), HOBt (97,3 mg, 0,72
N _N mmol) y amidoxima 15i (126,3 mg, 0,6 mmol). Luego de

purificacion por columna cromatografica (95/05,

o hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 22% de

rendimiento. Caracterizacion de 41i: RMN DE 'H (CDCIs, 300

MHz) 6 1.33 (s, 3H), 1.75(s, 3H), 5.40 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 7.38 (td, J=7.62, 1.62
Hz, 1H), 7.46 (td, J= 7.62, 1.62 Hz, 1H), 7.75 (dd, J=7.76, 1.56 Hz, 1H), 7.83
(dd, J=7.76, 1.56 Hz ,1H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 25.63, 33.21, 58.47,
64.63, 65.72, 80.77, 122.29, 127.33, 127.53, 131.93, 132.24, 134.29, 164.36,

168.16, 172.86.
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(2S,5R)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-2-(3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-4-
tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41))

Bru

\\\

/\
N‘?
=N

O,N

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
utilizando éacido 6,6-dibromopenicilanico (34) (425 mg, 1,18
mmol), EDC (263 mg, 1,37 mmol), HOBt (193,2 mg, 1,43 mmol)
y amidoxima 15m (216 mg, 1,18 mmol). Luego de purificacion por
columna cromatografica (90/10, hexano/AcOEt) se obtuvo el
producto deseado con un 23% de rendimiento.Caracterizacion de
41j. RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) d 1.31 (s, 3H, CHs3), 1.76(s,

3H, CHa), 5.40 (s, 1H, CH), 6.01 (s, 1H, CH), 8.29 (d, J=8.98 Hz, 2H), 8.36 (d,
J=8.98, 2H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 25.59, 33.15, 58.33, 64.65, 65.53,

80.77,124.18,

128.63, 131.71, 149.73, 164.34, 168.99, 174.16.

(2S,5R)-2-(3-(4-Acetilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-4-
tia-1-azabiciclo [3.2.0]heptan-7-ona (41Kk).

Br

Br//,, S K
N\_)\

(@] -

3

0]

(d, J=8.62 Hz,

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (305,1 mg, 0,85
mmol), EDC (187,38 mg, 0,97 mmol), HOBt (137,8 mg, 1,02
mmol) y amidoxima 15k/15] (150 mg, 0,8 mmol). Luego de
purificacion por columna cromatografica (90/10, hexano/AcOEt)
se obtuvo el producto deseado con un 20% de rendimiento.
Caracterizaciéon de 41k. RMN de 'H (CDCIsz, 300 MHz) & 1.30
(s, 3H), 1.75(s, 3H), 2.67 (s, 3H), 5.39 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 8.07
2H), 8.19 (d, J=8.67 Hz, 2H). RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) &

25.57, 26.76, 33.18, 58.42, 64.65, 65.54, 80.76, 127.83, 129.95, 139.29, 164.33,
167.73, 173.66, 197.29.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-(3-(4-(1-(hidroxiimino)etil)phenil)-1,2,4-oxadiazol-5-
i1)-3,3-dimetil-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona (41l).

Obtenido como subproducto de la reaccion

\\4 \ anterior, luego de la purificacion cromatografica,
con un 10% de rendimiento. Caracterizacion de

Br

411. RMN de H (CDCls, 300 MHz) & 1.30 (s,
3H), 1.75(s, 3H), 2.32 (s, 3H), 5.40 (s, 1H), 6.02
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(s, 1H), 7.77 (d, J=8.61 Hz, 2H), 8.10 (d, J= 8.60 Hz 2H), 8.57 (sa, 1H). RMN de
13C (CDCls, 75 MHz) & 11.98, 25.57, 33.21, 58.48, 64.65, 65.58, 80.76, 126.43,
126.52, 127.71, 139.57, 155.25, 164.36, 168.03, 173.32.

(2S,5R)-6,6-Dibromo-2-((((2)-(1-(4-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetll-7-
0Xx0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-
i)fenil)etiliden)amino)oxi)carbonil)-3,3-dimetil-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona (41m).

Obtenido como subproducto de la

/L ON o O

S/é“‘\QN»\Q\(Np_/{“ Niﬁ’Br reaccion anterior, luego de la
Br“R ¢ ‘F Br purificacion cromatografica, con
Br O ° un rendimiento del  11%.
Caracterizaciéon de 41m. RMN de 'H (CDClz, 300 MHz) & 1.25 (s, 3H), 1.31 (s,
3H), 1.59 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.75 (s, 3H), 4.82 (s, 1H), 5.38 (s, 1H), 5.86 (s,
1H), 6.01 (s, 1H), 7.89 (d, J=8.70, 2H), 8.15 (d, J=8.64, 2H). RMN de 13C (CDCls,
75 MHz) & 14.85, 25.62, 26.02, 33.28, 33.53, 58.48, 64.70, 64.82, 65.58, 69.02,
80.79, 80.94, 127.72, 127.93, 128.38, 136.95, 163.67, 163.98, 164.36, 164.57,
167.78, 173.60. HRMS (ESI) m/z encontrado: 875,772517 (M+Na™), calculado

para C2sH23BraNsNaOsS2: 875,776630.

tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-2-phenyletil) carbamato
(44a).

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),

r/f);fj\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (310,6 mg,
0,865 mmol), EDC (190,7 mg, 0,99 mmol), HOBt (140,2 mg,

N _n 1,03 mmol) y amidoxima 42a (241,7 mg, 0,865 mmol). Luego
BocHN™ de purificacibn por columna cromatografica (90/10,
hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 36%

de rendimiento. Caracterizacion de 44a. RMN de 'H (CDCls,

300 MHz) 6 1.16 (s, 3H), 1.40 (s, 9H), 1.69 (s, 3H), 3.18 (d, J=

6.61 Hz, 2H), 5.03-5.05 (m, 1H), 5.17-5.23 (m, 1H), 5.26 (s, 1H), 5.93 (s, 1H),
7.08-7.11 (m, 2H), 7.22-7.25 (m, 3H). RMN de 3C (CDClz, 75 MHz) & 25.44,
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28.26, 33.19, 40.04, 48.63, 58.50, 64.55, 65.61, 80.35, 80.69, 127.12, 128.59,
129.41, 135.54, 154.72, 164.33, 170.35, 173.48.

tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0] heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-3-metilbutil) carbamato
(44Db).

B, Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Bri:.! S ‘\\\\
NJ\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (359 mg, 1 mmol),

© ;;\o EDC (220,45 mg, 1,15 mmol), HOBt (162,14 mg, 1,2 mmol) y
N |

=N amidoxima 42b (250 mg, 1,01 mmol). Luego de purificacién por

BocHN'" columna cromatografica (85/15, hexano/AcOEt) se obtuvo el

producto deseado con un 70% de rendimiento. Caracterizacion
de 44b. RMN de 'H (CDClIs, 300 MHz) & 0.95 (d, J=5.90 Hz, 3H), 0.97 (d, J=5.90
Hz, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.70 (s, 3H), 4.80-5.05 (m, 2H), 5.28 (s, 1H),
5.92 (s, 1H). RMN de 3C (CDClIs, 75 MHz) d 22.11, 24.47, 24.64, 25.48, 28.26,
29.66, 33.14, 43.16, 45.89, 58.44, 64.61, 65.49, 80.10, 80.65, 154.87, 164.30,
171.44, 173.30. HRMS (ESI) m/z encontrado: 567,02560 (M+H™), calculado para
C19H29BraN4O4S: 567,02708

tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il) etil) carbamato (44d).

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br"j;‘Nfi\“\ utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (191,30 mg, 0,53
o - mmol), EDC 117,5 mg, 0,61 mmol), HOBt (86,40 mg, 0,64
N//\Cl) mmol) y amidoxima 42d (108,3 mg, 0,53 mmol). Luego de

BOCHN\‘_EN purificacion por  columna cromatografica (92/08,
hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 40% de
rendimiento. Caracterizacion de 44d. RMN de H (CDCls, 300 MHz) & 1.21 (s,
3H), 1.42 (s, 9H), 1.51 (d, J= 6.75 Hz, 3H), 1.69 (s, 3H), 4.92-5.12 (m, 2H), 5.28
(s, 1H), 5.91 (s, 1H). RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) d 20.29, 25.49, 28.30, 29.68,
33.15, 43.59, 58.43, 64.60, 65.51, 80.21, 80.66, 154.75, 164.32, 172.02, 173.46.
HRMS (ESI) m/z encontrado: 546,96042 (M+Na*), calculado para
Ci6H22BraN4aNa04S: 546,96207.
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tert-butil ((R)-2-(benziloxi)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-
l-azabiciclo[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)ethyl)carbamato (449).

Br/E/;,r, s Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
J;'\VTJ\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (132,8 mg, 0,37

o) B mmol), EDC (81,6 mg, 0,42 mmol), HOBt (60 mg, 0,44mmol) y
N//\C,\Il) amidoxima 42g (116,9 mg, 0,37 mmol). Luego de purificacién

por columna cromatogréfica (85/15, hexano/AcOEt) se obtuvo

el producto deseado con un 11,5% de rendimiento.

Caracterizacion 44g. RMN de 'H (CDClz, 300 MHz) d 1.17 (s,

3H), 1.44 (s, 9H), 1.68 (s, 3H), 3.69-3.90 (m, 2H), 4.46 (d, J=

12.03 Hz, 1H), 4.52 (s, J=12.06 Hz, 1H), 5.10-5.13 (m, 1H), 5.25
(s, 1H), 5.46 (d, J=8.23 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 7.19-7.36 (m, 5H). RMN de 3C
(CDCls, 75 MHz) & 25.44, 28.20, 28.30, 33.15, 48.35, 58.46, 64.56, 65.57, 70.22,
73.34, 80.38, 80.67, 126.97, 127.64, 127.91, 128.43, 137.28, 155.15, 164.33,
169.84, 173.37. HRMS (ESI) m/z encontrado: 631,02138 (M+H™), calculado para
C23H29Br2N40OsS: 631,02199.

tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-2-methylbutil) carbamato
(44h).

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Bruj;—fi\\“ utilizando &cido 6,6-dibromopenicilanico (34) (440 mg, 1,22
o N B mmol), EDC (269 mg, 1,40 mmol), HOBt (198 mg, 1,46 mmol)
N//jolil y amidoxima 42h (300 mg, 1,22 mmol). Luego de purificacion

por columna cromatografica (85/15, hexano/AcOEt) se obtuvo

el producto deseado con un 67% de rendimiento.

Caracterizacion de 44h. RMN de 'H (CDCIz, 300 MHz) & 0.86
(d, J=6.75 Hz, 3H), 0.93 (t, J=7.37 Hz, 3H), 1.17-1.46 (m, 2H), 1.20 (s, 3H), 1.43
(s, 9H), 1.70 (s, 3H), 1.84-1.97 (m, 1H), 4.86-4.91 (m, 1H), 5.05-5.08 (m, 1H),
5.28 (s, 1H), 5.93 (s, 1H). RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 11.34, 15.25, 24.97,
25.48, 28.28, 33.17, 38.52, 51.64, 58.48, 64.56, 65.54, 80.09, 80.69, 155.11,
164.31, 170.18, 173.11. HRMS (ESI) m/z encontrado: 589,00935 (M+Na*),
calculado para Ci9H2s8Br2N4aNaO4S: 589,00902.
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tert-Butil ((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-3-(metiltio)propil)
carbamato (44j)

Br Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),
Br“ﬂi{ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (166,7 mg, 0,46
0 B mmol), EDC (102,3 mg, 0,53 mmol), HOBt (73,23 mg, 0,55
N//jol‘\l mmol) y amidoxima 42j (122,2 mg, 0,46 mmol). Luego de

BocHN'" purificacion por columna  cromatografica  (90/10,
hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 10% de

S rendimiento. Caracterizacion de 44j. RMN de H (CDClIz, 300

/ MHz) & 1.22 (s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.70 (s, 3H), 2.10 (s, 3H),

2.11-2.19 (m, 2H), 2.54 (t, J=7.20 Hz, 2H), 5.00-5.18 (m, 2H),5.28 (s, 1H), 5.92
(s, 1H). HRMS (ESI) m/z encontrado: 606,966688 (M+Na*), calculado para

C18H26Br2N4aNaO4S2: 606,965442.

tert-Butil ((5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil) carbamato (44k).

B Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G),

r
Iy S \ T o . TV .
Br );Q\ utilizando acido 6,6-dibromopenicilanico (34) (282,13 mg,
N
0,79 mmol), EDC (174,1 mg, 0,908 mmol), HOBt (128,09

//\(? mg, 0,948 mmol) y amidoxima 42k (148,7 mg, 0,79 mmol).

N

fN Luego de purificaciéon por columna cromatografica (90/10,

Boch hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un 25%
de rendimiento. Caracterizacion de 44k. RMN de H (CDCIsz, 300 MHz) 8 1.23 (s,
3H), 1.45 (s, 9H), 1.70 (s, 3H), 4.48 (d, J= 5.73 Hz, 2H), 5.10 (sa, 1H), 5.29 (s,
1H), 5.92 (s, 1H). RMN de 3C (CDCIs, 75 MHz) & 25.51, 28.30, 29.69, 33.15,
36.71, 58.39, 64.55, 65.50, 80.44, 80.66, 155.41, 164.31, 168.43, 173.69. HRMS
(ESI) m/z encontrado: 532,946137 (M+Na*), calculado para CisH20Br2N4NaO4S:

532,946421.

tert-Butil((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-2-metilpropil) carbamato. (44l)

Obtenido a partir del procedimiento 5.4.2.9.7. (método G), utilizando acido 6,6-
dibromopenicilanico (34) (200 mg, 0,55 mmol), EDC (121,3 mg, 0,63 mmol),

171



Capitulo 5. Materiales y Métodos

Br HOBt (89,1 mg, 0,66 mmol) y amidoxima 42| (127 mg, 0,55

Brujjfi\‘“ mmol). Luego de purificacién por columna cromatogréfica

o} N B (90/10, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un

N//jON 51% de rendimiento. Caracterizacion de 44l. RMN de H

(CDCls, 300 MHz) & 0.90-0.95 (m, 6H), 1.20 (s, 3H), 1.43 (s,

9H), 1.70 (s, 3H), 2.12-2.19 (m, 1H), 4.78-4.83 (m, 1H), 5.03-

5.06 (m, 1H), 5.92 (s, 1H), 5.92 (s, 1H). RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) d 17.81,

18.81, 25.48, 28.27, 32.09, 33.16, 52.70, 58.48, 64.55, 65.54, 80.09, 80.68,
155.22, 164.31, 170.37, 173.19.

BocHN'"

Tert-Butil((2S)-1-(((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)-3-metilbutil)amino)-1-oxo-
3-fenylpropan-2-yl)carbamato (44ba)

Obtenido a partir del procedimiento general

Br
Br”j;"}\» 5.4.2.11., utilizando 44b (82,2 mg, 0,14 mmol, al
o N 1 cual se le elimino el grupo protector Boc mediante

N//\E el procedimiento general 5.4.2.10), N-Boc-Phe
M 5 (30a) (38,36 mg, 0,14 mmol), EDC (40,25 mg, 0,21
J<_/© mmol), HOBt (28,4 mg, 0,21 mmol), EtsN (48,8 pL,

BocHNi 0,35 mmol). Luego de purificacion por columna
cromatografica (80/20, hexano/AcOEt) se obtuvo el producto deseado con un
27% de rendimiento. Caracterizacion de 44ba. RMN de 'H (CDCIz, 300 MHz) &
0.91 (d, J=6.44 Hz, 6H), 1.17 (s, 3H), 1.40 (s, 9H), 1.44-1.65 (m, 3H), 1.69 (s,
3H), 2.21 (sa, 1H), 3.02 (d, J= 6.75 Hz, 2H), 4.23-4.36 (m, 1H), 5.05 (sa, 1H),
5.26 (s, 1H), 5.26-5.35 (m, 1H), 5.88 (s, 1H), 6.31 (d, J=8.67 Hz, 1H), 7.31-7.24
(m, 5H). RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) 5 21.99, 22.52, 24.58, 25.47, 28.23, 33.18,
38.13, 42.84, 44.11, 55.90, 58.51, 64.46, 65.53, 80.40, 80.66, 126.87, 128.56,

129.24, 129.55, 136.37, 155.45, 164.30, 170.56, 170.80, 173.41.

Tert-Butil((2S)-1-(((1S)-1-(5-((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0]heptan-2-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)etil)amino)-3-(1H-indol-3-
il)-1-oxopropan-2-yl)carbamato (44dc).
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Obtenido a partir del procedimiento general

B'E'r);'\\l’\sx 5.4.2.11, utilizando 44d (59,10 mg, 0,16 mmol,
S }/\O y al cual se le elimin6é el grupo protector Boc
NN N mediante el procedimiento general 5.4.2.10),

0O N\ N-Boc-Trp (30c) (34,17 mg, 0,16 mmol), EDC

NH \ (47,07 mg, 0,245 mmol), HOBt (33,13 mg,

BocHN 0,245 mmol), EtsN (56 uL, 0,4 mmol). Luego de

purificacion por columna cromatografica (80/20, hexano/AcOEt) se obtuvo el
producto deseado con un 44,5 % de rendimiento. Caracterizacion de 44dc. RMN
de 'H (CDCls, 300 MHz) &. 1.16 (s, 3H), 1.38 (d, J=6.96 Hz, 3H), 1.42 (s, 9H),
1.69 (s, 3H), 1.82 (sa, 1H), 3.12-3.32 (m, 2H), 4.36-4.51 (m, 1H), 5.20-5.26 (m,
2H), 5.86 (s, 1H), 6.39 (d, J=7.99 Hz, 1H), 7.04-7.18 (m, 3H), 7.32 (d, J= 8.02 Hz,
1H), 7.61 (d, J= 7.75 Hz, 1H), 8.25 (sa, 1H). RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) &
19.86, 25.49, 28.29, 32.94, 42.05, 55.31, 58.24, 64.53, 65.51, 80.23, 80.55,
110.42,111.10, 118.75, 122.24,123.23, 127.38, 136.16, 155.47, 164.49, 170.99,
171.26, 173.40.

5.5.2.12 Procedimientos generales en los estudios dirigidos a la sintesis de 1,2,4-

oxadiazoles en fase soélida.

5.5.2.12.1. Procedimiento para la union del acido 2-bromoacético a la resina de

Wang.

@\/OH . HO\[(\Br L ®\/Oj(\8r
o DMAP o

resina de Wang 68 20 h, t.a.

63a

Se coloca en un balén el acido 2-bromoacético (68) (3 eq., 2,31 mmol,
321 mg), DMAP (cantidad catalitica) y se disuelve en DCM (8 mL). Una vez todo
disuelto se agrega DIC (3 eg., 2.31 mmol, 360 pL) y de inmediato se agrega la
resina de Wang seca (700 mg, 1,dmmol/g) y la mezcla se deja agitando
suavemente a temperatura ambiente durante 20 horas bajo atmésfera de Na.
Finalmente, la resina se filtra en un cartucho de polipropileno y se lava con agua,
MeOH, AcOEt y DCM y se deja secando en desecador. Se obtiene asi el 2-

bromoacetato unido a la resina de Wang (63a).
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5.5.2.12.2. Procedimiento general para la unién de aminas primarias a la resina
63a.

®\/Ojoﬁsr+ N —.D:;: ®\/0wa
O R

63a toda la noche
t.a.

La resina 63a (1 g) se solvata en minima cantidad de DMF y se agrega
una solucion de la amina primaria (10 eq.) y la DIPEA (10 eq.) en DMF (10 mL).
La mezcla se agita suavemente toda la noche a temperatura ambiente.

Finalmente, la resina se filtra y se lava tres veces con DMF y DCM.

5.5.2.12.3. Procedimiento general para la formacion de amidas derivadas de

Fmoc-aminoéacidos.

A una solucién del Fmoc-aminoacido (5 mmol), piridina (250 uL, 3 mmol)
y NH4HCO3 (500 mg, 6,30 mmol) en DMF (7 mL) se le agrega anhidrido de Boc
(1,5 mL, 6,50 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente 3 horas.
Finalmente, la mezcla se agita con HCI 1N hasta formar un precipitado, el cual

es filtrado y lavado con hexano.

5.5.2.12.4. Procedimiento general para la desproteccion del grupo Cbz en

solucion.

El sustrato (2 mmol) se disuelve en DCM (50 mL) y enfriado a -10° C.
Luego se agrega cuidadosamente gota a gota una solucién de BBrs 1M en DCM
(10 mmol). La mezcla se agita 1 hora a -10°C y luego 2 horas a 25°C. La reaccién
se finaliza agregando cuidadosamente agua gota a gota (50 mL). Se separan las
capas y la fase organica fue lavada tres veces con agua (25 mL) y las fases
acuosas fueron evaporadas hasta sequedad.

5.5.2.13. Ensayos bioldgicos de derivados oxadiazolicos.

5.5.2.13.1. Ensayos del Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolégicas (UBA —
CONICET), Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.

5.5.2.13.1.1. Lineas celulares
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B16-FO0: La linea celular B16-FO (melanoma murino, ATCC CRL-6322) se cultivd
en RPMI-1640 (Gibco BRL) suplementado con FBS al 10%, L-glutamina 2
mmol/l, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pg/ml.

LM3y NMuMG: La linea celular LM33 (adenocarcinoma mamario) y las células
NMuMG (glandula mamaria murina normal, ATCC CRL-1636), amablemente
proporcionadas por el Instituto de Oncologia 'Angel H. Roffo' (Buenos Aires,
Argentina), se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dubecco. F12 que
contiene FBS al 10%, L-glutamina 2 mmol/l, HEPES al 0,6%, penicilina 50 U/ml
y estreptomicina 50 pyg / ml. Para la recoleccién, las células se trataron con

tripsina/EDTA al 0,05% usando procedimientos estandar.

5.5.2.13.1.2. Ensayo de proliferacion

Las células se incubaron en microplacas de 96 pocillos a una densidad de
1x104 células/pocillo (B16-F0) o 2x104 células / pocillo (LM3 o NMuMG) durante
72 h a 37 ° C en presencia de una concentracién de 20 yM de los diferentes
compuestos hibridos o vehiculo (control) (dimetilsulféxido diluido 1/10 en etanol;
concentracion final 20 pl de vehiculo / ml de medio), en un volumen total de 0,2
ml del medio de cultivo correspondiente. EI nUmero de células se evalué por
determinacion colorimétrica de los niveles de la enzima lisosomal ubicua

hexosaminidasa.164

5.5.3. Sintesis de estructuras hibridas conteniendo el anillo isoxazol.

5.5.3.1. Procedimiento general para la sintesis de aldoximas.

N\
CHO ~ "OH
NH,OH.HCI
| - [
/\/ /\/
R R

A una solucién del aldehido (1eq.) en 1:1: agua/etanol en bafio de hielo,
se agrega clorhidrato de hidroxilamina (1,1 eq.) seguido de hidroxido de sodio
(1,1 eqg., como una solucion al 50% en agua). La mezcla se deja agitando a
temperatura ambiente durante 3 horas. El producto es extraido con éter y se
purifica por cromatografia en columna usando gradiente de polaridad
hexano/AcOEt.
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5.5.3.2. Procedimiento general para la sintesis de cloro-oximas.

(I)H
Neoy N Cl
NCS
B 7
N &
R \R

A una solucion de la aldoxima (1 eq.) en DMF se enfria a -20°C y se
agrega gota a gota NCS (1 eq.). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante 2 horas y el producto se extrae con éter y se usa directamente en el

siguiente paso de sintesis.

5.5.3.3. Procedimiento para la obtencion del alcohol derivado del &cido 6,6-
dibromopenicilanico (90).

m BH3/ (CH3),S j;o\

CO,H CH,OH
34 90

A un balon secado en estufa y mantenido bajo atmdsfera de nitrégeno
seco, se agregan 2,78 mmol, (1g) de acido 6,6-dibromopenicilanico 34 y se
disuelven en 8 mL de THF anhidro. Posteriormente se afiaden, gota a gotay a
temperatura ambiente, 1,5 equivalentes del complejo borano/sulfuro de metilo
(solucién 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 y con precaucion 0,6 mL de agua destilada, se evapora el solvente y
se purifica mediante columna cromatografica (hexano:AcOEt, 60:40)

obteniéndose el producto deseado con un 82% de rendimiento).

5.5.3.4. Procedimiento para la esterificacion del alcohol 90 con &cido propidlico.

Br

Bruj;rs )O\ DIC, DMAP Bf’j;fj/
X +
5 NJ_\ Oy che,

:CHQOH 0°C a t.a.

90 52 48 /Qo
%
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Una solucion enfriada a 0°C del alcohol 88 (105,9 mg, 0,3 mmol, 1 eq.) y
el acido propidlico (52) (0,18 pL, 0,30 mmol, 1eq.) en 3 mL de DCM se transfiere
a una solucion combinada de DIC (46,5 L, 0,30 mmol, 1leqg.) y DMAP (cat.) en
3 mL de DCM vy la mezcla se deja agitando a temperatura ambiente 6 horas. Se
evapora el solvente en rotavapor a presion reducida y el residuo se purifica por
cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano:AcOEt (70:30)

con un rendimiento del 39%.

5.5.3.5. Procedimiento para la obtencion de los derivados 3,4 y 3,5 penicilin-fenil-
isoxazol 49a-a y 49a-b mediante cicloadicion 1,3 dipolar catalizada por cobre en

solucioén.

N BI‘//
Cl
Br
A ©)5\4a 49ab

3,4-disustituido
(70%)

o] B CuS04.H50 (2 mol%)
"—O0 Ascorbato de sodio (10 mol%) Br

o0 KHCO3CH,Clyf H0 Br... S
48 // 4h N\>\

o B
-0
7
49aa

o o™ 3,5-disustituido
(30%)

Se disuelven el éster penicilanico 48 (198,5 mg, 0.5 mmol) y la cloroxima
54a (145 mg, 0,93 mmol) en DCM (2 mL)/H20 (2 mL). Mientras se agita la mezcla
se agrega ascorbato de sodio (0,05 mmol, 50 uL, 1M, 10 mol%), seguido de
CuS04.H20 (0,01 mmol, 1,60 mg). La mezcla de reaccion es luego tratada con
KHCOs (2,36 mmol, 236,2 mg) y se deja agitando durante 4 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se diluye con 10 mL de agua y se extraen los
productos con DCM. Las fases organicas se secan sobre Na2SOs se filtra y se
evapora el solvente a presion reducida en rotavapor. Los productos se purifican

por cromatografia en columna usando gradiente de polaridad hexano:AcOEt.

5.5.3.6. Caracterizacion 49aa y 49ab .

((2S,5R)-6,6-Dibromo-3,3-dimetil-7-0x0-4-tia-1-azabicyclo [3.2.0]heptan-2-
il) metil 3-fenilisoxazol-4-carboxilato (49ab) y ((2S,5R)-6,6-dibromo-3,3-
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dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptan-2-il)metil 3-fenilisoxazol-5-
carboxilato (49aa).

B RMN de H (CDCls, 300 MHz) 8 1.45 (s, 3H), 1.54
rie) K

NJ\ (s, 3H), 1.55 (s, 3H), 1.61 (s, 3H), 4.14-4.19 (m,

0 EN 1H), 4.27-4.33 (m, 3H), 4.40-4.55 (m, 2H), 5.53

~N

ssab 10 (s, 1H), 5.63 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.45-7.51 (m,

. 6H), 7.72-7.76 (m, 2H), 7.81-7.85 (m, 2H), 9.10

BFJ;,’}\ (s, 1H). RMN de 13C (CDCls, 300 MHz) & 24.57,

5 24.68, 32.90, 33.21, 58.39, 58.58, 61.07, 62.21,

A ] 63.26, 63.31, 66.58, 66.81, 78.69, 78.93, 108.16,

49aa o o-N 112.04, 126.85, 127.65, 128.29, 129.08, 129.32,

130.31, 130.65, 156.15, 159.74, 160.35, 161.16, 163.07, 164.80, 165.63.

5.5.3.8. Procedimiento para la separacion de compuestos unidos a resina de

Wang.

TFA 10%, DCM )OJ\
HO” R

0
®/\O)J\R

50 min, t.a.

El compuesto unido a la resina de Wang seca se coloca en un balén y se
le adiciona una solucibn de TFA al 10% v/v 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.

5.5.3.9. Procedimiento general para la desproteccion del grupo amina en Fmoc-

AA-resina de Wang.

o) 0]
H iperidina 20% NH
R O DMF R
Fmoc-AA-resina de Wang 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
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solucién de piperidina al 20% (v/v) 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 ultimo lavado con DCM. Se seca en desecador y se usa

directamente en la préxima reaccion.

5.5.3.10. Procedimiento general para la obtencién de N-propiolil aminoacidos
unidos a resina de Wang.

@)
) 0 0] —
NH; EEDQ NE—/
@/\O + HO \\ ®/\O
R R

DCM

AA-resina de Wang ac.propiolico Wang-N-propiolil aminoacidos

Se mezclan &cido propidlico (3 eq.) y EEDQ (3 eq.) en DCM y la solucién
resultante se transfiere al cartucho con la resina unida al aminoécido (1eq.)
solvatada en DCM y se agita magnéticamente, a temperatura ambiente, durante
6 horas. Luego de este tiempo, se filtra y se lava la resina sucesiva y
alternadamente con DCM (3 x5 mL), DMF (3 x 5 mL), AcOEt (3x5mL) y un lavado
final con DCM, y se seca en desecador. Se obtiene asi la resina unida al N-

propiolil aminoacido que se utiliza directamente en el siguiente paso de sintesis.

5.5.3.11. Procedimiento general para obtencion de aminoacilisoxazoles en fase

solida mediante cicloadicion 1,3-dipolar.

OH
0o N _Cl R’
J— o O =
0 \}/—__ TEA ®/\ o. /
NH — o NN
@ s Y
o 1) TFA 10%
Wang-N- il d
ang propiolil aminoacidos 2) CH2N2 j

O O R’
\ = A
R

En un cartucho de polipropileno, la resina de Wang unida a los N-propiolil

aminoacidos (1eq.) es solvatada con DCM y se le agrega TEA (9,4 eq.) y la
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cloroxima (8 eq.) disuelta en minima cantidad de DCM. La mezcla se deja con
agitacion suave a temperatura ambiente por 48 horas. Luego, se filtra el solvente
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.
Posteriormente, se separa la resina del producto con TFA 10% siguiendo el
procedimiento 5.4.3.8. y se metila con diazometano segun el procedimiento
5.4.1.3.

5.5.3.12. Caracterizacion de aminoacil-isoxazoles.

(S) Metil (3-fenilisoxazol-5-carbonil)-L-valinato (55ama’).

0 Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11. a

O. _
o;\jN \ /N partir de 53m (250 mg), 54a (188 mg, 1,21 mmol),
0 : EtsN (0,20 mL, 1,43 mmol). Luego de purificacion

por columna cromatografica (Hexano:AcOEt, 7:3) se
obtuvo el producto con un 31% de rendimiento. Caracterizacién de 55ama’”.RMN
de 'H (CDCIz, 300 MHz) & 0.99-1.03 (m, 6H), 2.28-2.34 (m, 1H), 3.79 (s, 3H),
4.71-4.76 (m, 1H), 7.06 (d, J=8.01 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 7.47-7.49 (m, 3H), 7.80-
7.84 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 300 MHz) 5 17.80, 18.97, 31.49, 52.44, 57.21,
105.54, 126.92, 127.94, 129.10, 130.60, 155.69, 163.29, 163.42, 171.46.

(S) Metil (3-(4-metoxifenil) isoxazol-5-carbonil)-L-valinato (55fma”)

Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11. a

0
O;\jN \O\/N partir de 53m (1 g), 54f (906 mg, 4,88 mmol), EtsN
0 H (0,20 mL, 1,43 mmol). Luego de purificacién por
columna cromatogréafica (Hexano:AcOEt, 7:3) se

OMe  gbtuvo el producto con un 20% de rendimiento
Caracterizacion de 55fma’”. RMN de 'H (CDClz, 300 MHz) d 0.98-1.02 (m, 6H),
2.26-2.32 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.69-4.74 (m, 1H), 6.97 (d, J=8.79
Hz, 2H), 7.06 (d, J= 8.82 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H), 7.74 (d, J=8.82 Hz, 2H). RMN de
13C (CDCls, 300 MHz) 5 17.80, 18.96, 31.47, 52.40, 55.37,57.19, 105.30, 114.47,
120.39, 128.35, 155.78, 161.44, 162.99, 163.03, 171,46.
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(S) Metil (3-(4-methoxifenil) isoxazol-4-carbonil)-L-valinato (55fmb”)

OMe Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11 como

OQ/ o subproducto de 55fma’. Luego de purificacion por

KN columna cromatografica (Hexano:AcOEt, 7:3) se

N obtuvo el producto con un 4% de rendimiento

Caracterizacion de 55fmb”. RMN de 'H (CDCIs, 300

MHz) & 0.69 (d, J= 6.90 Hz, 3H), 0.86 (d, J=6.87 Hz, 3H), 2.03-2.14 (m, 1H), 3.70

(s, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.58-4.62 (m, 1H), 6.09 (d, J=8.39 Hz, 1H), 7.04 (d, J=8.76

Hz, 2H), 7.62 (d, J= 8.76 Hz, 2H), 8.95 (s, 1H). RMN de 3C (CDCls, 300 MHz) &

17.44, 18.96, 30.80, 52.21, 55.45, 57.19, 114.70, 116.49, 119.19, 130.62,
159.07, 160.31, 161.43, 162.44, 171.75.

(S) Methyl (3-phenylisoxazole-5-carbonyl)-L-phenylalaninate (55aaa’)

Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11. a
) partir de 53a (521,5 mg), 54a (454,3 mg, 2,92
WN% mmol), EtsN (0,50 mL, 3.43 mmol). Luego de

/O purificacion por columna cromatografica
(Hexano:AcOEt, 7:3) se obtuvo el producto con un 18% de rendimiento
Caracterizacion de 55aaa”.RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & 3.18-3.31 (m, 2H),
3.76 (s, 3H), 5.02-5.09 (m, 1H), 7.05 (d, J=7.82 Hz, 1H), 7.14-7.17 (m, 2H), 7.27-
7.33 (m, 3H), 7.46-7.48 (m, 3H), 7.79-7.82 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 300

MHz) & 37.85, 52.57, 53.23, 105.48, 126.85, 127.38, 128.77, 129.05, 129.15,
130.57, 135.19, 155.29, 163.09, 163.29, 170.96.

(S) Metil (3-fenilisoxazol-5-carbonil)-L-triptofanato (55aca’)

Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11. a
partir de 53c (560,4 mg), 54a (311,15 mg, 2 mmol),
EtsN (0,35 mL, 3,35 mmol). Luego de purificacion
por columna cromatografica (Hexano:AcOEt, 7:3) se
obtuvo el producto con un 7% de rendimiento
Caracterizacion de 55aca”.RMN de H (CDCIs, 300
MHz) & 3.45 (d, J=5.45 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 5.07-5.13 (m, 1H), 7.07-7.22 (m,
6H), 7.37 (d, J= 8.16 Hz, 1H), 7.46-7.47 (m, 3H), 7.56 (d, J=7.86 Hz, 1H), 7.78-
7.82 (m, 2H), 8.13 (sa, 1H). RMN de *3C (CDCls, 300 MHz) 6 27.75, 52.64, 52.82,

181



Capitulo 5. Materiales y Métodos

105,42, 109.51, 111.33, 118.48, 119.89, 122.49, 122.85, 126.90, 127.32, 127.94,
129.09, 130.59, 136.18, 155.42, 163.29, 171.38.

Metil (3-fenilisoxazol-5-carbonil) glicinato (55aka”)

Q o Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11. a partir

°N
o{” G de 53k (500 mg), 54a (436,1 mg, 2,8 mmol), EtsN (0,34
o) mL, 3,29 mmol). Luego de purificaciébn por columna

/
cromatografica (Hexano:AcOEt, 7:3) se obtuvo el

producto con un 33% de rendimiento Caracterizaciéon de 55aka’.RMN de 'H
(CDCls, 300 MHz) 6 3.73 (s, 3H), 4.08 (d, J= 5.24 Hz, 2H), 6.16 (sa, 1H), 7.53-
7.55 (m, 3H), 7.68-7.71 (m, 2H), 8.98 (s, 1H). RMN de 3C (CDCls, 300 MHz) &
41.26, 52.47, 116.17, 127.07, 129.10, 129.21, 130.68, 159.40, 160.24, 162.49,
169.60.

Metil (3-fenilisoxazol-4-carbonil) glicinato (55akb”)

Obtenido por el procedimiento general 5.4.3.11 como
OY\ P subproducto de 55aka”. Luego de purificacion por columna
0 H [ N cromatografica (Hexano:AcOEt, 7:3) se obtuvo el producto
con un 5% de rendimiento Caracterizacion de 55akb’.
RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & 3.80 (s, 3H), 4.26 (d, J= 5.42 Hz, 2H), 7.25 (s,
1H), 7.45-7.48 (m, 3H), 7.80-7.83 (m, 2H). RMN de 3C (CDCIls, 300 MHz) &
41.12, 52.65, 105.58, 126.90, 127.89, 129.09, 130.61, 155.97, 163.11, 163.36,

169.40.
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CAPITULO 6: ESPECTROS SELECCIONADOS
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6.1. Espectro de RMN de !H (arriba) y de *3C (abajo) de 33b1.
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6.3. Espectro de RMN de H (arriba) y de 3C (abajo) de 36b.
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6.4. Espectro de RMN de H (arriba) y de *3C (abajo) de 36a (En acetona-d)
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6.7. Espectro de RMN de !H (arriba) y de *3C (abajo) de 39ab.
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6.12. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 3C (abajo) de 39bb.
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6.13. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 3C (abajo) de 41a.
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6.16. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 41i.
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6.19. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 41j.
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6.22. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 41m.
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6.25. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 3C (abajo) de 41e.
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6.28. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 44d.
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6.31. Espectro de RMN de *H (arriba) de 44.
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6.33. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 44l.
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6.36. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 49aa y 49ab.
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6.38. Espectro de RMN de 'H (arriba) y de 13C (abajo) de 55fma’.
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