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I.1.1- Quimica Combinatoria

Desde los inicios de la quimica organica sintética, el objetivo de los quimicos ha sido
producir compuestos Unicos en la forma mas pura posible. En este camino algunas nuevas
moléculas orgdnicas fueron preparadas como drogas candidatas y sometidas a ensayos
biologicos. Sintetizar cientos de nuevos compuestos uno por uno, y luego realizar el ensayo
de cada una de las drogas ha significado que este proceso sea muy tedioso, consuma mucho
tiempo y resulte oneroso.

Sin embargo, comenzando la década de los 80, se publicaron algunos trabajos
mnovadores, que fueron cambiando radicalmente la teoria y la practica del disefio y
preparacion de nuevas sustancias, hecho que resultd conveniente para las mvestigaciones
farmacéuticas y para otras areas de aplicacion. Los nuevos procedimientos smtéticos, y lo
que es mas importante, la nueva forma de pensar que han introducido estos trabajos,
llevaron rapidamente al crecimiento de un nuevo campo cientifico: La Quimica
Combinatoria. Este procedimiento revoluciond las investigaciones farmacéuticas y se esta
expandiendo a otras areas dentro y fuera de la quimica. Esta filosofia se ha aplicado a la
ciencia de los materiales, la quimica de polimeros, receptores artificiales, colorantes, agentes
acomplejantes, etc.!

La bisqueda de nuevas drogas es un proceso complejo? que consume mucho tiempo
y dinero a causa de que una droga exitosa debe, ademds de ser potente y selectiva, satisfacer
una larga lista de otros requisitos dependientes de la estructura (baja o nula toxicidad,
solubilidad en el medio de accién, evitar problemas metabdlicos, no poseer actividades
biologicas secundarias, etc.). El proceso de descubrimiento de drogas comienza con la
identificacion del objetivo biologico, esto es, por ejemplo, una enzima que juega un papel
fundamental induciendo una determinada enfermedad, la mhibicion de la misma por parte
de una droga implicaria un paliativo para dicha enfermedad. Luego es necesario encontrar el
“compuesto lider”, o sea un compuesto prototipo que posea la actividad biologica o
farmacologica deseada pero que no presente las caracteristicas antes mencionadas como por
ejemplo alta toxicidad, msolubilidad, mestabilidad, problemas metabdlicos, actividades
biologicas secundarias, etc. La optimizacion de dicho compuesto lider, a través de
transformaciones quimicas (modificaciones sintéticas) que mejoren las caracteristicas de la
droga, permite la obtencion del “compuesto candidato” que es aquel seleccionado para ser
sometido a las pruebas clinicas, etapa previa a la aprobacion como droga comercial

(Esquema 1).
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Descubrimiento de Drogas

Identificacion de un :> Descubrimiento del Optimizacion del
Objetivo biologico Compuesto Lider :> Compuesto Lider

U

Seleccion de un
compuesto candidato

Esquema 1

Para las etapas de descubrimiento del lider y su optimizacion es necesaria una
mteraccion permanente entre los quimicos orgdnicos medicinales .y los bidlogos, quienes
determman la actividad biologica de los compuestos provistos por los quimicos para poder
hallar el compuesto lider y luego realizar la optimizacion. En esta etapa los resultados
biologicos de los compuestos modificados guiardn las siguientes transformaciones quimicas
que seran nuevamente ensayadas y asi sucesivamente hasta encontrar el compuesto
candidato. A las pruebas in vitro les continian las pruebas in vivo, éstas se clasifican en
distintas fases,> las fases preclinicas son pruebas en animales para ver si la droga puede ser
utilizada en humanos. La fase I de las pruebas clinicas se realiza sobre un pequefio grupo de
voluntarios sanos, especialmente para determmnar efectos secundarios, dosaje, y la
farmacocinética que estudia la absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion (ADME)
de la droga. La fase II se realiza sobre un pequeiio grupo de enfermos, para determinar la
efectividad, la fase III es donde se tratan un mayor nimero de pacientes y donde se satisface
los requerimientos de eficacia y seguridad de los organismos reguladores. Incluso hay una
fase IV de control que se realiza cuando la droga ya estd en el mercado.

El deasarrollo de una nueva droga comercial es claramente un proceso largo y muy
costoso en el cual una etapa importante es el descubrimiento del lider y su optimizacion; alli
el quimico provee los compuestos y el bidlogo los ensaya. Pero los recientes avances en
cuanto a la automatizacion y miniaturizacion de ensayos bioldgicos, técnica conocida como
"High Throughput Screening" (HTS, ensayos biologicos de alta performance), produyjo un
cambio dréstico en el descubrimiento de drogas ya que el nimero de compuestos a procesar

por bidlogo llega a ser de entre 10.000 a 100.000 compuestos por mes. No hay fuente

Capitulo I: Introduccion



15

natural o sintética tradicional que pueda "alimentar" semejante requerimiento. Por sintesis
tradicional, en el mejor de los casos, se pueden obtener 10 compuestos por quimico y por
mes. Las compafiias farmacéuticas entonces, recurriecron a sus propias bibliotecas de
compuestos (compuestos aislados u obtenidos durante afios que habian sido probados solo
para algunos objetivos terapéuticos), de todos modos, estos serian alrededor de 500.000 para
las grandes compatfiias, con lo cual esta biblioteca se agotaria en 6 meses. La posibilidad de
realizar un HTS junto al descubrimiento continuo de nuevos objetivos terapéuticos (nuevas
enzimas o receptores que estén relacionados con nuevos o viejas enfermedades), implicaba
que, para acelerar realmente el proceso del descubrimiento de drogas, era necesario
encontrar una manera mas facil y barata de obtener una mayor cantidad de compuestos, o
sea de acelerar la provision de compuestos.

El tiempo total de desarrollo de una droga hasta que ésta llega al mercado, se estima
entre 10 y 15 afios y requiere la preparacion y evaluacion de cientos de analogos. Los costos
se evalian entre $300 y $800 millones de dodlares por compuesto, cabe aclarar que solo el
10% de los productos introducidos recuperan sus costos de desarrollo. Cada dia perdido en
el proceso de busqueda de drogas no solo genera pérdidas millonarias a las compafiias
farmacéuticas, sino que, trasciende lo econdmico, ya que el acceso mas rapido a nuevos
medicamentos es un instrumento para mejorar la calidad de vida de la poblacion. Por todo
esto es necesario acelerar al maximo posible el descubrimiento y desarrollo de nuevas
drogas. Lo que se mntenta es reducir el tiempo dedicado a sintesis y screening a 1 afio, lo que
cominmente lleva entre 3 y 5 afos, siendo la Quimica Combinatoria una de las
herramientas fundamentales para efectuar este logro.

La Quimica Combinatoria es el proceso por el cual se genera un conjunto de
compuestos andlogos (biblioteca combinatoria) en forma simultanea, rapida y eficiente. Se
define como biblioteca combinatoria a una entidad integrada por diferentes compuestos
individuales que pueden ser preparados a través de la misma estrategia de sintesis. Una
biblioteca puede estar formada por miembros individuales aislados o por mezclas de
compuestos. A su vez, las bibliotecas pueden ser primarias, esto es cuando se sintetiza un
gran nimero de compuestos (cientos a millones) basandose en la diversidad, y en los cuales
se dispone de insuficiente o ninguna informacién del objetivo bioldgico (Ej: un inhibidor
enzimatico). También se encuentran las bibliotecas orientadas, que son aquellas en las que
la sintesis del conjunto de compuestos se basa en la similitud (cientos a miles). Las mismas
estan dirigidas a la optimizacion de las estructuras lideres, sobre las cuales se disefio la
biblioteca.
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En sus comienzos, a mediados de la década del 80, la quimica combinatoria fue
aplicada a la preparacion de bibliotecas de péptidos, a partir principalmente de los trabajos
de Rapad Furka y Mario Geysen.* Esto no fue casual teniendo en cuenta que desde 1963 se
conocia la quimica en fase solida de péptidos a partir de la sintesis de bradiquinina de
Robert Bruce Merrifield.> Este trabajo tuvo un impacto inmediato, ya que facilitaba
notablemente las reacciones repetitivas del tipo de la sintesis de péptidos, permitiendo el uso
de exceso de reactivos, haciéndolas susceptibles a la automatizacién, y facilitando Ila
eliminacion de las impurezas por simple lavado vy filtracion de la resina.

Estas caracteristicas hicieron que las primeras bibliotecas combinatorias fueran de
péptidos, sin embargo, los péptidos también poseen propiedades farmacocinéticas
desfavorables y son hidrolizadas por enzimas proteoliticas lo que los hace poco atractivos
como potenciales drogas.

Cuando se trata de aplicar la sintesis en fase solida a sustancias no oligoméricas el
trabajo se torna complejo debido a la gran variedad de reactivos y condiciones requeridas
dado que no se trata de un proceso repetitivo. La gran mayoria de las estructuras de las
drogas comerciales encontradas, incluye sustancias no oligoméricas o moléculas pequefias y
que son los objetivos primordiales del proceso de descubrimiento de drogas. La situacion en
cuanto a las moléculas pequefas cambid de manera drastica después de una publicacion de
Bunin y Ellman en 1992, donde mformaron la sintesis en fase solida de una biblioteca de
1,4-benzodiazepin-2-onas.® De inmediato otros laboratorios publicaron trabajos de sintesis
en fase solida conteniendo este sistema de anillos y otras moléculas con estructuras de
potenciales compuestos activos. Hasta el afio 1997, la gran mayoria de bibliotecas
reportadas eran de péptidos o peptidomiméticos, con el transcurso de los afos el numero de
las bibliotecas de moléculas pequefias ha crecido notablemente.

Los trabajos relacionados con la generacion de bibliotecas combinatorias han
mspirado el desarrollo rdpido de una amplia variedad de técnicas auxiliares incliyendo el
uso de reactivos sobre soporte solido, resinas de captura y andlisis quimicos y biologicos de
compuestos unidos a la resina.” Las publicaciones en sintesis y aplicacion de bibliotecas
combinatorias se incrementan afio a ano. A fines del afo 2000, el nimero de publicaciones
en el tema ya habian superado las 1250, siendo el 82% en fase solida y el 65% proveniente
de laboratorios académicos. Para el afio 2002, fueron reportadas mas de 1000 bibliotecas,
muchos de los compuestos incluidos en ellas han demostrado poseer actividad biologica.® El
renovado mterés por las metodologias combinatorias lo demuestra la iversion de 40

millones de ddlares en cinco afios por parte del National Institutes of Health (NIH) para la
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creacion de cuatro centros de excelencia en tecnologias combinatorias dentro de los EE.UU
y un programa para encontrar compuestos candidatos a partir de bibliotecas combinatorias

(http://nihroadmap.nih. gov/molecularlibraries/index.asp). La demanda creciente de nuevos

compuestos para ensayos biologicos en las distintas areas de investigacion farmacéutica solo
puede ser cubierta por la aplicacion de metodologias de Quimica Combinatoria como una

tecnologia central para el desarrollo rapido de nuevos compuestos lideres.

I.1.2- Quimica Organica en Fase Solida

La sintesis en fase solida es una metodologia que permite realizar transformaciones
quimicas sobre sustratos unidos a un soporte, polimérico ¢ nsoluble en solventes organicos
0 acuosos. También se la denomina sintesis organica en fase solida (SPOS; “Solid-Phase
Organic Synthesis™).

Al estar unido a un soporte insoluble, el producto de la sintesis serd facimente
separado del exceso de reactivo o compuestos secundarios por una simple filtracion y
lavados (Esquema 2).

El masivo incremento de publicaciones describiendo el uso de soportes poliméricos
en sintesis organica, es una efectiva demostracion de su impacto en la comunidad quimica.

Existen una serie de motivos fundamentales que hacen de la sintesis organica en fase
solida una metodologia ventajosa frente a la sitesis clasica en fase liquida: Cinco factores
fundamentales influyen en la popularidad de ésta técnica;

e Quimica Facil. Las reacciones pueden estar completas en solo tres pasos: adicion de
reactivos, filtracion y lavado de la resina.

e (Il)-Eliminacion del proceso de purificacion. Para cada paso de una sintesis en
multiples etapas, la tUnica purificacion necesaria es un lavado de la resina; solo el

producto final de la sintesis necesita ser purificado.
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. X—Y X
ST WA Q- | ewsiy Qv
XY X—Y
Filtracion
R = Sustrato de partida
O = Polimero
Soélido Liquido

X—Y = Reactivo agregado
€en exceso
O—R—Y X—Y ; X
R-Y = Producto deseado

X =residuo derivado del reactivo [El ciclo se repite y finalmente ]

se separa de la resina

Esquema 2

e Se utilizan altas concentraciones de reactivos (normalmente entre 3 y 5
equivalentes): lo cual favorece la formacion de los productos y, por lo tanto lleva a
mejores rendimientos.

e La posibilidad de utilizar solventes de alto punto de ebullicion. A diferencia de la
quimica tradicional en solucion, los solventes en las reacciones en fase solida se
elimman por filtracion y no mediante evaporacion. Por lo tanto, solventes de alto
punto de ebullicion como dimetil sulfoxido (DMSO) o dimetiformamida (DMF) se
pueden usar sin problemas.

o Facilita reacciones quimicas dificultosas (Ej. ciclaciones). Debido al aislamiento de
los sitios de reaccién se crea un ambiente de “pseudo dilucion”, esto favorece las
reacciones intramoleculares (ciclaciones) en detrimento de las reacciones

intermo leculares.

El advenimiento de la Quimica Combimnatoria ha llevado a aumentar el uso de la
sintesis en fase solida, ya que, aunque la misma se puede realizar también en solucion
utilizando quimica tradicional, la sintesis en fase soélida ha sido la metodologia de eleccion
entre los cientificos dedicados a esta nueva disciplina tanto en la industria como en los

laboratorios académicos.” Desde el punto de vista de los objetivos de la Quimica
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Combinatoria (rapidez y eficiencia), la quimica en fase soOlida simplifica la etapa mas
laboriosa y larga del proceso de sintesis: el aslamiento del producto al final de cada reaccion

dentro de la secuencia sintética.

1.1.3- Soportes sodlidos.

El soporte solido es la matriz polimérica msoluble. Los mas utilizados son los
copolimeros de poliestireno y divinibenceno (DVB). Estas matrices poliméricas tienen
como objetivo principal facilitar la separacion sélido-liquido por filtracion.

Los requerimientos generales para un soporte son estabilidad mecédnica y quimica en
las condiciones que van a ser usados. La estabilidad mecanica se requiere para evitar la
destruccion de los granos de resina en particulas mas pequefias, las cuales podrian escaparse
al filtrar.

Varios materiales poliméricos resultaron ser utilles para la sintesis orginica en fase
solida, pero no todos los materiales son compatibles con todos los tipos de solventes y
reactivos. Por lo tanto para cada aplicacion se debe elegir el tipo apropiado de soporte.

Los granos de resina de poliestireno han sido usados en SPOS desde 1963 cuando
Merrifield utilizo un copolimero de estireno-DVB clorometilado.!®  Este soporte insoluble
posee una estructura tipo gel facilitando la penetracion de los reactivos y solventes dentro de
los granulos en el sitio donde se lleva a cabo la reaccion quimica.!!

Aparte de las resias de poliestireno-DVB, se han desarrollado otros materiales
como soportes solidos, por ejemplo, las resinas tentagel (TG) y Argogel (AG) también
resinas  Kieselguhr/Poliacrilamida (KPA)!? y vidrio de poro controlado (CPG);!? también se
utiliza un copolimero de polietilenglicol/dimetilacrilamida PEGA.'4 Este ultimo es un
material muy polar que tiene la propiedad de hincharse en agua y posee un interior flexible
al que pueden acceder una variedad de macromoléculas como las enzimas, sin embargo,
tiene baja estabilidad mecanica haciendo dificil su manejo, lo que hace poco probable pensar
en su uso a gran escala.

Desde el trabajo publicado por Janda,!> en 1995, homopolimeros lineales de
polietién glicol monometil éter (MeO-PEG) han surgido como la alternativa de polimero
“soluble”. Este polimero es soluble en algunos solventes organicos pero, insoluble en otros,
tales como hexano, dietileter e isopropanol De esta manera es posible llevar a cabo Ia

reaccion con el compuesto unido a la resina en condiciones homogéneas con las ventajas de
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la sintesis en solucion. Una vez que la reaccion se completa, los productos pueden ser

purificados precipitando el polimero con dietiléter y eliminando las impurezas por filtracion.

I.1.3.a- Resinas de poliestireno hidrofobicas.

El soporte solido hidrofobico mas comin es el que estd formado por granos de
poliestireno entrecruzado con divinibenceno (Figura 1). A ciertos intervalos, los mntcleos
aromaticos de poliestireno poseen una grupo “X” que es la funcionalidad de union al
sustrato de la reaccion. Los tres soportes de poliestireno mas usados son los siguientes: a)
Clorometilpoliestireno (X=Cl): conocida como resina de Merrifield, fue originalmente
preparada por postderivatizacion de resinas usando clorometimetileter y SnCl4. b)
Hidroximetilpoliestireno (X=OH): preparada desde la resina de Merrifield por esterificacion
con acetato de potasio seguida de una saponificacion o reduccion del ester.!®  ¢)
Aminometilpoliestireno (X=NH>): esta resina se prepara por sustitucion de la resina de
Merrifield seguida por hidrazindlisis o por aminometilacion directa de la resina de
poliestireno. Estas resinas se encuentran unidas a un gran nimero de distintos espaciadores a

través de enlaces amidas, los cuales son estables bajo condiciones fuertemente acidicas.

O ‘ X=Cl, OH, NH,
9

CH,X

L 149 S —

Resina poliestireno-divinilbenceno

Figura 1

Las reacciones en fase sdlida son verdaderamente sintesis en fase gel, dado que el
medio de reaccidn es una resina altamente solvatada. La expansion del volumen de los
granos de resina por solvatacion de su red polimérica se denomina hinchado, y es uno de los
factores fundamentales para el desarrollo de SPOS. Si la resina no se hincha lo suficiente los

reactivos no llegan a los sitios activos en el interior del grano. El solvente es “tomado”
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dentro de las cadenas del polimero, resultando en un incremento en el volumen (Figura 2)!7.
Los solventes pueden penetrar en diferentes cantidades dentro de la resina, causando que el

tamafio de los granos aumente.

Figura 2

Las resinas hidrofébicas se hinchan apropiadamente en solventes apolares
(aumentando de 3 a 8 veces el tamafio de sus granos), sin embargo su hinchamiento es pobre
en solventes proticos polares tales como alcoholes y agua. El entrecruzamiento de estas
resinas es normalmente entre 1 y 2 %, lo cual provee una relacion adecuada entre un buen
hinchamiento y estabiidad mecanica de los granos (bajos niveles de entrecruzamiento
resultan en granos que son muy fragies). Los granos de resinas que se usan cominmente
son particulas de entre 90 y 200 um, esto los hace suficientemente grandes para que un gran
numero de sitios de reaccion se encuentren en un solo grano (en un rango de cientos de
picomoles). Su carga, definida como el nimero de sitios de reaccion por gramo de resina, se
encuentra normalmente en un rango de 0,5 a 1 mmol/g.

En general, los soportes solidos toleran un amplio rango de condiciones de reaccion
como oxidantes débiles (ozono, DDQ), bases fuertes (LDA), y éacidos. Dentro de las

limitaciones quimicas de estas resinas podemos decir que los oxidantes fuertes a altas
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temperaturas, y otros reactivos que puedan causar la modificacion de los alquilbencenos,
también pueden atacar la matriz de poliestireno.

Existen en la actualidad resinas que tienen la capacidad de duplicar el hinchado que
se logra con el correspondiente poliestireno entrecruzado con 1% de divinibenceno, este es
el caso de las resinas denominadas “Jandalel’!® Las resinas del tipo “Jandalel” (Figura 3),
estdn estructuralmente formadas por poliestireno entrecruzado con 1,4-bis(vinilfenoxi)-
butano'® en lugar del tradicional divinibenceno. El grupo vinilfenoxi le confiere mayor
flexibilidad a este tipo de resinas que han sido usadas en una gran variedad de

transformaciones ~ sintéticas,”® catalisis,>!  catalisis quiraP? 'y sintesis de pequedas

bibliotecas.?3-24
A
5 OQd

5
v5§5”00

49

Q oo

Resina JandalJel

Figura 3
1.1.3.b- Resinas de poliestireno hidrofilicas.

Las resinas hidrofobicas tienen el inconveniente de su pobre hinchamiento en
solventes proticos polares. Este impedimento es subsanado uniendo cadenas hidrofilicas de
polietilénglicol (PEG) a la resina de poliestireno, esto produce una resina hibrida que

permite la utilizacién de solventes hidrofilicos con estos polimeros (Figura 4).2°

0]

O IéIZ—EJJ\o/\/O\/(/\O/‘)}/O\/\OH

n
Resinas PEG-PS

Figura 4
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Este tipo de resinas, conocidas como PEG-PS, poseen un mayor grado de
flexibilidad en las cadenas termmales del polietiénglicol; esto favorece la formaciéon de un
micro medioambiente parecido al de una solucidon real, ampliando, al menos potencialmente,
la compatibiidad con un mayor nimero de reacciones comunes en quimica organica.
Facilita ademas el monitoreo y la determinacion de la estructura en el grano por técnicas
espectroscopicas.

Sin embargo, las resimas PEG-PS tienen algunas desventajas. Por ejemplo la
presencia de cadenas hidrofilicas en resinas PEG-PS dismmuye su carga para evitar la
interaccion entre los sitios de reaccion. A pesar de que son comerciales con diferentes
grupos funcionales, estas resinas son significativamente mas caras que las hidrofobicas. Las
resinas PEG-PS suelen ser usadas para estudios detallados, donde el monitoreo de Ia
reaccion por técnicas espectroscopicas es necesario, o cuando se requieren solventes

proticos polares en la reaccion.

I.1.4- Ligandos v Espaciadores

Considerando a la  resma como una matriz merte y pasiva quimicamente, los
ligandos hacen las veces de un grupo protector inmovilizado, al cual estd unido el grupo
funcional donde se unird el sustrato por una unidon covalente!! (Esquema 3). El espaciador
que se encuentra en algunos tipos de resinas, es el punto de unidon entre el ligando y el
soporte solido, son quimicamente estables durante la reaccion y la ruptura, son generalmente
flexibles y disminuyen en cierta medida la influencia de factores propios de la resina, como
efectos estéricos o electronicos. Para la caracterizacion de compuestos unidos al soporte
polimérico por técnicas espectroscopicas como RMN, los espaciadores largos son una
ventaja, ya que aumentan la movilidad del sustrato y reducen el ensanchamiento de los

picos.

Grupo .
Funcional Ligando Espaciador ——

Esquema 3
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I.1.5-_Clasificacion_de Ligandos

El nimero de ligandos de utilidad en SPOS ha crecido a lo largo de los afios, desde
comienzo de la década del noventa hasta ahora se han desarrollado mas de 200 distintos
tipos de ligandos.?°

Se clasifican en dos tipos: Ligandos integrales en el cual uno de los anillos
aromaticos de la matriz polimérica forma parte del ligando (Figura 5), y los Ligandos no
integrales en los cuales el ligando esta unido a la resina generalmente por medio de un anillo

aromatico (Figura 6).

Me NO, NH,

&,

#
"0Oo o

3 Merrifield 4
't
Br ClO,S
Me
5 6
Figura 5

Ligandos como el o-nitro-(a.-metil)bromobencilo (1), preparado por Pillai,?” es un
clasico ejemplo de un ligando integral. Su preparacion fue realizada por funcionalizacion de
resinas de poliestireno/DVB con cloruro de acetilo/AICk , reduciendo la cetona y bromando
el alcohol resultante. El grupo nitro fue ncorporado por nitracion de la resina. El ligando
Benzhidrilamina (BHA) (2) fue preparado por acilacion de Friedel-Crafts del poliestireno
con cloruro de benzoilo. La benzofenona resultante fue transformada en el producto deseado
por a) reduccion de una oxima, b) amondlisis del bromoderivado, o ¢) aminaciéon reductiva
con formiato de amonio. La clasica resina clorometilada (3), permiti6 a Merrifield unir un
aminodcido N-protegido al soporte solido por formacidon de una unidon bencilester. El
ligando tritilo (4) desarrollado por Lezmoff;*® se prepara por litiacion del poliestireno y

reaccion con benzofenona. El ligando 5 se obtiene por funcionalizacion de la resina de
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poliestireno/DVB  con cloruro de 2-bromopropionilo/AlCI: bajo condiciones de Friedel-
Crafts.? En el caso del ligante 6 fue preparado a partir de una resina de intercambio i6nico
Dowex 50 W (-SO3H).30

Una desventaja de los ligandos integrales es el control de la sintesis, dado que la
misma tiene lugar casi sobre la matriz polimérica, con el elevado riesgo de sufiir efectos
estéricos y electronicos. El grado de carga exacto y la funcionalizacion puede ser también
dificil de controlar. Por las causas antes mencionadas, las resinas con ligandos no integrales

(Figura 6), son de gran uso en el mercado.

O
|

HO X o Br E\O\
O X=F, Cl
7 8

OMe
o\©\o ()

9 Wang 10 Sasrin

0 2 i
_Si R O/\©J~N
Me" | H
0o,
1 12 PAM

Figura 6

Estos ligandos pueden ser unidos a la resina y luego derivatizados o precargados. En
estos casos el ligando se unen a la matriz polimérica por uniones tipo éter, amidas o enlaces
C-C

El ligando 7 es un tritilo preparado de una manera no integral por union de 4-carboxi
derivados’! a través de un enlace amida. El ligando o-nitrobencilo (8) fue preparado por
acoplamiento  del 4cido  3-nitro-4-bromometibenzoico  sobre una resina  de
aminometilpoliestireno. La resma de Wang (9) con el ligando alcohol p-alcoxibencilico, fue
micialmente preparada haciendo reaccionar alcohol 4-hidroxibencilo con resina de

Merrifield en presencia de metoxido de sodio.3? El ligando Sasrin (10) fue primero descrito
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por Mergler y fue inicialmente unido a la resina por eterificacion.?3 El ligando 11 se prepara
por hidrosililacion de (vinil)poliestireno.3

El ligando ideal debe ser facil de preparar y estable a las condiciones de reaccion, y a
su vez debe ser sensible a las condiciones de ruptura. Es deseable que no cause problemas
de subproductos en la ruptura final Se clasifican comunmente por las condiciones a las

cuales son sometidos para lograr su ruptura.

I.1.5a-_Ligandos labiles a dcidos

La union mas comun al soporte es a través de un enlace éster el cual hace al ligando
labil a condiciones acidicas.

De la estabilizacion del carbocation (16), formado en la ruptura, dependera la
susceptibilidad a condiciones acidicas de la resina (Esquema 4). Es generalmente aceptado
que el mecanismo de la ruptura comienza con la protonacion del oxigeno del éster (13),
generandose el i6n oxonio (14), seguido de la ruptura del enlace C-O para dar el acido (15) y

el carbocation (16).3°

H
0 (0)
14
13
R__OH .
T * H,C
carbocation 16
15
FAVORECE LA RUPTURA
Esquema 4

En el caso de la resina de Wang (9), el carbocation esta estabilizado por la presencia
del oxigeno en posicion para, con lo cual la ruptura se logra usualmente con

concentraciones de 10-30% de TFA. La resina de Sasrin (10) es atn mas Ilabil a condiciones
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acidas debido a la presencia de un metoxilo extra en posicion orfo. La resina de Merrifield
por no tener grupos dadores de electrones unidos al anillo aromatico requiere condiciones
fuertemente acidicas, mientras que la resina de PAM (12), por tener un grupo atractor de

electrones es 100 veces mas estable al medio 4cido que la resina de Merrifield.

I 1 5b-_Ligandos Fotolabiles

Los ejemplos mas comunes de los ligandos fotolabiles estan basados en los
derivados nitrobencilicos.3¢ La irradiacion del compuesto 17 ocurre con abstraccion de
hidrogeno (Esquema 5). Futuros reordenamientos conducen a la formacion de 18 el cual
sufre eliminacion poniendo en libertad el producto.’” Generalmente, se ha encontrado que,
para el ejemplo ilustrado, si se tiene un grupo metilo en posicion a, la reaccion conduce a la
formacion de una cetona 19b antes que el aldehido 19a, dando rendimientos superiores. Esto
se debe a dos factores: por una parte la cetona es un cromoforo superior al aldehido, y por
otro lado, el producto, una vez que se produce la ruptura, puede reunirse a la fase solida a

través del grupo aldehido.

Me’o Y j?\
=
Me-©O Y j\ OA OC/kx R
NO,
X= H
X=0, NH O.N
Y=H. Me Y=H, Me

o) (@)
Me,O O Me HOYJ]\
v L Y
HX >R 0
NO

NO
X=0, NH
192 y=H X=0, NH
19b  Y=Me Y=H, Me
L 18 _
Esquema 5

I.1.5¢-_Ligandos tipo “Safety-Catch”
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Los ligandos tipo “Safety-Catch” son aquellos que cuentan con dos etapas de
ruptura,®® el primer paso involucra la activaciéon del ligando y el segundo la ruptura
verdadera. Se ilustra usando dos ejemplos: El primero denominado ligando “safety catch de
Kenner” (20) es estable a condiciones tanto 4cidas como basicas (Esquema 6). Al momento
de la separacion, se alquila el nitrogeno con diazometano o iodoacetonitrioy una vez

activado, la ruptura procede bajo condiciones nucleofilicas.

O . 1 O O
O activacion I - O
-8 N | S
I'N" "R I'N 'R
H R

20

o

Esquema 6

Un segundo ejemplo es el ligando tipo pirimidilo (21) (Esquema 7).3° El ligando
sulfuro es estable bajo un rango de condiciones, pero una vez activado por oxidacion, la

ruptura se lleva a cabo por sustitucion aromatica electrofilica con una amina.

ﬁ activacion ﬂ— ruptura H\N
Q= s v — N~ N 52
N /\/ R N /\/ fé‘ N_//

R
21

n=0

1 R

o

Esquema 7

1.1.5d- Ligandos que no dejan huellas

Muchos ligandos dejan un residuo unido a la molécula que ha sufrido la ruptura. Este
suele ser un grupo funcional o un derivado del grupo funcional usado para unir la molécula
al ligando, por ejemplo: un &cido carboxilico, una amida o un alcohol. La presencia de estos
residuos no es siempre deseable para formar una biblioteca. Por esta razon se investigaron
un numero de ligandos que no dejan residuos sobre la molécula que sufii6 la ruptura, estos
ligandos se los conoce como Ligandos ‘“Traceless” o ligandos que no dejan huellas y son
aquellos en los cuales un nuevo enlace carbono-hidrégeno o carbono-carbono es formado en

el sitio de union de la molécula separada.
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Los mas comunes son los ligandos de aril sililo, que son usados para unir moléculas
aromaticas formando nuevos enlaces carbono-hidrogeno (Esquema 8) y usualmente sufren

ruptura por acidos fuertes como el HF, o TFA.

RN

|
C}OV\CS&Q R D N0
Me Me E—— Me" Me -
N
R
lHF
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R
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<: i):NIO
RN R

1.1.6-_ Monitoreo de las reacciones en la Sintesis Organica _en Fase Solida.

Esquema 8

Los métodos analiticos en reacciones organicas sobre soporte solido a menudo
requieren condiciones diferentes a aquellos usados en solucion. El proceso de analizar cada
producto por separacion de la resina para evaluar el progreso de una sintesis en fase solida
es destructivo y consume mucho tiempo. Ademas algunos mtermediarios sintéticos son
inestables a las condiciones de ruptura. Por lo tanto, para evitar estos inconvenientes, se han
desarrollado algunas técnicas que permiten determinar el avance de una reaccion sin
necesidad de producir la separacion entre el compuesto y la resina.

Los métodos mas usuales son los ensayos colorimétricos. Un ejemplo es el test de la
ninhidrina para determinar aminas primarias (Test de Kaiser).#? Es muy sensible y detecta la
presencia de concentraciones muy bajas de ammas primarias sobre el soporte solido. El
método es estrictamente cualitativo, debido a que granos conteniendo entre 10 y 100 % de
amina libre dan el mismo resultado. La cuantificacion es también posible, aunque los
procedimientos suelen ser complejos y el riesgo de obtener resultados poco reproducibles es
bastante alto. En el test de Kaiser, unos pocos miligramos de resina se extraen de la
reaccion, se lavan con una serie de solventes, y se tratan con solucion etandlica de
ninhidrina y fenol, seguido por tratamiento de una solucion de KCN en piridina a 100 °C por
10 min. Si los granos se tornan azul intenso, se evidencia la presencia de amina primaria
libre sobre el soporte, mientras que si mantiene su color original estos grupos no estaran

presentes en el soporte. Otro reactivo que puede ser utilizado para la deteccion de aminas es
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el acido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico y p-cloranil/RCOMe. Este ultimo reactivo también
da coloraciéon azul a los granos de resina con aminas secundarias. Hay también algunos
ensayos Utlles para la deteccion de alcoholes y tioles. Existe un ensayo que se utiliza para
monitorear la esterificacion de alcoholes unidos a la resina. En este ensayo el alcohol se
convierte primero en el tosilato correspondiente, el cual es luego tratado con 4-(4-
nitrobencil)piridina.*! El producto resultante se desprotona para dar la sal de piridonio
correspondiente, que absorbe fuertemente dentro del rango correspondiente a la luz visible
del espectro electromagnético, dando lugar a colores entre azul oscuro y rojo.

Se puede hacer una estimacion de los rendimientos de manera indirecta usando
métodos espectrofotométricos. Esto es posible en reacciones donde una especie, como por
ejemplo un grupo protector, se libera estequiométricamente en condiciones que no afectan la
union entre el compuesto y la resina. Se cuantifica la sustancia liberada dando una medida
aproximada del rendimiento del paso de la sintesis en fase solida. Un ejemplo de esto es la
eliminacion del protector Fmoc de aminas en la sintesis de péptidos. En un experimento
tipico, los granos son tratados con solucion al 20 % de piperidina en DMF por 20 minutos y
la solucion se recoge junto con el liquido de lavado. La solucion es llevada a un determinado
volumen por adicion de DMF, y la cuantificacion se realiza por mediciones de absorbancia
al UV del complejo piperidina-dibenzofulveno a 301nm contra un blanco de piperidina en
DMF. (Esquema 9)

HN ) O O Aducto dibenzofulveno-
‘ . piperidina
NHR

La espectroscopia infrarroja (IR),*> es un método rapido y simple para la deteccion
cualitativa de ciertos grupos funcionales unidos a soporte polimérico. La espectroscopia IR
no es una herramienta analitica muy sensible para la deteccion de bajas concentraciones de
material. Sin embargo, en el caso de mtermediarios que tienen absorciones en el IR bien
resueltas e intensas, el progreso de sus transformaciones quimicas puede ser seguidos

utilizando esta herramienta analitica.
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Por otro lado, el uso de espectrometria de masas para monitorear reacciones en fase
solida se hace a través de la técnica MALDI-TOF* después de la ruptura in situ de un
pequefio nimero de granos de resina. La ruptura ocurre directamente en el aparato, por lo
tanto se considera en el grano. El costo del equipo y la utilidad restringida a compuestos
cuya masa es mayor a 600 son limitaciones a la aplicacion de este método para el monitoreo
de las reacciones en fase solida. Sin embargo, la extrema sensibiidad (un solo grano es
suficiente) incrementara el uso de esta técnica en el futuro.

Los grandes obstaculos para el andlisis por resonancia magnética nuclear (RMN) de
protones de moléculas unidas a soporte polimérico son, basicamente, las bandas muy anchas
debido al movimiento restringido de las mismas y la heterogeneidad de las muestras. La
matriz polimérica causa un ambiente magnéticamente heterogéneo a través de la muestra
dificultando Ia calibracion del equipo.

La RMN en fase gel usualmente se refiere a la experiencia realizada sobre la resina
suspendida en un solvente adecuado que permita su hinchamiento; para tal fin se utiliza un
solvente estandar de RMN, tal como el cloroformo deuterado. Se encontré que la utilidad de
la RMN en fase gel se logra en nicleos como '*C, '°F y 3!P, que tienen rangos amplios de
desplazamientos quimicos y, por lo tanto, las amplitudes de Ilas sefiales son menos
importantes. Ademas, las sefales suelen estar lo suficientemente aisladas como para ofrecer
la informacion necesaria para ayudar a la elucidacion estructural.** Dado que la resolucion
aumenta proporcionalmente a la moviidad de las moléculas unidas al soporte, los
compuestos unidos a resinas tipo PEG-PS, dan generalmente mejores espectros que aquellos
que utilizan poliestireno como soporte. Una técnica especialmente Util para compuestos en
fase solida es la de RMN-magic-angle spinning (MAS).#> Esta técnica requiere un accesorio
especial, con el cual se mantiene la muestra precesionando en un angulo especifico con

respecto al campo magnético.

I.1.7-_Cinética y tratamiento _de reaccion en Sintesis Organica_en Fase Sdlida

Si bien en este ultimo tiempo la sintesis organica en fase solida ha evolucionado de
manera significativa, hay una seria carencia de estudios cinéticos para las reacciones en ese
medio. El uso del soporte solido tiene una profunda influencia sobre algunos parametros de
reaccion, sobre todo en las velocidades de las mismas, dado que no es solamente repetir en
ese medio lo que se ha realizado previamente en solucion. Las condiciones son

generalmente diferentes debido al ambiente heterogéneo en que se desarrolla una reaccion
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en fase solida. Cuando la reaccion tiene lugar en fase homogénea, los reactantes pueden
mteraccionar libremente, y las velocidades de reaccion dependen de los parametros clasicos
(Ej.: concentracion y temperatura). Cuando una de las sustancias que intervienen en la
reaccion estd unida al soporte polimérico, la reaccion estara indudablemente afectada por la
proximidad del grupo reactante respecto a la matriz polimérica,.*¢ Ademas, por ser un medio
heterogéneo, la cinética va a depender de la velocidad de difusion de la disolucion del
reactivo dentro y fuera de los granos de resina. Las velocidades de reaccion son
generalmente mas rapidas en solucion que en soporte solido y las sustancias reaccionantes
soportadas sobre resinas gelatinosas exhiben diferentes reactividades dependiendo del
hinchamiento de la resina por el solvente y de la naturaleza de la matriz polimérica.*’

La reactividad en el caso de las reacciones en fase homogénea depende del nimero
de encuentros y colisiones entre dos grupos en la misma molécula (intramolecular) o entre
grupos de dos moléculas diferentes (intermolecular). La libertad completa de movimiento de
cada molécula en solucion no impide ningin acoplamiento intermolecular. El soporte solido
disminuye la libertad de cada molécula soportada, favoreciendo las reacciones
mtramoleculares. Esto implica una clara ventaja de las reacciones en fase solida ya que, en
general, las reacciones mtramoleculares son dificultosas en solucion y requieren una alta
dilucidon para disminuir al minimo las dimerizaciones o oligomerizaciones.

Otra diferencia esta relacionada al tratamiento de la reaccion después de la misma.
Como ya se ha expresado anteriormente, cuando la reaccion es llevada a cabo en fase solida,
el producto de reaccion permanece unido a la resina mientras el exceso de reactivo, el
catalizador y las impurezas permanecen en la solucion. El procedimiento tipico de
tratamiento de la reaccion consiste en una simple filtracion de la resina, seguido por
sucesivos lavados con distintos solventes. Es bastante comin el uso de diferentes solventes
en ciclos de lavado para eliminar impurezas y reactivos solubles, con distintas propiedades
fisicoquimicas. Este tipo de tratamiento es ficilmente automatizable. Primero se suele hacer
un lavado con un solvente que hinche bien la resmna, luego con uno que solubilice las
impurezas, y por ultimo con uno que produzca la contraccion de los granos para forzar por

medios fisicos a la salida de las impurezas.

1.1.8- Planificacion de la Sintesis en Fase Solida: Moléculas Organicas Pequenas.
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Para que el disefio de una SPOS resulte exitoso, se requiere la seleccion apropiada de
algunas entidades relacionadas a la misma, que no estan presentes en la correspondiente
planificacion de sintesis en solucion. Un breve estudio de estas elecciones se grafican en el

Esquema 10.43

(P)
|
@ ®/L condiciones de reaccion ®/ L—Objetivo

R=eleccion del soporte solido
L=eleccion del ligando
P=eleccién de grupo protector

condiciones de reaccion: adaptadas Molécula objetivo
a las caracteristicas de la SPOS liberada en solucion

Esquema 10

Eleccion del soporte solido: El soporte solido se elige generalmente siguiendo las
preferencias personales del cientifico. Muchos soportes tienen similares caracteristicas y
frecuentemente dan similares resultados.

Eleccion del ligando: Si una molécula no contiene una adecuada funcionalizacion,
un enlace C-H de la molécula objetivo puede ser reemplazado por un ligando “traceless”
(ligandos que no dejan huellas). Si la molécula puede unirse directamente al grupo activo
del soporte solido, no se necesita ligando. De otro modo se escogera un ligando disponible
comercialmente y adecuado para la planificacion de una SPOS. Siempre que sea posile es
conveniente elegir un ligando que pueda ser elimmnado con reactivos “limpios” (Ej. luz,
vapores de TFA, y vapor de amoniaco).

Eleccion del grupo protector: La eleccion del grupo protector (cuando este sea
necesario) se hara teniendo presente la disponibilidad comercial, de hecho es preferible
obtener simultdneamente el desprendimiento de la molécula objetivo desde el soporte solido
y desproteccion del grupo protector como paso final de la SPOS.

Condiciones de reaccion: Las condiciones de reaccion usadas en solucion se adaptan
generalmente a la SPOS; los tiempos de reaccidén, la cantidad de reactivos, y las
concentraciones son usualmente incrementados.

1.1.9- Validacion de la sintesis en fase sélida v optimizacion de las condiciones de

reaccion
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Una vez que la sintesis fue disefiada, el paso siguiente es validar las condiciones de
reaccion, incorporando los ajustes requeridos para la ntroduccion del soporte, el ligando,
incluyendo la seleccion de los ciclos de lavado y secado apropiados. La presencia de los
mtermediarios se determma por métodos analiticos en el grano o fuera del mismo, y si el
compuesto buscado estd ausente, se modifican los parametros de la reaccion en forma
apropiada. Los pardmetros a variar en estas reacciones son los mismos que en las reacciones
en solucion: temperatura, concentracion y solvente. Si un paso de la reaccidn especifica no
puede ser transferido en la SPOS después de intentar todas las opciones posibles, se busca
una ruta sintética alternativa en fase sdlida que puede ser disefiada a partir de distintos
cambios a la estrategia, por ejemplo, nuevos reactivos con diferentes grupos protectores,
diferentes ligandos o soportes. Si después de todos estos cambios el producto de reaccion
estd ausente, la estrategia de SPOS debe ser cambiada radicalmente, con una nueva ruta
sintética ya validada en sintesis en solucion o desecharla completamente.*?

Si la molécula objetivo se obtiene pura y con altos rendimientos utilizando SPOS
usando simplemente las condiciones que se utiliza habitualmente en solucion, los esfuerzos
de optimizacidén no son necesarios.

La cinética de la reaccion se evalia por seguimiento del curso de la misma, tanto

sobre el grano de resina como fuera de ella.

1.1.10- Diseiio de la Biblioteca

Una vez optimizada la sintesis, el siguiente paso es el disefio de la biblioteca, esto
mplica la introduccion de diversas unidades constructoras. Se define como unidades
constructoras (building block) a “uno de un nimero de reactivos intercambiables que pueden
ser usados en sintesis de bibliotecas combinatorias, parte del cual se incorpora al producto
final con el objetivo de introducir diversidad”.’® Estas variaciones en las unidades
constructoras  se hacen teniendo en cuenta la disponibilidad comercial de las mismas y un
disefio racional de la biblioteca.

El reemplazo de las diferentes unidades constructoras y la generacion de distintos
grupos funcionales en la molécula final, puede producir un gran numero de estructuras

analogas de compuestos de potencial actividad biologica.
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SECCION 2

COMPUESTOS B—LACTAMICOS
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1.2.11- Compuestos B—Lactamicos: Aspectos Estructurales

vy Nomenclatura

Los compuestos P—lactdmicos, como su nombre lo indica, contienen una [—lactama
en su estructura. Entre dichos compuestos se distimguen dos grandes grupos que son agentes
terapéuticos de gran importancia en clinica médica: los antbidticos y los mhibidores de
—lactamasas.

El interés por la sintesis de nuevos derivados P—lactdimicos se ha incrementado con
el descubrimiento reciente de compuestos con dicha estructura que poseen actividad como
inhibidores del antigeno prostatico especifico,’!  trombina,’?> proteasa de citomegalovirus
humano,>®  elastasa leucocitaria humana,’* cistein proteasa’> y absorcion de colesterol,>®
entre otras.

Dentro del grupo general de compuestos P—lactamicos se conocen como derivados
del nicleo penam o penicilinas a aquellos compuestos que poseen una estructura basica en el
cual el anillo P-lactamico (2-azetidinona) esta fusionado con un segundo heterociclo de

cinco miembros (tiazolidina), a través del nitrogeno y del carbono tetraédrico adyacente

(Figura 7).

1

6 548
azetidinona ﬂ
N

077 ) ..
4 3 tiazolidina

Figura 7

Hace ya mas de 70 afos desde el descubrimiento fortuito de la penicilina por
Fleming, y 60 afios desde que ésta ingres6 al mercado farmacéutico y, no nos
equivocariamos al afirmar que su reinado perdura hasta hoy en dia.>” Al finalizar la segunda
guerra mundial, el gran interés comercial y académico despertado por los antibidticos
B-lactamicos condujo al desarrollo de una amplia variedad de agentes antibacterianos de
gran valor terapéutico.

Los antbioticos P—lactimicos pueden clasificarse en diferentes grupos, algunos de

los cuales se muestran en la Figura 8: penicilinas (22), cefalosporinas (23), cefamicinas (24),
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oxacefems (25), penems (26), clavams (27) carbapenems (28), nocardicinas (29) y

monobactamas (30).
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CO.H 0 CO,H 30 ’
28 29 2
Figura 8

Existen dos nomenclaturas ampliamente difindidas para los derivados de penicilinas,
la primera toma como base la estructura 29 que se denomma &cido penicilanico, y la

segunda se basa en el nicleo penam 30 (Figura 9).

H B 1
- S 5 a8
T 1)
e N ’ 077 4 3
H ‘CO,H
29 30
Figura 9

En este trabajo se nombrardn como derivados del acido penicilanico todos aquellos
compuestos que posean la estructura 29, ya sea con el grupo carboxilico como tal o en forma

de éster.
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1.2.12- Compuestos 3 —Lactimicos: actividad biolégica

Los antbidticos P—lactamicos ejercen su actividad antibacteriana inhibiendo la
sintesis de la pared celular de las bacterias.’® El principal componente de la pared celular
bacteriana es un polimero altamente entrecruzado llamado peptidoglicano, que es el
responsable de la forma, de la integridad estructural y de la insolubilidad de la célula
bacteriana. La tltima etapa de la biosintesis del peptidoglicano implica el entrecruzamiento
entre unidades lineales con catalisis de enzimas denominadas transpeptidasas. Los
antibidticos P—lactdmicos simulan el sustrato de las transpeptidasas inhibiendo la etapa del
entrecruzamiento del polimero. Para explicar la selectividad de la accion de las penicilinas
sobre las transpeptidasas, se ha postulado que el grupo carbonilo del anillo B-lactadmico
reacciona con grupos nucleofilicos de la enzima, llevando a la formacion de una union
covalente entre el antibidtico y la enzima, quedando de este modo irreversiblemente

mactivada. (Esquema 11y 12).

oy TOM Q@u H
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A/ ~CONH—D-Ala-C ch, HCOH
Enz
B/ -CONH—Gly—NH
. . Peniciloil-enzima
\ peptidoglicano entrecruzado Y, N (inactivo) y
Y . Y . g
Reaccion de transpeptidacion Accidn de las penicilinas
(entrecruzamiento)

Esquema 11 Reacciones catalizadas por DD-transpeptidasa en el entrecruzamiento de

cadenas lineales de peptidoglicano y en presencia de penicilina
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Parte de la pared celular de la bacteria
11

2R L

1

La enzima cataliza la reaccion de entrecruzamiento

RS

Enzima

enlace de penicilina con la enzima

R S R N . , -
La enzima no esta habilitada
j/:l\';% 0 HN ., |—» para construir la pared celular,
O) ., " por lo tanto la bacteria

¥ H COH H COH no se reproduce

Esquema 12. Esquematizacion de la inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana por los
antibioticos B—lactamicos

1.2.13- Resistencia bacteriana a la quimioterapia por antibidticos [ —lactamicos

El difindido uso y “abuso” de las penicilinas y cefalosporinas se ha traducido en el
surgimiento de resistencia bacteriana a estos antibidticos. La evolucion de las bacterias las
ha llevado a generar un mecanismo metabolico para “defenderse de aquello que las ataca”.
Existen varios mecanismos por los cuales una bacteria puede obtener resistencia a un
antibiotico, los casos mejor documentados son: «) alteracion de la permeabilidad hacia la
droga; b) sobreproduccion de la enzima blanco; c¢) alteracion del sitio de accion del
antibiotico; d) produccion de una enzima que destruya al farmaco; e) sobreproduccion del
sustrato de la enzima y f) desarrollo de una nueva via metabolica que suplante a la via
mhibida. Las bacterias desarrollan la mayoria de estos mecanismos. En particular los mas
efectivos resultan ser el cambio de permeabilidad de la pared celular, la modificacion del
sitio de accion del antibidtico y la presencia de una via catabolica para la destruccion del
farmaco.’® Este (ltimo modo de resistencia es altamente efectivo y resulta ser la principal via
para evitar la accion del farmaco. El antibidtico es destruido en el medio por la expresion de

enzimas proteicas denominadas [—lactamasas.
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La resistencia bacteriana debida a P—lactamasas es un tema alarmante,
fundamentalmente por la transmision horizontal, esto es, los genes de resistencia a
antibidticos se acumulan en los plasmidos y se transfieren de una bacteria a otra por
distintos mecanismos, incluso entre diferentes especies bacterianas.

Las enzimas [-lactamasas han sido clasificadas de acuerdo a diferentes esquemas
basados en dos caracteristicas: estructura molecular o funcion. La clasificacion molecular se
basa en la division inicial de Ambler,%® en lo cual las enzimas se clasifican en aquellas que
poseen una serina en el sitio activo y aquellas que contienen el ion zinc (Zn*?) en el sitio
activo.

La clasificacion funcional se basa en perfiles de hidrolisis y fueron propuestas por
primera vez por Richmond, M. H. y Sykes, R. B.®! Mas tarde se agregaron actualizaciones
que diferenciaban las enzimas de acuerdo a sus perfiles de inhibicion.%? Luego se agregaron
clasificaciones propuestas por Madeiros, A. A.; Bush, K. y Jacoby, G. A.%3 basadas en
caracteristicas funcionales, donde se correlaciona las propiedades del sustrato y las

propiedades inhibidoras con la estructura molecular.

1.2.14- Inhibidores de B—lactamasas

En el mismo instante que el hombre descubre la resistencia bacteriana comienza una
batalla que perdura hasta nuestros dias, y no tendra fin ya que su blanco biologico, la
bacteria, seguird su carrera evolutiva desarrollando nuevos mecanismos de resistencia. Asi,
en la década del 70 los cientificos del laboratorio Beecham iniciaron un programa de prueba
para la deteccion de inhibidores naturales de B—lactamasas. %4-03 Como consecuencia de estas
pruebas se encontraron varios mhibidores en un cultivo de Streptomices olivaceus.
Colectivamente se los conoce como acidos olivanicos (31) (Figura 10), no solo son potentes
inhibidores basados en el mecanismo de [P—lactamasas, sino también potentes antibidticos.
Mas tarde, fue detectado también por cientificos de Beecham, otro potente mnhibidor de
B—lactamasas en un cultivo de Streptomices clavuligerus. Este mhibidor fue aislado y
caracterizado como el acido clavulanico (32),°¢ a pesar de que este compuesto presenta solo
una débil actividad antibacteriana, ha demostrado ser un potente mhibidor de muchas
B—lactamasas clinicamente importantes.®” El aislamiento de los acidos olivanicos y del acido
clavulanico de fuentes naturales estimuld la buisqueda de inhibidores de P—lactamasas con

mejores propiedades biologicas. Esto llevd a poner esfuerzo en las modificaciones quimicas
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de derivados P—lactamicos. El primer logro en este sentido fue la obtencion del acido
penicilanico sulfona (sulbactama) (33) el cual fue smtetizado por quimicos del laboratorio
Pfizer a partir del 6f—aminopenicilanico (6 APA). Luego fueron reportados muchos

inhibidores semisintéticos de f—lactamasas entre ellos la tazobactama (34) (Figura 10).

HsC
“CH
RO O ,OH
o) N (0) "
CO,H
3 COH 32
Oy //O SN N
5/ \SYN’ \N
OJ N/ 07 N~/
CO,H CO,H
33 34
Figura 10

Estos inhibidores de P-lactamasas disminuyen o previenen la catilisis enzimatica y
el mecanismo de inhibicion es ireversible ya que neutraliza la actividad enzimatica,
sugiriendo la formacion de un enlace covalente estable: inhibidor-enzima. Estos inhibidores
seran inevitablemente destruidos en el proceso, por ese motivo también se les llama
“mhibidores suicidas™.

Los imhibidores de [p-lactamasas protegen a los antibidticos susceptibles de

mactivacion por dichas enzimas. Al emplearse junto con un antibidtico P-lactdmico este
simergismo amplia el espectro de accion de los antbidticos a bacterias productoras de
—lactamasas.

El fundamento de la mhibicion es aprovechar la accion hidrolitica de la
B—lactamasas para producir su inactivacion a través de la formacion de un complejo estable
enzima-inhibidor, en el caso particular del 4cido penicilanico sulfona (sulbactama) (33),%% el
mecanismo de accion postula la inactivacion definitiva de la enzima a través de la union
covalente con dos residuos, uno de serina y otro de lisina del sitio activo de la misma

(Esquema 13).
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Esquema 13

Como corolario de la introduccion se puede senalar que este trabajo de tesis estuvo

dirigido a la sintesis en fase solida de compuestos B—lactamicos teniendo en cuenta que:

El descubrimiento del acido clavulanico en 1976 marcd el micio de una
nueva era en la quimioterapia antibacteriana.

El amplio interés y entusiasmo surgido de este descubrimiento que ha llevado
al desarrollo de nuevos inhibidores de P—lactamasas semisintéticos de uso en
clinica médica en la actualidad.

El considerable éxito que en todo el mundo se ha logrado con Ia
administracion conjunta de un antbiotico y un inhibidor para el tratamiento
de infecciones causadas por bacterias productoras de P—lactamasas. Esto ha
dejado en claro la importancia que estos inhibidores tienen en la lucha por
resolver el problema de la resistencia bacteriana.

Considerando que la Organizacion Mundial de la Salud estima que el 60% de
las fecciones nosocomiales son resistentes a las drogas comerciales, la
busqueda de nuevos compuestos [-lactdmicos activos, ya sea nuevos
antibidticos o nuevos inhibidores de [B—lactamasas, representa un objetivo

atrayente dentro de la Quimica Medicinal moderna.
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I1.1.1-Objetivos Generales

Nuestra investigacion se basd fundamentalmente, en la preparacion de
bibliotecas de peniciinas modificadas en fase solida. Dichas modificaciones se
llevaron a cabo en las posiciones 6, 1 y 2B-metil del niucleo penam (Figura 11),
utilizando distintos tipos de resinas para nmovilizar el acido penicilinico. Como ya
fue mencionado en la mtroduccion, estas modificaciones tienen como objetivo la

preparacion de compuestos con actividad biologica.

O = resina de Merrifield, Wang o JandaJel
Figura 11

Para generar una biblioteca por sintesis en fase solida de penicilinas
modificadas se tuvieron en cuenta dos aspectos: Primero los antecedentes de este tipo
de sintesis en solucion;®® en segundo término, el desarrollo y optimizacion de la
secuencia sintética en fase solida. Para desarrollar este tema fue necesario el estudio y
aplicacion de técnicas totalmente nuevas dado que la quimica en fase soélida, como ya
fuera mencionado, tiene requerimientos y propiedades marcadamente diferentes a los
de la quimica orgédnica tradicional en solucién. El proceso implico adquirir experiencia
en distintos aspectos de esta quimica, tal como la manipulacion de las resinas, los
métodos de monitoreo, la estabilidad de los ligandos y las condiciones de ruptura,

entre otros.
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I1.1.2-Metodologia y plan de trabajo

Para mayor claridad en la lectura de este trabajo, todas las transformaciones
que se intentaron realizar seran colocadas en items separados, organizados de la
siguiente manera:

e Modificacion de peniciinas unida a resina de Merrifield como
soporte solido
e  Modificaciones realizadas en la posicion 6 del niucleo penam
e  Modificacion en posicion 2p—metil del nicleo penam
e  Modificaciones realizadas en posicion 1 del nicleo penam

e Inmovilizacion del nicleo penam con resina de Wang y sus
modificaciones

e Inmovilizacion del nucleo penam con resina Jandalel y sus

modificaciones

11.1.3-Modificacion de penicilinas unida a resina de Merrifield como soporte

solido

1I. 1.3a.- Modificaciones realizadas en la posicion 6 del nicleo penam

Una modificacion que se planifico realizar en Ila posicion 6 fue Ia
deshalogenacion por reduccion selectiva de los acidos 35 y 36, preparados en solucion
y liego unidos a Ila resina de Merrifield, para obtener el 6,6-dihidro- y/o 6[-
halopenicilanato derivados (37ay b) (Esquema 13).

X
—]:'/ cl F s
J/ /\O Y- J/ reduccion H J/
I// —_— N //
C (resina de O N (0] %,
~ Merrifield C- C.
G OH > 7O O
35 X=Br Y=Br 37a X=Br
36 X=Br Y=H 37b X=H

Esquema 13
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1I. 1.3b-Modificaciones en la posicion 2 —metil del nacleo penam

Con el fin de obtener diversidad en el nicleo penam nos propusimos, introducir
un atomo de bromo y uno de cloro en las posiciones 23—metil de dicho nucleo, a los
derivados inmovilizados con la resna de Merrifield 38, 39 y 40.

Las penicilinas 2B—halometil sustituidas 47, 48, 49, 50, 51 y 52 se obtendrian a
partir del reordenamiento de los correspondientes sulfoxidos 41, 42 y 43 (Esquema
14).

Y Y

_ Yy Y
Xe— }/ Oxidacién X—/l;'/ }/ Xj/:,/‘ fz
N/ ™ selectiva N ™ _ > N =
o ' o . o

’/

& o O s 0" D o o @

38 X=Br,Y=Br 41 X=Br,Y=Br 47 X=Br, Y=Br, Z=Cl
39 X=H, Y=Br 42 X=H, Y=Br 48 X=H, Y=Br, Z=Cl
40 X=H, Y=CI 43 X=H, Y=CI 49 X=H, Y=Cl, Z=Cl

50 X=Br, Y=Br, Z=Br
51 X=H, Y=Br, Z=Br
52 X=H, Y=CI, Z=Br
Esquema 14
El grupo heterociclitio es un conocido farmacoforo en antbidticos activos
contra estafilococos resistentes a meticilina (MRSA).”® Esto nos llevd a considerar la
posibilidad de sintetizar en fase solida los 2B—(heterociclitiometil)penams 56, 57 y 58,
partiendo de los sulfoxidos 41, 42 y 43, como una manera de tener un rapido y
eficiente acceso a estos compuestos para su aplicacion a la generacion de bibliotecas
combinatorias.

A modo de ejemplo, esquematizaremos en forma general la obtencion de

2B—heterocicliltiometil penams unidos a la resina de Merrifield (Esquema 15).

0 ~Het
Yo y e Y
X J/ = S = yS'Het
N Het—SH N\)J\ N/
0 o 0
C C C
0 \0/\® O// \O/\@ O// \O
41 X=Br, Y=Br 56 X=Br, Y=Br
42 X=H, Y=Br - gi ;((:Il?lr,;{:]?r - 57 X=H, Y=Br
43 X=H, Y=ClI =H, Y=Br . v=
Pt 58 X=H, Y=ClI
Esquemal$s
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II. 1.3c-Modificaciones en la posicion 1 del nicleo penam

De acuerdo con el mecanismo de accion de derivados de penicilinas que poseen
actividad como inhibidores de P—lactamasas, es conocida la necesidad de que dichos
compuestos posean un buen grupo saliente unido al atomo de carbono 5.7' La oxidacion
del atomo de azufre de sulfuro a la correspondiente sulfona lo transforma en un mejor
grupo saliente. Esto nos llevd a pensar en la posibilidad de oxidar el sulfuiro de la
posicion 1 a sulfona. La planificacion de esta sintesis se basd en buscar un método de
oxidacion que pudiera ser compatible con la fase solida y adaptarla a la misma

(Esquema 16).

Y S Y 0,0
X fz [Oxid.] X V4
N 7 —_— N K ‘v,
o . 0] -

L~ //C ~0
o7 0@ ¢ U@
59 X=Br Y=Br, Z=Cl o Br 65 X=Br Y=Br, Z=Cl o Br
60 X=H Y=Br, Z=Cl o Br 66 X=H Y=Br, Z=Cl o Br
61 X=H Y=Cl, Z=Cl o Br 68 X=H Y=C, Z=Cl o Br
62 X=Br Y=Br, Z=Het-SH 69 X=Br Y=Br, Z=Het-SH
63 X=H Y=Br, Z=Het-SH 70 X=H Y=Br, Z=Het-SH
64 X=H Y=Cl, Z=Het-SH 71 X=H Y=Cl, Z=Het-SH

Esquema 16

I1.1.4-Inmovilizacion _del nicleo penam con resina de Wang y sus modificaciones

La resina de Wang, como indicamos en la introduccion, es una resina con un
ligando no integral, el alcohol p-alcoxibencilico (Figura 11). Planeamos unirla al acido
penicilinico mediante una union éster, para tal fin se pensé en la utilizacion del

reactivo de Mukaiyama para activar el acido. Esta metodologia no tiene antecedentes

e
o

resina de Wang

en la literatura (Esquema 17).

Figura 11
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N
e cl
Y S HO - 1\.1‘/1[ Y S Modificaciones
X / — M€ L X= —_— del nucleo
N “, N penam
0 o
o o0

72 X=Br, Y=Br ) o)

73 X=H, Y=Br resina de Wang 75 X=Br, Y=Br

74 X=H, Y=CI 76 X=H, Y=Br

77 X=H, Y=CI
Esquema 17

Luego de la union de la penicilina a la resina de Wang el objetivo propuesto

fue realizar modificaciones en las posiciones 1,6 y 23—metil del nicleo penam.

I1.1.5-Inmovilizacion del nacleo penam con resina JandaJel v sus modificaciones

Las resmas JandaJel estdin estructuralmente formadas por poliestireno
entrecruzado con 1,4-bis(vinilfenoxi)-butano (Figura 12)!%, en lugar del tradicional
divinilbenceno. Poseen una interesante caracteristica: es la capacidad de “hincharse” el
doble que las resinas de poliestireno-DVB, y esto resulta en una mejor accesibilidad al

sitio de union por parte del reactivo.

— S
@ = poliestireno entrecruzado con f i
(@) .0

Figura 12

En razon de lo expuesto, disefiamos una metodologia para unir los &cidos
penicilanicos 72, 73 y 74 a la resina JandaJel funcionalizada con cloro metilo (analoga

a la resina de Merrifield), en condiciones similares a las utilizadas para dicha resina

(Esquema 18).
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La expectativa planteada aqui, fue verificar si los rendimientos de los

compuestos sintetizados a partir de la utilizacion de esta resina eran superiores con

respecto a los ya preparados con las resinas de Merrifield y Wang.

N
cl
X }/ KEDME X5, .
N~ 60°C, 24h N~/ ™
o COH O—@ , 24h. 0 0
1]
72 Y =Br, X = Br 0
73Y=H,X=Br 78 Y =Br, X=Br O—\
74Y =H, X =Cl 79Y =H,X=Br @
’ 80 Y=H,X=Cl
Esquema 18

Modificaciones
del nucleo
penam
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IT1.1.1-Modificaciones realizadas en la posicion 6 del nicleo penam

El material de partida utllizado para las modificaciones del nicleo penam es el
acido 6f—aminopenicilinico (6-APA) (81) que presenta como ventajas su facil
disponibilidad y la presencia en su estructura de grupos funcionales que permiten
acceder a la molécula deseada a partir de transformaciones sencillas. Dado que Ila
mmovilizacion del 6-APA requiere etapas previas de proteccion, se decidid efectuar su

transformacion a 6-halo y 6,6-dihaloderivados en solucion, previo a su unidén a la resina.

II1.1.1a-Preparacion del acido 6.6-dibromo penicilanico (82)

La primera modificacion que se realizd sobre la posicion 6 del nicleo penam,
fue la obtencion del acido 6,6-dibromopenicilanico (82), antes de su inmovilizaciébn con
resma de Merrifield. Esta sintesis fue realizada por primera vez en 1969 por J. P.
Clayton.”?> Sin embargo, en este trabajo este compuesto ha sido sintetizado siguiendo el
procedimiento de R. A. Volkmann, en 1982.73 A partir de 6-APA (81) se realizd una
reaccion de diazotacion utiizando NaNO:2 y H2SOs4. Posteriormente se procedid a
efectuar una halogenacion in situ empleando bromo, obteniéndose el acido 82 (Esquema
20). Este acido es un solido cristalino de facil recristalizacion en agua, soluble en todos
los solventes organicos, excepto hidrocarburos, y muy estable ain a temperatura

ambiente.

H H Br H
Hﬂ:]jj TN Br,, NaNO, Br—jﬁ—rf =S
o N7>/ H,S0,2,5N o7 N~/
H €O, 0-5°C H' COH
81 82
Esquema 20
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1I1.1.1b-Preparacion del acido 6o—cloropenicilanico (85)

Este 4cido fue sintetizado por primera vez en 1962 por Testa y colaboradores,”
describiendose su estructura general por espectroscopia ifrarroja y analisis elemental,
desconociéndose en ese momento la configuracion absoluta del carbono 6. Esta fue
determinada en 1966 por espectroscopia de RMN de 'H luego de la sintesis en
condiciones similares reportada por Mec Millan y Stoodley.”> Siguiendo esta
metodologia se obtuvo el acido 6a—cloropenicilanico (85) como un aceite soluble en
DCM, estable atn a temperatura ambiente. Este producto proviene de la formacion del
mtermediario 83 en equilibrio 4cido con su i6n 84, y su posterior halogenaciéon en una
sola etapa, por medio de una sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2), el ataque se

poduce por la cara menos impedida del niicleo penam, la cara o (Esquema 21).

Z
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S+
\
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i@/ e y — y

0-5°C

‘CO,H ‘COH ‘CO,H
83 84

acido 6-diazopenicilanico ion del acido
6-diazopenicilanico

81

clr
Cl H
T _aS
H .
IN
u’ “con
85

Esquema 21

II1.1.1c-Preparacion del acido 6o —bromopenicilanico (86)

Durante muchos afios el acido 6a—bromopenicilanico (86) fue preparado
utilizando una técnica que emplea como material de partida el 6-APA (81), en presencia
de H2SO4 con NaNO:z y KBr que en medio acido genera HBr aportando el bromuro
necesario para la Sn2. 7 En nuestro laboratorio se ha logrado mejorar sustancialmente el
rendimiento de esta reaccion realizado una modificacion de esta técnica. La misma

consiste en adicionar directamente HBr a una mezcla refrigerada de NaNO2 , H2O y
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metanol al 6-APA (81) (Esquema 22). El mecanismo general es el mismo que el

propuesto para la obtencion del &dcido 6a—cloropenicilanico, (Esquema 21).

H H Br H
+ 1 _aS T T aS
H3N '/l;r , H—/’l;r ,
o N~/ HBr, NaNO,, H,0 of N~/
“co, “CO,H
H 2 0-5°C H 2
81 86
Esquema 22

Los é&cidos 6a—bromopenicilanico (86) y 6a—cloropenicilanico (85) fueron
obtenidos con rendimientos superiores al 85% y utilizados sin purificar para su reaccion

de unién al soporte sélido.

II1.1.2-Modificaciones de penicilinas usando resina de Merrifield

1I1.1.2.1-Union de la resina de Merrifield al acido penicilanico modificado en

osicion 6

La resina de Merrifield, como fue senalado en la mtroduccidn, es una resina
clorometilada que posee un ligando de tipo integral. La carga de la misma depende del
lote particular empleado, en nuestro caso se utilizd un lote de sustitucion 0,8 mmoles/g.
En las reacciones de sintesis en fase solida se pueden utilizar cartuchos de polipropileno
(Figura 13), a los que se les adiciona un disco poroso de polietileno en el extremo
mferior, que posteriormente pueden ser utilizados como filros al final de la misma
cuando son acoplados a un sistema de vacio. Se utiliza agitacion magnética colocando
un iman en el interior del cartucho y agitando suavemente para evitar destruccion

mecanica de los granos de resina.

~——tubo de polipropileno

placa filtrante de
polietileno

T
Figura 13
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En el caso que las reacciones se lleven a cabo a temperaturas superiores a la
ambiente se utilizan los balones de vidrio que se emplean para la sintesis en solucion,
tomandose los mismos recaudos para la agitacion anteriormente descritos. Por Ultimo la
filtracion se realiza en embudos sinterizados con aplicacion de un sistema de vacio.

La metodologia empleada para unir la resina de Merrifield al 4cido penicildnico
modificado es la siguiente: Se suspende la resina en dimetiformamida (DMF) a
temperatura ambiente y se agita durante media hora, luego se agrega el 4cido
penicilinico y fluoruro de potasio.”” Posteriormente se calienta a 60°C durante 24 h.
Este procedimiento se llevd a cabo con los acidos 82, 85 y 86 para obtener las

penicilinas inmovilizadas 90, 91 y 92, (Esquema 23)

Y H L
. =S cl KF, DMF X
~, + > N ",
o7 N 60°C, 24h. 0

X
., %
H COZH H 7 \O
resina de Merrifield 0 /\®
82 X=Br, Y=Br 90 X=Br, Y=Br
85 X=H, Y=Cl 91 X=H, Y=Cl
86 X=H, Y=Br 92 X=H, Y=Br
Esquema 23

II1.1.2.2-Separacion de derivados de penicilinas de su union a la resina de

M errifield

Toda secuencia sitética en fase soOlida requiere conocer previamente las
condiciones de separacion del producto final de su unién a la resina, dado que esto sera
crucial para recuperar el compuesto deseado al final de la sintesis. Por ello
describiremos en esta seccion el método utilizado para producir la separacion de los
derivados de penicilina de la resina de Merrifield.

Como fue indicado en la introduccion, la resma de Merrifield por carecer de
grupos dadores de electrones unidos al anillo aromatico, requiere condiciones
fuertemente acidicas para llevar a cabo la separacion del compuesto unido a la misma.
Las condiciones reportadas en la literatura son d4cido fluorhidrico en distintas
concentraciones o acido trifluormetano sulfénico (TFMSA).

Hemos utilizado para este trabajo un método desarrollado en nuestro

laboratorio’® que consiste en usar cloruro de aluminio disuelto en nitrometano
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(CH3NOz2) anhidro para desprender de la resina de Merrifield todos los derivados de
penicilinas obtenidos. Una vez removidos los acidos carboxilicos obtenidos, se trataron
con diazometano (CH2N2) para transformarlos en los ésteres metilicos correspondientes
y, de esa manera, facilitar su purificacion por columna cromatografica.

El mecanismo propuesto para la ruptura del enlace de la resma de Merrifield
con los acidos penicilanicos utilizando cloruro de aluminio, se basa en la elevada
afinidad de éste por el oxigeno, dado su cardcter de acido de Lewis (Esquema 24). De
esa manera el cloruro de aluminio se coordina con el oxigeno del carbonilo del éster, y
asiste la ruptura del enlace C-O en (I), generando el cation bencilico correspondiente
(IT) y la sal de aluminio (IIT), la cual es facimente hidrolizable en los lavados acuosos
al final de la reaccion.

R‘(|:—-O

e :

R_ﬁ—o —_— (|) + HzCO@ + Cl_
o AICI,

CRAGL 1 m I

RC=0 330 ——= RCOOH 4 AIOH); *+ 2HCI

|
AICI,
11

Esquema 24

I11.1.2.3-Intento de preparacion del acido 6,6—dihidropenicilanico unido a la resina

de Merrifield (94)

En primer lugar se intentd efectuar la reduccion de la posicion 6 de los acidos
6,6-dibromo y 6o—bromopenicildinico inmovilizados con la resina de Merrifield
utilizando tributilfosfina (BusP) como reductor, una metodologia que ha dado muy buen
resultado en quimica en solucion.”’

Se describe en la literatura la reduccion en solucion de ésteres de 6,6-dibromo y
6a—bromopenicilanatos con tributilfosfina en un solvente prético como el metanol, y se
propone un mecanismo que transcurre a través del mtermediario enolato (I) (Figura

14).79
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R
O%/S
e
A\
1
R=Bro H

Figura 14

En nuestro caso, se hizo reaccionar un equivalente de BusP con los compuestos

90 y 92 en una mezcla de diclorometano y metanol 1:1 a 40 °C durante 4 h (Esquema

24).

T N Buple) T,
N MeOH/DCM (1:1) 7 N~
. ;/,C\o 40°C, 4h o ZC\O
/\@ o @
0 93
90 X=Br, Y=Br
92 X=H, Y=Br :
1-AlCl5/CH3NO, i 2-CH,N,/CH,Cl,
CH,Cl, :
H H

1
A

o
=

Esquema 24

El compuesto obtenido fue separado de la resina con AICl3 y esterificado
posteriormente con CH2No>. El analisis del espectro de RMN de 'H nos indica que no se
logré obtener el éster 6,6-dihidropenicilanato de metilo (94), ya que no se aprecia el
patréon de acoplamiento esperado para los protones H-5 y H-6. El andlisis realizado por
espectrometria de masa nos indica que se trata de un compuesto de peso molecular igual

a 215, este valor es consistente con el peso molecular del éster 6,6-dihidropenicilanato
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de metilo esperado (94). Sin embargo, el espectro de infrarrojo nos muestra la presencia
de dos carbonilos: uno a 1739 cmr! (éster) y a 1618 cnmr! que podria indicar la presencia
de una tiol-lactama, por otro lado, la ausencia de una sefial cercana a los 1800 cm’!
ndica la falta de un anillo B-lactamico en la molécula.

Un analisis detallado del espectro de RMN de 'H nos permite observar lo
siguiente: una sefial con un desplazamiento quimico de 3,82 ppm que integra para tres
hidrogenos debida al metilo del éster y dos sefales a 1,53 y 1,42 ppm debidas al gem
dimetilo. El espectro de RMN de 3C muestra una sefial a 190,4 ppm consistente con un
carbonilo de tiol-lactama. Fmalmente una senal a 169,7 debida al carbonilo del éster
metilico. Teniendo en cuenta que el espectro de masa nos aporta el dato de que este
compuesto obtenido tiene el mismo peso molecular que el buscado, postulamos que
probablemente lo que haya ocurrido es una apertura del anillo B—lactdmico del
compuesto reducido, seguido de un reordenamiento que lleva a la obtencion de un ciclo
de siete miembros. La estructura 95 permitiria explicar los espectros de IR, RMN de 'H,
RMN de 3C y masa. (Esquema 25).

0
S
o S (\S'
& — | —
N . N “
¢ V> . 07\
L MeOH ¢ N %

0" “OR ® o Dor " SOR

R= Me o resina

Esquema 25

Luego de obtener estos resultados se probaron otras variantes como por ejemplo
disminuir la proporcion de metanol de la mezcla de solventes, disminuir el tiempo y la

temperatura de reaccion, pero en ningin caso pudo obtenerse el producto deseado.
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1I1.1.2.4-Modificaciones en la posicion 23 —metil del nicleo penam

1I1.1.2.4a-Penicilinas 2B —halometil sustituidas

Desde el descubrimiento de las propiedades mnhibidoras de P—lactamasas del
acido clavulanico (32), han sido desarrollados un considerable numero de mhibidores
semisintéticos. Los mas destacados son: Sulbactama (33) y sus andlogos 2[—metil

sustituidos como Tazobactama (34).

0y 0 Np
4

0
o) OH S S N
T = OJ:Nrj/ RS

32 COH 33 COH 34 COH

En el afio 1981 Gottstein y col3? informaron la introduccion de un atomo de
cloro en el metilo de posicion 2 de penicilinas por medio de una sintesis en solucion,
en la que se utiliza un proceso de apertura térmica del anillo de tiazolidina en sulféxidos
de penicilinas. El reordenamiento posterior de los mismos conduce a derivados
2B —clorometil sustituidos.

Con el fin de obtener una biblioteca de compuestos modificados en la posicion
2B—metil del nicleo penam en fase solida, estudiamos la troduccion de diferentes
atomos o grupos de atomos en esta posicion.

Nuestra sintesis parte de los 6,6-dihalo 6a—halopenicilanatos unidos a la resina
de Merrifield 90, 91 y 92. Estos compuestos fueron tratados con 1,5 equivalentes de
acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA),®! obteniéndose de manera selectiva los
sulfoxidos 96, 97 y 98, ya que estas condiciones evitan la sobreoxidacion a la
correspondiente sulfona (Esquema 26). La obtencion de los sulfoxidos se comprueba
tomando una alicuota de la resina obtenida y sometiéndola a las condiciones de ruptura
y posterior esterificacion con diazometano del 4cido liberado. Los espectros de RMN de
'H y BC de los ésteres metilicos obtenidos confirman la formacion de los sulfoxidos
esperados como mezcla de sus ay P isdmeros. Dichos sulfoxidos son sometidos a
termolisis por calentamiento con 1,5 equivalentes de benzotiazol-2-tiol en benceno a
reflujo durante 12 h, obteniendose los correspondientes disulfuros 99, 100 y 101. Estos
compuestos se obtienen cuando el benzotiazol-2-tiol atrapa el acido sulfénico (A)

formado por el reordenamiento térmico de los sulfoxidos®? (Esquema 26).
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Las condiciones Optimas para llevar a cabo esta termolisis en fase solida fueron

ajustadas utilizando la resina de Wang como soporte solido (ver mas adelante Pag. 77)

E § Benceno

j;' _m-CPBA X'/l;[ , reflujo

1 5cq. o N 3 .,

//C\ H ()//C\O
90 X=Br, Y=Br 96 X=Br, Y=Br
92 X=H, Y=Br 97 X=H, Y=Br
91 X=H, Y=CI 98 X=H, Y=CI
Esquema 26

Benzotiazol
2-tiol

PR

(0) P
C

o

99 X=Br,Y=Br
100 X=H, Y=Br
101 X=H, Y=CI

La formacion del estado de transicion del acido sulfénico (A) ha sido

debidamente corroborada por Cooper®? al realizar el siguiente experimento: calentando a

80 °C por 24 h. una solucion del éster metilico de la penicilina V B—sulfoxido (102) en

benceno con un gran exceso de 6xido de deuterio (D20), se recuperd cuantitativamente

el sulfoxido (103) conteniendo un atomo de deuterio en el metilo B (Esquema 27).

K o)

0]
A
L CH2—>

coch3
102

R=-HNC(O)CH,OPh

CH, D0

-
H,0

L A _

Esquema 27
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Estos resultados indican la existencia de un equilibrio térmico entre el sulfoxido
y el &cido sulfénico, ya que en presencia de D2O se produce un intercambio hidrogeno-
deuterio en el 4cido sulfénico con la consecuente incorporacion de deuterio en el grupo
metilo 3 del sulfoxido.

Una vez obtenidos los disulfuros 99, 100 y 101 se hicieron reaccionar con 1,2
equivalentes de cloruro de sulfurilo (C2SO2),%* en presencia de tamices moleculares y a
—40°C durante 1 hora, este procedimiento permite le reconstruccion del anillo de
tiazolidina para dar el 6,6-dibromo-2f3-clorometilpenicilinato (104), el 6o—bromo-2f3-
clorometilpenicilinato (106) y el 6a—cloro-2[3-clorometilpenicilinato (108) (Esquema
28). Estos derivados unido a la resina de Merrifield fueron sometidos a la reaccion de
ruptura con cloruro de alumnio. Los acidos asi obtenidos fueron esterificados con
diazometano, obteniendose los ésteres metilicos 110, 112 y 114.

Posteriormente se trataron los disulfuros 99, 100 y 101 con bromo y acetamida
(1,2 eq.) a temperatura ambiente durante tres horas en vistas de obtener los derivados
2p3—bromometil sustituidos. El tratamiento del 6,6-dibromo disulfuro 99 luego de la
reaccion con bromo, separacion de la resina y esterificacion, condujo a la obtencion del
6,6-dibromo-23—bromometilpenicilanato de metilo (111). En cambio, la reaccién del
6a—bromo-disulfuro 100 condujo a la obtenciéon de la mezcla de 6a—bromo-2f3-
bromometilpenicilinato de metilo (113) y el 6a—bromo-2f3-clorometilpenicilanato de
metilo (112), lo que fue corroborado por el espectro de RMN de 'H de los ésteres
metilicos que se obtuvieron luego de tomar una alicuota de la resina, someterla a la
ruptura con cloruro de aluminio y efectuar su posterior esterificacion con diazometano.
La obtencion del compuesto 112 puede deberse a la presencia de una fuente de iones
cloruros en el medio de reaccion, tal vez provenientes del diclorometano utilizado como
solvente de la reaccion.

Por tltimo, la utilizacion de 6a—cloropenicildnico-disulfuro 101 como material
de partida, no condujo a la obtencion de 6a—cloro-2f3—bromometilpenicilanato de
metilo (115).

De acuerdo al mecanismo generalmente aceptado,®3 la ciclacion procede a través
de un haluro de episulfonio C, el cual podria generarse por ataque del doble enlace
sobre el azufre en B. El episulfonio C es luego abierto por el ataque nucleofilico del
anion haluro para dar las penicilinas 6a—halo o 6,6-dihalo-23—halometil sustituidas
unidas a la resina de Merrifield 104, 105, 106, 107 y 108 (Esquema 28).
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Y /<,N Y
o— S—|S S Cl,S0, -40°C Xo— S—|Z
—_—
IS - L
", Br, acetamida -

O

H . -,
C. T.Amb.
@ o 0~ Q
99 X=Br,Y=Br Z=Cl o Br
100 X=H, Y=Br - -
101 X=H, Y=CI

-

H ¢
o oD
104 X=Br Y=Br, Z=Cl
105 X=Br Y=Br, Z=Br L a
106 X=H, Y=Br, Z=Cl Z=Cl oBr
107 X=H, Y=Br, Z=Br
108 X=H, Y=Cl, Z=Cl
109 X=H, Y=CIl, Z=Br

DAICly/ CH;NO,  Xm—i S\ rZ
Cl,CH, N/

o
2)CH,N,/CL,CH, CO,CH;4

110 X=Br Y=Br, Z=Cl
111 X=Br Y=Br, Z=Br
112 X=H, Y=Br, Z=Cl
113 X=H, Y=Br, Z=Br
114 X=H, Y=CIl, Z=Cl
115 X=H, Y=Cl, Z=Br

Esquema 28

La estereoquimica del episulfonio C se asume [, lo que podria explicarse de la
siguiente manera: frente al ataque del doble enlace al azufre en B, el &tomo de halogeno
puede salr con mayor faciidad por la cara o de la molécula, menos mmpedida
estéricamente, favoreciendo la formacion del B episulfonio.

En la tabla I se muestran los rendimientos de los 2[—halometil derivados

obtenidos luego de su purificacion por cromatografia en columna. Los compuestos
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fueron identificados por RMN de 'H, RMN de '3C, LR y espectrometria de masa y en

algunos casos por analisis elemental.

Tabla I 2—halometilpenicilinas obtenidas utilizando resina de Merrifield como soporte sélido.

COMPUESTOS REND. PRODUCTO REND.
Br f Br o
Br=T ] Cl Br =S Br
i’ CO,CH, © i’ Co,CH,
(110) (111)
Br H Br H
Hj;rs Cl Hj;"s Br 47 %
0 N7>/r 48 % 0 N% en mezcla
‘CO,CH “CO,CH
s Ho R 113-112
(112) (113) (~1:2)
Cl H
o) N7>r 54 %
u’ “co,cH,
(114)

El rendimiento total de la secuencia sintética se determiné en funcién de la carga
original de la resina de partida. La carga tedrica de la resina en cada paso de sintesis va
variando en funcidn de la ganancia o la pérdida de masa unida al soporte solido.

La carga tedrica de la resina se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:®>

carga teorica carga de resina de partida (mmol/g)

de laresina ™ . .
1 + (carga res. de partida en mmol/g x peso ganado o perdido en_g/mol res)

1000
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111.1.2.4b-Penicilinas 2B —heterocicliltiometil sustituidas

Otro grupo de penicilinas 2B—metil sustituidas de mterés biologico son las
2B —tiometil sustituidas.

En 1988 Torii y col reportaron la introduccion de tio sustituyentes en el metilo
de configuracion B de penicilinas.®® En 1993 Von Daehne y col. informaron la sintesis
de varios 4cidos 2B —heterocicliltiometil penicildnicos en solucion.’”

Teniendo en cuenta los antecedentes de estas modificaciones para reacciones en
solucion, se puso a punto la técnica para generar una biblioteca con penicilinas
2pB—tiometil sustituidas. Estas reacciones fueron realizadas sobre el 6oa—cloro y 6,6-
dibromopenicilanato unido a la resina de Merrifield 90 y 91, respectivamente (Esquema
26). En primer térmmno se efectud la reaccion de oxidacion a los correspondientes
sulfoxidos 96 y 98 en condiciones similares a las descriptas anteriormente. El posterior
reordenamiento térmico de los disulfiros para obtener los 6o—halo y 6,6 dihalo-
2B —heterociclitiometil penicilanatos nmovilizados con la resma de Merrifield (118 y
119), se logra en presencia de catilisis acida utilizando el 4cido p-toluensulfonico (p-
TsOH)®® (Esquema 29).

Con el proposito de obtener una biblioteca de compuestos modificados en esta
posicion, se utilizaron diferentes tioles heterociclicos. Una vez obtenidas las penicilinas
2B —tiometil sustituidas fueron tratadas con AICI3 en CH3NO:2 y luego esterificadas con

CH2N2 para obtener los ésteres metilicos correspondientes (Esquema 29).

(0]
Y H § Y Y H
A : S—S-Het . =S -
X , HSHet X | p-TsoH X g STHet
N e, E—— N\)\ E— N “
(0] .""C Tol. ref. 0 ""C Tol. reflujo 0 "'/,C
H O// \O/] o \O/\® H O// \O/®
118 X=Br,Y=Br
96 X=Br, Y=Br 116 X=Br,Y=Br 119 X=H, Y=C1
98 X=H, Y=CI 117 X=H, Y=CI

1-AICly/CH3NO, | 2-CH,N,,
CH,Cl, CH,Cl,

Y H

Xj;i/s S—Het

0
i CO,CH,

120 X=Br,Y=Br
121 X=H, Y=Cl

Esquema 29
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De acuerdo a lo reportado por Alpegiani,®® se ha postulado que durante el
reordenamiento catalizado por &cido se formaria un “anhidrido mixto” (D) a partir de
los disulfuros 116, 117 y el catalizador, con liberacién del heterociclil-tiol. El grupo p-
toluensulfonato, en D, debido a su tamafio sale de la molécula por la cara o (menos
mpedida) formando estereoselectivamente el episulfonio 3 (endo) (E). Luego E sufie el
ataque nucleofilico del heterociclil-tiol, haciendo que la reaccion evolucione hacia los

productos cinéticos, las penicilinas 2 —tiometil sustituidas (Esquema 30).

Y Y H :\ n
B S/S‘Het

Y
S— o SOCH T a8
»-TsOH ‘;]/:y 3 Xj;r / ,./
N\/‘\ Tol. ref. —> o N
; o
// H 7N

L D _ L E
116 X=Br,Y=Br \

117 X=H, Y=CI

Xj;'/ S S—Het
Y= HS—Het N%
A

118 X=Br,Y=Br
119 X=H, Y=Cl

Esquema 30

La tabla II muestra las penicilinas 2P —tiometil sustituidas obtenidas con sus
rendimientos totales (basados en la carga iicial de la resina de Merrifield) aislados
luego de cromatografia en columna. Se determinaron sus estructuras por espectroscopia

RMN de 'Hy RMN de 13C, LR, analisis elemental y espectrometria de masas.

Tabla II Penicilinas 23 —Heterocicliltiometil sustituidas obtenidas utilizando resina de

Merrifield como soporte sélido.

HS-Het PRODUCTO REND.
Br S
< e
s \ N N 52%
O TO,CH;

2-benzotiazoltiol
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1-metil-tetrazoltiol
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Br S OEt
N/ ™ N 44 %
O
Br : S S‘<\ I
N " N Ph 48 %
l:?»r /N
Br T S S-<
N O 49%

Br /N
Br=T 5 S-< j'
N S 48%

N
S Ve a 55%
N ",// N

Cl S
Ty
N “, N 36%

42 %

Capitulo II: Sintesis y discusion de los resultados



67

Cl 0-__Ph
HS‘<O " B I
}\I | N/ N7 py 33%
Ph © TO,CH;
4,5-difenil-2-oxazoltiol 121c
Cl N
N T A0
Hs~</ j@ Nf 0 35%
O (0] P
CO,CH;
benzoxazoltiol 121d

II1.1.2.5-Modificaciones en la posicion 1 del nucleo penam

Existen numerosos métodos para lograr la oxidacion de penicilinas a sus
respectivas sulfonas en solucion, uno de ellos es la oxidacion con oxone en presencia de
alimina himeda,?® otro es la utilizacion de permanganato de potasio en un sistema
bifisico con catalizador de transferencia de fase.””

Al escoger un método a utilizar, se debe tener en cuenta que el mismo se adapte a
al soporte solido utiizado y las condiciones generales de trabajo en quimica en fase
solida. Particularmente, solventes polares no permitirdn el buen hinchamiento de la
resina.

Teniendo en cuenta que la oxidacion del atomo de azufre para la obtencion de los
sulfoxidos 96, 97 y 98 se realizd sin inconvenientes utilizando 1,5 equivalentes de acido
meta-cloroperbenzoico (m-CPBA), pensamos que aumentando los equivalentes y el
tiempo de reaccion podriamos efectuar la oxidacion del azufre de la posicion 1 a

sulfona.®!

I11.1.2.5a-Sulfonas de Penicilinas 23 —halometil sustituidas

Los compuestos 104 y 105 fueron sometidos a oxidacion variando la cantidad de
equivalentes de m-CPBA y aumentando el tiempo de reaccion hasta lograr la obtencion

de las sulfonas deseadas 122 y 123 (Esquema 31).
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NG 1)-AICL/CH3NO,

S

—|/ Z —r Z
j Nf m-CPBA 12 m-CPBA 12.cq. j Nf CH,Cl,
o] H ’-—,,C 96 h. Lamb, o] n "—,,C 2) CH,Cl,/CH,N,

720 // N

TP -

104 X=Br Y=Br, Z=Cl 122 X=Br Y=Br, Z=Cl 0
105 X=Br Y=Br, Z=Br 123 X=Br Y=Br, Z=Br : N\

pieg

H "Co,CH;

124 X=Br Y=Br, Z=Cl
125 X=Br Y=Br, Z=Br

Esquema 31

Antes de encontrar la concentracion de oxidante y el tiempo de reaccion
adecuados, se realizaron varias pruebas en diferentes condiciones, los compuestos
obtenidos se monitorearon en fase solida por andlisis de espectroscopia infrarroja. Se
esperaban bandas de absorcién debidas al grupo sulfona a 1350-1310 cmr! y 1160-1120
cnr! claramente diferentes de las bandas debidas a sulfoxidos entre 1060-1040 cmr!.

Fueron necesarios 12 eq. de m-CPBA durante 96 h a temperatura ambiente para
obtener exclusivamente las sulfonas 122 y 123. Las mismas fueron sometidas a la
accion del AICL disuelto en CH3NO2/DCM anhidro y luego esterificadas con CH2N2
obteniéndose los ésteres 124 y 125, con rendimientos globales, aislado después de
purificacion por columna cromatografica, de 41% y 30% respectivamente. Las
estructuras fueron corroboradas por espectrometria de masa, y por espectroscopia de
RMN de 'Hy RMN de 13C.

Dado que en solucion hay antecedentes de la oxidacion del atomo de azufre del
anillo tiazolidina sin modificar el estado de oxidacion de los demas atomos de azufie de
penicilinas 2B —heterociclitiometil sustituidas decidimos intentar la oxidacion de tales
derivados.

Se efectud la oxidacion el acido 6,6-dibromo-2B—benzotiazolpenicilanico unido

a Merrifield (118a) utilizando las condiciones de reaccion anteriormente descriptas
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(Esquema 32) pero, atn variando las condiciones de reaccidbn en ningin caso se logrd

obtener la sulfona esperada 127, luego de la separacion de la resina.

,C

/

118a O \O/\®

m-CPBA 12 eq.

O
Br \\S//O 5
. s
'_N "’/

(0) ',C
728N

126 © 0/\®

1) AIC13/CH;NO,
CH, Cl,

2) CH,N,
CH,Cl,

Y

r s
Br —l‘ N\

S /

TO,CH;
127

Esquema 32

El espectro de RMN de 'H del compuesto obtenido después de la separacion de

la resna y posterior esterificacion con diazometano, no nos permite determinar

fehacientemente el compuesto obtenido, pero podriamos pensar que se produciria

también la oxidacion de alguno de los 4tomos de azufre del tioheterociclo unido a la

posicion 2 —metil.

Capitulo II: Sintesis y discusion de los resultados



70

I11.1.3-Modificaciones de penicilinas usando resinas de Wang

II1. 1.3.1-Inmovilizacion del nicleo penam a la resina de Wang utilizando el

reactivo de Mukaivama

La resina de Wang (9) posee un ligando no mtegral que como se expuso en la
mtroduccion, posee la ventaja de controlar mejor la sintesis y disminuir los efectos
estéricos y electronicos. Otra ventaja a destacar es la posibilidad de controlar la sintesis
realizando andlisis espectroscopicos de RMN de 3C en fase gel, dado que se pueden
determinar las sefiales debidas al 4-(hidroximetil)fenoximetil-poliestireno (resina de
Wang)** y evaluar de este modo las sefiales restantes.

La resina de Wang con el ligando alcohol p-alcoxibencilo’? fue desarrollada para

la unidén con acidos carboxilicos (Esquema 33).

O
OH 0 0" Ng
o L o
HO R
—_—
DIC/DMAP
Resina de Wang (9)

10%TFA/DCM

Esquema 33

Existen varios métodos de unién de la resina de Wang a un 4cido carboxilico,
sendo el mds comin la utilizacion de disopropilcarbodimida (DIC) o
diciclohexilcarbodimida (DCC) en presencia de 4-dimetilammopiridina (DMAP) en
condiciones cataliticas.’?> Este método fue empleado en nuestro laboratorio conduciendo
a resultados variados y poco satisfactorios, por lo que se decidid6 buscar nuevas
alternativas de union.

En este trabajo de tesis se ha desarrollado un nuevo método que no tiene

antecedentes en la literatura, para la mmovilizacion micial del &cido penicilanico a la
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resina de Wang. El mismo consiste en la utilizacion del reactivo de Mukaiyama (yoduro
de 2-cloro-1-metil-piridinio) (130) para activar el acido carboxilico (Esquema 34).

Con el fin de optimizar las condiciones de acoplamiento del acido penicilanico a
la resina de Wang, se probaron distintas variables, como tiempo y temperatura, distintos
solventes y distintas cantidades de reactivos. Los resultados se presentan en la Tabla III,

se logré una muy buena optimizacidn llegando a valores de incorporacion del 100 %.

Tabla III
Reactivo de Acido %
Mukaiyama | EtN penicilanico | Temp. | Solvente | Tiempo | incorporacion
(82) a la resina (*)
2 eq. 2 eq. 2 eq. reflujo CHCB 2h 30 %
2 eq. .2 eq. 2 eq. reflujo CHCBE 4h 10 %
4 eq. 4 eq 4eq reflujo CHCBE 4h 16 %
4 eq. 4 eq. 4 eq. T°. amb | CH2Ch 24 h 60 %
4 eq. 6 eq. 4 eq. T°. amb | CH2Ch 48 h 100 %

(*) Basado en el incremento de masa de la resina luego de la reaccion.

@ n

(CH;CH,);N, CH,Cl,

COZH resina de Wang (9) 0
86 X=H, Y=Br 132 X=H, Y=Cl
' 133 X=H, Y=Br
Esquema 34
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CH O 1T
134 CH;
131 X=Br, Y=Br 0)
132 X=H, Y=Cl @ o
133 X=H, Y=Br )
Esquema 35

El mecanismo propuesto para la mmovilizacion del acido penicilinico con la
resma de Wang se muestra en el Esquema 35. El mismo sugiere como resultado final
una sustitucidon nucleofilica aromatica con asistencia de la base EtsN, a través de un
proceso de adicion elimmnacion para formar el intermediario activado (F), y en un
segundo paso el ataque nucleofilico del oxidrilo de la funcion alcohol de la resina de
Wang sobre el carbono carbonilico del acido penicilanico con eliminacion de 1-metil-
piridinona (134).

Las reacciones sobre el anillo penam unido a la resma de Wang se pueden
monitorear cada una por separado sin tener que separar el compuesto del grano de resina
utilizando espectroscopia infrarroja y fundamentalmente RMN de '3C en fase gel. Esto
resulta significativo dado que podemos verificar la obtencion del producto sin separarlo
de la resina.

En la Figura 15 se representa el espectro de RMN de '3C en fase gel del
6a—bromopenicilanico (133) unido a la resma de Wang, donde se pueden apreciar
sefales caracteristicas del derivado penicilanico, particularmente las correspondientes a
los metilos C-9 y C-10 y de los atomos de C-5 y C-6 que se encuentran en zonas en las

que no aparecen las sefiales de la matriz polimérica.
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Figura 15

De esta manera, se constatd la union del compuesto a la resina lo que nos
permitid continuar con nuestro trabajo de sintesis.

La mmovilizacion con la resina de Wang se llevdo a cabo sobre los acidos 6,6-
dibromopenicilanico (82), 6o—cloropenicilainico (85) y 6a—bromopenicilanico (86).
Respecto al uso del reactivo de Mukaiyama como activante para la union de acidos
carboxilicos a la resima de Wang, podemos decir que el trabajo realizado nos ha
permitido desarrollar un método alternativo eficiente para producir tales uniones, las

que no siempre dan rendimientos aceptables con los métodos tradicionales.
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I11.1.3.2-Separacion_de derivados de penicilinas de la resina de Wang usando TFA

El 4cido forma una unidn éster con la resina, que es susceptble al ataque
nucleofilico, por lo que este ligando puede ser considerado Iabil en condiciones basicas,
por ejemplo el compuesto 128 (Esquema 36) puede ser tratado con NaOMe”? o
TEA/MeOH/KCN* para dar el metil éster. La posicion bencilica, rica en electrones es
también susceptible a la ruptura oxidativa.®> °¢ También ha sido reportado, que el m-
CPBA®7 puede usarse para dicha ruptura. Otra alternativa que da buenos resultados es el
AICL.

En nuestro caso hemos utilizado 4cido trifluoracético (TFA) en DCM al 10%°8
dado que es un reactivo accesible y la reaccion se lleva a cabo en pocos minutos a
temperatura ambiente con rendimientos cuantitativos.

Como se ha indicado en Ia introduccion, en la resina de Wang el carbocation 135
estd estabilizado por la presencia del oxigeno en posicion para (136), con lo cual la
ruptura se logra usualmente en concentraciones de 10-30% de TFA/DCM liberando el
producto como acido (137) (Esquema 36).

0)
o-~r (on
0 0 oL
P H o,
128
135
R=Nucleo penam

modificado

A5 -
@Cf ST g
o — ¢V

Esquema 36
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1I1. 1.3.3-Modificaciones en la posicion 23 —metil del nicleo penam

Luego de mmovilizar el anillo penam a la resina de Wang (compuestos 131, 132
y 133) y verificado tal acoplamiento en el espectro de RMN de '3C fase gel, se paso a la
segunda etapa de la sintesis, la obtencion de los sulfoxidos 138, 139 y 140 utilizando
1,5 eq. de m-CPBA. Cabe sefialar que estos compuestos son estables y pueden
guardarse a temperatura ambiente por un largo periodo de tiempo, resultando esto
mteresante, debido a que se pueden preparar como material de partida en cantidades

suficiente (Esquema 37).

O//C\OPO ()// (@)
131 X=Br, Y=Br o 138 X=Br, Y=Br QO
132 X=H, Y=CI @ 139 X=H, Y=CI @

133 X=H, Y=Br 140 X=H, Y=Br

Esquema 37

El espectro de RMN de '3C en fase gel del sulfoxido del 6a—cloropenicilanico
unido a la resna de Wang (139) nos indica que se trata de una mezcla de ay
B sulfoxido (Figura 16).

Las asignaciones de los desplazamientos quimicos de RMN de '*C para los
distintos atomos de carbonos de los oy B sulfoxidos del 6a—cloropenicilanico unido a
la resina de Wang (139) (tabla IV) concuerdan con los valores respectivos de los oy
B sulfoxidos del 6,6-dibromopenicilanato de pivaloimetilo reportado por el Dr.
Belinzoni, D. en su tesis doctoral.?®

Tabla IV

C9 C10
a sulfoxido | 14.06 | 20,9

B sulfoxido | 17,9 |19,6
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Figura 16

Harrison y Hodge,'%° muestran el comportamiento de los desplazamientos que
experimentan las sefales del nucleo penam a lo largo de la serie de transformaciones:

Como dato interesante mostraremos el analisis realizado de estos
desplazamientos quimicos para el 6,6 dibromopenicilanato de metilo con distintos

estados de oxidacion del atomo de azufre (Figura 17).
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Figura 17
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Harrison y Hodge proponen su aplicacion para asignar la configuracion del
atomo de azufre en los sulfoxidos, utilizando para ello los desplazamientos quimicos de
los metilos geminales que, como se ve en la figura 17, sus sefales se hallan a campos
mas altos en el oy B sulfoxido con respecto al sulfuro, mientras que en el caso del
B sulféxido ambos metilos estdin mas proximos entre si que en el a sulfoxido y en el
sulfuro.

De este analisis podemos deducir que, en el caso del compuesto 139 el resultado
es una mezcla de oy P sulfoxido donde el B sulfoxido es el producto mayoritario a
juzgar por el tamafio de los picos de los metilos geminales (Figura 17). Esto concuerda
con lo esperado para este tipo de estructuras ya que, el sustituyente voluminoso en C-6
y de orientacion o favoreceria, por efecto estérico, la entrada del m-CPBA por la cara
B de la molécula.

De acuerdo a estudios previos en solucion la formacion de una mezcla de
sulfoxidos no afecta las reacciones posteriores ya que ambas sufien de igual manera el

reordenamiento térmico que genera las 2 —halometil penicilinas.

II1. 1.3.3a-Penicilinas 23 —halometil sustituidas

Una vez obtenido los sulfoxidos, el siguiente paso fue estudiar la posiilidad de
obtener los derivados 2 —halometilpenams unidos a resina de Wang.

Las modificaciones realizadas en la posicion 23—metil del nicleo penam, unido
a la resna de Wang, se realizaron teniendo en cuenta los datos reportados en la
literatura para fase homogénea.!®! Estas reacciones fueron realizadas al comienzo de
este trabajo de tesis y los resultados obtenidos luego de optimizar y ajustar las
condiciones para fase solida, se tomaron como base para las modificaciones utilizando
la resina de Merrifield como soporte sélido (ver pag. 60).

Teniendo en cuenta los reportes en quimica en solucion,'®! en un principio se
siguid una técnica que consistia en el tratamiento a refluyjo con tolueno de 4 equivalentes
de 2-benzotiazotiol durante 4 h, seguido del agregado de cloruro de sulfurilo. Luego de
separar de la resina con 10% de TFA en DCM vy esterificacion con diazometano se

obtenia una mezcla 1:1 del producto deseado, 2P—clorometi derivado 110, y
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2 —(benzotiazo-2-i)tiometil penicilina 144 con un bajo rendimiento global (Esquema

38). A raiz de este resultado se decidié investigar sus razones.

. HS%S]@ o D

Br 3 B
4Eq. S N r
e e 0
N—/ “, tolueno ref. 4 hs. N\)J\ N ., N
O P 0) - + 0O / 4

O/:’C'O“Q ;C‘O‘Q -0
138 Ob 141 © Ob T o \Qo
@
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Br Br
S
Br'" S Cl Brn- S S‘<\ D
N .""/ N .""/ N
(0] B + O B

1-TFA
2-CH,N,/CH,Cl,

Br Br
S S
N~ N ) N, N
- -
O// OCH3 O//C OCH3
110 144
Esquema 38

El espectro en fase gel de RMN de '*C de la resina antes de la adicion del
cloruro de sulfirilo mostrd6 la presencia del disulfuro 141 junto con el
2B —(heterocicli)tiometil derivado 142. Esto puede ser explicado por una prematura
liberacion del 2-benzotiazoltiol del disulfuro, conduciendo a la formacidn del
episulfonio C, el cual luego sufie el ataque nucleofilico del anidon del 2-benzotiazoltiol

para dar el 23—metil derivado 142 (Esquema 39).
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El mecanismo descripto en el Esquema 39 es muy similar al de formacion de los
derivados 2B—(heterociclil)tiometil mostrado en el Esquema 30, sin embargo no existen
antecedentes en quimica homogénea de la formaciéon de derivados del tipo 142 en las
condiciones utilizadas por nosotros. Estos compuestos, en quimica en solucion, se
obtienen bajo catélisis de p-TsOH o cuando existe una congestion estérica en posicion 6
de manera que la formacion del derivado 2B —(heterociclilitiometil a partir del disulfuro
libera tal congestionamiento.®® Ninguno de estos dos casos se presenta en nuestra
reaccion. Por supuesto, hasta nuestro trabajo no existian antecedentes de esta reaccion

en quimica sobre soporte solido.

Br &’ S S
19 R igats
N —_— N/~ N
_ g 7
-

e H ’/'C A
0 ne
141 0O o i c X | 42 O o

Esquema 39

En funcion de estos resultados se reexaminaron las condiciones de reaccion
cuidadosamente, variando la temperatura, solvente y equivalentes de 2-benzotiazoltiol.

Cuando se trabaja en benceno a refluyjo durante 12 h y 1,5 equivalentes de 2-
benzotiazoltiol, se encuentra que se forma exclusivamente el disulfuro 141 (Esquema
40). Esto indica que a esa temperatura (80 °C) no se produce la termolisis que lleva a la
formacion del compuesto 142. Es interesante destacar que, en quimica en solucion, la
sintesis de disulfuros del tipo de 141 es usualmente bastante engorrosa en cuanto a la
purificacion del producto. Generalmente son necesarias al menos dos purificaciones por
columnas cromatograficas para eliminar los subproductos generados por el reactivo 2-
benzotiazoltiol. En el caso de la resina 141, las impurezas son eliminadas por simple
filtracion, lo cual implica una ventaja extra de esta metodologia.

Una vez lograda la formacion exclusiva del disulfuro 141 se tratd con cloruro de
sulfurilo en diclorometano a —40°C y, luego de separar la resina con TFA al 10% y

esterificar con diazometano, se comprob6 la formacion del 2f—clorometil penicilina
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110. Sin embargo, el rendimiento global fue muy bajo (<10%), probablemente por una
prematura ruptura de la resma de Wang debida a la generacion de HCI en el medio

durante la reaccidn con cloruro de sulfurilo.

Br % S_<\

S
Br J/ _2BTT(15¢q)  Br CIZSOZ DCM \>f
N “ benceno ref. 12 hs. \)I\
o “ T awoc
R 0 -0
138 ¢ g
02 02 Oa@
1)TFA/DCM 10%
2) CH,N,/DCM

Br

S
Br \>'/Cl
N—/ ™

o 3
CO,CH,
110

Esquema 40

Ante esta perspectiva se dej6 de lado la sintesis de 2P —halometilpenicilinas

utilizando resina de Wang como soporte solido. Sin embargo, las condiciones
optimizadas fueron aplicadas a la sintesis de estos compuestos unido a la resina de

Merrifield (Ver Pag. 60)

I11.1.3.3b-Penicilinas 23 —Heterocicliltiometil sustituidas

Los sulfoxidos 138 y 139 unido a la resima de Wang, se trataron con distintos
heterocicliltioles en tolueno a reflyjo y acido p-TsOH (cuidadosamente en cantidades
cataliticas, dado que el pKa de éste acido es similar al del trifluoracético y podria
desprenderse compuesto de la resina), dando los compuestos 142 y 146 a partir de los
disulfuros 141y 145 (Esquema 41).
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Esquema 41

A modo de ejemplo presentamos la reaccion del sulfoxido del
6a—cloropenicildinico unido a la resina de Wang (139) para dar la penicilina 6a—cloro-
23—4,5-difenil-oxazol-2-il-tiometil unida a la resina de Wang (146¢). La reaccion se
lleva a cabo en las condiciones ya descritas, en presencia de 4,5-difenil-2-oxazoltiol. En la
Figura 18 se muestra el espectro de RMN de '3C en fase gel del producto de la reaccion,
donde se puede apreciar una sefial para el metileno de configuracion 3 que se encuentra
a 46,3 ppm, quedando una sefal a 22,9 ppm correpondiente al metilo de configuracion
o.

Una vez obtenidos las penicilinas 2 —tiometil sustituidas sobre soporte solido se
las trato6 con TFA/DCM 10% y luego se los esterific6 con CH2N2 para obtener los

correspondientes ésteres metilicos 120, 121 (Esquema 41).
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La tabla V muestra las penicilinas 2f—tiometil sustituidas con sus rendimientos
totales aislados después de la cromatografia en columna (basados en la carga inicial de
la resina de Wang), se determinaron sus estructuras por espectroscopia RMN de 'H y

13C, LR, espectroscopia de masa y analisis elemental.

Tabla V. Penicilinas 2 —Heterocicliltiometil sustituidas obtenidas utilizando resina de

Wang como soporte solido.

HS-Het PRODUCTO REND.
- <1
<1 7 DA
2-benzotiazoltiol COQCH;
120a
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Como se observa en la tabla V, se lograron obtener, en varios casos, mayores

rendimientos que los logrados con la resina de Merrifield.

II1.1.4-Modificaciones de penicilinas usando resina JandaJel

II1.1.4.1-Inmovilizacion del nicleo penam a la resina JandaJel

Como indicamos anteriormente, la resina Janda Jel (Figura 3) es una alternativa
interesante para la sintesis en fase sélida de compuestos de interés biologico, ya que es
una resina de poliestireno entrecruzado con 1,4-bis(vinifenoxi)-butano, lo cual aumenta
al doble su capacidad de “hinchado” respecto a las resinas comunes. Este aumento en la
capacidad de hinchado implica un mejor contacto entre los reactivos y el sustrato unido
a la resina. La carga de la misma depende del lote particular que se utilice, en nuestro
caso utilizamos un lote cuya sustitucion era de 0,575 mmoles/g.

La resna JandaJel posee una funcionalidad clorometilo, por lo que, para la
unién con el nicleo penam modificado en posicion 6, la estrategia empleada fue similar
a la utilizada para la resma de Merrifield, si bien se realizaron algunas pequefias
modificaciones que consistiecron en aumentar 0,5 equivalentes las cantidades de acido
penicilanico y de KF. De esta manera, el procedimiento comienza con la suspension de
la resina JandalJel en DMF vy la agitacion de la mezcla durante media hora a temperatura
ambiente; luego se agregan 2 equivalentes de acido penicilanico y 2 equivalentes de KF,
se calienta a 60°C y se deja agitando durante 24 h. Este procedimiento se llevd a cabo
con los acidos penicilanicos 82, 85 y 86 para obtener las penicilinas inmovilizadas 147,
148 y 149 (Esquema 42).

Se calculd la cantidad porcentual incorporada a la resina y se obtuvieron valores

proximos al 100%.
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Esquema 42

La resina de JandaJel no pudo ser evaluada por RMN de '3C en fase gel como en
el caso de la resina de Wang debido a la superposicion de las sefales de ésta con las
sefales de los compuestos obtenidos, por tal motivo para verificar los resultados se
debi6 liberar los compuestos sintetizados de la resina y realizar la caracterizacion de los

mismos por las técnicas habituales de quimica en fase homogénea.

I11.1.4.2-Separacion de derivados de penicilinas de la resina JandaJel usando AICl;

La resna JandalJel utilizada tiene un ligando mtegral similar a la resina de
Merrifield lo que mmplica que requiere condiciones fuertemente acidicas para la
separacion al final de la secuencia sintética. Por esta razon, utilizamos AICI; disuelto en
nitrometano (CH3NO2) anhidro’® para desprender de la resina Jandalel todos los
derivados de penicilinas. Una vez removidos de la resina se trataron con diazometano
(CH2N2) para transformarlos en ésteres metilicos y proceder a su purificacion por

cromatografia en columna.

I11.1.4.3-Modificaciones en la posicion 23 —metil del niacleo penam

Las modificaciones realizadas en la posicion 2—metil del nicleo penam, unido
a la resina Jandalel se realizaron en condiciones similares a las realizadas al anillo

penam unido a las resinas de Merrifield y Wang (Esquema 43).

Capitulo II: Sintesis y discusion de los resultados



86

Y

X : S Het
;I;Q/ CPBA .2 eguw HS-Het (4 eq.) N\/
0°C 4 hs. C\ tolueno reflujo 4 hs. O P
h O/® p-TsOH (cat.) O//C \O/\Q
147 X =Br. Y =Br ISOX:BT,Y:BI ISZXZBT,Y:BY
148 X=H. Y = Cl 151 X=H, Y=Cl 153X =H, Y=Cl

1-AICL;/CH;NO,
2-CH,N,/CH,Cl,

@ = Resina JandaJel

Y

X . \S)/Het
N / I///

© TO,CH;

120 X =Br, Y =Br
121 X=H, Y=Cl

Esquema 43

Luego de la mnmovilizacion de los derivados de penicilinas a la resina Janda Jel
(compuestos 147 y 148), pasamos a la segunda etapa de la sintesis, la obtencion de los
sulfoxidos 150 y 151 utilizando 2 equivalentes de m-CPBA a 0° por 4h. Luego le
agregamos 4 equivalentes de los diferentes tiol heterociclos y cantidades cataliticas de
p-TsOH en tolueno a refluyjo durante 4 h. Una vez obtenidas las penicilinas 2 [3—tiometil
sustituidas se las tratd con AIClz en CH3NO:2 y luego se las esterifico con CH2N2 para
obtener los ésteres metilicos 120 y 121 (Esquema 43).

La tabla VI muestra las penicilinas 2 —tiometil sustituidas obtenidas con sus
rendimientos totales aislados después de la cromatografia en columna (basados en la

carga inicial de la resina de JandaJel).

Tabla VI Penicilinas 2B —Heterocicliltiometil sustituidas obtenidas utilizando resina
JandaJel como soporte solido

HS‘<\Zj© j;f f j© 55 %

TO,CH;

2-benzotiazoltiol 120a
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HS-Het PRODUCTO REND.
OEt
HS j@ f Ij 48 %
TO,CH;
6-etoxi-2-benzotiazoltiol
120b
6] Ph N I
\
HS~( I f < 20 %
N
Ph C0,CH;
4,5-difenil-2-oxazoltiol
120c¢
<1 T
HS
4 j@ ; f 10%
CO,CH;
6-etoxi-2-benzotiazoltiol
121b
s | I
HS
<\ I j/: f 21 %
TO,CH;
4,5-difenil-2-oxazoltiol
121c¢

Las expectativas planteadas mediante el uso de la resina JandaJel no resultaron
satisfactorias, puesto que los rendimientos de los compuestos obtenidos fueron menores
que los logrados con la resina de Wang y en la mayoria de los casos aun con la resina

Merrifield los resultados fueron mejores.
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IV.1.1- Condiciones generales.

Las reacciones en atmosfera merte se llevaron a cabo bajo atmosfera de nitrogeno
seco o de argdn de alta pureza.
Los solventes y reactivos se transfirieron con jeringa bajo presion de nitrdgeno
seco o argon de alta pureza.
Las soluciones se evaporaron a presion reducida en evaporador rotatorio. Restos de
solventes fueron eliminados mediante una bomba de vacio (< 5 mm de Hg).
Los criterios para determinar pureza en los productos fueron:
I- La aparicion de una tnica mancha en CCD en diversos sistemas de
solventes.
II- La presencia de las sefiales correspondientes a la estructura del
compuesto asignado por resonancia magnética nuclear de protones y de
carbono (RMN de 'Hy RMN de 13C).

II- El ntervalo del punto de fusion en el caso de muestras solidas.

IV.1.2- Datos fisicos.

Los puntos de fusion fueron determinados en un microscopio con platina
calefaccionada marca Emnst Leitz Wetzlar modelo 350 y se informan sin corregir.

Los espectros infrarrojos fueron registrados en un espectrometro FT IR Bruker
modelo IFS25 y en un espectrometro FT IR Shimadzu modelo 8101, empleando como
patron de calibracion la banda de 1604,4 cm!' del poliestireno, y los datos
espectroscopicos son reportados parcialmente. Las muestras solidas 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 Img de muestra
y 100 mg de KBr. Los aceites se determinaron puros, formando una pelicula fina (film)
soportado sobre dos pastillas de NaCl

Los valores de (v) se informan en cmx! para las bandas mas significativas.

Los primeros espectros de RMN fueron registrados en un espectrometro marca
Bruker modelo AC-200-E a 200,13 MHz ('H, usando la sefial del tetrametilsilano a 0 ppm,
como patron de referencia interno) y a 50 MHz (13C, usando la sefial del solvente CDCL; a
76,9 ppm, como patrén de referencia interno), los ultimos, realizados en un espectrometro

marca Bruker modelo Avance II de 300 MHz (para 'H, usando la sefial del
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tetrametilsilano a 0 ppm, como patron de referencia interno) y a 75 MHz ('3C, usando la
sefal del solvente CDCl3 a 76,9 ppm, como patron de referencia mterno), Las mediciones
se realizaron con la muestra disuelta en CDCls. Los espectros de RMN de 'H se
mformaron indicando los desplazamientos quimicos de las sefiales (8) y, a continuacion
entre paréntesis y en este orden, se detalld la multiplicidad de la sefial, las constantes de
acoplamiento (J), la integracién de la sefial y su asignacion. Los espectros de RMN de 13C
se mformaron indicando los desplazamientos quimicos de las sefales (0) y, a continuacion
entre paréntesis la asignacion. Los desplazamientos quimicos se informaron en unidades
de partes por millébn (ppm), relativas al patron de referencia (TMS) correspondiente y las
constantes de acoplamiento (J) en hercios. Las abreviaturas utilizadas para indicar las
multiplicidades de las sefiales fueron, s: singlete, d: doblete, t: triplete, c: cuarteto, dd:
doble doblete, m: multiplete. La abreviatura a, indica sefial ancha.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de !'3C reportados incluyen:
espectro totalmente desacoplado BB (Inglés: Broad Band) y espectros con intensificacion
sin distorsion por transferencia de polarizabiidad DEPT (Inglés: Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer) que permiten diferenciar carbonos cuaternarios,
metinicos, metilénicos, metilicos.

Los espectros de analisis elemental fueron realizados por la firma Atlantic
Microlab, Inc., Norcross, GA, U.S.A. Los espectros de masa fueron realizados en el
Servicio de Espectrosmetria de Masas Universidad de California Riverside, usando un
Espectrometro Micromass VG7070EHF y los andlisis de GC-MS fueron realizados en un
aparato Hewlett Packard 5898A.

IV.1.3- Cromatografias.

Las CCD se realizaron sobre placas comerciales de aluminio cubiertas con silica
gel Merck (60 F2s4) y se desarrollaron con sistemas de solventes adecuados a cada
muestra, se revelaron con lampara UV (254nm) y/o rociando con los reactivos reveladores
2% p-anisaldehido-4cido sulfurico en EtOH.

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron sobre silica gel Merck
60 H (malla 230-400), de acuerdo a la técnica de cromatografia “Flash” reportada por
Sitill. 102
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Las siembras se realizaron con solucion concentrada en diclorometano. Las
elusiones se realizaron con cantidades crecientes de acetato de etilo en hexano con ayuda

de presion de aire comprimido, salvo indicacion en contrario.

IV.1.4- Gases v Solventes Anhidros.

Los gases empleados (argdn, nitrégeno) fueron secados por pasaje a través de
tamices moleculares o alternativamente, de acido sulfirico concentrado.

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

Todos los solventes de reaccion fueron calidad “Pro andlisis” y en los casos
necesarios se sometieron a ulterior purificacion tal como se describe a continuacion, segun

los métodos de bibliografia.!03

Diclorometano anhidro: secado sobre CaCL y luego destilado sobre P20s bajo

atmosfera de nitrdgeno y almacenado en botellas herméticas sobre tamices moleculares
4A.
N.N-Dimetilformamida anhidra: secada sobre BaO, destilada a presion reducida y

almacenada en botellas herméticas sobre tamices moleculares 4A.

Metanol anhidro: El producto técnico, previamente destilado, fue tratado con
limaduras de magnesio hasta la formacion de metdéxido de magnesio, luego calentado a
reflujo durante 4 horas y destilando el producto a presion normal. El compuesto destilado
se guardd en envases herméticos sobre tamices moleculares 4A.

Tolueno anhidro: secado y almacenado sobre Na.

Trietilamma anhidra: destilada sobre CaH: y almacenada en botellas herméticas

sobre tamices moleculares 4A.

Cloroformo anhidro: Calentado a reflujo sobre P20s y luego destilado sobre el

mismo bajo atmosfera de nitrdgeno. Se conservd en envase hermético sobre tamices
moleculares 4A.

Benceno: secado y almacenado sobre Na.
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IV.1.5- Reactivos

A menos que se indique el procedimiento de preparacion, los reactivos utilizados

fueron comerciales.

IV.1.6- Metodologia general para el desarrollo de la sintesis en fase solida

Las reacciones en fase solida realizadas a temperaturas entre —10°C y temperatura
ambiente, se llevaron a cabo en cartuchos de polipropileno (Marca Supelco, Bellefonte,
PA, U.S.A.) equipados con un fitro del mismo material y un buzo para agitacion
magnética. Las reacciones que requieren refluyjo se llevaron a cabo en material de vidrio
convencional. En las reacciones en fase solida la agitacion magnética se llevd a cabo de la
manera mas lenta posible, para disminuir la destruccion mecanica de los granos de resina.
Aunque es una practica comin en sintesis en fase solida el realizar un “pre-hinchado” de
la resina agregandole el solvente unos 30 minutos antes del momento en el que se van a
agregar los reactivos, en nuestra experiencia esto no ha afectado la eficiencia o
rendimiento de la reaccion.

Para la realizaciéon de las pastillas de IR en muestras en las que el compuesto se
encuentra unido al soporte polimérico se usé una concentraciéon de 3 mg de resina y 100
mg de KBr. La filtracion de la resina se realizd colocando el cartucho de polipropileno en
un distribuidor de vacio (manifold, marca Watman), lavando con los solventes indicados
en cada caso. En la preparacion de las muestras para RMN de '3C en fase gel, se colocan
50-80 mg de resina en un tubo de RMN convencional y se agregan unos 0,5 mL de CDCl3
para obtener un gel el cual se homogeiniza por sonificacion. Los espectros fueron
realizados de acuerdo a la literatura.*

Las resinas utilizadas se adquirieron a Novabiochem (San Diego, CA, U.S.A.).

La carga teorica de la resina se determind asumiendo la completa conversion del

sustrato unido a la resina, y calculando de acuerdo a la siguiente ecuacion:®>

carga teorica carga de resina de partida

de laresina — ] ] )
1 +(carga de res. de partida x peso ganado o perdido en g/mol de la resina)

1000
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SECCION 2

RESULTADOS
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Parte Experimental

IV.2.1-Procedimiento general para realizar las modificaciones en el carbono 6 del

Nucleo penam

IV.2.2-Obtencion del acido 6,6-dibromo-2,2-dimetilpenam-3a—carboxilico

(Acido 6,6-dibromopenicilanico) (82)73

Br H
T aS
Br ,
:l/:N
0 7>/
H COzH
82

Se coloca en bafio de hielo un balon con 50 ml de CL.CHz, luego se agrega lenta y
secuencialmente bromo liquido (12 g 75 mmoles) y 20 ml de una solucién acuosa de
H2S04 2,5 N y NaNO2 (3,45g, 50 mmoles), la mezcla se agita hasta homogeneizar y se
agrega cuidadosamente el acido 6B—aminopenicildnico (6-APA) (5,4 g, 0,025 moles) en
una sola porcién, observando que la temperatura del sistema no sobrepase los 10°C, se
continfla la agitacion por 35 minutos al cabo de los cudles se agrega gota a gota una
solucion acuosa de bisulfito de sodio 1 M hasta total desaparicion del color del bromo,
(aproximadamente 40 ml). Se separan las capas organicas y acuosa y esta ultima se extrae
con ChCH2 se juntan las fases organicas y se lavan con solucion concentrada de NaCl (2
X 10 ml) liego se secan con Na>SO4 anhidro, se filtran y evaporan. Se obtiene asi el acido
6,6-dibromopenicilanico en forma de agujas marrones que se recristalizan con agua, se
obtienen 7,8 g de un soOlido cristalino con un rendimiento del 85,7 %. Los datos

espectroscopicos coinciden con los citados en la literatura.

Caracterizacion: Soélido cristalino P.F= 144-146 °C

IR: (KBr): 1790 cmr! (B—lactama), 1745 cm! (carbonilo del 4cido)
RMN 'H: (CDCh) & = 1,56 (s, 3H, Me o), 1,65 (s, 3H, Me B), 4,58 (s, 1H, 3-H),
5,78(s, 1H, 5-H).
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IV.2.3-Obtencion del acido 6 a.—cloro-2,2-dimetilpenam-3a.—carboxilico

(acido 6a —cloropenicilanico) (85)

cl H
T aS
H .
:I/:N
0 7>/
H COzH
85

En una mezcla de 60 ml de MeOH, 10 ml de agua y 6 ml de HCI concentrado se
agregan 420 mg de NaNO: en bafio de hielo, se agita unos minutos y se agrega (1 g, 3,29
mmoles) de 6-APA. Se continia agitando durante 2 horas a temperatura ambiente. Pasado
ese tiempo se agregan 30 ml de CI3CH, se trasvasa a una ampolla de decantacion, la capa
acuosa se extrae con ChCH (2 X 20 ml), se secan las fases organicas con Na2SO4 anhidro,
se filtra y evapora el solvente. Se obtienen asi 0,87 g de un aceite de color amarillo: el

acido 6a.—cloropenicilanico (85).

Caracrterizacion:

IR: (film) 1788 cmr! (B—lactama), 1745 cnr! (carbonilo del acido).

RMN 'H: (CDCh) 6 1,57 (s, 3H, Me a); 1,64 (s, 3H, Me B); 6,22 (s, IH, COOH);
4,77 (d, 1H, J= 1,45 Hz, 6B H); 5,33 (d, 1H, J=1,45 Hz, 5a H); 4,63 (s, 1H, 3-H).

IV.2.4-Obtencion del acido 6o—bromo-2,2-dimetilpenam-3 o —carboxilico

(acido 6o.—bromopenicilanico) (86) 74

Br H
T _aS
H .
:l/:N
0 7>/
g~ CO,H
86

En una mezcla de 60 ml de MeOH, 10 ml de agua y 6 ml de HBr concentrado se
agrega 420 mg de NaNO: en bafio de hielo, se agita unos minutos y se agrega (1 g, 3.29
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mmoles) de 6-APA. Se continlla agitando durante 2 horas a temperatura ambiente, pasado
ese tiempo se agregan 30 ml de CI3CH, se trasvasa a una ampolla de decantacion, la capa
acuosa se extrae con ChCH (2 X 20 ml), se secan las fases organicas con Na2SO4 anhidro,
se filtra y evapora a presion reducida el solvente. Se obtienen asi 0,989 g de un aceite de
coloracion verde: el acido 6a—bromopenicilanico (86), con un rendimiento de 62,3 %. Los

datos espectroscopicos coinciden con los reportados en la literatura.

Caracterizacion:

IR: (flm); 1788 cmr! (B—lactama), 1745 cmr! (carbonilo del acido).

RMN 'H: (CDCh) & 1,56 (s, 3H, Me a); 1,65 (s, 3H, Me B); 9,85 (s, IH, COOH);
5,43 (d, 1H, J= 1Hz 6B H); 4,9 (d, 1H, J=1Hz, 5a H); 4,63 (s, 1H, 3-H).

IV.2.5-Procedimiento de union de la resina de Merrifield al acido penicilanico

modificado en posicion 6

H //C
o N 0 @
90 X=Br, Y=Br

91 X=H, Y=Cl
92 X=H, Y=Br

Se suspende (1,25 g, 1 mmol) de resina de Merrifield con una sustitucion de 0,8
mmoles por gramo de resina, en 10 ml de DMF y se deja 30 min. a temperatura ambiente.
Luego se agregan 1,5 equivalentes del acido penicilanico correspondiente (82, 85 y 86)
junto con 1,5 equivalentes de KF. Se calienta la mezcla a 60° C durante 24 horas. Pasado
ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con vacio y se lava el compuesto con: MeOH,
H20, EtOH, CLCH: (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para obtener las

penicilinas 90, 91 y 92 unidas a la resina de Merrifield.
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IV.2.6-Procedimiento de la separacion de derivados de penicilinas de la resina

de Merrifield usando AICI;

Se suspenden los compuestos unidos a la resina de Merrifield en ChCH2 durante
media hora a temperatura ambiente luego se agregan gota a gota 4 eq. de AICl; disueltos
en CH3NO: anhidro, se deja agitando a 0°C durante 1 hora. Se filtra a presion reducida con
embudo sinterizado, se lava con AcOEt (5 X 3 ml) y se trasvasa a una ampolla de
separacion. Se agrega HCI 0,5 M y se realizan 2 lavados sobre la fase organica (2 X 4ml).
Luego se hacen 2 extracciones de la fase acuosa con AcOEt (2 X 5ml) se juntan las fases
organicas, se secan con NaxSO4 anhidro, se filtra y evapora el solvente a presion reducida.

Los 4cidos asi obtenidos se disuelven en CbCHz se enfifa la solucion a 0°C, luego
se agrega una pequefia porcion de CH2N2 manteniendo la solucion en bafio de hielo,
pasada media hora se destruye el exceso de CH2N2 con unas gotas de 4cido acético glaciar

y se evapora el CLhCH2 enrotavapor para dar los ésteres metilicos correspondientes.

IV.2.7-Reduccion del acido 6,6-dibromopenicilanico y del acido

6a—bromopenicilanico unido a la resina de Mernrrifield.

IV.2.8-Intentos de obtencion del 6,6-dihidro-2-dimetilpenam-3 o —carboxilato de
metilo (94)

Se suspende el acido 6,6-dibromopenicilanico unido a la resina de Merrifield (90)
en una mezcla de ChCH2:MeOH (1:1) durante 30 minutos, transcurrido ese tiempo,
agregamos 1 equivalente de PBus y calentamos durante 4 horas a 40 °C. Luego se filira con
embudo sinterizado y vacio, se lava el filtrado 3 veces con MeOH, AcOEt y Cl.CHz. Se
seca en desecador con vacio. Se somete el compuesto obtenido a la reaccion con 4 eq. de

AICE y se metila con diazometano, segun el procedimiento antes descrito.

Capitulo 1V: Parte experimental



99

Caracterizacion:

IR: (flm) 1618 cmr! (carbonilo), 1739 cmx! (éster)

RMN 'H: & 1,53 (s, 3H, Me); 1,42 (s, 3H, Me); 3,82 (s,3H, Me ester); 4,46 (d,
1H,), 5,13 (dd, 1H); 6,61 (dd, 1-H).

RMN 13C: § 25,42, 27,21, 47,40, 52,67, 68,96, 101,7, 141,4,169,7, 190.4.
MS (EI) m/z (%): 215(26), 187(44), 141(58), 109(90), 81(100), 59(70), 41(57).

Sobre la base de los datos espectroscopicos podemos corroborar que no se pudo
obtener el compuesto 94. Se propone, en base a todos los analisis realizados que el

compuesto obtenido podria ser 95.

IV.2.9-Procedimiento general para realizar las modificaciones en la posicion

23 —metil del micleo penam

IV.2.10-Obtencion de los sulfoxidos unidos a resina de Merrifield 96, 97 y 98

C
L@
96 X=Br, Y=Br
97 X=H, Y=Br
98 X=H, Y=CI

Se toma 1 gramo de 6,6-dibromopenicilanato unido a la resina de Merrifield (90),
se suspende en 10 ml de CbCHz, se agita a temp. amb. durante 30 minutos, se agrega 1,5
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equivalentes de m-CPBA disueltos en CLCHz, dejandose a 0°C durante 4 horas. Pasado
este tiempo se deja en el freezer durante 12 horas. Luego se filtra en embudo sinterizado
con vacio, se lava con: MeOH, AcOEt, CLhCH2, (3 veces cada uno) y se seca en desecador
con vacio. Se obtiene de esta manera el 6,6-dibromopenicilanato sulfoxido unido a la
resina de Merrifield (96). Utilizando un procedimiento similar se obtienen los sulfoxidos
unidos a la resina de Merrifield 97 y 98.

IV.2.11-Obtencion de los ésteres metilicos de los sulfoxidos 96, 97 y 98

Para determinar la obtencion de los respectivos sulfoxidos se los tratdé con 4 eq. de
AICL y se esterifico con diazometano de acuerdo al procedimiento ya descrito, para dar

los ésteres metilicos de los sulfoxidos: 96a, 97a y 98a.

IV.2.11a- 6,6—dibromo-2,2-dimetilpenam-1-6xido-3a.—carboxilato de metilo
(96a)

Caracterizacion:

IR (film): 1789 cmr! (carbonilo), 1747 cmx! (éster), 1058 cnn! (sulfoxido).

Para el B—sulfoxido’

RMN H: 5 1,71 (s, 3H, Me-B); 1,26 (s, 3H, Me-a); 3,85 (s,3H, Me éster); 4,73 (s,
IH, 3-H); 5,22 (s, 1H, 5-H).

RMN 13C: 5 18,1; 19,5; 43,8; 65,5; 74,7; 83,6; 165,8; 165,9.

Para el a—sulfoxido:

RMN H: 5 1,62 (s, 3H, Me-B); 1,43 (s, 3H, Me-a.); 4,58 (s, 1H, 3-H); 5,29 (s, 1H,

5-H).
RMN 13C: § 16,6; 24,5; 11,7; 65,9; 72,7; 91,1; 162,8; 164.8.
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IV.2.11b- 60.-bromo-2,2-dimetilpenam-1-6xido-3a-carboxilato de metilo (97a)

Caracterizacidén:

IR (film):1789 cmr! (carbonilo), 1747 cm! (éster) 1058 cn! (sulfoxido).

Para el —sulfoxido:

RMN 'H: § 1,54 (s, 3H, Me-B); 1,36 (s, 3H, Me-a); 3,82 (s, 3H, Me éster); 4,46
(s, 1H, 3-H); 5,14 (s, 1H, 5-H); 5,43 (d, 1H, J= 1Hz, 63 H).

RMN 13C: § 17,8; 19,4; 38.6; 65,1; 73,2; 79,1; 165,7; 166,0.

Para el a—sulfoxido:

RMN 'H: § 1,53 (s, 3H, Me-B); 1,41 (s, 3H, Me-a); 4,51 (s, 1H, 3-H); 5,13 (s, 1H,
5-H); 5,41 (d, 1H, J= 1Hz, 6B H).
RMN 13C: § 15,7; 23.8; 41,9; 64,9; 71,3; 82.5; 164,5; 165.

IV.2.11¢c- 6a—cloro-2,2-dimetilpenam-1-6xido-3a.—carboxilato de metilo (98a)

Caracterizacion:

IR (flm): 1790 cmy! (carbonilo), 1748 cmx! (éster), 1055 cnn! (sulfoxido).

Para el B—sulfoxido

RMN H: 5 1,67 (s, 3H, Me-B); 1,26 (s, 3H, Me-a); 3,83 (s, 3H, Me éster); 4,56 (s,

1H, 3-H); 5,09 (s, 1H, 5-H); 5,40 (d, 1H, J= 1Hz, 6p H).
RMN 3C:§ 17,5; 19,0; 53,2; 64,6; 72.8; 78,8; 165,1; 165,8.

Capitulo 1V: Parte experimental



102

Para el a—sulfoxido:

RMN H: 5 1,52 (s, 3H, Me-B); 1,42 (s, 3H, Me-a); 4,52 (s, 1H, 3-H); 5,10 (s, 1H,
5-H); 4,80 (d, 1H, J= 1Hz 6 H).

RMN 3C: § 15,8; 23,9; 56,6; 64,9; 65.4; 69,8; 165,5; 166,1.

IV.2.12-Obtencion de los disulfuros 99, 100 y 101 unidos a la resina de
Merrifield

99 X=Br,Y=Br
100 X=H, Y=Br
101 X=H, Y=Cl

El sulfoxido 6,6-dibromopenicilanato unido a la resina de Merrifield (96), se
suspende en 10 ml de benceno, se agita a temp. amb. durante 30 min. Luego se agregan
1,5 equivalentes de 2-MBT y se calienta a refluyjo durante 12 horas. Pasado ese tiempo se
filtra en embudo sinterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, ClbCHz, (3 veces
cada uno). Se seca en desecador con vacio. Se obtiene de esta manera el disulfuro 6,6-
dibromopenicilanato unido a la resina de Merrifield (99). Utilizando un procedimiento
similar se obtienen los disulfuros unidos a la resina de Merrifield 100 y 101 a partir de los
sulfoxidos unidos a la resma de Merrifield 97 y 98.
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IV.2.13-Obtencion del 6,6-dibromo-2 B-(clorometil)-2a-metilpenam-3a-
carboxilato de metilo (110)

Br H
Br=T ] S Cl
j/:N
O -,
H C02CH3
110

Se suspenden (0,466 g del disulfuro 0,294 mmoles) de 99 en 6 ml CLCH: a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se agrega una punta de espatula de tamices
moleculares, se coloca la reaccion a —40°C, con una mezcla de nitrdgeno liquido y aceto
nitrilo. Se adicionan 1,2 equivalentes de ChLSO: se agita y se mantiene esa temperatura
durante 1 hora. Al término de este tiempo se agrega NaHCO3 al 5%, luego se filira con
embudo sinterizado con conexion de vacio, se lava con MeOH, AcOEt, C,.CHz (3 veces
cada uno), y por ultimo se seca en desecador con vacio, para obtener el 6,6-dibromo-
2 —clorometilpenicilanico unido a la resina de Merrifield.

Se somete dicho compuesto a la reaccion del AICI3 como se explica en esta seccion
y se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 52,71 mg del éster metilico 110
luego de purificarlo por columna cromatografica, con un rendimiento del 49% basado

sobre la carga inicial de la resina de Merrifield.

Caracterizaciéon: Solido cristalino blanco PF= 135°C.

IR: (KBr); 1780 cmr! (B-lactama), 1752 cmr! (éster).

RMN 'H: & 1,54 (s, 3H, Me-a); 3,61 (d, 1H, AB sistema, J=12 Hz, CH:Cl); 3,63 (d, 1H,
AB sistem, J=12 Hz, CH:Cl); 3,82 (s,3H, Me éster); 5,09 (s, 1H, 3-H); 5,85 (s, 1H, 5-H).
RMN 13C: § 21,08; 51,9; 52,61; 58,26; 64,12; 68,32; 80,03; 163,56; 166,57.

MS (DEI) m/z (%): 409 (26), 407 (35), 405 (M+, 17), 295 (63), 293 (73), 291 (27), 218
(18), 172 (52), 59 (100).

Anal. HRMS cale. para: CoH1oBr2CINO3S (M+,m/z): 404,8437; encontrado: 404,8428;
anal Calc. Para: CoHi10BroCINO3S: C, 26,53; H, 2,47; N, 3,44; Br, 39,22; encontrado: C,
26,63; H, 2,40; N, 3,35; Br, 39,36.
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IV.2.14-Obtencién del 6,6-dibromo-23 —(bromometil) 2o—metilpenam 3o -carboxilato
de metilo (111)

Br H
Br T T S Br
:|/:N
0]
g CO,CH;
111

Se suspenden (0,330 g del 0,208 mmoles) del disulfuro 99 en 5 ml de CLCH: a
temperatura ambiente durante 30 minutos y se agrega 1,2 equivalentes de acetamida y 1,2
equivalentes de Br en bafio de hielo, luego se saca el bafio y se agita por 3 horas a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con vacio y se
lava con: MeOH, AcOEt, CbCHz, (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para
obtener 359 mg de 6,6-dibromo-2—bromometilpenicilinico unido a la resina de
Merrifield.

Se somete dicho compuesto a la reaccion del AlCI; como se explica en esta seccion
y se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 40,9 mg del éster metilico 111
luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 51% basado

sobre la carga inicial de la resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (flm); 1790 cm! (B-lactama), 1760 cnr! (éster).

RMN 'H: § 1,57 (s, 3H, Me-a); 3,57 (d, 1H, sistema AB, J=11 Hz, CH2Br); 3,58 (d, 1H,
sistema AB, J=11 Hz, CH2Br); 3,82 (s, 3H, Me éster); 5,15 (s, 1H, 3-H); 5,87 (s, 1H, 5-H).
RMNI3C: § 22,24; 41,4; 52,61; 58,30; 64,92; 67,66; 80,23; 163,35; 166,60.

MS (DEI) m/z(%): 455 (15), 453 (45), 451 (41), 449 (M+, 16), 341 (21), 339 (50), 337
(49), 335 (18), 192 (24), 172 (97), 112 (56), 59 (100).

Anal. HRMS calc. para:CoH10BrsNO3S (M+, m/z): 448,7931; encontrado: 448,7925.

Capitulo 1V: Parte experimental
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IV.2.15-Obtencion del 6 —bromo-2f-(clorometil)-2a-metilpenam-
3a-carboxilato de metilo (112)

Br H

N

0 f
g® CO,CH;

112

Se suspenden (0,3202 g, 0,192 mmoles) del disufuro 100 en 5 ml CLCH:z a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se agrega una punta de espatula de tamices
moleculares, se coloca la reaccion a —40°C, con una mezcla de nitrogeno liquido y aceto
nitrilo. Se adicionan 1,2 equivalentes de CLSO: se agita y se mantiene esa temperatura
durante 1 hora. Al térmmno de este tiempo se agrega 1,5 ml aproximadamente de NaHCO3
al 5%, luego se lava con MeOH, AcOEt, CbCH:2 (3 veces cada uno), y por ultimo se seca
en desecador con vacio, para obtener el 6a—bromo-2f—clorometilpenicilinico unido a la
resina de Merrifield.

Se somete dicho compuesto a la reaccion del AlCl: como se explica en esta seccion
y se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 30 mg del éster metilico 112
luego de la purificaciéon por columna cromatografica, con un rendimiento del 48% basado
sobre la carga micial de la resma de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film); 1790 cm! (B-lactama), 1752 cnr! (éster).

RMN 'H: 8=1,55 (s,3H, Me-a); 3,53 (d, 1H, sistema AB, J=11 Hz, CH2Cl); 3,62 (d, 1H,
sistema AB, J=11 Hz, CH2Cl); 3,81 (s, 3H, Me éster); 4,80 (d, 1H, J=1,3 Hz 6-H); 5,08 (s,
1H, 3-H); 5,48 (d, 1H, J=1,3 Hz, 5-H).

RMN 13C: § 21,06; 49,63; 52,47; 52,56; 64,43; 68,76; 70,04; 166,00; 166,85.

MS (DEI) m/z (%): 329 (24), 327 (M+, 23), 217 (20), 215 (84), 213 (58), 210 (40), 208
(100), 112 (43), 59 (76)

Anal. HRMS calc. para: CoH;1BrCINO3S (M+, m/z): 326,9332; encontrado: 326,9344.

Capitulo 1V: Parte experimental
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IV.2.16-Obtencion del 6a.—bromo-23—(bromometil)-2o.—metilpenam 3o—carboxilato

de metilo (113)

Br H
T
N
o] 7>/
u’  CO,CH;

113

Se suspenden (0,377 g, 0,226 mmoles) del disulfuro 100 en 5 ml de CLCH> a
temperatura ambiente durante 30 minutos y se agrega (16,08 mg, 1,2 equivalentes) de
acetamida y (0,271 ml, 1,2 equivalentes) de Brz en bafio de hielo, luego se saca el bafio y
se agita por 3 horas a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
sinterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CLCHz, (3 veces cada uno). Se seca
en desecador con vacio para obtener 0,366 g de 6o.—bromo-2f—bromometilpenicilinico
unido a la resina de Merrifield.

Se somete dicho compuesto a la reaccion del AICI3 como se explica en esta seccion
y se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 37,8 mg de una mezcla
mseparable de los ésteres metilicos 112 y 113, en una proporcion 2:1 determinada a partir

del andlisis del espectro de H' RMN del crudo de reaccion.

Caracterizacion:

RMN 'H: § 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,54 (d, 1H, AB sistema, J=11 Hz, CH2Br); 3,65
(d, 1H, AB sistema, J=11 Hz, CH2Br); 3,81 (s, 3H, Me éster); 4,79 (d, 1H, J=1,3 Hz, 6-H);
5,14 (s, 1H, 3-H), 5,50 (d, 1H, J=1,3 Hz, 5-H).

IV.2.17-Obtenciéon del 6a.—cloro-2 —(clorometil)-2 o.—metilpenam-3 o, —carboxilato de

metilo (114)
aow
Hj;r =S Cl
N
o
4’ “co,CH;
114
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Se suspenden (0,4012 g, 0,2487 mmoles) del disulfiro 101 en 6 ml CLCH: a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se agrega una punta de espatula de tamices
moleculares, se coloca la reaccion a —40°C, con una mezcla de nitrdgeno liquido y aceto
nitrilo. Se adicionan (0,22 ml, 1,2 equivalentes) de CLSO2 se agita y se mantiene esa
temperatura durante 1 hora. Al término de este tiempo se agrega 1,6 ml de NaHCO3 al 5%,
luego se lava con MeOH, AcOEt, ChCH2 (3 veces cada uno), y por ultimo se seca en
desecador con vacio, para obtener 419 mg de 6a.—cloro-2B—clorometilpenicilinico unido a
la resina de Merrifield.

Se somete dicho compuesto a la reaccion del AICI3 como se explica en esta seccion
y se metila el &cido asi obtenido con diazometano para dar 41 mg del éster metilico 114
luego de la purificaciébn por columna cromatografica, con un rendimiento del 54% basado

sobre la carga inicial de la resina de Merrifield.

Caracterizacién :Solido cristalino de color blanco de PF=112°C.

IR: (KBr); 1790 cnr! (B-lactama), 1748 cm! (éster).

RMN 'H: & 1,55 (s, 3H, Me-a); 3,48 (d, 1H, AB sistema, J=12 Hz, CH2Cl); 3,64 (d, 1H,
AB sistema, J=12 Hz, CH2Cl), 3,81 (s, 3H, Me éster); 4,75 (d, 1H, J=1,1 Hz, 6-H); 5,07 (s,
1H, 3-H); 5,41 (d, 1H, J=1,1 Hz, 5-H).

RMN 13C: § 21,02; 52,51; 63,78; 64,18; 68,57; 70,77; 165,47, 166,86.

MS (DEI) m/z (%): 285 (21), 283 (M+, 30), 210 (36), 208 (100), 169 (70), 59 (46).

Anal. HRMS calc. para: CoHi1CkNO3S (M+, m/z): 282,9837; encontrado: 282,9836;
anal Calc. Para CoHi11ChNO3S: C, 38,04; H, 3,90; N, 4,93; Cl, 24,95; encontrado: C,
37,80; H, 3,89; N, 4,84; CI, 25,15.

Capitulo 1V: Parte experimental
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IV.2.18-Procedimiento general para la obtencion de Penicilinas

23 —heterocicliltiometil sustituidas

IV.2.19-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f-{[(benzotiazol-2-

iDtio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (120a)

Br S
g
N ’/’/ N

G /

TO,CH;
120a

Se suspende (0,4588 g, 0,289 mmoles) del sulfoxido 96 en 8,5 ml de tolueno
anhidro, se agita a temp. amb. durante 30 min. Luego se agregan 4 equivalentes (0,193 g,
1,156 mmoles) de 2-benzotiazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-TsOH
y se calienta a reflujo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado
con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, ChCHaz, (3 veces). Se seca en desecador con
vacio, se obtienen asi 0,413 g (0,233 mmoles) del compuesto, se somete dicho compuesto
a la reaccion del AICI como se explica en esta seccion y se metila el 4cido asi obtenido
con diazometano para dar 20,14 mg del éster metilico 120a luego de la purificaciéon por
columna cromatografica, con un rendimiento del 52% basado sobre la carga inicial de la

resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (flm); 1789 cm! (B-lactama), 1748 cnr! (éster).

RMN 'H: § 1,54 (s, 3H, Me-0); 3,74 (d, 1H, AB sistema, J=14 Hz, CH>S-Het); 3,80 (s,
3H, Me éster); 4,01 (d, 1H, AB sistema, J=14 Hz, CH2S-Het); 4,91 (s, 1H, 6-H); 5,05 (s,
1H, 3-H); 5,36 (s, 1H, 5-H); 7,26-7,43 (m, 2H, Ar); 7,75 (d, 1H, J=9 Hz, Ar); 7,89 (d, 1H,
J=9 Hz, Ar).

RMN 13C: § 22.,82; 29,86; 45,83; 52,85; 58,93; 67,04; 69,76; 121,23; 122,01; 124,82;
126,40; 135,84; 152,86; 163,75; 165,08; 166,92.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 541 (57), 539 (100), 537 (MH+, 45), 461 (11), 459 z (%): 541
(57), 539 (100), 537 (MH+, 45), 461 (11), 459 (10,5), 168 (30,2).

Anal. HRMS calc. para: CicHisBr,N203S; (MH+, m/z): 536,8612; encontrado:
536,8591.

Capitulo 1V: Parte experimental
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1V.2.20-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f3-{[(6-etoxi-benzotiazol-2-

iDtio|metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (120b)

Br S OEt
Br™ ys«
N ’/’/ N
@) E

CO,CH;
120b

Se suspende (0,2063 g, 0,130 mmoles) del sulféxido 96 en 5 ml de tolueno
anhidro, se agita a temp. amb. durante 30 min, luego se agregan 4 equivalentes (0,107 g,
0,52 mmoles) de 6-etoxi-2-benzotiazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido
p-TsOH y se calienta a reflyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se fitra en embudo
simterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CCHz, (3 wveces). Se seca en
desecador con vacio, se obtienen asi 0,217 g (0,121 mmoles) del compuesto, se somete
dicho compuesto a la reaccion del AICz como se explica en esta seccion y se metila el
acido asi obtenido con diazometano para dar 30,36 mg del éster metilico 120b, luego de la
purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 44% basado sobre la

carga micial de la resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film); 1798 cm! (B-lactama), 1748 c! (éster)

RMN 'H: 8 1,43 (t, 3H, J=7 Hz, Me); 1,54 (s, 3H, Me-a.); 3,70 (d, 1H, sistema AB, J=14
Hz, CH2S-Het); 3,80 (s, 3H, Me éster); 3,96 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH:S-Het);
4,06 (q, 2H, J=7 Hz, CH2); 4,97 (s, 1H, 3-H); 5,83 (s, 1H, 5-H); 6,95- 7,21 (m, 2H, Ar);
7,77 (d, 1H, J=9 Hz, Ar).

RMN 13C: § 14,42; 22,28; 45,62; 52,27; 63,81; 66,41; 69,24; 80,11; 104,53; 115,17,
121,94; 136,65; 146,86; 156,60; 161,06; 163,18; 166,40.

MS (FAB) m/z (%): 585 (30,6), 583 (68,4), 581 (MH+, 26), 543 (13), 518 (11), 212
(97,5), 211 (100), 147 (99,6)

Anal. HRMS calc. para: CisHi9BraN204S3 (MH+, m/z): 580,8874; encontrado: 580,8894.

Capitulo 1V: Parte experimental
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IV.2.21-Obtencion del 6,6-dibromo-2 p-{[(4,5-difenil-oxazol-2-

il)tio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato (120c)

Br ¢ Ph
sy
N N7 >py
o

TO,CH;4
120¢

Se suspende (1,625 g, 1,026 mmoles) del sulfoxido 96 en 15 ml de tolueno
anhidro, se agita a temp. amb. durante 30 min. luego se agregan 4 equivalentes (1,03 g,
4,104 mmoles) de 4,5-difenil-2-oxazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido
p-TsOH y se calienta a reflyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se fitra en embudo
sinterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CLCH2, (3 veces). Se seca en
desecador con vacio, se obtienen asi 1,995 g (1,08 mmoles) del compuesto, se somete
dicho compuesto a la reaccion del AIClz como se explica en esta seccion y se metila el
acido asi obtenido con diazometano para dar 130,7 mg del éster metilico 120¢, luego de la
purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 48% basado sobre la

carga micial de la resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film); 1798 cm! (B-lactama), 1747 co! (éster)

RMN 'H: 8 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,70 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,74 (d,
1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,80 (s, 3H, Me éster); 4,95 (s, 1H, 3-H); 5,83 (s,
1H, 5-H); 7,33-7,66 (m, 10H, Ar).

RMN B3C: § 22,40; 45,70; 52,50, 58,48; 66,64; 69,29; 80,36; 126,36; 127,78; 128,26;
128,32; 128,45; 131,73; 136,38; 147,71; 157,44 ; 163,75 ; 166,56.

MS (FAB) m/z (%): 627 (20,8) ; 625 (48,5); 623 (MH+, 22,8) ; 307 (20), 289 (15) ; 254
(52,4) ; 154 (100, matrix)

Anal. HRMS calc. para: C24H21Br2N204S2 (MH+, m/z): 622,9309; encontrado: 622,9300.

Capitulo 1V: Parte experimental
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1V.2.22-Obtencion del 6,6-dibromo-2 -{[(benzoxazol-2-il)tio] }-2a-metilpenam-3a-
carboxilato de metilo (120d)

Br N
: 7
N II’/
o !

TO,CH;
120d

Se suspende (1,12 g, 0,70 mmoles) del sulfoxido 96 en 10 ml de tolueno anhidro,
se agita a temp. amb. durante 30 min. Luego se agregan 4 equivalentes (0,64 g, 4,30
mmoles) de benzoxazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-TsOH y se
calienta a refluyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con
vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CL,CHz, (3 veces). Se seca en desecador con vacio, se
obtienen asi 1,100 g (0,642 mmoles) del compuesto, se somete dicho compuesto a la
reaccion del AICI3 como se explica en esta seccion y se metila el 4cido asi obtenido con
diazometano para dar 159 mg del éster metilico 120d, luego de la purificacion por
columna cromatografica, con un rendimiento del 49% basado sobre la carga micial de la
resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR (flm) 1798 cnr! (B-lactama), 1748 co! (éster).

RMN 'H: § 1,56 (s, 3H, Me-a ); 3,74 (d, 1H,AB sistema, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,88 (s,
3H, Me éster); 3,93 (d, 1H, AB sistema, J=14 Hz, CH2S-Het); 4,91 (s, 1H, 3-H); 5,85 (s,
1H, 5-H); 7,26-7,30 (m, 2H, Ar); 7,44-7,58 (d, 2H, J=9 Hz, Ar).

RMN B3C: § 22,27; 45,20; 52,63; 58,49; 66,30; 69,21; 80,46; 109,98; 118,54; 124,20;
124,43; 141,44; 152,03; 163,36; 163,66; 166,47.

MS (FAB) m/z (%): 585 (30,6); 583 (68,4); 581 (MH+, 26); 543 (13); 518 (11); 212
(97,5); 211 (100); 147 (99,6).

Anal. HRMS calc. para: Ci1sHi19Br2N204S3 (MH+, m/z): 580,8874; encontrado: 580,8894.

Capitulo 1V: Parte experimental
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1V.2.23-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f3-{[(4,5-dihidro-tiazol-2-il)tio | metil }-2a-

metilpenam-3a-carboxilato de metilo (120e¢)

Br S
Br : ys« j
N ’/// N
e} -

CO,CHj
120e

Se suspenden (0,650 g, 0,406 mmoles) del sulfoxido 96 en 7 ml de tolueno
anhidro, se deja agtando durante media hora a temperatura ambiente, luego se agregan
cantidades cataliticas de acido p-TsOH y 4 equivalentes (0,184g, 1,625 mmoles) de
tiazoltiol, se calienta a 95°C y se agita durante 4 horas. Pasado este tiempo se filtra en
embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la
noche en desecador y se obtienen (0,203g, 0,120 mmoles).

Se suspende (0,203 g) en 7 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante 50
mmn. a temperatura ambiente, se fitra y se lava con DCM (-3 wveces), se evapora el
solvente en rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 92,6 mg
del éster metilico 120e, luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 48 % basado sobre la carga inicial de la resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR (film): 1785 cmr!(B-lactama), 1740 cnr!(éster).

RMN 'H: 6 1,49 (s, 3H, Me-0); 3,42 (t, 1H, CH2); 3,47 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz
CHzS-Het); 3,74 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,80 (s, 3H, Me éster); 4,18 (t,
1H, CH2); 4,84 (s, 1H, 3-H); 5,81 (s, 1H, 5-H).

RMN B3C: § 22,31; 35,93; 44,75; 52,55; 58,61; 63,57; 66,56; 69,19; 80,26; 163,41;
164,19; 166,67.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 493 (58); 491 (100); 489 (MH™, 43,6); 413 (4,2); 411 (5); 120
(7,2).

HRMS (DCI/NH3) m/z cale. para Ci2HisBraN203S; (MH): 488,8612; encontrado:
488,8627.

Capitulo 1V: Parte experimental



113

V.2.24-Obtencion del 6,6-dibromo-2-{[(1-metil-1H-tetrazol-5-il)tio] metil}-2a-

metilpenam-3a-carboxilato de metilo (120f)

ci
Br N~

Br : S . S<\ /IILI
N / ‘. N

Se suspenden (0,850g, 0,530 mmoles) del sulfoxido 96 en 9 ml de tolueno anhidro,
se deja agitando durante media hora a temperatura ambiente, luego se agregan cantidades
catalticas de dacido p-TsOH y 4 equivalentes (0,2462g, 2,12 mmoles) de 1-metil-
tetrazoltiol, se calienta a 95°C y se agita durante 4 horas. Pasado este tiempo se filtra en
embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la
noche en desecador y se obtienen (0,927g, 0,564 mmoles).

Se suspende (0,927 g) en 7 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante 50
min. a temperatura ambiente, se fitra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el
solvente en rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 139 mg
del éster metilico 120f, luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 55 % basado sobre la carga micial de la resna de Merrifield.

Caracterizacion:
PF= 168°C.
IR (KBr) 1780 cnr! (B-lactama), 1740 c! (éster).
RMN 'H: & 1,55 (s, 3H, Me-a); 3,73 (d, 1H, sistema AB, J=14Hz, CH2S-Het); 3,82 (s,
3H, Me éster); 3,94 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,95 (s, 3H, Me); 4,85 (s,
1H,3-H); 5,85 (s, 1H, 5-H).
RMN 13C: § 22,58; 33,45; 46,15; 52,71; 58,05; 66,71; 69,36; 80,32; 153,38; 163,67;
166,27.
MS (DCI/NH3) m/z (%): 490 (20); 488 (34); 486 (MH+,14); 459 (22); 410 (27); 408 (25);
294 (35,5); 292 (38,6); 214 (70); 117 (100).
Anal. HRMS calc. para: C11H14Br2N5O3S2
(MH+, m/z): 485,8905; encontrado: 485,8904.

Capitulo 1V: Parte experimental
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Anal. cale. para: C11H14BraNsO3S2: C, 27,12; H, 2,69; N,14,37; Br, 32,80; encontrado: C,
27,62; H, 2,71; N, 14,08; Br, 32,84.

IV.2.25-Obtencion del 6a-cloro-2p-{[(benzotiazol-2-il)tio] metil}-

2a-metilpenam-3a-carboxilato de metilo (121a)

cl S
T
N ’/// N
O ‘.

CO,CH;
121a

Se suspende (0,526 g, 0,354 mmoles) del sulfoxido 98 en 7 ml de tolueno anhidro,
se agita a temp. amb. durante 30 min. luego se agregan 4 equivalentes (234 mg 1,42
mmoles) de 2-benzotiazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-TsOH y se
calienta a refluyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con
vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CL.CHz, (3 veces). Se seca en desecador con vacio, se
obtienen asi 0,5374 g (0,3878 mmoles) del compuesto, se somete dicho compuesto a la
reaccion del AIClz como se explica en esta seccion y se metila el 4cido asi obtenido con
diazometano para dar 55,7 mg del éster metilico 121a, luego de la purificacion por
columna cromatografica, con un rendimiento del 36% basado sobre la carga inicial de la

resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film); 1790 cm! (B-lactama), 1748 co! (éster).

RMN H: § 1,56 (s, 3H, Me-a); 3,66 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH>S-Het); 3,81 (s,
3H, Me éster); 4,05 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2SHet); 4,91 (s, 1H, 3-H); 5,05 (d,
1H, J=1,4 Hz, 6-H); 5,36 (d, 1H, J=1,4 Hz, 5-H); 7,25-7,47 (m, 2H, Ar); 7,73-7,91 (m, 2H,
Ar).

RMN 13C: § 21,72; 44,40; 50,92; 61,83; 65,45, 68,15; 69,42; 119,51; 119,97; 123,04,
124,69; 134,02; 150,79; 163,56; 164,34; 166,45.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 417 (32); 415 (MH+, 88); 250 (12); 248 (16,7); 214 (16,4); 168
(100).
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Anal. HRMS calc. para: C16Hi16CIN203S3 (MH+, m/z): 415,0012; encontrado: 415,0020.

IV.2.26-Obtencion del 6o -cloro-2p-{[(6-etoxi-benzotiazol-2-
itio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (121b)

ol S OEt
e 17
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TO,CH;

121b

Se suspende (0,620 g, 0,418 mmoles) del sulfoxido 98 en 7 ml de tolueno anhidro,
se agita a temp. amb. durante 30 min. Luego se agregan 4 equivalentes (349 mg 1,652
mmoles) de 6-etoxi-2-benzotiazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-
TsOH y se calienta a refluyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
sinterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CLCH2, (3 veces). Se seca en
desecador con vacio, se obtienen asi 0,615 g (0,364 mmoles) del compuesto, se somete
dicho compuesto a la reaccion del AICl3 como se explica en esta seccion y se metila el
acido asi obtenido con diazometano para dar 72,61 mg del éster metilico 121b, luego de la
purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 42% basado sobre la

carga inicial de la resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film); 1790 cm! (B-lactama), 1748 co! (éster).

RMN 'H: 8 1,43 (t, 3H, J=7 Hz, Me); 1,55 (s, 3H, Me-a ); 3,60 (d, 1H, sistema AB, J=14
Hz, CH>S-Het); 3,80 (s, 3H, Me éster); 3,96 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het);
4,06 (q,2H, J=7 Hz, CH2); 4,90 (s, 1H, 3-H); 5,02 (d, 1H, J=1,4 Hz 6-H); 5,35 (d, 1H,
J=1,4 Hz, 5-H); 6,96-7,22 (m, 2H, Ar); 7,74 (d, 1H, J=9 Hz, Ar).

RMN B3C: § 14,68; 23,22; 46,22; 52,43; 63,36; 64,10; 66,93; 69,71; 71,92; 104,97;
115,48; 121,96; 136,88; 146,88; 161,66; 165,86; 167,00.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 461 (32,7); 459 (MH+, 52,6); 250 (13); 214 (19); 212 (100);
Anal. HRMS calc. para: CisH20CIN204S3 (MH+, m/z): 459,0274; encontrado: 459,0270.

Capitulo 1V: Parte experimental



116

IV.2.27-Obtencion del 6a—cloro-2p-{[(4,5-difenil-oxazol-2-il) tio]metil}-2a-

metilpenam-3a-carboxilato de metilo (121¢)

c 0._Ph
=S5 I
];Nf NT">pn
© TO,CH;

121c

Se suspende (0,712 g, 0,480 mmoles) del sulfoxido 98 en 8 ml de tolueno anhidro,
se agta a temp. amb. durante 30 mmn. Luego se agregan 4 equivalentes (487 mg 1,92
mmoles) de 4,5-difenil-2-oxazoltiol en presencia de cantidades -cataliticas de dacido p-
TsOH y se calienta a reflujo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
simterizado con vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CLCHz, (3 wveces). Se seca en
desecador con vacio, se obtienen asi 0,738 g (0,434 mmoles) del compuesto, se somete
dicho compuesto a la reaccion del AIClz como se explica en esta seccion y se metila el
acido asi obtenido con diazometano para dar 69,6 mg del éster metilico 121¢, luego de la
purificaciébn por columna cromatografica, con un rendimiento del 33% basado sobre la

carga inicial de la resma de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (flm); 1790 cm! (B-lactama), 1747 cnr! (éster).

RMN 'H: § 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,58 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH>S-Het); 3,80 (s,
3H, Me éster), 3,85 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 4,89 (s, 1H, 3-H); 4,98 (d,
1H, J=1,3 Hz, 6-H); 5,34 (d, 1H, J=1,3 Hz, 5-H); 7,25-7,55 (m, 10H, Ar).

RMN 13C: § 23,08; 29,58; 48,24; 52,52; 63,17; 66,75, 69,48; 70,92; 126,36; 127,66;
127,79; 128,28; 128,57, 128,61; 131,51; 136,14; 147,66; 157,84; 166,13; 166,94.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 503 (45); 501 (MH+, 100); 467 (5); 254 (69,3).

Anal. HRMS calc. para: C24H22CIN204S2 (MH+, m/z): 501,0710; encontrado: 501,0716.
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1V.2.28-Obtencion del 6a-cloro-2p-{[(benzoxazol-2-il)tio] }-2a-metilpenam-3a-
carboxilato de metilo (121d)

Cl N
- 74
H ys<0:©
N / II’/
© CO,CH;
121d

Se suspende (1,06 g, 1,018 mmoles) del sulféxido 98 en 10 ml de tolueno anhidro,
se agita a temp. amb. durante 30 min. Luego se agregan 4 equivalentes (0,615 g, 4,072
mmoles) de benzoxazoltiol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-TsOH y se
calienta a refluyjo durante 4 horas. Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con
vacio y se lava con: MeOH, AcOEt, CL,CHz, (3 veces). Se seca en desecador con vacio, se
obtienen asi 1,103 g (0,905 mmoles) del compuesto, se somete dicho compuesto a la
reaccion del AIClz como se explica en esta seccion y se metila el 4cido asi obtenido con
diazometano para dar 121,15 mg del éster metilico 121d, luego de la purificacion por
columna cromatografica, con un rendimiento del 26% basado sobre la carga inicial de la

resina de Merrifield.

Caracterizacion:

IR: (film): 1790 cm! (B-lactama), 1748 c! (éster).

RMN 'H: § 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,63 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 3,84 (s,
3H, Me éster); 3,89 (d, 1H, sistema AB, J=14 Hz, CH2S-Het); 4,90 (s, 1H, 3-H); 5,06 (d,
1H, J=1,3 Hz, 6H); 5,38 (d, 1H, J=1,3 Hz, 5-H); 7,26-7,62 (m, 4H, Ar).

RMN 13C: § 23,08; 45,82; 52,49; 63,23; 66,75; 69,33; 71,02; 109,97; 118,47; 124,22,
124,48; 141,30; 152,09; 163,50; 165,78; 166,85.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 401 (40,7); 399 (MH+, 100); 250 (17,6); 248 (46,2); 214 (15);
172 (22); 152 (92,5).

Anal. HRMS calc. para: Ci6Hi6CIN204S2 (MH+, m/z): 399,0240; encontrado: 399,0235.
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IV.2.29-Procedimiento general para realizar las modificaciones en la posicion 1 del

nicleo penam

1V.2.30-Obtencion del 6,6-dibromo-2f-(clorometil)-2a-metilpenam-1,1-dioxido-3a-
carboxilato de metilo (124)

Bt 0 o

N

Br—T T~ >\ Cl
N/ ~

O H” "co,cH,

124

Se suspende (110 mg, 0,067 mmoles) el acido 6,6-dibromo-2p-(clorometil)-2a-
metilpenam-3a-carboxilico unido a la resina de Merrifield (104) en 2,5 ml de CLCH:z a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se agregan 12 equivalentes de mCPBA
(139 mg, 0,804 mmoles) disueltos en 2,5 ml de CLCH2 y se deja agitando 96 horas a
temperatura ambiente, luego se filtra con embudo siterizado y lava con MeOH, AcOEt,
ChCHz, (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para obtener 113mg (0,0688
mmoles) del compuesto.

Se somete dicho compuesto a la accion de (36,68 mg, 0,275 mmoles) de AICI3 (de
acuerdo al procedimiento ya descrito), el acido obtenido se esterifica con diazometano
(CH2N2), obteniéndose 14,64 mg del éster metilico 124, luego de la purificacion por
columna cromatografica, con un rendimiento del 41% basado sobre la carga inicial de la

resina de Merrifield.

Caracterizacion: soOlido cristalino de color blanco, P:F= 173-174°C.

IR: (KBr); 1805 cm-! (B-lactama), 1750 cm-! (éster), 1343 cm-' (sulfona) 1143 cm-!

(sulfona).

RMN 'H: § 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,86 (s, 3H, Me éster); 3,88 (d, 1H, sistema AB, J=12 Hz,
CH2Cl); 4,05 (d, 1H, sistema AB, J=12 Hz, CH2Cl); 4,77 (s, 1H, 3-H); 5,06 (s, 1H, 5-H).
RMN 13C: § 15,74; 44,30, 44,91, 53,50; 60,53; 67,59; 74,99; 163,18; 166,38.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 461 (18); 459 (77); 457 (100); 455 (MNH4 +, 42); 379 (14,8);
262 (11,7); 260 (13,4); 113 (26).
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Anal. HRMS cale. para: CoHi14Br,CIN20sS (MNH4 +, m/z): 454,8679; encontrado:
454,8689.

IV.2.31-Obtencion del 6,6-dibromo-2 3-(bromo metil)-2a-metilpenam-1,1-dioxido-3a-
carboxilato de metilo (125)

Bt

Br T S . Br
N .

0" u’ “co,CH;
125

Se suspende (449 mg, 0,271 mmoles) el acido 6,6-dibromo-2p-(bromometil)-2a-
metilpenam-3a-carboxilico unido a la resina de Merrifield (105) en 4 ml de CLCH: a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se agregan 12 equivalentes de mCPBA
(562,6 mg, 3,26 mmoles) disueltos en 6 ml de CLCH: y se deja agitando 96 horas a
temperatura ambiente, luego se filtra con embudo sinterizado y lava con MeOH, AcOEt,
ChCHz, (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para obtener 337mg (0,203
mmoles) del compuesto, dicho compuesto se somete a la accion de (0,813 mmoles, 108,4
mg) de AICL (de acuerdo al procedimiento ya descrito), el 4cido obtenido se esterifica con
diazometano (CH2N32), obteniéndose 14,21 mg del éster metiico 125, liego de Ia
purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 30% basado sobre la

carga micial de la resina de Merrifield.

Caracterizacidon: Solido cristalino de color blanco P:F=191-192°C.

IR: (KBr); 1815 cm! (B-lactama), 1757 cnr!(éster), 1343 cm-!' (sulfona) 1143 cm-!
(sulfona).

RMN 'H: § 1,58 (s, 3H, Me-a); 3,70 (d, 1H, sistema AB, J=11,5 Hz, CH2Br); 3,90 (d, 1H,
sistema AB, J=11,5 Hz, CH2Br); 3,87 (s, 3H, Me éster); 4,85 (s, 1H, 3-H); 5,08 (s, 1H, 5-
H).

RMN 13C: § 16,87; 31,71, 45,25; 53,48; 61,29; 67,12; 75,31; 163,13; 165,40.

MS (DCI/NH3) m/z (%): 505 (37); 503 (100); 501 (99,6); 499 (MNH4 +, 35); 425 (11);
423 (22); 421 (12); 340 (35); 262 (42); 260 (40); 113 (73).
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Anal. HRMS cale. para: CoHi4BrsN>OsS (MNH4+, m/z): 498,8174; encontrado:
498.8156.

IV.2.32- Procedimiento de inmovilizacion del nicleo penam modificado en posicion 6,

con la resina de Wang utilizando el reactivo de Mukaiyama

Y
N/ ",

o g
L~

o O
131 X=Br, Y=Br (o)

132 X=H, Y=CI _®
133 X=H, Y=Br

Se suspende (0,300 mmol, 0,312 g) de resina de Wang con una sustitucion de 0,96
mmoles por gramo de resina, en 4 ml de DCM y se deja 30 min. a temperatura ambiente,
se prepara en otro balon 4 eq. del acido 6,6-dibromopenicilanico (82), junto con 4 eq. del
reactivo de Mukaiyama y 6 eq. de EtsN y 5 ml de DCM se agrega gota a gota a la resina y
se deja agitando con atmodsfera de nitrogeno durante 48 horas a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con vacio y se lava el compuesto con:
MeOH, AcOEt, CbCH: (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para obtener
el 6,6-dibromopenicilanato unido a la resina de Wang (131). Utilizando un procedimiento

similar se obtienen los compuestos 132 y 133.

IV.2.33-Procedimiento de la separacion de derivados de penicilinas de la resina de

Wang usando TFA

Se suspenden los compuestos unidos a la resina de Wang en CLCH2 durante media
hora a temperatura ambiente luego se agregan 5 ml de TFA al 10% en DCM anhidro, se
deja a T.A durante 1 hora. Pasado ese tiempo se filtra, se lava con DCM, se deja secando

en desecador toda la noche. Los &cidos asi obtenidos se disuelven en CL,CH> luego se
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agrega una pequeia porcion de CH2N2 manteniendo la solucion en bafio de hielo, pasada
media hora se destruye el exceso de CH2N2 con unas gotas de acido acético glaciar y se

evapora el CH2CL en rotavapor para dar los ésteres metilicos correspondientes.

IV.2.34-Procedimiento general para realizar las modificaciones en la posicion

23 —metil del niicleo penam unido a la resina de Wang

IV.2.35-Obtencion de los sulfoxidos de 138, 139 y 140 unido a la resina de Wang

at
N

/ ~
g
138 X=Br, Y=Br o

139 X=H, Y=Cl @
140 X=H, Y=Br

Se toma (0,300 mg, 0,835 mmol) del acido 6,6-dibromopenicilanico 131, unido a
la resina de Wang y se suspenden en 3 ml de CLCHz, se agita a temp. amb. 30 min. y se le
agrega 2 equivalentes de m-CPBA disueltos en ChCHz, dejando a 0°C durante 4 horas.
Pasado este tiempo se deja en el freezer por 12 horas. Luego se filtra en embudo
sinterizado con vacio, se lava con: MeOH, AcOEt, ChbCHz, (3 veces cada uno) y se seca en
desecador con vacio, obteniéndose el sulfoxido 138. Se procede de igual forma con los
acidos unidos a la resina de Wang 132 y 133 para obtener los sulfoxidos 139 y 140

respectivamente.

Caracterizacion del acido  6,6-dibromo-2.2-dimetilpenam- 1-6xido-3a—carboxilico

unido a resina de Wang (138)

IR: (KBr); 1804 cnr! (carbonilo), 1742 cnn! (éstery 1027 cmn! (sulfoxido).
Para el B—sulfoxido: RMN 13C: § 17,26; 21,52; 44,82; 67,3; 72,85; 93,31; 162,7;

166,5
Para el a.—sulfdxido: RMN 13C: § 14,69; 25,09; 56,6; 64,9; 65.4; 69.8; 166,5; 166.
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Caracterizacion del  4cido  60.-cloro-2,2-dimetilpenam- 1-6xido-3o.—carboxilico

unido a resina de Wang (139)

IR: (KBr); 1805 cmr! (carbonilo), 1732 cmr! (éster),” 1027 cmr! (sulfoxido).

Para el B—sulfdxido: RMN 13C: § 17,9; 19,61; 53,29; 64,75; 69,96; 73,5; 165,1;
165,8.

Para el a—sulfoxido: RMN 13C: § 14,06; 20,9; 56,6; 64,9; 65.4; 69,8; 165,5; 166,1.

Caracterizacion del acido  60-bromo-2,2-dimetilpenam- 1-6xido-3o.—carboxilico

unido a la resina de Wang (140)

IR (KBr): 1804 cmr! (carbonilo), 1742 cmn! (éster), 1067 cmr! (sulfoxido)
Para el B—sulfoxido: RMN 13C: § 17,6; 19,8; 38,2; 65,1; 73,2; 79; 165,7; 166,0.

Para el o—sulfoxido: RMN 13C: § 15,2;23,6;42; 64,6; 71; 82,5; 164,5; 165.

IV.2.36-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f3-{[(benzotiazol-2-
itio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (120a)

Br S
TS 1
N ’/// N

0] E

CO,CH;4
120a

Se suspende (0,105 g, 0,051mmoles) del sulféxido 138 con 5 ml de tolueno
anhidro, dejo agitando media hora a temperatura ambiente, pasado ese tiempo agrego
acido p-TsOH en cantidades cataliticas, 4 equivalentes de 2-benzotiazol, (49,22 mg, 0,204
mmoles), se deja agitando a 95 °C durante 4 h. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
siterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en
desecador y se obtienen (0,0872g, 0,055 mmoles).

Se suspende (0,0872 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante
50 min. a temperatura ambiente, se fitra y se lava con DCM (3 veces), se evapora el

solvente en rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 18,34 mg
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del éster metilico 120a luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 60 % basado sobre la carga micial de la resma de Wang.

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.37-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f3-{[(6-etoxi-benzotiazol-2-
itio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (120b)

Br S OEt
Br™T y S <\
N / ’/// N
0]

TO,CH;
120b

Se suspenden (0,321 g, 0,228 mmoles) del sulféxido 138 en 7 ml de tolueno
anhidro, se agita media hora a temperatura ambiente, pasado ese tiempo se agrega acido p-
TsOH en cantidades cataliticas, y 4 equivalentes de 6-etoxi-2-benzotiazoltiol, (193,3 mg,
0,914 mmoles), se deja agitando a 95 °C durante 4 h. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en
desecador y se obtienen (0,272g, 0,171 mmoles).

Se suspende los (0,272 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante
50 min. a temperatura ambiente, se filtra y se lava con DCM (3 veces), se evapora el
solvente en rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 46,6 mg
del éster metilico 120b luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 48 % basado sobre la carga iicial de la resma de Wang.

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis
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IV.2.38-Obtencion del 6,6-dibromo-2 B-{[(4,5-difenil-oxazol-2-

il)tio]metil}-2a-metilpenam-3a-carboxilato (120c)

gr 0 Ph
w5y
N/ N7 pp
o

TO,CH;
120c¢

Se suspenden (0,286 g, 0,204 mmoles) del sulféxido 138 en 5 ml de tolueno
anhidro, se deja agitando durante media hora a temperatura ambiente, pasado ese tiempo
se agrega 4 eq: (0,2075 g 0,816 mmoles) de 4,5-difenil-2-oxazoltiol con cantidades
cataliticas de acido p-TsOH, se calienta a 95 °C y se deja agitando durante 4 h. Pasado este
tiempo se filtra en embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja
secando toda la noche en desecador y se obtienen (0,269g, 0,162 mmoles).

Se suspende los (0,269 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante
50 min. a temperatura ambiente, se filtra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el
solvente en rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 79,9 mg
del éster metilico 120c¢ luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 70 % basado sobre la carga micial de la resma de Wang,

Caracterizacidén:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

1V.2.39-Obtencion del 6,6 dibromo-2p-{[(benzoxazol-2-il)tio]}-2a-metilpenam-3a.-
carboxilato de metilo (120d)

Br N
B 4
N Il’/
G /

TO,CH;4
120d
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Se suspenden (0,348 g, 0,231 mmoles) del sulféxido 138 en 7 ml de tolueno
anhidro, se deja agitando durante media hora, luego se agregan cantidades cataliticas de
acido p-TsOH y 4 eq. de 2-benzoxazoltiol (0,140g, 0,924 mmoles), sa calienta a 95°C y se deja
agitando 4 horas. Pasado este tiempo se filtra en embudo sinterizado se lava con MeOH,
AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en desecador y se obtienen (0,261g,
0,170 mmoles).

Se suspende los (0,261 g, 0,170mmoles) en 5 ml de TFA al 5% en DCM, se deja
agitando durante 50 min. a temperatura ambiente, se filtra y se lava con DCM (3 veces), se
evapora el solvente en rotavapor, se metila el 4cido asi obtenido con diazometano para dar
93,8 mg del éster metilico 120d luego de la purificacion por columna cromatografica, con

un rendimiento del 28 % basado sobre la carga inicial de la resina de Wang.

Caracterizacidén:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

1V.2.40-Obtencion del 6,6 dibromo-2p-{[(tiazol)tio] }-2a-metilpenam-3a-carboxilato
de metilo (120e)

Br S
Br T ys« j
N ’/// N
0 -

CO,CH;
120e

Se suspenden (0,3922 g, 0,279 mmoles) del sulfoxido 138 en 7 ml de tolueno
anhidro, se deja agitando durante media hora a temperatura ambiente, luego se agregan
cantidades cataliticas de acido p-TsOH y 4 equivalentes (0,133g, 1,117 mmoles) de
tiazoltiol, se calienta a 95°C y se agita durante 4 horas. Pasado este tiempo se filira en
embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la
noche en desecador y se obtienen (0,347g, 0,231 mmoles).

Se suspende (0,347 g) en 7 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante 50
min. a temperatura ambiente, se fitra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el

solvente en rotavapor, se metila el 4cido asi obtenido con diazometano para dar 52,8 mg
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del éster metilico 120e luego de la purificacion por columna cromatografica, con un

rendimiento del 48 % basado sobre la carga micial de la resma de Wang.

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.41-Obtencion del 6a-cloro-2p-{[(benzotiazol-2-il)tio] metil}-

20-metilpenam-3a-carboxilato de metilo (121a)
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121a

Se suspende (0,1069 g, de 0,0838 mmoles) de sulfoxido 139 en 3 ml de tolueno
anhidro, se agita media hora a temperatura ambiente y se agregan 4 equivalentes de 2-
benzotiazol, (56,05 mg, 0,33 mmoles) y 4acido p-TsOH en cantidades cataliticas, se
calienta a 95 °C y se deja agtando durante 4 h. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en
desecador y se obtienen (0,093g, 0,067 mmoles).

Se suspende los (0,093 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante
50 min. Se filtra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el solvente en rotavapor, se
metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 10,6 mg del éster metilico 121a
luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 39% basado

sobre la carga iicial de la resina de Wang.

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis
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1V.2.42-Obtencion del 6o -cloro-2p-{[(6-etoxi-benzotiazol-2-
itio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (121b)

cl s OEt
] YS«I:(
N ’,/, N
g .

TO,CH;
121b

Se suspenden (0,2116 g, 0,165 mmoles) del sulfoxido 139 en 5 ml de tolueno
anhidro, se deja agitando durante media hora a temperatura ambiente, pasado ese tiempo
se agrega acido p-TsOH en cantidades cataliticas, 4 equivalentes de 6-etoxi-2-
benzotiazoltiol, (140 mg, 0,66 mmoles), se deja agitando a 95 °C durante 4 h. Pasado ese tiempo
se fitra en embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja
secando toda la noche en desecador y se obtienen (0,128g, 0,0873 mmoles).

Se suspenden los (0,128 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando
durante 50 mmn. Se fitra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el solvente en
rotavapor, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 17,16 mg del éster
metilico 121b luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento

del 44% basado sobre la carga inicial de la resina de Wang.

Caracterizacidén:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

1V.2.43-Obtencion del 6a—cloro-2p-{[(4,5-difenil-oxazol-2-il) tio]metil}-2a-

metilpenam-3a-carboxilato de metilo (121c¢)

c 0._Ph
=55 I
];N /", N7 pp
O TO,CH;
121c
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Se suspenden (0,240 g, 0,157 mmoles) del sulféxido 139 en 5 ml de tolueno
anhidro se agita a temperatura ambiente durante media hora, luego se agrega acido p-
TsOH en cantidades cataliticas, 4 equivalentes de 4,5-difenil-2-oxazoltiol, (0,159 g, 0,629
mmoles), se deja agitando a 95 °C durante 4 h. Pasado ese tiempo se filtra en embudo
sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en
desecador y se obtienen (0,204g, 0,139 mmoles).

Se suspende los (0,204 g) en 4 ml de TFA al 5% en DCM, se deja agitando durante
50 min. Se filtra y se lava con DCM (-3 veces), se evapora el solvente en rotavapor, se
metila el &cido asi obtenido con diazometano para dar 33 mg del éster metilico 121¢ luego
de la purificaciéon por columna cromatografica, con un rendimiento del 46 % basado sobre

la carga inicial de la resina de Wang.

Caracterizacidén:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

1V.2.44- Procedimiento de inmovilizacion del micleo penam modificado en

posicion 6, con la resina JandalJel

147 X=Br, Y=Br
148 X=H, Y=ClI
149 X=H, Y=Br

Se suspenden (1,07g, 0,615 mmoles) de resina Jandalel con una sustitucion de
0,575 mmoles/g en 12 ml de DMF anhidro, se agita media hora a temperatura ambiente,
pasado ese tiempo se agregan 2 eq. de acido 6,6-dibromopenicildnico (82), y 2
equivalentes de KF (71,34 mg), se calienta a 60 °C y se deja agitando durante 24 h. Pasado
ese tiempo se filtra en embudo sinterizado con vacio y se lava el compuesto con: MeOH,
H>O, EtOH, ChLCH2 (3 veces cada uno). Se seca en desecador con vacio para obtener el
acido 147 unido a la resina JandaJel Utilizando el mismo procedimiento con los acidos 85

y 86 para obtener los compuestos 148 y 149 unido a la resina Jandalel
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IV.2.45-Procedimiento de la separacion de derivados de penicilinas de la

resina JandaJel usando AICI;

Se suspende el compuestos unido a la resma JandaJel en ChCH: anhidro durante
media hora a temperatura ambiente luego se agrega gota a gota 4 eq. de AICl; disueltos en
nitrometano anhidro (se recomienda muy especialmente que el AICI3, el CH3NO:2 y el
material de vidrio utilizado se encuentren perfectamente secos), se deja a 0°C durante 1
hora. Se filtra aplicando vacio, se lava con AcOEt (5 X 3ml) y se trasvasa a una ampolla
de separacion. Se agrega HCI 0,5 N y se realizan dos lavados sobre la fase organica.
Luego se hacen dos extracciones de la fase acuosa con AcOEt, se juntan las fases
organicas, se secan con Na2SO4 anhidro, se filtra y evapora el solvente con vacio.

Los acidos asi obtenidos se disuelve en ChCHz se enfria la solucion a 0°C, luego se
agrega una pequeia porcion de CH2N2 manteniendo la solucion en bafio de hielo, pasada
media hora se destruye el exceso de CH2N2 con unas gotas de 4cido acético glaciar y se

evapora el CbCH:z en rotavapor para dar los ésteres metilicos correspondientes.

IV.2.46-Procedimiento general para realizar las modificaciones en la posicion
23 —metil del niicleo penam unido a la resina JandaJel

IV.2.47-Obtencion de los sulfoxidos 150 y 151

150 X=Br, Y=Br
151 X=H, Y=CI

Se toma 1 gramo del acido 6,6-dibromopenicilanico unido a la resina Jandalel
(147), se suspende en 10 ml de ChCHz, se agita a temp. amb. durante 30 minutos, se
agrega 2 equivalente de m-CPBA disueltos en ChCHa, dejandose a 0°C durante 4 horas.
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Pasado este tiempo se deja en el freezer durante 12 horas. Luego se filra en embudo
sinterizado con vacio, se lava con: MeOH, AcOEt, CLCH: (3 veces cada uno) y se seca en
desecador con vacio obteniéndose el sulfoxido 150. Se realiza el mismo procedimiento

para el acido unido a la resina Jandalel 148, para obtener el sulféxido 151.

IV.2.48-Obtencion de los ésteres metilicos 96a y 98a
de los sulfoxidos 150 y 151

Para determmar la obtencion de los sulfoxidos se trataron los compuestos 150 y
151 con 4 eq. de AICh, y se esterifico con diazometano, de acuerdo al procedimiento ya

descrito, para dar los ésteres metilicos 96a y 98a.

1V.2.49a-6,6—dibromo-2,2-dime tilpenam-1-6xido-3o.—carboxilato de metilo
(96a)

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis
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IV.2.49b-60.—cloro-2,2-dimetilpenam-1-6xido-3a—carboxilato de metilo (98a)

0
Cl H s
- : S
H .
:l/:N
o] 7>/
H v “OCH,
98a

Caracterizacidén:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.50-Obtencion del 6,6-dibromo-2 f3-{[(benzotiazol-2-
itio]metil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (120a)

Br S
Br=T ys«
N III// N
o i

CO,CH;
120a

Se suspenden (0,322 g, 0,164 mmoles) del sulfoxido 150 en 7 ml de tolueno
anhidro media hora a temperatura ambiente, luego agrego (0,109 g, 0,657 mmoles) de 2-
benzotiazoltiol, se calienta a 95°C y se deja agitando 4 horas. Pasado este tiempo se filira
en embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la
noche en desecador y se obtienen (0,335g, 0,150 mmoles).

Se toman (0,335) g del compuesto obtenido y se suspende en 6 ml de DCM media
hora a temperatura ambiente, se lo hace reaccionar con AICl3 y se esterifica con
diazometano, de acuerdo al procedimiento ya descrito, para dar 43,39 mg del éster
metilico 120a luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento

del 55 % basado sobre la carga inicial de la resina JandaJel
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Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.51-Obtencion del 6,6-dibromo-2 -{[(6-etoxi-benzotiazol-2-
iDtio]metil}-2a-metilpenam-3a-carboxilato de metilo (120b)

Br S OEt
w1 17
N / ’/// N
(0]

CO,CH;
120b

Se suspenden (0,2825 g, 0,1336 mmoles) del sulfoxido 150 en 5 ml de tolueno
anhidro media hora a temperatura ambiente, luego agrego (0,1129 g, 0,5344 mmoles) de 6-
etoxi-2-benzotiazoltiol, se calienta a 95°C y se deja agitando 4 horas. Pasado este tiempo se
filtra en embudo smterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando
toda la noche en desecador y se obtienen (0,291g, 0,180 mmoles).

Se toman (0,291 g) del compuesto obtenido y se suspende en 5 ml de DCM media
hora a temperatura ambiente, se lo hace reaccionar con AIClz y se metila con
diazometano, segun al procedimiento ya descrito, para dar 35mg del éster metilico 120b
luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 48% basado

sobre la carga micial de la resina Jandalel

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis
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IV.2.52-Obtencion del 6,6-dibromo-2 B-{[(4,5-difenil-oxazol-2-

il)tio]metil}-2a-metilpenam-3a-carboxilato (120c)

]:31' 0] Ph
sy
N/ N7 pp
O .

CO,CH;
120c¢

Se suspenden (0,1886 g, 0,089 mmoles) del sulfoxido 150 en 5 ml de tolueno
anhidro media hora a temperatura ambiente, luego agrego (0,0943 g 0,356 mmoles) de
4,5-difenil-2-oxazoltiol, se calienta a 95°C y se deja agitando 4 horas. Pasado este tiempo se
filtra en embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando
toda la noche en desecador y se obtienen (0,204g, 0,088 mmoles).

Se toman los 0,204 g del compuesto obtenido y se suspenden en 5 ml de DCM
media hora a temperatura ambiente, se lo hace reaccionar con AICl3 como se explica en
esta seccion, se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 10,7 mg del éster
metilico 120c¢ luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento

del 20 % basado sobre la carga inicial de la resina JandaJel

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.53-Obtencion del 6a -cloro-2p-{[(6-etoxi-benzotiazol-2-

il)tiolmetil}-2a-metilpe nam-3a-carboxilato de metilo (121b)

Cl S OEt
H= ys‘<\ j©/
N / ’,,, N
O CO,CH;

121b
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Se suspenden (0,257 g, 0,140 mmoles) del sulféxido 151 en 6 ml tolueno anhidro
media hora a temperatura ambiente, luego agrego 4 equivalentes (87,9 g, 0,416 mmoles)
de 6-etoxi-2-benzotiazoltiol y cantidades cataliticas de acido p-TsOH, se calienta a 95 °C y
se deja agitando durante 4 h. Pasado este tiempo se fitra en embudo sinterizado se lava
con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la noche en desecador y se
obtienen (0,202g, 0,092 mmoles).

Se someten los 0,202 g del compuesto a la reaccion del AICl3 como se explica en
esta seccion y se metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 8,27 mg del éster
metilico 121b luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento

del 10 % basado sobre la carga micial de la resina JandalJel

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis

IV.2.54-Obtencion del 6a.—cloro-2p-{[(4,5-difenil-oxazol-2-il) tio]metil}-2a-

metilpenam-3a-carboxilato de metilo (121c¢)

Cl 0.__Ph
n——5 5 I
j;N /v, N7 pp
O TO,CH;
121c

Se suspenden (0,196 g, 0,100 mmoles) del sulféxido 151 en 5 ml tolueno anhidro
media hora a temperatura ambiente, luiego agrego (0,1014 g, 0,40 mmoles) de 4,5-difenil-
2-oxazoltiol se calienta a 95°C y se deja agitando 4 horas. Pasado este tiempo se filtra en
embudo sinterizado se lava con MeOH, AcOEt y DCM 3 veces, se deja secando toda la
noche en desecador y se obtienen (0,235g, 0,107 mmoles).

Se toman (0,235 g) del compuesto obtenido y se suspende en DCM media hora a
temperatura ambiente, se lo hace reaccionar con AICl3 como se explica en esta seccion, se

metila el acido asi obtenido con diazometano para dar 11,27 mg del éster metilico 121c¢
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luego de la purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento del 21 % basado

sobre la carga micial de la resma Jandalel.

Caracterizacion:

Coinciden con los reportados previamente en esta tesis.
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A lo largo de este trabajo se ha mencionado la importancia que la quimica
combinatoria ha tenido en el desarrollo de la industria farmacéutica en las ultimas
décadas. Ademas se debe tener en cuenta que la sintesis en fase sdlida de moléculas
pequeiias es la técnica de eleccion para el desarrollo de dicha disciplina.

La importancia clinica de los compuestos —lactamicos es nobjetable ya que su
estructura se encuentra presente en una gran cantidad de antibidticos e nhibidores de
B—lactamasas, ampliamente distribuidos en el mercado farmacéutico.

En este trabajo de tesis se describe el desarrollo de las modificaciones realizadas
en distintas posiciones del acido penicilinico unido a diferentes resinas comerciales, en
funcion de obtener una biblioteca de derivados [—lactimicos con posible actividad
biologica. El trabajo se inicid6 con grandes expectativas debido a que poco se habia
realizado en sintesis en fase solida de este tipo de compuestos hasta ese momento.

El primer objetivo fue desarrollar derivados modificados en las posiciones 6, 1 y
2B—metil del nicleo penam. Para este fin se utilizaron resinas con caracteristicas
marcadamente diferentes, ajustando las condiciones de sintesis para obtener la mayor
diversidad de compuestos y efectuar la comparaciéon de los rendimientos obtenidos en
cada una de ellas.

De esta manera se puso a punto una técnica para obtener penicilinas halometil
sustituidas en la posicion 2p-metl del nicleo penam. Las primeras experiencias se
llevaron a cabo con la resina de Wang adaptando luego esta metodologia para el empleo

de la resma de Merrifield obteniendo buenos resultados en la sintesis de los compuestos

deseados.
Y
r X— z
B : aS 4
X 4 — N- /=
o N C - oy o
H \o/\® o 0/\®
90 X=Br, Y=Br 104 X=Br Y=Br, Z=Cl
91 X=H. Y=CI 105 X=Br Y=Br, Z=Br
92 X=H. Y=Br 106 X=H, Y=Br, Z=Cl

107 X=H, Y=Br, Z=Br
108 X=H, Y=CI, Z=Cl

La reaccion de distintos heterocicliltioles con el acido penicilanico unido a Ia
resna de Merrifield resultd satisfactoria y se lograron obtener diez compuestos distintos

con rendimientos de buenos a muy buenos para el total de la secuencia sintética.
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Y © T i
P X T T S—Het
X*= I X 4
N- / ‘0 —_— O .
o = RN
H 7o o O/Q
_ _ 118 X=Br,Y=Br
90 X=Br, Y=Br s ot
91 X=H, Y=CI 119 X=H, Y=Cl
92 X=H, Y=Br

Se llevdo a cabo la oxidaciéon del azufre de posicion 1 a la correspondiente
sulfona con buenos rendimientos sobre penicilinas 2[—halometil sustituidas soportadas
en resna de Merrifield. En cambio no se logré oxidar dicho azufre en el caso de los

2B —heterocicliltiometil derivados.
Y Q //
3 m-CPBA 12 eq. \/)f
96 h. t.amb.
O O/\® O O/\®

104 X=Br Y=Br, Z=Cl 122 X=Br Y=Br, Z=Cl
105 X=Br Y=Br, Z=Br 123 X=Br Y=Br, Z=Br

sl

Se logr6 poner a punto una metodologia de union de los compuestos
B—-lactamicos a la resina de Wang utilizando el reactivo de Mukaiyama, con excelentes
resultados. Los compuestos generados por modificacion del nicleo penam unido a esta
resina se identificaron por RMN de '3C en fase gel En este caso cabe destacar el
beneficio de reducr el tiempo que msume la identificacion de los compuestos
sintetizados, dado que no es necesario desprenderlo de la resina para su posterior
evaluacion. Utilizando la resina de Wang se pudo elaborar una biblioteca de derivados
B—lactamicos modificados con rendimientos, en algunos casos, mayores a los logrados

con la resina de Merrifield.

O s
X
] e bda
Y P
0 C
6/
C 9 resina de Wang (CH3CHy)3N, CH,Cl,

0
82 X=Br, Y=Br b
85 X=H, Y=CI 131 X=H, Y=Br
86 X=H., Y=Br 132 X=H. Y=CI
' 133 X=Br, Y=Br

Capitulo V: Resumen y conclusiones



139

Y Y
X- I‘/ Js/ Xj;‘jf S—Het
O N 4 ‘s, O N 4 ‘,
o~ — ©
Z z 0
131 X=H, Y=Br O 142 X=Br, Y=Br o
132 X=H, Y=Cl @ 146 X=H, Y=CI @
133 X=Br, Y=Br

Por ultimo se wutilizd como soporte solido la resina Jandalel, alternativa
interesante ya que aumenta al doble su capacidad de “hinchado” respecto a las resinas
comunes. Sin embargo, la sintesis en fase solida de penicilinas 2 [—heterociclitiometil
sustituidas utilizando esta resina no produjo mejores rendimientos que aquellos con la
resinas de Merrifield y Wang, a pesar de las expectativas planteadas por las

caracteristicas anteriormente descritas de esta resina.

Y

B S Y
X ’ X : S Het
N —_— 4
O " — > N—/ "
— —_— (0) B
¢ o
)
147 X =Br, Y =Br 152 X =Br, Y =Br
148 X=H, Y=ClI 153X =H, Y=ClI

@ = Resina JandalJel

En conclusion, este trabajo de tesis ha demostrado la aplicabilidad de la quimica
sobre soporte solido a derivados de penicilinas. La union a las resinas comerciales de
Merrifield, Wang y JandaJel han sido optimizadas, destacdndose wuna nueva
metodologia de unién de los compuestos B—lactamicos a la resina de Wang utilizando el
reactivo de Mukaiyama. Se ha demostrado ademas la posibilidad de ruptura al final de
la sintesis bajo condiciones suaves, a través del uso de AICl3 o acido trifluoracético,
dependiendo de la resina utilizada. Finalmente se llevd a cabo la funcionalizacion de los
derivados del nicleo penam sobre soporte solido llevando a un método muy
conveniente para la sintesis penicilinas 2 —metil sustituidas. Esta estrategia puede ser
muy util para la generacion de bibliotecas de compuestos de potencial actividad

biologica.
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