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Simbolos, abreviaturas, acréonimos y formulas.

°C Grados Celcius

RMN 3C Resonancia magnética nuclear de Carbono 13
RMN *H Resonancia magnética nuclear de Protdn

a.a. Aminoacido

AcOEt Acetato de etilo

ADN Acido desoxirribonucleico

ala Alanina

arg Arginina

Bi(NO3)3 Nitrato de bismuto

BiCl3 Cloruro de bismuto

Bn Bencilo

Boc Ter-butil carbonato

Boc,0O Di-tert-butil dicarbonato

c Sefal cuddruple

Chz Bencilcarboxiloxi

CbzCl Cloroformiato de bencilo

CDCl Cloruro de metileno deuterado

CDCl3 Cloroformo deuterado

COosy Correlated spectroscopy (espectroscopia de correlacion homonuclear
a Sefal doble

DCM Diclorometano

ad Sefal doble de dobles

dad Sefal doble de doble de dobles

DEPT Distortionless enhancement by polarization transfer
DIEA Diisopropil etil amina

at Seiial doble de triples

F lon fluoruro
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fen Fenilalanina

gli Glicina

GP Grupo protector

h Horas

HCI Acido clorhidrico

HETCOR Heteronuclear correlated spectroscopy (espectroscopia de correlacion

heteronuclear)

Hex Hexano
Hz Hertz
/BBCl, /-
Cloroformiato de isobutilo
BCF
llaD a-Dextrina Yodo-Litio
K1, K2 Constantes de afinidad
L- Levdgiro
leu Leucina
LiOH Hidroxido de litio
m Sefal maltiple
M Solucion Molar
MeLi Metillitio
CD3s0D Metanol deuterado
MeOH Metanol
Met Metionina
Mg Magnesio
mg miligramos
Mg?* lon Magnesio
MHz Mega Hertz
mL mililitros
mmol milimol

N2 Nitrégeno molecular
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NaHCOs3 Bicarbonato de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

p.f. Punto de fusion

pH Potencial de hidrogeno

ppm Partes por millén

QSAR Relacién estructura actividad cuantitativa
R- Sustituyente alquilo, acilo,arilo,etc.
RS Reconocedor de surco

S Seiial simple

sa Sefal ancha

SOCI, Cloruro de tionilo

t Sefial triple

ta Temperatura ambiente

TBA-F Fluoruro de tetrabutil amonio
TEA Trietilamina

TFA Acido trifluoracético

THF Tetrahidrofurano

tir Tirosina

TLC Cromatografia en capa fina
T™MS Tetrametil silano

trp Triptéfano

val Valina

a Alfa

B Beta

y Gamma

0o Delta; desplazamiento quimico
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Resumen

Los antibidticos se definen como compuestos quimicos de origen natural o sintético que,
en pequefias cantidades, son capaces de inhibir los procesos vitales de ciertos
microorganismos, destruyendo e impidiendo su desarrollo y reproduccién.! Hasta la época
actual, se han descrito, sintetizado y mejorado alrededor de 150 de estos compuestos. Sin
embargo, su eficacia se ha visto alterada por su uso excesivo o incorrecto, que conduce a la
aparicion y proliferacion de bacterias resistentes, creando la necesidad de la busqueda de

nuevos farmacos de esta especie capaces de combatir estas multirresistencias.?

En el presente trabajo se llevo a cabo la sintesis de compuestos novedosos de tipo M-
Carbamoil- O-(A-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos 19, 20 y 21. Estos compuestos se
proponen como potenciales agentes antibidticos, al actuar como reconocedores de surco, por

el reconocimiento selectivo del ADN bacteriano.
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Se probd la capacidad de estos compuestos como reconocedores de surco de ADN
mediante ensayos de electroforesis en gel, utilizando al plasmido pUCP20 como blanco,
probando los compuestos a diferentes concentraciones y en presencia y ausencia de
magnesio. Los resultados obtenidos exponen que de las moléculas probadas, so6lo el

compuesto 19 a 20 ug presenté actividad como reconocedor de surco frente al plasmido
6
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referido en ausencia de magnesio. Los compuestos 19 a 10 pug, 20 y 21 a 10 pug y 20 ug,
con y sin magnesio, reconocen al ADN sin embargo, presentan competencia con el revelador
Gel Red desplazandolo y observandose bandas menos intensas que indican la interaccion del

plasmido con el compuesto.

Por otra parte se realizaron pruebas de reconocimiento i6nico de estos derivados,
demostrando que estos compuestos presentan actividad como reconocedores del i6n Fluoruro,
exponiendo que el sistema dipirrolico presentaba diferentes constantes de afinidad por el ion,

debido a que presentan diferentes sitios de reconocimiento.
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Abstract

Antibiotics are defined as natural or synthetic chemical compounds origin wich, in small
guantities, are capable of disabling vital processes of certain microorganisms, destroying and
preventing their development and reproduction.! Up to date, there have been described,
synthesized and improved about 150 of these compounds. Nevertheless, antibiotics efficiency
have been diminished by excessive or incorrect use, which had lead to resistant strains
appearance and proliferation. This problem motivates the search of new drugs with

antibacterial activity against multiresistant bacterial strains.?

In the present work the synthesis of the novel compounds (type A-~Carbamoil-O-(A-
meso-dipirrolilmethylen)-a-peptides) 19, 20 and 21 was carried out. These compounds are

proposed to act as potential antibiotic agents by acting as bacterial DNA groove binders.
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The activity of these compounds as groove binders of bacterial DNA was tested by
electrophoresis assays, using the plasmid pUCP20 as target, proving the compounds at
different concentrations and in the presence and absence of magnesium. The results obtained
expose that compound 19 at a 20 pg without magnesium showed activity as groove binder
against the referred plasmid. The compounds 19 to 10 pg, 20 and 21 to 10 pug and 20 pg,

with and without magnesium recognize the DNA, however, exhibit competition with the
8




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

developer Gel Red displacing the latest, showing less intense bands which indicate the

interaction between plasmid and compounds.

In the other hand, ionic recognition property of the compounds was also tested,
demonstrating that these compounds are fluoride recognizers, concluding that dipirrolyc

system hold different affinity constants for the ion, due to different anion recognizing sites.
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l. Introduccién

Las civilizaciones, desde sus inicios, han dedicado parte de su cultura al estudio y
busqueda de sustancias que les ayudaran a contrarrestar ciertos padecimientos que aquejaban
a la poblacion en cuestiones de salud, incrementando el interés en el estudio de fuentes
naturales que resultaran eficientes ayudando a minimizar trastornos y decesos ocasionados
por las diferentes enfermedades que afectaban a la sociedad. Sin embargo fue hasta principios
del siglo pasado cuando se clasificO a algunos de estos padecimientos como enfermedades

infecciosas y a las sustancias que las contrarrestaban como antibiéticos.

Los antibioticos son compuestos quimicos, originalmente producidos exclusivamente por
bacterias y hongos, capaces de inhibir los procesos vitales de ciertos microorganismos. Hoy
en dia, gracias al gran avance de la ciencia, el conocimiento progresivo de las férmulas de
diversos antibioticos (principalmente de aquellos de origen natural), y la necesidad de nuevos
y mejores farmacos de este tipo, se ha abierto la posibilidad de su preparacion sintética
partiendo de bases quimicas, aumentando la importancia en el campo de la sintesis de

compuestos de esta especie.®

Desde que el uso de los antibidticos comenzo6 y hasta la época actual, se han descrito,
sintetizado y mejorado alrededor de 150 de estos compuestos, clasificados principalmente en
6 grandes grupos: Alactamicos, tetraciclinas, aminoglucésidos, macrélidos, sulfonamidas y
qguinolonas. Sin embargo, la eficacia se ha visto alterada por el uso excesivo o inadecuado, que
conduce a la aparicion y proliferacion de bacterias resistentes a los antibiéticos de uso clinico
comun, dando lugar a la existencia de cepas bacterianas multirresistentes altamente
patdgenas que causan dafio a la poblacién. En Latinoamérica tenemos infecciones endémicas
debido a factores culturales, climéaticos y econdmicos. Por lo anterior, surge una cultura
cientifica en la busqueda de compuestos quimioterapicos dirigidos a combatir las
multirresistencias bacterianas. Los antibidticos pueden clasificarse de acuerdo a su mecanismo

de accién molecular. Asi, se cuenta por ejemplo con los inhibidores en la biosintesis de la

10
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pared celular (penicilinas, cefalosporinas, cicloserina, vancomicina, bacitracina, etc.),
inhibidores en la sintesis de proteinas (cloranfenicol, macrélidos, amiglucésidos, mupiracina,
puromicina, eritromicina, etc.), inhibidores de la sintesis de ADN (fluoroquinolonas,

novabiocina, etc.), entre otros (Figura 1).%3

DNA girazsa

Sintesis de la _ .~ RNA polimerasa

pared celular
Sintesis de proteinas
(inhibidores de 505}
Metabolismo del
acido folico
A Sintesis de proteinas
Membrana {inhibidores de 305)
citoplazmatica

PABA

1 Sintesis de
Pared celular proteinas

(tRNA)

Estructura de la
membrana
citoplasmatica

Adaptads de Brock 1999

Figura 1. Blancos de accion en las células bacterianas (Brock 1999).

Dentro de los antibioticos inhibidores de la sintesis de ADN cabe mencionar un grupo
importante: el de los inhibidores de la girasa y la topoisomerasa IV, ambas enzimas ubicuas de
las bacterias,* que son responsables de cambiar la topologia del ADN mediante la ruptura del
enlace fosfodiester del ADN en una o ambas hebras con la finalidad de generar cambios en el

superenrrollamiento y liberar tension durante los procesos de replicacion del ADN (Figura 2).

11
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Figura 2. Transcripcion del ADN, enzimas girasa y topoisomerasa 1V (Maxwell, 1997).

Los inhibidores de las topoisomerasas, que forman complejos ternarios con el ADN,
tienen en general la caracteristica de unirse fuertemente al material genético mediante uno de

dos mecanismos posibles:

- Intercalacion; moléculas planas se insertan entre los pares de bases de Watson y Crick

- Reconocedores de surco (RS); moléculas lineales que se unen al surco menor o mayor
mediante puentes de hidrégeno, fuerzas de Van Der Waals e interacciones
electrostaticas.” En donde el ligando puede sufrir el fenémeno conocido como

helicoicidad® y adoptar la forma de la doble hélice (Figura 3).

Figura 3. Mecanismo de interaccion con el ADN de: Intercalaciéon (izquierda) vs.

Reconocimiento de surco (derecha), (Chacén, 2005).

12
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Estructuralmente, los reconocedores de surco cuentan con diversas funcionalidades;
destacando las de tipo amidas o aminas.’ Se ha demostrado que la distancia entre los grupos
capaces de formar puentes de hidrégeno con el ADN se encuentra relacionado con la distancia

que mantienen los pares de bases de 3.6 A.°

13
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Il. Antecedentes
1. Péptidos

Los péptidos son biopolimeros que forman parte de las estructuras mas bésicas que
conforman a los organismos vivos. Los monomeros que conforman a los péptidos son los
aminoacidos (a.a.). La union entre dos aminoacidos, por la condensacion del grupo carboxilo
de un a.a. y el grupo amino del otro, da lugar a un dipéptido mediante la formacion de un

enlace tipo amida denominado enlace peptidico como se muestra en la figura 4.

R

)ﬁrOH
HoN

O
Estructura general de a.a.

e
N =
HZNJ"\Q/ \)J\OH
OH H
sy ey ©

L O
N
HZN/\g/OH HZNJ}( \)J\OH
O

Figura 4. Estructura general de un aminoéacido y algunos ejemplos (izquierda) y algunos

dipéptidos, donde se puede observar la formacion del enlace peptidico tipo amida
(derecha).

A su vez, los aminoacidos pertenecen al grupo de moléculas fundamentales para la
vida. Es asi que bajo la presencia de estas biomoléculas estd sustentada la teoria mas
aceptada sobre el inicio de la vida. En la naturaleza tienen la particularidad de que se

presentan mayoritariamente en la forma L, excepto la glicina que carece de centro quiral.®

Presentan como estructura fundamental un carbén asimétrico (carbono a) unido a

cuatro grupos distintos: un grupo amino y un grupo carboxilo, un hidrégeno y una cadena

14
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lateral (R) (Figura 4). Es ésta cadena R la que confiere las diferencias fisicas y quimicas entre

un aminodcido y otro.’

Los descubrimientos realizados durante los ultimos afios en el campo de la quimica de
péptidos han tenido como consecuencia un aumento considerable en el desarrollo de
metodologias sintéticas, principalmente en el uso de diferentes grupos protectores™ y la

innovacion de las técnicas y reactivos de acoplamiento, ya sea en solucién o estado sélido.’

Como resultado de lo anterior, estas areas han atraido la atencién de quimicos
organicos y han revolucionado varios de los aspectos de la sintesis quimica. De esta manera,
la diversidad estructural de los aminoacidos, asi como la necesidad de diferentes condiciones
de reaccién para llevar a cabo los procesos de acoplamiento requieren el uso de estrategias
sintéticas, grupos protectores y reactivos de acoplamiento hechos a la medida, para cada caso

en particular.

La importancia de los aminoacidos y péptidos radica en que estas moléculas forman
parte de complejos moleculares y biopolimeros que resultan fundamentales en procesos vitales

de los seres vivos, como enzimas, proteinas, membranas celulares, autacoides, etc.

1.1 Péptidos como antibidticos

La diversidad funcional de los aminoacidos y péptidos, asi como su amplia distribucion
en la naturaleza, ha dado lugar a que estas biomoléculas atraigan la atencion y el interés de
guimicos, farmacéuticos, y otros profesionales relacionados, para el estudio explotando la
actividad de los péptidos en diversas areas, tal es el caso de la quimica farmacéutica y la

medicina, en la busqueda de nuevas entidades activas que funjan como antibiéticos.

A lo largo de la segunda mitad del siglo pasado, se han descrito varios péptidos, de

origen natural, que presentan actividad antibidtica, clasificados en dos grupos, péptidos cuya

15
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sintesis es via no ribosomal (gramicidina, polimixina, bacitracinas y glicopéptidos, etc.),
producidos principalmente en bacterias y péptidos de origen ribosomal obtenidos de células
eucariotas, como componentes mayoritarios del sistema inmunoldgico propio de cada especie.
Aunque los primeros se han descrito, sintetizado y probado describiendo su importancia
clinica, los péptidos naturales (o ribosomales) representan una nueva oportunidad para la
guimica medicinal, al ahondar en sus usos en la terapéutica alentadas por las funciones
inmunoldgicas que algunos ejercen dentro de las especies, asi como el estudio de derivados
peptidicos con potencial clinico.** Siendo asi, en la actualidad se han descrito alrededor de 800
estructuras de base peptidica de los cuales algunos incluso ya se encuentran como parte del
tratamiento de alguna enfermedades, alternando su uso ya sea como agentes antibidticos de
amplio espectro como la hemocidina derivada de la hemoglobina, 6 como agentes especificos
sobre factores de virulencia, como la estafostatina, que actla sobre la sintesis de proteasas en

S. aureus (Figura 5).*

Figura 5. A) Hemocidina y B) Estafostatina. Estructuras de base peptidica usadas en

tratamientos contra algunas infecciones bacterianas.

Gracias a estos nuevos descubrimientos, se ha incrementado el interés en el estudio y
sintesis de péptidos antimicrobianos de cadena corta con caracteristicas hidrofobicas y carga
positiva como por ejemplo los derivados de la gramicidina, polimixina B, bacitracina, etc.
(Figura 6), lo que permite alterar la bicapa lipidica de los microorganismos, produciendo

pérdida de iones y sustancias metabdlicas lo cual les causa la muerte. Debido al mecanismo de

16
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accion de estos péptidos, resulta dificil para los microorganismos modificar la estructura de su

membrana para evadir y crear resistencia, por lo que estos péptidos tienen un gran potencial

como agentes terapéuticos efectivos.™

Figura 6. A) Gramicidina, B) Polomixina B, C) Bacitracina. Péptidos antimicrobianos

hidrofébicos de carga positiva.

En este mismo contexto, la hidrofobicidad y la carga neta positiva de los péptidos
confieren alta selectividad en la actividad antibacteriana. La carga positiva de los péptidos
facilita la interaccion de estos con las cargas negativas de las membranas celulares,
concediendo sinergismo entre péptidos y antibidticos. Tal es el caso de la tetraciclina y el a-

dextrina yodo-litio (llaD) los cuales, confinados a diversos péptidos conformados

17
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13, 14

principalmente por prolina, alanina y fenilalanina, resultan letales a las cepas resistentes

para éstos mismos antibidtico con ausencia de la cadena peptidica.

Asimismo, destacan aquellos péptidos involucrados en la defensa propia del organismo,
como la clase de péptidos antibidticos ricos en arg y trp. Algunos estudios han revelado que
fragmentos peptidicos derivados de estos compuestos, formados por cadenas de 2 a 5
residuos de amino&cidos, poseen actividad antimicrobiana tan potente como el péptido del
cual derivan, y que al ser funcionalizados selectivamente en alguno de sus grupos terminales
N-, O- (figura 7), logran presentar, en la mayoria de los casos, un incremento en la actividad

antimicrobiana.*® 1% 17
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Figura 7. Péptidos de cadena corta con actividad antimicrobiana. A) péptidos libres, B)

péptidos O-protegidos, C) péptidos diprotegidos.

En este sentido, Ryszard et al. reportaron la sintesis de una serie de dipéptidos basados

en aminoécidos como ala, met, gli, val, leu, fen, tir, funcionalizados con acido N 3-(4-
18
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metoxifumaroil)-L-2,3-diaminopropanoico (inhibidor irreversible de la enzima glucosamina-6-
fosfato sintetasa en bacterias y hongos),'® demostrando que estos dipétidos inhibian el

crecimiento de un cierto nimero de microorganismos, en especial, Candida albicans.*®

También se reportd la sintesis y evaluacion antibacteriana de dipéptidos alanina A-
terminales funcionalizados con grupos fosfénicos derivados del 1-amino-alcanofosfonato,®y la
sintesis de dipéptidos anfifilos de base cati6nica (Figura 8).?* La actividad antibacteriana y
antifungica fue evaluada, resultando, en todos los casos, que estos dipéptidos funcionalizados

mostraban una considerable actividad antibiética.

R=C14H29

Figura 8. Dipéptidos anfifilos.

Por otra parte, se ha demostrado que la secuencia de a.a. de algunos péptidos
antimicrobianos es codificada por el ADN, como el caso de la histogranina, derivada de las
histonas, la cual presenta un mecanismo de accion similar al de las quinolonas, es decir, que

involucran a la ADN girasa.?

Chacon, Avifia, Machuca y Valencia (2010), reportaron la sintesis y estudio
antibacteriano de una variedad de aminoacil fluoroquinolonas, las cuales presentaron actividad

antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, superando en

algunos casos a su analogo ciprofloxacino (figura 9).% 24
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o

(o] 6] ] o
F OH F OH
° (\N N | oS (\N N |
HyN A %N i N\) A
Figura 9. Algunas aminoacil fluoroquinolonas reportadas por Chacén, Avifia et al. (2010)

Es claro entonces, que la incorporacién de péptidos y aminoacidos en antibidticos, o el
uso de péptidos como agentes terapéuticos abre la puerta a la busqueda de nuevas entidades
activas vislumbrando una importante aplicacién de péptidos en la industria farmacéutica, una

necesidad urgente desde la introduccion de los antibiéticos.

Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo se han disefiado estructuras péptidicas
(Figura 10) con actividad citotdéxica mediante estudios de relacién estructura actividad
cuantitativa (QSAR) utilizando 1600 descriptores teoricos y haciendo un andlisis de regresion
lineal multiple asistido por inteligencia artificial por algoritmos genéticos.?® En este trabajo se
demostré que estos péptidos presentan la ventaja de ser capaces de reconocer al ADN
mediante interacciones tipicas de un reconocedor de surco, y podrian incrementen su afinidad
por el material genético de manera similar a las fluoroquinolonas reconociendo al Mg®* al ser

funcionalizados.

HO_ _O ¢
H
N
\ H,N . OH

H,N

0]
L-Trp-L-Phe \©

Figura 10. Péptidos evaluados mediante QSAR como reconocedores de surco.
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2. Dipirroles y macrociclos de pirrol

Los porfirindbgenos son macrociclos que consisten en cuatro anillos de pirrol unidos en la

posicién @ (2 y 5) y en la posicién meso por un carbono con hibridacién sp’.

En la quimica de los porfirinégenos el contenido de atomos de hidrégeno en la posicion
meso es quien determina su oxidacion para la formacion de porfirinas aromaticas (Figura 11).

Sin embargo, los porfirinégenos totalmente meso-sustituidos no dan lugar a porfirinas.?

Porfirin()geno Porfirina

Figura 11. Diferencia entre porfirinégeno y porfirina

En la naturaleza encontramos sistemas macrociclicos polipirrélicos que presentan
fuertes interacciones con metales, como es el caso de las porfirinas, como el grupo hemo, que
es un sistema de este tipo con interaccion con hierro, las clorofilas con el magnesio y la

cianocobalamina con el cobalto (Figura 12).
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NH,

clorofilas Hemoglobina Cianocobalamina

Figura 12. Sistemas macrociclicos de pirrol que se pueden encontrar de manera natural.

Por otro lado, se han reportado macrociclos de pirrol con gran potencial y uso analitico
en el reconocimiento selectivo de bases nitrogenadas y sus respectivos nucledsidos, la unién
selectiva de aniones e iones inorganicos, asi como el reconocimiento selectivo de las
estructuras diméricas, es decir, dipirroles, tanto a moléculas como a iones metalicos,

principalmente magnesio (figura 13).%% #’

A

Figura 13. Sistemas policiclicos de pirrol, A) Metaloporfirina de Kral,

B) Interaccion dipirrol — Mg
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Dadas las propiedades de estos macrociclos en diversas areas, se ha incrementado el
interés en la busqueda de procesos sintéticos factibles para la obtencion de este tipo de
estructuras policiclicas derivadas del pirrol. Siendo asi, y en la busqueda precisa de estas
técnicas, es como recientemente han aparecido con gran interés y aplicaciones, el estudio de

los precursores diméricos de estos ciclos, los dipirroles.

De esta manera, la busqueda de metodologias en la sintesis organica para la obtencién
de dipirroles ha cobrado auge en las ultimas décadas, siendo descritas variedad de condiciones
en presencia de varios catalizadores tal como el &cido para-toluensulfénico,”® TiCls,* y
tetrafluoroborato de pirrolidinio,®® entre otros. Sin embargo, estos métodos vienen
acompafiados de varias desventajas tales como largos tiempos de reaccion,® = * el uso de

29, 34, 35

catalizadores y acidos bastante caros, y que usualmente conllevan la necesidad de

destilar, una vez terminada la reaccién, el exceso de pirrol que queda en la reaccion.

Gracias al desarrollo en los ultimos afios de la llamada de la quimica verde, nuevas
metodologias se han descrito, con procedimientos factibles y poco contaminantes, de buenos
rendimientos, bajos tiempos de reaccion y uso de reactivos poco agresivos, basadas
principalmente en la condensacién entre pirrol y aldehidos con el uso de catalizadores acidos
(organicos o de Lewis), en ausencia de solventes organicos, como la sintesis de dipirroles y
calix-pirroles reportada por Chacon et al., donde el compuesto carbonilico precursor del ciclo
era a la vez el solvente de reaccion.*’

En este sentido encontramos metodologias como las descritas por Zhang et al.,*®
quienes encontraron que al utilizar gel de silice tratada con acido sulfurico, resulté ser un
eficiente y reutilizable catalizador para la obtencion de dipirroles de manera simple y practica

(Figura 14).
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@ . j\ HS04SI0, _
N R” H sin solvente, ta N\ _NH  HN
H
Figura 14. Sintesis de dipirroles de Zhang et al. (2010).

También se cuenta con el trabajo reportado por Kabeer et al.,*® los cuales describen la
sintesis de dipirroles meso-sustituidos en ausencia de solvente, utilizando SnCl,’H,O como
catalizador (figura 15), obteniendo altos rendimientos utilizando aldehidos aromaticos (92-

97%).

R = 2-NO,, 4-F, H, 4-OCHg, 2,6-diCI, 4-CHj, 4-Cl, 4-Br

Figura 15. Sintesis de varios dipirrometanos meso-sustituidos.

Otras metodologias que han sido descritas con éxito en la sintesis de dipirroles, basados
en la condesacion 4cida de pirrol con aldehidos han utilizado catalizadores como yodo,*® ** HCI
acuoso,* TFA, InCls, BFsO(Et),,** ** y sales de Bismuto®’ obteniendo en todos los casos
buenos rendimientos, tiempos cortos de reaccion y condiciones suaves y poco agresivas al

ambiente.

Se ha reportado también el uso de dipirroles como material de partida en la sintesis de
gran variedad de porfirinas sustituidas, asi como precursores de calixpirroles y corroles,
demostrandose que estas estructuras diméricas presentan potencial como precursores,
sensores y catalizadores quirales, receptores moleculares, receptores de iones inorganicos,
sintesis organica e industria farmacéutica, siendo también usados como catalizadores y

ligandos en quimica organometdlica por su capacidad ionofora.
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Es importante hacer hincapié en esta ultima propiedad que describen los dipirroles, ya
gue, como se menciond anteriormente, presentan gran afinidad, entre otros metales, por el
magnesio. Esto es importante ya que el magnesio juega un rol imprescindible en los sistemas
biolégicos participando en procesos como la contraccion y relajacion muscular, funcionamiento
de ciertas enzimas en el organismo, produccién y transporte de energia y biosintesis de
proteinas, esto en los organismos eucariotas.*® Por otro lado, el magnesio también juega un
papel importante en los organismos procariotas como las bacterias, donde entre otras
propiedades como las nutrimentales, destaca sin lugar a duda uno de los modelos mas
aceptados de la replicacion del ADN, que sugiere que el magnesio juega un papel importante
en esta etapa al formar el complejo and-girasa, existiendo una interaccion electrostatica y/o
covalente entre las bases del ADN, el i6n Mg®* asi como los grupos fosfato durante la

enscicion de la doble hebra catalizada por la enzima topoisomerasa.?

Es por esto que se abre un nuevo camino a los dipirroles, aprovechando estas
propiedades como reconocedores de iones, y mas especificamente, aprovechando su alta
afinidad al actuar sobre el magnesio, siendo en sistemas bioldgicos un posible blanco,
explorando mas especificamente sus posibles utilidades entre otras posibilidades, como agente

terapéutico por reconocimiento selectivo del magnesio contra infecciones bacterianas.
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I11. Justificacion

Con base en los antecedentes citados, es compresible que péptidos diseflados a ex
profeso como reconocedores de surco, acoplados a sistemas dipirrolicos, presenten una alta
afinidad por el ADN, mediante interacciones tipicas de un RS por parte del péptido y la
interaccion del sistema dipirrélico con el magnesio. Esta interaccion se facilita por el tamafio
del sistema y el acomodo no cénico de los dipirroles, beneficiAndose y viéndose asi fortalecida

por este sistema la interaccion entre el péptido y el ADN (figura 16).

NH,

HN
| Péptido
Reconocedor de surco ':> Oﬁ)\m«
= NH

(o}

Dipirrol —— HN
Reconoce Magnesio

=

HN /

Figura 16. Interaccion ADN — Péptido acoplado a dipirrol

La busqueda, disefio y sintesis de nuevas entidades con potencial actividad biol6gica es
un reto al que nos enfrentamos dia a dia, dadas las problematicas que se presentan para la

sociedad en el sector salud, creando una necesidad urgente en la obtencién de nuevos

compuestos potencialmente activos.
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IV. Objetivos

1. Objetivo General

Sintetizar derivados peptidicos acoplados a sistemas dipirrélicos y evaluar su afinidad
por el ADN.

2. Objetivos Especificos

A. Obtener los péptidos N-Gp-L-alanil-glicina, N-Gp-L-alanil-L-fenilalanina, N-Gp-L-alanil-L-

tirosina y caracterizarlos mediante técnicas espectroscopicas.
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B. Preparar los derivados aldehidicos de los péptidos sitetizados.

16 17

C. Sintetizar y caracterizar mediante espectroscopia de RMN de *H y **C en una y dos

dimensiones los derivados dipirrélicos correspondientes.

nn
T
Irz

GP H I , ) GP H i ’ )
Ho I H H H

/NH /NH

— —

19 20
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. H N\
GP\NJ\/N\)J\N N
H H
21
7 NH
—

GP: Jﬁ\(ov@ GP" ><oj\§~

O

D. Evaluar la actividad bioldgica de los compuestos sintetizados, mediante ensayos de

electroforesis en gel y corroborar asi su afinidad por el ADN.
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V. Discusion de Resultados.

1. Sintesis de los compuestos objetivo.

Acorde con los objetivos planteados, la primera parte del proyecto consistié en la
seleccion de los péptidos a sintetizar, la configuracion de los aminoacidos empleados y el
planteamiento de la estrategia sintética a seguir. Los aminoécidos empleados fueron todos de
configuracion L, forma en la que los encontramos en la naturaleza, a excepcion de la glicina
gue carece de centro quiral. Los péptidos sintetizados fueron seleccionados en base al estudio

tedrico QSAR, anteriormente reportado de péptidos como reconocedores de surco de ADN.?°

Una vez hecho lo anterior, se llevd a cabo entonces la preparacion de los péptidos
diprotegidos N-Cbz-L-alanil-glicina-OMe 3, N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanina-OMe 4 y AN-Cbz-L-
alanil-L-tirosina-OMe 5 de acuerdo al Esquema 1. Para esto primero se llevd a cabo la N-
proteccidén de la L-alanina mediante la formacion del carbamato de Cbz y la O-proteccion de
los aminoacidos glicina, L-tirosina y L-fenilalanina, a través de la formacion el éster metilico
correspondiente. Se procedio con el acoplamiento de los aminoacidos protegidos mediante el
empleo de cloroformiato de isobutilo (~BBCIl) que funge como agente activador, trietil amina

(TEA) como base y tetrahidrofurano anhidro (THF) como disolvente.
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(@] H ©O
H2N\=)J\OH + CbzCl ’\(l)ao(();:(;c) CbZ/N\z)J\OH -
e ; o R
=) BBCI
cbzcl = oo iBBCI CbZ/N\_)J\N o_
TEA/THF I H
0°C-ta :
o o 3,R=H, 81.3%
H.N SOCl, ‘C|+H3N _ 4 R =Bn, 84%
? E)LOH CHsOH E)LO - 5, R = p-BNOH, 80.1%
0°Cta R
2a R=H
2b, R=Bn

2¢, R = p-BNOH

Esquema 1 Obtencién de los péptidos 3, 4 y 5.

Los compuestos 3, 4 y 5 se purificaron por el método de cromatografia en columna
usando como fase sdlida gel de silice, en un sistema eluyente Hex-AcOEt (7:3) para los
péptidos 3 y 4 y Hex-AcOEt (1:1) para el 5. Después de purificados, los compuestos se
obtuvieron en forma de un sélido amorfo de color blanco, solubles en diclorometano (DCM)
con un rendimiento de 84.00% para el péptido 4, y del 81.30% y 80.10% para los dipéptidos
3y 5, respectivamente. Es importante sefialar que para la sintesis del compuesto 5, la tirosina
solo fue protegida en O-terminal mediante la formacion del éster metilico, dejando libres el N-
terminal (el cual participaria en la formacién del enlace peptidico) y el —OH del sustituyente p-
BnOH de la cadena lateral, este ultimo grupo puede llegar a generar competencia durante la
reaccion dando lugar a la formacion de subproductos; sin embargo el rendimiento alto
obtenido, asi como la poca observacion de subproductos, nos indica la alta selectividad de la
reaccién, asi como del grupo activante y los grupos funcionales que participan en la reaccion

de acoplamiento.
Una vez obtenidos los péptidos 3, 4 y 5, el siguiente objetivo era incorporar el

fragmento aldehido/cetonico para obtener el intermediario adecuado para la incorporacion del

sistema dipirrdlico.
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La importancia del intermediario cetdnico o aldehidico, radica en la necesidad de un
carbonilo de esta naturaleza para poder llevar a cabo el anclaje entre el péptido y el dipirrol,
aunado a que la reaccion para introducir el sistema polipirrélico ocurre de acuerdo a una
condensacion tipo alddlica favorecida con carbonilos de este tipo. Esta clase de
condensaciones ocurren sobre uno de los carbonos alfa del pirrol y el carbono sg° del
compuesto carbonilico. Cuando el carbono carbonilico es de naturaleza cetonica (que es donde
ocurre la condensacion por ataque nucleofilico y denominada en este tipo de sistemas como
posiciéon meso), la condensacién da lugar a un carbono con hibridacién sp® en la posicion
meso. En el caso de aldehidos, al ocurrir la condensacion con el pirrol, el sistema tiende a la
aromaticidad dandole mayor estabilidad, ya que el hidrégeno en la posicion meso determina la
oxidacion del sistema para la formacidon del conjugado aromatico correspondiente,

permaneciendo una hibridacién sp sobre el carbono de la posicién meso (Esquema 2).

o * Y
C—/\ N
_—
A /N + R)J\R R H
B Z “NH
O ’\ /
R N R ~ >N
B (/N§+R\)J\H_> H_[9
H Z “NH Z “NH

Esquema 2. A) Dipirrol proveniente de cetona, B) Dipirrol proveniente de aldehido.

Para poder incorporar la fraccion que servira de enlace entre el péptido y el dipirrol, fue

necesario obtener el dipéptido en su forma carboxilo terminal libre.

Para lograr esto, se llevé a cabo la O-desproteccion de los compuestos 3, 4 y 5,
mediante hidrélisis basica, utilizando hidréxido de litio (LiIOH) como base y un sistema de

disolventes TFH/H,O/MeOH, obteniéndose los compuestos en buen rendimiento, como se
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indica en la Tabla 1. Es importante sefialar que en el caso del compuesto 3 la reaccion no

procedio como se esperaba ya que el producto obtenido no era el producto deseado.

Tabla 1 Hidrdlisis basica de los compuestos 3, 4y 5.

@] H O
H O R THF/H,O/MeOH R
3.R=H
4.R=Bn
5. R = p-BNOH
Péptido Rendimiento Aspecto Fisico
O H (0]
A A,
o} =
d 85.3% Solido blanco amorfo
6
O H (0]
)LJWQk
o} =
HO 82.24% Solido amarillo amorfo
7
(0] H (0]
A A,
L (O —
3a

Para el caso del compuesto 3, como se menciond anteriormente, la reacciéon no dio el

producto deseado,

subproductos obtenidos, presentaban también la desaparicién del grupo protector Cbz.

inclusive modificando las condiciones de reaccion. Algunos de los

32




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

Dadas las dificultades para la obtencion del Cbz-AN-ala-gli-OH 3a, se decidié hacer un

cambio del grupo N- protector, utilizando ahora el grupo Boc A-protector de la L-alanina. Para

esto la L-alanina se hizo reaccionar con diterbutil dicarbonato en metanol y posteriormente se

llevd a cabo la formacion del péptido Boc-L-ala-gli-OMe 9, por medio de la condensacion

intermolecular del aminoacido N-protegido 8 y el aminoéster 2a, como se muestra en el

Esquema 3.

o)
HZN\)J\OH + BOCZO NaHCO3
MeOH
0°C
BoC,0 = \{/0 o 0\{/
T
Boc = \{/O itL
(@]
? |
soc
H,N 2
\)J\OH CH,OH
0°C-ta

Esquema 3. Preparacion del dipéptido 9.

El crudo de reaccion de observd como un aceite amarillo ocre,

o)
“CI*HgN \)J\o ]

4y O
N _
Boc~” \)J\OH

QO

2a

iBBCI

| TEATHF

0°C-ta

(@]
H
Ko
Boc~” H/ﬁw/ ~
O

9, 79.82%

el cual fue llevado a

purificacion por el método de cromatografia en columna, obteniéndose el dipéptido 9 en un

rendimiento del 79.82%. Posteriormente, se llevé a cabo la O-desproteccion del compuesto 9

mediante una hidrolisis basica, utilizando LIOH como se describe en el

obteniéndose el compuesto 10 en un buen rendimiento del 83.34%.

O H (@]
PR ' P
Solyh i

9

Esquema 4. Hidrdlisis basica de 9.

L|OH
THF/HZO/MeOH
0°C

Esquema 4,

>L N JﬁfN\)OI\OH

10, 83.34%
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Una vez obtenidos los dipéptidos hidrolizados, el siguiente paso en la ruta sintética, era
la incorporacion de un precursor que diera lugar a la formacion del sistema dipirrdlico. En
primer lugar, se pretendié que este fragmento fuera de naturaleza cetonica, por lo que se
procedio a preparar la metil-cetona 11 derivada del éster metilico de la glicina. La reaccion se
realizd en atmésfera inerte de N, con metil litio (MeLi) como agente alquilante, THF anhidro
como disolvente y variando la temperatura en un rango de -78 a 30°C (Esquema 5). La
reaccién no procedid de acuerdo a lo esperado, observandose la descomposicién de la materia

prima, o bien, en algunos casos, recuperandose la misma.

) MeLi
HZN/\H/ ~ H,N
O T

-7¢a 30
metil-ester 11
de la glicina

Esquema 5. Condiciones de reaccion para la preparacion de la metil cetona 11.

Dados los resultados, se decidié tomar una ruta alternativa, en la cual se sustituy¢ al
derivado cetonico por el derivado aldehidico. Para esto se utilizé el aminoacetaldehido dimetil
acetal 12, como el precursor del 2-aminoacetaldehido, que ha sido recientemente descrito en
la sintesis de dipirroles, aunque con adamantilo*®, el cual es un sistema evidentemente mas

simple que los dipéptidos (Esquema 6).
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o~ 0
o~ H
2-amino

aminoacetaldehido
dimetil acetal
12

acetaldehido

—

NH
y \

//§O NH
NG ON__NH ONNH ] P
12 pirrol
—_— _—
—_— H+

Sintesis de dipirrles a partir de adamantilos funcjonalizados con 12.

Esquema 6. Precursor del fragmento aldehido.

Se llevo a cabo entonces el acoplamiento entre los compuestos 6, 7 y 10, y el acetal
12 utilizando /BCF como agente activador del carbonilo, TEA como base y THF anhidro como
disolvente y a 0°C. El crudo de reaccion se observé como una mezcla oleosa de color amarillo
ocre, que fue sometida a cromatografia en columna de gel de silice para su purificacion,

obteniéndose los productos 13, 14 y 15, como se indica en la Tabla 2.

35




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

Tabla 2. Obtencion de los compuestos 13, 14 y 15.

y O
GP\NJ}(N y OH
H (@] R O/
|
- GP~ N o~
6, GP: Cbz, R: CHs TEA é H
7,GP:Cbz, R: p-BNOH  + THF - 0
10, GP: Boc, R: H 0°C-ta
13, GP: Cbz, R: CH,4 15 GP: Boc, R: H
O/ 14, GP: Cbz, R: p-BnOH
H->N
2 \)\0/
12
Compuesto Rendimiento Aspecto Fisico
13 74.23% Sélido blanco amorfo
14 56.04% Solido blanco amorfo
15 65.80% Aceite amarillo

Como se puede observar en la Tabla 2, el rendimiento del compuesto 14 es moderado,
esto pudiera estar indicando que para la formacion de este sistema en particular posiblemente
exista competencia con el —OH libre de la tirosina, lo cual daria lugar a la formacién de
subproductos disminuyendo el rendimiento del producto deseado. Aunque los rendimientos
obtenidos van de moderados a buenos, fueron los rendimientos mas altos obtenidos, incluso
modificando alguna de las condiciones de reaccién de acuerdo a cada péptido en particular,

siendo en algunos casos el agente activante, la base o los equivalentes del acetal.

A continuacién se describen el espectro de RMN de *H (Figura 17) del compuesto 13.
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PPM

Figura 17. Comparacion de los espectros de RMN de *H para de los compuestos 6 y 13.

En la Figura 17 se comparan los espectros de RMN *H para de los compuestos 6 y 13.
Ambos espectros comparten las sefiales caracteristicas del esqueleto peptidico, siendo estas
en 1.31 ppm una sefial doble correspondiente al metilo de la alanina H-16 para 6 y H- 22 para
13; los hidrogenos diastereotopicos H-5 en 6, se observan como un sistema de sefiales doble
de dobles que van de 3.00 a 3.20 ppm, caso contrario en 13, donde ahora las condiciones
estereoelectronicas de la nueva molécula formada, cambian su desplazamiento y multiplicidad
original siendo ahora una sefial multiple en 3.05 ppm; en 4.21 ppm se puede observar la sefial
del metino base de alanina H-15 para 6 y H-21 para 13; en 4.61 ppm se observa una sefial
doble de dobles que corresponde al metino base de fenilalanina H-4 y H-10 para 6 y 13
respectivamente; en 5.09 ppm se observa la sefial del metileno de Cbz H-21 para 6 y H-27
para 13; finalmente de 7.11 a 7.43 ppm el sistema de sefiales de los hidrogenos aromaticos
del Cbz y la fenilalanina H-7 a 11, H-23 a 27 para 6 e H-13 a 17, H-29 a 33 para 13. En el
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caso particular del espectro de RMN de 'H del compuesto 13, también se observan nuevas
seflales, correspondientes a los nuevos protones introducidos por la incorporacion del
compuesto 12 a la molécula. Asi, tenemos que en 3.29 ppm se observa una sefal simple
intensa, que en primera estancia se puede asignar a los protones de los metoxilos (H-1 y H-2).
Resulta interesante destacar que, en primer lugar, la integral no correspondia a estos
hidrogenos, ya que ésta mostraba que existian ocho protones y no seis como se espperaba.
Gracias al apoyo de la espectroscopia bidimensional (COSY y HETCOR, Figura 18), se observa
gue esa sefal también integraba para los protones H-4, correspondientes al metileno del
aminoacetal, explicAndose probablemente por el efecto inductivo de los heteroatomos
vecinales a ambos hidrégenos. Por otro lado, en 4.21 ppm se observd nuevamente una
superposicion de sefiales, esta vez entre el los hidrégenos H-3 y H-17, correspondientes a los
metinos base de acetal y base de alanina, respectivamente y finalmente en 6.01 ppm la seiial

de la amina secundaria H-7 del sistema acetalico.
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Figura 19. Espectro de RMN de **C para el compuesto 13

En el espectro de RMN de *3C de la Figura 19 se observan, en 18.25 ppm la sefial del
metilo de la alanina C-22; en 38.29 ppm la sefal del metileno C-11; en 50.81 ppm la sefial del
metino C-21; 54.01 ppm la sefal del metino C-10; en 67.21 ppm la sefal del metileno del Cbz
C-27; asi como de 127.05 a 129.22 ppm se aprecian las sefiales de los carbonos aromaticos
tanto del grupo Cbz C-29 a C-33, como de la fenilalanina C-13 a C-17. Se observan también
las sefales de los carbonos cuaternarios, /jpso C-12 y C-28 en 135.98 y 136.43 ppm,
respectivamente y los carbonilos C-24, C-19 y C-8, en 156.00, 170.42 y 171.88 ppm,
respectivamente, asi como las sefiales correspondientes al nuevo fragmento agregado a la
molécula, siendo en 54.44 ppm las sefiales de los carbonos metilos del acetal C-1 y C-2; en

40.89 ppm el metileno C-6; y en 102.14 ppm el metino base de acetal C-5.
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Una vez formados los compuestos 13, 14 y 15, el siguiente paso en la ruta sintética
consistié en la desproteccion del aldehido por medio de una reaccion de oxidacion. Para lograr
esto, y debido al hecho de que los oxidantes fuertes tienden a generar subproductos de
reaccion, se buscaron condiciones que fueran suaves y evitar o disminuir al maximo reacciones
colaterales. En este contexto, la forma Optima de llevar a cabo la reaccion fue de acuerdo a la
técnica descrita por Bothwell Jason M. et. al., quienes reportaron que las sales de bismuto
reaccionan eficientemente y en condiciones suaves de reaccion en la oxidacién de acetales a
aldehidos.*’ Asi, se llevd a cabo la reaccion de oxidacién de los compuestos 13, 14 y 15 como
se muestra en el esquema 7, utilizando Bi(NO3)3 como agente oxidante y diclorometano como

disolvente. La reaccion fue monitorizada por TLC utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina como

revelador.
o R o~ o R 0
N N (NV3)3 N N
P / —_— e *
R H/J\H/ ° CH,Cl Ty H)\H/ "
= (0] ta = 0

GP: Cbz GP:Boc GP: Cbz GP:Boc
13, R=Bn 15 R=H 16,R=Bn, 77.11% 18, R=H, 75.09%
14, R = BNOH 17, R = BNOH, 70.42%

Esquema 7. Oxidacion de los acetales 13, 14 y 15.

Es importante resaltar que la purificacion de los derivados aldehidicos obtenidos resulto
complicada, es decir, que al tratar de purificar el crudo de reaccion, el producto fue inestable.
Por este motivo y dado que el crudo de reaccion mostré un producto con pocas impurezas, se
decidi6 continuar la ruta de sintesis utilizando el crudo de reaccion, como ha sido descrito en
trabajos anteriores*®. La prevalencia del aldehido en el crudo de reaccién se confirmé por RMN
de 'H (Figura 20).
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11- 15 =
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Figura 20. Espectro de RMN de *H del compuesto 16.

Las caracteristicas mas importantes de este espectro se observan a campo bajo en 9.43
ppm donde se observa una sefial simple correspondiente al hidrogeno del aldehido formado H-
1 y la desaparicion en 3.29 ppm de la sefial simple de los metoxilos del sistema acetélico del
compuesto precursor. Las demas sefales que se observan en el espectro son las sefales
correspondientes al resto de la molécula, es decir, el fragmento peptidico, en 1.26 ppm se
observa la sefial doble correspondiente a H-20; en 3.09 ppm la sefial mdultiple de los
hidrégenos diastereotopicos H-9; en 3.95 y 4.04 ppm una sefial doble de dobles
correspondiente al metileno H-4; en 4.20 ppm la sefial del metino base de alanina H-19; en
4.80 ppm una sefal doble de dobles del metino base de fenilalanina H-8; en 5.06 ppm la sefial
correspondiente al metileno de Cbz H-25; y finalmente de 6.97 a 7.50 ppm las sefales H-11 a

H-15 y H-27 a H-31 de los sistemas aromaticos del grupo Cbz y la fenilalanina.
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Una vez obtenidos los correspondientes aldehidos, el siguiente paso en la sintesis fue la
condensacion con el pirrol para formar el sistema dipirrolico. Este tipo de reacciones pueden
llegar a presentar el inconveniente de la tetramerizacion, es decir la formacion del
porfirin6geno, sobre todo cuando se utiliza pirrol 8-insustituido durante la conjugacién. Para
evitar esto, Sobral Abilio J. F. N. et al. (2003),*® describieron una metodologia eficiente para la
sintesis de dipirroles, con moderados rendimientos, utilizando métodos basados en la
condensacion entre aldehidos y pirrol usando como catalizadores &cidos organicos e
inorgénicos fuertes (por ejemplo TFA, HCI), a temperatura ambiente, por lo que adecuando
estas condiciones de reaccién a nuestros compuestos en particular, los aldehidos 16, 17y 18
fueron sometidos a la reaccion de condensacion utilizando pirrol y TFA como catalizador en
DCM como disolvente, como se representa en el Esquema 8. Se obtuvieron los compuestos
19, 20 y 21 en moderados rendimientos después de haber sido purificados en placa
preparativa de gel de silice, utilizando como sistema eluyente mezclas de Hex-AcOEt (1:1)
para 19, Hex-AcOEt (2:3) para 20 y Hex-AcOEt (3:7) para 21.

NH
| o =R ’ o) @NH q O R ’ N !
Y
: TFA : |
: 0 DCM : ©
@
GP: Cbz GP:BB6 GP: Cbz GP:Bee
16, R=BA 18,R=H 19, R=BN, 61:20% 21, R=H, 49.37%
17, R = BROH 20, R = BAOH, 46:67%

Esquema 8. Obtencion de los dipirroles 19, 20 y 21.

Al analizar el espectro de RMN de 'H para el compuesto 19 (Figura 21) se observd que
en el sistema dipirrdlico los protones de uno de los pirroles del sistema eran quimica y
magnéticamente diferentes a los del otro pirrol, esto es de considerarse, ya que normalmente
este tipo de sistemas presentan alta equivalencia en el sistema dipirrolico, resultando extrafio
gue no fuera asi en este caso. Este hecho, en una primera explicacion, se pensé que se

trataba del sistema aromatizado, ya que siendo asi, se explicaria la clara diferencia
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electromagnética de ambas partes del sistema dipirrélico, dado que las integrales que
correspondian al sistema no concordaban, siendo que cada sefial sel sistema dipirrélico solo
integraba para una sefial y no para dos como se esperaba, teniendo también otras sefiales
cercanas al sistema aromatico del Cbz y la fenilalanina, que correspondian al otro fragmento
dipirrol. Al analizar detalladamente los espectros COSY (Figura 26), HETCOR (Figura 27) DEPT
(Figura 28) y C (Figura 29) permitié asignar todas las sefiales, asi como observar las
peculiaridades en el comportamiento de los N-H's de cada dipirrol, se observo que se contaba
con el sistema no aromatizado, y que en su lugar, las caracteristicas del espectro
correspondian a otro tipo de interacciones. Por otro lado, el hecho de que existieran dos
seflales para los N-H's dipirrélicos y su comportamiento, dio la pauta para corroborar tanto la
presencia del sistema como las interacciones atipicas que se estaban presentando. Cabe
resaltar que este tipo de estructuras, es decir, péptidos y aminoacidos acoplados a sistemas
dipirrolicos, no habian sido anteriormente descritas, dandonos la primicia y complejidad a la
vez al interpretar los espectros derivados de estos sistemas, su comportamiento y el tipo de

interacciones que de estas nuevas estructuras pudieran derivar.
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Figura 21. Espectro de RMN de *H del compuesto 19.

En el espectro ilustrado en la figura 21, se pueden identificar las sefales
correspondientes al compuesto 19. En 1.30 ppm se encuentra un sistema de sefiales dobles
gue corresponde al metilo de la alanina H-27, las cuales se observan debido a la presencia de
conférmeros; en 3.02 ppm el sistema que incluye los hidrégenos diastereotopicos H-17 del
metileno de la fenilalanina; en 3.68 ppm la sefial del metileno H-12; en 4.19 ppm la sefial H-
28 que corresponde al hidrégeno del metino base de metilo de la alanina; y en 4.59 ppm la
sefial de H-16, metino base de bencilo de la fenilalanina. En 5.06 ppm la sefal caracteristica
del metileno del Cbz H-32; y en la region de los aromaticos (de 7.23 a 7.43 ppm) las sefales
H-19 a H-23 y H-35 a H-39, que corresponden al sistema aromatico de la fenilalanina y del
grupo Cbz, respectivamente. Lo interesante de este espectro sucede a campo bajo, en las

seflales que aparecen desde 5.93 ppm hasta 8.58 ppm y que se pueden observar mas
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claramente en la expansion del espectro que se muestra en la Figura 22, donde en primer
lugar, se puede observar un sistema de sefales localizadas en 5.93 ppm, 6.11 ppm, 6.61 ppm,
gue corresponden a H-2, H-3, H-4; y de 6.96 a 7.21 ppm los hidrogenos H-8, H-9, H-10; de
7.23 a 7.43 ppm las sefiales de los sistemas aromaticos H-19 a 23 y H- 35 a 39 de la
fenilalanina y el grupo Cbz, respectivamente; de igual manera, en 8.49 y 8.58 ppm se
encuentran las sefiales para H-1 y H-11 y que por la integral, multiplicidad y desplazamiento,
indican claramente la presencia del sistema dipirrélico, siendo las sefiales en 5.93, 6.11 y 6.61
ppm las sefiales caracteristicas de este tipo de sistemas (integrando cada sefal para un
proton), el cual era el compuesto deseado, pero la integral no correspondia, ya que al ser solo
para un protén y no para dos, como es caracteristico en este tipo de sistemas, dio lugar a
pensar que entonces las caracteristicas de los residuos pirrol eran diferentes, es decir que se
encontraban en diferente situacién quimica y magnética, y que entonces las sefiales de uno de
los pirroles eran las sefiales de 6.96 a 7.21 ppm (las cuales concordaban en cuanto a la
integral), indicando un comportamiento particular y anémalo en este tipo de sistemas, lo cual
pudiera ser indicativo de un sistema tipo porfirina, es decir, aromatizado, que era de esperarse
ya que los hidrogenos de la posicion meso de este tipo de complejos tienden a la
aromatizacion, es decir, son facilmente oxidables, dando lugar a la conjugacion del sistema 77a
lo largo del fragmento dipirrélico, oxidando el carbono meso de configuracion sp® a s¢%. Sin
embargo, la idea del sistema aromatizado fue descartada ya que de haberlo sido el carbono
meso no presentaria sefial en el espectro de proton, lo cual sucede, ya que, traslapadas en
4.19 ppm con H-27, encontramos al proton H-6 el cual corresponde al metino base de dipirrol,
es decir, al carbono meso mono hidrogenado indicativo de que el sistema no esta
aromatizado. Asimismo se observa a campo alto la sefial del metileno base de dipirrol H-12 en
3.68 ppm. Por otro lado se tiene, en 8.49 y 8.58 ppm, dos sefiales que corresponden a los N-

H’s del dipirrol H-1 y H-11, demostrando una vez mas la no equivalencia quimica del sistema.
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Figura 22. Expansion del espectro de *H del compuesto 19.

Esto indica entonces que el sistema se encontraba en diferente ambiente quimico para
cada pirrol, pero no aromatizado, siendo entonces la presencia de un conférmero (Figura 23)
de manera tal que la disposicion espacial de los dos pirroles del sistema fuera diferente,

atribuyéndole entonces ambientes quimicos diferentes a cada protén.
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Figura 23. Estructuras del dipirrol aromatizado y de dos conférmeros.

En el caso de que se hubiera obtenido la porfirina (Figura 24) o algun derivado
policiclico porfirinégeno, el patron se sefiales deberia ser por un lado completamente
diferente, dadas las interacciones y diferencias que existen dentro del sistema, esperado dos
dobletes para cada pirriol, ademéas de que por el tamafio y disposicion espacial de la molécula

seria dificil que a su vez formaran otro tipo de interacciones no covalentes.

Figura 24. Estructura general de una porfirina.

Por otro lado, también se descarta la posibilidad de que sea pirrol sin reaccionar, por el
namero de sefiales y nuevamente la integral y el desplazamiento, ya que las sefales de pirrol
son caracteristicas y se ubican en 6.2 y 6.8 ppm. Un dato adicional que confirma la presencia

del sistema dipirrélico desacoplado es que se observan seis sefiales, de las cuales dos sefiales
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corresponden a los hidrégenos @, dos sefales que integran para los hidrégenos £y dos mas
para los hidrégenos B’ de cada residuo pirrol (Figura 25), las cuales fueron asignadas, pero
como se puede observar la ampliacion de espectro en la Figura 22, no son equivalentes en el
sistema dipirrdlico, de serlo solo se observarian tres sefales que integraran cada una para dos

hidrogenos de acuerdo a las caracteristicas de la molécula.

Figura 25. Sistema de hidrogenos del dipirrol.

Por otra parte, al analizar el espectro de RMN de correlacion homonuclear COSY (Figura
26), se puede observar las correlaciones entre hidrogenos vecinales del compuesto 19,
corroborando la existencia de correlacion entre los hidrogenos H-6 y H-12, respectivamente, el
H-6 corresponde al metino de la posicidn meso del sistema dipirrélico, el cual, de contar con el
sistema aromatizado, no deberia observarse. Se observan también las correlaciones entre los
hidrogenos del dipirrol H-2, H-3 y H-4, que presentan corrleacion entre ellas y que las sefiales
de los hidrégenos H-8, H-9 y H-10 no coinciden con las sefiales clasicas (que serian las

correpondientes a H-1 a H-4).

49




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

35-39

19-23 28

".r 1" L1

3

Pl

PPM

3

+6

35 -39 r7

19-23

Figura 26. Espectro COSY del compuesto 19.

Para corroborar que las sefiales asignadas a H-6 y H-12 correspondieran al metino y

metileno del sistema dipirrolico se analizaron los espectros HETCOR y DEPT (Figuras 27 y 28).
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Figura 28. Espectro DEPT del compuesto 19.

En el espectro HETCOR (Figura 27) se observa una correlacion entre la sefal asignada

como H-6 y el y la sefial en el espectro de carbono en 102.08 ppm asignada entonces como C-
6, el cual es asignado en el espectro DEPT como un metino (Figura 28) y la correlacién entre
H-12 y la sefial en el espectro de *C en 43.53 ppm designada entonces como C-12 y que
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corresponde a un carbono metilénico. El resto de las sefiales corresponden al fragmento

peptidico.

En la Figura 29 se observan las sefiales de carbono del compuesto 19, en 18.31 ppm la
seflal que corresponde al metilo C-28 de la alanina; en 37.84 ppm la seial del metileno C-17
de la fenilalanina; en 43.53 ppm la sefal del metileno C-12 del fragmento dipirrol; en 50.64
ppm al C-27 metino base de alanina; y en 53.91 ppm el metino base de fenilalanina C-16; en
67.12 ppm se encuentra el metileno de Cbz C-33. En 102.08 ppm encontramos al carbono que
corresponde al metino de la posicion meso C-6; de 105.79 a 117.35 ppm el sistema de
sefales del dipirrol C-2 a C-4 y C-8 a C-10; de 128.03 a 129.24 ppm encontramos los sistemas
aromaticos del grupo Cbz C-35 a C-39, y de la fenilalanina C-19 a C-23. En 130.25 y 130.43
ppm encontramos a los carbonos /pso del dipirrol C-5 y C-7; en 135.94 ppm el carbono /pso de
la fenilalanina C-18; en 136.40 el carbono /jpso del Cbz C-34; finalmente en 156.04, 170.87 y

17.052 ppm los carbonos carbonilicos C-30, C-25 y C-14, respectivamente.
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Figura 29. Espectro de RMN de *3C del compuesto 19.

Una vez asignadas las sefnales del espectro del compuesto 19, tomando en cuenta las
consideraciones propias de la molécula y el comportamiento atipico que se estaba
presentando, dando lugar al desdoblamiento de las sefiales anteriormente explicadas, la
elucidacion del compuesto 20 resulto sencilla y de igual forma se lograron identificar, asignar
y correlacionar todas las sefales correspondientes, observandose también el patron de sefiales
no tipicas para el sistema dipirrolico dando no equivalencias entre sus atomos y la presencia

de conférmeros.

A continuacion, en la Figura 30 se presentan el espectro de RMN de *H del compuesto
20.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H del compuesto 20.

Para el caso del compuesto 20, en el espectro se observan las sefiales, en 1.20 ppm
una sefial doble que corresponde al metilo de la alanina H-29 que de igual manera se observa
la presencia de conférmeros; en 2.88 ppm una sefial doble que corresponde al metileno de la
tirosina H-17; en 3.66 ppm la sefial del metileno del fragmento dipirrol H-12; en 4.17 ppm
encuentran traslapadas las sefiales H-28 del metino base de alanina y H-6 del metino de la
posicion meso. En 4.44 ppm se observa la sefial H-16 del metino base de tirosina; y en 5.05
ppm la sefal del metileno de Cbz H-34. Ubicadas de 5.91 a 6.68 ppm, se encuentra el patron
de sefiales del sistema dipirrélico H-2 a H-4 y H-8 a H-10; en 6.85 y 6.94 se encuentran los
sistemas de sefiales dobles caracteristicas de la sustituciéon —para de la tirosina, H-19, H-20, H-
22 y H-23; y en 7.31 la sefal que corresponde a los hidrégenos aromaticos del Cbz H-37 a H-

40. En este espectro se puede observar mas claramente la diferencia que existe entre los
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hidrogenos N-H’s del sistema dipirrélico, encontrando una de las sefiales en el desplazamiento
esperado en 8.57 ppm, sin embargo podemos observar que la otra sefial se encuentra mas
desplazada a campo bajo en 9.48 ppm lo cual resultd interesante, exponiendo que estos se
encontraban formando, no solo conférmeros, si no también algun tipo de interacciones
intramoleculares e intermoleculares, ya que la diferencia electromagnética era aun mas

evidente por el tipo de interacciones que se estaban presentando.

En el caso del compuesto 21, es necesario detallar las caracteristicas de los espectros
de RMN de 'H y **C en una y dos dimensiones particulares, ya que en este compuesto el
grupo AN-protector es diferente al de los compuestos anteriores, lo cual varia las caracteristicas
generales de las sefales observadas en estos espectros. En la Figura 31 se representa el

espectro de RMN de *H del compuesto 21.
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Figura 31. Espectro de RMN de *H del compuesto 21.

En el espectro arriba esquematizado, se observa, en 1.35 ppm una sefial doble que
corresponde al metilo de la alanina H-21; en 1.44 una sefial simple intensa que corresponde a
los metilos H-27 del terbutilo del grupo protector Boc; en 3.67 ppm la sefial correspondiente al
metileno H-12 del fragmento dipirrolico; en 3.83 y 3.92 ppm dos sefiales doble de dobles del
metileno de la Glicina H-16; en 4.11 ppm la sefal correspondiente al metino base de alanina
H-20; y en 4.39 ppm la sefial del metino de la posicion meso H-6, descartando la posibilidad
del sistema aromatizado. De nueva cuenta a campo bajo (de 6.00 a 6.72 ppm) se encuentran
las sefales del sistema dipirrélico, que nuevamente comprobamos se encuentran en diferente
ambiente quimico y electromagnético, y que ante la ausencia de protones de naturaleza
aromatica provenientes de las cadenas laterales o del grupo protector como en los

compuestos anteriores, puede ser observada mas claramente las sefales del sistema
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dipirrélico. En campo bajo, encontramos, en 8.90 y 9.94 ppm, nuevamente un desplazamiento
anomalo para los hidrogenos H-1 y H-11, correspondientes a los AN-H’s del dipirrol,
demostrando una vez mas la no equivalencia del sistema por la presencia de conférmeros e
interacciones inter e intramoleculares. La asignacion de las sefiales se logré gracias a la ayuda
de la espectroscopia de RMN de *H y **C en dos dimensiones COSY (Figura 32) y HETCOR
(Figura 33).

En el espectro COSY de la Figura 32 se observan las correlaciones entre protones
vecinales del compuesto 21. Se muestra que el H-21 metilo de la alanina correlaciona con el
H-20, metino base de alanina, y el H-12, metileno del sistema dipirrol correlaciona con el H-6
metino de la posicion meso, los H-27 y H-16 correspondientes a los metilos del terbutilo del
Boc y al metileno de la glicina respectivamente, no presentan correlacion con alguna otra

sefial en el espectro.
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Figura 32. Experimento COSY del compuesto 21.

El espectro de correlacion heteronuclear HETCOR, mostrado en la Figura 33, se

observan claramente las correlaciones entre las sefiales H-6 y la sefial de *C en 102.21 ppm

asignada como C-6, y la correlacon de H-12 con la sefial en 43.55 ppm C-12, correspondientes

al sistema dipirrélico, y en el espectro DEPT (Figura 34) se observa que C-6 (102.21 ppm) es

el metino en la posicion mesoy el C-12 (43.55 ppm) es un metileno, indicandonos que en este

compuesto tampoco se encuentra aromatizado este fragmento.
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Figura 33. Experimento HETCOR del compuesto 21.
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Figura 34. Experimento DEPT para el compuesto 21.

Una vez obtenida la informacion de estos experimentos, fue posible entonces asignar

inequivocamente el espectro de RMN de Carbono 13 (Figura 35).
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Figura 35. Espectro de RMN de *3C del compuesto 21.

En el espectro de la Figura 35 se asignan las sefiales de carbono de uno de los
conféormeros del compuesto 21. Asi, se encuentra, en 18.12 ppm la sefial correspondiente al
metilo de la alanina C-21; en 28.29 ppm la sefial C-27 propia de los metilos del terbutilo del
Boc. En 42.92 ppm se observa la sefial del metileno de la glicina C-16; en 43.55 ppm la sefial
del metileno C-12; y en 50.46 ppm la sefial del metino base de alanina C-20. En 80.57 ppm se
observa la sefal del carbono cuaternario del terbutilo del Boc C-26; en 102.21 ppm la sefial
correspondiente al metino de la posicion meso C-6; de 105.02 ppm a 108.22 ppm, se
encuentran seis sefiales que corresponden a los seis metinos del sistema dipirrolico C-2, C-3,
C-4, C-8, C-9 y C-10; en 117.85 ppm la seial de los carbonos /pso del dipirrol C-5y C-7, y
finalmente en 159.00, 169.03 y 173.32 ppm, encontramos a los carbonilos C-23, C-18 y C-14,

respectivamente.
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Dada la presencia de conformeros detectables en RMN, se realizaron experimentos de
RMN de 'H a diferentes concentraciones (10 mg/mL, 15 mg/mL) como se ilustra en la Figura
36. Se puede observar que las sefales correspondientes a los A-H's del sistema dipirrélico se
desplazan, indicando no sélo la presencia de conférmeros si no también la de interacciones
tipo puentes de hidrogeno intermoleculares, cambiando el desplazamiento quimico de 9.48 a
9.91 ppm y de 8.57 a 8.72 ppm (Figura 37).
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Figura 36. Comparacion de los espectros de *H del dipirrol 20 a) 15 mg/mL b) 10 mg/mL.
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Figura 37. Posibles interacciones intramoleculares e intermoleculares del dipirrol.

El fendmeno de interaccion intermolecular, puede ser denominado como interaccion
supramolecular en paralelo (Figura 38). Explicandose también asi los dos tipos de

interacciones, intra e intermolecular.

Figura 38. Posibles interacciones de tipo supramolecular en el dipirrol.

Dados los antecedentes de sistemas polipirrélicos como reconocedores de iones,?” asf
como para comprobar el tipo de interacciones que describimos anteriormente, se llevaron a
cabo titulaciones de los derivados peptidicos con fluoruro de tetrabutil amonio (TBA-F), a
diferentes concentraciones, empezando con 0.1 equivalente hasta llegar a una relacion 1:1

con la solucion de los compuestos 0.01M en CD,Cl, (Figuras 39, 40 y 41) observando que, en
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los tres compuestos probados (19, 20 y 21) se present6 el reconocimiento de ién fluoruro

con ambos hidrogenos de los NH’s dipirrdlicos.
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Figura 39. Titulacién del compuesto 19 con TBA-F.
Donde:

Solucion 0.01M del compuesto 19.
Solucién A + 0.4 equivalentes (total de 0.4 egivalentes) de TAB-F.
Mezcla B + 0.4 equivalentes (total de 0.8 equivalentes) de TAB-F.

o o w >

Mezcla C + 0.2 equivalentes (total de 1 equivalente) de TAB-F.
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Figura 40. Titulacién del compuesto 20 con TBA-F.

Donde:

Solucion 0.01M del compuesto 20.

Solucion A + 0.2 equivalentes de TAB-F.

Mezcla B + 0.4 equivalentes (total de 0.6 equivalentes) de TAB-F.

o o w >

Mezcla C + 0.2 equivalentes (total de 0.8 equivalentes) de TAB-F.
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Figura 41. Titulacion del compuesto 21 con TBA-F.

Donde:

Solucién 0.01M del compuesto 21.

Solucion A + 0.3 equivalentes de TAB-F.

Mezcla B + 0. 4 equivalentes (total de 0.7 equivalentes) de TAB-F.

o0 w »

Mezcla C + 0.3 equivalentes (total de 1 equivalente) de TAB-F.

Las diferencias en los desplazamientos de los NV-H’s del dipirrol pone de manifiesto las
interacciones que se presentan en el sistema, resultando evidente que, aquel atomo de H que
se encuentre participando en la interaccion intermolecular sera el denominado K; ya que las
fuerzas de unidn con la otra molécula son mas débiles, confiriéendole mayor libertad, por asi

decirlo, para interaccionar con el fluoruro al reconocerlo, presentando asi una mayor contaste
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de afinidad y un equilibrio répido. Contrariamente, el atomo de hidrégeno que participa en las
uniones intramoleculares serda el denominado K, ya que este tipo de uniones, aunque no
covalentes, presentan mayor fuerza de atraccion, retardando asi su interaccion con el ién, es
por eso que el patrén de desplazamiento que éste hidrogeno presenta conforme aumenta la
concentracion del TBA-F varia poco en comparacion a Ky, es decir, la constante de afinidad por
el ion sera menor y presentando un equilibrio lento, aumentando la afinidad K conforme el

hidrégeno mas dispuesto empieza a saturarse a razén de la concentracién del TBA-F.

Otro dato interesante que se puede resaltar de los espectros de RMN de *H obtenidos
de las titulaciones, y que ademdas apoya la teoria de las interacciones y cambios
conformacionales a la hora del reconocimiento anidnico, es lo que se observa en la seccion de
las sefiales propias de los CH del dipirrol ya que como se puede observar en los espectros,
estas sefiales también varian, siendo mas significativa esta apreciacion a concentraciones mas
altas del TBA-F. Esto es debido a que una vez que el pirrol orientado hacia afuera del sistema
(como se propone en la Figura 42), que es el que se encontraria formando interacciones
intermoleculares y por ende el mas disponible al reconocer al i6n, confiriéndole mayor afinidad
(K1) y que al empezar a saturarse, el pirrol orientado hacia adentro del sistema, formando
interacciones intramoleculares, menos disponible y con menos afinidad (K;), cambia su
conformacion para iniciar entonces el reconocimiento anionico, lo cual se ve reflejado en los

cambios de desplazamiento de las sefiales correspondientes en el espectro.
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2. Pruebas de correlacién con ADN.

Una vez lograda la sintesis, el objetivo final de este trabajo de investigacién fue evaluar
la interaccion de los compuestos obtenidos 19, 20 y 21 con el ADN. Cabe mencionar que
dicha interaccion no garantiza la actividad biolégica que esta a su vez en funcién de muchos
otros factores como solubilidad, absorcion, metabolismo, etc. Sin embargo, la informacion
arrojada puede dar pie a estudios posteriores que permitan incrementar las posibilidades de

exito de compuestos analogos.
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Asi, se llevaron a cabo ensayos de interaccion entre los compuestos obtenidos y ADN

mediante electroforesis en gel de agarosa.

El ensayo se realizo utilizando el plasmido pUCP20 en una concentracion de 100 ng/uL
y los compuestos 19, 20 y 21, en concentracion de 1 pg/pL disueltos en DMSO, utilizando a

su vez fracciones de 10 y 20 pug de cada compuesto.

Cabe mencionar que se utiliz6 “Gel red” (Figura 43) como buffer de carga para dar
densidad al complejo compuesto — ADN y que al mismo tiempo sirvio como revelador. Esta
bis-fenantrolina cabe dentro de los bis-intercaladores y al reconocer el ADN se puede obtener

informacion interesante sobre todo si el compuesto a probar llega a desplazar al intercalador.
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H,oN

Figura 43. Estructura del “Gel Red”

El resultado del ensayo con los compuestos 19, 20 y 21 con el plasmido pUCP20 se

ilustra en la Figura 44.
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Figura 44. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20y 21 con plasmido
pUCP20.

Las condiciones de los carriles de la electroforesis en gel de agarosa de los compuestos

19, 20y 21 con plasmido pUCP20 ilustrado en la Figura 44, se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20y 21 con plasmido

pUCP20
Carril Compuesto Vol/[comp.] Vol/[ADN] Vol Gel Red
1 Marcador Molecular 1Kb 3uL --- 3uL
2 1uL/[100ng/pL] 3L
3 DMSO 10pL 1pL/[100ng/uL] 3uL
4 19 10uL/[1pg/uL] | 1uL/[100ng/uL] 3pL
S 19 20uL/[1pg/uL] | 1uL/[100ng/pL] 5uL
6 20 10uL/[1ug/pL] | 1uL/[100ng/uL] 3uL
7 20 20uL/[1pg/uL] | 1pL/[100ng/pL] 5uL
8 21 10uL/[1ug/pL] | 1uL/[100ng/uL] 3uL
9 21 20pL/[1pg/uL] | 1pL/[100ng/pL] 5uL
10 1pL/[100ng/pL] 3L

Como se aprecia en la Figura 44, el compuesto 19 a 20 ug, presentd aparente
interaccion con el plasmido, ya que se observa un cambio en el corrimiento del ADN con
respecto al control. Por su parte, los compuestos 20y 21 a 10y 20 ug y el 19 a 10ug,
presentan bandas menos intensas respecto al control y se aprecia un ligero retraso en las
distancias de corrida de las bandas. La desaparicion de bandas puede sugerir interaccion con

el ADN pues puede ser indicativo de desplazamiento del revelador Gel Red.
Para corroborar que es un efecto de desplazamiento se llevé a cabo el mismo

experimento pero sin incubar los compuestos con el intercalador y revelando el gel con

bromuro de etidio (Figura 45).
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Figura 45. Estructura del bromuro de etidio.

Los resultados se aprecian en la Figura 46 en donde aparecen todas las bandas en igual

intensidad.

Figura 46. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20y 21 con plasmido
ADN A HIND III.

74




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

Los carriles se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20 y 21 con plasmido ADN A

HIND I11.
Carril | Compuesto | Vol/[comp.] Vol/[AND] Vol. H,O | Vol. DMSO | Vol. Buffer carga
1 - - - 3uL 5uL 3uL
2 - - SUL/[15ug/pL] | syt 5L 3uL
3 20 SuL/[10ug/pL] | SuL/[15pg/uL] | 5uL - 3uL
4 20 1uL/[10ug/uL] | SpL/[15pg/uL] | 5L apL 3L
S 19 SuL/[10pg/pL] | SuL/[15ug/uL] | 5pL - 3uL
6 19 1uL/[10ug/uL] | 5UL/[15pug/uL] | 5pL apL 3L
7 21 SuL/[10pg/pL] | SuL/[15ug/uL] | 5pL - 3uL
8 21 1uL/[10ug/uL] | SpL/[15pg/uL] | 5L apL 3L

Cabe hacer notar que, aunque la prueba usando como revelador bromuro de etidio se
llevd a cabo con otro plasmido y a diferentes concentraciones del compuesto y plasmido, el
propésito se cumple, ya que el efecto a discutir es el mismo y estas condiciones no afectan

sustancialmente esta propiedad de reconocimiento.

Cuando se adiciona magnesio a la mezcla de los compuestos con ADN se observa un
efecto mas marcado pues, contrario a cuando hay ausencia del metal, todos los compuestos
dan lugar a bandas definidas cuya intensidad disminuye cuando la concentracion de cada
compuesto aumenta de 10 a 20 pg. (Figura 47). Esto puede ser explicado por una posible
interaccion entre los dipirroles y el magnesio que a 10 pg interactian con el metal y mas que
con el ADN y por lo tanto no desplazan a la bis-fenantrolina. Asi mismo, cuando la
concentracion del compuesto aumenta entonces el compuesto libre interactia con el ADN

desplazando a la feantrolina.
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Figura 47. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20y 21 con plasmido

pUCP20 utilizando como cofactor Magnesio.

Los carriles del ensayo ilustrado en la Figura 46 se describen enla Tabla 5.
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Tabla 5. Electroforesis en gel de agarosa de los compuestos 19, 20y 21 con plasmido

pUCP20 utilizando como cofactor Magnesio.

Vol Gel
Carril Compuesto Vol/[comp.] Vol/[ADN] Vol/[Mg®*] red
e
Marcador Molecular
1 3pL 3uL
1Kb
2 1pL/[100ng/puL] 3L
3 DMSO 10pL 1uL/[100ng/pL] | 1HL/[10pg/pL] 3uL
4 19 10pL/[1pg/uL] | 1pL/[200ng/pL] | 1uL/[10pg/uL] 3uL
5 19 20uL/[1pg/uL] | 1UL/[100ng/pL] | 2uL/[10pg/pL] 5uL
6 20 10uL/[1ug/pL] | 1uL/[100ng/pL] | 1PL/[10ug/HL] 3uL
7 20 20uL/[1pg/pL] | 1pL/[100ng/pL] | 2uL/[10pg/uL] 5uL
8 21 10uL/[1ug/pL] | 1uL/[100ng/pL] | 1PL/[10ug/pL] 3uL
9 21 20pL/[1pg/uL] | 1uL/[100ng/uL] | 2pL/[10ug/pL] 5pL
Marcador Molecular
10 3pL 3uL

1Kb
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V1. Parte Experimental

1. Aspectos Generales.

Previo a la realizacién de cada una de las reacciones, el material se lavo perfectamente
y se enjuagd con alcohol isopropilico. Posteriormente el material se secé en estufa a una

temperatura aproximada de 80°C.

El monitoreo de las reacciones se realizé por cromatografia en capa fina (TLC) a partir
de cromatofolios de la marca Merk, usando como reveladores vapores de yodo, luz UV, y 2,4-

Dinitrofenilhidrazina de la marca Aldrich.

Todos los reactivos y aminoéacidos utilizados son de la marca Sigma-Aldrich. Todos los
disolventes fueron destilados antes de su uso. Las purificaciones realizadas por cromatografia
en columna utilizaron como fase estacionaria silice de 70-230 mesh y florisil de 30-60 mesh

de la marca Aldrich.

Los espectros de RMN de 'H y de **C se obtuvieron con un equipo Varian Mercury Plus
de 400 MHz y 200 MHz utilizandose CDCl; y CD30D como disolventes y TMS como referencia
interna. Los desplazamientos quimicos O, estan dados en partes por millon y la constante de

acoplamiento Jen Hertz. La multiplicidad de las sefales esta indicada como s, d, dd, t, ¢ y m.

Los puntos de fusion se determinaron por el método de Fisher en un equipo marca

Fisher-Johns modelo 4121 y no estan corregidos.
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2. Método general para la N-proteccion de aminoacidos con CbzCl.

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacibn magnética y bafio de hielo, se
coloco un equivalente del aminoéacido a proteger y se adicionaron 40 ml de NaOH 1N por cada
gramo de a.a. Una vez fria la solucion, se adicionaron 1.12 equivalentes de CbzCl y se dejé

reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente y un pH de 10.

Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se enfrio a 0 °C y se pasé a un embudo
de separacién. Se hizo un lavado con CH,Cl, (1x50 mL), posteriormente la fase acuosa se
acidificd con HCI 1N hasta un pH de 3 y el producto se extrajo con cloruro de metileno (3x50
mL). La fase organica se secO con sulfato de sodio anhidro y se concentré en rotavapor. El

producto se purificé por el método de cromatografia en columna.

N-Cbz-L-alanina 1.

Siguiendo el método general de N-proteccion, se adiciond 1.00 g (11.24 mmol) de L-
Alanina en 40 mL de NaOH 1N. Posteriormente se adicionaron 1.8 mL (12.58 mmol) de CbzCl.
Se obtuvieron 2.34 g (10.5 mmol, 93.23% de rendimiento) de un soélido blanco con un punto

de fusiéon de 77°C — 79°C.

'H RMN. (CDCls, 400 MHz) J (ppm) 1.46 (d, J=7.3 Hz, 3H, CHs), 4.41 (¢, J=7.14 Hz, 1H, CH),
5.09 (d, 2H, CHy), 5.19 (d, /=6.59 Hz, 1H, NH-CO), 7.10-7.30 (m, 5H, sistema aromatico)
8.27 (sa, 1H, COOH).

13C RMN. (CDCl3, 100 MHz) & (ppm) 18.35 (CHs), 49.48 (CH), 67.12 (CH,), 128.11, 128.25,
128.53 (CH”s aromaticos), 136.02 (C-jpso), 155.80 (CO-NH, Cbz) 177.67 (CO, COOH).
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3. Método general para la N-proteccidon de aminoacidos con Boc;O.

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacibn magnética a temperatura
ambiente, se colocd un equivalente del aminoacido a proteger y se disolvié en la mitad del
volumen correspondiente de MeOH (50 mL por gramo de a.a.). Posteriormente se adicionaron
1.65 equivalentes de trietil amina (TEA) dejando reaccionar la mezcla durante 30 minutos. Por
otro lado, en un segundo matraz de fondo redondo provisto de agitacibn magnética se
disolvieron 1.3 equivalentes de Boc,O en el volumen restante de MeOH, una vez disuelto, la
solucion se adicion6 lentamente al primer matraz y se dejo reaccionar durante 12 horas a

temperatura.

Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccion se llevdé a sequedad y el producto se
resuspendié en agua destilada y se hizo un lavado con diclorometano (1x50 mL). La fase
acuosa se llevé a pH de 3 empleando una solucién de HCI al 10% y el producto se extrajo con
diclorometano (3x100 mL). La fase organica se colectd y seco con Na,SO, anhidro, se filtré y

concentré en rotavapor, el producto se purificd por el método de cromatografia e columna.

N-Boc-L-alanina 8.

T
nin
@]
g

>r0\g/ N

Siguiendo el método general de N-proteccion, a la solucién formada por 1 g (11.24
mmol) de L-ala disuelta en 25 mL de MeOH tratada con 2.59 mL (18.64 mmol) de TEA, se
adicion6 gota a gota una solucién formada por 3.19 g (14.61 mmol) de Boc,O y 25 mL de

MeOH. Se obtuvieron 2.08 g (11.00 mmol, 97.95% de rendimiento) de un aceite amarillo paja.

'H RMN. (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.39 (d, /=7.1 Hz, 3H, CH3-CH), 1.44 (d, J= 8.7 Hz, 9H,
CHs Boc), 4.24 (m, 1H, CH-CHy).
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13C RMN. (CDCls, 50 MHz) & (ppm) 18.28 (CH3-CH), 28.24 (CHs, Boc), 49.87 (CH,), 80.01 (C,
Boc), 155.50 (CO Boc), 170.16 (CO, COOH).

4. Método general para la O-proteccion de aminoacidos.

En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética y bafio de hielo se
coloc6 un equivalente del a.a. a proteger y se adicionaron 25 mL de MeOH por gramo de a.a.
Posteriormente se adicionaron lentamente 1.2 equivalentes de SOCI,. Una vez terminada la

adicion, se dejo reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de reaccion, se le adicioné a la mezcla CH,Cl, hasta 3/4 partes

del volumen del matraz y se concentr6 en rotavapor.

Glicina-OMe 2a.

o
“CI*HgN \)J\o _

De acuerdo con la metodologia general para la O-proteccién de a.a., a una solucion
formada por 2.00 g (26.66 mmol) de glicina y 50 mL de MeOH, se adicionaron 2.34 mL (32
mmol) de SOCI,. Se obtuvieron 2.88 g (23.04 mmol, 86.4% de rendimiento) del producto en

forma de escamas blancas.

'H RMN. (CD30D, 200 MHz) J (ppm) 3.81 (s, 3H, CH3-0), 3.82 (s, 2H, CHy).
13C RMN. (CDs0D, 50 MHz) & (ppm) 40.91 (CH,), 53.43 (CHs) 168.96 (CO, COOH).
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L-fenilalanina-OMe 2b.

"CI"H,N \)]\o _

o

De acuerdo con la metodologia general para la O-proteccién de a.a., a una solucion
formada por 2.00 g (12.12 mmol) de L-fenilalanina y 50 mL de MeOH, se adicionaron 1.062
mL (14.55 mmol) de SOCI,. Se obtuvieron 2.54 g (11.81 mmol, 97.5% de rendimiento) de

escamas blancas con un p.f. de 129°C — 131°C.

'H RMN. (CD30OD, 400 MHz) J (ppm) 3.15 (dd, J=7.51, 14.48 Hz, 1H, CH ,), 3.18 (dd, /=6.0,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.25 (dd, J=5.86, 14.29 Hz, 1H, CH,), 3.80 (s, 3H, CHs), 4.32 (dd, /=6.32,
7.33 Hz, 1H, CH), 7.20-7.40 (m, 5H, CH” s aromaticos).

13C RMN. (CD30D, 100 MHz) J (ppm) 37.42 (CH,), 53.60 (CH3), 55.18 (CH), 129.00, 130.20,
130.42 (CH’s, aromaticos), 135.29 (C-/pso), 170.47 (CO, COOH).

5. Procedimiento general para las reacciones de acoplamiento.

A.- En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética y atmdsfera de N, se
coloc6 una solucion 0.2 M del clorhidrato del aminoéster correspondiente (1.15 equivalentes)

en THF, se le adicionaron 2.5 equivalentes de TEA y se dejo6 reaccionar 1 hora.

B.- En otro matraz balon provisto de embudo de adicion, agitacion magnética, atmosfera de N»
y bafio de hielo se colocd un equivalente del a.a. NVprotegido en una concentracion 0.2 M con
THF anhidro. Se adicionaron 1.2 equivalentes de TEA y la solucidon se dejo reaccionar durante
10 minutos. Posteriormente, se adicionaron lentamente 1.15 equivalentes de /-BCF al 0.2 M en
THF dejando reaccionar por 20 minutos mas. A continuacion se le adiciondé gota a gota la
mezcla A (10 gotas/minuto), dejando reaccionar 30 minutos mas en bafio de hielo y toda la

noche a temperatura ambiente.
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Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se filtr0 para eliminar las sales y el
filtrado se concentré en rotavapor a presion reducida. El crudo de reaccién se extrajo con
acetato de etilo (2x50 mL) y se hicieron 2 lavados con agua. La fase organica se secd con
sulfato de sodio anhidro y se concentré en rotavapor a presion reducida. El producto fue

purificado por cromatografia en columna.

N-Cbz-L-alanil-glcina-OMe 3.

@vO\g/HQJ\H/E(O\

Siguiendo el procedimiento general de acoplamiento, a la solucién de 1 g (4.48 mmol)
del compuesto 1 disuelto en 22.5 mL de THF anhidro tratada con 0.75 mL (5.38 mmol) de
TEA, se adiciond una solucion de 0.68 mL (5.16 mmol) de /-BCF en 26 mL de THF anhidro.
Posteriormente a la mezcla formada se le adiciond una solucién de 0.6447 g (5.16 mmol) del
compuesto 2a disueltos en 26 mL de THF anhidro y tratada con 1.8 mL (12.9 mmol) de TEA.
Después de ser purificado por el método de cromatografia en columna con un sistema
eluyente Hex-AcOEt (7:3), se obtuvieron 1.072 g (3.645 mmol, 83.1% de rendimiento) del

compuesto 3 en forma de sélido blanco.

H RMN. (CDCl; 200 MHz) & (ppm) 1.41 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3-CH) 3.76 (s, 3H, CH3-0),
4.04 (d, J= 5.3 Hz, 2H, CH, glicina), 4.30 (m, 1H, CH-CHs), 5.12 (dd, 2H, CH,, Cbz), 5.27 (s,
1H, NH alanina), 6.55 (s, 1H, NH-CO péptido), 7.54 — 7.26 (m, 5H, CH™s aromaticos).

3¢ RMN. (CDCl3 50 MHz) J (ppm) 18.39 (CHs-CH), 41.17 (CH. glicina), 50.44 (CH-CH3),
52.44 (CHs-0), 67.16 (CH,, Cbz), 128.12, 128.25, 128.56 (5 CH”s aromaticos), 136.03 (C-
jpso), 156.01 (CO-NH, Cbz), 170.05 (CO-NH péptido) 172.36 (CO, COOR).
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N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanina-OMe 4.

De acuerdo al método general de acoplamiento, a la solucion formada por 1 g (4.48
mmol) del compuesto 1 disuelto en 22.5 mL de THF anhidro y 0.75 mL (5.38 mmol) de TEA,
se le adicioné una solucion de 0.68 mL (5.16 mmol) de /BCF en 26 mL de THF anhidro.
Posteriormente a la mezcla formada se le adiciond una solucién de 1.109 g (5.16 mmol) del
compuesto 2b disueltos en 26 mL de THF anhidro tratada con 1.8 mL (11.21 mmol) de TEA.
Después de ser purificado por cromatografia en columna con un sistema eluyente Hex-AcOEt
(7:3), se obtuvieron 1.447 g (3.767 mmol, 84% de rendimiento) del compuesto 4 en forma de

solido blanco con un punto de fusién de 66°C — 68°C.

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) 0 (ppm) 1.33 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3-CH) 3.07 (dd, J= 13.9, 6.0
Hz, 1H, CH,-CH), 3.15 (dd, J= 13.9, 5.7 Hz, 1H, CH»-CH), 3.72 (s, 3H, CH3-0), 4.25 (m, 1H,
CH-CHs), 4.86 (¢, 1H, CH-CH,), 5.09 (¢, J= 12.2 Hz, 2H, CH, Cbz), 5.25 (s, 1H, NH Ala), 6.48
(d, J= 6.2 Hz, 1H, NH-CO péptido), 7.08 (d, J = 6.8 Hz, 2H, CH’s aromaticos), 7.45 — 7.18
(m, 8H, CH’s aroméaticos).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) & (ppm) 18.37 (CHs-CH), 37.75 (CH»-CH), 50.36 (CH-CHj3), 52.38
(CH3-0), 53.12 (CH-CHy), 67.02 (CH, Cbz), 127.14, 128.05, 128.20, 128.53, 128.55, 129.22,
(CH”s aromaticos), 135.57 (C-jpso Cbz), 136.09 (C-/jpso fenilalanina), 156.01 (CO-NH Cbz),
171.63 (CO-NH péptido), 171.72 (CO, COOR).
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N-Cbz-L-alanil-L-tirosina-OMe 5.

OH

Siguiendo el procedimiento general de acoplamiento, a la solucién de 1 g (4.48 mmol)
del compuesto 1 disuelto en 22.5 mL de THF anhidro tratada con 0.75 mL (5.38 mmol) de
TEA, se le adicion6 una solucién de 0.68 mL (5.16 mmol) de /-BCF en 26 mL de THF anhidro.
Posteriormente a la mezcla formada se le adicioné una solucion de 1.2 g (5.16 mmol) del
compuesto 2c disuelto en 26 mL de THF anhidro y tratada con 1.8 mL (12.9 mmol) de TEA.
Después de ser purificado por cromatografia en columna con un sistema eluyente Hex-AcOEt
(1:1), se obtuvieron 1.438 g (3.6 mmol, 80.15% de rendimiento) del compuesto 5 en forma

de sélido blanco con un punto de fusion de 75°C — 77°C.

H RMN. (CDCl; 400 MHz) J (ppm) 1.32 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3-CH), 2.98 (dd, J = 14, 5.9
Hz, 1H, CH,-CH), 3.07 (dd, J= 14.0, 5.4 Hz, 1H, CH»-CH), 3.73 (s, 3H, CH3-0), 4.24 (m, 1H,
CH-CH3), 4.84 (¢, J= 14.9 Hz, 1H, CH-CH,), 5.07 (m, 2H, CH; Cbz), 5.40 (d, J= 7.1 Hz, 1H,
NH ala), 6.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH-CO péptido), 6.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CH’s aromaticos
tirosina), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CH’s aromaticos tirosina), 7.34 (dd, J = 11.7, 5.9 Hz, 5H,
CH’s aromaticos Cbz).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) & (ppm) 18.36 (CHs-CH), 36.97 (CH»-CH), 50.43 (CH-CH3), 52.43
(CH3-0), 53.27 (CH-CHy), 67.16 (CH; Cbz), 115.51 (2 CH, aromaticos tirosina), 127.15 (C-jpso
tirosina), 128.10, 128.26, 128.56 (5 CH aromaticos Cbz), 130.37 (2 CH’s aromaticos tirosina),
136 (C-jpso Cbz), 155.11 (CO Cbz), 171.79 (CO-NH, péptido), 171.89 (CO, COOR).
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N-Boc-L-alanil-glicina-OMe 9.

>‘/o\([)]/ N \)L N /E‘/o\

En base al procedimiento general de acoplamiento, a la solucion de 1 g (5.29 mmol) del
compuesto 8 disuelto en 26.5 mL de THF anhidro tratada con 0.88 mL (6.34 mmol) de TEA, se
le adicioné una solucion de 0.8 mL (6.085 mmol) de /-BCF en 30.42 mL de THF anhidro.
Posteriormente a la mezcla formada se le adicion6 una solucién de 0.76 g (6.84 mmol) del
compuesto 2a disuelto en 30.42 mL de THF anhidro tratada con 1.84 mL (13.23 mmol) de
TEA. Después de ser purificado por cromatografia en columna con un sistema eluyente Hex-
AcOEt (6:4), se obtuvieron 1.10 g (4.22 mmol, 79.82% de rendimiento) del compuesto 9 en

forma de aceite amarillo paja.

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) J (ppm) 1.39 (d, J= 7.1 Hz, 3H, CH3-CH) 1.45 (s, 9H, 3 CH; Boc),
3.75 (s, 3H, CH3-0), 4.05 (dd, J = 5.2, 2.6 Hz, 2H, CH, Glicina), 4.26 (/n, 1H, CH-CH3), 5.21
(0, J= 7.1 Hz, 1H, NH ala), 6.93 (s, 1H, NH-CO péptido).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) J (ppm) 18.28 (CHz-CH), 28.24 (3 CH3 Boc), 41.074 (CH; glicina),
49.87 (CH-CH3), 52.30 (CHs-O), 80.13 (C-Boc), 155.50 (CO-NH Boc), 170.16 (CO-NH
péptido), 173.04 (CO, CCOR).

6. Método general de hidrdlisis basica.
En un matraz de fondo redondo provisto de agitacion magnética y bafio de hielo se
colocé un equivalente del dipéptido O-protegido y se disolvio en 10 mL de una mezcla de

solventes de THF/H,O/MeOH. Posteriormente se adicionaron 3 equivalentes de LiOH. Una vez

terminada la adicidn, la solucion se dejo reaccionar durante 3 horas en bafio de hielo.
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Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se concentrd en rotavapor y el crudo de
reaccion se resuspendido con agua, posteriormente se acidifico con HCI 1N. El producto se
extrajo con CH,Cl, (3x100 mL) y la fase organica se secO con sulfato de sodio anhidro y se

concentré en rotavapor.

N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanina-OH 6.

SN W

De acuerdo al procedimiento 6, 1 g (2.60 mmol) del compuesto 4 se disolvié en 10 mL
de la solucién de THF/H,O/MeOH. A la solucion formada se adicionaron 0.328 g (7.82 mmol)
de LiOH. Se obtuvieron 0.8219 g (2.22 mmol, 85.3% de rendimiento) del compuesto 6 como

so6lido blanco.

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) 0 (ppm) 1.26 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3-CH) 3.00 (dd, J= 14.0, 6.6
Hz, 1H, CH,-CH), 3.17 (dd, J= 14, 5.5 Hz, 1H, CH»-CH), 4.26 (m, 1H, CH-CHa), 4.80 (dd, J =
13.1, 6.5 Hz, 1H, CH-CHy), 5.07 (¢, J = 11.9 Hz, 2H, CH;, Cbz), 5.64 (d, J= 7.7 Hz, 1H, NH
ala), 6.93 (d, J= 7.7 Hz, 1H, NH-CO péptido), 7.42 — 7.03 (m, 10H, 10 CH’s aromaticos).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) & (ppm) 18.31 (CHs-CH), 37.35 (CH»-CH), 50.27 (CH-CHg), 53.29
(CH-CH,), 67.10 (CH, Cbz), 126.99, 128.00, 128.22, 128.44, 128.52, 129.36 (10 CH's
aromaticos), 135.78 (C-/pso fen), 135.98 (C-/jpso Cbz), 156.06 (CO-NH Cbz), 172.524 (CO-NH
péptido), 174.048 (CO, COOH).
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N-Cbz-L-alanil-L-tirosina-OH 7.

OH

N
H
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En base al procedimiento 6, 1 g (2.5 mmol) del compuesto 5 se disolvié en 10 mL de la
solucion de THF/H,O/MeOH. A la solucion formada se adiconaron 0.3147 g (7.5 mmol) de
LiOH. Se obtuvieron 0.7936 g (2.056 mmol, 82.24% de rendimiento) del compuesto 7 como

polvo cristalino.

H RMN. (CDsOD 200 MHz) J (ppm) 1.32 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3-CH), 2.98 (dd, J = 14, 5.9
Hz, 1H, CH»-CH), 3.07 (dd, J= 14.0, 5.4 Hz, 1H, CH,-CH), 4.19 (¢, J = 14.9 Hz 1H, CH-CH3),
4.58 (m, 1H, CH-CH,), 5.07 (m, 2H, CH, Cbz), 6.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CH s aromaticos
tirosina), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CH s aromaticos tirosina), 7.34 (m, 5H, CH’s aromaticos
Cbz).

13C RMN. (CDs0OD 50 MHz) & (ppm) 18.17 (CH3-CH), 37.48 (CH»-CH), 51.84 (CH-CHj3), 55.09
(CH-CH,), 67.67 (CH, Cbz), 116.15 (2 CH’'s aromaticos tirosina), 128.66 (C-/pso tirosina),
128.85, 128.99, 129.45 (5 CH’s aromaticos Cbz), 131.42 (2 CH’'s aromaticos tirosina), 138.07
(C-jpso Cbz), 157.30 (CO-NH Cbz), 174.46 (CO-NH péptido), 175.26 (CO, COOH).

N-Boc-L-alanil-glicina-OH 10.

(0]

>‘/O\([)]/ N\)L H /\Q/OH

Siguiendo el método de desproteccion 6, 1 g (3.846 mmol) del compuesto 9 se disolvio
en 10 mL de la solucion de THF/H,O/MeOH. A la solucion formada se adicionaron 0.4842 g
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(11.54 mmol) de LiOH. Se obtuvieron 0.7885 g (3.205 mmol, 83.34% de rendimiento) del

compuesto 10 como aceite ocre.

H RMN. (CDsOD 400 MHz) J (ppm) 1.32 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CH3-CH) 1.44 (s, 9H, 3 CHs
Boc), 3.91 (dd, J= 5.2, 2.6 Hz, 2H, CH; glicina), 4.11 (m, 1H, CH-CH3).

13C RMN. (CDs0OD 100 MHz) J (ppm) 18.39 (CHs-CH), 28.68 (3 CH; Boc), 41.82 (CH; glicina),
51.51 (CH-CHs), 80.64 (C-Boc), 157.64 (CO-NH Cbz), 172.87 (CO-NH péptido), 176.22 (CO,
COOH).

7. Procedimiento general para el acoplamiento de condensacion con el acetal

12.

En un matraz baldén provisto de agitacion magnética, atmosfera de N, y bafio de hielo,
se colocd una solucion del Gp-A-péptido-OH en THF y se adicionaron 1.2 equivalentes de TEA.
Enseguida se adicionaron lentamente 1.15 equivalentes de /-BCF y 2.5 equivalentes del

aminoacetaldehido dimetil acetal 12 diluido en THF.

Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se filtro y el filtrado se concentré en
rotavapor a presion reducida. El crudo de reaccion se extrajo con acetato de etilo (2x50 mL) y
se hicieron 2 lavados con agua. La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y se
concentré en rotavapor a presion reducida. El producto fue purificado por cromatografia en

columna.

89




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanil- O-(N-acetaldehido dimetil acetal) 13.

0 o~
\n/ N o~
H
0 (0]

De acuerdo al procedimiento general 7, a la solucion de 0.678 g (1.83 mmol) del
compuesto 6 disuelto en 9.2 mL de THF anhidro tratada con 0.307 mL (2.20 mmol) de TEA, se
le adicionaron 0.28 mL (2.11 mmol) de /BCF. Posteriormente a la mezcla formada se le
adicionaron 0.5 mL (4.6 mmol) del compuesto 12. Después de ser purificado el producto por
cromatografia en columna con un sistema eluyente (6:4) Hex-AcOEt, se obtuvieron 0.622 g
(1.36 mmol, 74.23% de rendimiento) del compuesto 13 en forma de solido blanco con p.f. de

130°C - 132°C.

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) & (ppm) 1.31 (d, J= 7.1 Hz, 3H, CHs-CH) 3.05 (sa, 2H, CH,, fen),
3.29 (dd, J = 3.9, 2.9 Hz, 8H, 2 CH3-O, CH, acetal), 4.21 (m, 2H, CH acetal, CH ala), 4.61
(dd, J=14.4, 7.0 Hz, 1H, CH, fen), 5.09 (¢, J= 12.4 Hz, 2H, CH;, Cbz), 5.22 (s, 1H, NH ala),
6.01 (s, 1H, NH-CO, acetal), 6.66 (d, J= 7.3 Hz, 1H, NH-CO péptido), 7.43 — 7.11 (/m, 10H,
10 CH’s arométicos).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) J (ppm) 18.25 (CH3-CH), 38.29 (CH. fen), 40.89 (CH,, metileno
de acetal), 50.81 (CH-CH3), 54.01 (CH fen), 54.44 (2 CH3-O), 67.21 (CH, Cbz), 102.14 (CH
acetal), 127.05, 128.14, 128.31, 128.59, 128.67, 129.22 (10 CH" s aromaticos), 135.98 (C-/jpso
fen), 136.432 (C-jpso Cbz), 156.01 (CO-NH Cbz), 170.42 (CO-NH peptido), 171.88 (CO-NH

acetal).
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N-Cbz-L-alanil-L-tirosil-O-(N-acetaldehido dimetil acetal) 14.

OH

Do L,
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En base a la metodologia 7, a la solucién de 0.6049 g (1.57 mmol) del compuesto 7
disuelto en 7.8 mL de THF anhidro tratada con 0.26 mL (1.88 mmol) de TEA, se le adicionaron
0.24 mL (1.8 mmol) de /BCF. Posteriormente a la mezcla formada se adicionaron 0.42 mL
(3.91 mmol) del compuesto 12. Después de ser purificado por cromatografia en columna con
un sistema eluyente (4:6) Hex-AcOEt, se obtuvieron 0.4154 g (0.8782 mmol, 56.04% de
rendimiento) del compuesto 14 en forma de polvo amarillo cristalino con un p.f. de 86°C —
88°C.

H RMN. (CDCl; 400 MHz) J (ppm) 1.27 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3-CH), 2.92 (sa, 2H, CH,
tirosina), 3.26 (s, 8H, 2 CH3-O, CH, acetal), 4.27 (m, 2H, CH alanina, CH acetal), 4.69 (¢, J=
7.1 Hz, 1H, CH tirosina), 5.01 (d, J = 12.2 Hz, 1H, CH; Cbz), 5.11 (d, J = 11.9 Hz, 1H, CH;
Cbz), 5.89 (d, J = 7.2 Hz, 1H, NH-CO péptido), 6.69 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH’s aromaticos
tirosina), 6.80 (s a, 1H, NH ala), 6.95 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH’s aromaticos tirosina), 7.38 —
7.20 (m, 5H, CH’s aroméaticos Cbz).

13C RMN. (CDCl3 100 MHz) & (ppm) 18.38 (CHs-CH), 37.70 (CH, tirosina), 40.77 (CH. acetal),
50.53 (CH-CH3 alanina), 54.04 (CH tirosina), 54.19 (2 CH3-0), 66.93 (CH, Cbz), 101.95 (CH
acetal), 121.05 (2 CH’s aromaticos tirosina), 128.15, 128.44, 128.47 (5 CH’'s aromaticos Cbz),
130.31 (2 CH’s aromaticos tirosina), 134.25 (C-/pso tir), 136.09 (C-/jpso Cbz), 156.04 (CO-NH
Cbz), 170.61 (CO-NH péptido), 170.720 (CO-NH acetal).
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N-Boc-L-alanil-glicil-O-(N-acetaldehido dimetil acetal) 15.

S

o

Siguiendo la metodologia 7, a la solucion de 0.7026 g (2.856 mmol) del compuesto 10
disuelto en 7.8 mL de THF anhidro tratada con 0.26 mL (1.88 mmol) de TEA, se le adicionaron
0.24 mL (1.8 mmol) de /-BCF. Posteriormente a la mezcla formada se le adicionaron 0.42 mL
(3.91 mmol) del aminoacetal 12. Después de ser purificado el producto por cromatografia en
columna con un sistema eluyente Hex-AcOEt 1:1 , se obtuvieron 0.6033 g (1.88 mmol, 65.8%
de rendimiento) del compuesto 15 en forma de polvo amarillo claro con un p.f. de 100°C —
102°C.

'H RMN. (CDCl3 400 MHz) & (ppm) 1.38 (d, J= 7.1 Hz, 3H, CH3-CH), 1.44 (s, 9H, 3 CH3 Boc),
3.38 (s, 8H, 2 CH3-O, CH; acetal), 3.92 (dd, J= 16.7, 5.4 Hz, 1H, CH, glicina), 4.01 (dd, J =
16.7, 5.8 Hz, 1H, CH; glicina), 4.18 (/m, 1H, CH alanina), 4.42 (¢, J = 5.3 Hz, 1H, CH acetal),
5.39 (d, J= 5.8 Hz, 1H, NH ala), 6.89 (s, 1H, NH-CO péptido), 7.25 (¢, /= 5.5 Hz, 1H, NH-CO
acetal).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) & (ppm) 18.21 (CH3-CH), 40.82 (CH, glicina), 42.96 (CH»-CH),
50.37 (CH-CHj3), 54.237 (2 CH3-O), 80.18 (C-Boc), 102.16 (CH-CH,), 155.63 (CO-NH Boc),
169.05 (CO-NH péptido), 173.43 (CO-NH acetal).

8. Metodologia general de oxidacion.

En un matraz balén provisto de agitacion magnética se colocdé un equivalente del
derivado acetal y se disolvio en CH,Cl,. Posteriormente se adicionaron 0.25 equivalentes de
Bi(NO3)3 y se dejo reaccionar a temperatura ambiente. La reaccion fue monitoreada por TLC y

utilizando 2,4-dinitrofenil-hidrazina como revelador.
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N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanil-O-(N-metilenformilo) 16.
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De acuerdo a la metodologia general 8, 0.05 g (0.1094 mmol) del acetal 13 se
disolvieron en DCM y se adicionaron 0.0133 g (0.0274 mmol) de Bi(NO3)s;. Se obtuvieron
0.0347 g (0.084 mmol, 77.11% de rendimiento) del compuesto 16 como soélido amarillo

amorfo.

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) & (ppm) 1.26 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CH3-CH) 3.09 (/m, 2H, CH»-CH,
fen), 3.95 (m, 1H, CH>-COH ), 4.04 (dd, J = 19.9, 5.1 Hz, 1H, CH»-COH), 4.20 (m, 1H, CH-
CHs3), 4.80 (dd, J = 15.1, 7.3 Hz, 1H, CH-CH,), 5.06 (m, 2H, CH, Cbz), 7.50 — 6.97 (m, 10H,
CH” s aromaticos), 9.43 (s, 1H, COH).

N-Cbz-L-alanil-L-tirosil-O-(N-metilenformilo) 17.

OH

o o)
H H
N H
H
o o

Conforme a la metodologia general 8, 0.05 g (0.1057 mmol) del acetal 14 se
disolvieron en DCM vy se adicionaron 0.012 g (0.026 mmol) de Bi(NO3)3. Se obtuvieron 0.032 g

(0.074 mmol, 70.42% de rendimiento) del compuesto 17 como solido amarillo amorfo.

'H RMN. (CDCls 400 MHz) J (ppm) 1.28 (d, J = 3.6 Hz, 3H, CH3-CH) 3.09 (d, J = 24.2 Hz,

2H, CH>-CH), 4.01 (dt, J = 6.2, 3.1 Hz, 2H, CH»-COH), 4.12 (m, 1H, CH-CHs), 4.77 (m, 1H,
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CH-CHy), 5.07 (m, 2H, CH,, Cbz), 7.07 (d, J= 8.2 Hz, 2H, CH s arométicos tir), 7.18 (d, J =
8.2 Hz, 2H, CH™ s aromaticos tir), 7.38 — 7.27 (m, 5H, CH” s aromaticos Cbz), 9.50 (d, J= 9.7
Hz, 1H, COH).

N-Boc-L-alanil-glicil-O-(N-metilenformilo) 18.

(0]

>‘/O\([)]/N\)LH/\Q/N\)J\H

Siguiendo el método 8 para la obtencién de aldehidos, se disolvieron 0.05 g (0.150
mmol) del acetal 15 en DCM y se adicionaron 0.018 g (0.037 mmol) de Bi(NOs3)s. Se
obtuvieron 0.032 g (0.112 mmol, 75.09% de rendimiento) del compuesto 18 como aceite

amarillo.

'H RMN. (CDCls 400 MHz) J (ppm) 1.38 (d, J = 7 Hz, 3H, CH3-CH) 1.42 (s, 9H, CHs, Boc),
3.40 (m, 2H, CH,-COH) 3.95 (dd, J = 16.9, 5.7 Hz, 1H, CHy, gli), 4.04 (dd, J = 13.3, 5.9 Hz,
1H, CH,, gli), 4.13 (/m, 1H, CH-CHs), 9.60 (s, 1H, COH).

9. Procedimiento general para la formacion del sistema dipirrélico.

En un matraz balon provisto de agitacibn magnética a temperatura ambiente, se
disolvié 1 equivalente molar del aldehido correspondiente en DCM. Posteriormente se adiciond
a la solucién formada 25 equivalentes de Pirrol destilado dejando reaccionar por 10 minutos.
Transcurrido el tiempo, se adicionaron a la mezcla de reaccion 0.25 equivalentes de TFA. La

mezcla se dejo reaccionar durante 5 horas.

El producto de reaccion se extrajo con DCM y se lavé con una solucién saturada de
Na,HCO3. La fase organica se secé con Na,SO, anhidro y se concentr6 en rotavapor. El crudo

de reaccion se purifico mediante cromatografia en placa preparativa.
94




Sintesis y caracterizacidon de N-Carbamoil-O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos con posible actividad biolégica

N-Cbz-L-alanil-L-fenilalanil-O-(N-meso-dipirrolilmetileno) 19.

o HN_/
©\/O H\)J\N H H
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Siguiendo la metodologia general 9, a la solucion formada por 0.3 g (0.723 mmol) del

aldehido 16 en DCM se adicionaron 1.26 mL (18.25 mmol) de pirrol destilado. Posteriormente
se adicionaron 0.014 mL (0.182 mmol) de TFA. Una vez purificado el producto por
cromatografia en placa preparativa con un sistema eluyente (1:1) de Hex-AcOEt, se
obtuvieron 0.197 g (0.374 mmol, 51.29% de rendimiento) del compuesto 19 como espuma.
[a]o= -1.00 (c=1, CHCl3).

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) J (ppm) 1.30 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CHs-CH) 3.02 (/m, 2H, CH»-CH
fen), 3.68 (td, J = 13.5, 7.1 Hz, 2H, CH>-CH a-meso), 4.19 (m, 2H, CH-CH3 alanina, CH
meso), 4.59 (m, 1H, CH-CH, fen), 5.06 (m, 2H, CH, Cbz), 5.42 (d, J = 7.1 Hz, 1H, NH ala),
5.46 (d, J= 7.4 Hz, 1H, NH-CO péptido), 5.93 (s, 1H, CH, dipirrol), 6.11 (dt, J= 5.3, 2.6 Hz,
1H, CH, dipirrol), 6.61 (d, J= 2.5 Hz, 1H, CH, dipirrol), 6.96 (a4, J= 7.0 Hz, 1H, CH, dipirrol),
7.09 (d, J= 7.5 Hz, 1H, NH-CO dipirrol), 7.17 (d, J= 7.2 Hz, 1H, CH, dipirrol), 7.21 (d, J =
6.3 Hz, 1H, CH, dipirrol), 7.43 — 7.23 (m, 10H, 10 CH’'s aromaticos Cbz y fen) 8.49 (sa, 1H, NH
dipirrol), 8.58 (s a, 1H, NH dipirrol).

13C RMN. (CDCl3 100 MHz) & (ppm) 18.31 (CHs-CH), 37.84 (CH»-CH fen), 43.53 (CH, a-
meso), 50.64 (CH-CHs), 53.91 (CH-CH, fen), 67.12 (CH, Cbz), 102.08 (CH meso), 105.79
(CH, dipirrol), 105.88 (CH, dipirrol), 108.25 (CH, dipirrol), 108.29 (CH, dipirrol), 117.30 (CH
dipirrol), 117.35 (CH, dipirrol), 128.03, 128.25, 128.27, 128.55, 128.61, 129.24 (10 CH’s
aromaticos Cbz y fen), 130.25 (C-/pso dipirrol), 130.43 (C-jpso dipirrol), 135.94 (C-/pso fen),
136.40 (C-jpso Cbz), 156.04 (CO-NH Cbz), 170.87 (CO-NH péptido), 172.50, (CO-NH dipirrol).
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N-Cbz-L-alanil-L-tirosil-O-(N-meso-dipirrolilmetileno) 20.
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De acuerdo al procedimiento general 9, a la solucién formada por 0.3 g (0.702 mmol)

@VOTH

del aldehido 17 disueltos en DCM se adicionaron 1.22 mL (17.56 mmol) de pirrol destilado.
Posteriormente se adicionan 0.014 mL (0.175 mmol) de TFA. Una vez purificado el producto or
cromatografia en placa preparativa con un sistema eluyente (2:3), se obtuvieron 0.174 g
(0.321 mmol, 45.67% de rendimiento) del compuesto 20 como espuma. [a]p= -2.00 (c=1,
CHCl3)

'H RMN. (CDCls 400 MHz) J (ppm) 1.20 (d, J= 7.3 Hz, 3H, CH3-CH) 2.88 (d, J= 14.5, 13.8
Hz, 2H, CH»-CH fen), 3.66 (dd, J = 16.3, 9.3 Hz, 2H, CH»-CH a-meso), 4.17 (ddd, J = 21.4,
12.5, 6.2 Hz, 2H, CH-CHs, CH meso), 4.44 (m, 1H, CH-CH; fen), 5.05 (m, 2H, CH, Cbz), 5.52
(m, 2H, NH Cbz, NH-CO péptido), 5.91 (s, 1H, CH dipirrol), 6.11 (dd, J= 9.0, 6.6 Hz, 2H, CH
dipirrol), 6.59 (s, 1H, CH, dipirrol), 6.68 (Zd, J= 8.4, 5.3 Hz, 2H, CH dipirrol), 6.85 (d, J= 7.6
Hz, 2H, CH’s aromaticos tirosina), 6.94 (d, J= 8.1 Hz, 2H, CH’s aromaticos tirosina), 7.07 (d, J
= 7.5 Hz, 1H, NH-CO dipirrol), 7.31 (s, 5H, CH’'s aroméaticos Cbz), 8.57 (/m, 1H, NH dipirrol),
9.48 (s, 1H, NH dipirrol).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) & (ppm) 18.30 (CH3-CH), 37.16 (CH»-CH fen), 43.59 (CH»-CH a-
meso), 55.26 (CH-CH, tirosina), 67.26 (CH, Cbz), 102.08 (CH-CH, meso), 105.77, 108.13,
108.25, 115.62, 117.43, 118.89 (6 CH’s dipirrol), 128.13, 128.33, 128.58 (5 CH’'s aromaticos
Cbz), 130.37 (4 CH's aromaticos tirosina), 130.51 (C-/pso tirosina), 135.90 (C-jpso Cbz),
155.21 (C-/pso dipirrol), 155.28 (C-jpso dipirrol), 156.19 (CO-NH Cbz), 171.076 (CO-NH
péptido), 172.61 (CO-NH dipirrol).
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N-Boc-L-alanil-glicil-O-(N-meso-dipirrolilmetileno) 21.

En base al procedimiento general 9, a la solucion formada por 0.3 g (1.045 mmol) del
aldehido 18 disueltos en DCM se adicionaron 1.8 mL (26.13 mmol) de pirrol destilado.
Posteriormente se adicionaron 0.02 mL (0.261 mmol) de TFA. Una vez purificado el producto
por cromatografia en placa preparativa con un sistema eluyente Hex-AcOEt (3:7), se
obtuvieron 0.208 g (0.516 mmol, 49.37% de rendimiento) del compuesto 21 como un aceite
viscoso. [a]p= -5.00 (c=1, CHCI3)

'H RMN. (CDCl; 400 MHz) J (ppm) 1.35 (d, J= 7.1 Hz, 3H, CH3-CH) 1.44 (s, 9H, CHs Boc),
3.67 (m, 2H, CH,-CH a-meso), 3.83 (dd, J = 16.6, 5.6 Hz, 1H, CH; gli), 3.92 (dd, J = 16.7,
5.8 Hz, 1H, CH; gli), 4.11 (m, 1H, CH-CH3), 4.39 (dd, J = 13.5, 8.2 Hz, 1H, CH-CH, meso),
5.22 (m, 1H, NH ala), 6.00 (d, J = 0.8 Hz, 1H, CH, dipirrol), 6.12 (m, 2H, CH dipirrol), 6.66
(dt, J= 3.6, 1.8 Hz, 1H, CH dipirrol), 6.72 (m, 2H, CH dipirrol), 7.15 (¢, J= 5.4 Hz, 1H, NH-CO
péptido), 7.24 (¢, J= 5.7 Hz, 1H, NH-CO dipirrol), 8.90 (d, J = 22.0 Hz, 1H, NH dipirrol), 9.94
(d, J= 23.7 Hz, 1H, NH dipirrol).

13C RMN. (CDCl; 100 MHz) Jd (ppm) 18.12 (CHs-CH), 28.29 (3 CHs Boc), 42.92 (CH. gli),
43.55 (CH2-CH a-meso), 50.46 (CH-CH3), 80.57 (C Boc), 102.21 (CH-CH, meso), 105.02,
105.26, 105.65, 105.76, 108.17, 108.22 (6 CH's dipirrol), 117.460 (C-jpso dipirrol), 117.85 (C-
jpso dipirrol), 159 (CO-NH Boc), 169.036 (CO-NH péptido) 173.320 (CO-NH dipirrol).
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10. Titulacion de dipirroles con aniones.

Para llevar a cabo la titulacion de los dipirroles con aniones, era necesario preparar

soluciones al 0.01M de los compuestos en CD,Cl,.

Se hicieron entonces las tres soluciones correspondientes a los 3 compuestos a probar,

siendo:

- Compuesto 19: 0.0034 g (6.4762x10" mmol) disueltos en 0.65 mL de CD,Cls.
- Compuesto 20: 0.0035 g (6.4695x10™> mmol) disueltos en 0.65 mL de CD,Cl..
- Compuesto 21: 0.0026 g (6.4838x10™° mmol) disueltos en 0.65 mL de CD,Cl..

Posteriormente, a cada solucion se fue agregando fracciones de 0.1 equivalentes de la

sal de TBA-F hasta llegar a un total de 1 equivalente. Cada nueva adicion de la sal conllevo la

obtencién de un espectro de *H RMN.
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VIl. Conclusiones

En el presente trabajo, se llevd a cabo el disefio, la sintesis y elucidacion estructural por
Resonancia Magnética Nuclear en una y dos dimensiones de una serie de compuestos de tipo
N-Carbamoil- O-(N-meso-dipirrolilmetilen)-a-péptidos 19, 20, 21. Los compuestos obtenidos
son completamente novedosos, no existe reporte en la literatura de este tipo de sistemas
(péptidos acoplados a sistemas dipirrélicos), por lo que la sintesis es interesante ademas

desde el punto de vista sintético.

HO
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Se llevé a cabo la obtencion de los derivados peptidicos O-oxofuncionalizados, 16, 17 y
18, mediante el acoplamiento de los péptidos con el aminoacetaldehido dimetil acetal 12, y
posterior oxidacion bajo condiciones suaves con Bi(NO3); para la obtencion de los aldehidos

correspondientes.
o

CNPN
2 O/

12
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Se llevd a cabo la correlacion con ADN de los compuestos peptidicos mediante
electroforesis en gel obteniendo como resultados que los compuestos sintetizados presentaron
actividad como reconocedores de surco utilizando al plasmido pUCP20 como blanco, tanto en
presencia como ausencia de magnesio, siendo el compuesto 19 el cual presenté mayor

actividad contra el plasmido a 20 pg en ausencia de magnesio.

Aunque los compuestos obtenidos interactian con el ADN, no implica que sean
antibioticos, ya que la actividad antibacteriana depende de muchos factores como son
absorcion del compuesto por la bacteria, etc. Por tal motivo es importante realizar ensayos
como agentes antibacterianos. Asi mismo es conveniente realizar pruebas de citotoxicidad

pues dado el mecanismo de accién molecular pueden presentar efectos colaterales.

La titulacion de los compuestos 19, 20 y 21 con el anién fluoruro, presentd un
comportamiento peculiar de estos derivados péptido-dipirrdlicos, los cuales presentaron en su
estructura diferentes sitios de reconocimiento por el anidn, que estan en funcion de aspectos
tanto conformacionales como de interacciones intramoleculares e intermoleculares (de tipo
supramolecular en paralelo), lo cual abre la puerta también al estudio de estos compuestos en

el terreno de la quimica supramolecular, pudiendo dar a los compuestos aqui descritos nuevas
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propiedades y aplicaciones tanto en el campo supramolecular como en el reconocimiento

selectivo de iones.
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