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Abreviaturas

) Desplazamiento quimico

Aa Aminoécido

y-Ace Acido cis-4-aminociclopent-2-enocarboxilico

v-Acp Acido cis-3-aminociclopentanocarboxilico
3PEG-OH 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etanol

Boc tert-butoxicarbonil

(Boc)20 Anhidrido de tert-butoxycarbonyl

DEAD Azodicarboxilato de dietilo

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DIEA N,N-Diisopropiletilamina

DMAP N,N-4-dimetil-4-aminopiridina

DMF N,N-dimetilformamida

EDC 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

Leu Leucina

MS (ESI) Espectrometria de masas: ionizacion mediante electrospray
m/z Relacion masa/carga

TFA Acido trifluoroacético



1. Resumen (Abstract):

Cyclicpeptides formed by stereo-alternating amino acids subunits are
macromolecules with the ability of adopting a planar conformation and self-stack on top
of each other through the formation of hydrogen bonds to give nanotubes. The peptide
nanotubes external surface can be modulated by the side chain of the amino acids used in
the cyclic peptides. The incorporation of y-amino acids in the peptide skeleton provides
to the cyclic peptides new properties like the inner modulation for the synthesis of ion
selective channels. This functionalizacion in contrast with other systems i.e. carbon

nanotubes, is at the moment impossible to other nanotube forming strategies.

Hence, the first synthetic steps towards the construction of a new nanotube based
on a,y-cyclicpeptides is the y-amino acid synthesis. In this work, we synthesized the y-
amino acid called Acp (cis-3-aminecyclicpentanecarboxylic acid) from the Vince's
lactame and then it was modified at the amino group by a covalent coupling with a
polietelenglycol group (PEG). These y-amino acids with polietelenglycol groups could
create hidrophylic channel useful to carry out molecular or ion transport in cell

membranes like specific proteins.



2. Introduccion:

El desarrollo de la ciencia y de la tecnologia sigue siendo uno de los motores de
avance de la sociedad tal y como la conocemos, esto se hace evidente en todos los
ambitos de nuestra vida cotidiana, por ejemplo en el uso de dispositivos de transmision de
informacidn, aparatos electronicos (televisores, moviles, etc.). También se observan estos
avances en campos mas complejos y esenciales como la medicina o la alimentacion que
han experimentado un gran desarrollo gracias a una investigacion intensiva en este
campo. Asimismo, la ciencia esta presente en cada una de las actividades humanas,
aunqgue en la mayoria de los casos no seamos plenamente conscientes de ello.

Uno de los mayores retos de nuestro siglo, especialmente de estos Ultimos afios, es
el desarrollo de nuevos materiales y estructuras funcionales de tamafios cada vez mas
reducidos. Por este motivo, en los ultimos afios ha emergido una nueva disciplina, la
nanociencia,® como un esfuerzo multidisciplinar que procura, no solo la obtencion, sino el
perfecto entendimiento de las propiedades moleculares, dpticas, eléctricas, magnéticas y
mecéanicas de las estructuras y materiales de dimensiones nanométricas.

Con intencion de superar las dificultades antes mencionadas que limitan la
aplicabilidad de estas tecnologias, se plante6 la posibilidad de utilizar unidades sencillas
que se organicen y se unan entre si de manera espontanea mediante enlaces no
covalentes. Este procedimiento se conoce como autoensamblaje molecular,? y se basa en
una serie de equilibrios de asociacion y disociacion que conducen a la estructura
termodinamicamente mas estable. Las interacciones que mantienen unidas las distintas
unidades son de tipo no covalentes, tales como fuerzas de enlace débil (enlaces de
hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones n-xt, ion-dipolo, dipolo-dipolo, etc.).
Aunque la fuerza de dichas interacciones son relativamente pequefias en comparacion con
la de un enlace covalente, gracias a la cooperatividad de un gran numero de las mismas,
dan lugar a un balance energético realmente importante desde el punto de vista entalpico.
De todas formas la componente entrdpica en este tipo de transformaciones suele ir en
contra del proceso, ya que el sistema final estd mas ordenado que el de partida. Dentro de
las fuerzas débiles cabe destacar los enlaces de hidrégeno debido a su intensidad y a su
caracter direccional, lo que facilita el disefio de las unidades basicas que participan en el

proceso, ademas su interaccion es bastante fuerte para tratarse de un enlace no covalente.

! G. M. Whitesides, Small 2005, 1, 172-179.
2 G. M. Whitesides, J. P. Mathias, C. T. Setho, Science 1991, 254, 1312-1319.



Estos nuevos métodos sintéticos han permitido obtener nanoestructuras con nuevas
formas, composiciones y aplicaciones como nanocristales,® copolimeros de bloque,’
nanohilos,® nanotubos,® etc. Estos Gltimos estan inspirados en las estructuras tubulares
naturales y son particularmente interesantes por sus aplicaciones en campos como la
inclusion y la separacion molecular, la catélisis, la Optica, la electrdnica, la quimioterapia
o el transporte a través de membranas.” En los Gltimos tiempos se han desarrollado
multitud de aproximaciones sintéticas a estas estructuras basadas en distintos materiales,
tales como zeolitas,® carbono grafito,® compuestos inorgéanicos,®® lipidos* o
ciclodextrinas.*? Sin embargo, el dificil control sobre el didmetro y la longitud, sumado a
la toxicidad que presentan algunos de estos compuestos, han limitado mucho el desarrollo
de alguna de las aplicaciones mas importantes. Es por ello, que ain es necesario seguir
buscando nuevas estrategias que permitan solucionar estas limitaciones.

En los Gltimos afios se han desarrollado multitud de técnicas para la obtencion de
estructuras tubulares mediante enlaces no covalentes (figura 2.1), muchas de ellas
inspiradas en motivos presentes en la Naturaleza. Una primera estrategia consiste en la
construccion de estructuras helicoidales a partir de moléculas lineales que se pliegan
adquiriendo dicha forma.™ Otra alternativa consiste en la utilizacion de moléculas rigidas
a modo de listones que se apilan dejando un poro central.** Un tercer método utiliza
moléculas con forma sectorial (cufias) que se asocian en discos 0 rosetas y que,
posteriormente, se apilan o enrollan formando la estructura tubular.® Una dltima
aproximacion mas reciente consiste en el apilamiento de macrociclos para dar lugar a
nanotubos.® Esta técnica es especialmente atractiva debido a la facilidad para controlar el
diametro interno del tubo y es la que se emplea en la preparacién de nanotubos

ciclopeptidicos.

’cC.B. Murray, S. Sun, W. Gaschler, H. Doyle, T. A. Betley, C. R. Kagan, IBM J. Res. Dev. 2001, 45, 47-
56.

4 M. Lazzari, M. A. Lopez-Quintela, Adv. Mater. 2003, 15, 1583-1594.

°C. Quian, F. Kim, L. Ma, F. Tsui, P. Yang, J. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 1195-1198.

® M. Terrones, W. K. Hsu, H. W. Kroto, D. R. M. Walton, “Nanotubes: a revolution in materials science and
electronics”, Top. Curr. Chem. 1999, 199, 189-234.

" C. R. Martin, P. Kohli, Nature Reviews 2003, 2, 29-37.

8. Langley, J. Hulliger, Chem. Soc. Rev. 1999, 28, 279-291.

°R.H. Baughman, A. A. Zakhidov, W. A. de Heer, Science 2002, 297, 787-792.

G, R. Patzke, F. Krumeich, R. Nesper, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2446—2462.

1'Q. S. Huo, D. I. Margolese, U. Ciesla, P. Feng, T. E. Gier, P. Sieger, R. Leon, P. M. Petroff, F. Schiith, G.
D. Stucky, Nature 1994, 368, 317-321.

2 A. Harada, J. Li, M. Karachi, Nature 1993, 364, 516-518.

¥ R. B. Prince, L. Brunsveld, E. W. Meijer, J. S. Moore, Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 228-230.

Y N. Sakai, J. Mareda, S. Matile, Acc. Chem. Res. 2005, 38, 79—87.

3. G. Morales, J. Raez, T. Yamazaki, K. Motkuri, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 8307—8309.

18 3. Hartgerink, T. D. Clark, M. R. Ghadiri, Chem. Eur. J. 1998, 4, 1367—1372.
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Figura 2.1: Representacion de cuatro estrategias para la obtencion de estructuras
con topologia tubular: 1) Plegamiento de moléculas lineales para dar estructuras
helicoidales con un canal interno, 2) Apilamiento de listones formados por moléculas
rigidas, 3) Asociacion de moléculas con forma sectorial, 4) Apilamiento de moléculas

ciclicas.



2.1 Disefio de nanotubos ciclopeptidicos:

Los nanotubos ciclopeptidicos se forman por apilamiento de ciclopéptidos entre los
que se establecen interacciones de enlace de hidrdgeno.’” En todos ellos el ciclopéptido
adopta una disposicion plana, dejando las cadenas laterales de los aminoacidos que lo
componen en una conformacién pseudo-ecuatorial, mientras que los grupos amida se
disponen de forma perpendicular al plano del anillo. De este modo se tiene una situacion
en la que, para cada enlace amida los grupos carbonilo se orientan hacia una cara del
ciclopéptido y los correspondientes grupos NH lo hacen en sentido opuesto, de manera
que la disposicion es la adecuada para que se puedan establecer enlaces de hidrogeno
entre subunidades ciclopeptidicas debido a la complementariedad entre los grupos

dadores y aceptores del enlace de hidrdgeno (figura 2.2).

Figura 2.2: Representacion esquematica de la estrategia general para la formacién

de nanotubos mediante autoensamblaje de ciclopéptidos.

Esta estrategia presenta dos grandes ventajas con respecto al resto de los métodos.

En primer lugar, el control sobre el didmetro interno del nanotubo, uno de los mayores

" R. Garcia-Fandifio, M. Amorin, L. Castedo and J. R. Granja, Chem. Sci. 2012, 3, 3280-3285.



handicaps en el resto de los métodos, es una tarea sencilla que se consigue variando el
nimero de aminoécidos que constituyen cada subunidad. En segundo lugar, las
propiedades de la superficie externa del tubo se pueden modificar variando las cadenas
laterales de los amino&cidos. De esta forma, se favorece la solubilidad de estas
macroestructuras en medios lipidicos o acuosos a traves de la introduccion en la
subunidad ciclopeptidica de aminoacidos con cadenas laterales hidrofobicas o
hidrofilicas, respectivamente. La optimizacion adecuada del ciclopéptido y de las
condiciones de autoensamblaje permite da lugar a estructuras de gran interés con

aplicaciones en ciencia de materiales, medicina, electronica, etc.*®

8D, T.Bong, T. D. Clark, J. R. Granja, M. R. Ghadiri, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 988—1011.



2.2. Estructuras nanotubulares constituidas por D,L-a-

ciclopéptidos:

En 1975, De Santis, basandose en estudios tedricos, reportd que ciclopéptidos
formados por un nimero par de a-aminoécidos con estereoquimica D y L alternante,
tienen una disposicion adecuada para autoensamblarse.'® El estudio predecia que dichos
ciclopéptidos adoptarian una conformaciéon plana en la que los grupos C=0 y NH estarian
dispuestos de forma perpendicular al plano del anillo, permitiendo la formacién de
enlaces de hidrégeno con otras subunidades. Ademas, las cadenas laterales de los
aminoacidos, segun el autor, quedarian orientadas hacia el exterior de la estructura
resultante. Aunque estos estudios despertaron el interés de la comunidad cientifica
Ilevandose a cabo numerosos estudios para probar la tesis de De Santis, los resultados
experimentales no permitieron confirmar estas expectativas debido a la escasa solubilidad
de los péptidos empleados.?® Tras una serie de intentos frustrados, en 1993, el grupo de
Ghadiri emple6é una sencilla estrategia basada en la variacion del pH del medio para
inducir la formacion de los primeros nanotubos ciclopeptidicos.?* Los estudios iniciales
se llevaron a cabo usando el octapéptido ciclo-[(L-GIn-D-Ala-L-Glu-D-Ala),-], que
debido a su gran solubilidad en medio acuoso basico, la formacién de la nanoestructura
tenia lugar cuando se acidificaba de manera controlada las disoluciones bésicas del
ciclooctapéptido, observandose la aparicion de cristales alargados, cuya longitud variaba
entre 10 y 30 um y su didmetro entre 100 y 500 nm. Dichos agregados microcristalinos se
caracterizaron por TEM, difraccion de electrones y espectroscopia FT-IR. En este caso,
las cadenas laterales de GIn y Glu también contribuian de manera importante a la
formacion de nanotubos. Todos los restos homogquirales de los distintos ciclopeptidos
dentro de un mismo nanotubo se encuentran superpuestos, de tal forma que las cadenas
de GIn y Glu pueden formar enlaces de hidrégeno intermoleculares, colaborando en el
proceso de ensamblaje. Ademas la GIn también puede contribuir a formar enlaces de
hidrogeno intertubulares, facilitando la formacion de nanotubos orientados paralelamente
(figura 2.3).

¥p. De Santis, S. Morosetti, R. Rizzo, Macromolecules 1974, 7, 52—58.
2| Tomasic, G. P. Lorenzi, Helv. Chim. Acta 1987, 70, 1012—1016.
I M. R. Ghadiri, J. R. Granja, R. A. Milligan, D. E. McRee, N. Khazanovich, Nature 1993, 366, 324—327.
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Figura 2.3: Esquema que ilustra el proceso de autoensamblaje del ciclo-[(L-GIn-D-
Ala-L-Glu-D-Ala),-]. A pH baésico (izquierda), las repulsiones electrostaticas de los
carboxilatos dificultan la interaccidn de las distintas subunidades peptidicas. A pH acido,
la protonacion de las cadenas laterales del Glu permite la formacion de los puentes de
hidrégeno entre los distintos ciclopéptidos. La presencia de Gln favorece la formacion de

puentes de hidrdgeno tanto inter como intratubular (Izquierda).

Esta estrategia permitié también la obtencion de agregados microcristalinos de
nanotubos constituidos por unidades de ciclo-[(L-GIn-D-Ala-L-Glu-D-Ala)s-], que
presentaban diametros internos de 13 A.% Este hecho confirmé que el didmetro interno
del nanotubo se podia determinar variando el nimero de aminoéacidos presentes en la
unidad ciclopeptidica. Todos los cristales obtenidos hasta entonces se caracterizaron
mediante microscopia de transmision electrénica (TEM), difraccién de electrones y FT-
IR; ninguno fue validado para estudiarlo por difraccion de rayos X, debido a que los
cristales resultaron eran demasiado pequefios.

Con la finalidad de obtener monocristales aptos para su estudio por difraccion de
rayos X, el grupo de Ghadiri desarrollé un sistema en el que sélo se permitia la formacién
de estructuras constituidas por dos unidades ciclicas (dimeros). De este modo se evitaban
los problemas derivados del apilamiento ilimitado de ciclopéptidos tales como la baja
solubilidad. La técnica consistia en bloquear una de las caras del ciclopéptido mediante la
N-alquilacion de aminoacidos de la misma quiralidad (L o D). Al sustituir todos los
enlaces N-H por enlaces N-R (mediante la incorporacion de un grupo alquilo) de los
aminoacidos homoquirales, se impedia la formacion de enlace de hidrégeno por una de
las caras del ciclo, de forma que unicamente podia autoensamblarse por la cara opuesta
(figura 2.4).

22 N. Khazanovich, J. R. Granja, R. A. Milligan, D. E. McRee, M. R. Ghadiri, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116,
6011-6012.
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Figura 2.4: Esquema representativo de la formacion de dimeros. La presencia de
grupos metilo unidos a los nitrégenos de aminoacidos de igual configuracion bloquean
una de las caras del ciclopéptido, por lo que impide el establecimiento de enlaces de
hidrogeno con una nueva unidad ciclica. Para mayor claridad se han omitido las cadenas

laterales de los aminoacidos en el dimero.

En los primeros estudios de dimerizacion se empleé ciclo-[(L-Phe-D-Y*N-Ala),-]
como unidad fundamental. Los andlisis en estado s6lido, mediante difraccién de rayos X,
permitieron corroborar los estudios anteriores, demostrandose que los anillos adoptaban
una conformacion plana y que los grupos amida de los enlaces peptidicos se situaban
paralelamente al eje del tubo. Los rayos X también pudieron determinar la presencia de
una moléculas de agua desordenadas en la cavidad interna, lo que evidencia la naturaleza
hidrofila del poro.?

Todos estos estudios se extendieron posteriormente a otros sistemas, aportando
informacion muy valiosa. Asi, por ejemplo, e pudo demostrar que los ciclohexapéptidos
N-metilados dimerizaban con constantes de asociacion mas bajas y que los tetra-, deca-, y
dodecaciclopéptidos no formaban dimeros, debido a la dificultad de los mismos para

adoptar la conformacion plana requerida.?

% M. R. Ghadiri, K. Kobayashi, J. R. Granja, R. K. Chadha, D. E. McRee, Angew. Chem. Int. Ed. 1995, 34,
93-95.
X. C. Sun, G. P. Lorenzi, Helv. Chem. Acta 1994, 77, 1520—1526.



2.3 Nanotubos constituidos por a,y-ciclopéptidos:

Durante los ultimos afios se han descrito numerosos ejemplos de estructuras
peptidicas basados en aminoacidos no naturales, tales como ciclopéptidos formados por
B-aminoécidos,”®  o,y-aminoécidos,?®  §-aminoacidos,?’ a,e-aminoacidos, e incluso
cicloureas.?® De todas ellas, quizés el disefio mas destacado sean los ciclopéptidos que
contienen y-aminoacidos.?**® Las caracteristicas de estos y-residuos, junto con las
propiedades que confieren a la estructura resultante, han provocado que dichos
aminoacidos adquieran gran relevancia en la preparacion de nuevas estructuras
nanotubulares funcionales.®

Las cavidades internas de los nanotubos formados por a-aminoacidos de
estereoquimica (D, L) alternada son hidrofilicas y no se pueden funcionalizar, ya que toda
sustitucion en el Ca afectaria al apilamiento de los ciclopéptidos. Esto supone una gran
limitacion de cara a algunas de sus potenciales aplicaciones. Sin embargo, este problemas
se pueden solventar empleando un hibridos a,y-ciclopeptidicos como unidad basica para

construir el nanotubo.

‘ = posicién funcionalizable

Figura 2.6: Representacion de un nanotubo constituido por subunidades a,y-
ciclopéptidicas. Como se puede observar, el metileno de la posicién B (circulo azul) es
susceptible de ser funcionalizado; por lo que sirve de base para modificar las propiedades

internas de la estructura.

% T D. Clark, L. K . Buehler, M. R. Ghadiri, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 651-656.

? M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2844—284.

21'g. Leclair, P. Baillargeon, R. Skouta, D. Gauthier, Y. Zhao, Y. L. Dory, Angew. Chem. 2004, 116, 353-
357; Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 349-353.

% ]. L. Lopez, E. M. Pérez, P. M. Viruela, R. Viruela, E. Orti and N. Martin, Org. Lett. 2009, 11, 4524-4527.
). Farrera-Sinfreu, E. Giralt, S. Castel, F. Albericio, M. Royo, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 9459-9468.
% D, Seebach, L. Schaeffer, M. Brenner, D. Hoyer, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 776-778.

N Rodriguez-Vazquez, S.Salzinger, L F. Silva, M. Amorin, J.R. Granja, Eur. J. Org. Chem. 2013, 17,
3477-3493.



En los dltimos afios, nuestro grupo de investigacion disefid, sintetizd y caracterizo
una nueva clase de ciclopéptidos compuestos por unidades de a-aminoacido y acido 3-
aminocicloalcanocarboxilico (y-Aca) alternadas con capacidad para autoensamblarse. La
incorporacion de y-aminoacidos ciclicos en la estructura del ciclopéptido restringe la
flexibilidad del anillo y facilita que éstos adopten la conformacion plana necesaria para la
formacion de los nanotubos. Ademas, estos y-derivados también permiten funcionalizar
el poro de la nanoestructura modificacion de su la posicion B (o C2) del y-aminoacido
(figura 2.6).%

Una caracteristica diferenciadora de los nanotubos constituidos por a,y-
ciclopéptidos es que presentan dos tipos de interacciones, debido a su alternancia. Esto
implica que cuando el péptido adopta la conformacién plana necesaria para el
autoensamblaje, los a-aminoécidos dispongan sus grupos C=0 y NH orientados hacia una
cara del plano y los y-aminoacidos hacia la cara opuesta. De este modo, se denomina cara
a a la parte del plano de ciclopéptido a la que se orientan los grupos C=0 y NH de los a-
aminoacidos, cara y a la opuesta, en la que se encuentran los grupos C=0 y NH de los y
aminoacidos. En el momento en que se producen las interacciones entre estos
ciclopéptidos mediante una lamina plegada B antiparalela, se pudo determinar que los
grupos carbonilo y NH de la cara o se complementaban e interaccionaban con los a-
aminoéacidos de la siguiente subunidad (interaccion a-«). De la misma forma, los grupos
dadores y aceptores de enlaces de hidrdgeno de la cara y interaccionaban con los de la
cara y de la otra subunidad (interaccion y-y). Por lo tanto, el nanotubo se basaba en la
alternancia a lo largo del mismo de las interacciones entre las caras a con las
interacciones entre las caras y (figura 2.7).

Los primeros estudios con a,y-ciclopéptidos se realizaron en disolucion con
ciclopéptidos especialmente disefiados para la formacion de dimeros, de forma que fue
posible analizar el proceso de autoensamblaje y establecer con ello las bases
termodinamicas y estructurales de los mismos. De este modo, se llevo a cabo la sintesis
de ciclohexapéptidos (anillos de 24 eslabones) N-metilados en una de sus cara, en los que
se alternan diversos a-aminodcidos y unidades de acido 3-aminociclohexanocarboxilico
(y-Ach).**3* Esto permiti6 el estudio de los dos tipos de interaccion presentes en la
estructura nanotubular. Por una parte se estudio la interaccion y-y bloqueando la cara a

mediante sustitucion de los protones amidicos de los a-aminoacidos por grupos metilo.

2c. Reiriz, M. Amorin, R. Garcia-Fandifio, L. Castedo, J.R. Granja, Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 4358-
4361.

% M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2844-284.

% M. Amorin, V. Villaverde, L. Castedo, J. R. Granja, J. Drug. Delivery Sci. Technol. 2005, 15, 87-92.



Como consecuencia se obtiene el dimero correspondiente, con valores de K, de
aproximadamente 10> M, cuyos valores son comparables a los obtenidos para los D,L-a-
ciclooctapéptidos. Por otra parte, este estudio mostro que las interacciones a-a, medidas
en ciclopéptidos con los residuos y N-metilados, daban lugar a dimeros que presentaban
unas constantes de asociacion mucho més elevada (K, > 10° M™). Asi, por ejemplo, el
ciclo-[(D-Phe-L-M®N-y-Ach)s-] revelé que los dimeros unidos a través de los o-
aminoacidos eran extremadamente estables en disolventes no polares. La confirmacién de
dicho dimero se realiz6 mediante RMN, FT-IR y rayos-X. El anélisis cristalografico
corrobord la estructura dimérica, observandose ademas una molécula de CHCI; ocupando
su cavidad interna, hecho que demuestra el caracter hidrofobo del interior de la
nanoestructura. Los estudios realizados posteriormente, demostraban que el caracter

anfipatico de esta cavidad, ya que también eran capaces de encapsular moléculas de agua.

Figura 2.7: Nanotubo (izquierda) y dimeros (derecha) preparado a partir del ciclo-
[(D-a-Aa-L-y-Aa-)y], subunidades (x=2-6). Se pueden observar dos interacciones

diferentes en los dimeros: a-o 0 y-y.

La expansion del anillo hacia ciclooctapéptidos condujo a resultados similares,
observandose de nuevo que la interaccion y-y era més débil que la a-a.* En cuanto a los
ciclotetrapéptidos, no se observo la aparicion de los dimeros resultantes de la interaccion
por sus caras y, mientras que los disefiados para interaccionar por sus caras o poseen una
constante de asociacion débil (K,~15 M™), aunque la existencia de dimero no deja de ser

relevante.>®%7

% M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, Chem. Eur. J. 2005, 11, 6543—6551.
% M. Amorin, R. J. Brea, L. Castedo, J. R. Granja, Org. Lett. 2005, 7, 4681—4684.



La menor constante de asociacion de las interacciones y-y frente a las a.-a. se puede
atribuir a la menor polarizacion de los enlaces NH de los y-Ach, debida a la mayor
distancia del grupo carboxilo, que ejerce mayor efecto inductivo en los a-aminoacidos.
Ademas, la posicion del metilo en los nitrégenos de los a-aminoacidos puede
desestabilizar la conformacién plana del anillo por repulsiones estéricas con el carbonilo
y la cadena lateral.

A la vista de los buenos resultados obtenidos en los estudios de nanotubos a,y-
ciclopeptidicos, debidos en buena medida a la rigidez que otorga la unidad cicloalcénica,
que permite que se adopte la conformacién plana necesaria para el autoensamblaje
ciclopeptidico; nuestro grupo de investigacion decidid seguir profundizando en esta tarea
y se propuso introducir en la secuencia el &cido 3-aminociclopentanocarboxilico (y-Acp).
La utilizacion de unidades de y-Acp parece mostrar ciertas ventajas frente al empleo de y-
Ach. En primer lugar, la obtencion del y-aminoéacido de cinco miembros es méas sencilla
que la del y-Ach con lo que se agiliza el proceso de sintesis. En segundo lugar, presenta
un angulo definido en el plano del anillo ciclopeptidico por los enlaces O=C-Ca y Cy-N
mayor que el del y-Ach (140° frente a 120°), lo que deberia de favorecer la construccion
de anillos ciclopeptidicos de gran tamafio, tal como se demostré6 posteriormente
construyendo unidades diméricas con diametros internos superiores a 13 A. Ademas,
presenta una superficie hidréfoba externa menor (dos metilenos para y-Acp frente a tres
para y-Ach), lo que repercute en las propiedades del nanotubo. También cabe destacar
que de nuevo el metileno B del ciclopentilo queda orientado hacia el interior del canal, lo
que aporta cierto caracter hidrofobico, a la vez que sirve como base para llevar a cabo
cualquier posible funcionalizacion de dicho poro. Asi se observd que a,y-(Acp)-
ciclopéptidos constituidos por 4, 6, 8, 10 0 12 aminoéacidos formaban los correspondientes
dimeros con elevada K, > 10° M™, excepto en el caso del ciclotetrapéptido cuyas

constantes son inferiores a 100 M1 31323839

%M. Amorin, R. J. Brea, L. Castedo, J. R. Granja, Heterocycles 2006, 67, 575—583.
% R.J. Brea, M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 5710-5713.
%' R.J. Brea, L. Castedo, J. R. Granja, Chem. Commun. 2007, 31, 3267—-3269.



2.4 Aplicaciones de los ciclopéptidos:

Los ciclopéptidos sintéticos asi como las nanoestructuras resultantes del proceso de
autoensamblaje presentan un gran potencial para ser usados en numerosos fines. La
facilidad con la que se puede controlar el diametro, Gnicamente variando el nimero de
aminoacidos que componen el ciclopéptido, y las propiedades de los nanotubos
ciclopeptidicos, unido a la regularidad en la orientacion que adquieren los grupos
funcionales de la superficie externa, han permitido la utilizacion de estas estructuras
supramoleculares como biosensores,*® biomateriales,*! dispositivos electrénicos,*” canales

transmembrana,*® antibiéticos** o materiales fotosensibles.*
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Figura 2.8: Ejemplos de aplicaciones de ciclopéptidos. A la derecha tenemos su uso
como canales transportadores transmembrana, sensores bioldgicos; a la izquierda su uso
como elementos fotosensibles y como circuitos electronicos; en la parte inferior su uso
como biomateriales; en la parte superior su uso como sistemas antibiéticos que se unen a

la membrana y su uso en materiales fotosintéticos.
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Una aplicacién desarrollada recientemente es el uso de ciclopéptidos como agentes
antibacterianos donde el nanotubo se unen a la pared bacteriana desestabilizdndola y
haciendo asi imposible la supervivencia de la bacteria o bien forma canales
transmembranales capaces de interrumpir por el equilibrio osmotico caracteristico de la
bacteria, causando su muerte.*® En ambos casos, es necesario utilizar un ciclopéptido
anfipatico que presente una cara hidrofilica y en la cara opuesta hidrofébica que es capaz
de interaccionar con la bicapa fosfolipidica. En este campo, también hay que destacar la
utilizacion de nanotubos ciclopeptidicos glico-conjugados que aportan una mayor
selectividad frente a otro tipo de organismos.*’

Cabe destacar la funcion de los nanotubos ciclopeptidicos para construccion de
canales de transporte hidrofilicos. Dada la gran relevancia que tiene el transporte de
analitos en los organismos vivos, y mas particularmente los problemas derivados de su

mal funcionamiento en los seres humanos, conocidos como canalopatias,*®

surge la
necesidad de sintetizar canales transmembranales para el transporte de analitos polares.
En cuanto al uso de nanotubos ciclopeptidicos, los primeros experimentos se llevaron a
cabo usando D,L-a-ciclopéptidos que contenian una gran proporcién de Aas hidrofébicos
como triptéfano para facilitar su insercion perpendicular en las membranas lipidicas.*
Estas moléculas eran capaces de transportar iones sodio y potasio con un flujo mayor
incluso que otras moléculas transportadoras de origen natural, como la gramicidina A® o
la anfotericina B.>* En cuanto al uso de y-Aas, hay que destacar varios disefios de a,y-
ciclopéptidos conteniendo una alta proporcion de unidades de triptéfano que también eran
capaces de transportar iones alcalinos de manera selectiva frente a otros iones
biolégicamente relevantes como Ca** o CI', siendo particularmente destacado el elevado
flujo de Na"®* Con este trabajo también se demostrd que el tamafio minimo para el
transporte de iones metalicos era el de los ciclooctapéptidos compuestos por cuatro o-Aas
y cuatro y-Aas, puesto que ciclos mas pequefios como ciclohexapéptidos sélo eran
aparentemente lo suficientemente grandes como para transportar protones a través de la
membrana.

En el ambito cientifico seria de gran interés conseguir sintetizar sistemas que se

asemejen lo maximo posible a las proteinas transportadoras para imitar en la medida de lo
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posible su funcidn. Estos sistemas tendrian gran aplicabilidad en el ambito de la
biomedicina y podrian solucionar problemas relacionados con el transporte
transmembrana, pero no es sencillo imitar dichos sistemas que son el resultado de
millones de afios de seleccion natural y evolucion. Nuestro grupo de investigacion se ha
propuesto utilizar los sistemas ciclopeptidicos para conseguir integrarlos en las
membranas celulares y que estos puedan llevar a cabo el transporte de forma selectiva y

eficiente.



3. Materiales, Meétodos y Técnicas

Experimentales:

Todos los disolventes empleados (CHCI;, MeOH, DMF, CH,Cl,, THF, etc.) eran
de calidad de sintesis o HPLC, utilizandose directamente sin purificacion adicional,
excepto el CH,Cl, y el THF que se secaron por destilacion de hidruro calcico (CaH,) y
Na/Benzofenona respetivamente. El HOBt (1-hidroxibenzotriazol) y EDC*HCI (1-Etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) provienen de las casas comerciales Novabiochem,
Applied Biosystems, Aldrich, Global Sales Manager y GL Biochem (Shanghai) Ltd. Los
demaés reactivos comercialmente disponibles: lactama de Vince, anhidrido de tert-
Butoxicarbonilo, N,N-diisopropiletilamina, metilbenzilamina, 1-etill-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, 1-hidroxibenzotriazol, 4-dimetilaminopiridina, cloruro
de nosilo, 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etanol (3PEG-OH), trifenilfosfina, azodicarboxilato
de dietilo, cloruro de tosilo, trietilamina, carbonato potasico, etc. se emplearon sin
tratamiento previo a no ser que se indique otra cosa. Los reactivos sensibles al aire 0 a la
humedad, se manejaron con jeringas y se adicionaron bajo una ligera presion de
atmosfera inerte (argon). Las columnas cromatograficas se realizaron usando como
soporte solido gel de silice E. Merck (tipo 60 SDS, 230,400 mesh) y como disolventes
acetato de etilo y hexano o diclorometano y metanol. Para las cromatografias en capa fina
se emplearon cromatofolios de gel de silice Merk (tipo 69 F254). Como reveladores se
usaron luz ultravioleta UV (254 nm) y disoluciones como ninhidrina (2% en EtOH) o
Ce/Mo (200 mg de NH;NO3; + 9.6 g de molibdato amonico + 11.2 mL H2SO4 + 200 mL
de H,0), seguidas de calor. Las mezclas de los disolventes para las cromatografias se
indican en relaciones v/v.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN) se realizaron
en los espectrémetros Bruker WM-250 o Varian Mercury-300. Los desplazamientos
quimicos estan referidos a partes por millon (ppm, &) usando tetrametilsilano como
referencia (6 = 0,00) o el disolvente deuterado usado: D,O y CDCl;. La multiplicidad de
las sefiales de 'H-RMN se designan como: singlete (s), doblete (d), triplete (t) o
cuadruplete (c) en base a su apariencia y, en los casos en los que no se observaban las
multiplicidades con claridad, se designaron como multiplete (m) o ancho (ancho). Para la
obtencién de los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (**C-RMN) se

emplearon los espectrometros Bruker WM-250 o Varian Mercury-300; y se asignaron



mediante la realizacion de “distortionless enhancement by polarization transfer” (DEPT)
obtenidos con un angulo de 135°. Los desplazamientos quimicos (8) estan referidos a
ppm y los disolventes deuterados fueron los mismos que se emplearon para *H-RMN.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro de masas BRUKER
BIOTOF Il mediante las técnicas de lonizacion Quimica.

Las medidas de rotacion dptica se llevaron a cabo en un polarimetro JASCO.DIP-
370 DIGITAL POLARIMETER utilizando la longitud de onda correspondiente a la linea
D del sodio y empleando en todos los casos metanol de calidad HPLC como disolvente.
Las medidas de [o] se realizaron por triplicado y se utilizd el valor promedio para hallar
[a]nga.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para el caso de la HPLC
quiral, se llevo a cabo en un Agilent HPLC 1100 Series utilizando como columna quiral
Chiralpack® IC-3 (0,4 x 1 cm, DAIC 83311).



4. Objetivos:

El objetivo a largo plazo de este proyecto es la sintesis de y-aminoacidos
modificados en el grupo amino con una cadena polioxigenada de 3,6,9-Trioxadecano que
después se utilizaran para sintetizar o,y-ciclopéptidos que sean transportadores ionicos
transmembranales. Para ello, el primer objetivo es la funcionalizacion de los grupos
amino de los ciclopéptidos con sustituyentes hidrofilicos del tipo polietilenglicol (PEG),
lo cual constituye el objetivo de este TFG.

El grupo seleccionado para estos primeros estudios es un oligomero formado por 3

subunidades oxietileno. Estos grupos deben proporcionar polaridad a los ciclopéptidos
favoreciendo la solubilidad en agua y facilitar su migracion hasta las membranas

lipidicas.
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Figura 4.1: Dimero ciclopeptidico funcionalizado con una cadena polioxigenada de

3,6,9-Trioxadecano.

Considerando los antecedentes expuestos en la bibliografia, los precedentes de
este grupo de investigacion y el objetivo a largo plazo del proyecto, el objetivo a alcanzar
en este trabajo es la sintesis del (1R,3S)-*"*°*N-Acp-OMe (figura 4.3), lo cual se puede

dividir en dos etapas:



1. Sintesis del acido (1R,3S)-3-(N-t-butiloxicarbonil)aminociclopentanocarboxilico de
forma enantiomérica (L-Boc-y-Acp-OH) a partir de la 2-azabiciclo[2.2.1]hept-5-en-3-ona
(lactama de Vince).

4 steps
NH

Y

Boc .
H

OH

Y

O
L

Mezcla racémica

Figura 4.2: Obtencion del L-Boc-y-Acp-OH mediante la apertura de la lactama de
Vince, posterior proteccion con Boc, resolucion del enantiomero L e hidrogenolisis del

mismo.

2. Funcionalizacion del acido (1R,3S)-Acp-OMe con el 2-(2-(2-metoxietioxi)etoxi)etanol
(3PEG-OH) para dar el (1R,3S)-*"5°N-Acp-OH.
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Figura 4.3: funcionalizacion del L-Boc-y-Acp-OH para obtener el (1R,3S)-Boc-
PESN-Acp-OMe.



5. Resultados experimentales:

. Hidrocloruro del &cido cis-4-aminopent-2-eno carboxilico

NH; ¢ (CIH-H-Ace-OH). Una disolucion de la azabiciclo[2.2.1]-hept-5-

OH en-3-ona (Lactama de Vince) (25,0 g, 229,64 mmol) en una

O disolucion acuosa de HCI (10%, 1000 mL) se agito durante 17 h.

A continuacion, la disolucidn se concentro a sequedad para dar lugar a un sélido blanco,

que se utilizé en el siguiente paso sin mayor purificacion. [37,1 g; 99%; Rf= 0,37 (50%

MeOH/ CH,Cl,)]. *H RMN (250 MHz, D,0, 8): 6,18 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 6,04 — 5,79 (m,

1H); 4,36 (s, 1H); 3,81 — 3,60 (m, 1H); 2,63 (dt, J = 14,6 y 8,5 Hz, 1H); 2,03 (dt, J = 14,6
y 4,9 Hz, 1H).%®

o Acido cis-4-amino-N-t-
Boc. N /@% butiloxicarbonilciclopentanocarboxdlico  (Boc-y-Ace-
H OH OH). El hidrocloruro del &cido cis-4-aminopent-2-
enocarboxilico (37,1 g, 230,5 mmol) se disolvié en una mezcla de H,O y dioxano (1:1, 600
mL). A continuacion se afiadio DIEA (122 mL, 702.7 mmol) y finalmente Boc20 (60,9
g, 278.28 mmol) en dos porciones, en un intervalo de 15 minutos entre ellas. Esta mezcla
se agito durante 20 h y posteriormente se acidifico con una disolucion acuosa HCI (10%)
hasta alcanzar pH = 3. Luego el Boc-y-Ace-OH se extrajo con CH,Cl, (3x100 mL), y las
fases organicas se secaron sobre MgSO, anhidro, se filtraron y se concentraron para
lugar a un sélido blanco que se identifico como Boc-y-Ace-OH. [43,3 g, 82%, Rf= 0,33
(10% MeOH/ 90% CH,Cl,)]. *H RMN (250 MHz, CDCls, 8): 10,8 (s, 1H, CO,H); 6,30 y
4,98 (s, 1H, NH); 5,90 (s, 2H, CH=CH); 4,80 — 4,51 (m, 1H, H,); 3,51 (s, 1H, H,); 2,54
(m, 1H, CH,); 1,43 (s, 9H, Boc).>®

Acido (1R,4S)-cis-4-(N-t-butoxicarbonil)amino

Boc. @\(O ciclopentanocarboxilico (L-Boc-y-Ace-OH). La mezcla
H oK racémica del Boc-y-Ace-OH (43,3 g, 190,0 mmol) se

(-) disolvié en CHCI; (630 mL) y a continuacion se afiadio

lentamente (+)-1-feniletanamina (11,51 mL, 95,0 mmol) mientras la muestra se agitaba y



finalmente el hexano (210 mL), evitando la aparicion rapida del precipitado de la sal. Esta
mezcla se dejé cristalizar durante una semana, tiempo tras el cual aparecieron cristales
blancos en su seno, los cuales se filtraron a vacio lavandolos repetidamente con CHCl;. A
continuacion, el solido se suspendié en CH,Cl, (350 mL) y se lavé con una disolucion
acuosa de HCI (5%, 3x250 mL). La fase orgénica se sec6 con MgSO, anhidro, se filtrd y
concentrd a vacio. El solido obtenido estaba enriquecido en el enantiémero (levorotatorio)

o L del y-amino é4cido Boc-y-Ace-OH ([o]p*%=

-12,5). Tras repetir este proceso otra vez,
reduciendo las proporciones de hexano y de amina quiral empleada, el exceso
enantiomérico llegd al 99%, siendo el [a]D**® = -486. [5,14 g, Rf = 0,71 (50%
CH,Cl,/MeOH)]. *H RMN (250 MHz, CDCls, 8): 10,8 (s, 1H, CO,H); 6,30 y 4,98 (s, 1H,
NH); 5,90 (s, 2H, CH=CH); 4,80 — 4,51 (m, 1H, Hy); 3,51 (s, 1H, H,); 2,54 (m, 1H, CH,);
1,43 (s, 9H, Boc).

Por otra parte, las aguas madres de la primera cristalizacion se concentraron, y el
solido resultante se trat6 con (-)-1-feniletanamina repitiéndose el proceso ya descrito para el
otro enantiomenro. Tras repetir nuevamente 3 veces la cristalizacion se obtuvo el acido
(1R,4S)-cis-4-(N-t-butoxicarbonil)aminociclopentanocarboxilico  (D-Boc-y-Ace-OH).
[[a]D*®= +46,3].%

o Acido (1R,3S)-3-(N-t-butoxicarbonil)amino
BOC\N'Q% ciclopentanocarboxilico (L-Boc-y-Acp-OH). El
H OH aminoécido L-Boc-y-Ace-OH (0,5 g, 2,20 mmol) se

disolvio en EtOH (22 mL) y la disolucion resultante se desgasificd y se afiadié Pd/C en
polvo (5%, 0,46 g, 0,22 mmol). Por ultimo se aplicé la presion de dos globos de H, y la
mezcla se agitd durante 26 h bajo esta atmdsfera, cuando se observaba que la presion de
los globos disminuia se volvieron a rellenar a lo largo de ese tiempo. Finalmente, la
disolucion se filtro sobre celita lavando repetidamente con EtOH y las aguas madres se
concentraron a sequedad para obtener un solido blanco que se utilizo en el siguiente paso
sin mas purificacion. [0,504 g; 99%: Rf=0,55 (5% MeOH/ 95% CH,Cl,)]. *H RMN (250
MHz, CDCls, §): 6,34 y 5,03 (m, 1H); 4,15 — 3,73 (m, 1H); 2,81 (m, 1H); 2,18 (m, 1H);
2,05 — 1,50 (m, 5H); 1,39 (s, 9H). M.S. (ESI) [m/z (%)]: 230 ([MH]", 1); 174 (IMH]" -
(t-butilo), 45); 130 ([MH]" - Boc, 100); 112 ([MH]" - (OH), 88).

¥ R. J. Brea, M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 5710-5713.



1R,3S)-3-(N-t-
Boc O— _ S ( _) (
N butoxicarbonil)aminociclopentanocarboxilato  de
H

@) metilo (L-Boc-y-Acp-OMe). El aminoacido L-Boc-y-
Acp-OH (0,504 g, 2,20 mmol) del experimento anterior se disolvié en MeOH (22 mL) y
se afiadieron por este orden; EDC-HCI (0,632 g, 3,3 mmol), HOBt (0,445 g, 3,3 mmol) y
DMAP (0,403 g, 3,3 mmol). La disolucion resultante se agitdé durante 24 h bajo atmosfera
de argon. Transcurrido ese tiempo, se concentrd en el rotavapor y el residuo se redisolvio (
en CH,ClI, (100 mL). La disolucién organoclorada se lavé con una disolucion de NaHCO3
(sat., 3x50 mL), y otra de HCI (5%, 3x50 mL). Tras secar (MgSQ,), filtrar y concentrar, el
solido resultante se purificd mediante cromatografia en columna (8-15% AcOEt/Hexano)
para dar el producto deseado como un sélido blanco. [0,465 g; 87%; Rf=0,78 (5% MeOH/
CH,Cl,)]. *H RMN (300 MHz, CDCls, 8): 4,93 y 4,45 (ancho, 1H,NH); 4,04 (br, 1H, Hy);
3,67 (2s, 3H, CO,Me); 2,85-2,79 (ancho, 1H, Ho); 1,43 (s, 9H, Boc). *C RMN (300
MHz, CDCls;) 6 177,1 (C=0); 155,2 (C=0), 78,8 (C (Boc)); 51,8 (CH); 51,6 (CHs); 41,5
(CH); 36,3 (CHy); 36,2 (CH,); 32,3 (CHy); 28,2 (CHs3); 27,8 (CH3). M.S. (ESI) [m/z (%)]:
266 ([M+Na]", 100); 267 ([M + Na]*, 25); 228 ([M]" - Me, 1).

(1R,3S)-3-[N-(o-

C\)\ ,/O o) nosil)]Jaminociclopentanocarboxilato de metilo
Q/ \N’Q% ("*N-L-y-Acp-OMe). A una disolucion del L-Boc-
H o~ v-Acp-OMe (0,465 g, 1,91 mmol) en CH,Cl, (8,6

mL) se le afiadi6 TFA (8,6 mL) y se agito a T@

durante 15 minutos. La disolucion se concentré en el rotavapor y luego a alto vacio
durante 2 h. El solido resultante se redisolvié en CH,Cl, seco (9,5 mL) y se afiadié DIEA
(2,05 mL, 11,46 mmol), seguida de cloruro de o-nitrobencenosulfonilo (0,445 g, 2,01
mmol). La mezcla se mantuvo con agitacion durante 22 h bajo atmdsfera de argén, a
continuacion se lavo con una disolucion acuosa de HCI (5%, 2x30 mL) y de NaHCO;
(sat., 2x30 mL), se sec6 con Na,SO, anhidro, se filtr6 y concentr6 a vacio. Tras realizar
una purificacion mediante cromatografia en columna del solido resultante (20-40%
AcOEt/Hexano) se obtuvo "N-L-y-Acp-OMe como un sélido amarillo. [0,34 g; 55%;
Rf= 0,68 (50% AcOEt/Hexano)]. *"H RMN (300 MHz, CDCls, §): 8,16 (d, J = 8,8 Hz, 1H,
Ar); 7,86 (d, J = 8,8 Hz, H, Ar); 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar); 5,84y 5,33 (d, J =69y 7,2
Hz, 1H, NH); 3,61 y 3,57 (2s, 3H, CO,Me); 3,78 (ancho, 1H, H,); 2,76 (m, 1H, H,). **C



RMN (300 MHz, CDCl3) § 176,6 (C=0); 150,0 (Ar); 133,7 (Ar): 133,4 (Ar); 132,8 (Ar);
130,7 (Ar); 125,3 (Ar); 55,5 (CHs); 52,8 (CH): 41,6 (CH); 36,4 (CH,); 33,2 (CHy): 27,9
(CH,). M.S. (ESI) [m/z (%)]: 328 ([M]*, 100).

2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil-4-
o —o ~_O \/\0?\\8//0 methylbenzenosulfonato (3PEG-OTs). A
\©\ una disolucion de 2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etanol (3PEG-OH) (3,38
g, 20 mmol) en CH,Cl, se le afiadio Et3N (3,61 mL, 40 mmol,) y cloruro de tosilo (4,28 g,
22 mmol) y se agité durante 24 h bajo atmosfera de argdn. A continuacion se lavo con
H,O Mili-Q (2x100mL), se sec6 con MgSO, anhidro, se filtrd y se concentrdé a vacio.
Finalmente se purifico el residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice
(15%-50% AcOEt/Hexano), obteniéndose el mencionado tosilato como un aceite
transparente poco viscoso. [5,70 g; 89%: Ri= 0,40 (50%AcOEt/Hexano)]. *H RMN (300
MHz, CDClg, 6): 7,77 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ar); 7,33 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Ar); 4,14 (m, 2H, -
CH,-OTs); 3,67 (m, 2H, O-CHy,); 3,6 - 3,2 (m, 8H, 4 x O-CHy); 3,35 (s, 3H, MeO-); 2,43
(s, 3H, Ar-CHs). ®C-NMR (300 MHz, CDCls, §): 144,7 (C (Ar)); 132,9 (C (Ar)); 129,8
(CH (Ar)); 127,9 (CH (Ar)); 71,8 (CHy); 70,6 (CHy); 70,5 (CH,); 69,2 (CHy); 68,6 (CH,);
58,9 (CHs); 21,6 (CHj3 (Ar)). M.S. (ESI) [m/z (%)]: 319 ([M]", 100).

o) o (1R,3S)-3-[N,N-(0-nosil, 2-(2 (2-

‘\S/: ’O%O metoxietoxi)etoxi)etil)Jaminociclopentacarboxilato

N o— de metilo (L-Ns-**ECN-Acp-OMe). El  2-(2-(2-

NO, K/O\/\O metoxietoxi)etoxi)etil-4-metilbenzenosulfonato (1,40
\O/\/ g; 4,39 mmol) se disolvié en 3 mL de DMF seco bajo

atmosfera de argon y se afiadio el *N-L-y-Acp-OMe

(0,24 g, 0,73 mmol) y el K,CO; (0,81 g, 5,48 mmol). La disolucion resultante se agito
durante 20 h bajo atmosfera de argon para a continuacién concentrar en el rotavapor a alto
vacio. El residuo se disolvio CH,Cl, (75 mL) y se lavo con H,O Mili-Q (2x75 mL) y una
disolucion acuosa de NaCl (sat., 2x75 mL), se secd con Na,SO, anhidro, se filtro y se
concentro a vacio. Finalmente, el residuo se purificd mediante cromatografia en columna
de gel de silice (10%-60% AcOEt/Hexano) para dar lugar al L-Ns-**£°N-Acp-OMe como



un solido blanco. [0,29 g; 83%; Ri= 0,55 (50%AcOEt/Hexano)]. *H RMN (300 MHz,
CDClg, 8): 8,06 (m, 1H, Ar); 7,7 — 7,2 (3H, Ar); 4,18 (m, 1H, H,); 3,57 (s, 3H, CO,Me);
3,55 — 3,35 (12H, PEG); 3,27 (s, 3H, MeO); 2,74 (m, 1H, H,); 2,2 - 1,6 (6H, 3xCHy,).
BC-NMR (300 MHz, CDCls, 8): 175,8 (C=0); 133,4 (CH (Ar)); 131,8 (CH (Ar)); 130,5
(C (Ar)); 124,2 (C (Ar); 71,9 (CH,); 70,5 (CHs); 70,4 (CH,); 60,0 (CHs); 58,9 (CHy);
43,4 (CH); 40,6 (CH,); 32,7 (CH); 28,4 (CH,); 26,6 (CH,). M.S. (ESI) [m/z (%)]: 266
([M+Na]", 100).

o Acido (1R,3S)-3-N-[2-(2 (2-
O\/\N . . - . . -
Q H OH metoxietoxi)etoxi)etil)Jaminociclopentacarboxilico. A

') una disolucion del producto generado en la reaccion

\_\ anterior (L-Ns-**f°N-Acp-OMe) (312 mg, 0,66 mmol) en

o~ DMF (3,5 mL) se le afadieron por este orden: K,CO3 (273

mg, 1,97 mmol) y tiofenol (0,1 mL). La disolucion se dejé con agitacion 15 h bajo

atmosfera de argon, a continuacién se concentro a vacio para eliminar el disolvente y el

producto se utilizo en la siguiente reaccion sin purificaciones adicionales. M.S. (ESI) [m/z
(%)]: 276 ([M]", 45); 298 ([M+Na]", 55).

(1R,3S)-3-[N,N-2-(2 (2-metoxietoxi)etoxi)etil)-t-

BOC\N’Q\(O\ butoxicarbonil]aminociclopentacarboxilato de
S o metilo. El producto obtenido en la reaccion anterior (L-

O. FFN-Acp-OH) (0,19 g, 0,66 mmol) se disolvié en una

O\/\O/\/ o mezcla de H,O/dioxano (1:1, 11 mL) y se afiadio DIEA
(350 pL, 1,98 mmol) y Boc,0 (0,19 g, 0,825 mmol) dividido en dos porciones y con un
intervalo de 15 minutos. La disolucion se agito durante 20 h y a continuacion se acidifico
con una disolucién acuosa de HCI (10%) hasta obtener un pH de 3. La disolucién se
concentrd a vacio para eliminar el disolvente y el residuo se disolvié en MeOH (6,8 mL).
Sobre esta disolucion se afiadieron por este orden: la EDC-HCI (0,20 g, 1,02 mmol), HOBt
(0,14 g, 1,02 mmol) y DMAP (0,125 g, 1,02 mmol). La disolucion resultante se agito
durante 24 h bajo atmosfera de argon y posteriormente se concentr6 a vacio. El residuo se
redisolvio en CH,ClI,, se lavo con una disolucion acuosa de NaHCOj3 (sat. 3x50 mL) y de
HCI (5%, 3x50 mL) y se secO con MgSQO, anhidro, se filtrd y concentrd. El sélido

resultante se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice (0-8%



AcOEt/Hexano) para dar el producto deseado como un solido blanco. [15 mg; 5%; R«
0,80 (15% MeOH/ CH,Cl)]. )]. *H RMN (300 MHz, CDCls, 8): 4,30 (ancho, 1H, H,); 3,7
— 3,30 (18H, 12H PEG, 3H OMe, 3H CO,Me); 2,73 (m, 1H, H,); 1,45 (s, 9H, Boc); 2,1 -
1,2 (6H, 3xCH,). *H RMN (300 MHz, CDCls, 8): 8,06 (m, 1H, Ar); 7,7 — 7,2 (3H, Ar);
4,18 (m, 1H, H,); 3,57 (s, 3H, CO,Me); 3,55 — 3,35 (12H, PEG); 3,27 (s, 3H, MeO); 2,74
(m, 1H, H,); 2,2 - 1,6 (6H, 3xCH,). *C-NMR (300 MHz, CDCls, §): 176,2 (C=0); 155,5
(C); 71,9 (CH,); 70,6 (CH,); 70,5 (CH,); 70,4 (CH,); 70,0 (CH,); 59,0 (CH3); 51,7 (CH3);
41,2 (CH); 33,2 (CH); 29,7 (CH,); 28,5 (CHs (Boc)); 26,9 (CH,). M.S. (ESI) [m/z (%)]:
389 ([MT*, 1); 290 ([M]" - (Boc), 60); 412 ([M+Na]*, 39).



6. Discusion de los resultados:

6.1 Grupos protectores:

En la sintesis quimica de péptidos es muy importante que tanto la reactividad del
grupo amino de un extremo y del grupo acido del otro sean especificas en cada paso de la
secuencia sintética, lo cual implica que la reactividad sea total en uno de estos grupos
funcionales mientras que no presente reactividad en el otro. Por lo cual es necesario
disefiar rutas sintéticas que incluyan grupos protectores ortogonales, que puedan ser
afiadidos o eliminados selectivamente sin que esto afecte a los demas grupos funcionales
del péptido. También es necesario tener en cuenta que las condiciones para llevar a cabo
la proteccién y desproteccion de estos grupos deben respetar la estereoquimica presente
en el péptido para no perder sus propiedades futuras. Por lo tanto, hay que mantener en la
medida de lo posible la quiralidad en los centros estereogénicos presentes, ya que asi
evitamos la aparicion de mezclas de productos que harian mucho mas dificiles los
procesos de separacion y purificacion y reducirian el rendimiento global de la ruta
sintética. Teniendo todos estos factores en cuenta, nos hemos decantando por utilizar los

siguientes grupos protectores:

Extremo amino-terminal: Grupo Boc (tert-butiloxicarbonilo):

OOJ<

Es uno de los grupos protectores mas comunes en la sintesis de aminas. Se basa en
la formacion de un carbamato que es inerte a la hidrogenacion y a las alquilaciones y que
no reacciona con nucledéfilos. Los carbamatos también son Utiles en la sintesis de péptidos
con reducidos porcentajes de epimerizacion ya que el proton en la posicién o es menos
acido, reduciendose la epimerizacion en las condiciones ligeramente basicas de los
acoplamientos peptidicos.

Desproteccion: La eliminacion del Boc se realiza por tratamiento con &cido

trifluoroacético (TFA), ya sea solo o diluido en CH,Cl,. La reaccion es muy répida,



terminando normalmente en menos de 10 minutos. Para los sustratos con un mayor
ndmero de grupos Boc, esta etapa de desproteccion puede llevar méas tiempo. EI TFA
presenta algunas desventajas; es volatil, corrosivo y bastante caro, asi que para los
procesos de gran escala se utilizan condiciones acidas alternativas usando disoluciones
acuosas de HCI.

Proteccion: Los reactivos mas comunes para la formacion del carbamato de Boc
son: el t-butiloxicarbonilo anhidro (Boc,O) o el 2-(t-butiloxicarboniloxiimina)-2-
fenilacetonitrilo (Boc-ON). Estas protecciones se llevan a cabo normalmente en medio
basico (DIEA, NaHCO3) y una mezcla de disolventes de base acuosa (es decir, H,O/TFH

0 Dioxano/H,0), con muy buenos rendimientos, normalmente mayores del 90%.

Extremo amino-terminal: Grupo o-Nosilo (2-Nitro-sulfonamida)

O2No
\\S}'HL

\

o-nosilo

Durante las reacciones de N-alquilacion, se requiere la abstraccion del protén en la
amina del aminoacido. Para reducir al minimo los productos polialquilados, durante la
alquilacion directa de aminas, es preferible la reaccion con sobre un derivado protegido.
En nuestro grupo de investigacion hemos visto que el nosilo (nitrosulfonamida) es un
grupo protector muy Util para ese proposito ya que incrementa la acidez del protén del
NH y se pueden usar bases débiles, por lo que se reduce el problema de la epimerizacion
anteriormente mencionado.> Por tanto, la abstraccion de protones se puede llevar a cabo
bajo condiciones suaves, debido al efecto aceptor de electrones del grupo nitro en las
posiciones resonantes del anillo (orto o para). Ademas este grupo se puede eliminar de
forma quimioselectiva y suave sin afectar a otros grupos funcionales. Para este trabajo en
particular se utilizd el o-nosilo (2-nitro-sulfonamida) porque se pensd que seria mas

factible la N-alquilacion cuando se insertasen grupos voluminosos.

>* M.P. Lopez-Deber, L. Castedo, J.R. Granja, Org. Lett. 2001, 18, 2823-2826.



Desproteccion: La desproteccion selectiva de los grupos nosilo puede llevarse a
cabo con tiofenol en DMF, en presencia de una base débil (K,CO3z) a temperatura
ambiente.

Proteccion: La formacion del grupo nosilo se lleva a cabo por reaccion de la amina
con cloruro de 2-nitrosulfonamida en presencia de una base (DIEA) en CH,CI, bajo

condiciones secas.

Extremo carboxi-terminal: grupo éster metilico (CO,Me)

O

%OMe

El grupo metilico se utiliza como un grupo protector en el extremo carboxi-
terminal. Es muy fiable en cuanto a que es muy facil de formar y que también es estable a
condiciones acidas, y tolera bien el tratamiento con TFA.

Desproteccion: esta se lleva a cabo mediante hidréxidos de metales alcalinos
inorganicos (LiOH, NaOH, KOH) que se utilizan para formar el &cido carboxilico en un
rendimiento casi cuantitativo. Las desprotecciones se llevan a cabo en una variedad de
disolventes, siendo las mezclas mas comunes de MeOH/H,0 y THF/H,0.

Proteccion: se llevan a cabo utilizando una doble estrategia de activacion para
acidos carboxilicos. En primer lugar, se utiliza EDC o DCC (carbodiimidas) y después
HOBt (hidroxibenzotriazol) para formar el éster activo en presencia de una base
voluminosa como el DMAP (dimetilaminopiridina). Se usa el metanol como disolvente,
lo que lleva a la formacion del éster de metilo con muy buenos rendimientos bajo

condiciones muy suaves, en comparacion con otros metodos.



6.2 Sintesis del aminoacido Boc-L-y-Ace-OH [acido (1R,4S)-cis-4-amino-N-tert-

butiloxicarbonilciclopenteno carboxilico]:

El primer objetivo de este proyecto fue la sintesis del &cido (1R,4S)-cis-4-amino-N-
tert-butiloxicarbonilciclopenteno carboxilico en escala de multigramo, seguido de su
resolucion enatiomérica. El precursor comercial inicial es el 2-azabiciclo [2.2.1]-hept-5-
en-3-ona (0 mas comunmente conocido por lactama de Vince) (1). La primera etapa es la
hidrélisis del enlace amina de la lactama que se llevd a cabo bajo condiciones acidas
(disolucién acuosa de HCI al 10%). La reaccion transcurre con rendimiento casi
cuantitativo pudiéndose utilizar sin necesidad de purificacion. EI compuesto resultante se
protegio por tratamiento con anhidrido de Boc para dar el aminoacido protegido (3) como
una mezcla racémica. La formacion de dicho compuesto se identifico por la presencia de

una sefialen torno a 1,5 ppm que integra por 9 hidrogenos.

0]
Boc . \\‘6,,,,/
N {

I Boc,O, DIEA i
o,
; NH HCI (10%) ; NI-_|3 0c,0, . . s
H,0O, Dioxano

o} o)
o}
1 2 BOC\N’©\<
H

OH

El siguiente paso fue la resolucion de (3), que se llevd a cabo mediante
cocristalizacion con una amina quiral. Esto se consigue al formar una sal entre la amina
quiral y uno de los enantiomeros de la mezcla racémica, ya que cristaliza més
eficientemente uno de los dos posibles diastereoisdomeros. Los diasteroisomeros tienen
diferentes propiedades quimicas y por lo tanto se pueden separar mediante diferentes
técnicas, algunas tan sencillas como la cristalizacion. En este caso, se partié de la mezcla
3y se tratd con la (R o S) 1-feniletanamina. Esta amina se utiliza debido a que ambos
enantiomeros estan comercialmente disponibles a bajo costo y la experiencia conseguida
en nuestro grupo de investigacion indica que es un método éptimo para la separacion de

estos enantiéomeros.



Mezcla racemica 3

o | o

DIEA, CHCI3 /Hexano DIEA, CHCI3 /Hexano
Cristaliza Cristaliza
o O
fo) Boc. Boc. N.@.,,”
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H OH H p +O

H
%, _NHz NHg D
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o) O
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OH
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Para este caso particular, la solucion racémica de 3 en CDClsy/Hexano (1:1) se tratd
con 0,5 equivalentes de R-1-feniletanamina, y se dejo cristalizar. El primer nucleo de
cristal aparecié en menos de 24 h, pero la cristalizacion total duro siete dias. Es de indicar
que el uso del enantiomero de la amina R, provoca la cristalizacién del enantiémero (1S,
4R) (o L) del y-aminoacido, y la amina S cristaliza el otro enantiomero (1R, 4S). El sélido
se filtr6 y los cristales se suspendieron entonces en CH,Cl, y se lavaron con una
disolucion acuosa de HCI (5%) por lo que el acido carboxilico se podria protonar y
liberarse de la sal con la amina. El exceso enantiomérico de la fraccion enriquecida se

comprob6 con una medicién simple y répida de la rotacién dptica [a]p?%

, ya que se sabe
que el compuesto enantioméricamente puro tiene un valor de rotacién optica de [a]p>® *
50°. La primera cristalizacion dio lugar al acido con una rotacion Optica -12,5°. Durante
la segunda cristalizacion, se aument6 los equivalentes de la amina quiral (1,0
equivalentes) y se redujo la cantidad de hexano que se utilizé en la mezcla de disolventes.
En apenas 6 h se complet6 la segunda cristalizacion y se alcanzé un valor de [a]p?® = -

48,6°; lo que indica que la riqueza enantiomerica es elevada. En estos casos recurrimos a



un sistema mas preciso para asegurarse del grado de riqueza enantiomérica que sea
menos sensible a los errores experimentales como en el caso de la medida de la rotacion
oOptica.

Los resultados definitivos los obtuvimos mediante una columna quiral de HPLC.
La fase estacionaria de la columna es quiral y cada enantidbmero interacciona de forma
diferente y por tanto presenta un tiempo de retencion diferente. Para ello se inyecto una
muestra del Boc-Ace-OH obtenido y se compard con el cromatograma de una muestra
patron previamente preparada que incluia un ligero exceso del enantiomero L del Ace
(tr=15,7 min) frente al enantiomero D (tr=12,7 min). Asi, simplemente comparando la
integral relativa de la sefial de cada enantiomero se puede detectar el exceso

enantiomérico de nuestra resolucion, dando un exceso enatiomérico del 99%.

DADA A, Sig=220 & Ret=360,100 (GAACAS_Re1ME_CRO~116_1206~1.0)
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Figura 6.6: En la parte superior se muestra el cromatograma de una mezcla que
contiene un ligero exceso del enatiomero L. Mientras que en el cromatograma centro
corresponde a la muestra obtenida tras la segunda cristalizacion y que corresponde
mayoritariamente al enatibmero L y en la parte inferior esta presente la muestra obtenida

después de cristalizar tres veces con la amina S.



6.3 Funcionalizacion del Boc-L-y-Acp-OH con el polietilenclicol (2-(2-(2-

metoxietoxi)etoxi)etanol) para dar el Boc-L-**5°N-y-Acp-OMe:

El primer paso para la obtencién del compuesto deseado (Boc-L-**5°N-y-Acp-
OMe) fue la hidrogenacién del Boc-L-y-Ace-OH para dar el Boc-L-y-Acp-OH. Que se
llevé a cabo utilizando Pd/C como catalizador en presencia de una atmosfera de
hidrogeno.

H,, Pd/C
BOC\N,@\«O » Boc. VQ%O

N
H OH MeOH H OH

El siguiente paso es la funcionalizacion del N del Acp con un grupo el 3,6,9-
troxadecano, pero para llevar a cabo esta funcionalizacion surge un problema y es que el
hidrogeno del grupo amina no es especialmente acido, por lo que es dificil arrancarlo, y si
usamos bases fuerte el carbono o del Acp epimeriza. Para solventar este problema se
decidi6 cambiar el grupo protector Boc por un grupo o-Nosilo (Ns), que como se
comento anteriormente, retira carga del nitrégeno por resonancia haciéndolo mas acido y
se pueden abstraer empleando condiciones basicas suaves. Para llevar a cabo la reaccion
N-alquilacion decidimos inicialmente proteger el grupo carboxilico por formacion de un
grupo éster metilico. la reaccién se llevo a cabo por tratamiento de una disolucién
metanolica de Boc-y-Acp-OH con EDC en presencia de DMAP. Este éster se identifico
por la aparicion de un singlete a 3,7 ppm, que corresponde al éster metilico. EI compuesto
resultante se traté con TFA para eliminar el grupo Boc y a continuacién se tratd con el
cloruro de O-Nitrobenzoilo en presencia de DIEA. el compuesto se obtuvo con un
rendimiento de 61%. La presencia de sefiales aromaticas a 8,16, 7,86, 7,72 en una
relacién de 1:1:2 confirman la incorporacién del grupo nosilo. Aparentemente no se
produjo la epimerizacion del Co tal como confirma el H RMN en el que aparece una

unica sefal a 2,8 ppm correspondiente a Ha.
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Una vez tuvimos el compuesto (Ns-L-y-Acp-OMe) se pensé en lograr su N-
funcionalizacion con el polietilenglicol [2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etanol (3PEG-OH)]
mediante una reaccion de Mitsunobu,® ya que esta reaccion permite acoplar alcoholes
como el grupo 3PEG-OH sobre una amina en un solo paso, ademas las condiciones de
reaccion son suaves y los reactivos econdmicamente asequibles. Por lo que se hizo una
prueba con el Ns-L-y-Acp-OMe en THF (seco) en presencia de 3PEG-OH, DEAD vy
PPhs, pero la reaccion no tuvo lugar, posiblemente debido al impedimento estérico que
sufre el hidrogeno del grupo amina que no permite la entrada del 3PEG-OH.

Ante la imposibilidad de utilizar la reaccién de Mitsunobu, se opt6 por transformar
el grupo alcohol del 3PEG-OH en un buen grupo saliente, como es el tosilato, mediante
tratamiento con cloruro de tosilo obteniéndose el 3PEG-OTs con un rendimiento cercano
al 90%. Una vez formado el tosilato se realiz6 una reaccién de tipo Sy2 para acoplar el
3PEG-OTs usando una base débil para arrancar el proton del NH. Esta reaccion también
tuvo lugar satisfactoriamente con un buen rendimiento (89%). A pesar el H RMN era
bastante complejo, las sefiales entre 3,75-3,40 en las que se encuentran los metilenos
pertenecientes al PEG junto con las sefial a 3,30 ppm que integra por 3 protones que
corresponde al grupo metilo del PEG confirman la incorporacion del mismo a la

molécula.

TSO/\/O\/\O/\/O\ o)

O o N
N
H DMF(seco), Ar, \\\ 0

NO, 24 h

>> 0. Mitsunobu, O. Synthesis 1981, 1-28.



Una vez funcionalizado nuestro aminoécido se decidié cambiar el grupo protector
del grupo amina, ya que el nosilo (Ns) no es el mas idoneo para la posterior sintesis
peptidica. Durante la eliminacion del grupo Ns (tal como se ha indicado previamente
usando tiofenol y carbonato sédico) nos encontramos con que el extremo C-terminal,
protegido como éster metilico, también se habia desprotegido y nuestro compuesto al
llevar a cabo la elaboracién se pasaba a la fase acuosa (esto pudo deberse a que el grupo
3PEG le confiere gran polaridad al aminoécido, lo cual es uno de los objetivos buscado
en este proyecto). Pero todo esto hacia muy complicado seguir con la elaboracion y
purificacion del producto, por lo que se decidié eliminar el agua (mediante una
liofilizacion) y proceder a proteger el extremo N-terminal con Boc,O usando condiciones
ya descritas previamente. El producto resultante, protegido con Boc, seguia siendo muy
soluble en medios acuosos por lo que se procedio a proteger el extremo C-terminal sin
llevar a cabo ninguna otra etapa que la eliminacion del disolvente (H,O/dioxano) usado
para acoplar el grupo Boc. De esta forma el producto resultate se traté con EDC, HOBT,
DMAP en metanol, condiciones en la que se obtenia el éster metilico con un rendimiento
global de 5% desde el Ns*"°N-Acp-OMe. La sefial en el H RMN entre 3,55 — 3,35 que
integra por 12 hidrogenos confirman la formacion del producto deseado.



7. Conclusiones (Conclusions):

After all the laboratory work done, the following conclusions can be obtained:

1. (1R,3S)-3-amino-N-Boc-cyclopetanecarboxylic acid (Boc-L-y-Acp-OH)
was obtained in 99% ee from Vince’s lactame in 4 steps (including

racemic resolution) in a yield of about 25%.

2. Boc-L-y-Acp-OH was properly protected in its C-terminal (Methyl) and its
N-terminal (Nosyl by Boc) for its functionalization to give the wished
product (Boc-L-*"°N-y-Acp-OMe).
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