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ABREVIATURAS.

Aminoacidos.

Aminoécido Abreviatura Aminoécido Abreviatura
Acido aspartico Asp Isoleucina lle
Acido glutamico Glu Leucina Leu
Alanina Ala Lisina Lys
Arginina Arg Metionina Met
Asparagina Asn Prolina Pro
Cisteina Cys Tirosina Tyr
Fenilalanina Phe Treonina Thr
Glicina Gly Triptéfano Trp
Glutamina GIn Serina Ser
Histidina His Valina Val

Aminoécidos modificados.

Aminoacido Abreviatura
Ornitina Orn
Isostatina Iso

Parte bioldgica.

Acido desoxirribonucléico ADN

Acido ribonucléico ARN

Adenosin trifosfato ATP

Guanidin difosfato GDP

Guanidin trifosfato GTP

Células KB Linea celular humana de carcinoma nasofaringeo
Células LoVo Linea celular humana de adenocarcinoma colorectal

ICsg Concentracion inhibitoria media



Agentes acoplantes.

Agente acoplante Abreviatura
N,N"-Diciclohexilcarbodiimida DCC
Clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil-carbodiimida EDC
Hexafluorofosfato de cloro-1-iloxitris(dimetil-amino)-fosfonio CloP
Hexafluorofosfato de bromo-1-iloxitris(dimetil-amino)-fosfonio BroP
Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris(dimetil-amino)-fosfonio BOP

Hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-il)oxitris-(dimetil-amino)fosfonio AOP

Hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio HBTU
Tetrafluoroborato de O-benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametiluronio TBTU
Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio HATU
Tetrafluoroborato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio TATU

Hexacloroantimonato de 1-(1H-benzotriazol-1-iloxi)fenil-metilen pirrolidinio BPMP

Hexacloroantimonato de 5-(succinimidiloxi)-3,4-dihidro-1-metil 2H pirrolio SOMP
Hexafluorofosfato de 2-(benzotriazol-1-il)oxi-1,3-dimetil-imidazolidinio BOI
Hexafluorofosfato de 2-cloro-1,3-dimetilimidazolidinio CIP
Tetrafluoroborato de 2-cloro-1,3-dimetilimidazolidinio CiB
Aziduro de difenilfosforilo DPPA
Cloruro del acido N,N"-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfinico BOP-CI
Hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio TFFH
Aditivos.

Aditivo Abreviatura
1-Hidroxibenzotriazol HOBT
1-Hidroxi-7-azabenzotriazol HOAt
3,4-Dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina HODhDbt

Etil-1-hidroxi-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato HOCt



Grupos protectores.

Grupo protector

Abreviatura

9-Fluorometoxicarbonil Fmoc
Benciloxicarbonil Z
Terbutoxicarbonil Boc o t-Boc
Disolventes.

Disolvente Abreviatura
Dimetilformamida DMF
Dimetoxietano DME
Etanol EtOH
Metanol MeOH
Tetrahidrofurano THF
Otros reactivos.
Reactivo Abreviatura
Acido trifluoroacético TFA
Aziduro de tetrametilguanidinio TGA
Bromopiruvato de etilo EBP
n-Butil litio n-BuLi
N,N’-Diisopropiletilamina EDIPA
N,N"-Dimetilaminopiridina DMAP
Trietilamina EtsN
Trifenilfosfina PPhs
Triflato de dibutilboro DBBT



Espectroscopia.

Técnica Abreviatura
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer DEPT
(Disminucioén de la Distorsiéon por Transferencia de Polarizacion)

Correlated Spectroscopy COosy
(Espectroscopia de Correlacion Homonuclear de Hidrogeno)

Heteronuclear Single Quantum Coherence HSQC
(Coherencia Heteronuclear Cuantica Simple)

Heteronuclear Multiple Bond Correlation HMBC

(Conectividad Heteronuclear de Enlaces Multiples)

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy NOESY
(Espectroscopia del Efecto Nuclear de Overhauser)

Exchange Spectroscopy EXSY
(Espectroscopia de Intercambio)

Partes por millon ppm
Hertz Hz
Temperatura de coalescencia Tc

Fast Atomic Bombardement Mass Spectroscopy FAB"MS
Espectrometria de Masas por Impacto Electrénico EM IE

Unidades de masa atdmica uma
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1. INTRODUCCION.

Las cianobacterias o algas marinas verde-azul han llamado poderosamente la atencion en
los dltimos afios, debido a que producen un elaborado e impresionante conjunto de
metabolitos, los cuales exhiben un amplio espectro de bioactividad,* y aunque algunos de
ellos son téxicos,? las cianobacterias son una fuente reconocida de sustancias con

actividad farmacoldgica.

Entre los metabolitos biosintetizados por las cianobacterias, se encuentran los compuestos
conocidos como depsipéptidos. Estas moléculas estan formadas por cadenas ciclicas o
abiertas de aminoéacidos (generalmente el estereoisdmero L), 0 bien por aminoacidos
modificados y otros &cidos organicos. La actividad biolégica mas importante de estas
sustancias ha sido documentada como anticancerigena. Como ejemplo de ello, se tiene
que existen en la actualidad cuatro depsipéptidos que en pruebas clinicas demostraron
excelente actividad como anticancerigenos en humanos. Estos se han denominado
didemnina B, deshidrodidemnina B, dolastatina 10 y el compuesto denominado como
FR901228.°

Las ulongamidas A-F son depsipéptidos ciclicos obtenidos recientemente de la
cianobacteria marina Lyngbia sp. Estas substancias demostraron tener actividad citotoxica
contra células KB (linea celular humana de carcinoma nasofaringeo) y células LoVo (linea
celular humana de adenocarcinoma colorectal).® Las estructuras quimicas de las
ulongamidas A-F son bastante parecidas entre si y debido a que su actividad
anticancerigena se encuentra aun en fase de estudio y a lo laborioso que es la obtencién
de las muestras biolégicas a partir del alga marina, nos parecié relevante realizar la

sintesis total del producto natural conocido como “Ulongamida A” (1).°



Debido a la importante actividad anticancerigena que presentan estos depsipéptidos, se
piensa que la modificacion y/o sintesis quimica de éstos, seguida por estudios de la

relacion estructura actividad, representan un campo de estudio promisorio.

%\{N{rs
~ % |y

)

HN ©
(@)
(@)
N
'l
ﬁ% .

Ulongamida A (1).
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2. MARCO TEORICO.

2.1. CIANOBACTERIAS .

Los microorganismos fotosintéticos mas antiguos que pueblan todas las aguas del planeta
y que son conocidos como cianobacterias, tienen una larga historia evolutiva. La mayoria
de gedlogos y geoquimicos concuerdan en que su origen se extiende unos 3500 millones
de afos atrds, dentro de la Era Proterozoica, conocida también como Era de las
Cianobacterias.® Se especula que fueron los primeros seres vivos que poblaron el planeta
y que a partir de ellas se desarrollaron otros seres vivientes tales como las plantas, ya que
el cloroplasto es considerado como una célula cianobacteriana viviendo en endosimbiosis
dentro de una célula eucariota. Las cianobacterias han tenido un efecto muy importante en
la evolucion y los cambios ecoldgicos a través de la historia de la tierra debido a que la
atmosfera de la cual dependemos fue generada por ellas durante las Eras Arqueana y
Proterozoica, y actualmente son importantes proveedoras de amoniaco, insustituible en el

cultivo de arroz, frijoles y otras graminaceas.

Las cianobacterias son parte del fitoplancton y se encuentran, por lo tanto, en el inicio de
la cadena alimenticia, forman grandes colonias, principalmente en cuerpos de agua con
altos niveles troficos y se consideran ligadas a procariotes y eucariotes fotosintéticos, ya
que poseen la capacidad de sintetizar clorofila. Como caracteristica particular se ha
identificado su habilidad para sintetizar los pigmentos ficobilina y ficocianina, que en altas
concentraciones les confieren el color caracteristico que ha dado lugar a su denominacion

como algas verde-azules o cianobacterias.
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2.1.1 Habitat.

Las cianobacterias se aprecian a simple vista como manchas incrustadas sobre la
superficie himeda de las rocas (C. fuscus), del suelo o de los arboles; pueden ser de color
verde azuladas, pardas o negras y presentarse en forma de almohadillas macroscépicas o
en capas viscosas. Pueden vivir en casi cualquier habitat incluyendo ambientes extremos
tales como desiertos o géiseres, siendo el limite maximo de temperatura de 73 — 74 C
(Phormidium laminosum, Synechococcus sp), también en los casquetes polares o bien en
ambientes acuaticos hipersalinos (como el alga Spirulina en el lago de Texcoco). Sin
embargo, la mayor parte de las especies se han encontrado hasta ahora en rios o lagunas

de agua dulce que tienen temperaturas moderadas, entre 15 — 30 C.’

2.1.2 Clasificacion.

Segun su morfologia las cianobacterias se clasifican en 5 oOrdenes: Chroococcales,
Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales. Las cianobacterias de todos

los érdenes antes mencionados poseen la forma de esferas o cocos.

Las cianobacterias Chroococcales son unicelulares y usualmente forman colonias. Las
células del orden Pleurocapsales tienen la habilidad de formar esporas internas
(baeocitos). Los tres O&rdenes restantes incluyen especies que forman colonias
filamentosas. En el orden Oscillatoriales no hay formacién de células especializadas, tales
como aquinetos o heterocistos (Figura 4). En los érdenes Nostocalles y Stigonematalles
las células poseen la habilidad para desarrollar heterocistos bajo condiciones especiales.
A diferencia del orden Stigonematalles, el orden Nostocalles incluye especies con colonias

de formas ramificadas (Anabaena).

La clasificacion de las cianobacterias aln no ha sido totalmente validada por el Cdodigo
Internacional de Nomenclatura Bacteriana. Existen diferentes clasificaciones, por lo cual

puede haber errores en el manejo de la informacion.
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2.1.3 Morfologia Celular. °

Las cianobacterias o algas verde-azules son células procariotas, por lo cual no poseen
organelos reconocibles o delimitados por una membrana. La gran mayoria de las

cianobacterias poseen una estructura distintiva, la cual se representa esquematicamente

en la Figura 1.

FPB1

PB2

N FAEREE

Figura 1. Estructura de una Célula Cianobacteriana.’ CM Membrana celular; TH, Tilacoide; PB1 y PB2,
vistas frontal y lateral de ficobilisomas unidos a los tilacoides adyacentes; GG, granulos de glicogeno; CY,
granulos de cianoficina; P, granulos de polifosfato; C, carboxisoma; R, ribosomas; G, vesiculas gaseosas.
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Las células cianobacterianas se encuentran rodeadas por envolturas celulares
consistentes en la membrana citoplasmica, la pared celular (membrana externa mas
peptidoglicano) y en muchos casos, una envoltura externa o vaina.'® La pared celular varia
en espesor entre 5-10 nm pero en ocasiones puede ser considerablemente mas gruesa,
particularmente en algunas especies de Oscillatoria sp, como por ejemplo el
peptidoglicano PCC 6407 componente de la pared celular es de aproximadamente 25 nm
de espesor, mientras que en Oscillatoria princeps es de 200-250 nm. Muchos grupos de

cianobacterias sintetizan capas de paredes externas adicionales.

2.1.3.1. Tilacoides (TH). EI protoplasto esta delimitado por una membrana citoplasmica,
cuyos elementos mas notorios son los tilacoides, los cuales se encuentran paralelos unos
con otros, pero separados por un espacio de aproximadamente 60-70 nm. Cada tilacoide
esta formado por dos membranas intimamente unidas, las cuales son los elementos
bésicos para la fotosintesis oxigénica y contienen los complejos proteina-clorofila,
carotenoides, los cuales forman parte de los centros de reaccion fotosintética y el sistema
de transporte electronico. Generalmente la célula posee entre 3 y 6 tilacoides ordenados

paralela y concéntricamente entre si.

2.1.3.2. Ficobilisomas (PB). Los ficobilisomas se localizan entre los espacios
intertilacoidales (Figura 2) y estan constituidos por complejos multimoleculares de
ficobiliproteinas,™* que son las proteinas de mayor presencia en las cianobacterias ya que
pueden representar mas del 24 % en peso seco de la célula y mas de la mitad del peso de
las proteinas solubles.™® La morfologia de los ficobilisomas varia segun el organismo de
origen. Sin embargo, en todos los casos consisten de varas hechas de discos apilados
que radian de un nicleo, poseen pesos moleculares que varian de 7.0 X 10° a 15.0 X 10°
daltons, contienen de 300 a 800 cromaoforos de bilina y absorben luz que proviene de gran
parte del espectro visible. La energia absorbida por cualquiera de estos cromoéforos es

transmitida eficientemente a aceptores terminales de energia.™



2.1.3.2.1 Grupos Prostéticos Bilina.

H
R—N—Cys—CO—R

H
R—N—Cys—CO—R

Membrana
Tilacoidal

Aloficocianina Ficocianina

Figura 2. Ficobilisoma.

polipeptidicas se muestran en la Figura 3.

H
R—N—Cys—CO—R
CO2H COzH

H
R—N—Cys—CO—R

Figura 3. Grupos Prostéticos Bilina.'*

COH CO.H
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Cuatro diferentes tipos de tetrapirroles isoméricos
funcionan como cromoéforos en las ficobiliproteinas: las ficocianobilinas 2, las
ficobiliviolinas 3, las ficoeritrobilinas 4, y las ficourobilonas 5; éstos tetrapirroles son los que

les proporcionan sus colores brillantes. Sus estructuras y modos de union a las cadenas
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La ficocianobilina 2 tiene su maximo de absorcion en aproximadamente 600 nm. Las
biliproteinas que contienen ficobiliviolina 3 (también llamada criptoviolina) poseen un
maximo de absorcion a 568 nm, mientras que aquellas que contienen la ficoeritrobilina 4,
tienen un maximo de absorcion entre 535 y 567 nm. Las biliproteinas que contienen la

ficourobilona 5, muestran un pico de absorcibn maxima en aproximadamente 495 nm.

2.1.3.3 Inclusiones Citoplasmicas . Dentro del citoplasma se encuentran, ademas del
material genético, glicogeno, cianoficinas, granulos de polifosfato, carboxisomas, vacuolas
gaseosas, ribosomas y complejos proteino-enzimaticos mediante los cuales las
cianobacterias fabrican una gran cantidad de metabolitos secundarios. Cada uno de estos

elementos sirve a la célula cianobacteriana para un fin determinado.

2.1.3.3.1 Glicégeno (GG). EI glicogeno es un carbohidrato usado como material general
de reserva por las cianobacterias. Se localiza generalmente entre los tilacoides y de forma
prominente en células fotosintéticas con bajo suplemento de nitr6geno. Su presencia
puede ser detectada mediante la reaccién de Thiéry,"”> usando una tincién de plata

especial para detectar carbohidratos.

2.1.3.3.2 Cianoficinas (CY). '® Son reservas orgénicas de nitrgeno especificas de las
cianobacterias, estdn compuestas de largas cadenas polipeptidicas de acido multi-L-arginil

—poli (L-aspartico).

2.1.3.3.3 Granulos de Polifosfato (P). ** Su funcién principal parece ser el
almacenamiento de fosfato, aunque también podria funcionar como regulador de las
concentraciones intracelulares de ATP, ADP, otros nucleétidos y pirofosfato. El granulo
polimérico de polifosfato también representa una valiosa fuente de fésforo activado que

puede ser utilizado en diversos procesos metabdlicos.

2.1.3.3.4 Carboxisomas (C). '® Todas las cianobacterias contienen carboxisomas (de 3 a
12 carboxisomas como media), los cuales son agregados pseudocristalinos de la enzima

clave para la fijacion del CO,, ribulosa 1,5-bifosfato-carboxilasa (RuBisCOasa). Los
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carboxisomas tienen la forma de poliedros, por lo cual se les ha dado también el nombre

de cuerpos poliédricos.

2.1.3.3.5 Vacuolas Gaseosas (G). ' Ayudan a la flotacion de la célula y se encuentran en

especies de géneros muy diferentes.

Algunas cianobacterias han desarrollado células especializadas tales como los baeocitos,
hormogonias, aquinetos y heterocistos (Figura 4). Las dos primeras clases pueden ser o
no méviles y estan relacionadas con la dispersién y reproduccién de la especie.®® Los
aquinetos son células sin movimiento y resistentes, comparables a las esporas que
poseen grandes cantidades de cianoficina, lo que les confiere una apariencia granulosa, y
se desarrollan Gnicamente en cianobacterias que forman heterocistos.?* En estos Gltimos

el N, atmosférico es convertido a NH; mediante la enzima nitrogenasa.??

Células Aquinetos Células

Fotosintéticas / \ Fotosintéticas
A A
r N\ r N\

Heterocisto

Figura 4. Especializacion Celular en Cianobacterias.
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2.1.4 BIOSINTESIS DE DEPSIPEPTIDOS POR CIANOBACTERIAS. Complejos

Proteino-Enzimaticos. %3

Las cianobacterias producen una amplia variedad de metabolitos secundarios siendo los
depsipéptidos los principales. No se conoce cual es exactamente el papel fisiologico de los
depsipéptidos en el metabolismo de las cianobacterias, pero se cree que pueden actuar
como coordinadores en el crecimiento y la diferenciacion celular,®* quizas sean fallas del

metabolismo celular®® o armas de defensa contra otros microorganismos competidores.?

El mecanismo biosintético de formacién de los depsipéptidos en las cianobacterias es
interesante pues no se encuentran involucrados ribosomas o ARN mensajero en él, sino
que es mediado Unicamente por complejos polienzimaticos denominados como
péptidosintetasas.?’ Los casos mejor estudiados son los de los decapéptidos ciclicos
tirocidina y gramicidina S 6,°> producidos por diferentes especies de Bacillus brevis
(Figura 8).

El hecho de que no haya ARN involucrado en la sintesis de los depsipéptidos permite que
éstos tengan una gran diversidad estructural, pues estan formados por aminoacidos
naturales, aminoacidos modificados, hidroxidcidos y diversas moléculas organicas
(Figura 9).%
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2.1.4.1 Mecanismo Multienzimatico del Tiomolde (Mul tienzyme Thiotemplate

Mechanism). El mecanismo por el cual los depsipéptidos son sintetizados en el interior del
citoplasma cianobacteriano es conocido como: Mecanismo Multienzimético del Tiomolde.
El primer paso del mecanismo es la activacion de los aminoacidos sustrato por hidrolisis

del ATP a los correspondientes adenilatos (Figura 5).

® cisteamina B-alanina pantotenato 0
H.N_.R ..,
NH, Y~ i ik 4 0° o § H 4 0°
- A~ ' -p=0 Modulo A ~
I ol AR S oL o e A A
v LY o-poe Q. 0 0 AMP NH; 0 ° ©
NS N n
HO OH halo-PCP halo-PCP
aminoacilado
Médulo de
Adenilacién
Paso 1

o o o i R 0
00 o. I Il Il o Il 0
wy v Somfo-f-o-p-o %’ O
° 0 Mg* O Og Og A or' %9

Aminoacido ATP
Adenilato de Aminoacilo

Figura 5. Activacion de los amino&cidos.

Estos intermediarios inestables son después transferidos a otro sitio del complejo
multienzimatico, donde son unidos como tioésteres al grupo cisteamina de una enzima

que tiene como cofactor el grupo 4'-fosfopanteteinilo.?342°

Se ha demostrado que las peptidosintetasas requieren modificaciones post-translacionales
para volverse cataliticamente activas (Figura 6).2**3° Las apoproteinas inactivas son
convertidas a sus haloformas activas mediante la transferencia post-translacional de la

parte 4'-PP de la coenzima A, a la cadena lateral de un residuo de serina localizado en la
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region C-terminal de cada unidad activante de substrato, una region definida

recientemente como la region de acilacion o tiolacion.

NH,
- N
4'-PP ¢ ]iw
N

N N '(V' O |
HS >y WO‘E‘O‘E‘O/\S_\(/ /, HS/\/N\H/\/NWO-P:O
0] 0] O\ O 0 0 0
)" £
-b_A° transferasa
6OH 0=R-0

halo-PCP

apo-PCP

Figura 6. Fosfopanteteinilacion Post-Translacional.

En este paso, los sustratos tiol-activados pueden sufrir modificaciones tales como

epimerizacion o N-metilacion.?**3

Los aminoécidos tioesterificados son entonces integrados dentro del péptido a través de
una elongacién concertada mediante reacciones de transpeptidacion en serie (Figura 7).%
Estas reacciones ocurren por la transferencia de los grupos carbonilo activados como
tioésteres de un residuo a un grupo amino adyacente del siguiente aminoacido,
efectuandose de esta forma el ensamblamiento concertado C-N del péptido. Durante este
proceso de condensacion todos los intermediarios se encuentran unidos covalentemente

al complejo multienzimatico.
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Aminoacidos Acoplados

o R? , ® 0 R2
HsN J\ﬁ? i >—<O HsN %N)YO
el H
S XN S SH 1
5‘3 Y | R
. . e
\ ( !
\ : H
Pant \ i Pant Pant @l Pant
Py O Q 5 1
: roo\ 7 ou \
Modulo T X NH Médulo T Modulo T X NH Médulo T
(PCP) (PCP) (PCP) (PCP)
Médulo C Modulo C

Figura 7. Acoplamientos peptidicos.

Los cofactores 4'-PP facilitan la transferencia ordenada de los substratos tioéster carboxi-

activados entre las unidades activas que constituyen las péptidosintetasas, lo cual resulta

en la formacion de un péptido con secuencia definida.

Los estudios quimicos en proteinas, asi como los progresos actuales en la clonacion y
secuenciaciéon de genes que codifican las péptidosintetasas proveen pruebas valiosas
acerca de la arquitectura molecular de estas enzimas. Se cree que los complejos

multienzimaticos poseen una estructura modular (Figura 8), en la cual las unidades

sustrato activantes / modificadoras estan alineadas en una secuencia que es colinear con

la secuencia de aminoacidos del péptido a sintetizar. 232932
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SH SH SH SH SH
Activacion
ATP PPi AMP

L-Phe A—L L-Phe- adenllato—i> tioéster de L—Phe—S—pant

aden11ac1on tlolac10n l eplmerlzacmn

D-Phe-L-Pro-S-pant-tioéster B D-Phe-S-pant-tioéster

Bioacoplamientos y formacion
del decapéptido

D-Phe
|

/‘ LJ|3ro L—\llal L(l)rn L4I_eu
SH S S S S

p-Phe —» Pro —»Val —Orn —Leu

T

Leu o Orn  Val  Pro_ p-Phe

Gramicidina S 6

Figura 8. Biosintesis de la gramicidina S 6 por Bacillus brevis, mediante el mecanismo del tiomolde. Primer
mecanismo biosintético elucidado.
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Con base en la comparacion de secuencias de ADN que codifican diversas

péptidosintetasas?’®*3

y en estudios recientes de fragmentos de ADN que codifican
proteinas, las cuales activan aminoacidos individuales, los mddulos fueron definidos como
unidades semiautonomas dentro de las péptidosintetasas que poseen toda la informacion
necesaria para el reconocimiento, la activacion y la modificacion de un substrato. Esto
significa que el numero de modulos y su orden dentro de una péptidosintetasa define la
secuencia y la longitud del péptido sintetizado. Aunque se ha propuesto que los modulos
actuan independientemente el uno del otro, no obstante estos deben trabajar de forma

concertada durante la elongacion del péptido.

2.2. Depsipéptidos.

Los depsipéptidos son moléculas ciclicas o lineales compuestas por aminoacidos
naturales, aminoacidos modificados, hidroxiacidos y diversas moléculas organicas (ver
Figuras 9, 10 y 14). Poseen un fuerte potencial como agentes terapéuticos debido a que
tienen propiedades biolégicas excepcionales y variadas, por ejemplo: anticancerigena,

antibacteriana, antifingica, antiviral, antiinflamatoria, etc...;***? sin embargo, destaca su

mayor potencial terapéutico como agentes anticancerigenos (ver Figuras 9 y 10).343%’

El interés por estudiar este tipo de compuestos, asi como también elucidar sus estructuras
quimicas, comenz6 debido a su alta toxicidad. El primer informe cientifico acerca de la
toxicidad de las toxinas cianobacterianas fue realizado por George Francis en 1878, pero
éstas solo se habian asociado con la muerte de animales domésticos.** Sin embargo, en
1999 en Brasil la muerte de 88 personas y el dafio renal en 50 pacientes que requirieron
hemodialisis, se asocié con la presencia de cianotoxinas en el agua de consumo

humano.®
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2.2.1 Toxicidad. La cianobacterias producen una gran cantidad de toxinas las cuales
pueden ser dafiinas dependiendo de su concentracion y su capacidad para originar
efectos agudos y crénicos en el hombre, animales y vegetales.*® La mayoria de las
especies y cepas toxigénicas pertenecen a géneros filamentosos multicelulares:
Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Aphanizomenon y Cylindrospermopsi.*’

Las principales fuentes de exposicion son lagos y rios durante su uso recreativo (ruta oral
o dérmica) y el consumo de agua potable y tabletas alimenticias de concentrados de algas
(ruta oral). Los sintomas observados en las personas que sufren intoxicacion por
microcistinas incluyen irritacion de piel y ojos, disnea, fatiga, dolor abdominal, ndusea,
vomito, diarrea, dolor faringeo, tos seca, dolor de cabeza, Ulceras en la boca y
gastroenteritis aguda. Otro aspecto importante es su efecto cancerigeno debido al efecto

de inhibicion de las protein-fosfatasas.

Las especies de cianobacterias unicelulares Microcystis causan la mayoria de los
problemas de toxicidad, probablemente por ser la mas cosmopolita de las cianobacterias.
Bishop® realiz6 el primer informe de una hepatotoxina de la cepa NRC-1 de Microcystis
aeruginosa identificada como un depsipéptido. Esta toxina fue denominada microcistina
por Konst et al (Figura 9).>° Posteriormente se realizaron otros aislamientos de
microcistinas a partir de la misma cianobacteria®® en Sudafrica y Australia.** Hoy en dia se

conocen aproximadamente 60 diferentes microcistinas.*?

Figura 9. Estructura general de las microcistinas. Las microcistinas son un grupo de heptadepsipéptidos
hepatotéxicos. En las posiciones R; y R, se pueden encontrar diferentes aminoacidos.
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2.2.2. Depsipéptidos y Cancer. ® Existen en la actualidad cuatro depsipéptidos en
pruebas clinicas como anticancerigenos en humanos (Figura 10); la didemnina B 7, la
deshidrodidemnina B 8, la dolastatina 10 9 y el compuesto FR901228 10. La didemnina B
7 entré en pruebas clinicas de fase Il y presenté una gran eficacia, pero debido a su
cardiotoxicidad, estos estudios fueron suspendidos. El compuesto 8 muestra las mismas
propiedades que la didemnina B 7, pero sin su cardiotoxicidad. EI compuesto 9 es uno de
los agentes antineoplasicos mas potentes que se conocen y el compuesto 10 se encuentra
en estudios clinicos de fase I.

DldemnlnaB ‘-----muOH 7 O A
HN 'e)

Deshidrodidemnina B =0 8

Figura 10 . Depsipéptidos anticancerigenos.

2.2.3. Mecanismo de Accion Molecular de los depsipé  ptidos anticancerigenos . Un
extenso trabajo bioquimico ha demostrado que los depsipéptidos en general poseen una
actividad anticancerigena similar a la de los farmacos vinblastina y vincristina.** Estos
farmacos acttan sobre los llamados microtubulos.

Los microtubulos son estructuras tubulares constituidas por unidades de tubulina (ver

Figuras 11 y 12), su didmetro promedio es de 25 nm y tienen diversas funciones en el
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interior de la célula tales como, mantener y desarrollar la forma del cuerpo celular, regular
el movimiento y disposicién de los organelos celulares como el aparato de Golgi, el
transporte intracelular de moléculas y el desplazamiento de centriolos y cromosomas;

también forman parte y participan en el movimiento de cilios y flagelos.*

_5_ Microtdbulos

DE

=-=.=—-=ll—-.
] Nur:len =0 ®

/\

Cenfrosoma
Figura 11. Células rodeadas por microtibulos.
Heterodimero Despolimerizacion
de tubulina extremo (-)
Microtibulo en

®@ +(POD Equlibrio DinAmico

T

tubulina 3 tubulina

’s ‘ Seccion
Im transversal

Polimerizacion
extremo (+)

O00Ccr R 0o @@‘o@ W@a.

e e

Figura 12. Microtabulo. Composicion y equilibrio dinamico.

18



MARCO TEORICO

Los microtubulos estan constituidos generalmente por 13 subunidades globulares de
tubulina (Figura 12). La tubulina es una proteina heterodimérica de aproximadamente
120,000 daltons y cada dimero de tubulina esta formado a su vez por dos polipéptidos

denominados tubulinas a y f.

Los microtibulos no son organelos estables, se encuentran en un equilibrio dinamico
(Figura 13), pueden ensamblarse y desensamblarse rapidamente dependiendo de factores
fisicos y/o quimicos tales como temperatura, presién, concentracion de iones de Ca®",
farmacos, pH, etc. Su polimerizacién procede por el extremo (+), requiere de la hidrolisis
de GTP en la tubulina 3, ademés de una concentracion critica del dimero de la tubulina y
de un centro organizador de microtibulos (centrosoma) a partir del cual se ha de producir.
También la despolimerizacion requiere de la hidrolisis del GTP pero esta procede por el

extremo (-) del microtabulo.

+qgd ) - "'a%eé%@é%” Polimerizacion
o ‘ bloqueada

Despolimerizacion
extremo (+)

extremo (-)

depsipéptido
unido

Figura 13. Despolimerizacion de un microtibulo por unidn de depsipéptidos.

La mitosis celular esta involucrada en la distribucion del material genético y su
funcionamiento preciso es requerido para la continuidad genética de cada individuo. Los
depsipéptidos son moléculas que alteran la mitosis celular al unirse a la tubulina. Los
detalles de las interacciones depsipéptido-tubulina no son conocidos, pero se cree que el
sitio de union esta compuesto por los residuos Serl72, Lys174, Vall75, Aspl77, Asn204,
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Glu205, Tyr208, Asp209, Phe212, Pro220 y Tyr222 de la tubulina B.** El sitio de unién
esta cercano al sitio de intercambio de GTP (Figura 13) por lo cual, al parecer su hidrélisis
se ve inhibida por impedimento estérico. Al inhibirse la hidrélisis de GTP se inhibe también
el intercambio de tubulina y como consecuencia hay una despolimerizacion de los
microttbulos ya formados e inhibicién de la formacién de nuevos microtibulos. #34°4°
Algunos depsipéptidos inducen a la tubulina a formar anillos o espirales. Se sabe por
ejemplo que la dolastatina 10 9 (Figura 10) forma anillos de 45 nm de diametro que

contienen 14 dimeros de tubulina.*’

Al afectarse la mitosis se causa una distribucion irregular de los cromosomas, en las
células en interfase los dipéptidos causan un desarreglo de la red microtubular que afecta
la forma y otras funciones de la célula, lo cual conduce a la muerte celular por apoptosis.
Las células cancerosas son células en mitosis continua, por lo que se ven afectadas
principalmente por este tipo de compuestos, de tal manera que los depsipéptidos

muestran excelente actividad contra cancer mamario y adenocarcinomas pancreaticos.

2.3. Sintesis Quimica de Depsipéptidos.

La sintesis de depsipéptidos es similar a la de los péptidos y requiere de los pasos de
proteccién-acoplamiento-desprotecciéon y, de ser el caso, ciclacion. El reto mayor se
presenta debido a la diversidad estructural y gran cantidad de centros estereogénicos de
los compuestos modificados componentes de éstos. Esta variedad ofrece el desafio para
la explotacién y desarrollo de nuevos métodos sintéticos, reacciones y reactivos, por lo
que es un campo fértil y en pleno crecimiento.”®> Como ejemplo, se presentan en la Figura

14 las estructuras de los depsipéptidos largamida A 11 y apratoxina A 12.
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HO
13
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Figura 14. Estructuras de la largamida A 11 y la apratoxina A 12.

La largamida A 11 fue obtenida en el afio 2006 de la cianobacteria Oscillatoria sp,* posee
como caracteristicas especiales una tirosina modificada 13 y dos aminoacidos no
naturales, el acido (22)-2-aminobutendico 14 y el B-aminoacido, acido (2R,3R,5S)-3-
amino-2,5-dihidroxidodecandico 15. La apratoxina A 12 fue obtenida en 2001 de la

1,50

cianobacteria Lyngbia sp, posee como caracteristica especial una larga molécula
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organica 16 con 4 centros estereogénicos y un doble enlace con geometria (E). La sintesis
total de 12 fue descrita en 2002.>*

2.3.1 Grupos Protectores. Los aminoacidos o hidroxiacidos poseen dos funcionalidades
reactivas por lo que cuando se acoplan dos de ellos es necesario protegerlos
selectivamente. Uno de ellos debe protegerse en el grupo funcional carboxilico (también
conocido como extremo C-terminal en péptidos), y el otro en el amino o hidroxilo (extremo
N-terminal), segun sea el caso.

Existe una gran diversidad de agentes protectores tanto para el grupo carboxilo como para
el grupo amino, siendo el requisito mas importante que deben cumplir; su facil remocion, la
cual no afecte la estructura del péptido formado.>?

Cuando los aminoacidos o péptidos son acoplados en solucién, los grupos protectores
mas utilizados para el grupo amino son sin duda el tert-butoxicarbonilo (Boc o t-Boc), o
bien el benziloxicarbonilo (Z). En fase solida se utliza generalmente el 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc, Figura 15). Estos grupos protectores son conocidos

también como supresores de racemizacion.

o o)
R R»
OH Rs
NHR, NH,
R1 R3
o
>LOJ\95. Boc }rfOJ< Ester terbutilico
o)

©Ao sz f’io/\© Ester bencilico

0
O‘ O)J\és_ Fmoc jj)\ Carbazato de

s‘g‘HNHN 0] terbutilo

Grupos protectores amino Grupos protectores carboxilicos

Figura 15. Grupos protectores mas comunes en sintesis de depsipéptidos.
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Generalmente la parte C-terminal es protegida como un éster, aunque puede también
transformarse a una Bochidrazida o bien a un derivado de la misma. La gran mayoria de
los ésteres no son buenos grupos protectores, por lo que se debe ser cuidadoso en su uso
y seleccion. Los grupos protectores mas utilizados son el terbutilo, el bencilo y el
carbazato de terbutilo, debido a que son facilmente removibles. Los grupos terbutilo y
carbazato de terbutilo tienen ademas la ventaja de que son resistentes al ataque por

nucleéfilos, no asf el bencilo (Figura 15).>®

2.3.2 Acoplamiento. Una vez que se tienen los aminoécidos protegidos, el siguiente paso
es su acoplamiento. Este paso sintético es muy importante pues el no realizarlo en las
condiciones adecuadas puede dar lugar a la formacion de subproductos o a la pérdida de

pureza quiral en el péptido resultante.

Existen diferentes técnicas para acoplar aminoacidos tales como la del cloruro de &cido, la
del éster activo, la del anhidrido mixto y el método de la azida. No obstante, el
acoplamiento se hace mas comunmente mediante el uso de agentes acoplantes
especiales con los cuales pueden eliminarse o disminuirse las inconveniencias de los

primeros métodos.

La técnica del cloruro de acido fue propuesta originalmente por Emil Fischer,>* y aunque
es poco utilizada debido a que generalmente existe racemizacion de los aminoacidos, con
la invencion de nuevos agentes halogenantes esta técnica ha resurgido (Figura 16). La
técnica del éster activo es poco usada en la actualidad para acoplar aminoacidos, pero es
ampliamente usada para realizar macrociclaciones (ver Figuras 18 y 19). Una técnica de
acoplamiento mas comunmente usada es la del anhidrido mixto donde generalmente
estos son formados y utilizados inmediatamente, ya que aunque son estables a bajas
temperaturas, en solucion presentan el problema de que con el tiempo descomponen
formando oxazolonas y uretanos. La cantidad de uretanos formados puede aumentar
hasta un 10 % cuando el aminoacido activado es voluminoso (Val, lle). Benoiton

recomienda el uso del cloroformiato de isopropilo para el acoplamiento de aminoacidos sin
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pérdida de pureza quiral.>

El método de la azida también tiene un uso limitado porque con
éste generalmente se producen isocianatos o carbamatos, productos de la transposicion
de Curtius. En la actualidad este método es ampliamente usado para realizar

macrociclaciones peptidicas.

La sintesis de depsipéptidos ha ayudado en gran medida al desarrollo de la quimica
relacionada con los agentes acoplantes debido a que muchas de las moléculas
componentes son de gran tamafo y a que muchos de los aminoacidos componentes se
encuentran N-metilados, lo cual causa un alto impedimento estérico al momento del

acoplamiento.

Los agentes acoplantes mas comunes pueden clasificarse segin su estructura en siete
tipos: carbodiimidas, sales de fosfonio, uronio, imonio e imidazolio, organofosforados y
agentes halogenantes. La Figura 16 muestra algunos ejemplos de los agentes acoplantes

mas cominmente usados.”®

Las carbodiimidas se han usado ampliamente en la sintesis de péptidos debido a que son
econdmicas y a que su actividad es moderada. La diciclohexilcarbodiimida 17 (DCC) fue la
primera carbodiimida descrita (Sheehan 1955),>” y de hecho fue también el primer agente
acoplante informado, estructuralmente diferente a los agentes halogenantes. El principal
problema de las carbodiimidas como agentes acoplantes es que sus subproductos son
derivados de urea, y su cantidad aumenta con el impedimento estérico de los aminoacidos
a acoplar. También el impedimento estérico da lugar a la formacion de oxazolonas, con la

consecuente peérdida de pureza quiral.

En 1970 Koénig y Geiger utilizaron con éxito la mezcla DCC-Hidroxibenzotriazol (HOBt)
para la sintesis de péptidos, eliminando en gran parte los inconvenientes de la DCC como
agente acoplante.®® El HOBt 18 fue el primer aditivo utilizado en sintesis de péptidos y a
través del tiempo muchos méas han sido desarrollados (Figura 16). Los aditivos se utilizan
con la finalidad de aumentar la velocidad de reaccion de las carbodiimidas y reducir la

racemizacion de los aminoacidos. La busqueda de agentes acoplantes con mejores
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propiedades basados en la DCC 17 condujo posteriormente al desarrollo de los agentes

de imidazolio,*® los cuales fueron modificados a su vez por Xu, quien introdujo los agentes
de imonio.®°

CARBODIIMIDAS FOSFONIO URONIO
® © - ®NMe, X, X
: X=Cl CLOP 19 2 X X
QN=C=NO pcc17  (MeaNsPWPFs 3 B BROP 20 J_ CH PF; HBTU 22
o 0" “NMe,
O-P(NMey)s KN o CH BF, TBTU
SNN"SN=c=N"NHCl EDC X N o X =CH BOP 21 | N X2 N PFg HATU
| [I NPFs  X=N AOP Ky N BF, TATU
AN N/
IMONIO IMIDAZOLIO ORGANOFOSFORADOS
N@BF4@\N 0
) N Mo~ ] Bol o}, pPPa 23
X
\/ ﬂ 3 /_\o BOP CI 24
cl j(
o )\X X =PFg CIP C'
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Figura 16. Agentes acoplantes y aditivos.
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A principios de los 70’s Castro introdujo los compuestos conocidos como Clop 19 y BroP
20 utilizados también como agentes acoplantes,®® pero desafortunadamente estos
causaban racemizacion. Después del descubrimiento del HOBt 18, éste se combind con
19 produciéndose el BOP 21, el cual fue introducido en 1975.%% Gross presenté en 1978 al
agente acoplante conocido como HBTU 22 y desde entonces Knorr ha publicado la

preparacion de varios derivados de reactivos con sales de uronio.®®

Por otro lado, Yamada propuso en 1972 el primer agente organofosforado usado
especialmente para la sintesis de péptidos, el azido fosfonato de difenilo 23 (DPPA),** y
desde entonces varios derivados mas han sido desarrollados. EI BOP-CI 24 fue
desarrollado por Palomo-Coll en 1980 y pronto se volvio el mas popular debido a que
posee gran poder para acoplar aminoacidos N-alquilados.®®

2.3.3 Macrociclacion . Un depsipéptido puede hacerse crecer en el nUmero de unidades
peptidicas hasta el tamafio deseado mediante los procedimientos ya mencionados de
proteccién-acoplamiento-desproteccidén. Una vez que se obtiene el depsipéptido lineal con
la longitud deseada, éste debe ciclarse. La ciclacion puede también realizarse mediante
cualquiera de las técnicas antes mencionadas para acoplar aminoacidos en la seccién

2.3.2, 0 bien mediante el uso de agentes acoplantes.

Aunque las técnicas son diferentes entre si, hay varios factores en comun que deben

tomarse en cuenta al momento de realizar una macrociclacion.®??

a) Tamafo del depsipéptido a ciclar. Generalmente es mas facil ciclar depsipéptidos
gue poseen 6 o mas aminoacidos. Tri, tetra y pentadepsipéptidos tienen tendencia
a ciclodimerizar, es decir, a formar anillos del doble del tamafio al obtenido en
ciclaciones simples; tal fenémeno fue notado en la sintesis de la gramicidina S 6.%°
La mejor explicacidon para este fendmeno es la formacion de un arreglo antiparalelo
(lamina B) inducida por puentes de hidrogeno entre dos cadenas peptidicas antes

de que ocurra la ciclaciéon (Figura 17).
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Figura 17. Ciclodimerizacion por formacién de lamina (.

b) Método de acoplamiento. La ciclodimerizacion es menos factible cuando la

macrociclacion se lleva a cabo mediante el método de la azida, en comparacién con

otros procedimientos.®’

Principio de dilucion. A altas concentraciones del péptido activado las reacciones de
ciclodimerizacion y polimerizacion emergen como serios competidores de la
intramacrociclacion. La sintesis de la gramicidina S 6 sirve para explicar este
principio.®® El pentapéptido 25 componente de 6 fue ciclado como su éster activo de
p-nitrofenol bajo dos diferentes condiciones de dilucién: 3.0 X 10° molar y 3.0 X
10 molar (ver Figuras 8 y 18). En ambos casos se obtienen dos compuestos, el
ciclodecapéptido consistente en la gramicidina S 6 y un ciclopentapéptido obtenido
como subproducto 26. Cuando la dilucién usada fue de 3.0 X 10 molar (mayor
concentracion), se observo que aproximadamente 30 % del total era el subproducto
26; en tanto que cuando se diluyé a 3.0 X 10 molar (menor concentracion), la

cantidad de 26 aumento a aproximadamente 50 %.
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/ éster activo
TFA - NH2-VaI-Orn(Z)-Leu-D-Phe-Pro-OON02

25
3X10°3 molar ’ piridina 3X10molar
Mal
Rro  OM—Z 26 30% 26 50 %
D-I5h§ _I,e'h +
""" ' * . 6 50 %

|
p-Phe — Pro — Val — Orn — Leu

‘ GramicidinaS 6 70 %
Leu — Orln — Val — Pro —b-Phe

Z

Figura 18. Principio de dilucion.

d) Impedimento estérico. El sitio de macrociclacion o de cierre del anillo debe ser
elegido cuidadosamente pues éste procede mejor si no se encuentran involucrados
aminoacidos voluminosos (Val, lle), N-alquilaminoacidos u otras moléculas

organicas de gran tamafio que causen impedimento estérico.

La didemnina A 27 es un hexadepsipéptido ciclico (Figura 19) que ejemplifica muy bien
este hecho, pues fue sintetizada por cuatro diferentes grupos de investigacion, cada uno

de los cuales realiz6 la ciclacion final de forma diferente.
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Ye  y-hidroxiacido
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J N\ 5
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o) Thr \ éster activo
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b - -
) z O-Me-Tyr

Figura 19 . Didemnina A 27. Diferentes sitios de macrociclacion.

El sitio elegido por Rinehart ®° para la ciclacién se encuentra entre la isostatina (Iso) y la
treonina (Thr). La combinacién del grupo voluminoso sec-butilo de la isostatina y el hecho
de que haya una leucina (Leu) unida a la treonina causan sin duda un gran impedimento
estérico, pues el rendimiento de producto ciclado fue apenas del 18 %. Jouin™ logré
aumentar el rendimiento hasta 54 % al realizar la ciclacion con BOP 21 en ausencia de
leucina (R = 2).

Con el fin de evitar la cercania de la isostatina voluminosa, Shioiri "* eligié el sitio
comprendido entre la O-metil-N-metiltirosina y la prolina (Pro) para llevar a cabo la
ciclacion, la cual procedié en 68 % de rendimiento después de tres dias de reaccidn con

BOP-CI 24, a pesar de que la tirosina se encontraba N-metilada.
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Finalmente, Schmidt "® consigue el mejor rendimiento (70 %) al elegir ciclar la molécula
entre la prolina y la leucina, con esta eleccién pudo eliminar los problemas estéricos
asociados con la isostatina y la N-metiltirosina. La ciclacion se llevé a cabo mediante la

técnica del éster activo utilizando pentafluorofenol (pfp).

e) Configuracion. La ciclacion procede mas rapidamente cuando los aminoacidos que
participan en ella tienen configuraciones alternadas, por ejemplo: si en un polipéptido
lineal a ciclar el aminoacido en el extremo C-terminal posee configuracion D, y el

aminoacido en el extremo N-terminal posee configuracién L,”® o viceversa.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La gran variedad de depsipéptidos con estructuras quimicas interesantes y actividad
biolégica diversa e importante que han sido obtenidos a partir de cianobacterias es
enorme y se incrementa constantemente. Desafortunadamente, la cantidad de muestra
que puede obtenerse de las fuentes naturales es muy baja, debido a factores tales como:
a) las cianobacterias solamente producen los depsipéptidos en baja concentracién; b) las
dificultades en la recoleccién de las cianobacterias, ya que muchas de ellas tales como
Lyngbia sp solamente pueden ser recolectadas durante un mes del afio; y c) lo dificil que

es el cultivo de las cianobacterias en el laboratorio.

La sintesis de depsipéptidos surge entonces como algo necesario e importante para la
obtencion de una mayor cantidad de muestra, pues en muchas ocasiones no es posible
realizar una determinacion estructural precisa, o detallar adecuadamente la actividad
biolégica del depsipéptido bajo estudio, debido a la baja cantidad en que ésta es obtenida.
De hecho, las estructuras propuestas para muchos depsipéptidos obtenidos naturalmente
han tenido que ser verificadas por via sintética. Otro de los problemas que surgen con los
depsipéptidos obtenidos naturalmente es que son altamente toxicos, por lo tanto, su
sintesis también es importante para la realizacion de estudios de relacién estructura-
actividad, ya que un conocimiento mas profundo sobre este tema daria la pauta para

mejorar sus propiedades biolégicas mediante modificaciones quimico-estructurales.

Luesch, et al.,* informaron en el afio 2002 la obtencion de 6 nuevos depsipéptidos a partir
de los extractos lipofilicos de la cianobacteria Lyngbia sp a los cuales denominaron
ulongamidas A-F. La cianobacteria Lyngbia sp fue colectada en Palau, Micronesia durante
abril de 1999 y abril de 2000. Es la cianobacteria mas abundante en los mares de Hawai y
pertenece al orden de los Oscillatoriales, por lo cual forma colonias filamentosas y se
caracteriza por no poseer células especializadas que regulen su comportamiento biolégico
(Figura 20).
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Figura 20. Lyngbia sp.

Las ulongamidas poseen estructuras quimicas interesantes y demostraron ser activas
contra células KB o de cancer humano nasofaringeo con una ICso= 5uM, asi como contra
células LoVo de cancer colorectal con una ICso= 5uM. De aqui que el realizar la sintesis

total de la ulongamida A (1), nos parecié importante.
Sin embargo, el disefio de la sintesis total de la ulongamida A (1) no sera detallado en esta

parte sino que, para hacerlo mas didactico se analizara posteriormente en la discusion de

resultados.
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4. OBJETIVOS.

GENERAL

Sintetizar el producto natural ulongamida A (1), utilizando para ello una estrategia

sty

N
/ g

Ulongamida A (1).

convergente.

PARTICULARES

1. Sintetizar por separado y de manera lineal los fragmentos convergentes de la

ulongamida A (1): el depsitripéptido 28 y el dipéptido 29.

I|300 <
H—N 0] L 0] 2
: N /-\)k OH ©
/\(/ / 'Tl (0] T
S Ho = o) N Me O
Me H

28 29
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2. Realizar la ciclacion final de la ulongamida A (1) mediante DCC 17, a partir del

depsipentapéptido lineal 30 obtenido de la unién convergente de los fragmentos 28 y 29.

3. Obtener los aminoacidos N-metil-L-valina 31 y N-metil-L-fenilalanina 32 necesarios para
la sintesis del dipéptido 29.

4. Sintetizar los aminoacidos (2R,3R)-3-amino-2-metilhexandico 33 y el (S)-2-aminoetil-
tiazolcarboxilico 34, necesarios para la sintesis del fragmento convergente 28.

N O
N
£ 33 S 34

5. Sintetizar los ésteres bencilicos 31a y 35a, y proteger los aminoacidos 32, 33 y 34 con

el t-Boc en su extremo amino para obtener 32a, 33a y 34a, antes de ser acoplados en sus
fragmentos correspondientes.
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35a

oC

nZ—w

H—N o H

— 0

N
| ; /\(/ ) OH
Boc 32a £ 33a S 34a

6. Sintetizar los derivados 38 y 39 con el reactivo de Mosher 36,% [4cido (S)-(-)-metoxi -a-

(trifluorometil) fenilacetico]; y 40, 41 y 42 con la (S)-(-)-metilbencilamina 37, para

comprobar la pureza quiral de los fragmentos componentes de la ulongamida A (1).

7. Caracterizar los compuestos obtenidos por las técnicas espectroscopicas ya conocidas
(IR, RO, EM, RMN *H, RMN *C y RMN 2D).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1. Ulongamida A (1) y unidades componentes . La ulongamida A (1) (Figura 21) es un
depsipentapéptido ciclico que posee cinco unidades estructurales: dos aminoacidos
naturales N-metilados: la N-metil-L-valina 31 y la N-metil-L-fenilalanina 32; un a-
hidroxiacido: el &cido L-lactico 35; y dos aminoacidos no naturales: el 4cido (2R,3R)-3-
amino-2-metilhexandico 33 y el &cido (S)-2-[1-(amino)etil]tiazol-4-carboxilico 34.

—N (0]
Q 0 HN (1)
OH O ORHHHL
N
N—H
| s ’§>O NH, O
Me 32 E oH
o 33 -
N
OH 35

Figura 21 . Ulongamida A (1) y unidades componentes.

Para obtener los compuestos 31 y 32, los aminoacidos comerciales L-valina y L-
fenilalanina tuvieron que ser N-metilados, mientras que los aminoacidos no naturales 33y
34 fueron sintetizados en el laboratorio, por lo cual una buena parte de la discusion se
dedicaréa al proceso de obtencion de estas unidades.
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5.2. Andlisis retrosintético y disefio de sintesis d e la ulongamida A (1). El disefio de
sintesis de la ulongamida A (1) surgi6é de la observacion de que el depsitripéptido 28a es
comun en las ulongamidas A (1), B (43) y C (44) (Figura 22). Esta observacion es
importante porque de tenerse éxito con la sintesis convergente de la ulongamida A (1) a
continuaciéon planteada, se podria aplicar el mismo esquema sintético para la sintesis de
las ulongamidas B y C.

N
0 = R1 R,

A (1) i-Pr H

) o
(0] HN
0 (o) i)
N \)_z \_ B (43) i-Pr OH
/ )

C (44) Bn OH

28a
Figura 22 . Ulongamidas A (1), B (43) y C (44).

La ulongamida A (1) se dividié en dos fragmentos (Figura 23), uno correspondiente al
depsitripéptido 35 y otro al dipéptido 29 (sin O-proteccidén). Para realizar la primer
fragmentacion se tienen entonces dos sitios (sitios a y b); esta primera fragmentacion es
importante porque es a su vez el sitio por el cual la molécula sera finalmente ciclada. Se
consider6 que la fragmentacion por el sitio a es la mas conveniente debido a que el
nitrégeno no se encuentra N-metilado y por lo tanto el impedimento estérico es menor,
esta fragmentacion produce el depsipentapéptido lineal 30, que se encuentra
desprotegido en sus dos extremos y proviene del diprotegido 45, en el cual el extremo N-
terminal del fragmento tiazolico esta protegido con Boc y el extremo C-terminal del
fragmento del acido lactico como su éster bencilico. Inicialmente el Boc y el éster

bencilico serian los dos Unicos grupos protectores utilizados durante la sintesis.
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sitio a

\ OH HsN
HH;: S 2 s

N 0 N| / —N © ’\{ /
o O
HN o () 0
0 0o HN
N~ 0 . /Ni 0
7 o \ 0 ’

sitio b 30 \\

O
/S/&O
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/
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B
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—N e}
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Figura 23 . Andlisis retrosintético del disefio de sintesis de la ulongamida A (1).
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La segunda fragmentacion de la molécula, por el sitio b, produce el depsitripéptido
objetivo 28, y el dipéptido 29. Finalmente, el extremo N-terminal desprotegido del
dipéptido 29 proviene del dipéptido diprotegido 29a en el cual éste se encuentra protegido
con Boc y el depsitripéptido 28 del depsitripéptido diprotegido 28b cuyo extremo C-

terminal se encuentra protegido como su éster bencilico.

Con base en el analisis retrosintético hecho anteriormente, se planed inicialmente
sintetizar por un lado el depsitripéptido 28 protegido con Boc en su extremo N-terminal y
por otro el dipéptido 29 protegido en su extremo C-terminal como éster bencilico (Figura
24), una vez sintetizados se harian converger obteniéndose el depsipentapéptido lineal 45
que finalmente seria desprotegido y ciclado para obtener la ulongamida A (1). El agente

acoplante utilizado en todos los casos seria la DCC 17.
I?oc <
H—N

0] \/©
OH 0}
o} N Me O
/\
Me H 29

2
—?

H
28
DCC
I|300 <
H—N A 0]
: /\)k \)]\ O
S H : o 3 Me O
1. Hy/ Pd-C 45
2. TFA, CH,Cl,
3.DCC 17

Re

o
@@ TS

Figura 24 . Disefio de sintesis de la ulongamida A (1).
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5.3. Sintesis del depsitripéptido 28.  El depsitripéptido 28 estd compuesto por el &cido L-
lactico 35, el B-aminoacido 33 y el aminoacido tiazolico 34, pero para poder ser acoplados
primero tuvieron que ser protegidos adecuadamente. El acido L-lactico comercial 35 se
protegid6 como su éster bencilico 35a, mientras que los compuestos 33 y 34 se
protegieron con Boc en extremo N-terminal produciendo 33a y 34a (Figura 25). A
continuacién se detalla la sintesis de los compuestos protegidos 33a, 34a y 35a y su

acoplamiento para formar el depsitripéptido 28.

Boc Boc
|
H—N 0 H—N O P
: N /\/'\)J\
e o e
S 34a = OH " 35
33a

Figura 25 . Depsitripéptido 28 y unidades componentes.

5.3.1. Sintesis del éster bencilico del acido L-lactico 35a.”* Es conocido que la
hidrogendlisis del grupo bencilo no causa racemizacién alguna,® por lo cual el éster
bencilico del acido L-lactico 35a fue preparado para usarse como el extremo C-terminal
del depsitripéptido 28.1° Para la esterificacion, el acido L-lactico 35 se disolvié en alcohol
bencilico 46 (Esquema 1), la mezcla se enfri6 a 0 C y se burbu je6 HCI gaseoso hasta
saturacion, después de lo cual se agitdé a temperatura ambiente por 1 hora. El éster

bencilico del acido L-lactico 35a, primer componente del depsitripéptido 28, se obtuvo por

destilacién en 53 % de rendimiento. La rotacién éptica encontrada fue [0]*% = -14.3°(c

2.8, EtOH), que esta de acuerdo con lo descrito en la literatura (lit.”* [a]*p = -14.7° (¢
2.8, EtOH).
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YL HCI (9) \‘)J\
o (T L

35a (53 %)

Esquema 1. Sintesis del éster bencilico del acido L-lactico 35a.

5.3.2. Sintesis del acido (2 R,3R)-3-(Boc-amino)-2-metilhexandico 33a. Debido a que la
sintesis de 33 ya se habia informado por Kimura et al., "> pocos cambios tuvieron que

hacerse al disefio de sintesis original que se baso en la misma referencia (Esquema 2).

La sintesis del compuesto 33 es quimicamente interesante pues es un (3-aminoacido con
2 centros quirales con configuracion (R). Para lograr la configuracion deseada es
necesario recurrir al uso de un auxiliar quiral, que en nuestro caso fue la oxazolidinona 47,
una de las oxazolidinonas descritas por Evans. La cadena carbonada de 6 miembros de
33 se obtuvo en dos pasos; en el primero de ellos el cloruro de n-propionilo 48 se acilo
mediante litiacion a la oxazolidinona 47, y se obtuvo la N-propioniloxazolidinona 49
(93 %).7

En el segundo paso se llevo acabo una reaccién de condensacion aldélica asimétrica
entre el butiraldehido y la oxazolidinona 49, obteniéndose el aldol 50 en 84 %. El aldol 50
posee la configuracion deseada (R) en el carbono a al carbonilo, pero la configuracion del
carbono (3 base del hidroxilo es (S), por lo que fue necesario invertir este ultimo. Kimura et
al.,” lograron este objetivo mediante transformacién del hidroxilo en 50 al tosilato 51 (65
%) y su posterior sustitucion nucleofilica con aziduro de tetrametilguanidinio 52 (TGA,
1.25 equivalentes), en solucion de diclorometano a temperatura de reflujo, obteniéndose

la B-azida 53 con la configuracion deseada (R) en 32 % de rendimiento.
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@)
O
F’“*(LQNM o o F’“*(LNJV
48

0] @) 49 (93 %)
o) o)
47 1. DBBT, EDIPA, CH,Cly, 0 °C
2. n-butanal, -78 °C
O'SCI
O OTs /@ o O OH
0—&0 51 (65 %) 0 o 50(84%)
NH2Ns  cH,cl,
N s .
NN reflujo

| | 52

O N
Ph :
xJ\N NG

O—&o 53 (32 %)

Esquema 2 . Primera parte de la sintesis del acido (2R,3R)-3-(Boc-amino)-2-metilhexandico 33a.

Sin embargo, en nuestro caso este esquema de reaccién (Esquema 2) solo pudo ser
reproducido sin problemas hasta la obtencion del compuesto 50, ya que bajo las
condiciones experimentales informadas no nos fue posible llegar hasta el compuesto 53,
lo Unico que detectamos fueron los productos de eliminacion 54 y 55, asi como la

recuperacion de la materia prima sin reaccionar 51 (Esquema 3).

Por lo tanto para poder obtener 53 se hicieron diversos cambios al procedimiento original
(Esquema 3). El primero de ellos fue aumentar la cantidad de nucledfilo y ademas de 1.25
equivalentes como indica la técnica original se probaron también 2, 4 y 8 equivalentes.
Desafortunadamente, al aumentar la cantidad de nucleofilo también aumento la cantidad
de productos de eliminacidon. Se realizaron entonces otras tres series de reacciones con

aumento de temperatura: cloroformo a 40 C, clorof ormo a temperatura de reflujo y DMF
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a 70 C. En los tres casos también se probaron dife rentes cantidades de nucledfilo (1.25,
2, 4 y 8 equivalentes) y se encontré nuevamente que al aumentarse la temperatura de la
reaccion también aumentd la cantidad de productos de eliminacion. Lo mismo sucedi6

cuando se utilizé azida de sodio (NaN3) como nucledfilo en presencia de 18-corona-6.

OLA

o—( 51

@]
NHAN eq Nu eq Nu
~ 2/ 3 CH20|2 ninn 125 Hnn CHC|3 i DMDF NaN3 125
N"N7go [refiiio  27gp 40 °C, 70 °C| 18-Corona-6 5 g
4.00 reﬂUjO 4.00
o 8.00 8.00
Rendimientos
(54 y 55)-— [ 20-40 % ~--==-==-=-= 40-60 %~-==-"-=="=== 80-90 %
\
(|) o)
Ph N //,,I'_‘\\\\\\/ + Ph N)I//,,,'_‘\\\H + mo. 51
p. (1)
A o~
O 5427 O b55E

Esquema 3. Productos de eliminacion encontrados 54 y 55.

Debido a los resultados negativos obtenidos con el tosilato 51 como sustrato, se decidio
intentar la sustitucion por el grupo azido directamente sobre el aldol 50 mediante la
reaccion de Mitsunobu (Esquema 4).”>’""® La reaccién de Mitsunobu utiliza como
reactivos tipicos el azodicarboxilato de dietilo 56 y la trifenilfosfina (PPh3) asi como un
acido (organico o inorganico) el cual efectia la sustitucion sobre el alcohol. El &cido
empleado en nuestro caso fue el acido hidrazdico 57 (HN3). El uso de la reaccién de
Mitsunobu permitio realizar dos mejoras al método de Kimura et al., por un lado se ahorré

un paso sintético pues no fue necesario preparar el tosilato 51, y por otro, el rendimiento

43



DISCUSION DE RESULTADOS

de 53 se aumentd de 32 a 46 %. La rotacién Optica encontrada para 53 fue [a]*’p = +6.9°
(c = 1.0, CHCly), (lit.” [a]*p = +7.0°% ¢ = 1.0, CHCl).

O OH j’\ SGj)\ 0 N
Ph ~ 0T N=NTTOT™ | PPhspy N R
N"(RY (9 (R R
O—& HN5 57, tolueno o—& 3 (46 ©
o) 50 Mitsunobu 0 53 (46 %)
H,O,, LiOH
jp=:
NH, O Ny O
H, / Pd-C
7 oM ————— -~ “OH
33 (88 %) 58

(Boc)-0, EtzN l H,O-dioxano

33a (85 %)

Esquema 4 . Segunda parte de la sintesis del &cido (2R,3R)-3-(Boc-amino)-2-metilhexandico 33a.

Una vez obtenido 53, se pudo continuar con el esquema de sintesis original para 33a. El
acido azido 58 fue liberado de 53 en medio acuoso mediante peréxido de hidrégeno
alcalino, liberandose al mismo tiempo la oxazolidinona 47, la cual puede ser recuperada y
purificada para ser usada nuevamente. El acido azido 58 crudo asi obtenido, fue sometido
a reduccion catalitica con Pd - C al 10 % en solucion de &cido acético-agua (3:1), con lo
cual se obtuvo el B-aminoacido 33 en 88 % de rendimiento. El paso final de la sintesis fue
la proteccion del extremo N-terminal en 33 con Boc, lo cual se hizo a temperatura

ambiente usando una mezcla de dioxano-agua (50:50) como disolvente. El f-aminoacido
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N-protegido 33a, segundo componente del depsitripéptido 28, se obtuvo en 85 % de
rendimiento, [a]*°p = +20°( ¢ = 0.2 CHCls).

5.3.3. Sintesis del &acido ( S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol-4-carboxilico 34a.”®
Originalmente se planed iniciar la sintesis de este fragmento a partir del acido propidlico
59 (Esquema 5), que mediante sucesivas transformaciones quimicas podria convertirse a
la propioltioamida 60, la cual seria condensada con bromopiruvato de etilo 61 (EBP) para
producir el anillo tiazélico componente del tiazol 62. Este procedimiento es conocido como
la sintesis de tiazoles de Hantzsch. El siguiente paso consistiria en introducir el grupo
amino a la molécula del tiazol y para lograrlo, el alquino en 62 seria transformado a la
metilcetona 63 la cual a su vez seria transformada a la imina 64. Sobre la imina 64 se
penso llevar a cabo una reduccion enantioselectiva para obtener directamente el
compuesto 65 con el carbono base de la amina en configuracion (S), en caso de no poder
lograrlo, se trataria de realizar una resolucion quimica sobre la mezcla racémica de 65.
Los pasos finales para la obtencion de 34a serian la saponificacion y la proteccion del
grupo amino con Boc.

0 0
/kOH _>)J\ —>/k O—» \( / 0/\
/ = NH, / NH,
_ = &6 7 60 s 62

HQSO4 HgSO4

/ G
Mezcla \
racémica
de 65

g NHBoc 0
H a) NaOH / H,O 3 N
/\( b) (Boc),0, EtsN /\( OH
dioxano-H,0O 5 / 34a

Esquema 5. Disefio de sintesis original para el aminoacido tiazélico 34a.
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Se conoce que para poder transformar el acido propidlico 59 a la amida 66, es necesario
convertirlo inicialmente a su éster metilico 67 (Esquema 6);”° sin embargo, lograr esta
transformacion fue un tanto complicado. Se intentaron diferentes condiciones de reaccion,
por ejemplo: metanol a reflujo usando como catalizadores &cido sulfdrico o trifluoruro de

boro 79a,b,c

y también se trato de preparar el éster con diazometano a través del cloruro de
acido 68, pero en los cuatro casos lo Unico que se pudo detectar fue un oligdbmero de

estructura desconocida.

Después de probar varias alternativas, se encontré que las condiciones adecuadas para
preparar el éster 67 fueron utilizar como catalizador acido sulfurico en metanol, pero esta
vez a temperatura ambiente.”**® Una vez obtenido el compuesto 67, éste se adicion6
lentamente sobre una solucion de hidréxido de amonio previamente enfriada a -30 C, y

se obtuvo la propiolamida 66 en 87 % de rendimiento.”**

MeOH / H,S0, N/,
reflujo, 2 h \
MeOH / BF 5 \// N
reflujo, 1.5 h \
OH
59 ———— CH,N ﬁL»\
2IN2 \

SOCl, \/
reflujo, 1 h \ cl 68

NH,OH
OMe 30', -30 °C % NH2

59 45 % 66 (87 %)
10g 28 %

OMe 67

\

OMe 67

\
|
\

OMe 67

\\:

\

\

0]
MeOH / H,SO,
% OH 2 dias, t. amb.

59
67

o Q
N

Esquema 6 . Sintesis de la propiolamida 66.
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La reacciéon de esterificacion presentd dos grandes problemas, el primero de ellos es el
tiempo de reaccién, ya que se necesitan siete dias para obtener el éster 67; el segundo
inconveniente fueron los bajos rendimientos obtenidos. El rendimiento promedio de
diferentes lotes de 5 g fue de 45 %, en tanto que al escalar la reaccion a 10 g el
rendimiento fue de tan solo 28 %.

Debido a los problemas presentados con la obtencion de 67 en el esquema de sintesis
original, se intentaron otras dos rutas de sintesis para el aminoécido tiazolico 34a. En la
primera de ellas” se parti6 del &cido L-lactico 35, aprovechando el hecho de que se
contaba con él. En la segunda ruta se partié de la L-alanina 69, que es un aminoéacido

disponible comercialmente.

Por la primera ruta se avanz6 hasta la obtencién de la tioamida 70 (Esquema 7). Este
compuesto 70 seria posteriormente condensado con EBP 61 segun la sintesis de tiazoles
de Hantzsch y el grupo hidroxilo seria desprotegido para obtener 71, con el centro quiral
en configuracion (S). EI compuesto deseado 34 tiene una amina en configuracion (S)
sobre el centro quiral; por lo tanto, para obtener el compuesto 34 a partir de 71, hubiera

sido necesario realizar un indeseable doble cambio de configuracion.

(s\: o (S)\NH2 0
N
Y o= \*wz — A( )* oS
OH 35 )\70 Doble cambiode S— 34
configuracion

Esquema 7 . Ruta alternativa para la sintesis de 34a.

Ahora bien, mediante la segunda ruta alternativa basada en la sintesis de Xia y Smith®
para el enantiomero (R) de 34 (Esquema 8), el compuesto 34a pudo ser sintetizado y
resultd la mas conveniente de las tres, debido a que al partir de la L-alanina 69, es mas
corta y se evitan los problemas de hacer resolucién quimica, cambiar de configuracion o
introducir grupos amino. Ademas el grupo protector (Boc) es introducido en la molécula
desde el inicio de la sintesis.
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0 0 75 )Ok 0
Et;N 1. 0" >Cl , CH,Cl,, -10 °C
___=uN o ) 2Llo,
\H‘\OH + (Boc),0 dioxano-agua ﬁ)}\OH 2. NH3(g) / CH,Cl, %NHz
NH, 69 Boc—N 72 (87 %) Boc—N 74 (90 %)
) )
Lawesson
DME, 16 - 18 h
T H
Pt 1 o i a) EBP, KHCO i
/\(/N OH NaOH/HZO/'\(N N DME, -15 °C "
\ / y b) (CF5C0),0 2
S 76 (77 %) lutidina, -15 °C Boc—N 73 (85 %)
34a (83 %) F|I

Esquema 8. Sintesis del acido (S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol-4-carboxilico 34a.

El primer paso en la sintesis fue la proteccién del grupo amino de la L-alanina 69 con Boc,
con lo cual se obtuvo la N-Boc-L-alanina 72 en 87 % de rendimiento. Al igual que en los
dos intentos de sintesis anteriores, para poder obtener el anillo tiazdlico, el compuesto 72
se convirtio a la tioamida 73 y para lograr este objetivo, la N-Boc-L-alanina 72 se convirtio
inicialmente a la amida 74 mediante la técnica del anhidrido mixto. Para la formacion del
anhidrido mixto se utilizé el cloroformiato de etilo 75 y la amida 74 se obtuvo en 90 % de
rendimiento. La transformacion de 74 a su tioamida 73 se realizé en 85 % de rendimiento

mediante el reactivo de Lawesson.

Una vez obtenida la tioamida 73 se condenso6 con EBP 61 segun la técnica de Hantzsch,
con lo cual se obtuvo el éster etilico 76 en 77 % de rendimiento, la rotacion Optica
encontrada fue [a]?% = -40.0° (¢ = 1.0, CHCly), (lit. 8 [a]*’p = -39.7° ¢ = 1.0, CHCly). El
compuesto 76 posee el anillo tiazolico y el centro quiral con la amina protegida en la
configuracion deseada, por lo cual el dltimo paso de la sintesis fue la saponificacion del
grupo éster, la cual se realizé en etanol con 3 equivalentes de hidroxido de sodio
(solucién 0.5 N). El aminoécido tiazolico 34a tercer componente del depsitripéptido 28 en

ser sintetizado, se obtuvo en 83 % de rendimiento, [a]*°p = -26.5°(c = 1.0, CHCl5).
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5.3.4. Acoplamiento de 33a, 34a y 35a y obtencion del deps itripéptido 28. Debido a
gue los fragmentos estructurales de 28 pudieron ser acoplados sin grandes problemas, no
fue necesario realizar ningin cambio al esquema de sintesis original. Durante el
desarrollo de la sintesis para hacer los acoplamientos de los fragmentos componentes de
la ulongamida A (1) se usaron dos agentes acoplantes: la diciclohexilcarbodiimida (DCC,
17) y el hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-fosfonio (BOP, 21), y
el aditivo hidroxibenzotriazol (HOBt, 18). La DCC 17 fue utilizada en presencia de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) o con el aditivo HOBt 18.

El depsitripéptido 28 fue ensamblado de su extremo C-terminal, empezandose la sintesis
a partir del éster bencilico del acido L-lactico 35a (Esquema 9). Tres diferentes
condiciones de acoplamiento fueron probadas para lograr la union del éster 35a con el (3
aminoacido 33a: (a) BOP-Et3N, (b) DCC-HOBt y (c) DCC-DMAP (DMAP en cantidades
cataliticas), en las tres se utiliz6 diclorometano como disolvente y se realizaron a

temperatura ambiente.

La mezcla acoplante que dio los mejores rendimientos (70 %) para la obtencion del
depsidipéptido 77 fue la “c” DCC-DMAP.® El extremo N-terminal de 77 fue desprotegido a
temperatura ambiente mediante una mezcla de &cido trifluoroacético-diclorometano

(50:50) (d), obteniéndose el compuesto N-desprotegido 78 en 88 % de rendimiento.

El compuesto 78 fue entonces unido al B-aminoacido 34a, usando dos mezclas
acoplantes (e) y (f) y nuevamente la mezcla DCC-DMAP fue la que proporciond los

mejores rendimientos del depsitripéptido 28b (70 %).
El paso final en la sintesis de 28 fue la desproteccion del extremo C-terminal en 28b, que

se encontraba protegida como éster bencilico; y se elimind en condiciones suaves y con

ausencia de racemizacion mediante hidrogendlisis.
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(0]
H—N
a, b, ¢
+ =
I|300 :
H—N (0]

|IIIZ

H N
33a \/'\)]\ /'\”/ OH

34a

e, f

Lo I o o % iy o L

|IIZ

\\\\

Esquema 9. Acoplamiento de 33a, 34a y 35a y obtencién del depsitripéptido 28. Condiciones de
reaccion: (a) BOP, Et;N, CH,Cl,, 50 %; (b) DCC-HOBT, CH,CI,, 55 %; (c) DCC-DMAP, CH,CI,, 70 %; (d)
TFA-CH,Cl,, 88 %; (e) DCC-HOBT, CH,Cl,, 67 %; (f) DCC-DMAP, CH,Cl,, 70 %; (g) Pd - C, MeOH, 0 %; (h)
Pd - C, AcOEt, 87 %.

La eleccion del disolvente para la hidrogendlisis es importante, pues cuando ésta se
realizdé en metanol (g) no se pudo detectar el acido libre, sino tnicamente el éster metilico
producto de la transesterificacion; pero cuando se utilizé acetato de etilo (h) se obtuvo el
depsitripéptido 28, primer fragmento convergente para la sintesis de la ulongamida A (1)
en 87 % de rendimiento, [0]*°p = + 3.3°(c = 0.3, CHCls).
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5.4. Sintesis de los dipéptidos 29, 79 y 80.

En el esquema de sintesis original de la ulongamida A (1) se planteé sintetizar y usar el
dipéptido 29; sin embargo, debido a problemas experimentales durante el desarrollo de la
sintesis, se tuvieron que sintetizar otros dos dipéptidos 79 y 80 (Figura 26).

W Ir "<

Figura 26 . Dipéptidos sintetizados para la obtenciéon de la ulongamida A (1).

5.4.1. Sintesis del dipéptido 29. El primer paso del disefio de sintesis fue la metilacion
del grupo amino de los aminoacidos L-Phe y L-Val (Esquema 10), lo cual se consider6
llevar a cabo mediante la técnica de Quit.? Esta técnica consiste de tres pasos: en el
primero, los grupos amino de la L-Phe y L-Val se monobencilan; en el segundo se metilan
con formaldehido en acido formico y finalmente se hidrogenoliza el grupo protector N-
bencilo, obteniéndose los compuestos N-metilados 31 y 32.
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Q4. Benzaldehido Q Q
R / NaOH-H,0O R\‘)}\ Formaldehido R\‘)l\
\‘)kOH 2. NaBHy4 OH “Acido Férmico OH

NH2 NH N—Me

[j M o Ha / Pd-C
—
D A(Ok

OH OH
NHMe 31 NHMe 32
Alcohol bencilico / HCI (Boc),0
0]
0]
o~ OH
NHM y N T_BOC
e
31a JDCC Me 32a
) o
0]
I
N\ Me O 29a
Boc Me 1TFA
O
@)
\
N Me O
\
Me H 29

Esquema 10 . Disefio de sintesis del dipéptido 29.

Una vez obtenidos 31 y 32, el extremo C-terminal de 31 seria protegido como su éster

bencilico, mientras que el extremo N-terminal de 32 seria protegido con Boc para obtener
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3lay 32a, respectivamente. Estos ultimos serian acoplados con DCC 17 para obtener el
dipéptido 29a, que finalmente seria desprotegido con &cido trifluoroacético para obtener
29. Sin embargo, este disefio de sintesis se siguid Unicamente hasta la sintesis de los
aminoacidos N-metilados 31 y 32 debido a que se encontr alta racemizacion de los
mismos durante la metilacién con la técnica de Quit (Figura 27).%%% En el caso del
compuesto 32 se obtuvo un 89% del enantidmero (S) deseado, pero en el caso del

compuesto 31 la cantidad del enantiomero deseado (S) disminuy6 hasta el 74 %.

o) o)
(9 (S)
OH * OH
N—H N—H
Ve 31 Me 32
Conc. RO [0]%% Inf.8283 RO [a]®p Exp. % (S) % (R)
31 c¢=1.0,NaOH 1N +33.1 +24.5 74 26
32 ¢=1.0,NaOHIN  +26.6, +49.3 +23.7 89 11

Figura 27 . Pérdida de pureza quiral en los aminoacidos N-metilados 31 y 32 usando la técnica de Quit.

La N-metilacion de los aminoacidos Phe y Val se realizG sin isomerizacion importante
mediante la técnica de Benoiton (Esquema 11)® y para ello los aminoacidos L-Phe y L-
Val tuvieron que ser protegidos en su extremo N-terminal con Boc antes de ser N-
metilados.?* Es ampliamente aceptado que la proteccién con (Boc),O es un método
general que se realiza facilmente a temperatura ambiente utilizando como disolvente una
mezcla de dioxano-agua, aunque la reaccion ocupa aproximadamente de 16 a 18 horas
para completarse. Los rendimientos de esta reaccion son excelentes, pues

experimentalmente fueron de 90 a 95 % para los compuestos N-protegidos 81 y 82.
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La N-metilacion de 81 y 82 se realizd en tetrahidrofurano anhidro, utilizando 8
equivalentes de yoduro de metilo y de 3.5 a 4 equivalentes de hidruro de sodio. La
temperatura de reaccion debe mantenerse entre 0 — 5 C durante la adicion del hidruro de
sodio (el cual debe ser adicionado en varias porciones), para evitar la formacion de los
ésteres metilicos correspondientes y el consiguiente riesgo de la pérdida de pureza quiral
a través de los enolatos. Los compuestos N-metilados 32a y 83 se obtienen de esta forma
en rendimientos similares que van de 85 a 90 %. La rotacion Optica experimental para 32a
fue [a]*°% = -67.2°(c = 2.15, CHCly), (lit.?° [a]*°p = -67.5° ¢ = 2.15, CHCl5).

0]

©/\‘)‘\ (Boc)20, EtsN ©/\‘)‘\0H NaH, CHal OH

p-dioxano-H,O N—H THF 0°C ITI—Me

Boc
82 (90-95 %) 32a (85-90 %)
0]
(Boc),0, Et;N NaH, CHal

)\)‘\ p-dioxano-H,O OH T TEoe OH

ll\l—l\/le 83 (85-90 %)
Val Boc Boc

_ 0,
81 (90-95 %) Bromuro de bencilo, EtzN

)\/u\ DMF
N H i N Me
Me 31a (96 %) Boc 84 (84 %)

Esquema 11 . Sintesis de los compuestos 31a y 32a, componentes del dipéptido 29.

El derivado N-metilado de la N-Boc-L-valina 83 fue sometido a esterificacion con bromuro
de bencilo, con lo cual se obtuvo el éster 84 en 84 % de rendimiento.®® Finalmente el
grupo amino en 84 fue desprotegido con TFA obteniéndose el éster bencilico de la N-
metil-L-valina 31a en 96 % de rendimiento. La rotacidén 6ptica experimental para 31a fue
[a]?°p = -5.08°(c = 1.18, CHCl), (lit.?” [0]*°%5 = -5.13° ¢ = 1.18, CHCl5).
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Una vez obtenidos 3la y 32a se procedié a acoplarlos con DCC 17 en presencia de
DMAP, obteniéndose el dipéptido diprotegido 29a en 57 % de rendimiento (Esquema 12).
Con la intencién de obtener el dipéptido N-desprotegido 29, el extremo N-terminal de 29a
se desprotegié con TFA pero desafortunadamente 29 resulté ser muy reactivo, ya que se

ciclé muy rapidamente a la dicetopiperazina 85.53%Pd.88

O O

o M@AO
N—Me N—H

31a
Boc 323 |\|/|e

DCC, DMAP
CH,Cl,

TFA

Esquema 12 . Sintesis del dipéptido 29 y formacién de la dicetopiperazina 85.

Esta alta reactividad de 29 impidié hacer el acoplamiento con el depsitripéptido 28 vy
también mostré la necesidad de sintetizar otros dipéptidos cuyo extremo C-terminal fuera
mas resistente al ataque intramolecular por nucledfilos. Para tal efecto se sintetizaron los

dipéptidos protegidos con el carbazato de terbutilo 79, y con el éster terbutilico 80 (Figura
26) 53a,b,d,88
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5.4.2. Sintesis del dipéptido 79. Puesto que se penso proteger el extremo C-terminal del
dipéptido 79 (ver Figura 26 y Esquema 14) con el carbazato de terbutilo 89, fue necesario
utilizar otro grupo protector para su extremo N-terminal. La eleccibn méas obvia era el
benciloxicarbonilo (Z), pues éste es facilmente removido mediante hidrogenacion
catalitica,®® mientras que el grupo Boc del carbazato de terbutilo se remueve mediante
TFA liberando una acilhidrazina, o hidrazida.

Se protegio por lo tanto el extremo N-terminal de ambos aminoacidos con el grupo Zy a
continuacion se realizo la N-metilacion mediante el procedimiento de Benoiton (Esquema
13).

Q ©/\oj\0| Q
OH oH _NaH, CHjl
M NaOH, H,0, 0 °C Q/ﬁ: THE0°C N Me
Phe

87 (83 %) 32b (93 %)
)ﬁ/k )YI\OH NaH, CHjl /K‘)‘\
NaOH, H,0, 0 °C THF, 0 °C e
88 (88 %)
Val Z
86 (95 %) DCC
HOBt NHZNHJ\OJ<
0 CH,CI 89
OJ}; 2v12
o8 0 0
Z Hy/ Pd-C
NHNHBoc =~ - 2 NHNHBoc
N—H , N—Me
Ve 1P (88 %) L 90 (82%)

Esquema 13 . Sintesis de los compuestos 31b y 32b componentes del dipéptido 79.
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El procedimiento de la proteccidén con Z es practicamente igual al procedimiento clasico
de Schotten-Baumann: “"esto es, el aminoacido se disuelve en agua con ayuda de
hidréxido de sodio (1 equivalente), la temperatura se controla de 0 a 5 C y lentamente se
van adicionando el cloruro de benziloxicarbonilo y una cantidad equivalente de hidroxido
de sodio, después de lo cual la mezcla de reaccion se deja en agitacion por 16 — 18 horas
a temperatura ambiente”. De esta forma se obtuvieron los N-Z-aminoacidos, Z-L-Val 86 y
Z-L-Phe 87 en 95 % y 83 % de rendimiento, respectivamente. Para la reaccion de N-
metilacidn se siguid el procedimiento descrito para los derivados N-Boc 81 y 82 (Esquema
11), obteniéndose los N-metil-L-Z-aminoacidos 32b y 88 en 93 % y 88 % de rendimiento,
respectivamente. La rotacién éptica encontrada para 32b fue [a]*°, = -65.9° (¢ = 1.8,
EtOH), (Iit.%. [a]*°, = -67.0° ¢ = 1.8 en EtOH). Para 88 la rotacién Optica experimental
fue [a]*% = -83.6°(c = 1.0, EtOH), (lit.2% [a]*°p = -82.6° ¢ = 1.0, EtOH).

A continuacion la N-metil-Z-L-valina 88 fue convertida a su Bochidrazida por reaccion con
carbazato de terbutilo 89 en diclorometano usando como agente de acoplamiento la DCC
17 y el HOBt 18 como aditivo.>*¥8%% | 3 valina diprotegida 90 se obtuvo en 82 % de
rendimiento y se sometio a hidrogendlisis para liberar el extremo N-terminal, obteniéndose
la N-metil-L-valin [N"-(Boc)]-hidrazida 31b en 88 % de rendimiento lista para ser acoplado

con 32b. La rotacién 6ptica experimental para 31b fue [a]*°s = -59.5°(c= 1.0, CHCI3).

Para el acoplamiento de 31b y 32b se probaron dos diferentes condiciones (Esquema
14). (a) DCC-HOBt y (b) BOP, encontrandose que la mezcla acoplante DCC-HOBt
produjo el mejor rendimiento del dipéptido diprotegido 79a (57 %). La rotacion Optica
encontrada para 79a fue [a]*p = -157.7°(c = 1.0, CHCl5).

Aunque el dipéptido N-desprotegido 79 resultdé mas estable que 29, también tiene la
tendencia a descomponer cuando se desprotege. Por lo tanto, para hacer el acoplamiento
con el depsitripéptido 28 cada vez se desprotegia la cantidad necesaria de 79a mediante
hidrogendlisis (generalmente 1.5 equivalentes), y el acoplamiento se realizaba
inmediatamente.
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O 0
OH + NHNHBoc
ITI—Me [TI_H
7 32b L
Q/YI\X‘/NHNHBOC
Me O 792
C

O/\H‘\ IH/NHNHBOC
Me H

Esquema 14 . Sintesis del dipéptido 79. Condiciones de reaccién: (a) DCC-HOBt, CH,Cl,, 57 %; (b) BOP,
EtsN, CH,CL,, 48 %; (c) H, / Pd-C, MeOH.

5.4.3. Sintesis del dipéptido 80 . El dipéptido 80 fue sintetizado mediante dos rutas
diferentes (Esquema 16), para lo cual se prepararon los ésteres terbutilicos de la N-metil-

L-valina®®4%2 31¢ (ruta 1) y de la L-valina®***® 31d (ruta Il) (Esquema 15).

La sintesis de 31c se realizo en dos pasos (Esquema 15); en el primero el compuesto 88
se esterificé con 2-metilpropeno (isobuteno o isobutileno) 91 utilizando acido sulfarico
como catalizador. La reaccién se llevo a cabo usando como disolvente diclorometano y
aunque tiene la desventaja de que son necesarios siete dias para que concluya, el éster
terbutilico 92 se obtuvo en 77 % de rendimiento. Finalmente el compuesto 31c fue
obtenido en 72 % de rendimiento al desproteger el extremo N-terminal de 92 por
hidrogenacion catalitica utilizando como disolvente acetato de etilo. Cuando se utilizd

alcohol isopropilico como disolvente el rendimiento disminuy6 a 27 %. La rotacidon optica
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experimental para 31c fue [a]®p = +3.7° (¢ = 1.0, CHCls), (it.2% [0]?% = +4.4° ¢ = 1.0,
CHCly).

El valor de la rotacidon Optica del éster 31c no coincide exactamente con lo informado,
posiblemente por la presencia de disolvente residual en la muestra que se sabe afecta

estas determinaciones.

N Me N Me
N H
Z 88 91 Z 92 31c
Me
1L
0
M@H o A . I ALK&
N—H NH, 31d
z 86 7 93 2

Esquema 15. Sintesis de los ésteres terbutilicos 31c y 31d. Condiciones de reaccion: (a) H,SO,4, CH,Cl,
7 dias, 77 %; (b) H, / Pd-C, alcohol isopropilico, 27 %; (c) H,/ Pd-C, AcOEt, 72 %; (d) H,SO,4, CH,CI,,
7 dias, 72 %; (e) H, / Pd-C, AcOEt, 77 %.

La sintesis de 31d se realizé de la misma manera que 31c con la Unica diferencia que se
partio de la Z-L-valina 86. El éster terbutilico de la Z-L-valina 93 se obtuvo en 72 % vy el
éster terbutilico de la L-valina 31 se obtuvo en 77 % de rendimiento. La rotacion Optica
obtenida para 31d fue la misma que la informada en la literatura® [a]*°, = +20.6° (¢ = 5.3,
AcOEY).

En la ruta | de sintesis del dipéptido 80 (Esquema 16), se acoplaron mediante BOP los
aminoacidos N-metil-Z-L-fenilalanina 32b y el éster terbutilico de la N-metil-L-valina 31c,
con lo cual se obtuvo el dipéptido diprotegido 80a en 58 % de rendimiento. En la ruta Il se
acoplaron mediante DCC / HOBt el compuesto 32b y el éster terbutilico de la L-valina
31d, con lo que se obtuvo el dipéptido 94 en 87 % de rendimiento. Posteriormente el

grupo amino del fragmento de la valina en 94 se metil6 bajo las condiciones de Benoiton y
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se obtuvo 80a en 85 % de rendimiento. Aunque la ruta | tiene la ventaja de que el
dipéptido 80a se obtiene en un solo paso, en la ruta Il el rendimiento global o total del
mismo se aumenta del 58 al 74 %. La rotacién 6ptica encontrada para 80a fue [a]*% =
-145.1° (¢ = 1.0, CHCI3). El dipéptido N-desprotegido 80 (al igual que 29 y 79) tiene
tendencia a descomponer, por lo que solamente se desprotegia la cantidad necesaria

para ser acoplada con el depsitripéptido 28.

Q RUTAII
OH )\‘)\ J<
N—Me

! 32b NH, 31d
DCC, HOBt
RUTAI ch,Cl,
1L
N 31c
Me 94 (87 %)
BOP, Et;N NaH, CH|
CHACl, THE. 0 °C
o)
) 80a
N \K RUTA| 58 %
N Me © RUTA Il 74 %
Z
H,/ Pd-C
metanol
Me H 30

Esquema 16 . Sintesis del dipéptido 80.
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5.5. Acoplamiento del dipéptido 79 con el depsitrip  éptido 28 y pruebas de ciclacion

mediante el método de la azida.

Para completar la sintesis, el dipéptido 79 (1.5 equivalentes, recién desprotegido y libre
de disolventes) y el depsitripéptido 28 fueron acoplados con BOP 21 en diclorometano y

de esta forma se obtuvo el depsipentapéptido 95 en 51 % de rendimiento (Esquema 17).

La rotacién dptica experimental para 95 fue [0]*p = -11.9°( ¢ = 1.0, CHCly).

El’,oc <
H_N O = o
E E NHNHBoc
- N /\)J\ +
S Y : /N\ Me O
Me H 79
BOP, EtsN
CH,ClI,

[
/\(j)‘\ /\)J\ N\)L NHNHBoc
| H $ |
S / H = O Me O
95 (561%)
1. TFA, CH.Cl,
2. 1.2 eq NaNO,, HCI (1N), 2 - 5 °C, 40'
3. NaHCOgj; (sol'n saturada), CH,Cl,
100 mg /60 mL
< 1.94 X 10" molar
NH, O Yy O I\|/Ie 0
: N /_\)k N\)k H
W/ﬁw )
S Hoo 2 v Me O

Estructura tentativa del producto mayoritario.
depsipentapéptido 96, MEZCLA (32 %)

Esquema 17 . Acoplamiento de los fragmentos 28 y 79 y pruebas de ciclacion mediante el método de la
azida.
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El intento de ciclacién a partir de 95 se realizé en tres pasos consecutivos.>*® El primero
fue la remocion de los grupos terbutilo con TFA, obteniéndose una amina libre, y una
hidrazida en el extremo C-terminal. La reaccion de desproteccion no tom6é mas de 30
minutos, después de lo cual se evapor¢ el disolvente y el solido residual se seco a presion
reducida para eliminar el exceso de TFA. En el segundo paso se transformo la hidrazida a
la acilazida para lo cual al sdlido residual se le adiciond acido clorhidrico acuoso (1N), la
mezcla se enfrié entre 0 — 5 C, adicionandose post eriormente durante un periodo de 20
minutos una solucién de nitrito de sodio (1.2 equivalentes). El tercer paso fue el intento de
ciclacion y para esto, la mezcla anterior se diluyo con diclorometano de tal forma que la
concentracion final de la solucién fuera 1.94 X 10 molar. Sin permitir que la temperatura
subiera de 5 T se adicion6 solucion saturada de bi carbonato de sodio y la mezcla de
reaccion se dejo en agitacion por 16 — 18 horas. Después de trabajar la reaccion y
purificar, se observé por RMN 'H que el producto principal consistia de una mezcla
compuesta por la ulongamida A (1) en muy baja concentracién y que el compuesto
principal era el depsipentapéptido 96 en el cual al parecer el extremo C-terminal se habia
reducido al aldehido.

Las sefiales clave para sospechar la formacion del aldehido son: en RMN *H un singulete
en 9.64 ppm y en *3C un carbonilo en 205 ppm, en tanto que en infrarrojo se observan las
sefiales de 2720 cm™ de intensidad media correspondiente al estiramiento del enlace C-H

y otra en 1730 cm™ correspondiente al estiramiento del enlace C=0.

5.6. Acoplamiento del dipéptido 80 con el depsitrip  éptido 28 y obtencion de la
ulongamida A (1).

Debido a que por el método de la azida no fue posible obtener pura y en buen rendimiento
la ulongamida A (1), se intentd hacerlo mediante el uso del agente acoplante BOP 21
(Esquema 18).** Para ello primero se acoplaron el dipéptido 80 (1.5 equivalentes) y el
depsitripéptido 28 con BOP 21 en diclorometano, obteniéndose el depsipentapéptido 97
en 55 % de rendimiento. La rotacién 6ptica experimental para 97 fue [a]*% = -18°(c = 1.0,
CHCIl3). Los dos extremos de 97 se liberaron entonces mediante el uso de TFA y el

disolvente residual se evaporé a sequedad. El solido resultante se diluyé con DMF de tal
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forma que la concentracién de la solucién fuera de 1.6 X 10 molar y se adicionaron 5
miliequivalentes de trietilamina y 4 miliequivalentes de BOP 21. La temperatura se elevo a
aproximadamente 85 T y la mezcla de reaccién se agité a esa temperatura por 16 — 18
horas con lo que exitosamente se obtuvo la ulongamida A (1) en 60 % de rendimiento. La
rotacién éptica encontrada para (1) fue la misma que la informada’ [a]*°, = +12°(c = 0.73,
MeOH).

I?oc <
: : o)
" N /\)k OH
s Hof ol M/N\H Me O
28 e 80
BOP, Et;N
CH.Cl;

97 (55%)

1. CF3CO2H, CH,Cl,

2.4 eq BOP, 5 eq Et3N, .
DMF, 80 - 90 °C, 16 - 18 h. 10 mL DMF / 104mg pentapéptido
1.6 X10™ molar

e

ot
©A§ I

ULONGAMIDA A (1) (60 %)

Esquema 18 . Acoplamiento convergente de los fragmentos 28 y 80, y obtencién de la ulongamida A (1).
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5.7. Derivados.

Dado que tanto la ulongamida A (1) como sus componentes son compuestos con
quiralidad definida, una parte muy importante de este trabajo de investigacion fue el
asegurar que éstos tuvieran la estereoquimica deseada. La comprobacion de la
estereoquimica de las moléculas componentes de la ulongamida A (1), antes de ser
acopladas se realiz0 de dos formas: a) Mediante la medicion y comparacion de las
rotaciones Opticas cuando el compuesto a comparar era conocido. b) Mediante la
formacién de derivados con el reactivo de Mosher 36,% [4cido (S)-(-)-metoxi -a-
(trifluorometil)- fenilacetico], cuando el compuesto a acoplar se encontraba libre en su
grupo amino o hidroxilo como fue el caso de los compuestos 31d y 35a, o con la (S)-(-)-
metilbencilamina 37 cuando el grupo &cido carboxilico del compuesto a acoplar se
encontraba libre como en los compuestos 32b, 33a y 34a (Figura 28). En todos los casos
los acoplamientos fueron realizados mediante DCC 17 y cabe destacar que no se
detectaron los enantiomeros de configuracion opuesta que demostraran la pérdida de

pureza quiral en las moléculas a acoplar (ver apéndice, Figuras 67-71).
CHs;

NH,
37

I

Figura 28 . Derivados de los componentes de la ulongamida A (1).
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5.8. Espectroscopia.

La espectroscopia completa de cada producto se puede consultar en la parte
experimental. En esta seccion se discutirdn unicamente las espectroscopias del producto
final, la ulongamida A (1) y la del dipéptido 80a, que como se vera a continuacion, resultd

muy interesante.

5.8.1 Espectroscopia del dipéptido  N-metil-Z- L-Phe-N-metil- L-valinato de terbutilo
(80a).

Debido a que el espectro de RMN *H de 80a muestra gran multiplicidad en sus sefiales, al
principio se sospechd que tanto la Val como la Phe se habian isomerizado durante su
conversion quimica, y en lugar de haberse obtenido Unicamente el dipéptido 80a con
configuracion (S) en sus dos centros quirales, se tenia la mezcla de los cuatro
diasteredmeros posibles (Figura 29); 80a (S,S); 103 (S,R), 104 (R,R) y 105 (R,S). Cabe

mencionar que el diasteredmero 104 también posee una relacion enantiomeérica con 75a.

dlastereomeros

diastereémeros

enantiomeros

Figura 29 . Posibles diastereémeros de 80a.
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Sin embargo, mediante cromatografia en capa fina analitica y preparativa no se detecto
ningan indicio que sugiriera la presencia de otros diasteredmeros 103 o 105 (lo cual era
improbable a menos que nuestro compuesto fuera una mezcla diastereomérica). Al
buscar los origenes de la multiplicidad se encontré en la literatura® que el dipéptido 106
isbmero de 80a, se presenta en un equilibrio dinAmico de cuatro rotameros (Figura 30), de
los cuales los autores que obtuvieron el compuesto solamente informan las sefiales de
RMN *H del mayoritario.

Figura 30 . Dipéptido 106, isémero de 80a.
Los desplazamientos quimicos de las sefiales presentes en el espectro de RMN *H para
el dipéptido 80a son las mostradas en la Tabla 1 (ver también Figura 31), donde se puede
observar que con excepcién del proton del isopropilo (4), todas las otras sefiales de los

protones se presentan por cuadruplicado. Esto indica claramente la presencia de cuatro
rotameros, tal como sucede para el dipéptido isomeérico 106.

12
o)
(T BT T
N 5 0O
6/)20
@ ;
. 10,11

Figura 31 . Numeracion empleada en el dipéptido 80a para los datos de RMN 'H mostrados en la Tabla 1.
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Cabe mencionar que el soporte espectroscopico para la propuesta de equilibrio dindmico
de los cuatro rotdmeros proviene de las observaciones hechas en RMN 'H,

especialmente por la informacién proporcionada por los experimentos NOESY y EXSY.

Rotamero = @ A(35%) | B (24%) @ C (22%) | D (19%) Multiplicidad

Protén No. J d ppm 3 ppm d ppm d ppm Constantes J
1 0.64 0.64 0.76 0.57 d, 3H, J=6.9
2 0.99 0.97 0.97 0.79 d, 3H,J=7.0
3 1.36 1.37 1.42 1.39 s, 9H
4 2.12 2.12 2.12 2.12 m, 1H
5 2.88 2.80 2.81 2.80 s, 3H
6 2.92 2.89 2.87 2.87 s, 3H
7 2.94 2.95 2.95 2.98 dd, 1H, J=15.0, 9.5
8 3.28 3.12 3.15 3.25 dd, 1H, J=15.0,9.5
9 4.70 4.16 4.69 3.85 d, 1H,J=11.0
10 5.06 4.94 4.72 4.58 d, 1H, Jgem= - 12.5
11 5.08 5.17 5.03 4.98 d, 1H, Jgem= - 12.5
12 5.39 5.34 5.10 5.04 dd, 1H, J=9.5,5.5
13 7.1-7.4 7.1-7.4 7.1-7.4 7.1-7.4 m, 10H

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de RMN *H (500 MHz, CDCI,CDCl,, & ppm) para los cuatro rotameros
del dipéptido 80a.

La asignacion de los desplazamientos quimicos de los diferentes conférmeros se realizé
con ayuda de los espectros de RMN **C y RMN *H (500 MHz), asi como las técnicas
bidimensionales de DEPT, COSY,* HSQC,*® HMBC® y NOESY'® (Figura 32).
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HMBC 2y, 3oy NOESY

Figura 32 . RMN bidimensional del dipéptido 80a.
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5.8.1.1. Estructuras Canoénicas Bipolares .'°* El par electrénico libre del nitrégeno en los
grupos funcionales amida (y otros como las tioamidas, enaminocetonas, p-
aminofenilcetonas, carbamatos, etc), tiende a entrar en resonancia con el carbono del
carbonilo, el cual es un acido de Lewis; lo que crea un doble enlace temporal entre el
nitrogeno y el carbono que impide la libre rotacion. Al impedirse la libre rotacion del enlace
se crean las estructuras canodnicas bipolares ya que poseen en su estructura dos cargas:
una positiva y otra negativa. Estas estructuras candnicas son isémeros geométricos Z, E

que en el equilibrio dan origen a los diferentes rotameros.

0
(E) ©0 A2
“\‘K(O@ (2,)—00
—N®
2 |l
_N
o 0

I O / 7<
. -

C)
0) 0]
b a8
_Né 0© = (Z)>/\O@

\ 00 Ne
N ) \

. e

O
o O (0]

* X

Figura 33 . Estructuras candnicas bipolares del dipéptido 80a.
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El dipéptido 80a posee un grupo funcional amida y un carbamato, cada uno de los cuales
produce dos isébmeros geométricos (Z y E, Figura 33), la combinacién de los cuatro
produce también cuatro estructuras candnicas, que en el equilibrio producen los cuatro
rotameros propuestos A, B, C y D. El rotamero mas abundante corresponde a la forma

canonica A, en la cual la molécula adopta la conformacion que presenta la menor energia.

5.8.1.2. Temperatura de coalescencia (Tc). Una forma espectroscopica de uso
ampliamente aceptado para identificar a los rotameros en RMN *H dinamica, es mediante
la determinacién espectral a diferentes temperaturas hasta determinar la Tc. En la Figura
34 se muestran los espectros de RMN *H a diferentes temperaturas para el dipéptido 80a
(ver también apéndice, Figuras 43-48). Es posible observar cémo a medida que la
temperatura va aumentando de 25 T a 100 €, los di ferentes desplazamientos quimicos
de los cuatro rotdmeros se van promediando hasta lograr observarse uno solo, de tal

forma que el espectro va perdiendo complejidad.

Las sefales en las que resulta mas claro observar las coalescencias son los protones 5y
6 de los N-metilos (ver Figuras 31y 34). Asi por ejemplo, a 25 T el proton 5 presenta tres
diferentes sefiales (2.80, 2.81 y 2.88 ppm), las cuales colapsan en 2.88 ppm a 100 C. Lo
mismo sucede con el grupo terbutilo (3) que a 25 T presenta cuatro diferentes
desplazamientos quimicos (1.36, 1.37, 1.39 y 1.42 ppm) en tanto que a 100 € estas
sefales coalescen en 1.42 ppm. Otra sefal importante es la del doblete del protén 9, el
cual presenta a 25 T cuatro desplazamientos quimic os muy dispersos entre si (3.80,

4.10, 4.69y 4.70 ppm), los cuales coalescen en 4.72 ppm a 100 <.

También para las otras sefiales que corresponden a los diferentes tipos de protones
presentes en 80a puede observarse el mismo fenomeno en el espectro a 100 €. Por lo
tanto, para el dipéptido 80a la Tc es de 100 € y estos experimentos indicaron que

Unicamente se habia obtenido el diastereémero deseado (S,S).

70



DISCUSION DE RESULTADOS

3 |

-1 AL

6 5

Wi W o ot L, ~

T B {9\‘\. 6 \=.5 | &

S

| - o ,
3
6?[5 |
]|I L3 ° m ||| |
|I ‘ | , | / k , . ,:':Il | liil h, ,i
_____ . S | % . A
13 ? 3
| 6 4] |
100 € : I 2
|l 11 10 | 4 ‘ |1
Il . 5 1 ;l S | ; i;__
B | T2 9 87l'| JI i

Figura 34 . RMN 'H Dinamica a diferentes temperaturas para el dipéptido 80a.
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5.8.2. Espectroscopia de la ulongamida A (1).

La estructura de la ulongamida A (1) sintética, se comprobd completamente mediante las
diferentes técnicas espectroscépicas. En RMN se realizaron experimentos de 'H, C,
DEPT, COSY,? HSQC,”® HMBC® y NOESY;*® los cuales se describiran mas adelante.
También se realizaron espectroscopia de infrarrojo, andlisis elemental y espectrometria
de masas de alta resolucion mediante la técnica de FAB®. En todos los casos los valores
encontrados concordaron con los descritos para el producto natural (ver apéndice,
Figuras 51-66).

Los espectros de RMN *H y **C para la ulongamida A (1) (Figura 35), mostraron las
sefales descritas en la Tabla 2 en donde se muestran los valores de los desplazamientos
quimicos de RMN *'H y de '3C para la ulongamida A (1). Los datos contienen la
informacién tanto para el producto natural® como para el sintético, siendo los valores

practicamente los mismos.

Figura 35 . Numeracion empleada en la ulongamida A (1) para los datos de RMN *H y *C mostrados en la
Tabla 2.
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Fragmento | C/H Inf. *H (J in Hz) Exp. Inf. °C Exp.
no.
N-Met-L-Val | 1 167.9 167.9
(31) 2 4.50, d (10.8) 451, d (11.0) 66.2 66.4
3 2.33,m 2.33,m 27.2 27.3
4 0.59, d (7.0) 0.60, d (7.0) 18.3 18.3
5 0.84, d (6.6) 0.85, d (6.4) 19.3 19.3
6 N-CH, | 2.99, s 2.99, s 29.0 29.0
N-Met-L-Phe | 7 170.3 170.4
(32) 8 6.08, dd (9.4, 5.5) 6.08, dd (9.5, 5.5) 50.7 50.7
%a 3.14, dd (-15.2,5.5) | 3.16, dd (-15.0, 5.5) 35.3 35.4
9b 3.26, dd (-15.2,9.4) | 3.27, dd (-15.0, 9.5)
10 136.1 136.0
11 7.16,d (7.2) 7.17,d (7.0 128.6 128.5
12 7.29, m 7.29,t 128.8 128.8
13 7.25,m 7.24,t 127.0 127.0
14 3.20,s 3.21,s 30.0 30.0
N-CHs
Acido-L- 15 172.8 172.9
lactico 16 5.15, q (6.6) 5.17,q (7.0) 66.9 67.0
(35) 17 1.33, d (6.6) 1.33,d (6.8) 16.1 16.2
B- 18 171.9 171.9
Aminoacido | 19 2.68, dq 2.70, dq 45.2 45.0
(33) 20 431, m 431, m 51.0 51.0
21 1.43, m 1.43, m 35.7 35.5
21 1.54, m
22 1.43, m 1.43, m 19.6 19.6
23 0.97,1(7.0) 0.97,t(7.0) 14.0 14.0
24 1.22, d (6.9) 1.23,d (7.2) 14.6 14.5
25NH | 8.95, d (10.8) 8.94, d (10.5)
Aminoécido 26 160.8 160.8
Tiazélico 27 148.9 149.1
(34) 28 8.04, s 8.04, s 123.0 122.0
29 169.5 169.6
30 5.33, quint (6.6) 5.34, quint (6.5) 47.6 47.7
31 1.45, d (6.6) 1.46, d (6.8) 24.5 24.5
32NH | 8.17,d (6.6) 8.17, d (7.0)

Tabla 2. Comparacion entre las sefiales informadas para la ulongamida A (1) natural’ y la sintética en RMN

'H (500 MHz, CDCls, 3 ppm) y **C (125 MHz, CDCls, 3 ppm).
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Las sefiales debidas al fragmento de la  N-metil- L-valina (31) son las siguientes
(Tabla 2): Los dos metilos estereotépicos del grupo isopropilo se encuentran en & (ppm) =
0.60 (4) y & (ppm) = 0.85 (5), se observan como dobletes e integran para tres hidrogenos
cada uno. El hidrogeno del carbono base del grupo isopropilo se observa como un
multiplete en & (ppm) = 2.33 (3), y el protén del carbono anomérico se observa como un
doblete en & (ppm) = 4.51 (2); mientras que el N-metilo se observa como un singulete en &
(ppm) = 2.99 (6).

Las sefales que caracterizan al fragmento de la  N-metil- L-fenilalanina (32) son las

siguientes : La sefial en d (ppm) = 3.21 (14) corresponde a los tres protones del N-metilo,
los cuales se observan como un singulete. Las sefiales en 8 (ppm) = 3.16 (9a) y & (ppm) =
3.27 (9b) corresponden a los dos protones bencilicos, estos protones se distinguen
porque presentan un sistema ABX con acoplamiento gem y una constante de -15.0 Hz. El
proton del carbono anomérico se observa como un doblete de doblete en & (ppm) = 6.08
(8) (J=9.4, 5.5). Las sefales en o (ppm) = 7.17 (11), & (ppm) = 7.24 (13) y & (ppm) = 7.29
(12) corresponden a los dos protones orto, al proton para y a los dos protones meta,

respectivamente de la parte aromética.

Las sefales debidas al pendltimo fragmento, corresp ondientes al B-aminoéacido (33)

son: la sefial en & (ppm) = 0.97 (23) es un triplete que integra para tres hidrogenos y
corresponde al grupo metilo terminal de la cadena hidrocarbonada. En & (ppm) = 1.23 (24)
se observa un doblete que integra para tres hidrogenos y corresponde al grupo metilo que
se encuentra en el carbono a al grupo carbonilo. La sefial en & (ppm) = 1.43 (21, 22) se
observa como un multiplete que integra para cuatro hidrégenos y corresponde a los dos
grupos metileno de la cadena hidrocarbonada. La seial en & (ppm) = 2.70 (19) se observa
como un cuadruplete dobleteado que integra para un protén y corresponde al protén a al
grupo carbonilo. La sefial en & (ppm) = 4.31 (20) se observa como un multiplete que
integra para un hidrogeno y corresponde al protdén 3 al grupo carbonilo, y finalmente la
sefial en & (ppm) = 8.94 (25) se observa como un doblete ancho que integra para dos

protones y corresponde al hidrogeno de la amida.
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Finalmente, las sefiales correspondientes al fragmen  to del aminoécido tiazdlico (34)

se caracterizaron de la siguiente manera : La sefial en & (ppm) = 1.46 (31) es un
doblete que integra para tres hidrégenos y corresponde al grupo metilo. La sefial en &
(ppm) = 5.34 (30) es un quintuplete que integra para un protén y corresponde al
hidrégeno del carbono anomérico. La sefial en & (ppm) = 8.04 (28) es un singulete que
integra para un proton y corresponde al hidrégeno del anillo tiazolico, y la sefial en &
(ppm) = 8.17 (32) es un doblete ancho que integra para un proton y pertenece al

hidrégeno de la amida.

Las sefales correspondientes al fragmento del acido L-lactico (35) son las

siguientes : la sefial en & (ppm) = 1.33 (17) es un doblete que integra para tres
hidrégenos y corresponde al grupo metilo; y la sefial en & (ppm) = 5.17 (16) se observa
como un cuadruplete que integra para un hidrégeno y corresponde al protén del carbono

anomeérico.

La certeza de las asignaciones anteriores quedo confirmada a través de los experimentos

cuya informacion se representa en las figuras 36-39.
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COSY 3Jun
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Figura 36 . COSY de la ulongamida A (1).

El COSY es un experimento bidimensional que correlaciona interacciones homonucleares
y que permite observar conectividades proton-proton a dos y tres enlaces. Las flechas
mostradas en la Figura 36 representan las interacciones hidrégeno-hidrégeno detectadas
mediante este experimento; tales interacciones indican los protones vecinos acoplados

que permiten asignar su posicion en la molécula.
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Figura 37 . HSQC de la ulongamida A (1).

El HSQC es un experimento heteronuclear bidimensional que permite observar las
interacciones carbono-hidrogeno a un enlace de distancia (‘Jc.4); es decir, permite
determinar qué carbonos e hidrogenos se encuentran directamente unidos. Su ventaja es
que permite determinar el grado de protonacion de cada uno de los carbonos de la
molécula. Los carbonos cuaternarios son detectados por comparacion con el espectro
original obtenido por Proton Noise decoupling, aunque no es posible asignarles una
posicion dentro de la molécula mediante esta técnica. Los carbonos marcados en la
Figura 37 son los que este experimento permitid asignar por su interaccion con los

protones correspondientes.
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Figura 38 . HMBC de la ulongamida A (1)
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El HMBC es un experimento heteronuclear bidimensional, que permite observar las
interacciones carbono-hidrégeno a dos y tres enlaces de distancia (*Jc.u, 2Jen). Es un
experimento complementario del HSQC, pero es mas poderoso, pues es posible asignar
la posicion de los carbonos cuaternarios o carbonilicos de una molécula, dado que
permite hacer conectividades entre los carbonos y los protones presentes en la molécula.
En nuestro caso, el experimento HMBC nos permitio también asignar sin ambigiiedad la

posicion de los protones unidos directamente a los &tomos de nitrégeno.
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NOESY

Figura 39 . NOESY de la ulongamida A (1).

El NOESY es un experimento homonuclear bidimensional que nos permite observar las
interacciones hidrégeno-hidrogeno en el espacio. Para que pueda existir una interaccion
los protones deben encontrarse a una distancia maxima de entre 2.5-2.8 A° entre si. Este
experimento es muy valioso pues ademas de corroborar los experimentos COSY vy
HMBC, permite también establecer o asignar un acomodamiento espacial a la molécula,
lo que para una proteina equivaldria a la estructura terciaria, o la estructura tridimensional

de menor energia.
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5.8.3. Espectroscopia de Infrarrojo. La espectroscopia de infrarrojo mostrd
practicamente las mismas sefiales que el compuesto natural, con la Gnica excepcion de la
banda en 1672 cm™. Es posible que esto se deba a una mejor resolucion del espectro,
pues esta sefial corresponde a los grupos carbonilo de amida. La banda en 3321 cm™ es
una banda ancha de intensidad media y corresponde a los protones unidos a nitrégeno
(N-H). Las bandas en 3118 y 1048 cm™ corresponden al enlace C-H del anillo tiazélico.
Las bandas en 2962, 2934 y 2872 cm™ corresponden a los enlaces C-H. La banda de
intensidad alta en 1734 cm™ corresponde al grupo carbonilo del éster y las bandas en
1672 y en 1633 cm™ corresponden a los grupos carbonilo de las amidas. La banda en
1372 cm™ corresponde a los dobles enlaces C=C y C=N y la banda en 856 cm™

corresponde al enlace C-S del anillo tiazdlico.

5.8.4. Espectrometria de Masas de Alta Resolucion y Andlisis Elemental. La
espectrometria de masas de alta resolucion y el analisis elemental de la ulongamida A (1)
sintética también estuvo de acuerdo con la estructura (Figuras 40). Estos experimentos
fueron realizados mediante la técnica de FAB™ y el iébn molecular se encuentra en 628

uma.

Informado: HRFABMS m/z [M+H]"l§ 628.3195 (calc for C3,HasNsO6S, 628.3169)

Figura 40 . Andlisis Elemental de la ulongamida A (1).
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6. CONCLUSIONES.

1. Aunque durante el trabajo experimental se realizaron diversos cambios al disefio de
sintesis, éste fue exitoso, pues se obtuvieron los fragmentos planeados, el
depsitripéptido 28 y un derivado del dipéptido 29, el dipéptido 80, que se unieron de
manera convergente y produjeron el depsipentapéptido lineal 97, el cual al ser
desprotegido produjo el depsipentapéptido 30 también planeado, con el cual se logro la
ciclacion y obtencion de la ulongamida A (1). El éxito en la ciclacion indicé también que
el sitio ubicado entre los fragmentos de la valina y el aminoacido tiazdlico elegido para

llevarla a cabo, fue adecuado.

2. Los cambios mas importantes en el disefio de sintesis se hicieron sobre el dipéptido
29, el primero de ellos fue la N-metilacién de sus fragmentos componentes la Val y la
Phe, que al inicio se realizé mediante el método de Quitt con pérdida de pureza quiral,
cambidndose por el método de Benoiton con resultados excelentes. Es importante
mencionar que el método de Benoiton se ha convertido actualmente en la forma clasica
de N-metilacion de aminoacidos. El segundo cambio se realiz6 en los grupos
protectores: el dipéptido 29, segundo fragmento convergente, no pudo ser acoplado
con 28 debido a su alta reactividad, esto indicé que la eleccién del bencilo como grupo
protector no habia sido la adecuada. Afortunadamente, el cambio del bencilo por el
terbutilcarbazato o el éster bencilico produjo los dipéptidos estables 79 y 80 que al ser

acoplados con 28, permitieron obtener los depsipentapéptidos 95 y 97.

3. En general, la sintesis del depsitripéptido 28 no caus6 muchos problemas, con
excepcion de la sintesis del fragmento correspondiente al aminoacido tiazolico 34, la
cual se simplificé al sustituir el &cido propidlico por la L-alanina como material de
partida para su sintesis; en tanto que para la sintesis del -aminoacido 33, la reaccion
de Mitsunobu permitié introducir un grupo azido con inversion de la configuracion y
mejorar la sintesis reportada. Una vez obtenidos los fragmentos componentes, se
acoplaron sin grandes problemas mediante DCC, tal como se habia planteado en el

esquema de sintesis original.

81



CONCLUSIONES

4. La eleccién del método de ciclacion es importante: la ciclaciéon mediante el método
de la azida produjo malos resultados, conduciendo principalmente a la reduccion del
carbonilo en el extremo carboxilo del depsipentapéptido 90 al aldehido 91. La ciclacién
y obtencién de la ulongamida A (1) fue exitosa al cambiar el disolvente por DMF,
aumentar la temperatura (80 — 90 C) y utilizar un agente acoplante, el BOP (23), lo
cual sugirio la necesidad de proporcionar a la molécula mayor energia y poder
nucleofilico para poder ser ciclada. El agente acoplante BOP, resulté ser adecuado

para realizar la ciclacion final y obtencion de la ulongamida A (1).

5. Los métodos elegidos para la determinacion de la pureza quiral: la rotacién Optica y
la preparacion de derivados fueron una herramienta muy util e importante, ya que
permitieron identificar a la ulongamida A (1) con sus centros quirales en la

configuracion deseada.

6. Se obtuvieron los compuestos 31b, 33a y 34a; los dipéptidos 29a, 79a y 80a; los
depsidipéptidos 77 y 78; los depsitripéptidos 28 y 28b; los depsipentapéptidos 95y 97 y
los derivados 98, 99, 100, 101 y 102 no descritos anteriormente y se caracterizaron

completamente.

7. La estructura de la ulongamida A (1) sintética, se comprobé completamente
mediante las diferentes técnicas espectroscopicas. En RMN se realizaron experimentos
de 'H, *C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC y NOESY. También se realizaron
espectroscopia de infrarrojo, analisis elemental y espectrometria de masas de alta
resolucion mediante la técnica de FAB®. En todos los casos los valores encontrados

concordaron con los descritos para el producto natural.

8. Se caracteriz6 de forma completa el dipéptido 80a por RMN 2D, su estructura se
presenta en cuatro formas canonicas en solucion (CDCI,CDCI,), hecho apoyado por los
estudios de RMN 'H a diferentes temperaturas hasta la coalescencia de las diferentes

sefales de los protones.
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/. PERSPECTIVAS.

El éxito en la sintesis convergente de la ulongamida A (1) facilita el camino para la
sintesis de las ulongamidas B (43) y C (44), que podrian ser obtenidas utilizando el

mismo disefio sintético.

La sintesis quimica de depsipéptidos es un campo feértil y en pleno desarrollo que debe
ser continuado, ya que muchos de estos compuestos poseen actividades biologicas

muy importantes; y por lo tanto, potencial poder farmacologico.

Debido a la importante actividad anticancerigena que presentan algunos depsipéptidos,
la modificacion y/o sintesis quimica de éstos, seguida por estudios de la relacién

estructura actividad, representan un campo de estudio promisorio.
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8. PARTE EXPERIMENTAL.

8.1 Métodos Generales.

El progreso de todas las reacciones fue monitoreado por cromatografia en capa fina
(CCF), usando como adsorbente gel de silice 60Fs4 de 0.2 mm de espesor de Merck o
Macherey-Nagel. Se usaron como reveladores vapores de yodo y/o ldmpara de luz
ultravioleta.

Los aminoacidos L-fenilalanina, L-valina, L-alanina 69 y el acido L-lactico 35 se

consiguieron comercialmente de la compafiia Aldrich.

La purificacién de los productos se hizo por:

a) Cromatografia en columna utilizando gel de silice (malla 230-400), como
adsorbente, en cantidades de 20 a 50 g de silice por gramo de compuesto.

b) Cromatografia en placa preparativa, usando placas preparativas del gel de silice
60F,54 de 20 X 20 X 0.2 cm de Merck o Macherey-Nagel.

c) Cristalizacion. Las cristalizaciones se realizaron en los disolventes indicados en las
técnicas correspondientes.

d) Destilacion a presién normal 6 presion reducida.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN *H) se determinaron
en un espectrémetro Varian-Gemini a 200 MHz, en un espectrémetro Varian-Unity a 300
MHz 6 en un espectrometro Varian-lnova a 500 MHz. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de carbono 13 (RMN **C) fueron obtenidos en un espectrémetro
Varian-Unity a 125 6 200 MHz. Los experimentos de Resonancia Magnética en dos
dimensiones se determinaron a 500 MHz en un espectrometro Varian-lnova. Como
estandar interno se utilizo tetrametilsilano (TMS); el disolvente utilizado en la mayoria de
los casos fue cloroformo deuterado (CDCl3), a menos que se indigque otro en las técnicas
respectivas.
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Los espectros de masas de baja resolucion se determinaron por impacto electrénico a 70
eV. Los de alta resolucion y el analisis elemental se realizaron mediante la técnica de
FAB®. El equipo utilizado para impacto electrénico fue JEOL modelo AX505HA; en tanto
que el utilizado para FAB" y andlisis elemental fue JEOL modelo JMS-SX102A. El valor del
iobn molecular se da como M* (m/z) en impacto electronico y como HRFABMS m/z [M+H]"

con la técnica de FAB".

Los espectros de infrarrojo (IR), se determinaron en un espectrofotometro Nicolet, modelo
Magna 750, en pelicula o en pastilla de bromuro de potasio (KBr), utilizando poliestireno

para la calibracion.

Las rotaciones opticas fueron determinadas en un polarimetro Perkin Elmer 343 utilizando
celdas de 1 decimetro. Para la medicion se utilizé la linea D del sodio (589 nm), a la
temperatura de 20 C. Las rotaciones especificas se indican junto con la concentracion de

la muestra en g/100 mL, asi como el disolvente empleado.

Los puntos de fusion se determinaron en un instrumento Biichi 510, y no estan corregidos.

Las mediciones de pH se realizaron con un potenciometro MeterLab PHM210 equipado

con electrodo de vidrio.

8.2. Métodos de preparacion.

Preparacién del depsitripéptido (28). Acido (  S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol - 4-

carboxi-(2 R,3R)-3-amino-2-metilhexanoil- L-lactico.

Ester bencilico del &cido L-lactico (35a). En un matraz de fondo redondo de 250 mL
equipado con agitador magnético y refrigerante, que contenia acido L-lactico 35 (23.5 mL,
solucion al 85 % w/w) se le elimin6é el agua a presion reducida, a una temperatura no

mayor de 30 C. Se le adicion6 alcohol bencilico 46 (125 mL) y se secé sobre sulfato de

85



PARTE EXPERIMENTAL

sodio anhidro durante dos horas. Se filtro, se enfrio a 5 — 10 C, se saturé con HCI (g) y se
dej6 agitando por dos horas. Se diluyé con CH,CI, (65 mL), se lavo con solucion saturada
de NaHCO3; (2X50 mL) y con agua (100 mL). Se secé con sulfato de sodio anhidro y se
destil6 a presion reducida reuniendo la fracciéon con p. eb. 139 — 141 € / 14 mmHg,
obteniéndose un aceite incoloro (21.3 g, 53.2 %), [a]*°, = -14.3°(c = 2.80, EtOH), (lit.”*
[a]%% = -14.7° ¢ = 2.80, EtOH). IR (pelicula) Vmax (cm™) 3449, 2985, 1739, 1455, 1211,
1129, 747. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 1.43 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 4.32 (g, 1H, J =
7.2 Hz); 5.21 (s, 2H); 7.36 (m, 5H). EM (IE) ™/, 180 M* (10 %), 91 (100 %).

Acido (2 R,3R)-3-(Boc-amino)-2-metilhexandico (33a).

(4R,5S)-5-Fenil-4-metil-3-propanoil-2-oxazolidinona (49). En un matraz de fondo
redondo de 3 bocas de 250 mL equipado con tubo con drierita, termdmetro y septum, se
disolviod la (4R,5S)-(+)-4-metil-5-fenil-2-oxazolidinona 47 (22.4 g, 126.4 mmol) en THF seco
(150 mL). Se enfrio a -78 T bajo atmésfera de argd n y mientras se agitaba se adicioné
lentamente una solucion 1.4 molar de n-BuLi (95 mL, 133 mmol). Después de 30 minutos
se adiciond lentamente cloruro de propanoilo 48 (12.3 g, 11.5 mL, 133 mmol), se continud
agitando a -78 T por 30 minutos y después una hora a temperatura ambiente. Se evaporé
el THF, se diluyé con acetato de etilo (250 mL) y se lavé con solucion saturada de
NaHCO3; (2X50 mL) y con agua (100 mL). Se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se
evapord el disolvente, obteniéndose 27.42 g (93 %) de 49 como un aceite amarillo. [a]*p =
+43°(c = 2.0, CH,Cly), (lit.”® [0]*% = +43°% ¢ = 2.0, CH.CL). IR (pelicula) vmax (cm™) 2984,
1782, 1705, 1370, 1200. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 1.19
(t, 3H, J = 7.4 Hz); 2.96 (m, 2H); 4.77 (quint, 1H, J = 6.6 Hz); 5.67 (d, 1H, J = 7.2 Hz); 7.2-
7.5 (m, 5H). EM (IE) M/, 233 M* (45 %), 57 (100 %), 107 (85 %).

(4R,5S)-3-[(2R,3S)-3-Hidroxi-2-metilhexanoil]-5-fenil-4-metil-2-oxaz  olidinona (50). En
un matraz de fondo redondo de 1000 mL equipado con tubo con drierita, termémetro y
septum, se disolvié la (4R,5S)-5-fenil-4-metil-3-propanoil-2-oxazolidinona 49 (24.9 g, 106.9
mmol) en 300 mL de diclorometano anhidro. Se enfri6 a 0 T con agitacion y bajo

atmosfera de argdn, se adicion6 lentamente solucion 1 M de triflato de dibutilboro en
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diclorometano (118 mL, 32.23 g, 117.6 mmol) y diisopropiletilamina (DIPEA) (16.57 g, 22.4
mL, 128.3 mmol). Después de 30 minutos se enfrio a -78 T y se adicion0 lentamente
butiraldehido (8.48 g, 10.6 mL, 117.6 mmol). Se mantuvo agitando a -78 T por 30
minutos y después por 90 minutos a temperatura ambiente. Se enfrio a 0 C, se adiciono
solucion 1 N de buffer pH = 7 de fosfatos (250 mL), y luego lentamente solucién de
metanol-peréxido de hidrogeno (150 mL de H,0, al 50 % y 150 mL de CH3OH). Se agito a
0 € por una hora y se extrajo con acetato de etilo (3X150 mL). Se reunieron los extractos
organicos y se lavaron consecutivamente con solucion saturada de NaHCO3 (2X100 mL),
solucion saturada de bisulfito de sodio (2X100 mL) y salmuera (100 mL). Después de
secar con sulfato de sodio anhidro y evaporar el disolvente, el residuo se purificO por
cromatografia en columna “flash” utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato
de etilo (80:20). Se obtuvieron 27.38 g (84 %) de 50 como un aceite amarillo. [a]*p = +1.7°
(c = 2.0, CHCly), (lit.”® [a]*°p = +1.9% ¢ = 2.0, CHCIs). IR (pelicula) Vmax (cm™) 3496, 2961,
2937, 2105, 1783, 1696, 1457, 1345, 1237, 1198, 1124, 767. RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8
(ppm): 0.89 (d, 3H, J = 6.7 Hz); 0.95 (t, 3H, J = 7.0 Hz); 1.24 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.37 (m,
2H); 1.56 (m, 2H); 2.9 (sa, 1H); 3.8 (dqg, 1H, J = 7.0, 2.6 Hz); 4.0 (m, 1H); 4.8 (quint, 1H, J
= 6.4 Hz); 5.7 (d, 1H, J = 7.3 Hz); 7.2-7.5 (m, 5H). EM (IE) ™/, 305 M" (10 %), 233 (100 %),
118 (48 %).

Buffer de fosfatos 1 N, pH = 7. En un vaso de precipitados de 1000 mL equipado con
agitador magnético se disolvio fosfato diacido de potasio (22.7 g) en agua (900 mL)
destilada, la solucién se agité y el pH se ajusté a 7.0 con solucion de HCI al 10 % y

mediante un potenciémetro. El volumen se completé a 1000 mL con agua destilada.

(4R,5S)-3-[(2R,3R)-3-Azido-2-metilhexanoil]-5-fenil-4-metil-2-oxazol  idinona (53). En un
matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 mL equipado con tubo con drierita y
septum se mezclaron el aldol 50 (4.8 g, 15.74 mmol), tolueno anhidro (30 mL), solucion 0.5
N de acido hidrazoéico 57 (35 mL, 17.3 mmol) y trifenilfosfina (4.54 g, 17.3 mmol). Se
adiciono lentamente azodicarboxilato de dietilo 56 (3.015 g, 2.75 mL, 17.3 mmol), se agitd
por 16 — 18 horas a temperatura ambiente, se filtro y se evaporo el tolueno. El residuo se

purificd por cromatografia en columna (gel de silice 230-400), utilizando como eluyente
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una mezcla de hexano-acetato de etilo (95:5), obteniéndose 2.24 g (43 %) de 53 como un
aceite amarillo palido. [0]*% = +6.9°(c = 1.0, CHCly), (lit.”” [0]*°5 = +7.0° ¢ = 1.0, CHCly).
IR (pelicula) Vmax (cm™) 2962, 2937, 2875, 2103, 1784, 1699, 1457, 1344, 1197, 1122, 767.
RMN *H (CDCls, 300 MHz) (13 (ppm): 0.9 (d, 3H, J = 6.4 Hz); 0.98 (t, 3H, J = 6.7 Hz); 1.2
(d, 3H, J = 6.7 Hz); 1.45 (m, 2H); 1.65 (m, 2H); 3.71 (dt, 1H, J = 8.8, 3.2 Hz); 3.85 (m, 1H);
4.83 (quint, 1H, J = 6.7 Hz); 5.72 (d, 1H, J = 7.0 Hz); 7.2-7.5 (m, 5H). EM (IE) "/, 330 M*
(5 %), 233 (100 %), 118 (90 %).

Solucién de &cido hidrazéico 0.5 N .2 En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de
1000 mL equipado con embudo de adicién, termdmetro y un tubo para salida de gases se
colocaron azida de sodio (65 g, 1 mol) y agua tibia (65 mL). La mezcla se agitd hasta
formar una pasta, se adicionaron 400 mL de tolueno y se enfrié entre 0 — 5 C. Se adicioné
lentamente &cido sulfarico concentrado (31 mL, 0.5 mol) sin permitir que la temperatura
rebasara los 5 C. Las fases fueron separadas, la fase organica se seco con sulfato de
sodio anhidro, se titulé6 con solucion de hidroxido de sodio 0.5 N y se guardd en un frasco

ambar bien sellado.

Acido (2 R,3R)-3-amino-2-metilhexanoico (33). En un matraz de fondo redondo se
disolvié la oxazolidinona 53 (5 g, 15.15 mmol) en una mezcla de tetrahidrofurano-agua
(3:1, 180 mL). Se enfri6 a 0 € y se adicioné lentamente una solucidon de peroxido de
hidrégeno (4 mL al 48 %), seguido de hidroxido de litio monohidratado (1.2 g, 30.3 mmol).
Se dej6 agitando a 0 € durante 1 hora, se adicion 6 solucidon de bicarbonato de sodio
(120 mL, 0.5 molar) y solucién de bisulfito de sodio (100 mL, 0.73 molar) y se dejé
agitando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se extrajo con diclorometano
(3X50 mL), se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo. El aceite amarillo resultante
sin purificar se disolvié en una mezcla de acido acético-agua (3:1, 20 mL), se le adiciond
catalizador de Pd-C al 10 % (450 mg) y se hidrogenolizé por 16 — 18 horas. Se filtro a
través de celita y se evapord a sequedad. El producto crudo se purificé por cristalizacion
de acetona-agua obteniéndose 1.93 g (88 %) de 33 como un polvo blanco, p.f. 199 —
200 €. [a]*p = -3.1° (¢ = 0.23, H,0), (lit.” [0]*p = -3.1° ¢ = 0.23, H,0). IR (KBr) Vmax
(cm™) 2969, 2923, 2873, 2795, 2661, 2166, 1631, 1583, 1549, 1482, 1388, 1364, 1193,
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861. RMN *H (CDsOD, 200 MHz) (15 (ppm): 0.97 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.25 (d, 3H, J = 7.2
Hz); 1.46 (m, 2H); 1.64 (m, 2H); 2.43 (dq, 1H, J = 7.4, 5.6 Hz); 3.1 (q, 1H, J = 6.8 Hz). EM
(IE) ™/, 145 M* (8 %), 72 (100 %), 102 (82 %).

Acido (2 R,3R)-3-(Boc-amino)-2-metilhexanodico (33a). En un matraz de fondo redondo
de 50 mL se disolvio el B-amino&cido 33 (1.45 g, 10 mmol) en agua (12 mL), y se agrego
trietilamina (1.7 mL, 12 mmol). Se adicioné (Boc),O (2.18 g, 12 mmol), disuelto en p-
dioxano (12 mL) y se agit6é durante 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se extrajo con
diclorometano (2X15 mL), la fase acuosa se acidulé a pH de 2-3 con HCI 1 N y se extrajo
con diclorometano (4X15 mL). Después de secar con sulfato de sodio anhidro y evaporar
el diclorometano, el residuo se purific6 por cromatografia en columna (gel de silice 230-
400), utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (80:20). Se
obtuvieron 2.08 g (85 %) de 33a como un polvo blanco, p.f. 106 — 107 C. [a]*°, = +20 (c =
0.20, CHCI3). IR (KBr) Vmax (cm'l) 3379, 3207, 2964, 1722, 1689, 1521, 1246, 1171. RMN
'H (CDCl3, 200 MHz) & (ppm): 0.92 (t, 3H, J =6.8 Hz), 1.25 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.44 (s, 9H);
1.3-1.55 (m, 4H); 2.7 (m, 1H); 3.75 (m, 1H); 5.05 (da, 1H). EM (IE) ™/,: 245 M* (1 %), 57
(100 %), 72 (60 %).

Acido ( S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol-4-carboxilico  (34a).

N-Boc- L-Alanina (72). En un matraz de fondo redondo de 500 mL, se disolvio la L-alanina
69 (10 g, 0.112 mol) en agua (150 mL) y trietilamina (12 5 g, 17.2 mL, 0.123 mol). Se
adiciono (Boc),0 (26.94 g, 0.123 mol), disuelto en p-dioxano (150 mL) y se agito por 16 —
18 horas a temperatura ambiente. Se extrajo con diclorometano (2X50 mL), se acidulo la
fase acuosa a pH 2-3 con HCl al 10 % y se extrajo con diclorometano (3X50 mL). Se seco
la fase organica con sulfato de sodio anhidroy se evaporo¢ el disolvente. El producto crudo
se purifico por cristalizacion de diclorometano-hexano, obteniéndose 18.04 g (87 %) de 72
como un polvo blanco, p.f. 78 — 80 C. [a]*’p = -1.2 (¢ = 1.0, CHCIls). IR (KBr) Vimax (cm™)
3545, 3401, 2992, 2945, 1738, 1692, 1665, 1514, 1233, 1163, 864, 788. RMN 'H (CDClj3,
300 MHz) & (ppm): 1.42 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 1.45 (s, 9H); 4.34 (m, 1H); 6.6 (sa, 1H). EM
(IE) M/,: 144 (20 %), 57 (100 %), 44 (62 %), 88 (35 %).
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N-Boc- L-Alaninamida (74). En un matraz de fondo redondo de 100 mL, se disolvio la N-
Boc-L-alanina 72 (5 g, 26.45 mmol) en diclorometano (35 mL). Se enfri6 entre -15 -
-10 C, se adicion0 trietilamina (1.09 g, 1.5 mL, 29.1 mmol) y se dejo agitando durante 10
minutos. Se adiciono lentamente cloroformiato de etilo (3 mL, 29.1 mmol), se dejo agitando
durante 20 — 30 minutos y se filtro. Al filtrado se le adiciond lentamente una solucion
saturada de amoniaco en diclorometano (70 mL). Se evaporo el disolvente, se diluyé con
acetato de etilo (100 mL) y se filtr6 la amida cruda, la cual se purificé por recristalizacion
con una mezcla de acetato de etilo-hexano. Se obtuvieron 4.5 g (90 %) de 74 como un
polvo blanco, p.f. 120 — 122 . [a]®’p = -2.7° (¢ = 1.0, EtOH). IR (KBr) Vmax (cm™) 3392,
3555, 3199, 2981, 1685, 1646, 1525, 1254, 1168, 866, 777. RMN *H (CD;0D, 200 MHz) &
(ppm): 1.30 (d, 3H, J = 7.0 Hz), 1.43 (s, 9H); 4.03 (m, 1H, J = 7.0 Hz); 6.75 (sa, 2H). EM
(IE) M/,: 144 M* (53 %), 57 (100 %), 44 (73 %), 86 (43 %).

Tioamida de la N-Boc-L-alanina (73). En un matraz de fondo redondo de 250 mL se
disolvieron la N-Boc-L-alaninamida 74 (5 g, 26.6 mmol) y el reactivo de Lawesson (4.8 g,
13.75 mmol) en dimetoxietano seco (100 mL) Se agité a temperatura ambiente durante 16
— 18 horas, se eliminé el disolvente, se diluyé con diclorometano (250 mL) y se lavd con
solucion acuosa de NaOH al 1 % (100 mL). La fase acuosa se extrajo con diclorometano
(2X50 mL), los extractos organicos se reunieron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y
se evaporQ el disolvente, El residuo se purificé por cromatografia en columna “flash”,
utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30), obteniéndose
4.6 g (85 %) de 73 como un polvo amarillo pélido, p.f. = descompone entre 180 — 200 <.
[a]?°b = -62.8° (¢ = 0.5, CHCl3). IR (KBr) vmax (cm™) 3397, 3313, 3192, 2979, 1662, 1606,
1526, 1252, 1161, 899. RMN *H (CDs;0D, 200 MHz) & (ppm): 1.37 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.43
(s, 9H); 3.8 (m, 1H). EM (IE) ™/, 204 M* (67 %), 57 (100 %), 144 (85 %), 44 (78 %).

(S)-2-[1-(Boc-Amino)etiltiazol-4-carboxilato de etil o (76). En un matraz de fondo
redondo de 250 mL se disolvio la tioamida de la N-Boc-L-alanina 73 (4.08 g, 20 mmol) en
dimetoxietano seco (150 mL). Se enfrid entre -15 — -10 C, se adicion0 bicarbonato de
potasio (17.3 g, 173 mmol) y se agitd vigorosamente durante 20 minutos. Se adicion6

entonces lentamente bromopiruvato de etilo 61 (8.4 mL, 66.6 mmol) bajo atmésfera de

90



PARTE EXPERIMENTAL

argon y se dejoé agitando durante 30 minutos entre -15 — -10 C y después durante 60
minutos a temperatura ambiente. Se enfri6 nuevamente a -15 — -10 T y se adiciono
anhidrido trifluoroacético (12.6 mL, 89 mmol) y 2,6-lutidina (21.6 mL, 185.5 mmol) disuelta
en dimetoxietano (35 mL). Se agitd0 durante 20 minutos a -15 — -10 C, y después a
temperatura ambiente por 16 — 18 horas. Se evaporé el disolvente, se agregé agua
(300 mL) y se extrajo con diclorometano (3X100 mL). La fase orgénica se seco con sulfato
de sodio anhidro, se evaporo el disolvente y el residuo se purificO por cromatografia en
columna “flash”, utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (80:20).
Se obtuvieron 4.62 g (77 %) de 76 como un polvo blanco, p.f. 88 — 89 . [a]*’p = -40.0°
(c = 1.0, CHCI3), (Iit.5® [a]®p = -39.7° ¢ = 1.0, CHCls). IR (KBr) Vmax (cm™) 3350, 3120,
2980, 2935, 1716, 1514, 1369, 1295, 1243, 1171, 1097, 1058, 1022, 860, 760. RMN *H
(CDCl3, 200 MHz) & (ppm): 1.40 (t, 3H, J = 7.1 Hz); 1.45 (s, 9H); 1.63 (d, 3H, J = 6.6 Hz);
4.41 (g, 2H, J = 7.0 Hz); 5.1 (m, 1H); 5.18 (sa, 1H); 8.08 (s, 1H). EM (IE) ™/, 300 M* (3 %),
244 (100 %), 57 (58 %), 199 (34 %).

Acido ( S)-2-[1-(Boc-amino)etilJtiazol-4-carboxilico (34a). En un matraz de fondo
redondo de 100 mL se disolvi6 el (S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol-4-carboxilato de etilo 76 (6
g, 20 mmol) en etanol (50 mL). La solucion se agitdO magnéticamente y se adicioné
lentamente solucion de hidroxido de sodio 10 N (4 mL, 40 mmol) continuando la agitacion
por 10 — 15 minutos después de terminadas las adiciones. Se evaporo el etanol y se diluy6
con agua (60 mL). Se acidulé con solucion 1 N de acido clorhidrico, se extrajo con
diclorometano (3X50 mL), se secO con sulfato de sodio anhidro y se filtrd. La solucion se
decoloré con carbén activo (10 % w/w), se evaporo el disolvente y el residuo se cristalizd
de una mezcla de acetato de etilo-hexano obteniéndose 4.51 g (83 %), de 34a como
cristales blancos, p.f. 121 — 122 €. [a]®*°s = -26.5 (c = 1.0, CHCl3). IR (KBr) Vmax (cm™)
3360, 2980, 2934, 1693, 1518, 1247, 1173, 1060, 748. RMN-'H (CDCls, 200 MHz) & (ppm):
1.45 (s, 9H); 1.64 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 5.12 (m, 1H); 5.23 (sa, 1H); 8.22 (s, 1H). EM (IE) "/,
272 M* (2 %), 216 (100 %), 57 (77 %), 199 (43 %).
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Acoplamiento de los fragmentos (33a), (34a) y (35a) . Obtencién del depsitripéptido

(28), primer fragmento convergente de la ulongamida A (1).
Acoplamiento de (35a) con (33a). Obtencion del deps  idipéptido N-desprotegido (78).

(2R,3R)-3-(Boc-Amino)-2-metilhexanoil -L-lactato de bencilo (77). En un matraz de
fondo redondo de 100 mL equipado con tubo con drierita, se disolvieron el 3-aminoacido
33a (2.45 g, 10 mmol), el L-lactato de bencilo 35a (2 g, 11 mmol) y 4-DMAP (0.12 g,
1 mmol) en diclorometano (50 mL). Se adicion6 en una porcion DCC 17 (2.24 g, 11 mmol),
se agito por 16 — 18 horas a temperatura ambiente, se filtr6 y se evaporo el disolvente. Se
diluy6 con acetato de etilo (100 mL) y se lavé con acido clorhidrico al 10 % (2X20 mL), con
solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X20 mL) y finalmente con salmuera (50 mL).
Se sec6 la fase organica con sulfato de sodio anhidro, se evaporé el disolvente y el
residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 230-400), utilizando como
eluyente una mezcla de acetato de etilo-hexano (90:10). Se obtuvieron 2.85 g (70 %) de
77 como un sélido blanco, p.f. 54 — 56 C. [a]*p = +4.2°(c¢ = 0.5, CHCl3). IR (KBr) Vimax
(Cm'l) 3377, 2979, 2957, 1744, 1683, 1524, 1458, 1187, 1133, 1100. RMN *H (CDCls, 200
MHz) & (ppm): 0.89 (t, 3H, J = 7.2 Hz); 1.21 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.30-1.44 (m, 4H); 1.44 (s,
9H); 1.51 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 2.72 (m, 1H), 3.72 (m, 1H); 5.15 (q, 1H, J = 7.4 Hz); 5.16 (s,
2H); 5.26 (sa, 1H); 7.25-7.35 (m, 5H). EM (IE) ™/, 407 M* (1 %), 91 (100 %), 116 (63 %),
57 (60 %).

(2R,3R)-3-Amino-2-metilhexanoil -L-lactato de bencilo (78). En un matraz de fondo
redondo de 50 mL, se disolvié el compuesto 77 (4.07 g, 10 mmol) en diclorometano
(30 mL). Se adicion6 acido trifluoroacético (6 mL, 80 mmol) en una sola porcidn y se agitd
por 1 hora a temperatura ambiente. Se evaporo el disolvente, se diluyé con acetato de
etilo (100 mL) y se lavd con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X20 mL) y con
salmuera (50 mL). Se secé la fase orgénica con sulfato de sodio anhidro, se evaporé el
disolvente y el residuo se purificO por cromatografia en columna “flash”, utilizando como
eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo-trietilamina (49.5:50:0.5). Se obtuvieron
2.76 g (88 %), de 78 como un polvo blanco amorfo. [a]*’p = -26.7° (¢ = 0.3, CHCLs). IR
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(KBr) vmax (cm™) 3380, 2960, 2937, 1738, 1684, 1457, 1202, 1132, 1099. RMN *H (CDCls,
200 MHz) & (ppm): 0.94 (t, 3H, J = 6.7 Hz); 1.39 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.52 (d, 3H, J = 7.2
Hz); 1.40-1.90 (m, 4H); 3.1 (m, 1H); 3.6 (m, 1H), 5.1-5.3 (m, 3H); 7.2-7.5 (m, 5H); 8.52 (sa,
2H). EM (IE) ™/, 307 M* (5 %), 72 (100 %), 91 (62 %), 264 (13 %).

Acoplamiento del depsidipéptido  N-desprotegido (78) con (34a).
(S)-2-[1-(Boc-Amino)etil]tiazol-4-carboxi - (2 R,3R)-3-amino-2-metilhexanoil- L-lactato
de bencilo (28b). En un matraz de fondo redondo de 100 mL equipado con tubo con
drierita, se disolvieron el depsidipéptido N-desprotegido 78 (3.07 g, 10 mmol), el
aminoacido tiazélico 34a (2.99 g, 11 mmol) y 4-DMAP (120 mg, 1 mmol) en diclorometano
(30 mL). Se agregé la DCC 17 (2.24 g, 11 mmol) en una sola porcién y se dej6é agitando
por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se filtr0 y evaporé el disolvente, el residuo se
diluyé con acetato de etilo (100 mL) y se lavd sucesivamente con solucion 1 N de acido
clorhidrico (2X20 mL), con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X20 mL) y con
salmuera (50 mL). Después de secar con sulfato de sodio anhidro y evaporar el disolvente,
el residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 230-400), utilizando
como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30). Se obtuvieron 3.93 g
(70 %) de 28b como un sélido blanco amorfo. [a]*’5 = -7.0°(¢ = 0.5, AcOEY). IR (KBr) Vmax
(Cm'l) 3307, 2977, 2936, 1738, 1715, 1660, 1542, 1496, 1455, 1368, 1249, 1175, 1132,
1098, 1056, 755. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.90 (t, 3H, J = 7.1 Hz); 1.23 (d, 3H,
J = 7.2 Hz); 1.3-1.7 (m, 4H); 1.45 (m, 9H); 1.53 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.57 (d, 3H, J = 6.6
Hz); 2.84 (dqg, 1H, J = 7.4, 3.8 Hz); 4.31 (m, 1H), 5.05 (m, 1H); 5.10-5.30 (m, 4H); 7.33 (m,
5H); 7.9 (sa, 1H); 8.01 (s, 1H). EM (IE) ™/, 561 M* (10 %), 270 (100 %), 326 (60 %), 91
(40 %).

Acido ( S)-2-[1-(Boc-amino)etilltiazol-4-carboxi - (2 R,3R)-3-amino-2-metilhexanoil- L-
lactico (28). Se siguieron las condiciones de hidrogendlisis antes descritas usando un
matraz de hidrogenacion de 125 mL, el depsitripéptido 28b (5.6 g, 10 mmol), acetato de
etilo (50 mL) y catalizador de Pd-C al 10 % (0.84 g) durante 16 — 18 horas. Después de
filtrar sobre celita y evaporar el disolvente, se obtuvieron 4.09 g (87 %), de 28 como polvo
blanco amorfo. [a]?°, = +3.3° (¢ = 0.3, CHCl3). IR (KBrI) vmax (cm™) 3315, 3119, 2978,
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2937, 1727, 1655, 1549, 1498, 1249, 1215, 1175, 1099, 757. RMN *H (CDCls, 200 MHz) &
(ppm): 0.91 (t, 3H, J = 7.2 Hz); 1.29 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.3-1.8 (m, 4H); 1.51 (s, 9H); 1.57
(d, 3H,J =7.2 Hz); 1.61 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 2.86 (dq, 1H, J = 7.2, 3.8 Hz); 4.32 (m, 1H);
4.93 (quint, 1H, J = 6.0 Hz); 5.34 (g, 1H, J = 7.0 Hz); 7.9 (sa, 1H); 8.1 (s, 1H); 8.38 (sa,
1H). EM (IE) "/, 471 M" (2 %), 20 (100 %), 326 (60 %), 252 (37 %).

Preparacion de los dipéptidos (29), (79) y (80).

Dipéptido (29a). N-Metil-Boc- L-Phe-N-metil- L-valinato de bencilo.

N-Metil- L-valinato de bencilo (31a).

N-Boc-L-Valina (81). En un matraz de fondo redondo de 1000 mL, se disolvieron la
L-valina (20 g, 0.171 mol) y trietilamina (16.2 mL, 188.1 mmol) en agua (200 mL). Se
adicion6 (Boc),0 (44.8 g, 188.1 mmol) disuelto en p-dioxano (200 mL) y se agité durante
16 — 18 horas. Se concentro en un rotavapor a aproximadamente la mitad del volumen, se
acidifico con HCl al 10 % a un pH de 2-3 y se extrajo con acetato de etilo (3X150 mL). Los
extractos organicos se lavaron con salmuera (100 mL), se secaron con sulfato de sodio
anhidro y el disolvente se evapord. Se obtuvieron 33.5 g (90.5 %) de 81 como un aceite
amarillo palido. [a]?% = -5.2°( ¢ = 0.94, EtOH), (Iit.®° [a]*’5 = -5.3° ¢ = 0.94, EtOH). IR (KBr)
Vmax (cm™) 3309, 3105, 2977, 2937, 2888, 1711, 1648, 1408, 1277, 1163. RMN *H (CDCls,
200 MHz) & (ppm): 0.94 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.00 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.45 (s, 9H), 2.1-2.3
(m, 1H); 4.26 (dd, 1H, J = 9.0, 4.6 Hz); 5.02 (sa, 1H, J= 9.0 Hz); 9.38 (sa, 1H). HRFABMS
m/z 218 [M+H]", 162 (100 %), 116 (43 %), 57 (40 %).

N-Metil-Boc- L-valina (83). En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 mL
equipado con septum, termometro y tubo con drierita, se disolvié la N-Boc-L-valina 81
(20 g, 92.16 mmol) en THF seco (120 mL) y se agregé yoduro de metilo (48 mL, 737
mmol). Se enfrié entre 0 — 5 T y se adiciond hidruro de sodio (11.1 g al 60 % en aceite

mineral, 0.276 mol) en porciones, sin permitir que la temperatura rebase los 5 T, se agito
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entre 0 — 5 T por una hora y después por 16 — 18 h oras a temperatura ambiente. Se filtro,
se evaporo el THF, se diluyé con agua (200 mL) y se extrajo con diclorometano (2X100
mL). Se acidulé la fase acuosa a pH 2-3 con HCIl al 10 % y se extrajo nuevamente con
diclorometano (3X100 mL). Se reunieron los extractos organicos acidos, se seco6 con
sulfato de sodio anhidro y se evaporé el disolvente, obteniéndose 19 g (89.0 %) de N-
metil-Boc-L-valina 83 como un aceite amarillo. [0]*% = -85°( ¢ = 0.5, EtOH), (lit.*® [0]*p
-85° ¢ = 0.5, EtOH). IR (KBr) vmax (cm™) 3161, 2973, 2936, 2878, 1742, 1700, 1670, 1479,
1369, 1154. RMN 'H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.93 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 1.05 (d, 3H,
J = 6.6 Hz); 1.46 (s, 9H), 2.1-2.3 (m, 1H); 2.84 (s, 3H); 4.03, 4.29 (d, 1H, J = 6.8 Hz).
HRFABMS m/z 232 [M+H]", 176 (100 %), 131 (43 %), 57 (40 %).

N-Metil-Boc- L-valinato de bencilo (84). En un matraz de fondo redondo de 500 mL se
disolvieron la N-metil-Boc-L-valina 83 (20 g, 86.6 mmol) y trietilamina (48.3 mL, 346 mmol)
en dimetilformamida (190 mL). Se enfrio entre 0 — 5 C, se adicion6 bromuro de bencilo
(32 mL, 259.8 mmol) y se agité durante 16 — 18 horas. Se adiciono agua destilada (300
mL), se filtré y se extrajo con acetato de etilo (3X100 mL). La fase organica se lavo con
HCl al 10 % (2X100 mL), con agua (2X100 mL) y con salmuera (100 mL). Se seco la fase
organica con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evapord. El producto se purificd
por cromatografia en columna “flash” utilizando como eluyente una mezcla de hexano-
acetato de etilo (90:10), obteniéndose 23.34 g (84 %) de 84 como un aceite amarillo
palido. [a]*% = -81.3°(¢ = 0.5, EtOH). IR (KBr) vmax (cm™) 2971, 2934, 2877, 1740, 1698,
1454, 1391, 1369, 1312, 1257, 1146. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.89 (d, 3H, J =
6.8 Hz); 0.95 (d, 3H, J = 6.4 Hz); 1.42,1.44 (s, 9H); 2.1-2.3 (m, 1H); 2.76, 2.83 (s, 3H);
4.15, 450 (d, 1H, J = 10.4 Hz); 5.16 (s, 2H); 7.34 (m, 5H). HRFABMS m/z 322 [M+H]", 91
(100 %), 222 (91 %), 266 (58 %), 130 (52 %), 57 (40 %).

N-Metil- L-valinato de bencilo (31a). En un matraz de fondo redondo de 100 mL se
disolvio el N-metil-Boc-L-valinato de bencilo 84 (10 g, 31.15 mmol) en diclorometano (50
mL). Se enfrié entre 0 — 5 C, se adicion6 acido trifluoroacético y se agitdo a temperatura
ambiente por 30 minutos. Se evaporo el disolvente y el exceso de &cido trifluoroacético, se

adicion6 agua con hielo (250 mL), se basificd con solucion saturada de bicarbonato de
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sodio hasta un pH de 8-9 y se extrajo con diclorometano (3X100 mL). La fase organica se
secO con sulfato de sodio anhidro y el disolvente se evaporo. Se obtuvieron 6.6 g (96 %)
de 31a como un aceite amarillo palido. [a]?°>= -5.08° (c = 1.18, CHCls), (lit.®" [a]*’; =
-5.13% ¢ = 1.18, CHCls). IR (pelicula) vmax (cm™) 3031, 2965, 2715, 2470, 2366, 1741,
1469, 1391, 1212, 993. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.92 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 0.96
(d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.9-2.1 (m, 1H); 2.38 (s, 3H); 3.00 (d, 1H, J = 10.2 Hz); 5.18 (s, 2H);
7.1-7.3 (m, 5H). EM (IE) "/, 221 M*, 44 (100 %), 86 (37 %), 129 (14 %).

N-Metil-Boc- L-fenilalanina (32a).

N-Boc- L-Fenilalanina (82). En un matraz de fondo redondo de 1000 mL, se disolvieron la
L-fenilalanina (20 g, 121.2 mmol) y trietilamina (11.5 mL, 133.3 mmol) en agua (200 mL).
Se adicion6 (Boc),O (31.75 g, 133.3 mmol) disuelto en dioxano (200 mL) y se agitd
durante 16 — 18 horas. Se concentr0 en rotavapor a aproximadamente la mitad del
volumen, se acidificé con HCl al 10 % a un pH de 2-3 y se extrajo con acetato de etilo
(3X200 mL). Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron con sulfato de
sodio anhidro y el disolvente se evaporo. El producto crudo se purifico por cristalizacién de
una mezcla de acetato de etilo-hexano, obteniéndose 29.87 g (93 %) de 82 como polvo
blanco, p.f. 85 — 87 C (lit. ** p.f. 85 — 87 T). [a]*°; = +25.3°(¢ = 1.0, EtOH), (lit.** [a]*% =
+25.2% ¢ = 1.0, EtOH). IR (KBr) Vmax (cm™) 3432, 3321, 3065, 3030, 2980, 2933, 1716,
1499, 1396, 1368, 1252, 1166, 757, 701. RMN *H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm): 1.42 (s, 9H);
2.80-3.30 (M, 2H); 4.60, 4.94 (d, 1H, J = 6.6 Hz); 6.40 (sa, 1H); 7.1-7.4 (m, 5H); 8.85 (sa,
1H). EM (IE) ™/, 265 M* (1 %), 148 (100 %), 57 (90 %), 91 (55 %).

N-Metil-Boc- L-fenilalanina (32a). En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500
mL equipado con septum, termometro y tubo con drierita, se disolvié la N-Boc-L-
fenilalanina 82 (10 g, 37.73 mmol) en THF seco (100 mL) y se agreg6 yoduro de metilo
(82.7 mL, 1.27 mol). Se enfrid entre 0 — 5 T y se adicion6 hidruro de sodio (19.1 g al 60 %
en aceite mineral, 0.477 mol) en porciones, sin permitir que la temperatura rebasara
los 5 C, se agitd entre 0 — 5 T por una hora y de spués por 16 — 18 horas a temperatura

ambiente. Se filtr6, se evapord el THF, se diluyd con agua (300 mL) y se extrajo con
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diclorometano (2X100 mL). Se acidulé la fase acuosa a pH 2-3 con HCI al 10 % y se
extrajo nuevamente con diclorometano (3X100 mL). Se reunieron los extractos organicos
acidos, se seco con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 el disolvente. La purificacion se
hizo por cristalizacion de una mezcla de acetato de etilo-hexano, obteniéndose 37.04 g
(87.7 %) de N-metil-Boc-L-fenilalanina 32a como un sélido blanco, p.f. 167 — 168 T (lit. *°®
p.f. 168 — 170 C). [a]*’ = -67.2°(c = 2.15, CHCly), (lit.® [a]*°; = -67.5° ¢ = 2.15, CHCl).
IR (KBr) vmax (cm™) 3063, 3028, 2984, 2943, 1741, 1650, 1447, 1395, 1341, 1258, 1227,
1157. RMN *H (CDCls, 200 MHZz) & (ppm): 1.34, 1.40 (s, 9H); 2.68, 2.75 (s, 3H); 2.90-3.40
(m, 2H); 4.63, 4.81 (dd, 1H, J= 11, 4.6 Hz); 5.9 (sa, 1H); 7.10-7.40 (m, 5H). EM (IE) "/, 279
M* (1 %), 57 (100 %), 88 (85 %), 178 (35 %).

Acoplamiento de los fragmentos (31a) y (32a). Obten  cion del dipéptido (29a).

N-Metil-Boc- L-Phe-N-metil- L-valinato de bencilo (29a). En un matraz de fondo redondo
de 100 mL equipado con tubo con drierita, se disolvieron el éster bencilico de la N-metil-L-
valina 31a (2.21 g, 10 mmol), la N-metil-Boc-L-fenilalanina 32a (2.79 g, 10 mmol) y la
DMAP (122 mg, 0.1 mmol) en diclorometano (50 mL). Se adiciondé Ila
diciclohexilcarbodiimida 17 (2.27 g, 11 mmol), en una porcion. Se agité por 16 — 18 horas a
temperatura ambiente. Se filtrd, se evaporé el disolvente y se diluydé con acetato de etilo
(100 mL). Se lavd con soluciéon 1 N de HCI (2 X 20 mL), con soluciéon saturada de
bicarbonato de sodio (2X20 mL) y con salmuera (50 mL). Se secé la fase organica con
sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente. El residuo se purifico por
cromatografia en columna (gel de silice 230-400), utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-acetato de etilo (70:30). Se obtuvieron 3.6 g (57 %) de 29a como un aceite
amarillo palido. [a]*°; = -149.2°(c¢ = 1.0, CHCIls). IR (pelicula) vmax (cm™) 2939, 1740, 1714,
1645, 1458, 1388, 1363, 1315, 1157, 1139, 752, 710. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm):
0.44, 0.81 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 0.79, 0.98 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.40, 1.44 (s, 9H); 2.10-2.30
(m, 1H); 2.85 (s, 3H); 2.91 (s, 3H); 2.90-3.50 (m, 2H); 4.51, 4.59 (d, 1H, J = 10.8 Hz); 5.03,
5.10 (s, 2H); 5.38, 5.51 (dd, 1H, J = 9.0, 5.4 Hz); 7.10-7.40 (m, 10H). HRFABMS m/z 482
[M+H]*, 91 (100 %), 375 (85 %).
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Dipéptido (79). N-Metil- L-Phe-N-metil- L-Val [N"-(Boc)]-hidrazida.
N-Metil-Z- L-fenilalanina (31b).

N-Z-L-Fenilalanina (87). En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 500 mL, equipado
con embudo de adicion y termOmetro, se disolvié la L-fenilalanina (20 g, 0.121 mol) en
solucion acuosa de hidroxido de sodio 2 N (60.5 mL, 0.121 mol). Se enfri6 entre 0 =5 Ty
se adicionaron simultaneamente de forma lenta y con una jeringa, cloroformiato de bencilo
(19.8 mL, 0.133 mol); y mediante un embudo de adicién y también de forma lenta, una
solucion acuosa de hidréxido de sodio 2 N (66.6 mL, 0.133 mol). Se agit6 entre 0 — 5 C
por 30 minutos y después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se extrajo con
diclorometano (2X50 mL), se acidulo la fase acuosa a pH 2-3 con HCl al 10 % y se extrajo
nuevamente con diclorometano (3X100 mL). Se reunieron los extractos organicos, se seco
con sulfato de sodio anhidro, se evaporo el disolvente y el residuo se purificO por
cristalizacion de una mezcla de acetato de etilo-hexano. Se obtuvieron 31.40 g (83 %) de
N-Z-L-fenilalanina 87 como un sélido blanco, p.f. 86 — 88 T (lit. ' p.f. 87 — 88 T). [a]*p =
+5.05°( ¢ = 5, AcOH), (lit.°® [0]*°5 = +5.05° ¢ = 5, AcOH). IR (KBr) vmax (cm™) 3412, 3320,
3064, 3031, 1718, 1518, 1453, 1346, 1259, 1218, 1056, 755, 699. RMN 'H (CDCls, 200
MHz) & (ppm): 3.07 (dd, 2H, Jax = 5.0 Hz, Jgx = 7.2 Hz, Jgem = -13.8 Hz); 4.57 (m, 1H); 4.99
(d, 1H, Jgem = -12.2 Hz); 4.3 (sa, 1H); 7.0-7.4 (m, 10H); 8.42 (sa, 1H). EM (IE) "/, 299 M*
(1 %), 91 (100 %), 148 (20 %), 181 (10 %).

N-Metil-Z- L-fenilalanina (32b). En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 mL
equipado con septum, termometro y tubo con drierita, se disolvio la N-Z-L-fenilalanina 87
(29.9 g, 0.10 mol) en THF seco (200 mL) y se agreg6 yoduro de metilo (65 mL, 0.8 mol).
Se enfrié entre 0 — 5 Ty se agregd en porciones hidruro de sodio (12 g al 60 % en aceite
mineral, 0.3 mol), sin permitir que la temperatura rebase los 5 T. Se agité por una hora y
después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se filtr6 y evaporé el THF, se diluy6
con agua (300 mL) y se extrajo con diclorometano (2X100 mL). La fase acuosa se acidulé
a pH 2-3 con HCIl al 10 % y se extrajo con diclorometano (3X100 mL).Se reunieron los

extractos organicos, se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente. El
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residuo se purificéd por cristalizacion de acetato de etilo-hexano obteniéndose 29.2 g
(93 %) de la N-metil-Z-L-fenilalanina 32b como un aceite amarillo palido. [0]*p = -65.9°
(c = 1.8, EtOH), (Iit.*°. [0]*p = -67.0°5 ¢ = 1.8, EtOH). IR (KBr) vmax (cm™) 3325, 3062,
3032, 1694, 1530, 1297, 1262, 1228, 1051, 736, 699. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) & (ppm):
2.78 (s, 3H); 2.90-3.50 (m, 2H); 4.90 (m, 1H); 5.06 (d, 2H, J gem = -12.3 Hz); 7.10-7.40 (m,
10H); 9.16 (sa, 1H). EM (IE) M/, 313 M* (1 %), 91 (100 %), 165 (17 %), 178 (15 %).

N-Metil- L-valin [ N"-(Boc)]-hidrazida (31b).

N-Z-L-Valina (86). En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 500 mL equipado con
embudo de adicion y termometro, se disolvié la L-valina (20 g, 0.171 mol) en solucion
acuosa de hidroxido de sodio 2 N (85.4 mL, 0.171 mol). Se enfrid entre 0 — 5 T y se
adicionaron simultaneamente por una de las bocas del matraz, de forma lenta y con una
jeringa, cloroformiato de bencilo (26.6 mL, 0.179 mol); y por otra de las bocas, mediante
un embudo de adicion y también de forma lenta, una solucion acuosa de hidréxido de
sodio 2 N (90 mL, 0.179 mol). Se agito entre 0 — 5 €T por 30 minutos y después por 16 —
18 horas a temperatura ambiente. Se extrajo con diclorometano (2X50 mL), se aciduld la
fase acuosa a pH 2-3 con HCl al 10 % y se extrajo nuevamente con diclorometano (3X100
mL). Los extractos organicos se reunieron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
evaporo el disolvente. El residuo se purifico por cristalizacion de una mezcla de acetato de
etilo-hexano, obteniéndose 40.70 g (95 %) de N-Z-L-valina 86 como un sélido blanco, p.f.
62 — 64 T (lit. 1% 60 — 62 T). [a]*°5 = +6.3°(c = 4.0, CHCls), (it.*%®? [a]*°; = +6.5°(c = 4.0,
CHCI3). IR (KBr) Vmax (cm'l) 3452, 3160, 2979, 2936, 1742, 1700, 1670, 1392, 1154.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.93 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 1.05 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 2.1-
2.4 (m, 1H); 4.34 (d, 1H, J = 10.6 Hz); 5.18 (s, 2H); 7.2-7.5 (m, 5H). EM (IE) ™/, 251 M* (3
%), 91 (100 %), 71 (43 %), 114 (14 %).

N-Metil-Z- L-valina (88). En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 mL
equipado con septum, termdmetro y tubo con drierita, se disolvio la N-Z-L-valina 86 (40 g,
0.159 mol) en THF seco (200 mL) y se agreg6 yoduro de metilo (82.7 mL, 1.27 mol). Se
enfrié entre 0 — 5 T y se adicion6 hidruro de sodio (19.1 g al 60 % en aceite mineral,
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0.477 mol) en porciones, sin permitir que la temperatura rebasara los 5 C, se agit6 entre 0
— 5 T por una hora y después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se filtr6, se
evaporo el THF, se diluy6é con agua (300 mL) y se extrajo con diclorometano (2X100 mL).
Se acidulé la fase acuosa a pH 2-3 con HCI al 10 % y se extrajo nuevamente con
diclorometano (3X100 mL). Se reunieron los extractos organicos, se seco con sulfato de
sodio anhidro y se evaporo el disolvente. La purificacion se hizo por cristalizacion de una
mezcla de acetato de etilo-hexano, obteniéndose 37.04 g (87.7 %) de N-metil-Z-L-valina
88 como un sélido blanco, p.f. 67 — 68 T (lit. 23 68 — 69 T). [a]*% = -83.6° (c = 1.0,
EtOH), (Iit.2 [a]*% = -82.6° ¢ = 1.0, EtOH). IR (KBr) vmax (cm™) 3160, 2972, 2936, 1742,
1700, 1670, 1392, 1154. RMN *H (CDCls, 200 MHz) 3 (ppm): 0.93 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 1.05
(d, 3H, J = 6.6 Hz); 2.1-2.4 (m, 1H); 2.98 (s, 3H); 4.34 (d, 1H, J = 10.2 Hz); 5.18 (s, 2H);
7.2-7.5 (m, 5H). EM (IE) ™/, 265 M* (5 %), 91 (100 %), 86 (45 %), 129 (15 %).

N-Metil-Z- L-valin [ N"-(Boc)]-hidrazida (90). En un matraz de fondo redondo de 100 mL se
disolvié la N-metil-Z-L-valina 88 (5.3 g, 20 mmol), el hidroxibenzotriazol 18 (2.7 g, 20
mmol) y el carbazato de terbutilo 89 (2.64 g, 20 mmol) en diclorometano (60 mL). Se enfrid
entre 0 — 5 T y se adiciond la diciclohexilcarbodiimida 17 (4.3 g, 20 mmol), disuelta en
diclorometano (15 mL), en tres porciones, con intervalos de 10 minutos entre cada una. Se
agité por 30 minutos entre 0 — 5 T y después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente.
Se filtré y se evaporo el disolvente. El residuo se disolvié en acetato de etilo (100 mL), se
lavé con solucion 1 N de HCI (2X20 mL), con solucién saturada de bicarbonato de sodio
(2X20 mL) y finalmente con agua (40 mL). Se sec6 la fase organica con sulfato de sodio
anhidro y se evaporé el disolvente. El producto se purificd por cristalizacion de una mezcla
de acetato de etilo-hexano, obteniéndose 5.72 g (82 %) de la N-metil-Z-L-valin [N -(Boc)]-
hidrazida 90 como cristales blancos, p.f. = 91 — 93 T. [a]*p = -82.3°(¢ = 1.0, CHCly). IR
(KBr) vmax (cm™) 3281, 3038, 2968, 1730, 1681, 1665, 1456, 1367, 1180, 1160. RMN *H
(CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.89 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 0.99 (d, 3H, J = 6.4 Hz); 1.45 (s, 9H);
2.32 (m, 1H); 2.92 (s, 3H); 4.16 (d, 1H, J = 11.0 Hz); 5.17 (s, 2H); 6.32 (sa, 1H); 7.35 (m,
5H); 7.94 (sa, 1H). EM (IE) ™/, 248 (31 %), 91 (100 %), 176 (26 %), 57 (27 %).
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N-Metil- L-valin [ N"-(Boc)]-hidrazida (31b). En un matraz de hidrogenacion de 125 mL, se
disolvié la N-metil-Z-L-valin [N"-(Boc)]-hidrazida 90 (7.6 g, 20 mmol) en metanol (30 mL) y
se le agrego catalizador de Pd-C al 10 % (1.14 g). La reaccion de hidrogendlisis tard6 16 —
18 horas. Se filtr6 a través de celita y se evaporo el disolvente. El producto se purificd por
cristalizacion de una mezcla de acetato de etilo-hexano obteniéndose 4.32 g (88 %), de
31b como polvo blanco, p.f. 143 — 144 T. [a]*p = -60.8°(c¢ = 0.5, CHCls). IR (KBr) Vimax
(Cm'l) 3331, 3248, 2980, 2938, 1741, 1670, 1529, 1369, 1293, 1279, 1242, 1167. RMN *H
(CDCl3, 200 MHz) & (ppm): 0.96 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.02 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.48 (s, 9H);
2.10 (m, 1H); 2.46 (s, 3H); 2.9 (d, 1H, J = 4.8 Hz); 6.42 (sa, 1H); 8.65 (sa, 1H). EM (IE) "/,
245 M* (3 %), 86 (100 %), 57 (15 %), 146 (8 %).

Acoplamiento de los fragmentos (31b) y (32b). Obten  cidn del dipéptido (79).

N-Metil-Z- L-Phe-N-metil- L-Val [N’-(Boc)]-hidrazida (79a). En un matraz de fondo
redondo de 100 mL equipado con tubo con drierita, se disolvieron la N-Metil-L-valin [N"-
(Boc)]-hidrazida 31b (2.45 g, 10 mmol), la N-metil-Z-L-fenilalanina 32b (3.44 g, 11 mmol) y
HOBt 18 (1.49 g, 11 mmol) en diclorometano (50 mL). Se enfri6 entre 0 — 5 T y se
adicion¢ la diciclohexilcarbodiimida 17 (2.27 g, 11 mmol), disuelta en diclorometano (15
mL); en tres porciones, con intervalos de 10 minutos entre cada una. Se agitd por 30
minutos a 0 — 5 T y después por 16 — 18 horas a te mperatura ambiente. Se filtrg, se
evaporo el disolvente y se diluyé con acetato de etilo (100 mL). Se lavé con soluciéon 1 N
de HCI (2X20 mL), con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X20 mL) y con
salmuera (50 mL). Se seco la fase organica con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el
disolvente. El residuo se purificG por cromatografia en columna (gel de silice 230-400),
utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30). Se obtuvieron
1.78 g (57 %) de 79a como un aceite amarillo palido. [a]*’p = -157.7° (¢ = 1.0, CHCly). IR
(pelicula) vmax (cm™) 3284, 2967, 2935, 1739, 1699, 1632, 1476, 1456, 1162, 751. RMN *H
(CDCl3, 200 MHz) 6 (ppm): 0.42, 0.78 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 0.77, 0.97 (d, 3H, J = 6.6 Hz);
1.43, 1.45 (s, 9H); 2.26 (m, 1H); 2.86 (s, 3H); 2.90 (s, 3H); 2.90-3.40 (m, 2H); 4.52, 4.58 (d,
1H, J = 12.2 Hz); 5.04, 5.11 (s, 2H); 5.40, 5.53 (t, 1H, J = 7.2 Hz); 6.17 (sa, 1H); 7.10-7.40
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(m, 10H); 7.60-7.68 (da, 1H, J = 3.0 Hz). HRFABMS m/z 541 [M+H]*, 91 (100 %), 409
(92 %).

N-Metil- L.-Phe-N-metil- L-Val [N"-(Boc)]-hidrazida (79) y  N-metil- L-Phe-N-metil- L-
valinato de terbutilo (80). Como se menciona en la discusion de resultados, los
compuestos 79 y 80 una vez obtenidos eran acoplados inmediatamente con el
depsitripéptido 28 por lo cual no se obtuvieron sus constantes fisicas y espectroscopicas.
Para la reaccion de acoplamiento los compuestos 79 y 80 se utilizaron en un exceso de
0.5 equivalentes.

En un matraz de hidrogenacion de 100 mL se disolvié el dipéptido N-protegido 79a o 80a
(5 mmol) en metanol (30 mL) y se agrego el catalizador de Pd-C al 10 % (260 mg). La
hidrogendlisis fue completa en aproximadamente 1 — 1.5 horas (seguir la reaccion por
CCF). Se filtr6 a través de celita y se evaporo el disolvente a sequedad, dejando el residuo
obtenido al menos por una hora en la bomba de alto vacio antes de utilizarlo en la

siguiente reaccion.

Dipéptido (80). N-Metil- L-Phe-N-metil- L-valinato de terbutilo.

RUTA L

N-Metil-Z- L-valinato de terbutilo (92). En un matraz de fondo redondo de 250 mL
enfriado a -78 T (bafio de hielo seco-acetona) que contenia una mezcla de la N-metil-Z-L-
valina 88 (5.30 g, 20 mmol) y 12 gotas de H,SO, concentrado en diclorometano (25 mL),
se condensaron 60 mL de 2-metilpropeno 91. El matraz se sello perfectamente con un
tapén de vidrio o teflon para evitar la pérdida del alqueno, y se agitd a temperatura
ambiente durante 7 dias. Antes de abrir el matraz, éste se enfri6 nuevamente en un bafio
de hielo seco-acetona por aproximadamente 10 minutos y se vacio el contenido sobre una
solucion 1 N de bicarbonato de sodio (70 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se
extrajo con diclorometano (2X50 mL). Se reunieron los extractos organicos, se secO con

sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente. El residuo se purificO por
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cromatografia en columna (gel de silice 230-400) utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-acetato de etilo (95:5). Se obtuvieron 4.94 g (77 %) de 92 como un aceite amarillo
palido. [0]*% = -78.5°(c = 1.0, CHCly), (Iit.%8® [a]*°; = -78.6°(c = 1.0, CHCls). IR (pelicula)
Vmax (cm™) 2971, 1731, 1706, 1453, 1399, 1369, 1307, 1216, 1166, 1143, 985, 698.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.86, 0.89 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 0.96, 1.01 (d, 3H, J =
6.8 Hz); 1.43, 1.45 (s, 9H); 2.16 (m, 1H); 2.91 (s, 3H); 4.19, 4.37 (d, 1H, J = 10.7 Hz); 5.17
(s, 2H); 7.35 (m, 5H). EM (IE) M/, 321 M* (6 %), 57 (100 %), 91 (80 %).

N-Metil- L-valinato de terbutilo (31c). En un matraz de hidrogenacion de 125 mL, se
disolvio el éster terbutilico de N-metil-Z-L-valina 92 (6.42 g, 20 mmol) en metanol (30 mL) y
se agrego catalizador de Pd-C al 10 % (0.963 g). La reaccion de hidrogendlisis tard6 16 —
18 horas. Se filtré a través de celita y se evaporé el disolvente a una temperatura no
mayor de 30 T y una presion no menor de 20 mmHg du rante 20 minutos debido a que el
éster es muy volatil. Se obtuvieron 2.7 g (72 %) de 31c como un liquido incoloro. *[a]*’p =
+3.7°(¢ = 1.0, CHCly), (lit.°® [a]*°p = +4.4°% ¢ = 1.0, CHCLy). IR (pelicula) Vmax (cm™) 3344,
2970, 2936, 1727, 1477, 1457, 1368, 1252, 1155, 798. RMN *H (CDCl3, 200 MH2z) 8 (ppm):
0.93 (d, 3H, J = 7.0); 0.97 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.49 (s, 9H); 1.87 (m, 1H); 2.37 (s, 3H); 2.77
(d, 1H, J = 6.2 Hz). HRFABMS m/z 188 [M+H]", 73 (100 %), 136 (81 %), 57 (31 %).

*NOTA: Debido a su alta volatilidad este compuesto no se pudo purificar adecuadamente,
por lo que la cantidad de disolvente residual de un lote a otro puede variar y

consecuentemente los valores de la rotacion oOptica y el rendimiento.

Acoplamiento de los fragmentos (31c) y (32b). Obten  cion del dipéptido (80).

N-Metil-Z- L-Phe-N-metil- L-valinato de terbutilo (80a). En un matraz de fondo redondo de
100 mL, se disolvieron la N-metil-Z-L-fenilalanina 32b (3.13 g, 10 mmol), el N-metil-L-
valinato de terbutilo 31c (1.9 g, 11 mmol) y trietilamina (1.5 mL, 1.11 g, 11 mmol) en
diclorometano (50 mL). Se enfrid entre 0 — 5 T y s e adicion6 BOP 21 (4.86 g, 11 mmol),

en tres porciones con intervalos de 10 minutos entre cada una. Se agité entre 0 — 5 T por
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30 minutos y después a temperatura ambiente por 16 — 18 horas. Se evaporo6 el disolvente
y el semisdlido resultante se redisolvio en acetato de etilo (100 mL). Se lavo con solucion
1 N de &cido clorhidrico (2X20 mL), con solucién saturada de bicarbonato de sodio
(2X20 mL) y con salmuera (40 mL). Se secé la fase organica con sulfato de sodio anhidro
y se evaporoé el disolvente. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna
utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30). Se obtuvieron
2.80 g (58 %) de 80a como un aceite amarillo palido. [0]*°5 = -145.1° (¢ = 1.0 CHCl3). IR
(pelicula) vmax (cm™) 2969, 2935, 1730, 1704, 1655, 1453, 1398, 1369, 1305, 1157, 1134,
752, 700. RMN *H (CDCl3, 500 MHz) & (ppm): 0.57, 0.64, 0.76 (d, 3H, J = 6.5 Hz); 0.79,
0.97, 0.99 (d, 3H, J = 6.6 Hz); 1.36, 1.37, 1.39, 1.42 (s, 9H); 2.12 (m, 1H); 2.80, 2.81, 2.88
(s, 3H); 2.87, 2.89, 2.92 (s, 3H); 2.94, 2.95, 2.98 (dd, 1H, J = -13.5, 7.0 Hz); 3.12, 3.15,
3.25, 3.28 (dd, 1H, J = -13.5, 7.0 Hz); 3.85, 4.16, 4.70, 4.72 (m, 1H); 4.58, 4.69, 4.94, 5.06
(d, 1H, J =-12.0 Hz), 4.98, 5.03, 5.08, 5.17 (d, 1H, J=-12.0 Hz); 5.04, 5.10, 5.34, 5.39 (dd,
1H, J = 8.5, 5.5 Hz); 7.10-7.40 (m, 10H). *C (CDCl;, 125 MHz) & (ppm): (18.39, 18.80,
18.83, 19.08); (19.20, 19.60, 19.79, 19.86); (27.20, 27.58, 27.62, 27.92); (27.92, 27.97);
(29.32, 29.55, 29.73, 30.10); (29.55, 31.02); (35.50, 35.70, 37.56); (56.40, 56.80, 57.65,
57.78); (62.80, 65.30, 65.38); (67.32, 67.36, 67.60, 67.70); (81.27, 81.50, 82.20); (127.68,
128.22); (136.00, 136.50, 136.60); (137.20, 137.60); (154.60, 155.50, 155.86, 156.28);
(169.16, 169.30, 169.70, 169.75); (169.90, 170.20, 170.60). HRFABMS m/z 483 [M+H]",
57 (100 %), 223 (34 %), 296 (30 %).

RUTA L.

N-Z-L-Valinato de terbutilo (93). En un matraz de fondo redondo de 250 mL enfriado a
-78 T (bafio de hielo seco-acetona) que contenia la mezcla de la N-Z-L-valina 86 (5.02 g,
20 mmol) y 12 gotas de H,SO,4 concentrado en diclorometano (25 mL), se condensaron 60
mL de 2-metilpropeno 91. El matraz se sell6 perfectamente con un tapén de vidrio o teflén
para evitar la pérdida del alqueno y se agitd a temperatura ambiente por 7 dias. Antes de
abrir el matraz, éste se enfria en el bafio de hielo seco-acetona por aproximadamente 10

minutos y se vacia su contenido en una solucidon 1 N de bicarbonato de sodio (70 mL). Se
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separaron las fases y la acuosa se extrajo nuevamente con diclorometano (2X50 mL). Se
reunieron los extractos organicos, se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporoé el
disolvente. El residuo se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 230-400)
utiizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (95:5). Se obtuvieron
4.42 g (72 %) de 93 como un aceite amarillo palido. [0]*% = -16 9° (¢ = 1.2, EtOH). IR
(pelicula) vmax (cm™) 3350, 2970, 2935, 1721, 1524, 1369, 1222, 1156, 1093, 1028, 698.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.89 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 0.96 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.46
(s, 9H); 2.15 (m, 1H); 4.19 (dd, 1H, J = 9.0, 4.2 Hz); 5.11 (s, 2H); 5.27 (da, 1H); 7.36 (m,
5H). HRFABMS m/z 308 [M+H]", 91 (100 %), 252 (81 %), 208 (23 %).

L-Valinato de terbutilo (31d). Se sigui6 la técnica ya descrita para 31¢ usando un matraz
de hidrogenacion de 125 mL, el éster terbutilico de la N-Z-L-valina 93 (6.14 g, 20 mmol),
metanol (30 mL) y catalizador de Pd-C al 10 % (0.92 g) por 16 — 18 horas. Se filtr6 sobre
celita y se evaporo el disolvente a una temperatura no mayor de 30 T y una presion no
menor de 20 mmHg durante 20 minutos debido a que el éster es muy volatil. Se obtuvieron
2.66 g (77 %) de 31d como un liquido incoloro. *[a]*’p = +20.6° (¢ = 5.3, AcOEY), (lit.%®
[a]*°p = +20.6°% ¢ = 5.3, ACOEL). IR (KBr) vmax (cm™) 3271, 2964, 2877, 1734, 1640, 1551,
1371, 1150. RMN *H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm): 0.88 (d, 3H, J=6.8 Hz); 0.96 (d, 3H,
J = 6.8 Hz); 1.45 (s, 9H); 2.00 (m, 1H); 3.17 (d, 1H, J = 4.8 Hz). EM (IE) "/, 173 M* (1 %),
57 (100 %), 97 (70 %), 73 (42 %).

*NOTA: Ver nota en la preparacion de 31c.

Acoplamiento de los fragmentos (31d) y (32b). Obten  cion del dipéptido (80).

N-Metil-Z- L-Phe-L-valinato de terbutilo (94). En un matraz de fondo redondo de 100 mL,
se disolvieron la N-metil-Z-L-fenilalanina 32b (6.26 g, 20 mmol), el hidroxibenzotriazol 18
(2.7 g, 20 mmol) y el L-valinato de terbutilo 31d (3.46 g, 20 mmol) en diclorometano
(60 mL). Se enfrié entre 0 — 5 T y se adiciond la diciclohexilcarbodiimida 17 (4.3 g, 20
mmol) disuelta en diclorometano (15 mL) en tres porciones, con intervalos de 10 minutos

entre cada adicion. Se agité por 30 minutos entre 0 — 5 T y después por 16 — 18 horas a
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temperatura ambiente. Se filtrd, se evaporé el disolvente y se diluy6é con acetato de etilo
(100 mL). Se Lavd con solucion 1 N de HCI (2X20 mL), con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (2X20 mL) y finalmente con salmuera (50 mL). Se secé la fase
organica con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente para dar 8.14 g (87 %) de
94 como un aceite amarillo palido. [a]*’p = -48.0°(c = 0.2, CHCls). IR (pelicula) Vmax (cm™)
3339, 2969, 2935, 1731, 1689, 1500, 1454, 1395, 1369, 1313, 1217, 1145, 750, 699.
RMN *H (CDCl3, 500 MHz) & (ppm): 0 81 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 0.89 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 2.11
(m, 1H); 2.80 (s, 3H); 3.00-3.40 (m, 2H); 4.40 (d, 1H, J = 10.4 Hz); 4.80-5.20 (m, 3H); 6.54
(da, 1H, J = 3.4 Hz); 7.10-7.40 (m, 10H). EM (IE) ™/, 468 M+ (1 %), 91 (100 %), 224 (65
%), 298 (20 %).

N-Metil-Z- L-Phe-N-metil- L-valinato de terbutilo (80a). En un matraz de fondo redondo de
tres bocas de 100 mL equipado con septum, termdmetro y tubo con drierita, se disolvio el
dipéptido 94 (4.7 g, 10 mmol) en THF seco (50 mL) y se agreg6 yoduro de metilo (5.2 mL,
80 mmol). Se enfri6 entre 0 — 5 T y se adiciond hidruro de sodio (1.4 g al 60 % en aceite
mineral, 35 mmol) en porciones, sin permitir que la temperatura rebasara los 5 C. Se agité
entre 0 — 5 T por una hora y después por 16 — 18 h oras a temperatura ambiente. Se filtrd
y se evapor6 el THF; se disolvio el residuo en acetato de etilo (100 mL) y se lavd con
solucion 1 N de HCI (2X20 mL), con solucion saturada de bisulfito de sodio (2X20 mL) y
con salmuera (40 mL). Se secoé la fase organica con sulfato de sodio anhidro y se evaporé

el disolvente para dar 4.1 g (85 %) de 80a como un aceite amarillo palido.

Acoplamiento del depsitripéptido (28) con los dipép tidos (79) y (80). Obtencion de la
ulongamida A (1).

Depsipentapéptido (95). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvieron el
depsitripéptido 28 (236 mg, 0.5 mmol), el dipéptido N-desprotegido 79 (305 mg, 0.75
mmol) y la trietilamina (77 pL, 56 mg, 0.55 mmol) en diclorometano (5 mL). Se enfri6 a
0 €y se adicion6 el BOP 21 (244 mg, 0.55 mmol), en tres porciones con intervalos de 10

minutos entre cada una. Se agito entre 0 — 5 € por 30 minutos y después a temperatura
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ambiente por 16 — 18 horas. Se evapord el disolvente y el semisolido resultante se
redisolvid en acetato de etilo (20 mL). Se lavo con solucion 1 N de acido clorhidrico
(2X5 mL), con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X5 mL) y con salmuera (5 mL).
Se seco la fase organica con sulfato de sodio anhidro y se evaporé el disolvente. El
producto se purificoO por cromatografia en placa preparativa utilizando como eluyente una
mezcla de hexano-acetato de etilo (70:30), obteniéndose 220 mg (51 %) de 95 como un
sélido blanco amorfo. [a]*p = -11.9° (¢ = 1.0, CHCIs). IR (KBr) vmax (cm™) 3299, 2974,
2935, 1716, 1652, 1541, 1493, 1246, 1168, 1079. RMN *H (500 MHz, CDCls) & (ppm):
0.35, 0.96 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 0.75, 0.90 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 0.92 (t, 3H, J = 7.2 Hz); 1.20,
1.22 (d, 3H, J =7.2 Hz); 1.37, 1.43 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.42 (m, 2H); 1.44 (s, 9H); 1.45 (s,
9H); 1.55 (m, 2H); 1.57 (d, 3H, J = 6.5 Hz); 2.26, 2.28 (m, 1H); 2.80 (m, 1H); 2.82, 2.90 (s,
3H); 3.02, 3.34, 2.85, 3.34 (m, 2H); 3.08, 3.17 (s, 3H); 4.32 (m, 1H); 4.20, 4.49 (d, 1H,
J = 11.0 Hz); 5.05 (m, 1H); 5.30 (m, 1H); 5.75, 5.92 (m, 1H); 7.20 (m, 5H); 8.03 (s, 1H).
RMN C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 13.80, 16.50, 18.40, 19.50, 19.58, 21.40, 25.40,
28.00, 28.30, 30.60, 34.90, 35.70, 48.70, 50.80, 54.50, 64.13, 67.00, 80.30, 81.57, 123.10,
126.60, 128.40, 129.30, 136.80, 150.30, 154.70, 154.90, 161.00, 169.70, 170.60, 171.80,
174.00. HRFABMS m/z 859 [M+H]*, 274 (100 %), 270 (65 %), 326 (50 %).

Depsipentapéptido (97). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvieron el
depsitripéptido 28 (236 mg, 0.5 mmol), el dipéptido N-desprotegido 80 (261 mg, 0.75
mmol) y la trietilamina (77 pL, 56 mg, 0.55 mmol) en diclorometano (5 mL). Se enfrio a
0 €y se adicion6 el BOP 21 (244 mg, 0.55mmol), en tres porciones con intervalos de 10
minutos entre cada una. Se agito entre 0 — 5 € por 30 minutos y después a temperatura
ambiente por 16 — 18 horas. Se evaporo el disolvente y el semisdlido resultante se
redisolvid en acetato de etilo (20 mL). Se lavé con solucion 1 N de acido clorhidrico (2X5
mL), con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X5 mL) y con salmuera (5 mL). Se
seco la fase organica con sulfato de sodio anhidro, se evaporo el disolvente y se purifico el
compuesto por cromatografia en placa preparativa utilizando como eluyente una mezcla
de hexano-acetato de etilo (70:30). Se obtuvieron 221 mg (55 %) de 97 como un sélido
blanco amorfo. [a]*’p = -18° (¢ = 1.0, CHCls). IR (pelicula) vmax (cm™) 3318, 2966, 2931,
1730, 1651, 1543, 1494, 1456, 1368, 1271, 1250, 1170, 1079, 1057, 862, 755. RMN *H
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(500 MHz, CDCls) & (ppm): 0.34, 0.96 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 0.75, 0.91 (d, 3H, J = 7.0 Hz);
0.92 (t, 3H, J = 7.2 Hz); 1.20, 1.24 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 1.37, 1.43 (d, 3H, J = 7.0 Hz); 1.42
(m, 2H); 1.44 (s, 9H); 1.46 (s, 9H); 1.54 (m, 2H); 1.56 (d, 3H, J = 6.5 Hz); 2.26, 2.28 (m,
1H); 2.80 (m, 1H); 2.82, 2.90 (s, 3H); 3.02, 3.34, 2.85, 3.34 (m, 2H); 3.07, 3.17 (s, 3H);
4.31 (m, 1H); 4.19, 4.49 (d, 1H, J = 11.0 Hz); 5.05 (m, 1H); 5.33 (m, 1H); 5.75, 5.92 (m,
1H); 7.20 (m, 5H); 8.02 (s, 1H). RMN *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 13.88, 16.48, 18.36,
19.54, 19.57, 21.42, 25.39, 28.01, 28.31, 30.59, 34.90, 35.75, 48.75, 50.82, 54.47, 64.12,
67.05, 80.34, 81.35, 123.00, 126.50, 128.40, 129.30, 136.84, 150.19, 154.70, 154.85,
161.20, 169.62, 170.66, 171.83, 174.13. EM (IE) ™/, 801 M* (2 %), 216 (100 %), 487 (72
%), 270 (70 %).

Ulongamida A (1). En un matraz de fondo redondo de 10 mL se disolvid el
depsipentapéptido 97 (160 mg, 0.2 mmol) en diclorometano (3 mL) y se le agregd acido
trifluoroacético (1 mL). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente por una
hora y se evapor6 el disolvente a sequedad, primero en el rotavapor y después se dejo por
una hora en bomba de alto vacio. El sélido resultante se disolvié en un matraz de fondo
redondo de tres bocas de 250 mL equipado con refrigerante, termémetro y septum, con
DMF anhidra (160 mL) y se le adicion¢ trietilamina (140 pL, 0.101 g, 1 mmol) y BOP 21
(353 mg, 0.8 mmol). La temperatura de la reaccion se ajusté a 80 — 90 T y se dejo
agitando por 16 — 18 horas. Se evaporo el disolvente a sequedad, se diluyé con acetato de
etilo (20 mL) y se lavo sucesivamente con solucion 1 N de HCI (2X5 mL), con solucion
saturada de bicarbonato de sodio (2x5 mL) y con salmuera (5 mL). Se secé con sulfato de
sodio anhidro y se evaporo el disolvente. El residuo se purifico por cromatografia en placa
preparativa utilizando como eluyente una mezcla de acetona-hexano (70:30). Se
obtuvieron 75 mg (60 %) de ulongamida A (1) como un polvo blanco (espuma), p.f.
(aproximado) 85 T. [a]*°; = +12°(c¢ = 0.73, MeOH), (lit.* [a]*p = +12° ¢ = 0.73, MeOH).
IR (KBr) Vmax (cm'l) 3321, 2962, 2934, 2872, 1734, 1672, 1633, 1553, 1522, 1497, 1462,
1271, 1216, 1078, 1048. RMN *H (CDCls, 500 MHz) 3 (ppm): 8.94 (d, 1H, J = 10.5 Hz);
8.17 (d, 1H, J = 7.0 Hz); 8.04 (s, 1H); 7.29 (t, 2H); 7.24 (t, 1H); 7.17 (d, 2H); 6.08 (dd, 1H,
J =95, 55 Hz); 5.34 (g, 1H, J = 6.5 Hz); 5.17 (q, 1H, J = 7.0 Hz); 4.51 (d, 1H, J = 11.0
Hz); 4.31 (m, 1H, J = 10.6, 9.0, 5.0, 2.5 Hz); 3.27 (dd, 1H, J = 9.5, 15.0 Hz); 3.21 (s, 3H);
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3.16 (dd, 1H, J = 5.5, 15.0 Hz); 2.99 (s, 3H), 2.70 (dg, 1H, J = 7.0, 2.5 Hz); 2.33 (m, 1H);
1.46 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.43 (m, 4H); 1.33 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.23 (d, 3H, J = 7.2 Hz);
0.97 (t, 3H, J = 7.0 Hz); 0.85 (d, 3H, J = 6.4 Hz); 0.60 (d, 3H, J = 7.0 Hz). RMN **C (125
MHz, CDCls) & (ppm): 14.0, 14.5, 16.2, 18.3, 19.3, 19.6, 24.5, 27.3, 29.0, 30.0, 35.4, 35.5,
45.0, 47.7, 50.7, 51.0, 66.4, 67.0, 122.0, 127.0, 128.5, 128.8, 136.0, 149.1, 160.8, 167.9,
169.6, 170.4, 171.9, 172.9; HRFABMS m/z 628.3179 [M+H]" (calc. para CzHasNsOeS,
628.3169).

DERIVADOS.

Todos los derivados de Mosher y con (S)-metilbencilamina 37 se obtuvieron mediante

acoplamiento con DCC-DMAP, por las técnicas generales que se indican a continuacion.

Técnica | . Derivados obtenidos mediante reaccion con el acido de Mosher 36.
S-(-)-metoxi -a- (trifluorometil)- fenilacetil- L- lactato de bencilo 98 y S- (-)- metoxi- a-

(trifluorometil)-fenilacetil-L-valinato de terbutilo 99.

En un matraz de fondo redondo de 10 mL se disolvieron 31d o 35a (1 mmol), el &cido de
Mosher 36 (1 mmol) y la DMAP (12 mg, 0.1 mmol) en diclorometano (5 mL). Se enfrio a
0 € y se adiciond la DCC 17 (227 mg, 1.1 mmol). Se agité por 30 minutos a 0 T y
después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se filtrd, se evaporo el disolvente y se
diluyé con acetato de etilo (20 mL). Se lavé con solucion 1 N de HCI (2X5 mL), con
solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X5 mL) y con salmuera (5 mL). Se seco la
fase organica con sulfato de sodio anhidro, se evaporo el disolvente y se purifico el
producto por cromatografia en placa preparativa.
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Constantes del compuesto 98.

El compuesto 98 se obtuvo como un aceite amarillo palido. [a]*° = -60°(c¢ = 0.5, CHC).
IR (pelicula) vmax (cm™) 2993, 2950, 2854, 1752, 1454, 1270, 1188, 1124, 1093, 1045,
1015, 721, 699. RMN *H (CDCl3, 200 MHz) & (ppm): 1.52 (d, 3H, J = 7.2 Hz); 3.59 (q, 3H,
J =1.3 Hz, H-F); 5.21 (d, 2H, Jgem = -12.2 Hz); 5.31 (q, 1H, J = 7.2 Hz); 7.30-7.60 (m, 10H).
EM (IE) ™/, 396 M* (1 %), 189 (100 %), 91 (60 %), 162 (40 %).

Constantes del compuesto 99.

El compuesto 99 se obtuvo como cristales blancos, p.f. 61 — 63 C. [a]*°>=-20.6°(c = 0.5,
CHCl3). IR (KBr) Vmax (cm™) 3409, 2974, 2850, 1736, 1699, 1524, 1372, 1315, 1276, 1181,
1120, 1062, 846, 732, 721. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.81 (d, 3H, J = 6.8 Hz);
0.86 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 1.48 (s, 9H), 2.18 (m, 1H); 3.55 (g, 3H, J = 1.7 Hz); 4.49 (dd, 1H,
J=9.0,4.6 Hz); 7.06 (sa, 1H, J = 8.2 Hz); 7.3-7.7 (m, 5H). EM (IE) ™/, 316 (10 %), 57
(100 %), 189 (92 %), 288 (75 %).

Técnica Il . Derivados obtenidos mediante reaccion con la S-(-)- metilbencilamina 37. La N
—metil -Z —-L —Phe —(S) -metilbencilamina 100, la (2R, 3R)- 3 —metil -2-N-Boc-amino-
hexanoil- (S)- metilbencilamina 101 y la (S) — 2 - (1- N- Boc- amino) - etiltiazol - 4- carboxil

- (S)-metilbencilamina 102.

En un matraz de fondo redondo de 10 mL se disolvieron 100, 101 o 102 (1 mmol), la S-(-)-
metilbencilamina 37 (1 mmol) y la DMAP (12 mg, 0.1 mmol) en diclorometano (5 mL). Se
enfrio a 0 Ty se adicionod la DCC 17 (227 mg, 1.1 mmol). Se agité por 30 minutos a 0 €
y después por 16 — 18 horas a temperatura ambiente. Se filtrd, se evaporo el disolvente y
se diluy6é con acetato de etilo (20 mL). Se lavé con solucion 1 N de HCI (2X5 mL), con
solucion saturada de bicarbonato de sodio (2X5 mL) y con salmuera (5 mL). Se seco la
fase orgénica con sulfato de sodio anhidro, se evaporé el disolvente y el producto se

purificé por cromatografia en placa preparativa.
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Constantes del compuesto 100.

El compuesto 100 se obtuvo como un aceite amarillo palido. [a]?% = -68°(¢ = 0.2, CHCl5).
IR (pelicula) vmax (cm™) 3319, 3030, 2973, 2933, 1689, 1669, 1534, 1496, 1452, 1313,
1141, 750, 699. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 1.38 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 2.90 (s, 3H);
2.97 (dd, 1H, J = -14.8, 7.2 Hz); 3.30 (dd, 1H, J = -14.8, 7.2 Hz); 4.87 (m, 1H); 5.05 (m,
1H); 5.11 (s ,2H); 6.27 (sa, 1H); 7.0-7.4 (m, 15H). EM (IE) ™/, 416 M* (3 %), 91 (100 %),
224 (90 %), 251 (60 %).

Constantes del compuesto 101.

El compuesto 101 se obtuvo como cristales blancos, p.f. 169 — 171 °C. [a]*°; = -58.3°(c =
0.3, CHCIl3). IR (KBr) vmax (cm™) 3341, 2962, 2933, 1687, 1646, 1537, 1254, 1170, 705,
639. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & (ppm): 0.92 (t, 3H, J = 6.6 Hz); 1.17 (d, 3H, J = 6.8 Hz);
1.20-1.80 (m, 4H); 1.42 (s, 9H); 1.49 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 2.38 (m, 1H); 3.60 (m, 1H); 5.09
(quint, 1H, J = 7.0 Hz); 5.67 (da, 1H, J = 9.0 Hz); 5.80 (da, 1H, J = 7.2 Hz); 7.20-7.40 (m,
5H). EM (IE) ™/, 348 M* (6 %), 177 (100 %), 105 (86 %), 57 (59 %).

Constantes del compuesto 102.

El compuesto 102 se obtuvo como cristales blancos, p.f. 124 — 125 °C. [a]*%, = -30° (¢ =
0.2, CHCl3). IR (KBr) Vmax (cm'l) 3360, 3249, 3119, 2977, 2932, 1702, 1638, 1539, 1484,
1250, 1164, 1050, 765, 701. RMN *H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.45 (m, 9H); 1.58 (d, 3H,
J = 6.5 Hz); 1.61 (d, 3H, J = 6.5 Hz); 5.06 (m, 1H); 5.11 (sa, 1H); 5.31 (q, 1H, J = 7.0 Hz);
7.25-7.42 (m, 5H); 7.52 (sa, 1H); 8.00 (s, 1H). EM (IE) ™/, 375 M" (10 %), 120 (100 %),
319 (56 %), 57 (16 %).
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Instituto de Quimica UNAM (H. Rios)
Dr-E-Diaz

Clave: BOP1mB

No-registro 1278

Experimento: Hidrogeno

Disolvente: CDC12CDC12 (Temp=90)

VarianUnityInova 500 MHz (G)
Mayo-17-2007 1 5 3
Pulse Sequence: s2pul
Ly
@) p
\’<3 «
13 o
©
2
o~
o w
S5 =
< 4 N
10, 11 =
5
0 —
6 S3=3
“da%s
o L P
£l
o o 2
o a5 T 2
= i 4.30 ppm €
=1 + "
¢l - ~
o - .
3=} (v; o~ o
<
o
w
11 10
9 sf f 1
12
9 9
l T T T | T T T T ‘ ‘ T T T T ‘ T T [ T T ‘ ‘ T
8 7 6 4 3 2 1
! ) I — ST R | oo —
38.61 1.08 4.27 4.14 9.
14.55 s 26.86 39.34 13.69
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Instituto de Quimica UNAM (H. Rios)
Dr-E-Diaz

Clave: BOP1mB

No-registro 1278

Experimento: Hidrogeno

Disolvente: CDC12CDC12 (Temp=100)
varianUnityInova 500 MHz (G)
Mayo-17-2007

Pulse Sequence: s2pul

13

G —__2.883

14925

10, 11
)
<
N
©
w
-
o
O\\‘
=
=2 6(
o
wn
uo[ e
o o
. o
o i o
[82] -
L s 3
S 2 <
o
w
w o
> :
(:i . ”| w o
V T A .t
()
o :
(vl <
w
11 10
1
— i 9
L 12
O e e e R ——— T T — T
8 7 5 3 2 ppm
- L T T t T T T
40.72 29.75 42.36 14.71
15.04 4.07 4.01
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Instituto de Quimica,UNAM.RPM

Dr.A.Guzman / C.Alvarado
Clave: CAS-241

CDCL3

zﬁrian-Gemini 200 MHz-A

No.Orden: 1408

2.264

12, 13, 14

1.453
1.442
B g - 7
1.406

27

6,7, 22
17, 23

8¢CI

12-05-06
25
__/,,..
NH
NH
(R T
9 8
2,52

T
62.21 13.95
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Q U.N.A.M. Instituto de Quimica ICH
[ Dr. E. Diaz/C. Alvarado
= Clave:CAS-252
Q Disolvente:CDC13
[8)] Experimento 1H
o '\\l'arign Uni\}yi‘ﬂo gggsmHz
- " ro
m 12-01o07 27 O 20
(-3 Pulse Sequence: s2pul 26 19 5 4
@ e LeEe 15 13
8 0~ “NH 0187 0 9 3 1,27
g. H N =16 Ng)k 1
8 /24\(/ N17Y" 0714 N2
P 25 / | £ E o6
< S H = 08,9% o)
Z 23 22 21
IH
o 10
o 12
Q
o 11
xe]
Q,
S
D
=1
QO
k]
[N
=1
o
o
©
~
10, 11,12
23 15, 18,19
25
4,5, 20
13| ¢ 21
/— -
B L1
Lo AL S T g
NH NH 7 89 16 3
——— T T T T T T T T
9 8 7 6 5 a4 3 2 1 0 ppm
Ly i . { . , PR i 3 ‘ i
— 0.07 0.36 1.05 4.48 0.09
B 0.19 1.03 0.19 .24 0.14 1.05
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Instituto de Quimica UNAM (BQG)

Dr. E. Diaz

Clave: CAS-253

No. Registro : 2514
Disolvente: CDCI3
Experimento: H1
Varian-Inova 500 MHz (G)
21-Septiembre-2006

Pulse Seguence: sZpul

22

8.035

P~
—
w
<

w
@
=
s

“un"m

20

21 25

¥ &

I 1

g e

551 s 54 T a0
5.64 a1.s2

; : 15 2
Tant

24‘ 20

17,18j - LJ
. U (LT } e
i {7’\‘r 7"'7777“‘_‘__.[‘7
1 ppm
e im.a
39.20
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Imstituto de Ouimica UMAH [BOG)

pr. E. Diaz |
Clave: CAH3-253 .
Mo. Registro 3 2514

Disoivente: COCYE

Experimantao: HL

Yarian-Inova 500 MHz (G

El=septiembre-2006
Pulse Sequéence: s2pul
|
W U
=R - - T
o T o o
2 [ S e e e
9 : ANBNERY
| 1 'r
i
3| - 1011
P |
R 1BEES 6 "
r‘-; e r.;l‘-r\:r‘- 15
= |
e .--J.--Je"I rea ““EE
I i [ EEE ity ;g?.lmma
21 25 g | © .2 LTS o e 2
~ 5 ‘ i | | =2 gz lj= BoTve e L
AT :E 'HI' | “’."1‘\-1' =: Wt E;ﬂ: AN ;'ﬂ:ﬂl E [ . |
gg % @ N “j"' @ T A= b .
mom 1 | | o .-] | il I | | = ;
| I | : o
I| ! i 1 [ | | l Y]
| Rl | T
|| B I [ | { | | | |
I l|| H }iL |\ .
| -Ir 'h |. i II| ‘ I| r
| 1| I IJ-. ﬂj‘-ﬂ".-l [I ||l| ﬂ}l !

|| L 11 oy |
| A R 'l | II | J I -l . ‘e " ¥
P hJ !ill Hh&f kj ﬁ; tﬁaﬁjﬁl HJUHE ﬂﬂl Uﬁh .jﬂ “L“Uih
--I__l'l .\.-\_ u; .'|_ r y b b XY i --__..' LY S ¥ |...- . __.I I\_L _PL__,"'-\,-' S

et T o s I s FEL ALY LA L AR A AR R G s O L L L L L L A Ll L
ppm B.Eﬂ1 ppm i ppm 7.32 7.29 7.26 ppm ppm 4.33 ppm 2.38 2.34 ppm
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Instituto de Quimica UNAM (BQG)

pr. E. Diaz

Clave: CAS-258

No. Registro : 2514
Disolvente: CDC13
Experimento: H1

Varian-Inova 500 MHz (G)

21-Septiemhre-2006

Pulse Sequence: s2pul

T AT
5.34 ppm 5.18 ppm

5.186

5.172 4
w

5.159

2171

3.160

3.141

3.291

M,

[

A

I \ I}\
\ f\ / ‘\ﬂg)

14

f

F72'715
PR

SUNI. - | 8. -

\_/\‘ |

-
(4,

o
Zan ©
S o =)
~ @ f
7 (]
[N ; ‘
L=/
| | e
oo~
rLow
o ©
Y
1

qumwmmﬂwnmnPumuwnmuwumuwuunwmumquwﬂﬂm'7ﬂwwwﬁwnpﬁvmrﬂm

3.16 ppm 2.70 ppm

|
\

—1.554 =~

|

TT T

/.
— 11

\__1.439

—

w
=
wn
-

—1.537

’r

7 o=

—1.341 =~

=i

N

1.236
—1.222

-
©

0.970

.0.984

‘\
%@

,—0.857
—————— 0.844

- 0.956

1N

w

—0.608
— 0.59%4

\!”F'\\\‘\\I‘I\l\\‘ T T T
.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0
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Instituto de Quimica UNAM (BQG)
Dr. E. Diaz / C. Alvarado
Clave: CAS8-253

No. Registro : 2193

Disolvente: CDC13

Experimento: C13

Varian-Inova 125 MHz (G)
30-Agosto-2006

Pulse Seguence: s2pul

—128.838 N
v -128.552
—
-

w

__126.970 ==

N
122.854 N)

67.911 ma 9

170.349 =~I

X

169.566 «—

-
172.869 1
171.873+—00

1
—

136.125 o

N
160.755 ¢
N
(=3}

148.074

30
4
HN 29 S
N 26
s—N O

uuu
19
15 16 4 18
14

13

66.930 O

_66.307
N
N
o
.51.030
_50.766 OQ

a7.624 N
45,2810

e s A s

i I e T G

120

LI I B

100

LU B [ e Sl (A M R AN I N N T O S i S S N G

60 40 20 ppm
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W’WM»WJM“

e E o S £ ST P R R O ) I e A

Instituto de Quimica UNAM (BOQG)
Dr. E. Diaz / C. Alvarado
Clave: CAS-253

No. Registro : 21893

Disolvente: CDCI3

Experimento: C13

varian-Inova 125 MHz (G)
30-Agosto-2006

Pulse Sequence: s2pul

—
30.018 [

35.723 .

35.357 ¢O

\EJMM‘WFAN‘A‘-%%WNJ%V MWWJW\MW L \“’J

LIt Y

36 34 32 311

28.985 QY

28

27.279 O

St Wﬁw WM MWMWNMMW " ‘vw

30
4
HN 29 S
3 27
5 1 ZB\N /
G—N

mln
1 5\1 6
14

26
O

) 222 4
[

© T ™ =)
>3 @ - r~
. o~

< o .
o -+ @
—

—

7 2

N
14.000 63

16.073

14.667 N

WWWWW ol L” Nm

L X I L L L L

26

24 22 20

18

16 pm
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Sel

Varian-Inova 125 MHz (G
30-Agosto-2006 ) 6 N

Ins‘cituto de Quimica UNAM (BQG)
E. Diaz s C. Alvarado 27
Clave: cag 283 28
No. Registro : 2193
Disolvente: CDCI3
Experimento: DEPT

27,279 +— ()
w
o
_15,275:\—-h
N
N
f -

7
Pulse Sequence: DEPT 6
£311 14 58z 4
@ " ” 9 & ©
12 19 E 16 2 208 g 292 =J.223
e o o o o Bt w o
& 18 2% % SN
L “”,13 15 16 Bt £229 s = | s
s g 5 o LT 2
. 13 14 | ”i 5 5319 § J
1827 ) B . m i
[ s i RE :
1S g .
| oo = 1
} L L
I
1
| l
it i Ko " TP i AP e T Py i i ol i R i | BN, I Pl nJL-l i AR
21

11
12

13 16 |2 29 30
27 20|g | |19

[T R— (OPRUSL LWL RRPYR SO S— ™ ; AN A J“r'“‘ ) ,,,'LE.,.,J. it J__ A 'TJ ! o L_m]i TSP By SRR gy
| e S TR S T TR LN S S L L T I S G [ e T G B 0 e R (M T R i ks D el s G SR T T L s e
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm
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Instituto de Quimica UNAM [BOG)
Dr. E. Diaz ; C. Alvarado
Clave: CAS-253
Mo. Registro @ 2183 |
Ditolvente: CDCY3 |
Cxparimanto; COSY
varian=Inova 500 MHz (G)
0 -Agosto-2006

I _JL"_.___ J__ ll____ _LL—“"-"*

Pulsée Saquance; GoOSY

9¢l

‘(T) V epiwebuoln | ered ASOD oluswladxs [ap onoads3 “/G einbi4

I B &S =
= _—_.-F?‘_] [pnrl'i} = ’ #
—_— = -8 rr 8
- —— 2 E;- ] .
2._
. . ) H
1 g "
= — 3- L o a
— = B .- ia o
AJ = o
] a . = =
] i
E-T .. s@m o
— - - _—_
ﬂ - . -
| ?._- C
= —;11 ] &
{ ] .
— . B ,
— q [*] L]
T S
L & 7 ] 5 4 a3 A
F1 (ppm)
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T
«Q Instituto de Quimica UNAM [ BOG)
c Or. E, Dlaz s C. Alvarado
o~ Clave: CAS-253
@ Wo. Registro : 2193
a1 Disolvente: COCI13
(o] Experimanto: H50C
° Yarian-Inowva 500 HHz (G)
m 31-Agosto-2006
[2])
ge)
(9] Pulse Sequence: gHSQC
Q
-
o e, " e A il " Sk
% i e e e e
> J Fz |
X — 1 [(ppn]}
S =) ]
@ o
=, _tﬁ::::===f§? i
3 ———
@ e ——————— E
>
=
o
T
O Fd
Q
@)
el
]
%) 3
) Z
=%
o
a 4
Q
3
Q. 1 -
Q
> 1
B G .
-~ ._..{ )
.y 6
|
| 7
= 1 e
_13 = 2
- T .3 Tt T T T T
130 120 110 100 a0 =11} 7o
—
w F1 m
@ (ppm)

Tttt

- 2
Sewen o -
3 - = -
o
-]
2 =
o
o
(=]
50 40 30 20
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Instituto de Quimica UNAM (BOG)
br. E. Diaz ;7 C. Alvarado
Clave: CAS-253

Wo. Ragistro : 2193
Disolventle: CDCI13
Experimanto: HMBC
varian-Inova 500 HHz (G)
F1-Agosto-Z006

Pulse Sagquence: gHMBC

{ F2_ 7

—1  (ppm]
= 1

S

— 3..
|

.:J ]

2]

\

= 6-

_‘ ?_-

__: ]

N B O e e

160

140

120

T

100
F1 (ppm)

VAL B

&0

LB B e e i e

L
-
E-2 3 L]
-1
o
T
20
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Instituto de Quimica UNAM (BQG)
Dr. E. Diaz

Clave: CAS-253

No. Registro : 2514

Disolvente: CDCI13

Experimento: HMBC (J=5)
varian-Inova 500 MHz (G)
22-Septiembre-2006

Pulse Sequence: gHMBC

160.8

MW!WWWW{WWW“MWWWMWWW ﬂﬁ’vﬂffw‘\ﬁ\jwﬂ,f\ﬁ J’L\WMMMWWLJr’rW(“LW‘J*'W‘WW\JNW*’% L

149.1

WWWW*J_I*M“gu“hw/u\‘mﬂ!ww|

—N

LA

8.17 169.6

H
N'/S

\_/
167.9
0 N

O HN
O O

N
IS0

O

170

168

164

162

T AL SR

156

L L

160 158
F1 (ppm)

154

T
152

L A

150
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Institute de Quimica UHAM {BOG)
pr. £. Diaz

Claver: CAS=2153

No. Registro @ 2514
Disolvente: CDC13

Expar imanto: NOESY

war ian-Inova 500 MHz [G)
2Z=Septiembrea=20086

Pulse Sequance: NOESY

i ' -
o
l(u-
= -
* ’ 4
o L= £= -

— Ty 7 ey e e T T

7 & 2 4 3

F1 (ppm)
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Figura 62. Ampliacién del espectro del experimento NOESY para la ulongamida A (1), que muestra las
diferentes interacciones del proton de la amina del aminoécido tiazdlico en 8.17 ppm: con un protén del
fragmento de la valina en 4.51 ppm, con un protén del fragmento del mismo aminoéacido tiazolico en 5.34
ppm, con un protén del fragmento de la fenilalanina en 6.08 ppm y finalmente su interaccion EXSY con el

protén de la amina del fragmento del B-aminoacido en 8.94 ppm. Estas interacciones demuestran la
ciclacion del anillo de la ulongamida A (1).
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Instituto de Quimica UNAM [BOG)
pr. E. Diaz

Clave: CAS-253

No. Registro : 2514

Disolvente: CODCI3 B
Experimento: H1 (irradiacion en 8.95 ppm}
varian-Inova 500 MHz (G)
21-Septiembre-2006

Pulse Sequence: s2pul . " —_—
Después de la irradiacion

S
LA
nolo
Woba
\.

L8 Lt s L R LA RARAS AL LT LA LLLAS LA

4.325 4.305 ppm

Antes de la irradiacion

o,

LHRA A R Ennl LR R EREN R R
4.34 4.32 4.30 ppm

[2p uoioisod e Jelly e epnAe ojuswiiadxs 81s3 "elojdwod sousw adey as anb ‘wdd TE' us [euas e| uod
ouaiwe|dooe |9 adaredesap wdd G6'g ua euss e| asielpel [y "oluawbel) owsiw [ap wdd TE ua ugroid
|9 uod wdd GE'g ua oplogoulwe-g [op ojuswbel) |op eulwe €] ap ugloid | a)us SUBISIXS UOIdIRIBUI
B| ensanw ojuswiadxse 91s3 (T) v eplwebuoin e] ailqos ugidelpell ap owawuadx3 ‘€9 einbi4

[44!

Desacoplamiento
| 4.31 g
Irradiacion ~F s :\f e A
8.95 | J
| | - i k. t el
f
T [ T T I T T T T o TR ‘ T T T o | T T L T T T T T T T T : na T { BE T T " T T T
9 8 7 (1] 5 4 3 2 1
B s p— - - e g bty gy s R— e i
oa 1. 21.17 5.64
4'244_q4 Hane 4.17 . 1«%.39 ! 044 58 12.95 4.57 74.00 12.11
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Tnetitute de Quimica UNAH [BOG)
br. E. Diaz

Clave: CA5-253

No. Registre 3 2514

DiscIvente: COCIA

Exparimento: HL (irradiacion e¢n &.16 bpn)

varian-Inava 500 MHz (G)
Fi-2eptiembre-Z0046

Pulse Sequence: SZpul

BAntes de la irradiacion

o= f=
por R o=
o 0 n.m
U Wy
|| | ]
{1
-
bon
r~ L
e I
o
mm
o
wn
I‘ 5
s i
ol
3| a
o0
i

W
'8 U
ISR Lot et iy
5.34 5.34
Irradiacion
8.17
: Desacoplamiento
5.34
e b - B e
| | A
-l '__J ——
s i A LML e LI T T'_'_'—'-' i T Thabe ; |_ Loy e l'_'l_'_'l b Wt TRRC ) S =) ) B AT Lo |
3 & 7 6 5
(] L A2 o MV -E..,E_;_,_. ';_,E;.,_l
s 265 R a.13 .42 Taes

Despues de la irradiacian

r~ 1534
S
] e

8.17N :
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Figura 65. Espectro de IR para la ulongamida A (1).
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[ Mass Spectrum J]

Data : Dr-E-Diaz632 Date : ©B-Sep-2006 17:53
Samgie: 11@3 CAS-253 Jjeol-1@2
Note : Luis—velasco
Inlet : Direct Ion Mode : FARB+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT : 2.12 min Scan# : (4,13)
BP : ms/z 55.0000 Int. : 158.68
Output m7z range : B.0B20 to 724.6291 Cut Level : 0.0@ %
1834717 S
] HN
118 /g/<o N
] N O
as
180 p O HN
| 0o O ..,mmL
1 /N‘§—
41
BB 5
70
B9 +
| HRFABMS m/z 628 [M+H]
60 +
S50
48
83
216
628
244
‘ /282 /313 /339 369  4g; 413 435 471 45}9 /515 551 577 525\
gl “H bbbl bl it il i gl il iy e My
250 380 350 400 450 500 550 600 650 700
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Abstract—A total synthesis of ulongamide A (1), a cytotoxic natural cyclic depsipeptide, was achieved by a convergent route involv-
ing coupling of the fragments 7 and 8 to the pentapeptide 24, and subsequent cyclization thereof after prior removal of the #-Boc

protecting groups.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Cyanobacteria, or blue-green marine algae, are of con-
siderable interest because of the impressive number
and structural diversity of the metabolites which they
produce. A wide variety of biological activities is found
amongst these metabolites' including extreme toxicity in
some instances.” Depsipeptides, one class of compounds
produced by cyanobacteria, are of potential importance
in the therapy of cancer. For example, criptophycin-52,
a synthetic analog of criptophycin-1, isolated from Nosto-
ceae sp.,>* and dolastatine-10, a modified pentapeptide
isolated from a marine cyanobacterium,® have been
tested as anticancer drugs. In 2002, six new depsipep-
tides designated as ulongamides A-F, were isolated by
Luesch et al.® from Palauan collections of the marine
cyanobacterium Lyngbya sp., and found to possess
activity against some types of cancer. Herein, is
described the synthesis of ulongamide A (1), the first
member of this series of compounds.

Luesch et. al.,® also showed that ulongamide A (1) is a
cyclic depsipeptide formally derived from five structural
units, four of which are the amino acids 2, 3, 5, and 6,
the fifth being L-lactic acid 4 (Fig. 1). Amino acids 2
and 3 were obtained by N-methylation” of L-valine

Keywords: Ulongamide A; Cyanobacteria; Cyclodepsipeptides.
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and L-phenylalanine. Compounds 5 and 6 were synthe-
sized in the manner described later in the text.

A convergent strategy was used for the synthesis of 1.
The two starting materials required for this purpose
were 7 and 8 (Fig. 2). The depsitripeptide 7 was prepared
by sequential coupling of 4, 5, and 6. Dipeptide 8 was
likewise obtained from structural units 2 and 3.

2. Synthesis of depsitripeptide 7

The optically pure benzyl ester 4a of L-lactic acid was
prepared by well known literature methodology.®° The
unusual B-amino acid 5 was synthesized using a proce-
dure reported by Kimura et al,'° in which the
(4R,55)-oxazolidinone derivative 9 was N-acylated with
propionyl chloride 11, and the so produced N-propionyl
derivative 10 (Scheme 1) was subjected to low tempera-
ture aldolization with n-butanal. The essentially pure
(2R,395)-aldol 12 thus obtained (78% from 9), was con-
verted into the azide 13 (43% yield), of inverted config-
uration, by a Mitsunobu'! reaction using hydrogen
azide. Cleavage of the chiral auxiliary from 13 with alka-
line hydrogen peroxide, followed by catalytic reduction
of the azido acid 14 provided the B-amino acid 5, which
was transformed into its z-Boc derivative Sa.

The (S)-thiazole carboxylic acid 6a was prepared follow-
ing the procedure described by Xia and Smith!? for the
(R)-enantiomer. To this end, L-alanine (15, Scheme 2)
was protected as the z-Boc derivative 16, and then
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Scheme 1. Synthetic route to 5a. Reagents and conditions: (a) n-BuLi, THF, —78 °C, 93%; (b) 1. DBBT, EDIPA, CH,Cl,, 0 °C, 2. n-butanal,
—78 °C, 84%; (c) DEAD, PPh;, HNj, toluene, 43%; (d) H,O,, LiOH, H,O; (¢) H,/Pd-C, methanol, 88%; (f) (Boc),O, Et;N, H,O/p-dioxane, 85%.

converted into the primary amide 17 by amination of the
mixed anhydride derived from ethyl chloroformate. Thio-
nation of 17 with Lawesson’s reagent and subsequent
reaction of the thioamide 18 with ethyl bromopyruvate
19 generated the hydroxythiazoline 20, which was con-

verted into the thiazole 21 by treatment with trifluoro-
acetic anhydride in the presence of 2,6-lutidine.
Saponification of 21 with aqueous sodium hydroxide

(3 equiv) at room temperature generated the protected
amino acid 6a.
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Scheme 5. Obtention of ulongamide A. Reagents and conditions: (a) BOP, Et;N, CH,Cl,, 55%; (b) TFA, CH,Cl,; (c) BOP, DMF, 80-90 °C, 60%.

With the requisite starting materials in hand, the synthe-
sis of the depsitripeptide 7 was completed by the follow-
ing sequence of reactions. Coupling of benzyl lactate
(4a, Scheme 3) with the B-amino acid 5a, mediated by
dicyclohexylcarbodiimide (DCC), provided the bis-
protected depsipeptide 22 (70% yield) from which the

t-Boc group was removed with trifluoroacetic acid,
giving the amino compound 22a. Coupling of 22a with
the thiazole carboxylic acid derivative 6a, by means
of DCC containing hydroxybenzotriazole (HOBY),
produced 7a which on hydrogenolysis generated depsi-
peptide 7 (58% yield over two steps).
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3. Synthesis of dipeptide 8

N-Cbz-L-Phenylalanine 3a was selectively N-methylated
with methyl iodide (sodium hydride) giving 3b (Scheme
4). Cbz-L-valine 2a was converted into the 7-butyl ester
2b with 2-methylpropene under acidic conditions, and
then hydrogenolyzed to L-valine z-butyl ester (2c).!3
Compounds 2¢ and 3b were then coupled using the
DCC-HOBt mixture to afford the dipeptide 23. Sequen-
tial methylation of the valine amido NH of 23 with
methyl iodide in the presence of sodium hydride and
hydrogenolysis generated dipeptide 8.

4. Synthesis of depsipentapeptide 24, and cyclization
to ulongamide A'4

The optimum conditions found for the coupling of 7 and
8 utilized BOP in dichloromethane solution. The penta-
peptide 24 (55% yield, Scheme 5) so obtained was depro-
tected with trifluoroacetic acid (TFA), and the crude
product, after removal of the TFA in vacuo and dilution
with DMF, was cyclized to ulongamide A (1, 60% yield)
with BOP. The spectral properties'> of synthetic ulonga-
mide A were fully concordant with those reported® for
the natural product.
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Physical and spectroscopic constants of ulongamide A 1.
White, amorphous solid, mp 85°C.; [oc]f)5 +12 (¢ 0.73,
MeOH); IR (film) vmax 3321, 2962, 2934, 2872, 1734,
1672, 1633, 1553, 1522, 1497, 1462, 1271, 1216, 1078, 1048;
'"H NMR (500 MHz, CDCl5): 6 8.94 (d, 1H, J=10.5),
8.17 (d, 1H, J=7.0), 8.04 (s, 1H), 7.29 (t, 2H), 7.24 (t,
1H), 7.17 (d, 2H), 6.08 (dd, 1H, J=9.5, 5.5), 5.34 (q, 1H,
J=6.5), 5.17 (q, 1H, J=17.0), 4.51 (d, 1H, J=11), 4.31
(m, 1H, J=10.6, 9.0, 5.0, 2.5), 3.27 (dd, 1H, J=9.5,
15.0), 3.21 (s, 3H), 3.16 (dd, 1H, J=15.5, 15.0), 2.99 (s,
3H), 2.70 (dq, 1H, J=17.0, 2.5), 2.33 (m, 1H), 1.46 (d, 3H,
J=16.8), 1.43 (m, 4H), 1.33 (d, 3H, J=6.8), 1.23 (d, 3H,
J=12), 097 (t, 3H, J=1.0), 0.85 (d, 3H, J=6.4), 0.60
(d, 3H, J=7.0); *C NMR (125 MHz, CDCly): § 14.0,
14.5,16.2,18.3,19.3, 19.6, 24.5, 27.3, 29.0, 30.0, 35.4, 35.5,
45.0,47.7, 50.7, 51.0, 66.4, 67.0, 122.0, 127.0, 128.5, 128.8,
136.0, 149.1, 160.8, 167.9, 169.6, 170.4, 171.9, 172.9;
HRFABMS m/z [M+H]™ 628.3179 (caled for
C3,Hy6N506S, 628.3169).
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