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OBJETIVOS

Como se puede comprobar por la cantidad de ejemplos que se han

descrito y siguen describiéndose en la literatura, la síntesis en fase

sólida se ha erigido como un método extremadamente eficaz para la

obtenci6n de péptidos en el laboratorio. No es difícil de imaginar,
sin embargo, que su aplicaci6n conlleva problemas de diversa índole.

Por un lado, desde el punto de vista de la molécula a sinteti

zar, si tenemos en cuenta que de la veintena aproximada de aminoácidos

que podemos encontrar en la naturaleza, la mayor parte poseen cadenas

laterales funcionalizadas (-COOH, -NH2, -OH, -SH, etc.), resulta

evidente la utilizaci6n de un esquema de protectores cuya estabilidad

sea lo suficientemente elevada durante la síntesis como para evitar la

desprotecci6n prematura de los grupos funcionales y, como resultado,
la aparici6n de reacciones secundarias provocadas por éstos. Con

respecto al soporte polimérico, el acoplamiento del primer aminoácido

puede no ser cuantitativo, debido a procesos competitivos que pueden
dar lugar a otro tipo de centros, susceptibles, en algunos casos, de

provocar posteriores reacciones de acoplamiento, para obtener cadenas

de menor tamaño, suproductos que pueden interferir seriamente en la

purificaci6n del péptido deseado. Por otro lado, no hay que olvidar la

estabilidad del enlace péptido-resina durante el proceso sintético,
especialmente en la obtenci6n de péptidos de gran tamaño.

Un ejemplo al que se le pueden aplicar todas estas consideracio

nes lo constituye el tetrapéptido H-Val-Lys-Asp-Gly-OH, correspondien
te a un fragmento perteneciente a la toxina 11 del escorpi6n Androcto
nus australis Hector, molécula sintetizada recientemente en nuestro

laboratorio por el método de condensaci6n de fragmentos. Dicho frag-
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mento presenta el doblete Asp-Gly, el cual da lugar a la formación de

una imida cíclica entre la cadena lateral del Acido aspArtico y el

Atomo de nitrógeno de la glicina. Esta secuencia se ha mostrado como

una de las mAs sensibles a dicha reacción secudaria, por 10 que se le

ha dedicado numerosos estudios, obteniéndose como conclusión principal
una dependencia de la ciclación con el grupo protector utilizado para

el grupo carboxi10 de la cadena lateral del ácido aspArtico. Debido a

la estrategia empleada para la síntesis de la toxina antes mencionada,
la obtención del fragmento requería la utilización de un soporte
polimérico que permitiera la síntesis del tetrapéptido totalmente

protegido; en este caso concreto se hizo uso del a-4(bromometil-3-
nitrobenzamido)bencilpoliestireno (de forma abreviada, resina Nbb), el

cual permite la liberación del péptido mediante fotólisis. Su aplica
ción no ha estado exenta de problemas; así, en numerosos casos se han

obtenido funcionalizaciones diferentes para un mismo aminoácido y

condiciones similares de reacción. Por otro lado, la incorporación del

tercer aminoácido requiere la utilización de metodologías especiales
de acoplamiento para evitar una pérdida importante de producto, debido

a la formación de dipéptidos cíclicos, acompañada de la rotura del

enlace péptido-resina.
No cabe duda de que un conocimiento profundo del polímero y una

elección adecuada de los grupos protectores para los diferentes ami

noácidos funcional izados resultan indispensables para alcanzar la meta

deseada. La aplicación de estas premisas al péptido anteriormente

citado, en un intento de buscar una solución a los problemas plantea
dos más arriba, quedan reflejadas en la presente Tesis Doctoral, cuyos

objetivos han consistido en la síntesis del tetrapéptido en cuestión

(fragmento 1-4 de la toxina), el estudio de la formación de péptido
imida en la secuencia Asp-Gly para este caso concreto y el estudio de

la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)-benzoilamida como modelo mono

mérico de la resina Nbb, de cara a su aplicación en solución y poder
acceder, de esta forma, a un conocimiento más exhaustivo de este

soporte po1imérico (reactividad, estabilidad, etc.). En el momento en

que se pase a discutir cada uno de los 3 objetivos, se hará una breve

in�roducción sobre el'tema en cuestión.
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1. SINTESIS DEL FRAGMENTO 1-4 DE LA TOXINA II DEL ESCORPION

"Androctonus australls Hecto'r"



1.1. Introducción

Una de las lineas más importantes que se han venido desarrollan

do en nuestro laboratorio desde sus comienzos ha sido el estudio y

ap1icaci6n de la síntesis en fase s61ida por condensaci6n de fragmen
tos1,2 para la obtenci6n de proteinas. Esta metodología, ya sugerida
por Marshall en 19653, supone la síntesis de fragmentos peptídicos
protegidos, su purificaci6n y posterior acoplamiento para formar el

péptido deseado; dicho proceso, como es natural, facilita la purifica
ci6n final del péptido, cosa que no ocurre en la síntesis convencional

etapa por etapa •. Con este objetivo se ha desarrollado un nuevo soporte

po1imérico, el a-(4-bromometil-3-nitrobenzamido)benzi1po1iestireno
(1) (denominado de forma abrevia�a resina 4-bromometi1-Nbb) (figura 1-

1)1, al cual queda unido el primer aminoácido a través de un enlace

figura 1-1

ester; de esta forma, el péptido puede ser liberado del soporte po1i
mérico irradiando a 350 nm, quedando de esta forma los grupos protec
tores inalterados. Esta estrategia se ha aplicado a la síntesis de la

toxina II del escorpi6n Androctonus austra1is Hector, la cual se ha

dividido en ocho fragmentos cuya elección ha venido determinada por la
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naturaleza del aminoácido carboxilo terminal (prolina o glicina) con

objeto de evitar posibles problemas de racemización a la hora de

acoplar los fragmentos peptídicos4• En la figura 1-2 aparecen indica

dos dichos fragmentos, cuya síntesis en todos los casos ya ha sido

concluida en estos momentos ((1-4), (32-34), (53-59)5; (44-52)6; (35-
43)7; (5-17), (18-31)8; (59-64) pendiente de publicación).

Uno de los objetivos de la presente tesis ha sido la síntesis

del fragmento amino terminal (1-4) H-Val-Lys-Asp-Gly-OH, la cual va a

ser comentada en este Capítulo.

figura 1-2
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1.2. Consideraciones sintéticas preliminares

Antes de proceder a la síntesis de este tetrapéptido conveniente

mente protegido (lQ) es necesario realizar algunas consideraciones

sobre la resina y el propio péptido con objeto de intentar minimizar

la formación de subproductos que se puedan formar debido a la elevada

reactividad del átomo de carbono metilénico del grupo 4-bromometil-3-

"nitrobenzoilo y a la facilidad con que este sistema puede actuar

como grupo saliente en reacciones de sustitución (sobre el primer

punto se discutirá ampliamente en el Capítulo 3).
Con respecto al péptido que se va a sintetizar, hay que destacar

la presencia de la secuencia Asp-Gly, la cual es susceptible, como se

discutirá extensamente en el Capítulo 2, de dar lugar a la formación
de imidas cíclicas entre estos dos aminoácidos, lo cual puede provocar

una disminución considerable en el rendimiento de la síntesis. Se han

descrito en la literatura numerosos grupos protectores para la cadena

lateral del ácido aspártico; de los estudios realizados hasta ahora se

ha podido comprobar que la posible solución a este problema sería la

desprotección de la cadena lateral de este aminoácido, como paso

previo al tratamiento ácido de la peptidil-resina (fluoruro de hidró

geno normalmente) para llevar a cabo la liberación del péptido del

soporte polimérico y la eliminación de los grupos protectores. Por

ello, en el presente trabajo, se ha elegido el grupo terc-butilo como

protector, ya que puede ser eliminado fácilmente con ácido trifluoroa

cético. La introducción de esta variante conlleva a utilizar una

estrategia de grupos fluorenilmetoxicarbonilo, lábiles a las bases, en

la posición amino terminal para abordar la síntesis del tetrapéptido.
Este procedimiento pla�tea el primer problema grave con respecto a la
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resina 4-oximetil-Nbb debido a la gran facilidad que posee de formar

dicetopiperacinas como productos secundarios.

Este subproducto se forma con facilidad al desproteger la posi

ción amino terminal del segundo aminoácido, proceso que se ve acompa

ñado por una ciclación intramolecular (figura 1-3), con la rotura

.. +

figura 1-3

simultanea del enlace péptido-resina, para dar lugar a la dicetopipe
racina correspondiente al dipéptido unido a la resina (!) y, de esta

forma, provocar una pérdida elevada de cadenas peptídicas9• Asf, los

ensayos realizados sobre la resina Fmoc-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb han

dado como resultado entre un 40 y un 45% de pérdida de funcional iza

ción al desproteger con una solución del 20% de piperidina en dimetil

formamida durante 10 min (condiciones normalmente utilizadas). En

1975, Suzuki10 describió un método para minimizar esta reacción secun

daria durante la sfntesis peptídlca sobre una resina 0-CH2-poliestire
no-(co-2%-divinilbenceno), siguiendo una estrategia de terc-butoxicar

bonilaminoácidos, por el cual se mantenía en condiciones ácidas (ácido
clorhídrico 4 N) el grupo amino terminal protonado. En el caso que nos

ocupa, esto no se puede llevar a cabo ya que el tratamiento con base

es inevitable, lo que hace necesaria la aplicación de otra metodolo

gfa. Puesto que la introducción del tercer aminoácido no es factible,
se planteó la síntesis del péptido protegido en tres etapas, es decir,
H-Gly-OH, Fmoc-Lys(Z)-Asp-(But)-OH y Boc-Val-OH. Por lo tanto" con

este objetivo, se ha llevado a cabo la síntesis en solución del frag
mento dipéptfdico protegido antes mencionado, como paso previo a la

síntesis del tetrapéptido 1Q.
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1.3. Síntesis del Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH

El �-ester de terc-buti10 del ácido aspártico es un producto
comercial pero de precio muy elevado, debido a que el método clásico

de obtención, dejando de lado la propia síntesis de un ester de terc

buti10, la cual no está exenta de dificultades, implica numerosas

etapas, ya que se basa en la protección selectiva previa del aminoáci

do y posterior esterificación, seguida, en muchos casos, de la elimi

nación de grupos protectores introducidos desde un principio, por

requerirlo así la utilización posterior del derivado del aminoácido.

En el presente trabajo se han llevado a cabo varios intentos de

obtención de dicho producto, utilizando distintos procedimientos para

la protección temporal de los grupos funcionales amino y carboxi10 en

"a" que pudieran sinp1ificar la síntesis; en este sentido, se ha

ensayado la utilización de complejos de cobre y boro. Ninguno de estos

intentos ha permitido el aislamiento de cantidades significativas del

producto deseado. En la parte experimental se ha realizado una breve

introducción sobre los métodos de esterificación utilizados; la apli
cación de los complejos de cobre y boro se desarrollará más extensa

mente a la hora de comentar la síntesis del �-ester de f1uoreni1meti

lo del ácido aspártico (ver Capítulo 2).

1.3.1. Sintesis del ester hidroxisuccinimídico de la Nf-bencilo-
xicarbonil-Na-fluorenilmetoxicarbonil-lisina

El acoplamiento de la N �-benci10xicarbonil-N a-fluorenilmetoxi

carboni1-lisina sobre el �ft-ester terc-butílico del ácido aspártico
para dar lugar al dipéptido protegido! (figura 1-4) se ha realizado

por el método del ester activo. Para ello se ha elegido como reactivo

la N-hidroxisuccinimida11,12, a través de la cual se ha obtenido el

ester correspondiente13,14 al derivado de la lisina mencionado ante-
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riormente (1), siendo la diciclohexilcarbodiimida el agente deshidra

tanteo

o O

Fmoc-Lr-OH HO-N) occ

FmOC-LrO-N)+ .. + DCU

Z

O O
a

Fmoc-LrAfP-OH
Z But

+

O

figura 1-4

Junto con el N-hidroxibenzotriazol (del cual se hablará más

adelante al comentar la posibilidad de racemización durante el acopla
miento del dipéptido protegido i sobre la aminoacil-resina I (figura
1-8), la N-hidroxisuccinimida es uno de los reactivos más utilizados

en este tipo de reacciones debido a que minimiza los procesos de

formación de N-acilureas y racemización. Weygand y col.15 encontraron

que la utilización de 2 eq de reactivo a -20°C en tetrahidrofurano

reducía la epimerización a niveles por debajo del 1%; Zimmermann y

cOl.16, por otro lado, hallaron que con 1.1 eq y a temperatura
ambiente no se detectaba la formación del epímero. Por este motivo, la

síntesis del es ter activo 1 se llevó a cabo con 1 eq de N-hidroxisuc

cinimida y manteniendo la temperatura entre O°C y 4 oC. En estas

condiciones, una vez cristalizado el producto, se obtuvo con un rendi-

9



miento del 75% (Figura 1-4).

1.3.2. S1n�esis de la FmOC-Lys(Z)-Asp(Bu�)-OH

El dipéptido protegido se preparó a partir del es ter activo l,
cuya síntesis se ha descrito en el apartado anterior, en presencia de

carbonato sódico y utilizando como disolvente una mezcla de dioxano y

agua, obteniéndose el producto con un rendimiento del 82% (Figura 1-

4). En este caso concreto, la obtención del producto se ve facilitada

por el hecho de utilizar N-hidroxisuccinimida, ya que este producto,
el cual se libera durante la formación del enlace peptídico, es solu

ble en agua, con lo que puede ser extraido fácilmente.

1.4. síntesis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb

Para la realización de todos los ensayos descritos en esta Tesis,
así como la síntesis de la tetrapeptidil-resina jQ (figura 1-8), se

han utilizado dos lotes de resina 4-bromometil-Nbb de distinta funcio

nalización. Estos dos soportes poliméricos se han obtenido a partir de

resinas benzhidrilamina en forma de clorhidrato (i, figura 1-5) de

funcionalización 0.72 meq/g y 1.1 meq/g, las cuales, una vez neutrali

zada la amina, se han hecho reaccionar con anhídrido 4-bromometil-3-

nitrobenzoic017, previamente preparado a partir del correspondiente
ácido (i) en presencia de diciclohexilcarbodiimida. La funcional iza

ciones teóricas de las resinas así obtenida� son 0.59 meq/g y 0.86

meq/g. Con objeto de bloquear los posibles grupos amino que no hubie

ran reaccionado, se ha acetilado, previamente a la incorporaci6n de la

terc-butoxicarbonilglicina, con anhídrido acético en presencia de

10
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diisopropiletilamina. No obstante, los valores de funcionalización

anteriormente mencionados se han utilizado como referencia para eva

luar los distintos grados de incorporación para todos los experimentos

que se han llevado a cabo.

1.4.1. Acoplamiento del primer aminoácido

El método más comunmente utilizado para la introducción del

primer aminoácido sobre la resina 4-bromometi1-Nbb es el de la sal de

cesio. Este procedimiento supone la formación previa de dicha sal por

reacción del correspondiente aminoácido con carbonato de cesio, segui
da de reacción sobre el polímero para dar lugar al ester, liberando

bromuro de cesio, el cual se separa del medio de reacción mediante

sucesivos lavados con dimetilformamida. Gisin y col.18,19 introdujeron
este método argumentando que la voluminosidad del catión daba un

carácter más lipófilo a la sal, de tal manera que aumentaba su compa

tibilidad con la resina; por otro lado, la disociación de la �al en un

disolvente polar como la dimetilformamida estaría más favorecida. Esta

última hipótesis ha sido demostrada recientemente20 a través de es

tudios realizados por resonancia magnética nuclear de 133Cs, los

cuales han demostrado que el catión está solvatado por completo en

disolventes polares apróticos como la dimetilformamida o el dime

tilsulfóxido, favoreciéndose de esta manera el ataque del ión carboxi

lato sobre el carbono bencílico de la resina.

Desde un punto de vista de rendimiento en el acoplamiento, la pre

sencia de otros nucleófilos en el medio podría competir con el proceso

deseado, debido a la especial reactividad de la posición anteriormente

mencionada, (grupos nitro y amida en las posiciones orto y para del

anillo aromático; en el Capítulo 3 se hace un estudio más detallado de

este problema). La dimetilformamida, en este sentido, puede resultar

perjudicial debido a la dificultad que supone llevar a cabo su purifi
cación por su baja estabilidad. De forma preliminar, para comprobar

12



este resultado, se realizó la síntesis de distintos lotes de resinas

Boc-G1y-0-CH2-Nbb en dimeti1formamida cuyo ensayo de aminas21 osciló

entre 0.05 y 0.06 (normalmente se recomienda utilizar este disolvente

para la síntesis de péptidos con un valor de dicho análisis por debajo
de 0.15). En la Tabla 1 se muestran algunos de los valores obtenidos.

Por otro lado, la consecución de todas estas reacciones fué con

firmada por la ausencia "de centros reactivos" a las 16 h de exposi
ción de la resina a la sal de cesi022, al no detectarse la presencia
de iones bromuro por el método de Vo1hard23•

DMF DMA

funcionalización rdto (%)(a) funcionalización rdto (%)(a)
final (meq!g) final (meq!g)

O.3l(b) 53 O.43(c) 67

O.38(b) 64 O.66(d) 77

O.29(c) 49 O.63(e) 74

O. 51 (d) 67

(a) todos los rendi�ientos se han.obtenido a partir de la funeionalización
teórica de la resina Boc�ly-OCH2-Nbb. calculada. a su vez. tomando como dato

base la funcionalización de la resina benzhidrilamina de partida; dichos valores
han sido 0.72 meq/g «b) y (e» y 1.10 meq/g «d) y (e». Las condiciones de

reacción han sido las siguientes: 30 min a 500C + 19 h a temperatura ambiente

«b». 16 h a temperatura ambiente «e) y (d» y 24 h a temperatura ambiente

«e». En todos los casos. se han utilizado 1.2 eq de sal de cesio.

TABLA 1.- Distintos ensayos de acoplamiento de la Boc-Gly-DH

sobre la resina 4-bromometil-Nbb en DMF y DMA por el método de

la sal de cesio

Los resultados recogidos en la Tabla 1 �ugieren, a priori, la

posibilidad de dos factores que puedan influir en el descenso de la

funciona1ización. Por un lado, la reacción con el anhídrido 4-bromome

til-3-nitrobenzoico podría no ser cuantitativa; por otro, los produc-
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tos de descomposición de la dimeti1formamida, como ya se ha comentado

con anterioridad, podrían competir con el anión carboxi1ato como

nuc1eófi10s. Desde este punto de vista, una alternativa que podría
resultar adecuada para minimizar este problema podría ser la utiliza

ción de la dimeti1acetamida como disolvente, la cual posee una mayor

estabilidad con respecto a la dimeti1formamida24• Como se puede com

probar en la Tabla 1, se han obtenido niveles de funciona1ización

comparables o más elevados con este disolvente frente a los alcanzados

con dimeti1formamida. En la misma Tabla se presenta el resultado

obtenido para un tratamiento de 24 h con objeto de ensayar la estabi

lidad del enlace aminoácido-resina en el disolvente; como se puede
observar al comparar este valor con el obtenido a las 16 h, hay una

disminución del 4% aproximadamente en el grado de funciona1izaci6n, 10

cual podría ser explicado de la misma manera que para el caso de la

resina 4-bromometi1-Nbb si tenemos en cuenta la susceptibilidad que

puedan tener el aminoácido o péptido protegidos a ser liberados de la

resina a través de un ataque nuc1eófi10. Sobre esta posibilidad se

volverá a insistir más adelante.

A la vista de los resultados obtenidos y de cara a evitar posi
bles problemas, se ha utilizado la Boc-G1y-0-CH2-Nbb obtenida en

condiciones más suaves (24 h a �emperatura ambiente y empleando como

disolvente dimeti1acetamida) para la síntesis de la tetrapeptidi1-
resina 10. Esta aminoacil-resina ha resultado tener una funcional iza

ción de 0.63 meq!g. Posteriormente a su obtención, se ha aceti1ado

para bloquear los posibles centros reactivos que hubieran permanecido
inalterados.

1.4.2. Acoplamiento de la FmOC-LyS(Z)-Asp(But)-OH

El acoplamiento del dipéptido protegido i sobre la aminoaci1-resina

I se ha llevado a cabo con dicic10hexi1carbodiimida en presencia de N

hidroxibenotriazol, utilizando como disolvente dimetilformamida. El N-

14



hidroxibenzotriazol, introducido por Konig y Geiger en 197025-27, se

ha utilizado, al igual que la N-hidroxisucinimida para la síntesis del

dipéptido protegido en solución, con objeto de evitar la recemización

y la formación de N-acilurea. El proceso transcurre a través del ester

de hidroxibenzotriacilo, el cual es objeto de ataque nuc1eófilo por

parte del grupo amino del aminoácido unido a la resina.

En este caso concreto, la reacción de acoplamiento se siguió por

el ensayo de la ninhidrina (ver parte experimental). Puesto que al

cabo de 24 h el test siguió dando debi1mente positivo, no observándose

una diferencia significativa con respecto al ensayo anterior realiza

do a las 14 h, se filtró y lavó la resina para evaluar el acoplamiento
por cuantificación de grupos f1uoreni1metoxicarboni10, dando como

resultado un 98% de rendimiento. Dado que el ensayo de la ninhidrina

no fué 10 suficientemente claro, se aprovechó la síntesis de un nuevo

lote de tetrapeptidil-resina 1Q (con objeto de ser usado para buscar

unas buenas condiciones de purificación y realizar distintas pruebas)
para seguir la reacción de acoplamiento mediante hidrólisis y análisis

de aminoácidos de la peptidil-resina, encontrándose un rendimiento del

100% a las 12 h de tratamiento. La funcionalización del producto
final (i, figura 1-8), calculada a través de estas determinaciones,
fué de 0.50 meq/g.

1.4.3. Introducción de la N-terc-butoxicarbonilvalina. Efecto de la

piperidina sobre la peptidil-resina

La utilización de piperidina para la desprotección de la posición
amino terminal de una f1uoreni1metoxicarboni1peptidil-resina se funda

menta en el carácter básico del reactivo, el cual extrae el protón de

la posición metínica del grupo f1uoreni1metilo para dar lugar a la

formación de dibenzofu1veno, que, a su vez, sufre un ataque posterior
del mismo reactivo, obteniéndose finalmente fluoreni1meti1piperidina.

Este comportamiento ambivalente de la piperidina podría reper

cutir también en la peptidil-resina ya que el enlace ester con el
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Ba:'NHoCH2°C-O°CH2-0 +

1

�oBoctoNHoCH2°C-N +

+

figura 1-6

polímero podría no ser lo suficientemente estable, situaci6n que

provocaría una liberaci6n prematura de cadenas peptídicas en detrimen

to del rendimiento final de la síntesis. Basándose en estas considera

ciones, se realiz6 un ensayo preiiminar con Boc-Gly-0-CH2-Nbb (f: 0.38

meq/g), la cual se trat6 con piperidina/dimetilformamida (1:1) durante

24 h, encontrándose por hidr61isis y análisis de aminoácidos la pérdi
da total de funcionalizaci6n después de realizar una hidr61isis direc

ta con ácido clorhídrico 6 N. Una muestra del filtrado de la reacci6n

se trat6 con ácido trifluoroacético y se someti6 a análisis de aminoá

cidos, obteniéndose un 14% de aminoácido con respecto al total, lo

cual indica un ataque predominante de la piperidina sobre el grupo

carbonilo de la funci6n amida para dar lugar a la N-terc-butoxicarbo

nilglicilpiperidina � (Figura 1-6).
Este resultado hizo plantear el estudio de la cinética de libera

ci6n del aminoácido en las condiciones usuales de desprotecci6n de la

posici6n amino terminal. Así, una aminoacil-resina de 0.43 meq/g de

funcionalizaci6n se trat6 con piperidina al 20% en dimetilformamida
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durante distintos tiempos y el filtrado resultante se sometió a análi

sis de aminoácidos, previo tratamiento con ácido trifluoroacético para
liberar el grupo amino del aminoácido, obteniéndose los valores que se

representan en la Figura 1-7.

De los resultados obtenidos se deduce que, si tenemos en cuenta

los 10 min de tratamiento con piperidina por ciclo de desprotección,
puede haber una pérdida de funcionalización del 0.5%. Con objeto de

averiguar si la naturaleza de la molécula unida al polímero podía
influir frente a esta reacción secundaria, se llevó a cabo la cinética

de liberación de H-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-X (X: OH o piperidina) durante

el tratamiento con piperidina de la tripeptidil-0-CH2-Nbb correspon

diente(�), obteniéndose un 3% aproximadamente de péptido liberado a

los 10 min, lo que supone unas seis veces más que para la Boc-Gly-O-

Boc-Gly-0-CH2-Nbb. piperidina al 20"' en Il'lf O

Fmoc -Ly, (Z) -Asp (Bu t) -Gly-0-CH2-Nbb. •

piperic1ina al 50"' en IlcM "

2 3 4 5 6 f

figura 1-7
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CH2-Nbb (kobs = 4.04x10-4 min-1 y 2.91x10-3 min-1, para la aminoacil

resina y para la tripeptidil-resina respectivamente). Hasta estos

momentos no se ha encontrado una explicación convincente a este fenó

meno, pudiendo ser una de las posibles causas la participación del

grupo amino terminal del tripéptido protegido como catalizador del

proceso. De cara a intentar minimizar este efecto, se ensayó la

desprotección del grupo amino con piperidina al 50% en cloruro de

meti1eno, en cuyas condiciones sólo son necesarios 2 min para liberar

el grupo f1uoreni1metoxicarboni10. Los resultados obtenidos (Figura 1-

7) muestran un considerable aumento en la pérdida de funcionalización,
siendo el tiempo de semireacción de unos 16 min (kobs = 7.09x10-4 min-

1), lo que supone una pérdida de un 8% aproximadamente a los 2 min,

muy probablemente debido a un efecto de concentración de reactivo.

Estas condiciones, por 10 tanto, son incompatibles con la utilización

de una resina de las características de la estudiada aquí. Las prime
ras condiciones citadas son mucho más aceptables (piperidina al 20% en

DMF), aunque su empleo para la síntesis de péptidos largos puede ser

problemática.
Volviendo a la síntesis de la tetrapeptidil-resina, una vez des

protegido el grupo amino terminal de ésta con piperidina al 20% en

dimetilformamida, se acopló la terc-butoxicarboni1valina por el méto

do convencional para obtener el producto deseado, cuya funcional iza

ción resultó ser de 0.45 meq/g (determinada por hidrólisis y análisis

de aminoácidos) (Figura 1-8).

1.5. Fotólisis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb

La tetrapeptidil-resina se fatal izó dividiendo la cantidad total

obtenida (2.2 g) en seis porciones distintas de peso comprendido entre

300 y 400 mg en casi todos los casos. Como fuente de irradiación se

utilizaron dos o tres lámparas, según los casos, de luz negra de 125 W
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en el sistema diseñado en nuestro laboratorio que se describe en la

parte experimental y que permite trabajar a distintas temperaturas.
Con objeto de optimizar los resultados del proceso, las seis fotólisis

se llevaron a cabo en distintas condiciones (Tabla 2). En todos los

casos el contenido peptfdico de los crudos de fot61isis fué superior
al 90%.

Uno de los factores más importantes a tener en cuenta de cara a

obtener buenos rendimientos de fotólisis es el hinchamiento de la

resina en el disolvente utilizad07; desde este punto de vista, a

través de investigaciones realizadas en nuestro laboratorio con ante

rioridad, se encontraron como condiciones más adecuadas una mezcla de

20% de trifluoroetanol en cloruro de metileno, resultado que se ha

explicado por un efecto cooperativo entre los dos disolventes, es

decir, el primero solvatando al péptido por la formaci6n de puentes de

hidrógeno y el segundo favoreciendo el hinchamiento de la trama poli-
mérica. Otro de los factores que hay que tener en cuenta a la hora

de mejorar el rendimiento es el efecto de la temperatura, hecho que

podría tener como contrapartida la posible aparición de reacciones

secundarias, especialmente en sistemas aromáticos tales como el de la

tirosina y el triptófano, lo cual no nos afecta en nuestro caso. A

este respecto, se realizaron dos fotólisis por encima de los 10°C (la
temperatura que se ha utilizado normalmente ha oscilado entre O°C y

10°C). Como podemos observar en la Tabla 2, si comparamos la tercera

y la quinta fotólisis con la sexta, se observa una relación directa

entre el rendimiento y la temperatura. La posible presencia de produc
tos contaminantes con la elevación de la temperatura se analizó me

diante cromatografía de alta presión (HPLC); los cromatogramas 1-1 y

1-2 se obtuvieron de los crudos fotolfticos de la primera y tercera

fotólisis, observándose la presencia de un nuevo producto no peptfdi
co, el cual no pudo ser identificado, con un tiempo de retención de

aproximadamente 12 min (a lo largo de toda la Tesis, cada una de las

representaciones cromatográficas vendrá identificada por la abreviatu

ra E..:..!!., donde "n" es el número de cada una de ellas). A pesar de esta

dificultad adicional se consigui6 la purificación del péptido con

relativa facilidad, como se discutirá más adelante.
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lote(nO) mg de resina/ml(a) temperatura{OC) tiempo(h) rdto(%)(d) mg de crudo mg de resina fotolizada

l(b) 4.1 O-la 8.5 51 90 319

2(c) 5.0 O-la 7.0 49 95 406

3(c) 4.1 25 16.0 82 127 287

N
_...4(C) 2.6 O-la 6.0 63 24 75

s(c) 4.0 12-13 16.0 75 96 291

•

6(c) 4.0 O-la 16.0 71 102 297

(a)201 de tritluoroetanol en cloruro de metileno; la tuneionalizaeión de la tetrapeptidil-resina utilizada ha sido de 0.45 meq/g •

(b)experimento realizado con 2 lámparas. (e) experimentos realizados con 3 lamparas. (d) los resultados han sido obtenidos por
hidrólisis y análisis de aminoácidos.

TABLA 2.- Condiciones utilizadas en la fotólisis de la resina Boc-val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-O-CH2-Nbb



La dependencia del rendimiento con la cantidad de resina a foto

lizar quedó puesta de manifiesto en las fotólisis segunda y cuarta, de

tal manera que, en este caso, un aumento de la concentración de resina

dió lugar a una disminución en el rendimiento, explicable por un

incremento en el grado de reticulación del polímero debido a la forma

ción de compuestos azoicos y por su comportamiento como filtros de

luz, disminuyendo así la intensidad de irradiación efectiva.

Otra de las modificaciones que se introdujeron es la utilización

de una tercera lámpara para aumentar el nivel de irradiación; como se

muestra en la Tabla 2 para los dos primeros experimentos, se obtuvie

ron rendimientos similares con tres lámparas empleando, por un lado,
un tiempo de irradiación menor, y, por otro, utilizando un 25% más de

tetrapeptidil-resina.

1.6. purificación de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH

La purificación de un péptido protegido puede abordarse de dis

tintas maneras. Normalmente, la gran hidrofobicidad del producto hace

que la cromatografía en fase reversa sea el método primordial a tener

en cuenta, aunque la introducción de grupos protectores polares ade

cuados como el 3-picolilo o el 4-picolil028-29 puedan hacer factible

la utilización de la cromatografía de intercambio iónico, como se ha

comprobado recientemente en nuestro laboratori030• Las investigaciones
en el campo de la purificación de péptidos protegidos han tenido su

principal objetivo en la cromatografía analítica de alta resolución (o
de alta presión) (HPLC), siendo de más reciente utilización la croma

tografía de media presión, a través de la cual se pueden abordar

purificaciones a gran escala.

cando indistintamente estas

media presión32). Con respecto

En nuestro laboratorio,
dos metodologías (alta
al estudio concreto que

se estan apli

presi6n5,8,31,
se ha llevado a
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cabo en este trabajo, se han ensayado también estos dos métodos.

Desde otra filosofía muy distinta, la cromatografía de filtración

molecular puede resultar muy conveniente. Esta se realiza por medio de

geles compatibles con disolventes orgánicos tales como el metanol.

Desde este punto de vista, los geles de Sephadex suelen dar buenos

resultados, existiendo una amplia gama de éstos para ser utiliados en

fase acuosa (G10, G25, etc.) y únicamente dos para eluyentes orgánicos
(LH-20 y LH-60); la diferencia existente entre los miembros de cada

categoría radica en su volumen de exclusión molecular. Para este

estudio concreto se ha utilizado el LH 2033-35, cuyo volúmen de ex

clusión está situado sobre las 1000 unidades, ya que el peso del

producto a purificar es de 707 g/mol.

1.6.1. intento de prepurificaci6n del crudo fotolitico

Antes de llevar a cabo los diferentes ensayos de purificación con

los distintos métodos cromatográficos mencionados más arriba, se in-
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tentó realizar una prepurificación mediante el tratamiento del crudo

fotolítico con distintos disolventes de cara a proceder a la separa

ción del máximo número de impurezas al aprovechar su distinta solubi

lidad con respecto al fragmento peptídico. Estas pruebas se realizaron

con los 90 mg de crudo peptídico obtenido en la primera fotólisis. Los

resultados obtenidos con los distintos disolventes utilizados se mues

tran en la Tabla 3; la cuantificación del producto peptídico en cada

fracción se llevó a cabo mediante hidrólisis y análisis de amino

ácidos.

Por los resultados que se muestran en la Tabla 3 y los cromato-

disolvente mg recuperados contenido en aminoácidos % de péptido
(a) del crudo peptidico (b)

Asp Gly Val Lys

hexano

eter(e) 13 0.79 1.03 0.94 1.25 9

DMF/H20(d) 40 1.01 1.03 0.94 1.03 42

DMF/H20(e) 36 0.96 1.19 0.89 0.98 49

DMF 90 1.11 1.04 0.89 0.95 100

MeOH 90 " 100

(a) resultados obtenidos con el crudo fotolítico del lote 1 (Tabla 1). (b)
Estos valores han sido obtenidos mediante hidrólisis y an8lisis de aminoácidos
de las distintas fracciones separadas de crudo peptídico, y estan referidos a la

cantidad total de péptido liberado en la fotólisis. (c) 15 mI. (d) precipitado
al tratar el crudo con 10 mI de mezcla de disolventes (1:5). (e) producto

disuelto en las mismas condiciones de (d).

TABLA 3.- Intentos de prepurif�eaei6n del

Boe-Val-Lys(Z)-Asp(But )-Gly-DH
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gramas de HPLC obtenidos podemos concluir que en este caso concreto no

resulta factible la prepurificación desde este punto de vista ya que
el péptido estuvo presente en todas las fracciones; además, según se

comprovó por HPLC, siguió impurificado con los principales componentes
o subproductos resultantes del proceso de fotólisis.

1.6.2. condiciones cromatogrAficas anallticas utilizadas

Para el estudio por HPLC del tetrapéptido protegido se utilizaron

tres columnas analíticas de fase reversa en función de la repro

ducibilidad de las condiciones utilizadas en cada una de ellas; esto

se debió a que en determinados momentos de este estudio se observó una

variación en los tiempos de retención y en la resolución lo suficien

temente importantes como para seguir el proceso de purificación con

otra columna. En cualquier caso, se obtuvo una gran similitud en el
.

aspecto de los cromatogramas obtenidos con las tres columnas.

La detección del producto se realizó indistintamente a 220 nm

(enlace peptídico) y 254 nm (grupo bencilo). A pesar de la poca absor

ción de este péptido en la segunda longitud de onda frente a la

primera, se utilizó también ésta debido a que en todas las fotólisis

apareció un subproducto, generalmente el mayoritario del cromatogra
ma, visible en esta zona del espectro y de absorción nula a 220 nm; un

ejemplo de este resultado se muestra en el cromatograma 1-3, que

procede del crudo de la primera fotó1isis (254 nm). Como se puede
observar, aparecen dos picos mayoritarios, de los cuales el primero de

ellos es peptídico ya que muestra un análisis de aminoácidos correcto

(Asp(0.99), G1y(1.15), Va1(O.98), Lys(O.88)). Los cromatogramas 1-4 y
1-5 se obtuvieron en un intento de mejorar las condiciones cromatográ
ficas de separación; en el ensayo correspondiente al segundo de ellos

se utilizó dimeti1formamida en la mezcla de e1uyentes, obteniéndose

una mayor separación entre los dos picos.
El crudo analizado hasta ahora se obtuvo de una fotó1isis llevada
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a cabo con dos lámparas y a baja temperatura. La utilizaci6n de una

lámpara adicional y temperaturas más elevadas (segunda y tercera

fot61isis) dieron lugar a crudos fotolíticos cuyos análisis regis
trados a 254 nm están representados por los cromatogramas 1-6 y 1-7

respectivamente. En el primero de ellos, a diferencia de los ante

riores, aparecen nuevas impurezas de tiempos de retenci6n menores y de

naturaleza no peptídica; el segundo aparece mucho más impurificado

(ver cromatograma 1-2, registrado a 220 nm), siendo el pico mayorita
rio y de tiempo de retenci6n mayor el subproducto ya comentado con

anterioridad. Los cromatogramas analíticos para el resto de fot61isis

poseeen aspectos similares.

spller1sOf'b ctl. t .1/.1n., %54 ..

lsocrlt1co

351 de AtCN, Z51 de IM', 40S de H20
0.11 de l. prop16n1co

/.�C\8. 1.5 .1/.1n., Z54 ..

A: H20, 0.0451 de TfA

B: AtCN, 0.0351 de TfA�
del zas .1 1001 en ZO .1n.

•

min

La aparici6n de un subproducto con tiempo de retenci6n mayor que

el del péptido y en cantidades irregulares con respecto a éste nos

llev6 a plantear su posible procedencia, más aún teniendo en cuenta

que en algunos casos su absorbancia era superior en unas diez veces a

la del producto. Puesto que su tiempo de retenci6n era bastante supe

rior al del tetrapéptido protegido, fué colectado con facilidad por

cromatografía de exclusi6n molecular durante la purificaci6n del pép
tido (cromatograma 1-27), encontrándose una relaci6n en peso con

respecto a éste de 1 a 30 (impureza:péptido). La resonancia magnética
nuclear de campo alto y la espectrometría de masas (ésta última prin-
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cipa1mente) dieron lugar a la identificación de la impureza como el

fta1ato de diocti10, cuyo origen no ha sido posible determinar, aunque

muy probablemente proceda de alguno de los disolventes utilizados en

la purificación.

1.6.3. cromatografla semipreparativa

Una de las principales dificultades que surge al estudiar la

purificación de un fragmento peptídico protegido es su solubilidad, de

cara a conseguir cargas y detecciones aceptables. Así, normalmente es

necesario hacer uso de determinadas cantidades de dimeti1formamida, 10

cual implica trabajar a longitudes de onda suficientemente elevadas

para evitar la fuerte absorción de este disolvente al ultravioleta.

Este problema queda solventado cuando el péptido posee grupos fuerte

mente cromóforos, como el fenó1ico de la tirosina o el f1uoreni1meti-

10. En nuestro caso, la ausencia de tales grupos dificulta el problema
ya que el producto posee únicamente un grupo benci10. Por otro lado,
la utilización de gradientes puede plantear dificultades debido a la

variación de la absorción de la dimeti1formamida con el e1uyente,
obteniéndose' derivas importantes en las líneas de base. Todas estas

consideraciones se tuvieron en cuenta a la hora de abordar la purifi
cación del tetrapéptido protegido. En este sentido, cuando se utilizó

dimeti1formamida se buscaron condiciones isocráticas; en cualquier
otro caso, se ensayó la utilización de gradientes.

1.6.3.1. Cromatograf1a de alta presión

Con respecto a la cromatografía de alta presi6n, se utilizó una

columna A1tex semipreparativa C18. Los primeros ensayos realizados

se llevaron a cabo utilizando un determinado porcentaje de dimeti1for

mamida para facilitar la diso1uci6n del péptido, por 10 que fué
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necesario trabajar a 254 nm. Los cromatogramas 1-8 y 1-9 fueron obte

nidos a esta longitud de onda para la primera y tercera fot61isis en

condiciones de gradiente y con un 10% fijo de dimetilformamida con

objeto de obtener una informaci6n preliminar, siendo el péptido el

pico con un tiempo de retención situado entre los 19 min y 20 min; las

cantidades inyectadas oscilaron entre 1.5 mg y 2.0 mg. En base a estos

resultados se buscaron unas condiciones isocráticas adecuadas; así,
dado que con el gradiente utilizado los tiempos de retención eran muy

elevados, se eligió como valor de partida una mezcla de porcentaje
medio (54% de acetonitrilo) entre los dos valores utilizados en el

gradiente (36 y 72% de acetonitrilo), obteniéndose el cromatograma 1-

10 para el crudo de la primera fotólisis (2 mg de muestra). Con objeto
de evaluar la capacidad de carga de la columna se inyectaron 4 mg del

crudo de la tercera fot61isis ya que es el que posee mayor compleji
dad, resultando el cromatograma 1-11, en el que se puede comprobar por
análisis de aminoácidos la presencia del péptido en los picos a 8.4
min y 8.9 min; el análisis mostrado en el cromatograma 1-12 se reali

z6 con una columna analítica (220 nm) y corresponde a la fracción

peptídica procedente del análisis correspondiente al cromatograma 1-11

que, como se puede observar, está impurificada con uno de los subpro
ductos mayoritarios.

En el cromatograma 1-11 se puede comprobar la aparición de picos
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bífidos, hecho probablemente debido al aumento de carga. Sin embargo,
existe tembién una variación apreciable en los tiempos de retención,
todo ello acompañado de una pérdida apreciable de la resolución.

Este resultado nos condujo a pensar en una posible variación de las

condiciones cromatográficas de la columna, por 10 que fué sustituida

por otra de las mismas características. Por otro lado, se aumentó la

proporción de dimetilformamida a un 15% en detrimento del acetonitrilo

para evitar posibles problemas de solubilidad. En el cromatograma 1-13

se muestra el resultado obtenido al cargar 6 mg de crudo de fotólisis.

Los cromatogramas 1-14 y 1-15 fueron los obtenidos en condiciones

analíticas a 220 nm y 254 nm para la fracción peptídica (pico a 8.2

de la misma manera que se puede observar para el cromatograma
la misma impureza sigue acompañando al péptido aunque la re-
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A la vista de los resultados obtenidos, un mayor porcentaje de

dimetilformamida pOdría resolver el problema si tenemos en cuenta el
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provoc6 una retenci6n sensible del péptido, 10 cual se tradujo en una

mayor diferencia entre los tiempos de eluci6n del producto y el

subproducto responsable de la máxima absorci6n. Cabrfa esperar, por 10

tanto, que este comportamiento fuera similar en las condiciones utili

zadas en la purificaci6n a escala semipreparativa.

Aplicando este criterio, se aument6 a un 25% la cantidad de

dimeti1formamida, manteniendo el porcentaje de agua, y se ana1iz6 el

crudo de la tercera fot61isis, obteniéndose el cromatograma 1-16 al

realizar una inyecci6n de 0.6 mg de crudo foto1ftico. Los tres picos
mayoritarios se analizaron por una columna ana1ftica (cromatogramas 1-

17 a 1-22), siendo el péptido el producto de mayor tiempo de retenci6n

(15.5 min) y el fta1ato de diocti10 el de tiempo de retenci6n de 13.3

mino Estos resultados se consideraron adecuados, por lo que todos los

crudos fotolfticos se unieron,y se procedi6 a la purificaci6n del

spherlsorb e18. 1.5 .1/.1n •• 220 ni

A: H20. 0.0451 de TFA

B: AteN. 0.0351 de TFA

del 30S 11 451 en 7 .In

spherlsorb e18. 1.5 .1/.1n •• 254 ni

A: H20. 0.0451 de TFA

B: AteN. 0.0351 de TFA

del lOS 11 451 en 7 .ln
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péptido protegido en estas condiciones. Las cantidades inyectadas
fueron en aumento hasta alcanzar los 17 mg (cromatograma 1-23),
momento en el que se empezó a observar la pérdida de resolución. Los

resultados de la purificación se muestran en los cromatogramas 1-24 y

1-25, siendo el rendimiento global del 40%.

En la figura 1-9 se muestra el espectro de resonancia magnética
nuclear de protón de campo alto del péptido purificado en las condi

ciones anteriormente citadas.

Teniendo en cuenta la pureza del crudo foto1ítico, el bajo rendi

miento de la purificación resulta sorprendente, más aún habiéndose

conseguido una separación cromatográfica como la ya comentada. Un

comportamiento similar se observó previamente en nuestro laboratorio

al purificar otros péptidos, indicando una posible retención del

producto a 10 largo de toda la columna; concretamente, este hecho se

comprobó durante la purificación de un péptido marcado , encontrándose

radiactividad en las distintas fracciones recogidas, las cuales

cubrieron todo el cromatograma.
Con objeto de mejorar el rendimiento de purificación, se ensaya

ron otros sistemas cromatográficos.

1.6.3.2. Cromatografia de media presión

La purificación de fragmentos protegidos por cromatografía de

media presión se viene llevando a cabo en nuestro laboratorio desde

hace algunos años. Debido a la reciente implantación de esta técnica,
los péptidos estudiados hasta ahora son pocos, aunque paulatinamente
se va teniendo un conocimiento más claro sobre las condiciones croma

tográficas que deben ser utilizadas según el problema a resolver. Con

respecto al caso que nos ocupa, esta técnica ha sido aplicada con

objeto de intentar mejorar el rendimiento de purificación del tetra

péptido protegido, utilizando en todo momento el crudo de la tercera

fotó1isis, al igual que en el estudio de la búsqueda de condiciones en

la metodología de alta presión. Los primeros ensayos se realizaron con

una columna C8, partiéndose de un porcentaje del 35% de agua (similar
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al utilizado para la purificación por cromatografía semipreparativa) y

sólo un 5% de dimeti1formamida. En estas condiciones, todo el crudo

foto1ítico se e1uyó antes de una hora, obteniéndose un gran solapa
miento de picos (7 mg inyectados). Siguiendo el mismo planteamiento

que el aplicado en el estudio anterior, el porcentaje de dimeti1forma

mida se aumentó a un 15% y la cantidad a inyectar se incrementó a 15

mg, no observándose mejora alguna. Debido a la mínima retención de los

productos en estas condiciones y el efecto nulo, en este caso, del

disolvente anteriormente mencionado, el porcentaje de agua se aumentó

a un 50%, llevándose el de componente orgánico al 11%, y se volvieron

a inyectar los 15 mg anteriores, obteniéndose el cromatograma 1-26.

Puesto que por HPLC hubo problemas en la detección del pico peptídico
y teniendo en cuenta el posible origen del descenso en el rendimiento

de purificación (retención en la columna), se dividió el cromatograma
en cinco zonas y se cuantificó cada una de ellas mediante hidrólisis y

análisis de aminoácidos, recogiéndose los resultados obtenidos en la

Tabla 4. Como se puede observar, aunque el tetrapéptido e1uyó mayori
tariamente con el frente, se difundió a 10 largo de la columna, 10

que hizo inviable su purificación. A la vista de la baja capacidad de

l1chroso� cs. , .,/_in., 254 na

1socrAtico

501 de H20, 38.51 de AteN, 11.51 de DMF

0.11 de A. propi6nico

2
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retención de la columna, se optó por cambiar de sistema y se pasó a

utilizar fase reversa C18.

Con esta nueva columna se sustituyó la dimetilformamida y el

acetonitrilo por metanol, eluyente que también disuelve bien el pépti

do, para poder trabajar con gradientes y acceder asf con mayor facili

dad a las condiciones cromatográficas. El ensanchamiento del pico

correspondiente al producto en todas las condiciones utilizadas, a lo

que hay que añadir su ya comentada baja absorción a 254 nm, obligó al

empleo de sensibilidades elevadas, por lo que las lineas de base en la

mayoría de los casos fueron deficientes. Con objeto de mejorar la

resolución, se aumentó el porcentaje de componente ácido hasta un 2%

(ácido propiónico), sin conseguirse una variación apreciable en la

morfologfa del pico.

fracción contenido en aminoácidos de

las fracciones colectadas(a)
cantidad (mg)

(b)

ASp Gly Val Lys

1 0.99 8.48 1.01 1.00 4.1

2 0.98 1.49 1.01 1.01 3.0

3 0.68 1.28 1.00 1.03 1.6

4 1.04 1.89 0.96 1.00 1.4

5 0.98 1.06 1.07 0.89 3.6

(e) Les distintas fracciones, es! co�o las condiciones cromatogr8fices utiliza

das, est8n indicedes en le figura correspondiente el cromatogre�a 3-26. (b) La

cantided total inyectada de crudo pept!dico ha sido de 15 mg.

TABLA 4.- Intento de purificación del Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH
por cromatografla de media presión (fase reversa e-8)

Antes de seguir adelante con esta técnica, cuyos resultados

preliminares hacián presagiar numerosos problemas para hallar unas

condiciones idoneas para el tetrapéptido protegido, se planteó la

posibilidad de utilizar otros sistemas cromatográficos, como la croma-
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tografía de exclusión molecular.

1.6.4. cromatografla de exclusión molecular

Con este objetivo, se utilizó una columna Sephadex LH 20 y metanol

como eluyente, por lo que los problemas de solubilidad quedaban elimi

nados. Puesto que no se poseía más crudo peptídico, se llevó a cabo

una nueva síntesis del tetrapéptido. 36.8 mg de crudo obtenidos de

ésta se inyectaron en la columna, obteniéndose el cromatograma 1-27.

nuc1eosi1 C18. 1 .1/min., 254 nm 220 nm

A: HZO, O.045S de TFA

B: AcCN, O.035S de TFA

del 50s al 70% en 30 mino

I
20 15 min 205

;/
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Los resultados obtenidos fueron francamente mejores que los de la

cromatografía utilizando columnas de HPLC semipreparativas. As;, el

cromatograma se dividió en las tres zonas que se indican, las cuales

se cuantificaron por hidrólisis y análisis de aminoácidos, encontrán

dose que el primer pico correspondía al producto deseado, siendo la

cantidad recuperada de 31 mg y pureza del 100% por análisis de aminoá

cidos. Con respecto a la segunda fracci6n, el análisis dió como resul

tado de un 3% a un 4% de contenido peptídico y, finalmente, no se

detectó péptido en la tercera (esta última correspondiente al ftalto

de dioctilo). Esto representa un rendimiento en la purificación del

91% aproximadamente, frente al 40% obtenido por el otro método. Los

cromatogramas 1-28 y 1-29 corresponden a los análisis realizados a 220

y 254 nm tras la purificación y se pueden comparar con los obtenidos

para el crudo de fotólisis (cromatogramas 1-30 y 1-31).

1.7. Evaluación del grado de epimerización durante el acoplamiento de
la Fmoc-Lys{Z)-Asp(But)-OH sobre la H-Gly-0-CH2-Nbb

1.7.1. Planteamiento del problema

Uno de los principales problemas que pueden surgir durante la

formación del enlace peptídico es el de la racemizaci6n del aminoácido

carboxilo terminal (como talo formando parte de un fragmento peptídi
col que va a ser acoplado directamente sobre la peptidil-resina. La

magnitud de este proceso puede depender de muchos factores, tales como

el disolvente, los aditivos utilizados para llevar a cabo la reacci6n

o la naturaleza del aminoácido o fragmento peptídico empleados.
El mecanismo del proceso fué establecido por Bergmann y Zervas36

(figura 1-10), los cuales postularon que la epimerización transcurría

a través de un intermedio tipo oxazolona, estando catalizada la con-
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versión por bases (catálisis específica en disolventes polares apr6ti
cos37) •

Con respecto a la síntesis del tetrapéptido protegido 1Q, apoyán
donos en la información obtenida en la literatura, durante el acopla
miento del dipéptido protegido! sobre la aminoacil-resinaI, podría
tener lugar este proceso sobre el ácido aspártico ya que la formación

H
H

�t�R lento -tj'RB +

O'
.. + HB

X O
O O

/
H

NXR rápioo -c--{ I
O OH

O O

H H �

'rN):�:
figura 1-10

del enlace peptídico se realiza en dimetilformamida, uno de los disol

ventes con mayor susceptibilidad de provocar epimerización38-40• Por

otro lado, el protector del grupo amino terminal del aminoácido impli
cado juega un papel muy importante, como se ha demostrado, al influir

sensiblemente en la formación de la oxazolona, según su carácter

electroatrayente de electrones41,42; así, un protector tipo acilo

facilita la formación de ésta frente a un grupo tipo uretano, lo cual

explica la importancia que puede tener la racemización durante el

acoplamiento de un fragmento peptídico. Con respecto al aditivo, como

se ha comentado con anterioridad, el N-hidroxibenzotriazol, general-
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mente, minimiza el proceso, aunque depende del aminoácido y secuencia

estudiados; en el caso que nos ocupa, el aminoácido implicado es el

ácido aspártico, del cual no se han encontrado datos en la literatura

a este respecto.
Dado que el péptido sintetizado es de pequeño tamaño, cabe espe

rar que la resolución cromatográfica de los dos epímeros sea relativa

mente fácil, por 10 que se ha considerado que un método analítico

adecuado para este estudio podría ser al HPLC, el cual se ha aplicado
ya en otros casos con este objetiv043-46• Normalmente, para realizar

estos estudios, se preparan los modelos correspondientes por los

métodos convencionales de síntesis. En nuestro caso, se provocó la

formación del péptido epímero y se analizó el producto final por

cromatografía de gases y espectrofotometría de masas.
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1.7.2. Diseño de una nueva sintesis de Boc-val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH
para obtener péptido epimerizado

Con objeto de obtener más información sobre esta reacción secun

daria, se realizó una nueva síntesis a pequeña escala (100 mg de

resina) del tetrapéptido protegido, llevando a cabo la incorporación
del dipéptido protegido i en presencia de N-hidroxibenzotriazina27, la

cual, así como el N-hidroxibenzotriazol, muestra una especial eficacia
en la supresión de esta reacción secundaria. Una vez se llevó a cabo

la fotólisis, el análisis mediante HPLC indicó la presencia del pépti
do en forma de pico único, situación que no cambió pese a introducir

numerosos cambios en el tipo de columna o condiciones cromatográficas.
Al objeto de disponer de una muestra de péptido epimer;zado, se reali

zó una nueva síntesis a pequeña escala del tetrapéptido protegido, no

utilizando catalizador durante el acoplamiento del dipéptido protegi
do, temperatura moderadamente elevada y una �ilución mayor para favo

recer la formación del epímero. Así, otros 100 mg de resina se some

tieron a la misma serie de tratamientos, obteniendo tras la fotólisis

un crudo peptídico cuyo análisis por HPLC mostraba la presencia de un



Fmoc-NH-CH'CO'NH-CH'COOH
I I

(CHi)4 CH2
I I

NH-Z COOBut
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figura 1-11
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pico vecinal que absorbía tanto a 220 nm como a 245 nm y cuya capa

fina (cloroformo/metanol/ácido acético, 73:25:2; positivo a la ninhi

drina y al c10rax) indicaba la presencia de péptido (Rf similar al del

péptido). Al intentar separar este producto por cromatografía semipre

parativa surgieron problemas con la columna, no pudiéndose recuperar

éste, por 10 que se realizó una última síntesis. En este caso concre

to, para favorecer al máximo posible la formación de la oxazolona

durante el acoplamiento del dipéptido protegido sobre la aminoacil

resina, se utilizó como aditivo dimetilaminopiridina, la cual, como se

ha comprobado, cataliza la formación de ésta47•
La formación del enlace peptídico en medio básico plantea un

problema adicional en esta síntesis debido a la presencia de un grupo

fluorenilmetoxicarbonilo en el dipéptido protegido, ya que experimen
tos realizados con distintas aminas terciarias han evidenciado la

nutleosl1 e18. 1 .1/.ln., 220 �

A: H20, 0.0451 de TFA

B: AteN, 0.0351 de TFA

del 50s al 70s en 30 .1n.

"_péptido

I
5

I min
25

I
15

,
20
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desprotección paulatina de la posición amino termina148• Esto obliga
a cambiar la estrategia de síntesis en el sentido de que no podemos
utilizar el dipéptido!. Como alternativa se sintetizó en solución el

tripéptido Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-OH (�, figura 1-11), utilizando la

misma metodología que la aplicada en la primera síntesis, y, a conti

nuación, se acopló sobre la aminoacil-resina L. Con objeto de obtener

la mayor cantidad posible de epímero, se dejó el tripéptido � en

dimetilformamida y en presencia de dimetilaminopiridina y diciclohe

xilcarbodiimida durante tres horas, tras lo cual la mezcla fué

adicionada sobre el polímero. Una vez realizadas la síntesis y la

fotólisis de la peptidil-resina se analizó el crudo fotolítico por
HPLC (cromatograma 1-32), siendo el pico indicado el péptido obtenido

en la síntesis convencional. El otro pico de tiempo de retención

ligeramente menor podría ser el péptido epímero ya que posee un conte

nido en aminoácidos (determinado por hidrolisis y análisis de aminoá-

o

L

32.0 Asp 34.0

I
5

I
lO

I
15

I
20 2� min

figura 1-12
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cidos) correcto; si esto es así, el resultado obtenido de la relación

entre los dos péptidos mediante esta técnica es de 3 a 5 (38 % del

isómero LLDL).
Para realizar el análisis por cromatografía de gases y espectro

metría de masas, todo el crudo peptídico se inyectó en el cromatógrafo
líquido en diferentes fracciones, colectándose los dos productos pep

tídicos. Una vez derivatizados convenientemente los aminoácidos tras

la hidrólisis de los péptidos, se inyectaron en el cromatógrafo de

gases (figura 1-12), observándose para el producto con menor tiempo de

retención el pico correspondiente al isómero O del ácido aspártico de

forma mayoritaria y, para el péptido de tiempo de retención mayor, el

isómero L como aminoácido predominante. A través de estos resultados

podemos concluir que el acoplamiento del dipéptido protegido ha

transcurrido sin racemización ya que las condiciones cromatográficas
que se han utilizado permiten una resolución de los dos epímeros 10

suficientemente buena como para poder identificarlos.

1.8. Acoplamiento de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH sobre la (5-
64)-peptidil-resina

Una vez comprobada la pureza del tetrapéptido obtenido, se ha

procedido a su incorporación sobre el fragmento 5-64 de la toxina 11

del escorpión Androctonus australis Hector, ya sintetizado sobre una

resina benzhidrilamina. El análisis mediante secuenciación de Edman49
de la peptidil-resina final indica que el acoplamiento ha transcurrido

con un rendimiento del del 99%. El acoplamiento se llevó a cabo en

dimetilformamida durante 24 h con dicic10hexilcarbodiimida, en presen

cia de N-hidroxibenzotriazol y dimetilmorfolina.
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2. ESTUDIO DE LA FORMACION DE PEPTIDO-IMIDA EN LA SECUENCIA Asp-Gly DE
LA H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-Ile-OH, FRAGMENTO 1-6 DE LA TOXINA II DEL
ESCORPION "Androctonus australis Hector"



2.1. Introducci6n

Uno de los problemas principales que plantea la s1ntesis de

p�ptidos es la elección adecuada de grupos protectores para aquellos
aminoácidos que poseen la cadena lateral funcionalizada; como es

lógico. los requisitos primordiales que deben cumplir son su estabili

dad frente a los reactivos utilizados durante la s1ntesis y su fácil

eliminación al final de ésta para obtener el péptido libre. Es fácil

imaginar también el hecho de que no exista hasta ahora un modelo

perfecto a utilizar y que sean numerosas las reacciones secundarias

descritas en la l1teratura50, Al amino!cido del cual es objeto su

estudio en este cap1tulo. asp4rt1co. se le pueden aplicar perfectamen
te estas consideraciones Y. concretamente, la reacción secundaria que

o O
11 11

......... Nli eH e - Nli eH e .

CHl I
1

coox

O
••••••••..Nli� �

____ �N-�H C •••••••••
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figura 2-1
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aparece con su utilizaci6n es una de las más estudiadas en el campo de

la síntesis peptídica. Dicha reacci6n supone la formaci6n de un deri

vado peptídico tipo succinimida cíclica (1!, figura 2-1) el cual, en

condiciones que discutiremos más adelante, puede sufrir apertura para

dar lugar al péptido deseado (l!l) y la cadena peptídica muchas veces

denominada II{JII (IT), en la que el átomo de nitr6geno del aminoácido

vecinal está unido al grupo carboni10 de la cadena lateral del ácido

aspártico.
La detecci6n de esta reacci6n secundaria se remonta al año 1954

cuando Sondheimer y Hol1ey51, en sus investigaciones sobre la síntesis

de péptidos de asparagina y glutamina (la figura 2-2 muestra el esque

ma para la primera, (1)), aislaron los primeros derivados succinimídi

cos (VII)) de los áeidos aspártico y glutámico al intentar saponi
ficar los esteres metílicos de la N�benci10x;carbon;lasparag;na y la

Na-benciloicarbonilg1utamina.

CH2CONH2
I

C�sCH2OCONH - CH -C<X>CH3
y.

CH2CONH2
I

4!ISCH2OCONH-CH-COOH
zr

o

r<NH
C6HsCH2OCONH-CH'{

Yll O

ao eh.

CH2COOH
I

C�sCH2OCONH-CH-CONH2

figura 2-2

Puesto que este producto se obtenía mayoritariamente se procedi6
a un estudio más profundo de sus propiedades químicas, encontrándose

que por hidr6lisis acuosa o tratamiento ácido en condiciones enérgicas
(ácido clorhídrico a ebullici6n) el anillo se abría para dar lugar a

las amidas correspondientes en las posiciones lIall Y II{J" (U y VIII

respectivamente).
Un año más tarde, Battersby y RObinson52, aprovechando esta

reacci6n de ciclaci6n para otros objetivos, encontraron que la aper-
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tura del anillo daba lugar de forma mayoritaria al derivado "�",
resultado que se atribuy6 a la diferencia de electrofilia de los dos

grupos carbonilo.

El interés por el establecimiento de los mecanismos bio16gicos
que tienen lugar en los procesos enzimáticos aport6 nuevos datos sobre

esta reacci6n; asf, la secuencia Asp-Ser ha sido una de las más es

tudiadas debido a las fundadas evidencias de su participaci6n en estos

procesos. Estos estudios se dirigieron principalmente hacia la hidr6-

lisis de �-esteres, encontrándose concretamente para el ester bencfli

ca (uno de los más estudiados en los inicios de estos trabajos) que la

hidr61isis no s610 tenfa lugar rápidamente en piridina/agua53,54 o

dioxano/agua55 sino que el proceso pasaba por la formaci6n de un

intermedio tipo succinimida ya que en todos los casos se obtenían

proporciones importantes de cadena "�" (esta misma idea ha servido

para explicar la presencia de proteinas naturales con estas caracte

rísticas en el cuerpo human056•
La importancia de esta reacci6n fue en aumento con la aparlclon

de nuevos resultados tales como la formaci6n de estos derivados en

péptidos libres a altas temperaturas3 y en presencia de agua57 o

alcohol 58.
Al mismo tiempo que se fueron desarrollando todas estas experien

cias se realizaron estudios sobre la implicaci6n del aminoácido veci

nal en el proceso. Asf, Bernhard55,en 1962, observ6 en un estudio

comparativo entre las �-bencil-N-carbobenzoxiaspartilaminoacilamidas
de la glicina y serina con respecto a la hidrólisis del grupo bencilo

que la segunda poseía un efecto superior desde el punto de vista

cinético explicable por la contribuci6n del grupo hidroxilo de la

cadena lateral de la serina. En un intento de generalizar estos resul

tados Bodanszky59 llev6 a cabo en 1978 una investigaci6n exhaustiva de

todos los aminoácidos naturales en la serie de sus derivados terc

butoxicarbonil-�-bencilaspartilaminoacil-�-naftilamida frente a la

trietilamina en dimetilformamida, encontrando que tanto el impedimento
estérico (cadenas laterales voluminosas) como la presencia de cargas

en la cadena lateral (disminuci6n en la formaci6n de succinimida en

los aminoácidos que poseen una cadena de carácter ácido) pueden jugar
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un papel importante en este proceso. Así, para la glicina, aminoácido

implicado en nuestro estudio, se encontró uno de los valores más

elevados.

A raiz de todos estos resultados fué desarrollándose un inte

rés especial por la importancia que podía tener esta reacción

secundaria durante la síntesis peptídica, es decir, con los sucesivos

tratamientos ácidos y básicos para llevar a cabo los distintos acopla
mientos y en las condiciones enérgicas utilizadas para eliminar los

grupos protectores y liberar el péptido de la resina. Así, se estudió

la utilización de aditivos (hidroxibenzotriazol, pentafluorofenol,
etc)60 para eliminar la catálisis básica; sin embargo, no se evitó en

ningún caso la formación del subproducto aunque se redujo la exten

sión de la reacción en algunos. Por otro lado, tratamientos típicos de

desprotección como HBr/TFA58, HBr/AcOH61, o HF62,63 dieron lugar a

péptidos succinimídicos (siempre utilizando el grupo bencilo como

grupo protector) en una mayor o menor extensión según los casos.

En la figura 2-3 se muestra un esquema mecanístico del proceso

que puede explicar la mayoría de los resultados obtenidos.

2.2. Elección del grupo protector

El primer grupo que fué utilizado como protector de la cadena

lateral del ácido aspártico fué el bencilo. Sin embargo, debido a la

facilidad de formación de productos secundarios a que daba lugar, se

dirigieron numerosos trabajos hacia la búsqueda de un protector ade

cuado que eliminara esta importante reacción secundaria.

Las investigaciones sobre diferentes gr�pos protectores se han

dirigido hacia dos objetivos primordiales: la utilización de grupos lo

suficientemente voluminosos como para evitar el ataque nucleófilo y

otros que, en condiciones específicas, pueden ser eliminados fácilmen-
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11

figura 2-3

te antes de proceder a la liberación del péptido, momento en el que se

suelen utilizar las condiciones más drásticas.

Con respecto al primer caso se han utilizado los esteres de

cic10penti1064, cic1ohexi1065, ciclohepti10 y cic100cti1066-67 y terc

buti1068; en todos los casos se ha encontrado una estabilidad superior
a la del grupo benci10 en las condiciones sintéticas y una reducción

en la formación de succinimida. Con respecto a la utilización de un

protector temporal, el grupo benci10 ha sido usado con este objetivo
debido a que puede ser eliminado por hidrogeno1isis69-71 aunque re

cientemente se ha comprobado que dicho proceso puede provocar la
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formaci6n de succinimida72; este mismo grupo se ha utilizado también

con objeto de llevar a cabo únicamente el acoplamiento del aminoácido,
para proceder seguidamente a la desprotecci6n de la cadena lateral;
sin embargo, se han detectado grandes cantidades de péptido succinimí

dico debido a procesos de transesterificaci6n durante la sínte

sis73,74. Otros grupos empleados han sido el fenilacetilo, el cual

puede ser eliminado fácilmente con tiofen6xido s6dic062 o por hidroge
no1isis75 pero para el que se ha comprobado la formaci6n del subpro
ducto mediante catálisis básica76; el grupo p-nitrofeni10, el cual se

puede eliminar por hidrogeno1isis75,77 y el grupo terc-butilo. En este

último caso se ha conseguido la supresi6n total de la reacci6n secun

daria utilizando ácido trifluoroacético al 50% en cloruro de metileno

para eliminar este grupo y liberar el péptido de la resina al mismo

tiemp078, aunque el posterior tratamiento del péptido con ácido fluor

hídrico para eliminar el resto de los grupos protectores di6 lugar a

la formaci6n de pequeñas cantidades de succinimida.

Sin lugar a dudas, la hip6tesis de llegar al tratamiento con

f1uoruro de hidr6geno teniendo la cadena lateral del ácido aspártico
desprotegida podría ser la clave que condujera a la soluci6n del

problema. Por otro lado, el grupo terc-butilo parece ser el más ade

cuado en este sentido debido a su fácil e1iminaci6n en condiciones

relativamente suaves. Por este motivo, el objetivo de los estudios que

sa discuten en este Capítulo ha sido la comprobaci6n de la validez de

esta hip6tesis aplicada a la síntesis del péptido 13 (figura 2-4), el

H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-I1e-OH 1.J.

figura 2-4

cual corresponde a un fragmento N-terminal de la toxina comentada en

el Capítulo 1 y cuya e1ecci6n ha estado motivada por un intento de

simu1aci6n del entorno de la secuencia Asp-Gly en la toxina, de cara a

la posible ap1icaci6n de esta metodología a la proteina unida a la

resina si los resultados l� aconsejaran así. Por otro lado, ya que la

utilizaci6n del grupo terc-butilo supone un cambio de estrategia
sintética (ver Capítulo 1), se ha considerado también conveniente
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llevar a cabo un estudio de la estabilidad de este grupo protector en

las condiciones de síntesis utilizadas. De cara a evaluar la aplicabi
lidad del grupo terc-buti10 como alternativa a la metodología conven

cional de síntesis, se ha completado este estudio llevando a cabo una

comparación del comportamiento de este grupo protector frente a la

formación de péptido-imida con el de los grupos bencilo y ciclohexilo,
quizás los dos grupos protectores más estudiados en este terreno.

0---Q-CH-NH2
Ó

IX x

figura 2-5

2.3. Preparación de la Boc-Val-lys{OC1Z)-Asp(cHex)-Gly-Tyr{cHex)-11e
O-CH2-Pam, la Boc-Val-Lys(OC1Zl-Asp(Bz)-Gly-Tyr{cHex)-11e-O-CH2-
Pam y la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr{cHex)-lle-O-CH2-Pam

2.3. 1. Soporte polimérico

La síntesis de la toxina II del escorpi6n Androctonus australis

Hector, la cual se ha concluido recientemente en su fase de condensa

ción de fragmentos en nuestro laboratorio, se ha llevado a cabo sobre

una resina benzhidri1amina79 (!!,figura 2-5) debido a su naturaleza

carboxamídica en su extremo carboxi10 terminal, siendo el reactivo a

utilizar para la 1iberaci6n del péptido de la resina yeliminación de

grupos protectores el f1uoruro de hidrógen080,81. Puesto que en el
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estudio que se desarrolla en este Capítulo s610 está implicado un

fragmento del extremo amino terminal de esta toxina, se ha elegido
como soporte polimérico para la síntesis de las tres hexapeptidil
resinas una resina aminometilada (! figura 2-5) (la utilizada para

este estudio fué de 1.1 meq/g de funcionalizaci6n, determinada por el

método de Gisin), variante de la resina clorometilada comunmente

utilizada desde los orígenes de la síntesis de péptidos en fase s61i

da, como precursora de la resina 4-(oximetil)fenilacetamidometilada82

xr

figura 2-6

(resina Pam, !I, figura 2-6), la cual proporciona un enlace ester

entre ésta y el aminoácido que puede romperse en las condiciones antes

reseñadas para la resina benzhidrilamina. El objeto de la elección de

este soporte polimérico radica en la estabilidad del enlace antes

mencionado frente a las condiciones ácidas a las que se somete la

resina durante la síntesis peptídica. De cara a facilitar la cuantifi

cación por hidr61isis y análisis de aminoácidos se ha incorporado al

soporte polimérico fenilalanina como patr6n interno. Este proceso se

realiza directamente sobre la resina aminometilada utilizando N-terc

butoxicarbonilfenila1anina como aminoácido protegid083 y diciclohexi1-

carbodiimida como agente acoplante. El fragmento que nos queda para

configurar la resina Pam se acopla directamente con el primer aminoá

cido del fragmento a estudiar, método que reduce, como se ha comproba

do82, los problemas sintéticos. Ello se realiza liberando previamente
la sal de diciclohexilamonio del ácido para-(N-terc-butoxicarboni1ami
noaci10ximetil)fenilacético con ácido clorhídrico 1N (en el apartado
siguiente se discute la síntesis de este derivado) y llevando a cabo

el acoplamiento sobre la resina, previamente desprotegido el grupo

amino de la feni1alanina con ácido trif1uoroacético, en presencia de

diciclohexilcarbodiimida (metodología normalmente utilizada en una

estrategia de terc-butoxicarbonilaminoácidos84,85.
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2.3.2. Síntesis de derivados de aminoácidos

2.3.2.1. S!ntesis del FmOC-Asp(But)-OH

Todos los derivados de aminoácidos utilizados en estas sfntesis

+

H2N-CH-C<X>H
1

CH2
1

COO-Bul

o
11

CH2'O-C-NH-CH-COOH
1

CH2
1

COO-Bul

figura 2-7

han estado disponibles en nuestro laboratorio salvo para los casos del

�-ester de terc-buti10 del ácido N-terc-butpxicarboni1aspártico (�) y

el ácido para-(terc-butoxicarboni1iso1euci1)feni1acético (1!) (ver si-.
guiente subapartado).

El primer producto se sintetizó a partir del ester correspondien
te y de la f1uoreni1metoxicarboni1azida (figura 2-7), obtenida, a su

vez, a partir del c10roformiato de fluoreni1metilo. La obtención del

derivado � fué descrita por Chang y co1.S6, los cuales utilizaron

cloruro de f1uoreni1metoxicarboni10 como reactivo de partida, no ci-

tando en ningún momento el rendimiento del proceso. RecientementeS7
se ha procedido a la sfntesis de estos derivados a partir de la

fluoreni1metoxicarbonilazida, método que ha proporcionado mejores
rendimientos que el primero. Por este motivo, se ha procedido a la

sfntesis de este producto utilizando esta última metodologfa, obte-
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1) Znl AcOH

2) DCA

Boc-De{)CH,D-COO9 DCA
Q

figura 2-8

niéndose un rendimiento del 71% después de cristalizar el acetato de

etilo/hexano, y un poder rotatorio de -24 (c=1, dimetilformamida) (el
descrito en la literatura es -20).

2.3.2.2. Preparación del ácido para-(terc-butoxicarbonilisoleuciloxi
metil)fenilacético

El método que se utiliz6 para la síntesis del derivado 14 es el
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descrito por Mitchell y col.82 para la obtención de derivados simila

res de otros terc-butoxicarbonilaminoácidos (figura 2-8). Para prepa
rar este producto partimos del ácido para-toluoico para obtener como

intermedio el ácido para-bromometilfenilacético por bromación en pre
sencia de luz88• A continuación, se procede a la sfntesis del ester de

fenacilo utilizando para ello bromoacetofenona en presencia de trie

tilamina, para seguir con la adición del terc-butoxicarbonilaminoácido

en medio también básico de diciclohexilamina. La reducción del ester

de fenacilo anterior en medio ácido (ácido acético) nos proporciona el

derivado deseado.

2.3.3. Síntesis de las distintas peptidil-resinas

La figura 2-9 muestra la sfntesis de las tres peptidil-resinas.
La estrategia sintética a seguir para la obtención de estos productos
depende del tipo de grupo protector que se vaya a utilizar para el

ácido aspártico. Tanto para el péptido que contiene Asp(Bz)89 (�)
como para el que posee Asp(cHex)65 (1!) se sigue el procedimiento
habitual para terc-butoxicarbonilaminoácidos. Con respecto al péptido
que contiene Asp(But)238 (1Z) la estrategia es sensiblemente diferen

te ya que el grupo terc-butilo es lábil a los ácidos, por lo que su

presencia es incompatible con la utilización de terc-butoxicarboni

laminoácidos. Este problema queda solventado con el uso del grupo

fluorenilmetoxicarbonil090 como protector del grupo amino del aminoá

cido. Dicho grupo, como ya se coment6 en el Capftulo 1, es eliminado

con piperidina en dimetilformamida al 20% en 10 minutos. Como grupos

protectores de cadenas laterales para el resto de aminoácidos han sido

utilizados el orto-clorobenciloxicarbonil091 Y el benciloxicarboni-

1092 indistintamente para la lisina (el primero para la sfntesis de

las hexapeptidi1-resinas 1!Y�, y el segundo para la hexapeptidil
resina 1Z) y el ciclohexilo para la tirosina93• Para la obtención de

los tres productos, se preparó un lote de tripeptidil-resina �, de la

cual se separaron diferentes alfcuotas para la obtención de las tres
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HZN.CHz-0

I Boc-Phe-OH

Boc·Phe·NH.CHz-0

I �� ��De-OCH:¡).c.u.-COClI2-COOH
Boc-IIe-O-0

, 1) TFA

,
2) Boc-aminoácido

Boc-Gly-Tyr(cHex)-De-O-0 II

// "'-.. �� ::-"ácidO
1) TFA //�-Val-Lys(OClZ)-Asp(�lY-TY'(cHeX)-De-O- 02)

BOC-amin7,áCidO
/•. �

l)TFA

/ 2) Fmoc-aminoácido li
3) piperidina IDMF

/ BOC-Val-LYS(Z)-AsJ>(tBu>:-Tyr(cHexl-De-O-0
Boc-Val-Lys(OClZ)-Asp(Bz)-Gly-Tyr(CHeX)-De.o..@

rs � 1) TEA IOCM

��aeWl o

H-Val-Lys-NH-CH-CO-Gly-Tyr-De-OH + H-VaI-LYS-NH-<I N-CHz-CO-Tyr-De-OH
CH2
I

COOH o

figura 2-9
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hexapeptidil-resinas.

2.4. Obtenci6n del péptido y la peptidil-imida libres

2.4.1. Desprotecci6n y liberaci6n del péptido de la resina

En la literatura se han descrito numerosos métodos para la elimi

naci6n de grupos protectotes y liberaci6n del péptido de la resina

(los de más corriente utilizaci6n se pasarán a comentar más adelante

cuando se expongan las consecuencias de su utilizaci6n en la formación

de péptido succinimídico para nuestro caso particular). Uno de ellos,
el del fluoruro de hidr6geno80,81 es el que se ha utilizado para

obtener péptido e imida suficientes para su caracterizaci6n. Este,
también llamado "Hi qh", supone el tratamiento de la resina con el

ácido anteriormente mencionado a baja temperatura. Uno de los proble
mas importantes que supone este procedimiento es el hecho de que puede
dar lugar a procesos de C-alquilaci6n sobre aminoácidos como la tiro

sina debido a la formaci6n de carbocationes procedentes de los grupos

protectores (mecanismo SN1). Para evitar esto se suele adicionar una

determinada cantidad de un denominado capturador de cationes o "sca

venger" (anisol, para-cresol, tioanisol, etc.). Las condiciones que se

han utilizado aquí han sido f1uoruro de hidr6geno/para-cresol (9/1,
v/v) durante una hora a DoC. Los rendimientos han sido en todos los

casos superiores al 80%.

2.4.2. Sintesis de la !mida a partir de la peptidil-resina 18

La obtenci6n de estos dos péptidos a gran escala para su caracte-

60



rización se llevó a cabo a partir de la peptidi1-resina 1!. De entre

los métodos que se encuentran descritos en la literatura para la

formación de imidas cíclicas peptídicas se ha elegido el que hace uso

de la trieti1amina como base 65, por ser el que mayores rendimientos

ha producido (figura 2-9). Sin embargo, en nuestro caso, no se consi

guió pasar del 60 %, incluso con largos tiempos de tratamiento (65 h);
este resultado se aprovechó para obtener de un mismo lote de resina

los dos péptidos, ya que, como se comentará más adelante, se pudo
acceder fácilmente a la separación de éstos por cromatografía de

intercambio iónico. Así, la resina 1! se trató con trieti1amina al 10

% en cloruro de meti1eno durante 24 h, obteniéndose, tras haber reali

zado el tratamiento con fluoruro de hidrógeno y el cromatografiado del

crudo peptídico, aproximadamente la misma cantidad molar de cada uno

de ellos. Las técnicas espectroscópicas (de las cuales se hablará más

adelante) utilizadas para su identificación confirmaron la identidad

del péptido 1l y de la imida 19.

2.5. Comportamiento cromatográfico de los péptidos estudiados

2.5.1. Cromatograf1a ana11tica

La peptidi1-resina utilizada para la caracterización del péptido
y del subproducto de reacción fué la 1!, ya que, como se ha comentado

en la introducción y en el subapartado anterior, el grupo benci10 es

especialmente sensible a las bases, 10 cual se puede aprovechar para

la obtención de péptidi1-imida a gran escala.

Previamente a ello se llevó a cabo el estudio cromatográfico del

problema. Una vez tratada la resina con f1uoruro de hidrógeno anhidro

durante una hora a O°C en presencia de para-creso1 se obtuvo un crudo
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peptídico que analizado por HPLC analítico mostró la presencia de un

pico mayoritario cuya absorción tenía lugar tanto a 220 nm (enlace
peptídico) como a 280 nm (grupo fenal de la tirosina); los cromatogra
mas 2-1 y 2-2 muestran este resultado.

El tratamiento de este crudo peptídico con una base en medio

VlDAC Cle. 1.5 .1'.1n., 280 �

A: H20, 0.0451 de TFA

1: AtCN, 0.0351 de TFA

.1 OS .1 100s en 30 .1n.

/

\

VYDAC Cle. 1.5 .1'.1n., 220 �

A: "20, 0.0451 de TFA

1: AteN, 0.0351 de TFA

del OS .1 100s en 30 .in.

--

---
- 5

__ o 10 _ _ __ 15 20

acuoso nos podía dar una idea sobre la identidad del péptido-imida
debido a que el comportamiento cromatográfico de alguno de los picos
del cromatograma anterior (suponiendo que se haya formado este subpro

ducto, lo cual es factible) debería verse modificado debido a la

apertura del anillo para dar lugar a los pépt ídos "a" Y
11

� ". Si

tratamos la muestra anterior con trietilamina acuosa al 5% durante

doce horas a temperatura ambiente, podemos observar (cromatograma 2-3)
la desaparición de un pico con un tiempo de retención algo mayor que

el del pico mayoritario, el cual parece no verse modificado por el
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proceso; tanto el uno como el otro muestraron un análisis de aminoáci
dos correcto. El problema puede ser abordado desde el punto de vista

opuesto, es decir, podemos provocar la formación de subproducto con

extrema facilidad como ya se ha señalado; asf, se procedió al trata

miento de la peptidilresina con trietilamina al 50% en cloruro de

metileno durante 65 horas a temperatura ambiente, dando como resultado
un crudo peptfdico (una vez realizada la aplicación del fluoruro de

hidrógeno) que analizado por HPLC mostró el cromatograma 2-4. Como

vemos, el cromatograma 2-2 puede ser relacionado con este último

debido a la coincidencia en tiempos de retención del producto que

desaparece en el primer experimento y del que aparece en una gran
extensión en el segundo. La presencia de la imida puede quedar confir
mada con un último ensayo, la detección del péptido "p". Con este

objetivo se procedió a separar una pequeña cantidad del producto
aparecido (supuesto péptido-imida) en el segundo experimento por cro

matograffa semi preparativa.

VlDAC e18. 1.5 .1/.1n., Z80 �

A: H20, 0.0451 de TFA

B: AtCN, 0.0351 de TFA

del OS 11 1001 en 30 .in.
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Cabe esperar que en las condiciones cromatográficas utilizadas

hasta ahora la separación entre los péptidos "a" y "�" sea muy pobre
debido a la gran similitud entre ellos. En la literatura podemos
encontrar métodos cromatográficos a aplicar para este tipo de proble
mas, los cuales han conducido a resultados satisfactorios94• Reciente

mente, Gozzini y col.95 han descrito unas condiciones cromatográficas
basadas en los distintos pKs de los grupos carboxilo "a" y "�II del

ácido aspártico; éstas suponen la utilización de una fase móvil tampo
nada a un pH ácido adecuado (3.5 en su caso), consiguiendo así mejores
resultados. Estas consideraciones también se aplicaron a este estudio.

Primeramente, la imida obtenida por cromatografía semipreparativa se

trató con trietilamina acuosa, obteniéndose, tras la reacción con

fluoruro de hidrógeno, un crudo cuyo análisis está representado en el

cromatograma 2-5. Podemos observar en él la aparición de un producto

'lIlAC ell. I.S .1/.to., Z80 ..

A: H�, 0.CM51 de TFA

.: kOl, 0.0351 de TFA

del 01 .1 1001 lO 30 .tn

11 10 •

de forma mayoritaria con un tiempo de retención ligeramente inferior

al del obtenido desde un principio con tratamiento directo de fluoruro

de hidr6geno; también se hace visible la aparición de otro producto
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cuyo tiempo de retención es idéntico al asignado como péptido "a". Si

tenemos en cuenta los resultados obtenidos por Battersby52 el pico
mayoritario debería ser el péptido "�"; por otro lado, se comprobó
también que éste suele eluir antes que el Ila"94,95.

Puesto que las condiciones deseables para abordar la separación
de estos dos péptidos son incompatibles con la columna utilizada hasta

ahora, se hizo uso de otra, cuyos anAlisis para los péptidos "a" e

imida estAn representados en los cromatogramas 2-6 y 2-7, utilizando

condiciones isocrAticas. El resultado del tratamiento con trietilamina

acuosa al 5% se muestra en el cromatograma 2-8. Si se realiza una

coinyección de los productos del tratamiento anterior y del supuesto

péptido "a" obtenido por tratamiento con fluoruro de hidrógeno direc

to podemos comprobar la identidad del producto minoritario del primero
con el producto mayoritario del segundo, lo cual concuerda con lo

esperado (cromatograma 2-9). Aplicando las consideraciones de Gozzini,
se consiguió una separación completa de los dos péptidos utilizando

como eluyente una solución tamponada 0.02 M de acetato amónico a pH

3.5 con un 12% de acetonitrilo (cromatograma 2-10).
Una vez se detectaron los péptidos por cromatografía analítica,

se procedió a su separación a gran escala.

spherisorb C'8. '.5 ml/min •• 280 nm

isocrU ico

121 de AceN

881 de tamp6n acetato am6nico

0.02 M. pH 3.5

péptido �
I

péptidoa
I

2.5.2. Cromatografia preparativa

Para separar el péptido "a" del péptido-imida se hizo uso de la
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CNC. 30 .l/h •• 279 ni

tamp6n acetato .-6n1co

5 IIIS. pH 5.5

1socratico

VIDAC C18. 1.5 IIIl/min •• 280 nm

A: H20. 0.0451 de TFA

B: AceN. 0.0351 de TFA

del 101 al 201 en 10 lIIin.

péptido

I
10

I
5

I
10

I
5

I I
1

hI
2

I
3

I
4

I
5
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cromatografía de intercambio lonlCO. Este método resulta ser muy

adecuado en este caso particular debido a que el péptido posee una

carga más (negativa) que la imida, característica que puede ser apro

vechada para su separación a una fuerza i6nica y pH adecuados. Este

objetivo se consiguió con una columna de carboximetilcelulosa a pH
5.5 Y una fuerza i6nica de 5 mS. En estas condiciones la imida quedó
mucho más retenida que el péptido (cromatograma 2-11).

Es conveniente, antes y después de la utilización de esta

columna, hacer uso de una columna de exclusión molecular; en primer
lugar para proceder a una prepurificación del crudo peptídico y,

después, para cada uno de los péptidos, para llevar a cabo un desalado

completo. Los cromatogramas 2-12 y 2-13 muestran al péptido lIall y a la

imida una vez purificados de esta manera. Las condiciones cromatográ
ficas utilizadas para la realización de estos dos últimos análisis se

discutirán más adelante.

2.6. Caracterización del péptido y la imida

2.6.1. Hidrólisis enzimática

El método preliminar que se utilizó para la caracterización

cromatográfica de los péptidos lIau e imida fué la determinación del

contenido en aminoácidos por la técnica de hidrólisis y análisis de

aminoácidos, mediante la cual se obtuvo un resultado idéntico para las

dos sustancias debido a su mismo comportamiento químico frente a este

ensayo. Este procedimiento también se puede aplicar al péptido desig
nado como "13", dando como resultado un contenido similar en aminoá

cí dos.

Estos resultados, los cuales se han obtenido mediante una hidró-
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hidr6lisis enzimática(a) hidr6lisis ácida(b)

aminoácido "a" "

f3
" "a" "

()
"

Asp 0.49 0.14 1.17 0.99

Gly 0.45 0.31 1.22 1.04

Val 1.00 1.00 0.83 0.94

Ile 0.62 0.18 0.93 1.00

Tyr 0.48 0.21 0.93 0.88

Lys 1.13 1.09 0.89 0.99

(e) leucinoaminopeptidase, pH 8.5, 40°C, 24 h. (b) &cido clorhídrico 6 N, 110°C,
24 h.

TABLA 5.- Contenido en aminoácidos resultante de las hidr6lisis ácida

y enzimática del H-val-Lys-Asp(CH2-COOH )-Gly-Tyr-Ile-OH ("11") y del

H-Val-Lys-Asp(COOH)-Gly-Tyr-Ile-OH (" 13 ")

lisis ácida a alta temperatura, no permiten, como es 16gico, la dife

renciaci6n entre los tres productos, motivo por el cual se hace

necesaria la utilizaci6n de otras técnicas para poder llevar a cabo su

caracterizaci6n. Una de ellas podría ser la hidr6lisis enzimática96
ya que, a diferencia del péptido que podríamos llamar natural (nan),
los otros dos poseen una diferenciación estructural en un punto
determinado de la cadena {enlace f3 entre dos aminoácidos y anillo

interno tipo imida}. Estas características estructurales provocarán
una degradación incompleta enzimática. Para nuestro caso particular
esto se comprob6 con la L-leucinoaminopeptidasa, enzima hidrolítico

que actúa sobre el extremo amino terminal del péptido. Cabe esperar,

por lo tanto, para el péptido 111311, por ejemplo (la imida quedaría
indirectamente caracterizada si el resultado es positivo) un análisis
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correcto para la lisina y la valina y valores anormalmente bajos para
el resto de aminoácidos. Los resultados se muestran en la Tabla 5 (los
valores tabulados corresponden a las 24 h de reacción).

De los resultados tabulados es necesario señalar que los valores

obtenidos en la hidrólisis enzimática del péptido "a" son más bajos de

lo normal para el ácido aspártico, la glicina, la tirosina y la iso

leucina, ya que cabria esperar una relación próxima a la unidad entre

todos ellos. Esta anomalia se debe a que se ha utilizado la columna

Vydac para la separación de los dos péptidos, los cuales, en las

condiciones utilizadas, se han separado deficientemente, por lo que se

han colectado las espaldas de los picos principalmente. A pesar de

todo, la diferencia entre los valores obtenidos para las dos hidró

lisis es clara.

2.6.2. Caracterización por métodos espectroscópicos

2.6.2.1. Resonancia magnética de protón

En las figuras 2-10 y 2-11 se muestran los espectros de resonan

cia magnética nuclear de protón, realizados con un aparato de 200 Mz,
del péptido "a" y de la imida, los cuales pueden ser interpretados con

relativa facilidad con la ayuda de tablas97 y experimentos de doble

resonancia. Los sistemas más interesantes a analizar son el ASX del

ácido aspártico y el sistema AS de la glicina, ya que son los aminoá

cidos implicados en la formación del anillo de imida, por lo que cabe

esperar diferencias apreciables para éstos entre los dos péptidos;
para el resto de protones, los desplazamientos quimicos son similares

en los dos casos. La primera diferencia importante entre los dos

espectros la encontramos en la zona comprendida entre � 2.5 y 3.5

(protones AB de los sistemas ABX del aspártico y la tirosina). Por

otro 1 ado, si observamos 1 a zona de los protones "a" podemos encon

trar la segunda gran diferencia correspondiente al sistema AB de la

70



......
......

9

figura 2-10

10

16 17 18 19 20
H2NCRCO'NRCnCO'NH CRCO'NHCH2CO'NH'CHCO'NH'CH-COOH

I I I I I

.CH. CH2 3 CH2 7 15 8 CH2 .CH,
H3C 1 CH3 I I

'Q
H3C 12 CH2 13

2 CH2 4 COOH � 11
I

I 9 V" CH314
CH2 5
I 10
CH26
I

NH2 OH

H20

2
11 14

15,16 6

18,19
20 7

8 7 6 5

-

J
-- - . - .

� � t ppm



.......
N

10

9

figura 2-11

�

11
I
¡
I H20
I

o
16 17 18 A 15 19 20

H2NCHCO NnCH CO'NnCH NH CH2CO'NH'CHCO'NH CH-COOH
, , \ I I I

CH CH2 3 H2C4 8 CH2 CH
H3e' 1 'CH3 I 1 O

Q
H3e' 12 'CH2 13

CH 4 I
2 I

2
9 , 11

CH 14
CH2 5 I 3

I 10 "-
CH2 6
I

NH2 OH

2

11 14

15 8.6.7

20

, 1 1
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm



�

,

N

ID

..-

"O

I

....

N

E
....

rtS
s,
::s
C'l
.,...

� O
"O
....

...,
Q.

'8-
\

•

,..

>-
...1
(!)
..,

N

O

73



Q.
<Il
<

o
"C
....
.....
Q.

'8.

4

74



gllclna, el cual sufre un desplazamiento hacia campos más bajos del

orden de 0.4 ppm en el caso de la imida, fácilmente explicable por el

mayor desapantallamiento producido por el grupo imido frente al amido

(figura 2-12). Con respecto a los protones unidos al carbono "a" del

ácido aspártico y la tirosina, estos han sido asignados en la zona

entre � 4.5 y 4.8; estos átomos aparecen en el péptido con desplaza
mientos químicos muy parecidos, en cambio, en la imida se produce una

diferenciación apreciable entre los dos protones (de 0.1 a 0.2 ppm).
Los resultados obtenidos a través de experimentos de irradiación

realizados sobre los protones de la cadena lateral pertenecientes al

sistema ABX los dos aminoácidos son interesantes. Así como en el

péptido los sistemas AB de la tirosina y el ácido aspártico son clara

mente diferenciables (aproximadamente � 3.1 y 2.8 respectivamente),
en la imida las señales correspondientes al último aminoácido citado

sufren un gran ensanchamiento en su distribución (�2.7 y 3.3 para

los desplazamientos de los protones AB), permaneciendo prácticamente
inalterado el sistema de la tirosina (figura 2-13). Es evidente que la

restricción en la movilidad de la cadena lateral del ácido aspártico
al formar parte de un ciclo de cinco eslabones tipo imida queda refle

jada en este resultado. Por otro lado, la rigidez del sistema puede
permitir la determinación de la conformación anular y la asignación de

los protones pro-R y pro-S de la cadena lateral del aminoácido median

te la aplicación de la ecuación de Karp1us-Altona 98 modificada con

la introducción de las correcciones para los sustituyentes en posición
�.Los resultados obtenidos para las constantes de acoplamiento son 9.8

y 5.0 Hz (resultados experimentales de 8.8 y 5.3 respectivamente), los

cuales corres ponden a la conformación eclipsada, resultado que podría

HO-lle-Tyr-CO-CH2......
. �H

o�( H

NH-Lys-Val-H

5.3 Hz

8.8 Hz

figura 2-14
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explicarse por la extensi6n de conjugación entre los grupos carbonilo,
favoreciendo asf la planaridad del anillo heterocfclico (figura 2-14).

2.6.2.2. Espectroscopia infraroja

Las imidas pueden ser identificadas por espectroscopfa infraroja
por su fuerte absorci6n entre 1670 cm-1 y 1740 cm-1 debida a la

vibraci6n de tensi6n del grupo carbonilo99• En el caso de las imidas

cfclicas, se pueden observar dos bandas a 1700 cm-1 y alrededor de

1750 cm-1• En la figura 1-15 se muestran los espectros de infrarojo
del péptido y de la imida. Para este último producto, las dos bandas

son perfectamente distinguibles (1710 cm-1 y 1780 cm-1), a pesar de

ser la segunda de intensidad mucho más débil.

2.7. Estudio de la formaci6n de péptidil-imida

2.7.1. Condiciones cromatográficas utilizadas

Todos los resultados que se van a exponer a partir de ahora

fueron obtenidos por cuantificaci6n directa de los análisis de las

muestras realizados por cromatograffa analftica. La detecci6n se rea

lizó a 279 nm para evitar problemas de distinta absorción para el

péptido y la imida; en cualquier caso, se comprobó por análisis de

aminoácidos la equivalencia en la relaci6n area/nmol entre los dos

péptidos estudiados.

Con objeto de facilitar el estudio se busc6 una relaci6n sepa

raci6n cromatográfica/tiempo de eluci6n más aceptable, encontrándose

unas buenas condiciones utilizando un gradiente en 10 minutos del 10%
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de acetonitrilo al 20% del mismo (cromatograma 2-14).
Antes de pasar a comentar los datos obtenidos, es necesario tener

en cuenta una posible fuente de error. Como se desprende de resultados

encontrados en la literatura100, se ha detectado la formación espon

tanea de péptido-imida en solución acuosa. Con objeto de corroborar

este resultado en nuestro caso particular se encontró que una solución

acuosa peptfdica mantenida durante un periodo de tiempo relativamente

largo (un mes aproximadamente) dió lugar a pequeñas cantidades de
péptido __

imida

YIDAC Cle. 1.5 ml/min., 2eo �m

A: HZO, O.045S de TFA

B: AcCN, O.035S de TFA

del lOS al ZOS en le mino

O
.in

.5 .1

imida (menos de un 5%). Por otro lado, se comprobó que la imida sufría

apertura (aproximadamente un 1 % a las 4 h) en solución acuosa de

ácido acético al 10 % (condiciones de eluci6n en la columna G-10 para

desalado). Para evitar esto, los análisis se realizaron directamente

del crudo peptfdico obtenido tras el tratamiento con ácido fuerte, no

interfiriendo en las condiciones cromatográficas utilizadas el para

cresol o el anisol empleados.

2.7.2. Influencia del medio ácido

2.7.2.1. Condiciones normales (fluoruro de hidrógeno, "High")

En una sfntesis peptfdica el medio ácido es utilizado, por un
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lado, para la desprotección de los grupos a-amino (cuando se utiliza

una estrategia de grupos protectores lAbiles a los Acidos) y, por

otro, al final de la síntesis, cuando hay que obtener el péptido
totalmente desprotegido. Con respecto al primer caso, las condiciones

son lo suficientemente suaves como para que no tenga lugar la reacción

secundaria, o dicho de otro modo, los grupos protectores que se han

estudiado aquí son estables en estas condiciones, mAs aún teniendo en

cuenta que el péptido estudiado es de pequeño tamaño, 10 que supone un

corto número de ciclos de tratamiento con Acido trifluoroacético al

30% en cloruro de meti1en064,65,101. Quizás, quedaría por comprobar si

la presencia del propio aminoácido durante el acoplamiento podría ser

perjudicial si tenemos en cuenta que se utiliza en exceso y durante

periodos de tiempo relativamente largos. Los resultados obtenidos con

terc-butoxicarbonilva1ina indican la no influencia de éste en condi

ciones similares a las utilizadas en síntesis de péptidos y durante un

tiempo que supone 24 ciclos de dos horas cada uno (el comunmente

utilizado en los acoplamientos).

tipo de protección en

el ácido aspártico
13 19

ciclohexiloa 94.5 5.5

benciloa 94.0 6.0

terc-butiloa 94.7 5.3

terc-butilob 94.8 5.2

(e) fluoruro de hidrógeno/lOS de p-cresol. aoC. 1 h. (b) Desprotecci6n previa de

le cedena laterel del ácido espártico con ácido trifluoroacético. seguida de las

condiciones precticades en (e).

TABLA 6.- Formación de imida durante el tratamiento de las resinas

Boc-Val-LYS(X)-Asp(y)-Gly-Tyr(cHex)-Ile-O-CH2-pam (x: 2C1Z, y: Bz o

cHex¡ x: Z, y: But) con fluoruro de hidrógeno en condiciones "High"
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Con respecto a la desprotecci6n y liberaci6n del p�ptido de la

resina, los resultados obtenidos para las tres peptidil-resinas están

recogidos en la Tabla 6. El primer resultado importante a tener en

cuenta es la práctica no influencia del grupo protector en la etapa
de tratamiento con fluoruro de hidrógeno. Merrifield y cOl.62, para el

caso del grupo bencilo, estudiando el p�ptido Boc-Glu(Bz)-Asp(Bz)-Gly
Thr(Bz)-OH en condiciones similares a las aquí utilizadas, encontraron

una formaci6n de imida de un 99%. Los resultados de Tam y col.65 con

respecto al mismo p�ptido protegido, tambi�n indicaron una proporción
elevada de subproducto. Sin embargo, se obtuvieron valores más con

cordantes a los aquí encontrados (7%)66 para el p�ptido Boc-Ala

Asp(Bz)-Gly-OH, lo cual puede evidenciar una dependencia de este

proceso no deseado con la secuencia del p�ptido. Por otro lado, los

valores descritos en la literatura para el grupo ciclohexilo son del

mismo orden que los encontrados aquí (4.4%65 y 4.7%66).
El resultado obtenido para el grupo terc-butilo tambi�n es in

teresante. Wang y cOl.78, utilizando una estrategia parecida para el

p�ptido Z-Arg(N02)-Glu(Bz)-Leu-Glu(Bz)-Asp(But)-Gly-Thr(Bz)-Pro-Arg
(N02)-OH, aunque liberando al mismo tiempo el p�ptido de la resina, no

detectaron la formaci6n de p�ptidil-imida; sin embargo, tras la etapa

posterior de desprotecci6n del resto de aminoácidos con fluoruro de

hidrógeno encontraron pequeñas cantidades de subproducto. Para corro

borar este resultado se trat6 la peptidil-resina 11 con ácido trifluo

roac�tico al 30% en cloruro de metileno durante 30 min, previa a la

desprotecci6n con fluoruro de hidrógeno; el �esultado que muestra la

Tabla 6 indica tambi�n que la aparici6n de imida tiene lugar durante.
la etapa de desprotección global. Para terminar de confirmar este

resultado se procedi6 al tratamiento del p�ptido puro con fluoruro de

hidr6geno en las mismas condiciones, encontrándose un 5.9% de imida,
valor similaral anterior.

2.7.2.2. Distintas condiciones ácidas

Se han desarrollado varios métodos para la desprotección de

80



péptidos, los cuales incluyen un tratamiento con ácido fuerte. Dichos

métodos están dirigidos hacia un intento de supresión de los procesos
de C-a1qui1ación que puedan tener lugar (mecanismo SN1), haciendo uso

para ello de sustancias nuc1eófi1as adecuadas (sulfuro de dimetilo,
etanoditio1,etc) (mecanismo SN2) en diferentes condiciones. Aquí, se

han elegido los dos métodos más comúnmente utilizados, junto con el

reactivo 13 19

fluoruro de hidr6geno (High)a 94.7 5.3

11 b 94.1 5.9

fluoruro de hidr6geno (Low-High)c 88.0 12.0

ácido trifluorometanosulf6nicod 91.4 8.6

(a) lOS de p-cresol, ooe, 1 h. (b) lOS de anisol, ooe, 1 h. (c) Acido/sulfuro de

dimetilo/p-cresol (6.5:2.5:1), ooe, 2 h; seguido de condiciones similares a las

de (a). (d) Acido/ácido trifluoroacético/sulfuro de dimetilo/p-cresol
( 1 O : 50 : :50 : 1 O), o-c, 4 h.

TABLA 7.- Formaci6n de imida durante el tratamiento de la

Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr(cHex)-Ile-D-CH2-Pam con di

ferentes condiciones ácidas

empleado hasta ahora. Uno de ellos supone un primer tratamiento con

f1uoruro de hidrógeno en presencia de sulfuro de dimeti10, para seguir
con otro tratamiento con el mismo ácido en condiciones normales103

(método también llamado "Low-High"). El otro método supone la sustitu

ción del f1uoruro de hidrógeno por ácido trif1uorometanosulfónico en

presencia del mismo muc1e6fi10102• Los experimentos se realizaron

sobre la peptidi1-resina 11, mostrándose los resultados obtenidos en

la Tabla 7. Como podemos observar, todo parece indicar una relación

entre la cantidad de imida formada y el tiempo de reacción; así, el

valor más elevado se encontró para el método "Low-High", el cual

Supone tres horas de tratamiento. Con ácido trif1uorometanosu1fónico
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(condiciones más suaves) para un tratamiento de cuatro horas, se

obtuvo un valor intermedio; este resultado es algo superior a los

valores obtenidos por Fujii y co1.66 al estudiar la serie de péptidos
Z(OMe)-A1a-Asp(OR)-G1y-OBz, donde R es benci10, cic10penti10, cic10he

xi10, cic10hepti10 y cic100cti10, los cuales oscilan entre el 1.4%

para el grupo cic10pentilo y el 3.2% para el grupo cic100cti10, para

un tratamiento de dos horas y una concentración 1M en ácido trif1uoro

metanosu1fónico (4.5 M la utilizada aqui).

2.7.3. Influencia del medio básico

2.7.3.1. En presencia de DIEA

La utilización de una determinada base en la sfntesis de péptidos
tiene como objetivo normalmente la neutralización del medio tras la

desprotección del grupo amino terminal llevada a cabo con ácido tri

fluoroacético; por otro lado, ciertos grupos protectores, como el

grupo f1uorenilmetoxicarboni10, hacen también necesaria su utilización

para proceder a su eliminación (piperidina en este caso concreto).
Para las etapas de neutralización desde un principio se utilizó

la trieti1amina, pero con el tiempo fué sustituida por la diisopropi1-
eti1amina por diversos motivos (estabilidad de los grupos protec

tores, reacciones secundarias debidas a su caracter nuc1e6fi10, etc.).
Por esta razón, nuestro estudio se centró en esta última, aunque la

trieti1amina se utilizó con objeto de obtener péptido-imida en canti

dades apreciables a partir de la peptidi1-resina 1865 para su caracte

rización. Hay que destacar, sin embargo, que en un primer intento se

realizó un tratamiento con trieti1amina al 5% en cloruro de metileno

durante 60 h y temperatura ambiente, obteniéndose un 54% de imida; en

un segundo intento, con objeto de obtener una cantidad mayor, se llevó

a cabo un tratamiento con la misma base al 50% durante 65 h a la misma

temperatura, obteniéndose, en este caso, sólo el 39% de imida. Este
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resultado podría explicarse por una disminuci6n en el hinchamiento de

la resina provocada por un aumento en la concentración de base. Por

otro lado, Tam65, en las primeras condiciones citadas y para el pépti
do mencionado en el apartado anterior, obtuvo un 100% de imida a las

24 horas, lo cual sugiere nuevamente una dependencia con la secuencia

peptídica.

tipo de protección en

el Acido aspArticoa
13 19

ciclohexilo 93.6 6.4

bencilo 93.5 6.5

terc-butilo 93.6 6.4

(a) 5Z de diisopropiletila�ina en cloruro de metileno, temperatura ambiente. 10

h. (b) Los valores tabulados corresponden a la su�a de la cantidad de imida
for�ada durante el tratamiento con base y la obtenida durante la etapa posterior
de desprotección y liberación del péptido de la �sina con fluoruro de hidrógeno

en condiciones "High" (ver Tabla 6).

TABLA 8.- Influencia de la diisopropiletilamina sobre las tres

peptidil-resinas estudiadas (ver Tabla 6)

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos tras un tratamiento

con diisopropiletilamina para las tres peptidil-resinas. Las condicio

nes utilizadas son las que se aplican normalmente en síntesis de

péptidos en fase sólida, salvo en el tiempo empleado, el cual viene a

representar 50 ciclos de acoplamiento. Como podemos observar, los

resultados obtenidos en los tres casos son similares y ligeramente
superiores a los encontrados para la etapa de desprotecci6n, siendo

las diferencias de alrededor el 1%. Si tenemos en cuenta las condicio

nes utilizadas para evaluar estos resultados, podemos concluir que la

diisopropiletilamina no influye prácticamente en la formación de imida

con la utilizaci6n de los tres protectores estudiados. En la literatu

ra podemos encontrar resultados sorprendentes para el grupo bencilo

como los de Blake64, quien obtuvo un 88% a las 22 horas al estudiar el
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péptido Boc-Ala-Asp(Bz)-Gly-OH, o Tam65, el cual describe en sus

estudios un 51% de subproducto a las 24 horas en condiciones muy

parecidas. Aquf nos encontramos otra vez una probable dependencia de

la magnitud del proceso con la secuencia peptfdica.

2.7.3.2. En presencia de piperidina

En la síntesis de la peptidi1-resina!r, a parte de la diisopro
pi1eti1amina, también fué necesaria la utilización de piperidina para

eliminar los grupos f1uoreni1metoxicarboni10 de dos aminoácidos. Esto

llevó a realizar también un estudio del efecto de esta base sobre las

tres peptidi1-resinas en la formación de subproducto. Desde este punto
de vista, la piperidina ha sido poco estudiada, encontrando como única

referencia en la literatura a Colombo 104, el cual estudió la estabi-

o

H-VaI-LYS-NH�
�N-CH2-C0-Tyr-De-OH

O

1.2

H-VaI-Lys-NH-CH-CO-Gly-Tyr-De-OH
I

yH2r-\
CONJ

+ H-VaI-Lys-NH-CH-CH2-CO-Gly-Tyr-De-OH
I

CO
I

Oll
figura 2-15

lidad del grupo benci10 frente a esta base, encontrando unos elevados

1ndices de formación de succinimida (100% a los 60 min).
La piperidina, frente a este proceso, se muestra especialmente

reactiva, de tal manera que sigue reaccionando para dar lugar a una

mezcla de péptidos amida en la cadena lateral del ácido aspártico (20,
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nucleosil C18. 1 ml/min., Z80 nm

A: HZO, 0.0451 de TFA

B: AcCN, 0.0351 de TFA

del 151 al 351 en 15 mino

min
15

.f!_, figura 2-15). Este resultado hace necesaria una caracterizaciÓn de

estos dos nuevos péptidos desde el punto de vista cromatográfico para

poder evaluar la cantidad global de subproductos que se puedan formar.

Para ello, se trat6 una muestra de imida con piperidina al 50% en

dimetilformamida durante una hora a temperatura ambiente. El resultado

obtenido se muestra en el cromatograma 2-15. Los análisis de aminoáci

dos realizados tras hidrólisis ácida mostraron que el segundo y tercer

picos eran peptfdicos. Aquf, la hidrólisis enzimática también puede
acabar de confirmar la existencia de estos dos nuevos subproductos.
Los resultados obtenidos para las dos hidrólisis se muestran en la

Tabla 9.

Las condiciones que se utilizaron para la evaluaci6n de la forma

ción de imida fueron piperidina al 20% en dimetilformamida (método
usual) y un tiempo equivalente a unos 24 ciclos sintéticos de acopla
miento. Los resultados se muestran en la Tabla 10. El caso más

dramático es el del grupo bencilo, quedando a los 10 min sólo un 4.8%

de péptido. Es de destacar que la velocidad de reacción es incluso

superior a la encontrada por Colombo para el péptido Boc-Asp(Bz)-Phe
NH2 al ser tratado con piperidina al 55% en dimetilformamida; en este

caso, muy probablemente el factor predominante será el aminoácido

vecinal, explicando asf una mayor facilidad de formaci6n de la imida

para la secuencia Asp-Gly que para la secuencia Asp-Phe debido al

impedimento estérico que proporciona la fenilalanina con su cadena

85



hidrólisis enzimáticaa hidrólisis ácidab

aminoácido piperididal piperidida2 piperididal piperidida2

Asp 0.05 0.09 1.02 1.00

Gly 0.15 0.34 1.14 1.15

Val 1.00 1.00 0.91 0.91

Ile 0.09 0.16 0.96 0.95

Tyr 0.16 0.11 0.80 0.90

Lys 1.18 0.99 0.97 0.99

(a) leucin08minopeptidasa, pH 8.5, 40°C, 24 h. (b) ácido clorhídrico 6 N, 1100C,
24 h.

TABLA 9.- Contenido en aminoácidos resultante de las hidrólisis ácida

y enzimática correspondientes a los péptidos piperidida (ver Tabla 5)

lateral bencílica59•
Aunque la formaci6n de imida es mucho más lenta, el resultado

obtenido para el grupo ciclohexilo es también sorprendente ya que

representa una pérdida de péptido del 2.8% por ciclo si suponemos una

desaparici6n lineal. Los resultados descritos en la literatura sobre
la estabilidad de este grupo protector en presencia de bases, a parte
de la diisopropiletilamina, están referidos a la trietilamina y ni

mucho menos son tan drásticos; así, Tam65 describe un 14% de imida con

un tratamiento con trietilamina al 5% en cloruro de metileno durante

24 h y Fujii66 un 3.2% en 20 h en dimetilformamida.

También se ha detectado la formaci6n de imida, aunque en mucha

menor extensi6n, al realizar el mismo tratamiento con piperidina sobre

el derivado � (un 5% si no tenemos en cuenta la formada durante el

proceso de desprotecci6n). La desprotecci6n en medio básico de la
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tipo de protección en

el ácido aspártico
13 piperididasd

ciclohexiloa 32.5 44.0 23.5

benciloa 44.4 55.6

bencllob 4.8 9�2

terc-butiloa 89.0 8.1 2.9

(a) 201 de piperidina en CMF, temperatura ambiente, 4 h. (b) Como (a), pero 10
min de tratamiento. (e) Mismas consideraciones que las realizadas en (b) de la
Tabla 8. (d) Los resultados tabulados corresponden a la suma de las 2 piperidi-

das.

TABLA 10.- Resultados obtenidos al tratar las 3 peptidil-resinas es

tudiadas (ver Tabla 6) con piperidina

cadena lateral del ácido aspártico cuando éste está protegido en forma

de éster terc-but1lico para dar lugar a la formación de imidas ya

había sido detectada por Schwyzer10S en medio acuoso con hidróxido

sódico 1 N; por otro lado, Roeske160, al tratar el ester terc-butílico

de la Na-benciloxicarbonilasparagina con un equivalente de hidróxido

sódico en metanol, obtuvo un 40 % de imida.

Por los resultados obtenidos, no cabe duda que la piperidina es

lo suficientemente básica como para ser utilizada con cautela en la

síntesis de péptidos en fase sólida; por otro lado, si hacemos una

comparación entre los tres grupos protectores podemos comprobar la

importancia que pueden tener los efectos estéricos ya que observamos

una disminución en la formación de subproductos al pasar del grupo

menos voluminoso al que ofrece mayor impedimento estérico (terc

butilo).
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2.8. Planteamiento de una nueva estrategia de sfntesis. utilización
de un grupo protector estable al fluoruro de hidrógeno

2.8.1. Plan�eamien�o de la es�ra�egia

Por los resultados que se han obtenido con respecto a la utiliza

ción del grupo terc-buti10 como protector temporal de cara a evitar la

formación de peptidi1-imida, podemos concluir que la hipótesis plan
teada desde un principio no es totalmente satisfactoria, al menos en

este caso concreto, debido a que el tratamiento de la peptidil-resina
con f1uoruro de hidrógeno es uno de los responsables de la conse

cución de la reacción secundaria. Desde este punto de vista, la utili

zación de un grupo protector que fuera estable a este medio ácido

podría solventar el problema a este nivel. Si, además, este grupo

pudiera ser eliminado rápidamente tras esta etapa en condiciones

relativamente suaves, podría constituir una alternativa muy factible

de cara a solventar el problema. Esta filosofía es totalmente opuesta
a la que ha sido objeto de estudio en este Capítulo y no ha sido

ensayada hasta ahora en ningun péptido, por 10 que se va a desarrollar

su viabilidad en los siguientes apartados.
El grupo protector que puede cumplir perfectamente con este

cometido es el grupo fluoreni1meti10106-108, el cual es estable al

f1uoruro de hidrógeno y puede ser eliminado con relativa facilidad con

piperidina, a través de un mecanismo similar al del grupo f1uoreni1-

metoxicarboni10 (figura 2-16), es decir, dando lugar a dibenzofu1veno.

No cade duda que la competencia de este proceso frente al de abstrac

ción de un protón unido al nitrógeno de la glicina para dar lugar a la

imida (proceso que daría una molécula de f1uoreni1metano1) será la que

nos dará la respuesta de la posible solución a este problema. A prio

ri, podría esperarse que el dibenzofu1veno fuese un mejor grupo sa

liente que el alcohol, ya que el primero está altamente conjugado; sin

embargo, un protón de amida también es relativamente ácido, por 10 que

resulta arriesgado predecir cual será el camino más probable. En
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nuestro laboratorio se han realizado una serie de ensayos para probar
la viabilidad de este grupo protector para su utilizaci6n en sintesis
de fragmentos protegidos, empleando como modelo el tetrapéptido pro

tegido estudiado en el Capitulo 1, el cual se ha sintetizado con

éxito utilizando como grupo protector para la lisina el fluorenilmeto

xicarbonilo y para el ácido aspártico el fluorenilmetilo (Boc-Val
Lys(Fmoc)-Asp(Fm)-Gly-OH). El péptido obtenido de esta forma se trató

Con ácido trifluoroacético para eliminar el grupo terc-butoxicarbonilo

de la valina y, a continuaci6n, con piperidina para eliminar los dos
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grupos de naturaleza fluorenílica, no detectándose péptido-imida, ni

por cromatografía analítica ni por estudio de los espectros de reso

nancia magnética de protón del crudo de reacción una vez prepurifi
cado por cromatografía de exclusión molecular; sin embargo, hay que
tomar este resultado con cautela ya que el péptido eluía prácticamente
con el frente debido a su pequeño tamaño y el número de cargas que

posee, pudiendo no llegar a resolverse éste y la imida en las condi

ciones cromatográficas utilizadas.

2.8.2. Preparaci6n del �-ester de fluorenilmetilo del ácido N-terc-

butoxicarbonilaspártico
----

2.8.2.1. Intentos de obtención del ester por el método del complejo de
cobre

Cuando aparece un nuevo grupo de cara a ser utilizado para prote

ger la cadena lateral de un aminoácido, y cuya aplicación en síntesis

peptídica se desea estudiar, la obtención del derivado correspondiente
al aminoácido objeto de investigación puede llegar a suponer un gran

reto debido a la elevada funcionalización de la molécula a preparar,

lo cual implica el diseño de estrategias que permitan la protección
selectiva de los distintos grupos funcionales y evitar, de esta forma,
interferencias que pudieran impedir la consecución del objetivo
deseado. Como ejemplo, podemos citar al grupo bencilo, uno de los

primeros en aparecer y el más estudiado de todos, cuyos derivados

para el ácido aspártico (aminoácido objeto del presente estudio) y el

ácido glutámico se prepararon por dos vías diferentes: mediante pro

tección simultanea de los dos grupos carboxilo y posterior hidrólisis

selectiva del grupo en "a"109-111 y por obtención de forma directa y

selectiva del ester desead0112,113. No cabe duda de que estos dos

caminos no son los Onicos, sino que se han descrito numerosas alterna

tivas, las cuales se han aplicado con mayor o menor éxito según los

casos.

De entre todos los posibles caminos estudiados, muy probablemente
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el más atractivo sea el de la protección simultanea de los grupos
ami no y áci do en "0'" del ami noáci do. En este sentido, 1 a ut il i zac i 6n

de complejos de cobre se ha consolidado como uno de los métodos más

empleados y con resultados, en general, excelentes para los grupos

protectores a los que se ha aplicado (acilo para la 1isina 114,
benciloxicarbonilo para la lisina115 y ornitina116, urea para la

ornitina117,118, bencilo para los ácidos aspártico y glutámic089,119,
picolilo para el ácido aspártic030, etc.).

La obtención de estos complejos se llevaba a cabo inicialmente a

partir del aminoácido y carbonato de cobre115,116,118 u óxido de cobre
117 en medio acuoso a ebullición; estos compuestos se han venido

sustituyendo desde hace algunos años por el acetato de cobre89,119. El

producto que se obtiene con todos estos reactivos es una sal de cobre

del complejo de cobre con el aminoácido, el cual contiene dos molécu

las de éste (�, figura 2-17 ) y una cantidad de agua de hidrataci6n

H2N-CH-COOH
I

CH2 +
I

COOH

CU':G U

figura 2-17

(ocho moléculas para el ácido aspártico), la cual puede ser determina

da por diferencia al evaluar la cantidad de cobre por espectrofotome
tría visible (absorción del catión diamin-cobre a 640 nm120). El

complejo así obtenido se solubiliza en medio básico al formarse la sal
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correspondiente (normalmente la sal sÓdica121), haci�ndose reaccionar,
a continuación, con el reactivo adecuado (cloruro de benci10xicarbo

ni10, bromuro de benci10, urea, etc.), el cual se solubi1iza en una

pequeña cantidad de dimeti1formamida. Puesto que la presencia de agua

provocaba la hidrólisis prematura de ciertos esteres20, recientemente
se ha introducido como modificación la utilización de sales de tetra

meti1guanidini0119 (24), las cuales permiten la utilización de una

proporción de dimeti1formamida de nueve a uno frente al agua. Una vez

obtenido el complejo esterificado, el detivado del aminoácido se puede
liberar con ácido sulfhídrico o la sal disódica del ácido eti1endiami

notetraac�tico, siendo este último el más utilizado en estos momentos

114,119 .

Teniendo en cuenta que hasta ahora no se ha descrito la prepara

ción de ningún derivado del ácido aspártico con la cadena lateral

protegida con el grupo fluoreni1meti10, se ha aplicado la metodología
anteriormente descrita como ensayo inicial para la síntesis del co

rrespondiente -ester para este aminoácido.

Los m�todos que se han descrito hasta ahora para la formación de

esteres de f1uoreni1metilo de aminoácidos se basan en procesos de

transesterificación en presencia de imidazo1 sobre esteres activos

(esteres de p-nitrofeni10 principa1mente122,123), esterificación de

aminoácidos protegidos a partir de f1uorenilmetanol en presencia de

dimetilaminopiridina y dicic10hexi1carbodiimida124 y en la utilización

del m�todo del pirocarbonat0125, a partir del aminoácido protegido,
piridina, f1uoreni1metano1 y carbonato de di-terc-buti10 126.

La obtención de bajos rendimientos en la síntesis de esteres de

picolilo del ácido aspártico por el m�todo del complejo de cobre,
llevada a cabo en nuestro laboratorio, puso de manifiesto la posibili
dad de hidrólisis del producto en el medio acuoso de reacción (aspecto
ya comentado con anterioridad). Por otro lado, es bien conocida la

gran insolubilidad de los derivados de f1uoreni1meti10. Con objeto de

solventar estos dos problemas, se buscó una sallo suficientemente

soluble en dimetilformamida como para poder prescindir del agua. Así,
se obtuvieron las sales de cesio, piridinio, dimeti1aminopiridinio,

diisopropi1neopenti1amonio y diciclohexilamonio, siendo esta última
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extremadamente soluble en el disolvente orgánico (un gramo en 10 ml).
Como comprobación de su efectividad, ésta se utilizó en la síntesis
del �-ester bencílico del ácido aspártico, derivado comunmente obte

nido por este método, observándose la precipitación casi instantánea

del ester complejo, el cual se obtuvo cuantitativamente.

Una vez comprobada la solubilidad de la sal de diciclohexilamo

nio, se ensayaron para la síntesis del �-ester los métodos de la

diciclohexilcarbodiimida/dimeti1aminopiridina y el del pirocarbonato,
no consiguiéndose en ningún caso la formación de producto.

Por otro lado, haciendo uso de una distinta filosofía, se intentó

la sustitución nuc1eófila sobre derivados fluoreni1metí1icos. En nues

tro laboratorio se ha venido utilizando con éxito este método para la

síntesis de la $-fluorenilmeti1-N-terc-butoxicarbonilcisteina a partir
del tosilato de fluoreni1metil0127, en presencia de diisopropi1eti1a
mina128• Por este motivo, se ensayó su aplicabilidad para la obtención

del ester de fluoreni1metilo, pudiéndose detectar únicamente el pro

ducto de eliminación, es decir, dibenzofu1veno. En esta misma linea,
se realizó otro intento 'con bromuro de fluorenilmetilo, obteniéndose

los mismos resultados.

2.8.2.2. Obtenci6n del ester por el método del complejo de boro

Una estrategia similar a la anteriormente descrita es la de la

formación de complejos de bor0129 (�, figura 2-18). Estos compuestos

H2N-CH-COOH
I

CH2
I

COOH

THF
.+

figura 2-18

se preparan a partir del aminoácido y un tria1quilborano en tetrahi

drofurano a temperatura ambiente, llevándose a cabo la desprotección
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final con cloruro de hidrógeno o con metano1 a ebullición. A diferen
cia de los complejos de cobre, el grupo carboxi10 de la cadena lateral
del aminoácido está protonado en los complejos de boro, con lo que la

aplicación del método de la diciclohexilcarbodiimida es más factible

que para el caso anterior. De ensayos previos de formación de esteres
de fluorenilmetilo realizados en nuestro laboratorio se dedujo que la

reacción era extremadamente lenta en presencia de imida; sin embargo,
la adición de un pequeño porcentaje de dimetilaminopiridina (10%)
aceleraba la velocidad de reacción, siendo cuantitativa a las dos

horas (26, figura 2-19). Desde el punto de vista de desprotección del

complejo, no existe incompatibilidad con el ester formado debido a su

estabilidad en las condiciones empleadas (cloruro de hidrógeno). De

esta forma, se obtuvo el es ter deseado, precipitando instantaneamente

en el medio de reacción, con un rendimiento superior al 80% (27).
La introducción del grupo terc-butoxicarbonilo se llevó a cabo

2-terc-butoxicarboniloxiimino-2-fenil-acetonitri10 (figura 2-19)
__

o

el cual es altamente reactivo, con 10 que permite la utilización

con

130
,

Fm-OH IDCC

DMAP

COOH
I

CH-CHz COO-Fm
GCI G�3

Boc-NH -CH-COC)H
I

CHz
I

COO-Fm

figura 2-19

de bases débiles, disminuyendo as1 el riesgo de descomposición del

producto final. De esta forma, el rendimiento de la reacción fué

superior al 80% (28).
Este método también se aplicó con éxito para la s1ntesis del
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derivado análogo al ácido glutámico, obteniéndose también rendimientos

superiores al 80 %, salvo para la última etapa, en la que se obtuvo

un rendimiento de un 79 %.

2.8.2.3. H-Val-Lgs-Asp(Fm)-Glg-Tgr-Ile-DH. Obtención 9 estudio de
formación de imida

Una vez obtenido el �-ester de fluorenilmetilo del ácido aspár
tico, se procedió a la síntesis de la hexapeptidil-resina correspon

diente siguiendo el mismo protocolo que para los derivados�, JI y

18. En este caso concreto, se utilizó la orto-2-bromobenciloxicarbo

nil-N-terc-butoxicarboniltirosina131 en lugar del derivado O-ciclohe

xilado por no disponer de éste en aquellos momentos. Una vez obtenida

la hexapeptidil-resina, se llevó a cabo la liberación del péptido con

fluoruro de hidrógeno en conditiones "High", obteniéndose un crudo

peptídico cuyo análisis por HPLC mostraba la presencia de péptido
libre y de imida (Tabla 11), acompañados de un producto con un tiempo
de retención muy superior (6 min, 8 min y 28 min respectivamente; de

10% a 40% en 30 min; A: agua/0.045% de ácido trifluoroacético, B:

acetonitrilo/0.035% de ácido trifluoroacético); 1.5 ml/min); este

mismo producto absorbía fuertemente tanto a 220 nm como a 280 nm y el

análisis por espectrofotometría ultravioleta presentaba las absor

ciones características del grupo fluorenilmetilo. El tratamiento con

piperidina del crudo de reacción daba lugar a un incremento en las

cantidades de péptido libre e imida, con desaparición del producto de

tiempo de retención a 28 mino Todos estos ensayos confirmaron la

identidad de éste como el �-ester de fluorenilmetilo del hexapéptido.
Los resultados obtenidos indican, al contrario de las suposi

ciones iniciales, una baja estabilidad del ester de fluorenilmetilo en

las condiciones ácidas utilizadas, ya que se obtuvo un 26% de péptido
libre y entre un 3% y un 4% de péptido-imida. El tratamiento posterior
del crudo peptídico con piperidina al 20% en dimetilformamida durante

2 min provocó la desprotección completa del péptido, observándose un

incremento en la proporción de imida superior al obtenido en condi-
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ciones normales (�-ester bencflico, "High"; entre un 5 y un 6%). En un

intento de reducir la cantidad de subproducto, se utiliz6 como reacti

vo el fluoruro de tetrabutilamonio, cuya eficacia para la hidr61isis
de esteres de fluorenilmetilo ya habfa sido demostrada132• En este

sentido, se trató el crudo peptfdico con una soluci6n 0.05 M del

fluoruro en dimetilformamida durante dos minutos, siendo la desprotec
ción cuantitativa. En el análisis cromatográfico de la mezcla final no

se detect6 imida; sin embargo, se pudo comprobar la presencia de un

27% de péptido "�". Este resultado se puede explicar si tenemos en

cuenta la basicidad del anión fluoruro, de tal manera que puede provo

car la hidrólisis de la amida (el reactivo utilizado posee tres molé

culas de agua) para dar lugar a los péptidos I�" y "�". Si tenemos en

cuenta que la apertura del anillo proporciona una relación de péptido

I�" frente a péptido "a" de 3 a 1 (suponiendo similar a la encontrada
/

al tratar la amida con trietilamina acuosa), el porcentaje de imida

inicial formada deberfa ser de un 30% aproximadamente, lo cual hace

inviable la utilización de este reactivo.

2.8.2.4. Ensayos preliminares sobre el comportamiento de los grupos

3-picolilo y 4-picolilo en la formaci6n de péptido-imida

En los altimos años, se han venido utilizando en nuestro labora

torio los �-esteres de 3-picolilo y 4-picolilo del ácido aspártico con

Objeto de aumentar la solubilidad de los péptidos protegidos y facili

tar, de esta forma, su purificaci6n30• Estos esteres poseen una gran

estabilidad, incluso en condiciones ácidas (45% de bromuro de hidróge
no en ácido acético durante 24 h, a temperatura ambiente)28, siendo

fácilmente reducibles por hidrogenación catalftica. Estas caracterfs

ticas pueden hacer factible su utilizaci6n en la sfntesis de péptidos
de cara a minimizar la formación de péptido-imida. Por ello, se ha

ensayado de forma preliminar su influencia sobre la reacción secunda

ria estudiada en este Capftulo en la sfntesis del hexapéptido]l.
La utilización de estos esteres como grupos protectores del ácido

aspártico, cuya sfntesis ya ha sido descrita en la literatura30,133,
ha sido, hasta ahora, muy limitada, por lo que se poseen pocos datos
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al respecto. Desde el punto de vista de formaci6n de imidas cíclicas,
Perseo· y co172 estudiaron el comportamiento del grupo bencilo durante
el proceso de hidrogenación catalítica, encontrando que la formación
de subproducto dependía de factores como la secuencia o el disolvente,
incrementando drásticamente la formación de subproducto la presencia
de trazas de base y siendo, por el contrario, eliminada con la adición

de ácido acético o ácido fórmico cuando se utilizaba como agente
reductor formiato am6nico/paladio/carbono.

Los resultados obtenidos en nuestro caso particular se muestran

en la Tabla 11. Los análisis por HPLC de los dos crudos peptídicos,
una vez realizado el tratamiento con f1uoruro de hidrógeno, mostraron

la presencia de sendos productos con tiempos de retención similares al

del péptido libre. Para el caso del péptido 3-picolilo, la diferencia

fué tan pequeña que no fué posible su cuantificación con respecto al

péptido libre, apareciendo este último como una espalda del pico

principal. Estos dos productos fueron asignados como los respectivos
péptidos protegidos dado que el tratamiento del crudo peptídico con

paladio/carbono y formiato amónico provocaba su desaparici6n, la cual

iba acompañada con un aumento del pico correspondiente al péptido
libre. Con respecto a la estabilidad de los dos productos frente al

tratamiento con f1uoruro de hidrógeno, se observó, en los dos casos,

un comportamiento parecido al encontrado en el péptido estudiado en el

apartado anterior, en el sentido de poseer una baja estabilidad en las

condiciones ácidas estudiadas, lo cual contrasta con los ensayos

realizados en nuestro laboratorio con los derivados del ácido aspárti
ca como tal, para los que no se ha detectado aminoácido libre por

análisis de aminoácidos una vez sometidos a las mismas condiciones.

Desde el punto de vista de formación de péptido-imida, se obser

va un comportamiento bien diferenciado entre los dos grupos protec
tores. Para el caso del grupo 3-picolilo, se ha detectado un porcen

taje de imida similar al obtenido en condiciones normales, el cual no

ha variado prácticamente tras el tratamiento con paladio/carbono/for
miato am6nico. No ocurre lo mismo para el péptido 4-picolilo, ya que

la cantidad de imida obtenida es superior, siendo aproximadamente el

doble que para el caso anterior (también se forma durante la
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desprotección), probablemente por ser este grupo mejor grupo saliente.

El resultado obtenido para el grupo 3-picolilo es esperanzador,
siendo el siguiente objetivo la búsqueda de unas condiciones más

suaves que garanticen la estabilidad del grupo protector durante a

etapa de liberación del péptido de la resina.

reactivo 13
7%)

13(x)
(%)

19
7%)

13(FIn)

26.3 70.2 3.5

piperidinab 88.7 11.3

100.0e

13(3Pic)

94.8f 5.2

Pd/cd SJ.2 45.3 4.5

13(4Pic)

HF 37.7 SJ.8 11. 5

Pd/C 61.0 20.4 18.6

Salvo los experimentos con fluoruro de hidrógeno, los cuales se han efectuado
sobre la resina, los demás se han realizado con los respectivos crudos peptidi
coso (a) lOS de p-cresol, OOC, 1 h (RHigh"). (b) Solución al 20S en dimetilfor

.a�ida, te�peratura a�biente, 2 .in. (c) Solución 0.05 M en dimetilfor.amida,
te.peratura a�biente, 2 .in. (d) 0.5 � de crudo peptidico, 0.8 � de Pd/C, 0.5

� de for.iato amónico, 0.5.1 de Metanol y 20 pI de ácido acético; te�peratura
�biente, 5 .in para el péptido-Asp(3Pip) y 10 .in para el péptido-Asp(4Pip).
(e) En este experimento se ha detectado un 27.5S de péptido R� R. (f) El péptido
desprotegido ha aparecido � una espalda, no habiendo sido posible su cuanti-

ficación.

TABLA 11.- Estabilidad de los grupos f1uorenilmetilo (FIn) y picolilo

(3Pic y 4Pic) en distintas condiciones
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3. ESTUDIO DE LA N-benzhidril-{4-bromometil-3-nitro)benzoilamida COMO
MODELO MONOMERICO DE LA RESINA 4-bromometil-Nbb



3.1 Introducción

En el Capítulo 1 de esta Tesis se planteó la posibilidad de una

disminución en el rendimiento de acoplamiento de un determinado ami

noácido sobre la resina 4-bromometil-Nbb debido al incremento de

reactividad frente a nucle6filos motivado por la presencia de un grupo
nitro fuertemente atrayente de electrones en el anillo aromático. En

principio, esto podría tener dos implicaciones de distinto signo; por

un lado, la competencia entre distintas especies y nuestro aminoácido

puede provocar una disminución en el rendimiento de acoplamiento; por

el otro, se podría aprovechar esta reactividad para llevar a cabo la

liberaci6n del péptido de la resina con una mayor facilidad y tener

así un método alternativo a la fotólisis. Este estudio se hace espe

cialmente difícil si se lleva a cabo sobre la resina ya que resultaría

interesante conocer cómo queda modificado el polímero tras la reacci6n

de cara a tener una idea acerca de qué productos han sido los respon

sables del bloqueo prematuro de los centros de acoplamiento. Para

poder acceder de una forma más directa a esta información se estudió

la viabilidad de un modelo de trabajo que permitiera simular todo este

tipo de procesos en fase homogénea; de esta forma, podría realizarse

un estudio analítico del problema por cromatografía líquida de alta

resolución (HPLC), pudiendo obtener así de una manera sencilla una

respuesta bastante exacta acerca de lo que sucede en el medio de

reacción.

Con este objetivo, se ha llevado a cabo la síntesis de una serie

de análogos (los cuales podrían ser denominados análogos monoméricos)
de la resina 4-bromometi1-Nbb, para ser utilizados en solución. En

esta misma línea, se ha puesto a punto un método analítico que, como

100



se ha mencionado más arriba, ha permitido la utilizaci6n de la HPLC

como técnica analítica para seguir distintos procesos que se han

aplicado ya en fase heterogénea con distintos objetivos. Los diferen

tes estudios realizados con este modelo de trabajo han permitido,
entre otras cosas, la búsqueda de unas condiciones de acoplamiento del

aminoácido carboxilo terminal alternativas, la obtenci6n de datos

sobre posibles mecanismos de reacci6n y el ensayo de diferentes méto

dos para liberar el péptido de la resina.

101



3.2. Planteamiento del método

3.2.1. El análogo monomérico de la resina 4-bramometil-Nbb:
la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitroJbenzoilamida

El primer paso a efectuar para desarrollar esta metodología es la

obtención del análogo monomérico de la resina correspondiente. No cabe

duda que el fragmento más adecuado para realizar este estudio es el

que se muestra en la figura 3-1, es decir, la N-benzhidril-(4-bromome
til-3-nitro)benzoilamida (�), el cual está compuesto de lo que

podríamos denominar centro activo de la resina y el eslabón que lo une

al poliestireno; de esta manera se intenta simular lo mejor posible el

entorno de la posición bencílica involucrada en las distintas reaccio

nes que puedan tener lugar sobre el polímero.

1

figura 3-1

3.2.2. Elección de análogos

Es evidente que todos los derivados que se han utilizado no han
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sido estudiados al mismo tiempo, ya que, sobre la marcha, viendo las

posibilidades que podía tener el método analítico, se fueron sinteti
zando paulatinamente según el objeto del estudio en un momento deter

minado.

OCH.NH-�-QCH20HÓ N�

figura 3-2

El primer objetivo a abordar fué el establecer qué tipo de produc
tos podían competir en la reacci6n de acoplamiento del primer aminoá-
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cido. Como ya se discutió de manera introductoria, este proceso se

lleva a cabo utilizando como disolvente la dimetilformamida ya que

solubiliza muy bien las sales de cesio, solvatando con una gran efec

tividad este catión. Este disolvente es sensible a la luz e higroscó
pico, lo cual hace difícil su conservación, siendo necesaria su desti

lación bastante a menudo. La baja estabilidad de la dimetilformamida

puede acarrear problemas debido a la presencia de productos de descom

posición en el medio de reacción, como pueden ser la dimetilamina y el

ácido fórmico; incluso la misma presencia de agua podría resultar

perjudicial, ya que todas estas sustancias podrían actuar como nucleó

filos. Estas consideraciones plantean la posibilidad de formación de

tres productos, la N-benzhidril-(4-dimetilaminometl-3-nitro)benzoila
mida (30, figura 3-2), la N-benzhidril-(4-formiloximetil-3-nitro)ben
zoilamida (itL) y la N-benzhidril-(4-hidroximetil-3-nitro)benzoilamida

(�), de los cuales, los dos primeros citados bloquearían la entrada

del aminoácido, y el tercero podría dar lugar con posterioridad a la

formación de nuevas cadenas peptídicas que impurificarían el péptido
final (la formación de un enlace ester puede tener lugar también con

el aminoácido y el alcohol en presencia de diciclohexilcarbodiimida).
Para mejorar los rendimientos de acoplamineto del primer aminoá

cido se utilizó (ver Capítulo 1) la dimetilacetamida como disolvente

aprovechando su mayor estabilidad, siendo los resultados obtenidos

como mínimo comparables a los de la dimetilformamida. Además, también

se tuvo en cuenta para hacer un estudio comparativo entre los dos

disolventes. En este sentido, se consideró la posible formación del

análogo correspondiente procedente del ataque del ácido acético sobre

la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida, la N-benzhidril

(4-acetoximetil-3-nitro)bezoilamida (�).
En el Capítulo 1 se estudió el efecto de la piperidina sobre la

resina una vez introducido el primer aminoácido, indicando los resul

tados obtenidos una liberación paulatina del aminoácido con el tiempo.

En este sentido se pensó que nuestro modelo podría ser utilizado a

este respecto, jncluso de cara a establecer el mecanismo del proceso,

ya que uno de los posibles productos de reacción podría ser el deriva

do del ataque de la piperidina a la posición bencílica de la resina 4-
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bromometil-Nbb. En esta misma linea se planteó la posibilidad de

utilizar este resultado, aplicado a otros nucleófilos, para realizar

un estudio preliminar sobre métodos alternativos a la fotoqu1mica para

liberar el péptido de la resina, utilizando el modelo monomérico para

el seguimiento de los distintos procesos. Por este motivo también se

sintetizaron la N-benzhidril-(4-metoximetil-3-nitro)benzoilamida (34),
la N-benzhidril-(4-N-piperidinometil-3-nitro) benzoilamida (�) y la

N-benzhidril-(4-etiltiometil-3-nitro)benzoilamida (36) (figura 3-3).
Para poder llevar a cabo todos estos estudios fué necesario

caracterizar también el análogo de la aminoacil-resina correspondien
te, que en este caso fué el obtenido a partir de la N-terc-butoxicar

bonilglicina, es decir, la N-benzhidril-(4-N-terc-butoxicarbonilglici-
10ximetil-3-nitro)benzoilamida (�).

Se consideró también interesante estudiar el efecto que pudiera
tener el tipo de aminoácido implicado en algunos de los procesos

planteados más arriba; en este sentido, se eligió la N-terc-butoxicar

bonilprolina por ser el aminoácido que puede dar lugar a los efectos

más drásticos debido a factores de tipo estérico. Por este motivo, se

procedió a s1 mismo a la s1ntesis del análogo correspondiente, la N

benzhidril-(4-N-terc-butoxicarbonilproliloximetil-3-nitro)benzoilamida
(38).

3.3. S1ntesis de los derivados monoméricos

3.3.1. N-benzbidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida

Para llevar a cabo la obtención de la N-benzhidril-(4-bromometil-
3-nitro)benzoilamida se siguió de forma paralela el método utilizado

para la s1ntesis de la resina 4-bromometil-Nbb, con la diferencia de
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O 0-QCH'NH-e � B CH2°0-CH3

Ó N�

O 0-QCH NH-C � B CH2°S-CH2-CH3

Ó N�

II O 0-Q-CH-NH-C � B CH2·0-Gly-Boc

Ó N�

O 0-QCH-NH-C \ B CH200-Pro-Boc

Ó N�

figura 3-3
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que, en este caso, el producto de partida fué la benzofenona, sobre la

cual se llevó a cabo una reacción de Leuckard para obtener la benzhi

dri1amina134, la cual, a su vez, dió lugar al producto deseado con

buenos rendimientos, haciéndola reaccionar con el anh1drido del &cido

4-bromometil-3-nitrobenzoico17, previamente preparado a partir de éste

(figura 3-4).

o

2) HCl

O GO

óNH3
el

o S
1) HCOOH I OHC-NH2 I HCOO NH.4

figura 3-4

3.3.2. preparación de los distintos anAlogos

La s1ntesis de los nueve análogos de la N-benzhidril-(4-bromome-
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til-3-nitro)benzoilamida (figura 3-5) se llev6 a cabo por métodos

convencionales. De manera similar a las aminoacil-resinas, los esteres

-ª.!' 33, R y 38 fueron obtenidos a través de las sales de cesio

correspondientes, encontrándose problemas de solubilidad especialmente

para el formiato de cesio y el acetato de cesio, 10 cual no fué

inconveniente dada la gran reactividad de estas sales. El derivado

hidroxilado 32 se obtuvo en presencia de agua135, utilizando yoduro

potásico como catalizador de la reacci6n. El derivado metoxilado 34 se

prepar6 a partir del met6xido de plata en soluci6n metan6lica anhidra.

Las aminas trisustituid.as 30 y � se sintetizaron a partir de la

H20/KI
....

II

AgMeO "1 A... al..:I.

piperidina(l'EA

figura 3-5
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dimetilamina y la piperidina136 en presencia de trietilamina. El

tioeter 36 se obtuvo de forma similar, aunque en este caso hubo que
utilizar diisopropiletilamina como base ya que la reacción en presen
cia de trietilamina no tuvo lugar hacia el producto deseado por compe

tir esta última con la formación de un producto, cuya presencia se

pudo detectar por HPLC y cuya zona de elución correspondfa a la de

las sales de amonio (ver en el apartado siguiente la discusión sobre

la búsqueda de condiciones cromatográficas). Finalmente este compuesto
se caracterizó por resonancia magnética nuclear de protón, resultando

ser el bromuro de tetraalquilamonio correspondiente (figura 3-6).

R-CH2-Br + N(CH3h
" 0

---11..- R-CH2-N(CH3h Br

1

figura 3-6

3.4. Búsqueda de condiciones cromatográficas de trabajo

A la hora de estudiar el comportamiento cromatográfico de los 10

análogos, se planteó como objetivo la búsqueda de unas condiciones

isocráticas para facilitar el trabajo. En lugar de analizar en conjun
to todos los derivados de los que se disponfa desde un principio (29,
30, 31, 34, 37 y 38), se eligieron dos de ellos para buscar sus
- - - - -

condiciones más idoneas de separación y, a continuación, éstas se

aplicaron al resto de productos para acabar de perfilar dichas condi

ciones. Hay que señalar que la consecución de un cromatograma con

todos los análogos separados no es necesaria ya que, dependiendo del

estudio a realizar, sólo se necesitarán algunos de estos derivados.

Puesto que el principal proceso que se iba a estudiar era la
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reacción entre la N-terc-butoxicarboni1g1icina y el análogo monomérico

29, se consideró conveniente iniciar el análisis cromatográfico con

este último y el derivado aminoacilado lr, por ser el producto de la

reacción. Todos los cromatogramas comentados en este Capftulo fueron

obtenidos con una columna Nuc1eosil-C18. Después de registrar los

distintos espectros ultravioleta en metanol de los productos estudia

dos se eligió como longitud de onda de detección 245 nm, ya que el

derivado aminoacilado lr posee un máximo en esta longitud de onda con

un coeficiente de extinción de 8.4x103, inferior al del resto de

derivados, para los cuales oscila su máximo entre 240 y 245 nm.

Como ensayo preliminar se realizó un gradiente en agua/acetoni
trilo entre el 10% y el 90 % del segundo en 30 min, cuyo análisis

corresponde al cromatograma 3-1, en el que se pueden comprobar eleva

dos tiempos de retención y una pobre resolución. Con objeto de mejorar
en estos dos aspectos, es decir, una elución más rápida de los produc
tos y una mejor separación entre ellos, se bajó el gradiente subiendo

a un 50 % de acetonitri10 y llegando hasta el 90 % en 20 min, obte

niéndose el cromatograma 3-2, en el que se puede observar un empeora

miento en la resolución. Una separación bastante correcta de los dos

derivados se obtuvo al disminuir la pendiente del gradiente y llegar a

un isocrático del 70 %, aunque los tiempos de retención resultaron ser

muy bajos, por 10 que se creyó conveniente buscar otras condiciones

(cromatogramas 3-3, 3-4 y 3-5).
En este sentido, Se pensó que el cambio de disolvente podría

resultar adecuado; así, se sustituyó el acetonitri10 por metanol, el

cual tiene un poder de elución menor, aunque, como contrapartida,
provoca presiones más elevadas debido a una mayor viscosidad. De esta

forma, se obtuvo el cromatograma 3-6 en las mismas condiciones que el

cromatograma 3-5, observándose una mayor retención y un cambio en la

elución relativa de los dos derivados, pasando a tener un mayor tiempo
de retención el análogo aminoaci1ado. Con objeto de aumentar la reten

ci6n de los productos se disminuy6 en un 5 % el porcentaje de metanol,

obteniéndose el cromatograma 3-7, con una

raci6n. En cambio, como ya se sefta16 más

ostensiblemente hasta valores de 3900 psi,

sensible mejora en la sepa

arriba, la presi6n aument6

10 cual hacfa poco aconse-
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jable utilizar esta mezcla de eluyentes. Para solventar este problema
se sustituyó una parte del metanol por acetonitrilo, concretamente en

un 35 %, obteniéndose el cromatograma 3-8, en el que la separación
sigue siendo completa, consiguiéndose, por otro lado, una disminución

de la presión por debajo de 3000 psi, y unos tiempos de retención

razonables.

En las condiciones del cromatograma anterior se inyectaron, además

de los dos derivados estudiados hasta ahora, los análogos 30, 32, 34 y

38, observándose la ausencia de uno de ellos (cromatograma 3-9). Una

vez se inyectaron individualmente, se comprobó que el primero de ellos

no elufa en las condiciones utilizadas. Puesto que la mezcla de elu

yentes no contenfa componente ácido, se pensó que la presencia de éste

podrfa solucionar el problema al protonarse el grupo amino, aumentando

la polaridad del producto, efecto que harfa disminuir la retención de

éste. Como se puede observar en el cromatograma 3-10, el problema
quedó resuelto al añadir un 0.1 % de trifluoroacético, poseyendo este

producto, en estas condiciones, el menor tiempo de retención de los
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seis derivados analizados hasta ahora.

En estas últimas condiciones se inyectaron todos los derivados

estudiados, consiguiéndos una buena resolución entre todos ellos, como

se puede comprobar en el cromatograma 3-11. Por este motivo, éstas se

consideraron adecuadas para llevar a cabo los diferentes estudios.

3.5. Estabilidad de la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida
en dimetl1formamida y dimetilacetamida

Una vez fijadas las condiciones cromatográficas y antes de proce

der al estudio del acoplamiento del primer aminoácido, se ensayó la

estabilidad del análogo monomérico 29 en presencia de dimetilformamida

y dimetilacetamida, como paso preliminar para comprobar las conside-
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raciones que se realizaron en los apartados anteriores con respecto a

la posibilidad de formación de productos no deseados debido a la

presencia de sustancias procedentes de la descomposición del disolven

te y la extensión con que estos subproductos se formaban. Para llevar

a cabo este estudio se utilizó dimetilacetamida sin destilar, dime

tilformamida sin destilar y dimetilformamida destilada. Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla 12.

Como se puede observar, las suposiciones realizadas en el plan
teamiento previo del problema resultaron ser ciertas ya que todos los

productos esperados aparecieron, en mayor o menor cantidad según los

casos.

El primer resultado a destacar es que la diferencia entre los dos

disolventes es manifiesta, siendo el derivado estudiado más estable en

dimetilacetamida, lo cual puede tener una relación directa con el

producto dimetilformamidab dimetilformamidac dimetilacetamidad
obtenidoa

20 oc 40 oc 20 oc 40 oc 20 oc 40 oc

32e 0.3 0.8 0.4 2.5 0.5

30e 1.2 2.0 1.1 13.9

31e 2.7 1�0 3.0 10.0

33e 1.8

(a) La concentración de N-benzhidril(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida ha sido

de 6.4xl0-3 M. (b) dimetilfor.amida comercial. (c) di�tilfo�amida destilada.
(d) dimetilacetamida �rcial. Los resultados tabulados corresponden a: 2h para
(b) • a las 2 temperaturas estudiadas; 2 h 25 .in y 2 h 55 .in para (e), a 20°C

y 400C respectivamente; 2h 40 min y 3h 30 min para (d), a 20°C y 40°C respecti
vamente. (e) 32: N-benzhidril(4-hidroxi�til-3-nitro)benzoila.ida; 30: N-benz

hidril(4-di�tlla.inonetil-3-nitro)benzoila.ida; �: N-benzhidril(4-forniloxime
til-3-nitro)benzoilamida; 33: N-benzhidril(4-acetiloximetil-3-nitro)benzoilami-

da.

TABLA 12.- Estabilidad de la N-benzhidril(4-bromometil-3-nitro)ben
zoilamida en dimetilformamida 9 dimetilacetamida
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hecho de que en fase sólida se obtuvieran mayores índices de acopla
miento con este disolvente en algunos casos (ver Capítulo 1). El hecho

de haber realizado los ensayos a 2ót y 4dt obedece a que desde que

se puso en práctica la utilización de la resina 4-bromometil-Nbb, la

primera media hora de reacción se llevaba a cabo a 4dt, por lo que se

consideró también interesante evaluar el grado de descomposición a

esta temperatura. Como es lógico, un incremento en la temperatura
favorece la formación de los distintos subproductos, 10 cual puede
repercutir neganivamente el proceso de acoplamiento, si tenemos en

cuenta que como paso previo a la realización de éste se suspende la

resina en el disolvente y se calienta hasta alcanzar la temperatura
deseada.

Volviendo a los resultados obtenidos, podemos destacar un marcado

aumento en la formación del derivado 30 con la temperatura cuando se

utilizó dimetilformamida destilada como disolvente, lo cual podría
deberse a la presencia de una mayor cantidad de este producto, proba
blemente por una destilación defectuosa del disolvente. Durante este

mismo experimento se realizó un nuevo análisis a las seis horas,

encontrándose un 27% del producto 30 frente a un 17 % del ester 31. No

obstante, la relación de subproductos encontrada en el experimento
realizado a 20°C con dimetilformamida destilada es similar a la del

ensayo llevado a cabo con dimetilformamida comercial a la misma tempe

ratura, resultados que no tienen una explicación sencilla si los

comparamos con los respectivos ensayos realizados a 40°C.

3.6. estudio de la reacción entre el terc-butoxicarbonilglicinato de

cesio y la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida

3.6.1. ensayos previos

Antes de proceder al estudio de la reacción entre la sal de cesio
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de la terc-butoxicarbonilglicina y la N-benzhidril-{4-bromometil-3-
nitro)benzoilamida, se realizaron unos ensayos previos en dimetilfor
mamida y dimeti1acetamida para tener una idea sobre la velocidad de

reacci6n y la pureza del producto final.
Las concentraciones de reactivos utilizadas oscilaron entre

1.61x10-3 M y 1.65x10-3 M para la sal de cesio y 1.74x10-3 M y
1.91x10-3 M para el derivado 29; los disolventes empleados ya habían
sido destilados previamente (ver parte experimental). En la mayoría de

los casos, la extensi6n de la reacci6n fué superior al 90% en los 10

primeros minutos para los dos disolventes, no observándose una dife
rencia apreciable entre éstos (Tabla 13). Con respecto a la pureza del

producto obtenido, para el caso de la dimetilformamida, un 5% aproxi
madamente de la mezcla de reacci6n correspondía a una serie de subpro
ductos entre los que se podía detectar la presencia del derivado

hidroxi1ado 32 y del formiato!1, entre otros. Los resultados obteni

dos para la dimetilacetamida fueron poco satisfactorios en un princi
pio, debido a la presencia de un alto porcentaje del acetato 33 en

la mezcla de reacción (aproximadamente un 40%). Este resultado se

consideró lo suficientemente importante como para buscarle una expli-

20

37a 29b otros

(%) (%) (%)

86 8 6

91 3 6

86 10 4

89 7 4

disolvente temperatura (OC)

40

20

40

7bdos los nasultados tabulados se han obtenido a los 10 .in. (a) 37: N-benzhidril(4-

�-butoxicarbonil-gliciloxinetil-3-nitro)benzoilamide. (b) Las concentraciones de N

benzhidrilC4-broaometil-3-nitro)benzoilamida utilizadas han oscilado entre 1.61xl0-3 M y

1.65xl0-3 M; las concentraciones de sal de cesio han oscilado entre 1.76xl0-3 M y
1.91xl0-3 M. (e) di.etilfor.a.ida destilada. (d) dinetilaceta.ida destilada.

TABLA 13.- Reacci6n entre el análogo monomérico 29 y la sal de cesio
de la Boc-G1y-OH en distintas condiciones
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caci6n satisfactoria. Puesto que la dimetilacetamida utilizada no era

de reciente destilaci6n, se pens6 en la posibilidad de la presencia de

ácido acético como producto de descomposici6n; debido a ello, se

ensay6 el mismo experimento con dimeti1acetamida comercial para sinte

sis, la cual di6 lugar también a una importante cantidad del derivado
33 (alrededor de un 20%). A la vista de estos resultados, se destiló
sobre hidruro cálcico y se recogió sobre tamiz molecular, utilizándose
inmediatamente para realizar un nuevo ensayo. El HPLC mostró un pro

ducto final de elevada pureza, encontrándose únicamente un 1% d�

4.71xl0-4 M 29

¡.
33

• 38

el!.
oE.

.. in
105

figura 3-7
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acetato. La presencia de una elevada cantidad de este subproducto en

los últimos ensayos que se han descrito pone en evidencia la importan
cia que tiene la pureza del disolvente, debido a que los principales
productos de descomposici6n de éste se pueden comportar como nucle6fi

los en el medio de reacci6n; asf, con respecto al ácido acético,
debido a la presencia de la sal de cesio, se establecen sendos equili
brios de formaci6n de carboxilatos, los cuales compiten en el medio

para dar los respectivos productos de sustituci6n. En la Figura 3-7 se

representa la formaci6n de este tipo de productos para las sales de

cesio de la terc-butoxicarbonilglicina, la terc-butoxicarbonilprolina

y los ácidos acético y f6rmico con el tiempo, siendo los procesos

cuantitativos a los 10 min en las condiciones de reacci6n utilizadas.

Con objeto de evaluar la influencia de la temperatura, las reac

ciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y a 40°C (ver Tabla

13), siendo esta última la utilizada normalmente en sfntesis de pépti
dos en fase s61ida. En todos los casos se encontr6 una pureza similar

para el producto final.

Por todo 10 comentado hasta ahora, podemos deducir que la reac

ci6n de sustituci6n nuc1e6fi1a tiene lugar con una gran rapidez, no

siendo necesario trabajar a temperatura superior a la ambiente; sin

embargo, la pureza del disolvente a utilizar es de extremada importan
cia.

Con objeto de llevar a cabo un estudio más exhaustivo de la

cinética de esta reacci6n, se aprovecharon los resultados obtenidos en

los experimentos que se han comentado más arriba para obtener unas

condiciones id6neas para el seguimiento de la reacci6n por HPLC. En

este sentido, puesto que no se apreciaron diferencias significativas
con respecto a la dimeti1acetamida, se opt6 por utilizar dimetilforma

mida como disolvente por ser el comúnmente empleado con la resina 4-

bromometi1-Nbb en sfntesis de péptidos en fase s61ida.
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3.6.2. Cinética 9 mecanismo del acoplamiento

3.6.2.1. Condiciones utilizadas

Uno de los problemas que hubo que afrontar para estudiar la

cinética del proceso fué la extremada rapidez con que tenía lugar,
como se ha comentado en el apartado anterior, por lo que la inyección
directa al analizador no fué posible. Para ello, se tuvieron que

buscar unas condiciones que permitieran detener el proceso a diferen

tes tiempos. En este sentido, se probaron diferentes reactivos, encon

trándose que mezclas de ácido clorhídrico/dioxano resultaban idóneas

a este respecto. En todos los ensayos realizados, las concentraciones

de ácido utilizadas fueron tales que la cantidad final de éste (en
moles), una vez adicionado a la mezcla de reacción, era similar a la

cantidad de sal de cesio equivalente a la que habría en el inicio de

la reacción. El medio débilmente ácido final de cada una de las mues

tras no dió lugar a la desprotección del grupo amino del derivado

aminoacilado 37. Para comprobar esto, una muestra de este derivado se

trató con ácido trifluoroacético al 30% en cloruro de metileno y se

analizó en las condiciones cromatográficas utilizadas para llevar a

cabo los estudios descritos en este Capítulo. El tiempo de retención

del derivado desprotegido fué similar al de los análogos 30 y �.
Con objeto de obtener los resultados con la mayor exactitud

posible, se utilizó naftaleno como patrón interno, comprobándose que

éste no interfería en las condiciones cromatográficas analíticas uti

lizadas con ninguno de los derivados estudiados.

3.6.2.2. Estudio cinético

Para llevar a cabo el estudio de la cinética de formación del

derivado aminoacilado 37, las cantidades de reactivos utilizadas fue

ron de 5.24x10-4M para el análogo monomérico 29 y 1.42x10-3 M y

2.56x10-3 M para la sal de cesio de la terc-butoxicarbonilglicina. Con
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respecto a este último subproducto, debido a su elevada higroscopici-
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sal de cesio: • 1.42x10-3 M

02.56x10-3 M

figura 3-8

dad, fué necesario llevar a cabo su cuantificación por análisis de

aminoácidos, previa desprotección del grupo amino con ácido trifluo

roacético al 30% en cloruro de meti1eno.

En la figura 3-8 están representadas las dos cinéticas obtenidas

con los valores anteriormente mencionados. Como se puede observar, hay
una clara dependencia con la concentración de la sal de cesio. Para

obtener los valores de las constantes de velocidad se partió del

supuesto de que se tratara de una reacción de primer orden con respec

to a los dos reactivos, por 10 que se aplicó la ecuación correspon

diente, obteniéndose coeficientes de correlación excelentes y unos

valores para la constante de velocidad observada de 2.90x10-3 s-1 y
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5.67x10-3 s-1 (o 10 que es 10 mismo unos tiempos de semireacción de
2.9 min y 1.8 min respectivamente) y valores para la constante de
velocidad específica de 3.24 M-1s-1 y 2.74 M-1s-1 respectivamente.

Si se va siguiendo la aparición de producto de reacción se puede
comprobar como la suma total de producto inicial y producto final va

disminuyendo con el tiempo (alrededor de un 95% de rendimiento final

en los dos casos), no concordando esta diferencia con la aparición de

los productos que ya conocemos, 10 cual podría estar relacionado con

procesos laterales, como ya se había señalado en el apartado anterior.
Otro hecho importante que tiene lugar en el transcurso del reacción es

Axl03
nmolesxl0-2

6 •

•

• •

A
• •

A

•

•
A

•

•

•

•

A 29

• absorbancia

4 16 min

flgura 3-9
12

la aparici6n de una co10raci6n roja que desaparece con el tiempo para

dar lugar a solución de color pardo; en la figura 3-9 se muestra la

variaci6n de esta absorci6n con el tiempo, registrada a 520 nm, junto
.con la desaparici6n del producto de partida. Ya que esta situaci6n se

daba con la uti1izaci6n de distintos nucle6fi10s, se pens6 en la

Posibilidad de la formaci6n de algún complejo de transferencia de

carga o la de una sal de Meisenheimer debido al carácter e1ectroatra-
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yente del anillo arom�tico y a la estabilidad comprobada de estas
sales en disolventes polares apr6ticos137 y cuando poseen cationes
voluminosos como en el caso que nos ocupa138• Esto planteó la posibi
lidad de dos mecanismos posibles, cinéticamente indistinguibles, los
cuales se muestran en la figura 3-10. Según el mecanismo "a", el

e .;....;¡:::::::!..� A + B .., p A + B .;..;¡:::=!..:: e .., p

a b

figura 3-10

producto final se obtendr1a a través del intermedio "e" que estar1a en

equilibrio rápido con los reactivos iniciales (ver la representación
para la absorbancia en la figura 3-9). Por el mecanismo "b", el pro

ducto final se obtendr1a directamente de los productos iniciales,
estableciéndose, de forma lateral, un equilibrio con la posible salo

complejo de transferencia de carga, el cual no darfa lugar al producto
final.

Puesto que en cualquiera de los dos intermedios postulados el

sistema de protones aromáticos quedarfa afectado con respecto a sus

desplazamientos qufmicos, se intent6 seguir por resonancia magnética
nuclear de protón la reacción de acoplamiento, no detect�ndose varia

ción alguna en el espectro, salvo que la de la formaci6n del producto
final. Para intentar congelar de alguna manera este intermedio, se

utilizó el derivado metoxilado 34, al cual se leañadió, una vez di

suelto en dimetilformamida, una determinada cantidad de sal de cesio

de la terc-butoxicarboni1g1icina. Aunque la resonancia magnética
nuclear de carbono-13 es muy sensible a los cambios estructurales, al

realizar el correspondiente espectro, no se observ6 cambio alguno; por

otro lado, no se detect6 la aparici6n de ningún tipo de coloración.

Estos resultados, junto con el hecho de que la presencia de nucle6fi

los en soluciones de otros derivados del análogo monomérico 29 en

dimetilformamida no daba lugar a dicha coloraci6n, hicieron pensar en

la posibilidad de otro tipo de intermedios, los cuales podrfan estar

relacionados con los procesos laterales que ya se habfan mencionado
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con anterioridad. En este sentido, el carácter básico del medio podría
contribuir al desarrollo de éstos, por ejemplo, a través de la forma
ción de aniones en la posición bencílica altamente conjugados, los
cuales podrían evolucionar para dar productos de adición intermolecu
lar (figura 3-11). Esto vendría apoyado por el hecho de que uno de los

productos aislados tras columnar la mezcla de la reacción entre el

derivado 29 y la sal de cesio del aminoácido estudiado presentaba un

espectro de masas, obtenido por impacto electrónico, en el que se

podía comprobar la presencia de los picos correspondientes a la pérdi
da consecutiva de dos fragmentos del tipo CH(C6H5)2.

figura 3-11

Otra posible evidencia relacionada con todo 10 anteriormente

expuesto podría ser el hecho de que la presencia de bases, como la

diisopropiletilamina e incluso el carbonato de cesio, en soluciones

del compuesto 29 en dimeti1formamida daba lugar a la aparición de

coloración, roja en el primer caso y violeta en el segundo, para

desaparecer con el tiempo y obtenerse una soluci6n de color pardo. Sin

embargo, de la misma manera que para el caso de los nuc1e6filos, la

presencia de estas bases en soluciones de otros análogos no evidencia-
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ba ningún tipo de coloración. Todos estos resultados hacen poco

probable la hipótesis planteada inicia1mete con respecto a la forma
ción de los intermedios tipo sal de Meisenheimer o transfer�ncia de

carga.

Otra de las posibilidades, también relacionada con este medio

básico, podría ser la oxidación de la posición bencí1ica, proceso muy
conocido y que ha sido aprovechado en numerosas ocasiones desde el

punto de vista sintétic0139. Oickinson 140, al hacer reaccionar el 2-

nitrobenzhidro1 (figura 3-12) con cloruro de tosi10 en presencia de

piridina, pudo aislar la 2-nitrosobenzofenona.

TsCl

�N�
�. .OH

CH

Ó
figura 3-12

Este resultado podría estar muy relacionado con el caso que nos

ocupa debido a la analogía del 2-nitrobenzhidro1 con el estudiado

aquí; con respecto al primero, se lleva a cabo la tosi1ación del

grupo hidroxilo, convirtiéndolo en un buen grupo saliente y dando

lugar, por 10 tanto, al producto final por medio de una catálisis

básica a través del intermedio de la figura 3-12. Por otro lado, Hass

y co1.141 encontraron al estudiar la reacción de distintos cloruros de

bencilo frente a la sal sódica del 2-nitropropano que el proceso

predominante era la oxidación bencí1ica a aldehído, salvo en el, caso
de que el anillo aromático tuviera grupos nitro en las posiciones orto

y/o para, en cuyo caso se obtenía el producto de sustitución de forma

mayoritaria. Esta reacción de oxidación puede tener lugar también con

gran facilidad cuando el disolvente utilizado es dimeti1su1fóxido,

siendo, en este caso, el agente oxidante este mismo (también es
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necesario el medio básico)142. Para obtener evidencias en este senti

dOt se ensayó la estabilidad del análogo monomérico 29 en dimetilfor

mamida y dimetilsulfóxido en presencia de diisopropiletilamina. La

descomposición del producto en dimetilsulfóxido resultó ser mucho más

rápidat obteniéndose como producto mayoritario el derivado hidroxilado

�t muy probablemente debido a la elevada presencia de agua en el

disolventet hecho que podría explicar los rendimientos más bajos que

se obtenían al llevar a cabo la reacción de acoplamiento en fase

sólida con este disolvente. Esta suposición quedó corroborada al hacer

el mismo tratamiento en hexametilfosforotriamida anhidrat encontrán

dose en el análisis de la mezcla un producto de absorción mayoritaria
cuya presencia se hizo también patente pero en menor grado en los

análisis correspondientes a los otros dos experimentos. Por otro

ladot en los tres ensayos realizados se pudo apreciar la aparición del

color rojo característico.

El producto desconocido aparecido en el ensayo realizado con

hexametilfosforotriamida pudo detectarse en todos los análisis que se

realizaron para el estudio de la reacción de acoplamiento. Para proce

der a su identificaciónt la mezcla de reacción obtenida al tratar el

producto � con diisopropiletilamina en dimetilformamida se eluyó por

una columna de gel de sílice; la fracción correspondiente al producto
se analizó por resonancia magnética nuclear de protón yespectrometría
de masast resultando ser la N-benzhidril-(4-formil-3-nitro)benzoilami
da (�t figura 3-13)t lo cual confirma nuestras suposiciones. Este

producto proviene de la reacción de oxidación intermolecular; su

presencia no excluye que también tenga lugar el proceso intramole-

figura 3-13
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cular, el producto del cual no se pudo aislar. Por otro lado, no hay
que olvidar la posible formaci6n de productos de reducci6n del grupo
nitro en medio básico, cuya mezcla puede ser compleja (derivados
azoxi, azo e hidrazo principalmente).

3.6.3. Intentos de acoplamiento en dioxano, cloruro de metileno y
acetato de etilo

3.6.3.1. En presencia de DIEA

Uno de los métodos que se utiliz6 desde un principio para el

acoplamiento del primer aminoácido fué el uso de aminas terciarias

como bases, siendo la trietilamina y la diisopropiletilamina las que

fueron objeto de mayor número de estudios. La primera de ellas se us6

con la resina clorometilada, obteniéndose rendimientos bajos de aco

plamient0143, lo cual podía acarrear problemas durante la síntesis del

péptido debido a la presencia de grupos clorometilo durante su sínte

sis144; por otro lado, aparecía una dificultad adicional debido a la

formaci6n de sales de amonio cuaternario, las cuales conferían a la

resina características de intercambiadora de iones145, problema que

intent6 solucionarse con la uti1izaci6n de aminas terciarias volumino

sas o las sales de tetraa1qui1amonio de aminoácidos91,146,147.
Cabe esperar que todos estos efectos observados para una resina

c10rometilada se acentúen frente a una resina tipo 4-bromometil-Nbb

debido a su mayor reactividad; de esta manera, el comportamiento de la

trieti1amina frente al análogo monomérico 29 result6 ser especialmente

drástico, ya que su presencia en soluciones de este compuesto en

dimetilsu1fóxido y dimeti1formamida dió lugar a la formaci6n casi

instantánea de la correspondiente sal de tetraalqui1amonio de forma

prácticamente cuantitativa, producto que resu1t6 ser muy higrosc6pico
y altamente soluble en agua (en los mismos disolventes, la descom

posición es más lenta con diisopropi1eti1amina, dando lugar a otros

productos, como se ha comentado en el apartado anterior).
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La reactividad de la trieti1amina hizo plantear la utilización de
la diisopropi1eti1amina, base de baja nuc1eofi1ia, para la reacción de

acoplamiento, llegándose a obtener resultados cuantitativos 17; sin

embargo, los ensayos realizados en nuestro laboratorio con anteriori
dad dieron lugar a rendimientos de acoplamiento relativamente bajos
(entre e1% 39 y el 57 %148). Esta reacción se lleva a cabo normalmente
a reflujo y durante 48 h, no habiéndose detectado racemización en

ninguno de los casos estudiados149• En vista de la ambigüedad de estos

resultados, se buscó un método alternativo, el cual se discutirá en el

apartado siguiente, de cara a minimizar el tiempo de reacción y conse

guir al mismo tiempo porcentajes elevados de acoplamiento. Con objeto
de poder establecer comparaciones, se realizaron unos ensayos prelimi
nares con diisopropi1etilamina en cloruro de meti1eno, dioxano y
acetato de etilo, para intentar al mismo tiempo mejorar el rendimiento
del proceso. Los resultados obtenidos a los 30 min de reacción se

muestran en la Tabla 14.

disolvente temperatura (OC)

dioxano 80-82 3

cloruro de metileno 39-40 1

acetato de etilo 80-82 3

(a) Las concentraciones de reactivos utilizadas han sido las siguientes: f2.
1.38xl0-2 M: sal de cesio de la Boc�ly-OH. 2.76xl0-2 M: diisopropiletila�ine.

2.76xl0-2 M.

TABLA 14.- Obtención del derivado aminoacilado 37 por el método de la

etildiisopropilamina en distintos disolventes

Los valores representados en dicha Tabla corresponden a los

tantos por ciento de derivado aminoaci1ado 37 formados en cada caso,

los cuales denotan una extremada lentitud de la reacción en los tres

disolventes.
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3.6.3.2. En presencia de éter 18-crown-6

Uno de los procedimientos que desde un principio se ap1ic6 para
realizar el acoplamiento del primer aminoácido sobre una resina clo

rometi1ada fué la utilizaci6n de la sal potásica de éste, la cual se

generaba in situ con terc-but6xido potásico, consiguiéndose, de esta

forma rendimientos cuantitativos en algunos casos150• Posteriormente,
con objeto de aumentar la solubilidad de estas sales en el medio de

reacci6n, se utilizaron eteres corona151, obteniéndose también en

muchos casos muy buenos resultados. Este último método, el cual no ha

sido aplicado todavía a la resina 4-bromometi1-Nbb, podría resultar

una alternativa id6nea para llevar a cabo la reacci6n de acoplamiento.
Con este propósito, se ensay6 la viabilidad de este método en los tres

disolventes utilizados con el método de la diisopropiletilamina. Las

condiciones empleadas fueron exactamente las mismas que las reseñadas

en el apartado anterior, siendo el eter corona empleado el 18-crown-6,
en un 10% (en moles) con respecto a la sal potásica del aminoácido

protegido. Las cinéticas de la reacción para los tres disolventes

utilizados se muestran en la figura 3-14, en la que se ha representado
la aparici6n del derivado aminoaci1ado lr con el tiempo. Como se puede
comprobar, el proceso es mucho más rápido en dioxano y acetato de

etilo, siendo los valores de las constantes de velocidad, determinados

suponiendo una reacción de pseudoprimer orden con respecto al análogo
monomérico 29, de 2.37x10-3 s-1 y 2.43x10-3 s-1 respectivamente.
El resultado obtenido cuando se utiliz6 cloruro de metileno fué sensi

blemente inferior (kobs = 1.34x10-4 s-1), probablemente debido a un

efecto de temperatura.
Es interesante destacar que en los tres casos se observó la

aparición de color, siendo la más intensa para el acetato de etilo y

muy débil cuando se utilizó dioxano, 10 cual parece tener una rela

ci6n directa con la polaridad del disolvente, como ya se había discu

tido en el apartado anterior. En este sentido, el producto final más

puro se obtuvo para el dioxano caso, para el cual no se detectaron

subproductos en el análisis cromatográfico de la mezcla de reacción.

Con respecto a los otros dos disolventes, se pudo determinar la pre-
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sencia de entre un 90% y un 95% de subproductos de reacción.
Una vez se comprobó que el mejor disolvente para esta reacción

% de 37

[O "cOH, 80-8� e

Boc-Gly-OH: 2.76xl0-2 M .Oiotl"o, •

29: 1.38xl0-2M D DCM,40C

10 20 30 min J¡

figura 3-14

era el dioxano, se ensayó la aplicabilidad del método del éter corona

en estas condiciones al resto de aminoácidos y a la sfntesis de un

nuevo lote de la tetrapeptidil-resina ¿Q.
En la Tabla 15 se recogen los resultados obtenidos con los cuatro

disolventes utilizados. Como se puede observar, la reacci6n llevada a

cabo en dimetilformamida es más rápida; sin embargo, como ya se ha

comentado más arriba, el porcentaje de producto final obtenido en

estas condiciones es menor que el de la reacci6n llevada a cabo en
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dioxano.

disolvente temperatura (OC) tiempo (min) 37 (%)

DMpa 21-22 5 62

dioxanob 78-81 5 45

AcOEtb 78-82 5 $

DCMb 39-40 15 12

Cbncentraciones de reactivos utilizadas: (a) 29, 5.24xl0-4 M; sal
de cesio, 1.41xl0-3 M; (b) 29, 1.38xl0-2 M; Boc-Gly-OH:-2.76xl0-2 M; 18-crown-6,

2.76xl0-3 M.

IABLA 15.- Comparaci6n del método de la sal de cesio con el del eter

corona

3.7. Ensayos realizados de cara a una aplicación más general del
método del eter corona

3.7.1. Ensayos con distintos aminoácidos

Desde un punto de vista más general, se ensay6 la viabilidad del

método del éter corona para el anclaje sobre la 4-bromometil-Nbb (en
forma polimér1ca) con los aminoácidos más comunmente utilizados en la

sfntesis de pépt1dos en fase sólida. Todos los der1vados elegidos
posefan el grupo terc-butoxicarbonilo como protector del grupo amino

en la pos1ción "a"; con respecto a los que contenfan cadenas laterales

funciona11zadas, se hizo uso de los derivados cuyos grupos protectores
para dichas cadenas eran los más corrientes: bencllo para los ácidos
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aspártico y glutámico89,112, serina152 y treonina153; tosilo para la

arginina154 y la histidina155; acetamidometilo para la cisteTna156;
"formilo para el triptófano157; orto-clorobenciloxicarbonilo para la
lisina158 y orto-bromobenciloxicarbonilo para la tirosina131• Tanto la

metionina92, como la asparagina y la glutamina159, se utilizaron sin

proteger.
Como se puede observar en la Tabla 16, la funcionalización más

alta obtenida transcurrida una hora de reacción fué similar a la

encontrada por el método de la sal de cesio en dimetilacetamida,
oscilando los valores obtenidos (salvo en tres casos que se discutirán

a continuación) entre 0.29 meq/g y 0.41 meq/g. Los resultados más

sorprendentes fueron para la arginina, la asparagina y la glutamina,
para los cuales no se detectó acoplamiento. Esta circunstancia podría
ser explicada fácilmente desde el punto de vista de estabilidad del

enlace aminoácido-resina.

En la literatura se hallan descritas importantes reacciones se

cundarias tanto para la asparagina como para la glutamina, el origen
de las cuales se debe a la nucleofilia del grupo funcional de la

cadena lateral del aminoácido (amida). Entre estos procesos, podemos
destacar la formación de imidas cíclicas53,160-164 y la deshidratación

a nitril0165 • En el primer caso, tiene lugar el ataque nucleófilo del

nitrógeno amídico al grupo carbonilo en nan, con desplazamiento del

grupo al que está unido (a, figura 3-15). Esta reacción puede tener

lugar con enorme facilidad, de tal manera que se han encontrado impor
tantes cantidades de glutarimida durante reacciones de acoplamiento en

presencia de diciclohexilcarbodiimida y hidroxisuccinimida162,163 y en

procesos de ruptura del enlace péptido-resina con fluoruros164; inclu

so la presencia de un grupo terc-butilo esterificando en nan al ami

noácido no ha sido impedimento para la formación de estos productos
92,160. La deshidrataci6n a nitrilo, menos probable en el ácido glutá
mico, tiene lugar a través de una ciclaci6n interna por ataque del

átomo de oxígeno del grupo carbonilo de la cadena lateral sobre el

otro grupo carbonilo en nan (b, figura 3-15). Por Oltimo, el trata

miento con ácido trifluoroacético para des�roteger el grupo amino

terminal del ácido glutámico puede dar lugar a la formaci6n de ácido
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aminoácido protegido funcionalización fina18 acoplamiento (%)b

Boc-Asp(Bz)-OH 0.31 76

Boc-Asn-DH 0.01 O

Boc-Arg(Tos)-OH 0.02 O

Boc-Ala-DH 0.37 90

Boc-Cys(Acm)-OH 0.35 85

Boc-Glu(Bz)-OH 0.35 85

Boc-Gln-OH 0.00 O

Boc-Gly-DH 0.41 100

Boc-His(Tos)-OH 0.39 95

Boc-Ile-DH 0.36 88

Boc-Leu-OH 0.40 98

Boc-Lys(2ClZ)-OH 0.39 95

Boc-Met-DH 0.33 80

Boc-Phe-DH 0.37 90

Boc-Pro-DH 0.41 100

Boc-Ser(Bz)-OH 0.39 95

Boc-Thr(Bz)-OH 0.31 76

Boc -Trp (CHO) -OH 0.40 98

Boc-Tyr(2BrZ)-DH 0.29 71

Boc-Val-DH 0.36 88

Boc-Gly-DHC 0.41

(e) Todas' las funcionelizeciones se hen determinado por el método de Gisin. (b) Los

valores tabulados están referidos e la funcionelizac16n de le Boc-Gly-O-CH2-Nbb obtenida
por el llétodo convencionel. (c) Obtenida por el llétodo de le sel de cesio, uti l1zando

como disolvente di�tilecete�lda.

TABLA 16.- Aplicación del método del éter corona a los distintos

aminoácidos
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piroglutámico por reacción intramolecular entre el grupo amio en "a" y
el grupo carbonilo de la cadena latera1166•

Las dos primeras reacciones secundarias producen la rotura del
enlace péptido-resina, por lo que explicarían perfectamente la ausen

cia de funcionalización, más aún si consideramos que la reacción se

lleva a cabo a 80°C, existiendo, admás, un exceso de carboxilato en el
medio que puede actuar como base. Todo ello, si lo unimos a la ya

base

o

R-NHCHLOH
I

(CH2)n
I

C=N

figura 3-15

extensamente comentada reactividad del ester nitrobencílico, puede
configurar el marco idoneo para hacer fracasar el acoplamiento.

De manera similar a la formación de imidas en la glutamina y la

asparagina, la arginina puede sufrir una ciclación parecida por ataque

nucleófilo del nitrógeno "a" del grupo guanidino para dar lugar a una

a-lactama167,168 (figura 3-16). Este proceso, en las condiciones de

reacción utilizadas, es suficientemente factible si nos basamos en los

mismos razonamientos empleados más arriba.

Sin lugar a dudas, para estos tres aminoácidos resulta evidente

la utilización de otros métodos de acoplamiento169,170, como pueden
ser el de la sal de cesio, en el que las condiciones de reacción son

más suaves.
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H2NyNR

R�
Y-NH-CHTX

o

-HX

R'=H

figura 3-16

Los .distintos porcentajes obtenidos con el resto de aminoácidos
pueden estar en función de la distinta solubilidad de las respectivas
sales y del impedimento estérico que pueda ejercer la cadena lateral
de cada uno de ellos. En algún caso, el acoplamiento del aminoácido

podrfa competir con determinadas reacciones secundarias, como puede
suceder en la metionina171, cuyo átomo de azufre es susceptible de

alquilarse por reacción con centros reactivos de la propia resina (en
nuestro caso, 4-bromometil-3-nitrobenzoilo).

3.7.2. Nueva síntesis de laBoc-val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-O-CH2-Nbb

3.7.2.1. Acoplamiento del prime�. aminoácido

Para ensayar la efectividad en el acoplamiento del primer aminoá

cido por este método, se llevó a cabo una nueva sfntesis del fragmen
to protegido de la toxina II del escorpión Androctonus australis

Hector, ya comentada en el Capftulo 1. El acoplamiento del primer
aminoácido se realizó en las mismas condiciones de reacción y concen

traci6n de reactivos que las utilizadas en fase homogénea. Paralela

mente, se ensay6 el acoplamiento de la terc-butoxicarbonilprolina
sobre la 4-bromometi1-Nbb, de cara a comprobar una posible dependencia
del proceso con el aminoácido. En los dos casos la ,'acción se siguió
por hidrólisis y análisis de aminoácidos sobre la resina, recogiéndose
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a11cuotas a diferentes tiempos. Para los dos aminoácidos estudiados el
máximo nivel de funcionalizaci6n se alcanz6 durante la primera hora de

reacci6n, siendo el valor encontrado para los dos aminoácidos de 0.41

meq/g, resultado similar al que se obtuvo para el acoplamiento a

temperatura ambiente, utilizando como disolvente dimetilacetamida.

3.7.2.2. Incorporación del resto de aminoácidos

Parte de la aminoacil-resina obtenida en el apartado anterior (39
mg aproximadamente) se utilizó para la síntesis de la H-Va1-Lys(Z)
Asp(But)-G1y-OH, la cual se llevó a cabo haciendo uso del mismo proto-

nucleosil C18. 1 .1/.1n., 245 nm

A: HZO' O.045� de TFA

8: AceN, O.035� de TFA

del 5� al 7� en 30 mino

colo que el comentado en el''Capítulo 1, es decir, acoplando sucesiva

mente la Fmoc-Lys(Z)-Asp(Bu t)�OH y la terc-butoxicarbonilva1ina. De

la misma manera que en las otras síntesis, la ninhidrina fu� negativa
una vez se llevaron a cabo los tratamientos correspondientes en los

tiempos utilizados, obten;�ndose una funciona1izaci6n final similar.

Tras llevar a cabo la fot61isis por el procedimiento normal, el
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análisis por HPLC del crudo de reacción dió lugar al cromatograma 3-
12.

3.8. Aplicación del modelo monomérico al estudio de la liberación del
péptido de la resina

De la misma manera que el modelo estudiado en este Capítulo nos

ha sido útil para comprender mejor el proceso de acoplamiento, así

como para la búsqueda de nuevas condiciones para llevar a cabo éste,
puede ser también interesante su aplicación para el estudio de la

liberación del péptido de la resina. En este sentido, se utilizaron

los derivados aminoacilados �y 38 para llevar a cabo un estudio

preliminar del proceso de fotólisis y la utilización de otros métodos

alternativos, como pueden ser la hidrólisis básica y el uso de distin

tos nucleófilos.

3.8.1. El proceso fotoquimico

La irradiación de compuestos aromáticos con átomos de hidrógeno
en una posición orto bencílica con respecto a un grupo nitro, numero

sos ejemplos de la cual han sido descritos en la literatura, da lugar
a un proceso de oxidación-reducción por el cual el grupo nitro se

reduce a nitroso y la posición bencílica se oxida para dar lugar a un

producto intermedi0172, el cual puede evolucionar, a continuaci6n,
en el mismo medio de reacción para formar, dependiendo de la presencia
de sustituyentes o no y de las características de éstos en dicha

posición (figura 3-17). Así, se pueden obtener compuestos aldehídicos

a partir de esteres bencílicos y alcoholes bencílicos173,174, o feno-
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figura 3-17

nas si hay un sustituyente adicional en la posici6n bencflica175• En

el caso de Que el compuesto obtenido sea un nitrosoaldehido (XII),
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éste puede sufrir una segunda reacción de oxidación-reducción para dar

lugar a compuestos azo (XIII) de carácter ácido resultantes del aco

plamiento de dos moléculas del primer0176,177, las cuales poseen una

fuerte coloración parda debido a la extensión de conjugación entre los

dos anillos aromáticos a través del grupo azoo Estos compuestos, cuyo

mecanismo de formación fué propuesto por Amit y cOl.178, pueden actuar

de filtros de luz, haciendo bajar el rendimiento del proceso de fotó-

1 i si s 179.
La primera aplicación de este método con buenos resultados para

liberar un péptido de una trama po1imérica fué descrita por Rich y

Gurwara17 utilizando una resina similar a la 4-bromometi1-Nbb, obteni

da a partir de una resina aminometi1ada. Este hecho motivó el desarro

llo posterior de toda una serie de resinas foto1ábi1es para ser utili

zadas con el mismo objetiv0180-182. La resina diseñada a este respecto
más recientemente es la descrita por Ajayaghosh y col. 182 (figura
3-18), la cual da lugar tras la irradiación a un compuesto nitrosocar

boní1ico que, en principio, no puede evolucionar al corespondiente

producto azo, de tal manera que los rendimientos de desacoplamiento
deberían ser mayores debido a la supresión de los efectos de filtra

ción de luz inducidos por estos compuestos. Sin embargo, los autores

obtuvieron rendimientos de entre el 50 y 60 % de liberación peptídica
en 20 h de irradiación, lo que puede indicar la contribución de otros

efectos relacionados con la trama polimérica, si bien, el disolvente

que se utiliza es etanol, el cual hincha muy mal la resina.

�
O

�CH.O-C-RhNÜ2
U

----. 0-O-c�o +

aNO
RCOOH

figura 3-18

En un intento de obtener más datos sobre este proceso se realiza

ron diversos ensayos en fase monomérica con los derivados aminoacila

dos 37 y 38, comparándose los resultados obtenidos con los de pruebas
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análogas realizadas con la tetrapeptidil-resina cuya sfntesis se ha
comentado en el Capftulo 1 y otra peptidil-resina sintetizada en
nuestro laboratorio.

3.8.1.1. Metodologia utilizada para la obtenci6n de resultados

Para llevar a cabo el estudio en fase homogénea se utilizó la
técnica de análisis de aminoácidos, la cual se complementó con el HPLC
en todos los casos para intentar obtener información sobre aspectos
mecanísticos del proceso. La razón de ello se debió a que no se

podían seguir por cromatografía la aparición de la terc-butoxicarbo
nilglicina y la terc-butoxicarbonilprolina, ya que no poseen buenos
cromóforos para poder ser detectados por espectrofotometrfa ultravio-
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figura 3-20

leta. Por otro lado, se consideró conveniente no seguir la desapari
ción de los derivados aminoaci1ados 37 y 38 por si tenfan lugar reac

ciones laterales que provocaran la formación de subproductos que

contuvieran aminoácido, lo cual provocarfa la obtención de resultados

erróneos.

A pesar de no ser necesaria en fase homogénea la presencia del

trifluoroetanol, todos los ensayos se realizaron con un 20 % de este

disolvente para simular perfectamente las condiciones en fase hetero

génea. La posibilidad de la intervenci6n de este disolvente en el

proceso de fotó1isis se comprobó por HPLC, analizándose una solución

del derivado 37 en ausencia de alcohol, una vez irradiada; los resul

tados indican la no influencia de este producto en las condiciones

utilizadas.

Para facilitar este estudio desde el punto de vista de análisis
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de aminoácidos se utilizó como patrón interno para todas las medi

ciones isoleucina.

3.8.1.2. Ensayos en fase homogénea

Las dos representaciones de las figuras 3-19 y 3-20 muestran la
evolución en la aparici6n de glicina y pro1ina en todas las condi

ciones utilizadas.

La e1ecci6n de los ensayos realizados de cara a mejorar el ren

dimiento se realiz6 tomando como base el mecanismo que se ha postulado
para este proceso (figura 3-17).

La primera tentativa que se 11ev6 a cabo tuvo como objeto el

favorecer la reacci6n induciendo la descomposici6n de los intermedios

de reacci6n mediante un proceso hidro1ítico. En esta linea, se intro

dujo en el medio de reacci6n un 5 % de agua, obteniéndose los resulta

dos que se muestran en la Tabla 17 a las 9 h de irradiaci6n. Como se

puede observar, la influencia del disolvente es prácticamente nula,
tanto para la glicina como para la pro1ina, salvo para el valor obte

nido a baja temperatura en el caso del primer aminoácido, resultado

que se considera dudoso ya que corresponde a un valor anormalmente

bajo si se compara con el resto de valores obtenidos a tiempos más

bajos.
Debido a que, según el mecanismo postulado, tiene lugar la pérdi

da de un prot6n para generar el compuesto carbonílico o el ácido

carboxí1ico, se pens6 que la presencia de una base podría influir

positivamente al favorecer la eliminaci6n, en este caso, del aminoá

cido. De cara a facilitar la comprensi6n de los resultados se e1igi6
como base la diisopropiletilamina, ya que su carácter nucle6filo es

muy débil, lo cual evita la posible aparici6n de otros procesos que

podrían complicar la interpretaci6n de los datos. Como se puede ver en

la Tabla 17, el rendimiento aumenta sensiblemente para el caso de la

glicina, resultado opuesto al obtenido para la prolina. El hecho de

que por HPLC se obtengan toda una serie de subproductos de reacci6n de

forma mayoritaria diferentes a los obtenidos en ausencia de base,·
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reactivos glicina liberada(%)f prolina liberada(%)f

_a 64 93

__ b 80 93

aguac 80 97

DIEAd 96 �

amoniacoe 21 $

En todos los casos, el disolvente ha contenido un 20S de trifluoroetanol, con

pletándose la soluci6n con el reactivo correspondiente y cloruro de metileno.
(a) O-10°C. (b) Temperatura ambiente. (c) 5S de agua. (d) 2S de diisopropiletil
amina. (e) 5S de una soluci6n acuosa de amoniaco al 30S. (t) Los resultados

tabulados, correspondientes a 9 h de irradiación, se han obtenido por análisis
de aminoácidos, previa desprotección del grupo amino del aminoácido con ácido
trifluoroacético. Las concentraciones utilizadas de 37 y 38 han osci-

lado entre 1.90xl0-3 M y 1.96xl0-31M.

TABLA 17.- Fot6lisis de 37 y 38 en distintas condiciones

(incluso no se detecta la coloración parda en ninguno de los dos

casos), indica que la liberación del aminoácido se lleva a cabo por un

mecanismo distinto, produciendo la base, al mismo tiempo, la inhibi

ción del que conlleva a la formación del compuesto azoo Si comparamos

el bajo rendimiento encontrado para la prolina con el obtenido para la

glicina, la gran diferencia entre los dos aminoácidos podria indicar

una influencia importante de los factores estéricos en el proceso.

Este distinto proceder de la reacción podria ser debido a que la base

catalizara el ataque nucleófilo del trifluoroetanol sobre el derivado

aminoacilado, obteniéndose el producto de transesterificación corres

pondiente a cada aminoácido, lo cual explicaria el hecho de que la

reacción fuera más rápida para la glicina. Sin embargo, la ausencia

del derivado hidroxilado 32 en la la mezcla de reacci6n hace poco
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probable este mecanismo, a no ser que el ataque tenga lugar en el

carbono bencílico. Para comprobar esta hip6tesis, se simularon las

condiciones de reacción en ausencia de irradiación, observándose la

aparición con el tiempo del derivado 32 como único producto de reac

ción. Este resultado indica que el ataque, si lo hiciera, debería

tener lugar sobre el carbono carbonílico. En cualquier caso, los

factores estéricos parecen jugar un papel importante en el proceso de

fot61isis en presencia de base.

Con respecto a las consideraciones que se han realizado sobre el

posible efecto de nucle6filos sobre el mecanismo de la reacción, se

ensay6 la fotólisis en presencia de un 5 % de una soluci6n acuosa de

amoniaco al 33 %. En la Tabla 17 se puede comprobar una disminuci6n

acusada en la cantidad de glicina frente a un ligero aumento de la de

prolina con respecto al ensayo realizado con diisopropiletilamina. El

análisis de la mezcla de reacción correspondiente a la glicina mostr6

la presencia del derivado hidroxilado�, siendo además el pico mayo

ritario del cromatograma, lo cual indica indirectamente la formación

de una importante cantidad de glicilamida; esta afirmaci6n se comprob6
por análisis de aminoácidos, detectándose este último compuesto, el

cual ya había sido caracterizado con anterioridad con relación a otros

estudios. Estos resultados indican la existencia de una reacci6n de

adición-eliminaci6n en competencia con la reacci6n de fot61isis (el
primer proceso conduce a la formaci6n de glicilamida y el segundo a la

de glicina). Con respecto a la prolina, no se observ6 la presencia
por HPLC del análogo hidroxilado�, lo que podría ser explicable por

los efectos estéricos inducidos por este aminoácido (ver apartado

siguiente); por otro lado, la cantidad de prolina fué sensiblemente

inferior a la obtenida en condiciones normales, debido muy probable
mente a un efecto similar al de la diisopropiletilamina, pudiéndose
comprobar por HPLC la presencia de los productos correspondientes a

los dos procesos (solución parda).
Como se puede comprobar en la tabla 17, se realiz6 un quinto

experimento en ausencia de aditivos y a temperatura ambiente, no

observándose variaci6n en el rendimiento. El hecho de que en fase

s61ida (ver Capítulo 1) se encontrara una relaci6n directa entre el
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rendimiento y la temperatura podría explicarse por un aumento en el

hinchamiento de la resina, lo cual facilitaría el paso de luz, y de

esta forma su mejor aprovechamiento, a través de la trama polimérica.
Los rendimientos de fotólisis a baja temperatura , temperatura

ambiente o en presencia de agua son más elevados en el caso de la

prolina que en el de la glicina. Este comportamiento es análogo al

encontrado en fase sólida sin que se disponga hasta el momento de una

explicación lógica.

3.8.1.3. Ensayos realizados en fase s6lida

De cara a comprobar la reproducibilidad de los resultados obteni

dos en fase homogénea, se realizaron los mismos ensayos en fase

heterogénea con dos peptidi1-resinas cuyo aminoácido unido directamen

te al polímero era la glicina. Una de ellas es la que ha sido objeto
de estudio en el Capítulo 1, es decir, la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-G1y
O-CH2-Nbb, y la otra, la Boc-Asp(Bz)-His(Tos)-Va1-Arg(Tos)-Thr(Bz1)
Lys(Z)-G1y-O-CH2-Nbb, cuyo péptido unido al soporte po1imérico corres

ponde al fragmento 53-59 de la toxina 11 del escorpión Androctonus

austra1is Hector, preparada con anterioridad en nuestro laboratorio.

En la Tabla 18 se representan los resultados obtenidos para los

distintos experimentos, realizados a las 7 h de irradiación. Como

puede apreciarse, hay una marcada diferencia entre las dos peptidil
resinas cuando se utiliza diisopropi1eti1amina, obteniéndose el mayor

rendimiento de fotólisis para la tetrapeptidi1-resina, probablemente
relacionado con las características del péptido, pero que no posee una

explicación sencilla al desconocer el mecanismo del proceso (ver
apartado anterior).

La presencia de amonfaco dió lugar a una cantidad de tetrapéptido
protegido sensiblemente más baja, en comparación con el experimento
anterior. Si tenemos en cuenta que los valores tabulados han sido

obtenidos por hidrólisis y análisis de aminoácidos, éstos no nos

pueden indicar la cantidad de imida formada durante el proceso, cosa

que no ocurría para los experimentos realizados en fase homogénea.
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reactivos heptapéptido liberado(%)e tetrapéptido liberado(%)f

__ a 68 70

aguab 63 64

DIEAc 35 87

amoniacod 35 49

Las condiciones utilizadas para Ca), (b), (e) y (d) son similares a las descri

tas en la Tabla 16. (e) Boc-AspCBz)-HisCTos)-Val-ArgCTos)-ThrCBz)-Lys(Z)-Gly-O
CH2-Nbb, tuneionalizaei6n: 0.22 .aqjg. (t) Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But>-Gly-O-CH2-
Nbb, tuneionalizaeión: 0.35 meqjg. Los resultados tabulados se han obtenido por
hidrólisis y análisis de a�inoáeidos tanto del péptido liberado como de la

resina una vez totolizada.

TABLA 18.- Fotólisis de las dos peptidil-resinas estudiadas en distin-

tas condiciones

Esto quiere decir que la diferencia encontrada entre el experimento
realizado en presencia de diisopropiletilamina y el llevado a cabo en

presencia de amoníaco responde a otros factores. muy probablemente
relacionados con el soporte polimérico. Por otro lado. la cantidad

liberada de tetrapéptido sigue siendo superior. aunque de una forma

bastante menos acentuada. a la de heptapéptido.
La presencia de agua. en este caso. influye negativamente en las

dos peptidil-resinas. obteniéndose cantidades menores de péptido libe

rado. lo cual podría estar relacionado con la matriz polimérica. al

producir este disolvente un hinchamiento menos eficaz.

3.8.2. Hidrólisis básica del enlace ester

Uno de los métodos alternativos al proceso fotoquímico que se ha
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utilizado para liberar el péptido de la resina ha sido la hidrólisis
básica. Para poder llevar a cabo esta reacción es necesaria la presen
cia de un alcohol, de tal manera que se puede obtener el péptido libre

y el producto de transesterificación, el cual se hidroliza con el

tiempo en el medio de reacción para dar lugar al primer0183• Los
reactivos que se han utilizado normalmente han sido mezclas de dioxa

no/metanol/hidróxido sódico 4 N (30:9:1) 22,183, dioxano/dimetilami
noetanol/hidróxido sódico 4 N (30:9:1)22 y dimetilaminoetanol en dime

tilformamida184• Los primeros ensayos se realizaron con el último
reactivo sobre una resina tipo Merrifield, obteniéndose resultados

satisfactorios, salvo para el caso de la prolina, para la cual se

utilizaron sales de talio como catalizadores. El primer método citado

se aplicó sobre una resina sulfonada183, consiguiéndose el producto
final tras prolongar el tiempo de reacción para que tuviera lugar la

hidrólisis del estero

Las pruebas realizadas en nuestro laboratorio con este reactivo

sobre la Boc-val-His-Leu-pro-pro-Pro-0-CH2-Nbb��ostraron una resis

tencia considerable a la hidrólisis del ester (a las 2 h no se detectó

por capa fina una variación apreciable en la composición de la mezcla

de reacción). Debido a esto, se sustituyó el metanol por el dimetila

minoetanol (condiciones más suaves), obteniéndose el producto final

cuantitativamente en 30 mino

Puesto que la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb, descrita en

el Capitulo 1, posee un aminoácido unido a la resina mucho menos

impedido estéricamente, la hidrólisis básica podría ser un método

adecuado a aplicar en este caso concreto. Para corroborar esto, se

realizaron ensayos de hidrólisis sobre los derivados aminoacilados 1L
y 38 en condiciones similares. Para ello, se sintetizaron los esteres

metilicos de la terc-butoxicarbonilglicina Y la terc-butoxicarbonil-
-- --

prolina para utilizarlos como patrones y poder seguir el proceso por

capa fina. Muestras de estos dos productos se trataron con dioxano/me

tanol/hidróxido sódico 4 N (30:9:1), no detectándose, al cabo de 1 h,
la presencia de ester metílico de la glicina y siendo mayoritaria, en

el caso de la prolina, la presencia de dicho ester frente al aminoá

cido libre. Aprovechando el seguimiento de esta reacción en fase
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homogénea con objeto de establecer el mecanismo del proceso (ver suba

partado siguiente), se determinó el contenido en prolina por análisis

de aminoácidos, pudiéndose comprobar que el proceso hidrolítico era

prácticamente cuantitativo a las 12 h. Este resultado, junto con los

obtenidos con anterioridad en nuestro laboratorio, podrían indicar una

especial dificultad en la hidrólisis del péptido esterificado debido a

su voluminosidad; facilitándose el proceso para el caso del ester

dimetilaminoetílico, por catálisis asistida por el grupo amino del

dimetilaminoetanol.

Preveyendo una mayor facilidad en la consecución del proceso

hidrolítico, estos ensayos también se llevaron a cabo con la Boc-Val

Lys(Z)-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb, aplicando las condiciones utilizadas en

nuestro laboratorio, es decir, dos tratamientos de tres minutos cada

uno cuando se utilizó metanol, encontrándose por análisis de aminoáci

dos la liberación completa del péptido, pero no detectándose éste por

HPLC, en cuyo análisis aparecieron otros productos, lo que hizo pensar

en una baja estabilidad de los grupos protectores frente a las condi

ciones básicas utilizadas. Para intentar solventar este problema, se

utilizó la mezcla de dioxano/dimetilaminoetanol/hidróxido sódico 4 N

(30:9:1) para tratar la tetrapeptidilresina dos veces durante 15 min;
también en este caso, se reprodujeron los mismos resultados, muy

probablemente por el mismo motivo que para el caso anterior, es decir,
una baja estabilidad del péptido protegido en estas condiciones, lo

que hace inviable la aplicabilidad de este método en este caso concre

to.

En esta misma línea, se realizaron una serie de ensayos sustitu

yendo el alcohol de la mezcla reactiva por un tiol, ya que se pensó
que se podría acceder con mayor facilidad al producto final, al ser

los esteres de tiol más fácilmente hidrolizables185• Las pruebas
realizados con los derivados anminoacilados 37 Y 38 no dieron ningún
resultados positivos, ya que el análisis de la mezcla de reacción

mostraba gran número de subproductos de reacción, no detectándose en

ningun caso la presencia de derivado 36. Como explicación a este

resultado, se pensó que podían haber tenido lugar procesos de oxida

ción-reducción en los que estuvieran implicados el grupo nitro y el
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sulfuro presente en el medi0186-187.

3.8.2.1. Mecanismo del ataque nucleófilo del alcoholato sobre la
resina

Como introducción a la discusión que se llevará a cabo en el

apartado siguiente, se va a comentar brevemente la aplicación del

modelo monomérico al estudio del mecanismo del ataque nucleófilo del

alcoholato sobre la resina.

El hecho de encontrar en el medio de reacción producto libre y

producto esterificado hace pensar que el ataque del a1cóxido puede
tener lugar sobre el grupo carbonilo del aminoácido o sobre el carbono

bencí1ico (figura 3-21), 10 cual no ha sido comprobado hasta ahora

+ +

H-O-CH2VR
Ü2N

figura 3-21

para el caso que nos ocupa. El impedimento estérico que pueda inducir

el aminoácido, como en el caso de la prolina, puede hacer cambiar el

mecanismo de la reacción debido a la mayor accesibilidad que puede
tener el anión sobre la posición bencí1ica. En la bibliografía se

encuentran pocos ejemplos de reacciones que transcurran por un meca-
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nismo de este tipo (Ba12), siendo los ejemplos que se han encontrado

hasta ahora aquellos en que tiene lugar una importante liberación de

tensión estérica188-190, en situaciones de gran impedimento estéri

c0191 y en la hidrólisis de benzoatos de metil0192,193.
Para obtener una respuesta sobre esta disyuntiva para el caso de

la 4-oximetil-Nbb, se utilizó el modelo monomérico, ya que pueden ser

identificados con facilidad los dos subproductos del ataque nucle6fi

lo, es decir, los derivados hidroxi1ado y metoxilado �y 34 (figura
3-21). El tratamiento de los compuestos 1LY 38 con dioxano/metanol
/hidróxido sódico 4 N (30:9:1) condujo a una liberación cuantitativa

del correspondiente aminoácido a los cinco min, siendo el único

subproducto de reacción el derivado hidroxilado 32, lo cual indica que

la reacción transcurre por un mecanismo BAc2.

3.8.3. Utilizaci6n de nucleófilos como reactivos para la liberación
del péptido de la resina

Como hemos visto hasta ahora, para la liberación del péptido de

la resina la hidrólisis básica puede resultar una alternativa adecua

da, en algunos casos, al proceso de fot6lisis, proceso que transcurre

generalmente con rendimientos no cuantitativos. Otra posibilidad a

tener en cuenta para abordar este problema es la utilización de disti

ntos nucleófilos, aprovechando, como se ha hecho hasta ahora, la mayor

reactividad del sustrato estudiado frente a la de los soportes poli
méricos que se vienen usando normalmente. Esta metodologfa se ha

venido aplicando desde hace mucho tiempo por varios motivos, entre los

cuales podrfamos citar la rotura del enlace péptido-resina en condi

ciones más suaves a las utilizadas normalmente (fluoruro de hidrógeno)
y la obtención de derivados peptfdicos modificados en la posición
carboxf1ica terminal (productos naturales con estructura de péptido
amida o compuestos modelo para estudios estructurales).

Una de las primeras aplicaciones en este sentido fué la utiliza

ción de procesos de transesterificaci6n para la liberación del péptido
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194,195, de tal manera que éste se obtenía en medio básico (trieti
lamina, N-metilpiperidina, etc) esterificado en el grupo carboxi10

terminal, procediendo, a continuación, a su hidrólisis por diferentes

métodos. En esta misma línea se ha descrito la utilización de resinas

de intercambio aniónic0196,197, obteniéndose altos rendimientos de

producto esterificado en cortos espacios de tiempo. Los estudios sobre

este tema se fueron extendiendo paulatinamente a los distintos aminoá

cidos unidos a la resina, encontrándose una marcada influencia de los

efectos estéricos del aminoácido utilizado en la evolución de la

reacción, cuya velocidad decrecía considerablemente en el caso de la

pro1ina184,198, problema que se solventó con la utilización de a1cóxi

do de talio 11, como ya se ha comentado en el apartado anterior. Por

otro lado, se encontró una dependencia de la cinética del proceso con

la longitud del péptido 195 y se puso de manifiesto la influencia que

podía ejercer el disolvente, concluyéndose que la dimeti1formamida

favorecía la reacción en los casos estudiados.

Los experimentos realizados no se limitaron sólo a la utilización

de aminas terciarias como catalizadores sino que aniones como el

cianuro, el más estudiado, fueron ensayados desde este punto de

vista. Los resultados obtenidos199,200 indican una gran similitud con

los encontrados en los procesos de transesterificación (importancia de

los efectos estéricos o formación del ester en presencia de un al

cohol). En esta misma línea se comprobó que la reacción realizada en

alcohol y una pequeña cantidad de agua daba lugar al aminoácido libre,
debido a la hidrólisis posterior del estero

Otros reactivos que han sido utilizados para la liberación del

péptido de la resina han sido los tio1atos. En este sentido, el anión

tiofenóxido se ensayó con un nuevo tipo de resinas denominadas "mu1ti

funciona1es", a las cuales se les podía aplicar distintas condiciones

para obtener el péptido de diferentes formas (totalmente desprotegido,

protegido, etc)201; los resultados obtenidos con este nuc1eófi10 fue

ron aceptables con una de las dos resinas utilizadas, obteniéndose

también en este caso el péptido en su forma ácida.

Los métodos descritos hasta ahora dan lugar al péptido como tal o

esterificado. Otra variante que se ha aplicado en muchos casos es la
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utilizaci6n de otros reactivos de cara a obtener péptidos modificados
con distintos objetivos (estudios de correlaci6n estructura-actividad

bio16gica); en este sentido, se han sintetizado péptidos metilamida,
hidrazida e hidroxilamida a partir de los nucle6filos correspondien
tes202• La aplicación más interesante de esta metodología es la obten

ción de péptidos amida, de los que existen un gran número en la

naturaleza con importantes funciones biológicas203-209. Este proceso,
basado en un método de obtenci6n de amidas de aminoácidos a partir de

sus esteres y de amoníaco líquid0210, se lleva a cabo esencialmente en

presencia de metano1211, formándose en primer lugar el correspondiente
ester, el cual, en el medio, evoluciona para dar la amida212•

Como se puede comprobar por 10 expuesto hasta ahora, son numero

sos los intentos que se han realizado de cara a encontrar unas condi

ciones 10 más suaves posible para eliminar el péptido de la resina,
habiéndose conseguido este propósito en numerosas ocasiones, si bien,
hay que tener en cuenta a la hora de aplicar estos métodos sobre un

péptido protegido la posibilidad de interferencia con determinados

grupos protectores debido a su posible poca estabilidad en las condi

ciones utilizadas. Sin ir más lejos, en el caso de1a hidrólisis básica

en presencia de un alcohol estudiada en el apartado anterior, que

consistía en un proceso de transesterificación donde el anión metóxido

actuaba de nuc1eófi10, se pudo comprobar su incompatibilidad con la

tetrapeptidil-resina estudiada.

La mayoría de los estudios a los que se ha hecho referencia más

arriba han sido realizados sobre péptidos unidos a través de un enlace·
es ter sobre una resina tipo Merrifie1d, es decir, el ester formado es

de tipo bencílico. Hasta ahora, en este Capítulo se ha intentado sacar

partido de la rectividad del grupo 3-nitrobencilo, acentuada por la

presencia de un grupo fuertemente atrayente de electrones. Sin lugar a

dudas, una vez más, se puede intentar sacar provecho de esta cir

cunstancia en este caso concreto. Por otro lado, al igual que en los

ejemplos comentados más arriba, el modelo monomérico puede llegar a

ser de gran utilidad. En este sentido, se hizo una revisi6n de los

métodos más importantes que se han utilizado hasta ahora de cara a su

posible aplicaci6n p6sterior sobre una resina peptidi1-0-CH2-Nbb, no
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sólo para acceder al péptido como tal, sino de cara a obtenerlo conve

nientemente funcional izado para usos especfficos posteriores. Los

ensayos realizados a este respecto se encuentran recogidos en la Tabla
19 y se irán comentando sobre la marcha.

Como se puede observar en dicha Tabla, los valores que se deta-

ze.:rtivo deriva:Io 32 t(h) derivaio 32 t(h)

(%)b (%)b (%)b (%)b

pi.¡arid.ina al � 99 1 0.17 100 1.1

piperidina al !IJ%d 79 21 0.17 100 1.0

an::n.!ax> 9. 2 IP 100 1.0 43 !9 1.0

an::n.!ax> 2. 6 � 100 1.0 100 4.0

DIE2l al 2O%!l 62 38 7.0 100 12.0

mEll al 2O%h

JID{' 1. !kl.0-1 � 45 Zl 7.0 42 7.0

JID{ 1. !kl.0-1 Mi 100 7.0 100 7.0

� r: !kl.0-2 fic 16 0.17 2 10 0.17

(a) Las óoncentraciones de 37 y J8 han oscilado entre 2.62xl0-3 M y 4.28xl0-3 M,
salvo para el último experimento registrado en la tabla, en el que las concen

traciones han sido de 9.69xl0-3 M Y 8.94xl0-3 M respectivamente. (b) Los resul

tados tabulados corresponden a la cantidad de derivado aminoacilado que queda y

la cantidad for�ada de 32. Los disolventes utilizados han sido los siguientes:
(c) dimetilfor�a�ida, (d) cloruro de �tileno, (e) .atanol, (f) di�tilformami

da. (g) metanol, (h) tioetanol, (1) dimetilfor�amida/agua (9:1), (j) metanol-

lagua (95/5), (k) dimetilforma�ida.

TABLA 19.- Reactividad de 37 y 38 frente a nucle6filos

llan para cada derivado aminoacilado son la cantidad de éste que queda
tras el tratamiento correspondiente en cada caso y la cantidad de



derivado hidroxilado � encontrada en la mezcla de reacci6n, lo cual

puede aportar informaci6n sobre el mecanismo del proceso.

De la misma manera que uno de los primeros estudios que se

realiz6 en este Capítulo fué el de la estabilidad del análogo monomé

rico � en las condiciones de reacci6n de acoplamiento, en este caso

concreto también se comprob6 de forma preliminar la estabilidad del

enlace ester frente a determinados reactivos, como la piperidina, de

la que ya se comentó su influencia en determinadas condiciones en el

Capítulo 1, o la diisopropiletilamina, la cual es de uso corriente en

una síntesis peptídica. En este sentido, se realizaron experimentos
con las dos bases mencionadas anteriormente y la dimetilamina tanto en

dimetilformamida como en cloruro de metileno, utilizando un 5 % de

exceso de cada uno de estos reactivos. Los análisis realizados a los

30 min de haber preparado las mezclas no mostraron ningún producto de

descomposición, lo cual puede dar una idea del grado de estabilidad de

este enlace. Sin embargo, a pesar de que a este nivel no se detectaron

reacciones secundarias, hay que tener en cuenta que se suele trabajar
en concentraciones más elevadas, como las que se muestran en la Tabla

19. Como podemos observar, comienzan a ponerse de manifiesto los

efectos del nucle6filo con piperidina al 21 % en dimetilformamida,
condiciones normalmente utilizadas en fase sólida para eliminar un

grupo fluorenilmetoxicarbonilo (Capítula 1); este resultado es más

drástico cuando se pasa a un 50 % de reactivo en cloruro de metileno

(otra de las condiciones empleadas), encontrándose un 20 % de desapa

rición de producto inicial, cantidad, por otro lado, que se transformó

en su totalidad en el derivado hidroxilado, no detectándose ningún
otro producto, lo cual indica un ataque integral del reactivo sobre el

grupo carbonilo, al igual que para el caso del metanol en el apartado
anterior.

En el Capítulo 1 se describe la formación de un 14% de terc

butoxicarbonilglicina al tratar Boc-Gly-0-CH2-Nbb con piperidina al

50% en dimetilformamida. Inicialmente se interpret6 este resultado en

base a un ataque nucle6filo sobre la posición bencílica de la resina;

los resultados obtenidos con el modelo monomérico permiten descartar

esta hipótesis (suponiendo que el paso de fase heterogénea a homogénea
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no implique un cambio apreciable a este respecto) y sugieren que el
aminoácido se forma por hidrólisis con catálisis básica. Esta hipóte
sis alternativa quedó confirmada al detectarse por capa fina (cloro
formo/metanol, 9:1) la presencia de terc-butoxicarboni1glicina en el

experimento realizado en piperidina al 20% en dimetilformamida (Tabla
19), cosa que no sucedió en el llevado a cabo utilizando como disol

vente cloruro de meti1eno, 10 que indica un ataque del agua presente
en el disolvente dimetilformamida catalizado por la misma piperidina.

Otro resultado que hay que destacar con respecto a la susceptibi
lidad del enlace es ter a ser atacado por la piperidina es el hecho de

que para el caso del derivado aminoaci1ado 38 no se detectó reacción

alguna, 10 cual pone de manifiesto la importancia de los efectos

estéricos, incrementando, en este caso, la estabilidad de dicho en

lace. Este resultado, por un lado, indica que la utilización de la

piperidina en la eliminación de un grupo f1uoreni1metoxicarboni10 no

resultarfa tan problemática como en el caso de que el aminoácido unido

directamente al po1fmero fuera la glicina; sin embargo, desde otro

punto de vista, a la hora de plantear la posibilidad de la eliminación

de un péptido cuyo aminoácido carboxi10 terminal fuera prolina habrfa

que buscar mejores nuc1eófi10s para poder llevar a cabo la reacción.

En la linea de lo comentado en el párrafo anterior, se pensó que

el ión cianuro podrfa ser un candidato adecuado para resolver el

problema estérico que plantea la pro1ina. En este sentido, se realiza

ron dos ensayos, uno siguiendo las condiciones descritas en la lite

ratura199,200 para reacciones similares y otro utilizando como disol

vente una mezcla de dimeti1formamida/agua (9:1), ya que este disolven

te podrfa favorecer el proceso en fase sólida desde un punto de vista

de hinchamiento de la resina si resultara factible su aplicación en

este medio; además, se ha encontrado en algunos casos que la dimetil

formamida favorece el proceso. Sin embargo, los resultados obtenidos

para los dos derivados aminoacilados en los ensayos realizados con

esta mezcla de disolventes fueron poco satisfactorios, ya que para �
sólo se encontró un 49 % de derivado hidroxi1ado a las 7 h, Y para 38

no se detectó, a pesar de haber desaparecido entre un 55 % y un 60 %

de producto inicial. Esto podría indicar un ataque parcial o total a
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la posicf6n benc11ica para dar lugar al producto de sustitución co

rrespondiente, el cual no ha podido ser identificado por carecer de

patrón. No obstante, hay que tener en cuenta la aparición de otros

productos no identificados en la mezcla de reacción, los cuales pueden
atribuirse a un ataque del ión cianuro sobre el anillo aromático

trisustitufd0213, proceso que podría también tener lugar en el deriva

do �, provocando un descenso en la cantidad de dicho compuesto detec

tado por HPLC.

El cromatograma resultante del análisis de la mezcla de reacción

para el ensayo en metanol/agua (95:2) no sólo mostró únicamente

derivado hidroxilado 32, sino que además correspondió a un 100 % de

liberaciórr del aminoácido transcurrido el mismo tiempo que para el

ensayo anterior. Este resultado no sólo se obtuvo para la glicina,
sino que también se observó en la prolina, lo cual confirma las supo

siciones realizadas al elegir el cianuro como nucleófilo. Llegado a

este punto, puede resultar interesante comprobar como queda el aminoá

cido tras el tratamiento que acabamos de discutir.

El mecanismo de la hidrólisis de un ester bencílico con cianuro

en presencia de un alcohol ha sido estudiado en profundidad, compro

bándose que en una primera etapa de la reacción se forma el ester

correspondiente a través de un proceso de transesterificación. Puesto

que el resultado obtenido con este nucle6filo ha sido prometedor y,

por lo tanto, se considera factible su aplicación en fase sólida

(concretamente, se aplicaría a la tetrapeptidil-resina descrita en el

Capítulo 1), se planteó la posibilidad de una hidrólisis lenta' del

ester metílico del péptido correspondiente, por lo que sería in

teresante tener caracterizado por HPLC dicho producto para poder

seguir la reacción hidrolítica. De cara a plantear su síntesis para

utilizarlo como patrón, se realizó un ensayo previo en fase homogénea.
As1, se procedió a la transesterificación de los derivados aminoa

cilados 37 y 38, en presencia de metanol/diisopropiletilamina (Tabla

19). Una vez más, el derivado correspondiente a la prolina se mostró

especialmente estable, no detectándose derivado hidroxilado �, in

cluso a las 12 h de tratamiento. Por otro lado, corroborando otros

resultados obtenidos hasta ahora, para el caso de la glicina la reac-
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tividad fué superior, encontrándose un 38 % de liberación de aminoáci
do a las 7 h.

La posibilidad de obtención de péptidos imida a partir de una

resina peptidil-O-CH2-Nbb tambien fué contemplada en este estudio. De

la misma manera que para el caso del ión cianuro, se realizaron dos

experimentos con vistas a su posible utilización en fase sólida, es

decir, metanol/amonfaco y dimetilformamida/amoníaco. Los resultados

obtenidos pueden relacionarse muy bien con los comentados hasta ahora.

En las dos condiciones ensayadas (Tabla 19), el derivado aminoacilado

1r fué más reactivo ya que al cabo de una hora no se detectó producto
de partida, el cual se convirtió integramente en el derivado hidroxi

lado �. Sin embargo, para el caso del derivado 38, en dimetilformami

da no se observó la formación de derivado hidroxilado 32 tras cuatro

horas de tratamiento; en metanol, el producto se mostró mucho más

reactivo (57 % al cabo de una hora), lo cual puede corresponder a un

posible efecto de disolvente y/o al hecho de trabajar con una concen

tración mucho más baja de nucleófilo en dimetilformamida. Con respecto
a la glicina en este último disolvente, se volvió a detectar por capa

fina la presencia de terc-butoxicarbonilglicina libre, atribuible, de

la misma forma que para el caso de piperidina, al agua presente en la

dimetilformamida.

Siguiendo la línea de búsqueda de nuevos métodos de liberación

del péptido de la resina, también se ensayó la utilización del fluoru

ro de tetrabutilamonio y del tioetanol, reactivos de aplicación más

reciente.

La utilización de aniones fluoruro para la liberación de péptidos
de soportes poliméricos a los que están unidos mediante un enlace

ester, surgió como método alternativo para la obtención de fragmentos

protegidos, ya que las condiciones utilizadas eran lo suficientemente

suaves y el proceso lo suficientemente rápido como para garantizar la

estabilidad de los grupos protectores 214,215. Posteriormente, ensayos

realizados con una resina análoga a la descrita en el Capítulo 2132

condujeron al establecimiento del mecanismo, el cual consistía en una

hidrólisis catalizada por el ión fluoruro. En este último trabajo, el

grupo 2-bromobenciloxicarbonilo utilizado para un residuo de tirosina
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no fué estable en las condiciones utilizadas (temperatura ambiente,
0.05 M de reactivo en dimetilformamida, 1 h).

En nuestro caso concreto, estas mismas condiciones se ensayaron
con los derivados aminoacilados �y 38, no detectándose prácticamen
te producto de partida a los 10 min en ninguno de los dos casos (Tabla
19). Con respecto a los productos finales, la mezcla de reacción

mostraba un bajo porcentaje de derivado hidroxilado 32 y la presencia
mayoritaria de productos de oxidación, los cuales ya se habían obser

vado con anterioridad en otros procesos (producto 39, entre otros).
Este resultado es comprensible si tenemos en cuenta la basicidad del

reactivo, el cual puede catalizar procesos de oxidación-reducción en

los que está implicada la posición bencílica. A pesar de no observar

por el método analítico utilizado la liberación del aminoácido, cabe

esperar que ésta tenga lugar debido a lo comentado más arriba. A pesar

de ello, se realizó un ensayo con la tetrapeptidil-resina estudiada en

el Capítulo 1 utilizando las mismas condiciones, no encontrándose

péptido por hidrólisis y análisis de aminoácidos de la resina, una vez

tratada durante 10 mino Sin embargo, no se pudo detectar la presencia
de péptido en el análisis cromatográfico del filtrado, muy probable
mente por la baja estabilidad del grupo benciloxicarbonilo en estas

condiciones, ya que apareció un nuevo producto con una absorción

superior a 254 nm que a 220 nm (naturaleza no peptídica). El ensayo

realizado en las mismas condiciones sobre el péptido protegido mostró

la presencia de este mismo producto.
Otra de las posibles aplicaciones de la resina 4-bromometil-Nbb

puede ser la de la obtención de tioesteres de péptidos protegidos.

Recientemente, se vienen utilizando estos derivados como sustratos

activos para la condensación de fragmentos protegidos216-218, como

alternativa al método empleado habitualmente. De forma similar a lo

que se ha visto hasta ahora, podría accederse fácilmente al producto
deseado mediante un proceso de transesterificación. En este sentido,
se pensó que el modelo monomérico podría también resultar de utilidad

para este estudio; sin embargo, de forma similar a lo ocurrido al

estudiar la hidrólisis básica en presencia de tioles, los ensayos

realizados no fueron satisfactorios, debido a la formación de diversos
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productos no identificados, resultando inviable en todos los casos la

evaluación de la formación de tioester a través del modelo monomérico.

Desde un punto de vista general, los resultados descritos en este

apartado de la Tesis demuestran la utilidad del modelo monomérico de

la resina 4-bromometi1-Nbb a la hora de plantear nuevas posibilidades
de eliminación del péptido de la resina.
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PARTE EXPERIMENTAL



ABREVIATURAS
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Disolventes y Reactivos

AcCN acetonitrilo
AcOEt acetato de etilo

AcOH ácido acético

Boc20 carbonato de di-terc-tbutilo
BuOH n-butano 1

tBuOH terc-butanol
DCC diciclohexilcarbodiimida

DCHA diciclohexilamina
DCM cloruro de metileno

DCU diciclohexilurea
DlEA diisopropiletilamina
DMA dimetilacetamida

DMAE dimetilaminoetanol
DMAP 4-dimetilaminopiridina
DMF dimetilformamida

Et20 eter dietílico
SDM sulfuro de dimetilo

FDNB fluorodinitrobenceno
FmOH fl uorenilmetano 1

HOBt N-hidroxibenzotriazol
HOOBt N-hidroxibenzotriazina
HOSu N-hidroxisuccinimida
iPrOH isopropanol
MeOH metanol

TEA trietilamina
TFA ácido trifluoroacético
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TFE trifluoroetanol
TFMSA ácido trifluorometanosulfónico
TRIS Tris-hidroximetilaminometano

Aminoácidos

Ala alanina

Asp ácido aspártico
Asn asparagina
Arg arginina
Asu aspartimida
Cys cisteina

Glu ácido glutámico
Gln glutamina
Gly glicina
His histidina

I 1 e isoleucina

Leu leucina

Lys lisina

Met metionina

Phe fenilalanina

Pro prolina
Ser ser;na

Thr treon;na

Trp tr;ptófano
Tyr tirosina

Val valina

163



Grupos Protectores

Acm acetamidometilo
Soc terc-butoxicarbonilo
Sut terc-butilo
Sz bencilo

cHex ciclohexilo
CHO formilo

Fm fl uoreni lmet il o

Fmoc fluorenilmetoxicarbonilo
OSrZ orto-bromobenciloxicarbonilo
OC1Z orto-clorobenciloxicarbonilo
3Pic 3-picol ilo
4Pic 4-picolilo
Tos para-toluensulfonilo

Z benciloxicarbonilo

Otros

SHA benzhidrilamina
CMC carboximetilcelulosa

DEAE dimetilaminoetilo
DCU diciclohexilurea
DKP dicetopiperazina
FAS bombardeo con átomos rápidos

HPLC cromatografía líquida de alta resolución
Nbb 2-nitrobenzamidobencil-resina
P poliestireno-(co-1%-divinilbenceno)

PAM paraacetamidometil-resina
R fenilalaniloximetil-Pam-resina
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MATERIALES Y HETODOS

165 '



Instrumentación

- Los puntos de fusión han sido determinados en un aparato Buchi

- Las mediciones conductimétricas se han realizado en un conductíme
tro Radiometer (mod. CDM 3)

- Las determinaciones de pH se han llevado a cabo en un aparato
Radiometer (mod. 51)

- Los espectros de resonancia magnética nuclear de protón se han

registrado, segun los casos, en un aparato Hitachi Perkin-Elmer de

60 MHz (mod. R-24B) y en un espectrofotómetro Varian de 200 MHz

(mod. XL-20Q). Los espectros de carbono-13 se han realizado en el

último citado

- Los espectros de infrarojo se han obtenido en un aparato Perkin

Elmer (mod. 681)

- Los registros de ultravioleta-visible se han llevado a cabo en un

aparato PerKin-Elmer (mod. Lambda 5)

Los espectros de masas de impacto electrónico e ionización qUlmlca

se han efectuado en un espectrómetro Hewlett-Packard (mod. 5988

A);los de bombardeo con átomos rápidos (FAB) han sido obtenidos en

el Instituto de Química Aplicada de Cataluña con un espectró
metro VG (mod. MS9), en el ULIRS (University of London Inter

collegiate Research Service of Mass Spectrometry (School of Phar

macy)) con un espectrómetro de la misma marca (mod. ZAB-SE), y en

la propia Facultad de Química con el aparato mencionado en primer

166



lugar

- Las determinaciones de poder rotatorio se han obtenido de un

polarímetro Perkin-Elmer (mod. 141)

- Los análisis elementales se han llevado a cabo en el Instituto de

Química aplicada de Cataluña, en un analizador Perkin-Elmer

(mod.240)

- Los análisis de aminoácidos se han realizado en un autoanalizador

Biotronic (mod. LC-6001), utilizando como reactivo para su detec

ción la ninhidrina. Las muestras, cuando no se han filtrado, se

han centrifugado en un aparato de la marca ALC (mod. 4224)

Para eliminar pequeñas cantidades de disolvente (muestras de aná

lisis de aminoácidos, muestras de cinéticas, etc.) se ha utilizado

una centrifugadora de vacío con calentador de la marca SAVANT

- El tratamiento de las distintas peptidil-resinas con HF se ha

llevado a cabo en un reactor especial de teflón y Kel-F Toho-Kasei

Ltd. (Tokio, Japón)

- Las liofilizaciones han sido realizadas indistintamente en un

liofilizador Virtis Freezemobile de 6 litros (QD modo 6201-6240),
provisto de congelador, una bomba General Electrics (mod.
5KC36PN359K) y 16 entradas de liofilización, y otro de la misma

marca en su modalidad de tambor con 12 entradas, enfriado externa

mente con un dedo frío CryCool (Neslab modo CC-100-II) y asistido

por una bomba de vacío Edwards (mod. E2M5)

- El acoplamiento del fragmento protegido 61-64 sobre la peptidil(1-
60)-resina se ha puesto de manifiesto con un secuenciador automá

tico Applied Biosystems del Servicio de Secuenciación de Proteinas

y Péptidos de la Universidad de Barcelona

- La columna capilar utilizada para la determinación de epímeros ha

sido suministrada por Alltech (Chirasil-Val 111, 50 m, 0.35 mm de

diámetro. El cromatógrafo de gases utilizado ha sido de la marca
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HP (mod. 5890)

- Las muestras para llevar a cabo los distintos estudios cinéticos
realizados en esta Tesis se han pesado en una balanza de precisión
Sartorius (mod. 2004 MP). Cuando las concentraciones a utilizar de

estos productos en un determinado disolvente 10 han requerido, los
volúmenes utilizados se han medido con cuatro micropipetas de

precisión (25, 100, 250 y 1000 1) de la marca Brand

Disolventes y Reactivos

- El acetato de etilo, previamente secado sobre cloruro cálcico, ha

sido destilado sobre carbonato potásico.

- El cloruro de meti1eno se ha destilado sobre carbonato potásico,
habiendo sido necesario en algunas ocasiones co1umnar el disolven

te a través de alúmina para eliminar el ácido clorhídrico presente
tras la destilación.

- Tanto el eter dietí1ico como el hexano y el cloruro de meti1eno

(estos dos últimos una vez destilados) se han conservado sobre

sodio.

- El dioxano se ha destilado sobre carbonato potásico y conservado

sobre alúmina

- La dimeti1formamida se ha destilado a presi6n reducida sobre pentó
xido de fósforo y ninhidrina, en atmósfera de nitr6geno, dejándose,

acontinuación, sobre tamiz molecular de 3-4 • En algunas ocasiones
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ha sido necesario burbujear el disolvente con nitrógeno durante uno

o dos dias para acabar de eliminar las aminas

- La dimeti1acetamida ha sido destilada a presión reducida, sobre

hidruro cálcico y se ha recogido sobre tamiz molecular de 3-4

- La dicic10hexi1amina ha sido destilada a presión reducida.

- La trieti1amina ha sido destilada sobre ninhidrina.

- El metano1 y el acetonitri10 que se han utilizado como e1uyentes
en los distintos métodos cromatográficos han sido suministrados

por las casas Merck y Car10-Erba indistintamente. El agua ha sido

desionizada y pasada por un sistema de filtración Mi11ipore. La

dimeti1formamida, tras ser purificada por el procedimiento mencio

nado más arriba, también ha sido filtrada en el mismo sistema. El

ácido trif1uoroacético ha sido sumunistrado por Ka1i Chem y el

ácido propiónico por Schar1au.

- El 1,4,7,10,13,16-hexaoxacic100ctadecano (18-CROWN-6) utilizado en

el Capftulo 3 se ha purificado según el procedimiento descrito

por Goke1 y Co1.219• mediante su cristalización en acetonitrilo

y conservación en atmósfera de nitrógeno.

- Todos los disolventes que se han utilizado para los diferentes

estudios cinéticos han sido de pureza analítica.

- Los aminoácidos protegidos utilizados en la presente Tesis Docto

ral han sido suministrados por Peptides Internationa1 y Nova

Biochem (H-Asp(But)-OH, Boc-His(Tos)-OH y Fmoc-Lys(Z)-OH), salvo

para el caso de la sal de DCHA de la Boc-Tyr(cHex)-OH, la cual ha

sido sintetizada en nuestro laboratorio, y el Fmoc-Asp(But)-OH,
Boc-Asp(Fm)-OH y Boc-Gly-OMe y Boc-Pro-OMe, los cuales han sido

sintetizados para su utilización en este trabajo; la glicina y la

prolina empleadas para la síntesis de estos dos últimos derivados

ha sido suministrada por Advanced Chemtech. Con respecto al resto

de aminoácidos libres usados, los ácidos aspártico, glutámico, la
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1eucina y la iso1eucina que se han utilizado indistintamente como

patrones internos en los análisis de aminoácidos han sido adqui
ridos de la firma Pierce y el ácido aspártico empleado para la

preparación de las sales de cobre ha sido suministrado por $char-

1au.

- El cloruro de hidrógeno que se ha utilizado para desproteger el

ácido aspártico de su complejo de boro ha sido suministrado por

Union Carbide, en una bombona con 225 g de reactivo.

- La aminometi1-resina utilizada en la síntesis de los hexapéptidi1-
resinas ha sido suministrada por Peptides Internationa1. La ob

tención de la resina 4-bromometi1-Nbb se ha realizado a partir de

una resina benzihidri1amina, sintetizada ésta a su vez en nuestro

laboratorio según la metodología descrita en la 1iteratura220•
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Métodos analfticos

Análisis en solución

Cromatografía en capa fina

La cromatograffa en capa fina se ha realizado en placas de gel de

sf1ice 60 (Merck) de un espesor de 0.2mm, con indicador ultravioleta.

Los distintos e1uyentes que se han utilizado se indican durante el

desarrollo de esta parte experimental. Los reveladores que se han em

pleado han sido los siguientes:

reactivo de la ninhidrina.-

Mediante este reactivo se detectan las aminas primarias (colora
ción violeta) y las secundarias (coloración amarilla). Este indicador

se utiliza a través de una disolución del 0.3% de éste en 10 m1 de -

co1idina, 33 m1 de ácido acético y 290 m1 de etano1221, pu1verizándose
la placa con ésta y manteniendo1a durante 3 min en la estufa a 110°C.

También se ha utilizado este reactivo en solución del 0.1 % preparada
en recipientes especiales a presión suministrados por la casa Merk.

reactivo de hipoc10rito-to1idina (c10rax).-

Este reactivo nos permite la detección de enlaces amida, dando

una coloración azul-violeta inestable222,223.
Previamente a su utilización, se deja la capa fina en atmósfera

de cloro (la cual puede ser creada con hipoc10rito sódico en presencia
de ácido clorhfdrico) durante un tiempo de 10 a 15 min; a continua

ción, se seca en la estufa y se rocia con el reactivo preparado con 1
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9 de orto-tolidina, 5 9 de ioduro potásico, 30 ml de ácido acético

glacial y 970 ml de agua.

Ensayo del FDNB para evaluar la presencia de aminas en la DMF.-

La nucleofilia de las aminas, especialmente la dimetilamina en

este caso, es aprovechada frente al FDNB para evaluar su presencia
mediante la espectroscopia visible21). Para ello, se mezclan iguales
volúmenes de una solución de 1 mg del reactivo en etanol del 95 % y

DMF, dejándose 30 min; a continuación se lee la absorbancia del pro

ducto formado a 381 nm. Se ha comprobado que una DMF correcta para ser

utilizada en síntesis peptídica no debe poseer una absorbancia supe

rior a 0.15 con respecto al blanco.

Análisis sobre la resina

Para analizar la resina se han utilizado tres métodos indistinta

mente: la ninhidrina, el Gisin y el análisis de aminoácidos. Este

último se discutirá más adelante.

Ensayo de la ninhidrina

Para utilizar este reactivo sobre la resina se preparan tres

soluciones224:

a) 500 mg de ninhidrina en 10 ml de etanol

b) 80 9 de fenol en 20 ml de etanol

c) 2 ml de solución acuosa 1mM de cianuro sódico,
diluidos en 100 ml de piridina

Normalmente, para facilitar el proceso, se suelen emplear las
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soluciones B Y C mezcladas (1/1, v/v).
Se coloca una pequeña alicuota de resina (5 mg más o menos) en

una jeringa de polipropileno de 1 ml provista de un fritado de polie
tileno poroso y se lava varias veces con OCM, OMF y metanol, pasán
dose, a continuación, la resina ya seca a un tubo de ensayo pequeño.
Acto seguido, se colocan 3 gotas de cada una de las soluciones ( 6

gotas de B+C), en orden de A a C, y se calinta durante 3 min a 100-

110 C. La presencia de aminas primarias en cantidades superiores a 1

mol/g de polímero se pone de manifiesto por la aparición de una

coloración azul sobre la resina o en el sobrenadante.

Método de Gisin

Mediante este método podemos determinar cuantitativamente la

cantidad de aminas libres existentes sobre la resina225•
Se coloca una alicuota de resina (entre 15 y 25 mg) en una

jeringa de polipropileno de 10 ml provista de una placa filtrante de

polietileno poroso, se seca a peso constante y se somete al siguiente
programa de tratamientos:

reactivo numo tratamientos tiempo(min)

DCM 2 1

5% de OlEA en DCM 4 1

OCM 4 1

k. pícrico 0.01 M en OCM 6 1

5% de OlEA en OCM 4 1

OCM 6 1

El tratamiento con ácido pícrico, en presencia de grupos amino

libres, da lugar al correspondiente picrato que, después de un lavado

exhaustivo, es liberado en presencia de OlEA, recogiéndose en un

aforado y enrasándose con etanol. Tras realizar las diluciones opor-
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tunas para ajustar la absorbancia entre 0.5 y 1 se lee ésta a 358 nm,

donde el coeficiente de extinción molar para el picrato de diisopropi
letilamonio es de 14500, refiriéndose el contenido en aminas libres

encontrado al peso de la resina que se ha utilizado para realizar el

ensayo.

Determinación del grado de incorporación peptidica sobre una Fmoc

peptidil-resina

Este método, aplicado en la síntesis de péptidos a partir de

Fmoc-aminoácidos, nos permite determinar la cantidad de cadenas peptí
dicas unidas a la resina mediante la evaluación de la f1uoreni1meti1�

piperidina formada al tratar la resina con piperidina7• De manera

similar al método de Gisin, mediante la espectroscopía ultravioleta

podemos evaluar la cantidad de subproducto formado teniendo en cuenta

que a 301 nm posee un máximo de absorción cuyo coeficiente de extin

ción molar es de 7800. Para ello, tras realizar una serie de trata

mientos que se discutirán más adelante (ver metodología de síntesis en

fase sólida) sobre la totalidad de la resina utilizada, se recogen

todos los lavados realizados desde el tratamiento con piperidina en un

aforado y se enrasa con cloruro de metileno, ajustándose la absorban

cia entre 0.5 y 1.0 mediante las diluciones adecuadas.

Análisis de aminoácidos

Hidrólisis de péptidos

Para realizar la hidrólisis de los distintos péptidos226 se han pesado
de 2 a 3 mg de éstos y se ha enrasado en un aforado a 10 m1 de MeOH

(si el péptido es protegido) o agua (si el péptido está desprotegido).
De esta solución se ha tomado 1 m1 y, tras eliminar el disolvente a
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presión reducida, se han añadido 1 ml de agua y 1 ml de HCl 12N (o de

una solución de esta misma normalidad y de concentración conocida de

un aminoácido como patrón interno), desgasándose todo ello por conge
lación y al vacio. A continuación, se cierra el tubo y se lleva a

110°C durante 22 h o 16dt en 2 h. Una vez eliminado el disolvente a

presión reducida, se ha disuelto la muestra en un tampón adecuado y se

ha pasado por un filtro Millipore o se ha centrifugado, inyectando en

el analizador, acto seguido, la cantidad equivalente a unos 20 nmoles.

Hidr6lisis de peptidil-resinas

La hidrólisis de las peptidil-resinas se ha llevado a cabo si

guiendo una metodología similar a la descrita más arriba. Para este

caso concret0227, se han pesado entre 3 y 5 mg de resina y se han

suspendido en una mezcla de 1 ml de ácido propiónico y 1 ml de HCl 12N

(normalmente se ha utilizado directamente esta solución ya preparada
previamente con el patrón interno). En todos los casos se ha pasado
por un filtro Millipore para eliminar la resina, tras la hidrólisis.

Hidr6lisis enzimáticas

Para las hidrólisis enzimáticas de los péptidos Ila" y 1f3" Y las

piperididas correspondientes, estudiados en el Capítulo 3, se ha

utilizado la leucinoaminopeptidasa (EC 3.4.11.1) (enzima hidrolítico

que rompe los enlaces amida secuencialmente a partir del extremo amino

terminal del péptido)96. Este producto ha sido suministrado por

SIGMA, en una concentración de 2 mg/ml de una solución 2.9 M de

sulfato amónico, 0.1 M de tampón Tris y 5 mM de cloruro magnésico a pH

8, siendo su capacidad hidrolítica de 200 unidades por mg (1 unidad

hidroliza unpmol de L-leunina-amida a L-leucina y amoniaco por mino a

pH 8.5 y 25°C). Previamente a su utilización, ha sido necesario

preparar una solución de cloruro magnésico 5 mM y una solución tampón
de Tris 0.1 M y cloruro magmésico 5 mM. Para ello, se han disuelto 1.2
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g de Tris en 100 ml de una solución de la sal magnésica hexahidratada

preparada a partir de 508 mg de ésta y 500 ml de agua desionizada; el

pH inicial obtenido (10.5) se ha llevado a 8.5 mediante la adición de

HCl concentrado. 0.5 ml de la solución enzimática se han diluido a 5

m1 de la solución tamponada preparada anteriormente; a continuación,
se han tomado de ésta 0.5 ml y se han llevado a 40°C durante 3 h con

objeto de activar el enzima.

Por otro lado, se han tratado 2.1 g de imida purificada con 1 ml

de TEA acuosa al 5 % durante una noche, recogiendo por HPLC, a conti

nuación, tras liofilizar la solución, entre 130 y 140 nmo1es de pépti
do "a" y péptido "f3 11

, a los que se les ha adicionado 0.5 m1 de una

solución de L-1eucina 0.267 mM (patrón interno, 133 nmoles). Una vez

liofilizadas las dos mezclas, se han adicionado a cada una de ellas

0.2 ml de la solución enzimática activada y 0.3 m1 de solución tampón,
dejándose todo ello a 40°C durante 24 h. El enzima se ha desactivado

llevando las soluciones a 100°C durante 2 min y se ha filtrado por

Mi11ipore, tras liofilizar y diluir las muestras en el tampón adecua

do, para proceder a su inyección en el analizador (unos 20 nmo1es).
Con respecto a los dos péptidos piperidida, se han tratado 2 mg

de imida con 1 m1 de piperidina al 50 % en DMF durante 1 h, siguiendo,
a continuación, la misma metódica que la descrita para los péptidos
"a" y 1f3".

Fotólisis en fase homogénea y en fase heterogénea

Las distintas fotólisis llevadas a cabo en este trabajo han sido

realizadas en un sistema diseñado en nuestro laboratorio con objeto de

poder acceder a las distintas temperaturas a las que se ha estudiado

el proceso. El recipiente de fot61isis se coloca en un baño de MeOH

constantemente refrigerado a través de un circuito y mediante una
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pequeña bomba, el cual se hace pasar por un vaso Dewar cuyo contenido

en acetona ha sido enfriado con nieve carbónica o con un dedo frío,
según los casos. Por otro lado, se ha instalado un ventilador por

debajo del recipiente de reacción con objeto de generar una corriente

continua de aire a través del recinto donde tiene lugar la irradia

ción. De esta manera, la utilización de la nieve carbónica ha permiti
do mantener la temperatura por debajo de los 10°C, con el dedo frío y

el ventilador se ha conseguido mantenerla entre los 12°C y los 13°C y,

únicamente con este último, se han alcanzado los 25°C. La irradiación

se ha llevado a cabo utilizando dos o tres lámparas de mercurio de luz

negra de 125 watts de potencia (Philips o Tugnspam), las cuales sumi

nistran un máximo de irradiación para la longitud de onda de 360 nm.

Fotólisis en fase sólida

Las fotólisis se han llevado a cabo en dos recipientes distintos,

uno de 100 y otro de 25 ml, según la cantidad de producto que se ha

fatal izado. El primero de ellos posee tres bocas con objeto de poder
controlar la temperatura en el interior, desgasar al vacío para elimi

nar el oxígeno de la mezcla de reacción y mantener una atmósfera de

argon. Puesto que el recipiente de 25 ml sólo tenía dos bocas, la

temperatura se controló desde el baño exterior. En el recipiente más

grande se fotolizaron lotes de resina entre 100 y 500 mg, las cuales

se suspendieron en 50 o 100 ml de disolvente según los casos; para

cantidades inferiores a los 100 mg se utilizó el otro recipiente,
siendo el volumen de disolvente utilizado de 10 o 20 ml. En todas las

fotólisis el disolvente empleado fué DCM con un 20 % de TFE, salvo en

algunos experimentos que serán comentados más adelante. Con objeto de

evitar que la resina se adhiriera a las paredes del recipiente, éste

fué tratado con una solución de dimetildiclorosilano al 10 % en tolue

no; a continuación, antes de proceder a la irradiaci6n, la suspensión
de la resina se sometió a ultrasonidos durante 30 min a intervalos de
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2 min, manteniendo la temperatura con un baño de hielo.

Fotólisis en soluci6n

Todas las fotólisis en fase homogénea se han llevado a cabo en el

recipiente de 25 ml, diseñado especialmente para llevar a cabo estos

experimentos, siendo las cantidades utilizadas de producto a fotolizar

entre los 10 y los 25 mg (ver Capítulo 3) y el volúmen de disolvente

de 20 ml (mismas condiciones que las utilizadas para la fase sólida).

Metodologfa de s1ntesis en fase s61ida

Para todas las reacciones de acoplamiento de aminoácidos que se

han llevado a cabo, se ha hecho uso de Boc-aminoácidos y Fmoc-aminoá

cidos. El protocolo utilizado para la desprotección de los primeros ha

sido el siguiente:

reactivo numo tratamientos tiempo(min)

OCM 4 2

30 % de TFA en OCM 1 2

" 1 30

OCM 4 2

5 % de OlEA en OCM 4 3

OCM 4 2

Con respecto a los aminoácidos protegidos con un grupo Fmoc en su
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posici6n el' -amino, se ha seguido el siguiente esquema de tratamientos

para su eliminaci6n:

reactivo numo de tratamientos tiempo(min)

DMF 2 2

20 % de piperidina en DMF 1 2
11 1 8

DMF 2 2

DCM 2 2

iPrOH 2 2

DMF 3 2

DCM 4 2

Las condiciones de acoplamiento de los distintos amino�cidos

protegidos se irAn mencionando durante la discusi6n de cada uno de los

casos particulares, asf como determinadas condiciones y protocolos
sintéticos de aplicaci6n más concreta.

Antes y después de llevar a cabo el acoplamiento del primer
aminoácido sobre la resina 4-bromometil-Nbb, se ha acetilado para

bloquear los posibles grupos amino libres que pudieran quedar. El

protocolo que se ha seguido es el siguiente:

reactivo numo de tratamientos tiempo(min)

DCM 3 2

DMF 1 2

AC20 (5 eq) en DMF 1 10

DlEA (5 eq) en DMF 1 10

DMF 3 2

DCM 3 2

iPrOH 3 2
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MeOH 3 2

El número de equivalentes añadidos de AC20 y OlEA corresponden al

exceso calculado sobre la cantidad inicial de grupos reactivos, de tal

manera que los dos productos anteriores estan en un gran exceso sobre

la pequeña cantidad de grupos reactivos que pudieran haber quedado sin

reaccionar.

Salvo en algún caso particular que se discutirá en su momento,
todos los procesos de síntesis en fase sólida se han llevado a cabo en

jeringas de polipropileno provistas de un fritado de polietileno
poroso, filtrándose el disolvente a través de un sistema conectado a

una trompa de agua.
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Cromatografía de alta presión

Instrumentación

Tanto para la cromatografía analítica de alta resolución como

para la semipreparativa se han utilizado tressistemas de trabajo, uno

de ellos de la marca Beckman y los otros dos de la marca Waters. El

primero de ellos consta de un inyector marca A1tex, dos bombas (mod.
110B y 114M), detector de longitud de onda variable (mod. 163) y

programador (mod. 420); los cromatogramas obtenidos con este sistema

han sido registrados en un registrador Omniscribe marca Houston 1ns

trument y la cuantificación de los productos analizados se ha realiza

do en un integrador Hewlett Packard modo 3390A. Con respecto a los

sistemas Waters, uno de ellos consta de un inyector marca Rheodyne,
detector de longitud de onda variable (mod. 450), dos bombas (mod. M45

y 6000A), programador (mod. 660) y un registrador-integrador Datamodu

le; el otro sistema, asistido por un ordenador IBM AT, está compuesto

por un inyector automático Wisp (mod. 712), detector de longitud de

onda programable (mod. 490), dos bombas (mod. 510) y una impresora

Epson SX-800.

Columnas utilizadas

Los estudios llevados a cabo en condiciones analíticas se han
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realizado con tres columnas indistintamente, siendo sus tamaños de

25xO.6 cm, 30xO.6 cm y 25xO.4 cm; la fase estacionaria de todas ellas
ha sido fase reversa C18, siendo, para el primer caso, relleno de 10

� de tamaño de partícula, suministrado por Vydac, Spherisorb 00S-2
del mismo tamaño de partícula, Nucleosil de 5 pm suministrados por
Tracer Analítica o Scharlau indistintamente para el segundo caso y,

para el tercero, el último mencionado. El flujos de trabajo empleados
han sido de 1.5 m1/min para las dos primeras columnas y 1 m1/min para
la segunda en todos los casos estudiados. A escala semi preparativa se

ha utilizado una columna con unas dimensiones de 1x25 cm, siendo la

fase estacionaria del tipo C18 (al igual que en los casos anteriormen

te citados) de la marca Ultrasphere ODS (Altex-Beckman) de 5 �m de

tamaño de partícula; el flujo empleado ha sido de 3 ml/min.

Eluyentes y detección

Los eluyentes que se han utilizado normalmente han sido agua,

acetonitrilo o mezclas de estos dos con metanol; en condiciones analí

ticas semipreparativas, además de los dos primeros, se ha empleado
también DMF. Como componentes ácidos se han usado TFA y ácido propió
nico. el primero se ha aplicado en todas las condiciones analíticas

utilizadas,en unas cantidades del 0.045 % para el agua, 0.035 % para

el acetonitrilo y 0.1 % cuando se han utilizado mezclas de agua,

acetonitr1lo y metanol como eluyente; el ácido propi6nico se ha usado

en la cromatografía analítica semi preparativa al 0.1 %. En algunos
casos se ha empleado HCl en unos porcentajes que han oscilado entre el

0.04 % y el 0.1 %, con objeto de evitar bruscos aumentos de absorción

a 220 nm; sin embargo, se ha podido observar con el tiempo una degra
daci6n paulatina de la columna, por lo que se desestimó su uso.

Las longitudes de onda de detección han sido de 220 nm y 254 nm

para el estudio de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH, 280 nm para la

H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-Ile-OH, la H-Val-Lys-Asu-Gly-Tyr-Ile-OH, la H-
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Val-Lys-Asp(Fm)-Gly-Tyr-Ile-OH, la H-Val-Lys-Asp(3Pic)-Gly-Tyr-Ile-OH
y la H-Val-Lys-Asp(4Pic)-Gly-Tyr-Ile-OH, y 245 nm para toda la serie

de derivados de la N-benzhidril-(4-bromometi)-3-nitro)benzoilamida.

Cromatograffa de media presión

Instrumentaci6n

La cromatografía de intercambio iónico y exclusión molecular se

ha llevado a cabo en un sistema de la marca LKB compuesto por una

bomba peristáltica Microperpex (mod. 2132), detector Uvicord SD (mod.
2158), colector de fracciones Ultrorak (mod. 7000) y registrador. Para

la cromatografía en fase reversa se ha utilizado un sistema formado

por una bomba monopistón (mod. MINA GEAR) de General Electric (indis
tintamente también se ha utilizado otra bomba de características

similares (mod. NSI-33R) de LDC/Milton Roy), un detector similar al

del primer sistema, colector de fracciones Ultrorak (mod. 2070) de LKB

y un registrador Servoscribe-1S.

Columnas utilizadas

La cromatografía de exclusión molecular se ha realizado en dos

columnas de 2.5x100 cm cuyas fases estacionarias han sido Sephadex G10

de 40-120pm y LH 20 de 25-100pm, las dos suministradas por Pharmacia

Fine Chemicals. Para la cromatografía de intercambio iónico se ha

utilizado una columna de 2.0x16 cm de carboximetilcelulosa (CM52) de
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la marca Whatman LtD. Los flujos de trabajo han sido de 40 ml/h para
las dos primeras columnas y 30 m1/h para la tercera.

Para la cromatografía en fase reversa se han usado dos columnas

de dimensiones 1.2x20 cm y 2.5x12 cm, siendo sus fases estacionarias

Lichroprep RP-C8 de 40-63pm de la marca Merck y C18 de 10-20 pm
suministrada por Vydac, respectivamente. Los flujos de trabajo han

sido de 60 ml/h y 120 m1/h.

Eluyentes y detección

los eluyentes que se han usado para las columnas Sephadex G10 y

LH20 han sido ácido acético al 5 % en agua y metanol respectivamente.
Para la cromatografía de intercambio iónico (CMe) se ha empleado una

solución tamponada de acetato amónico de pH 5.5-5.6 y fuerza iónica 5

mS.

Con respecto a la cromatografía en fase reversa, los e1uyentes
han sido mezclas de agua, acetonitrilo y DMF con un 0.1 % de ácido

propiónico para la primera columna, yagua y metano1 con porcentajes
que han oscilado entre el 0.1 y el 2 % del mismo ácido, rara la

segunda.
Las longitudes de onda utilizadas con estos sistemas han sido de

254 nm para la detección de la Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(But)-G1y-OH y 279 nm

para la de la H-Va1-Lys-Asp-G1y-Tyr-I1e-OH y la H-Val-Lys-Asu-G1y-Tyr
I1e-OH.
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1. SINTESIS DEL FRAGMENTO 1-4 DE LA TOXINA II DEL ESCORPION

"Androctonus australis Hector"



1.1. Sfntesis de la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH

1.1.1. Intentos de sintesis del �-ester terc-butilico del ácido
aspártico

La síntesis de esteres terc-butí1icos de los ácidos aspártico y

glutámico se ha llevado a cabo en la mayor parte de los casos con

isobuti1eno en presencia de ácido sulfúrico concentrado o ácido to-

1uensu1fónic086,160,228-231, o por un proceso de transesterificación,
a partir de acetato de terc-buti10 en presencia de ácido perc16rico
concentrad0232-235. En una menor extensión, se han utilizado otros

métodos, como el de esterificación directa a partir del alcohol en

presencia de didic1ohexi1carbodiimida236 u oxic10ruro de fósforo y

piridina237, y a partir de la sal de plata del aminoácido y yoduro de

terc-butil0238•
Puesto que la estrategia que se iba a ensayar para la síntesis

del �-ester del ácido aspártico suponfa la protección simultanea de

los grupos carboxilo y amino en "a" mediante la formación de comple
jos de cobre y boro (ver Capítulo 2 para detalles concretos sobre esta

metodología) fué necesario tener en cuenta una serie de factores a la

hora de elegir el método más adecuado de esterificación.

Las condiciones fuertemente ácidas de los dos primeros procedi
mientos descritos son incompatibles con la utilización de los dos

complejos, ya que son inestables en este medio.

El método del oxic10ruro de fósforo tampoco es aplicable por

problemas de solubilidad de los derivados correspondientes.
Con respecto a la utilización de la dicic1ohexi1carbodiimida para

la obtención de esteres de terc-buti10, los resultados descritos en la
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literatura son poco satisfactorios, debido a los elevados porcentajes
de recemización que se han detectado (ver apartado correspondiente al

estudio de la epimerización durante el acoplamiento del Fmoc-Lys(Z)
Asp(But)-OH sobre la H-G1y-O-CH2-Nbb)239, ya que para que el proceso

tenga lugar con una relativa rapidez es necesaria la presencia de un

pequeño porcentaje de una aminopiridina, producto que cata1iza la

formación de epímero debido a su carácter básico. En nuestro caso,

este problema no existe, ya que el grupo amino del aminoácido no está

protegido en forma de amida, situación favorable para que tenga lugar
este proceso. A diferencia del complejo de boro, en el cual la cadena

lateral del aminoácido está protonada, los complejos de cobre que se

conocen son compuestos salinos, no pudiéndose preparar el derivado

protonado por descomposición del producto; este hecho, puede represen

tar, a priori, una dificultad adicional para el método de la diciclo

hexi1carbodiimida, la cual se podría solventar con la presencia de un

dador de protones.
Desde el punto de vista de liberación del aminoácido del comple

jo, hay que puntualizar que el método habitual de desprotección para

el complejo de boro (cloruro de hidrógeno) no se puede aplicar, pu

diéndose utilizar como método alternativo la ebullición a reflujo en

metano1.

Por último, el método de la sal de plata, junto con el de la

dicic10hexi1carbodiimida, parecen ser los más adecuados, ya que son

los que se realizan en condiciones más suaves. A continuacuión se

describen los ensayos realizados a este respecto.

1.1.1.1. A partir del complejo de cobre

Preparación del complejo de cobre del ácido aspártico (AsP2CU2)·-

Se suspendieron 3 g de ácido aspártico en 124 m1 de agua (22.5

mmo1es). A continuación, se colocó un embudo de adición y se adiciona

ron manteniendo agitación intensa 4.2 g de acetato de cobre (11) (23.2

mmo1es) disueltos en 125 ml de agua gota a gota; la mezcla se mantuvo
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en todo momento a 70°C, dejándose 1 h tras la adición a esta tempera
tura. Tras ello se dejó un dia en reposo para completar la cristaliza

ción del producto, filtrándose después, y lavándose con tres fraccio

nes de 100 ml de agua. Una vez secado el complejo se obtienen 5.3 g de

cristales azules (88.4 % de rendimiento).

Determinación del contenido en agua del complejo por espectrofo
tometría visible.-

Para la determinación del contenido de agua del complejo se

evaluó previamente el coeficiente de extinción molar del catión tetra

amincobre (11), cuya absorción tiene lugar alrededor de los 640 nm.

Para ello se pesaron en una balanza de precisión las cantidades co

rrespondientes de sulfato de cobre pentahidratado para preparar dos

soluciones, 2 mM y 20 mM, en agua con un contenido de un 50 % de una

solución de amoniaco al 33 %. Tras realizar 5 mediciones para cada

caso se obtuvieron unos valores de coeficiente de extinción molar de

71.1 y 70.5 respectivamente, utilizándose el valor medio para las

posteriores mediciones.

Por otro lado, se pesaron 81.5 mg de complejo de cobre y se

disolvieron en 10 ml de agua al 50 % de una solución de amoniaco del

33 %. A continuación se tomaron 5 ml de esta solución y se diluyeron a

otros 10 ml, determinándose la absorbancia de la nueva disolución 5

veces. Una vez se determinó la concentración correspondiente al valor

medio de las 5 mediciones, se obtuvo una cantidad de 19.3 mg de cobre.

Teniendo en cuenta que hay una molécula de ácido aspártico por átomo

de cobre, la cantidad del primero resultó ser de 39.8 mg, 10 cual

implica una cantidad de agua de 22.4 mg. La relación molar resultante

de Cu/Asp/agua fué de 1:1:4, es decir, 8 moléculas de agua por molécu

la de complejo, resultado que está de acuerdo con el obtenido en la

literatura por otros métodos.

IR (KBr, cm-1):

3300, 1630, 1590, 1410

189
,



Ensayo realizado por el método de la DCC/DMAP.-

Se mezclaron en 25 m1 de DMF, 500 mg de sal de cobre (0.94
rnmo1es), 250 mg de ácido aspártico (1.9 rnmo1es) y 467 �1 de tetrame

ti1guanidina (3.8 mmoles, 1 eq de base con respecto a la cantidad

total de ácido aspártico), obteniéndose la sal de tetrametilguanidinio
correspondiente, la cual sólo se disue1vía parcialmente en el disol

vente. A continuación se adicionaron 560 mg (7.5 rnmo1es, 2 veces de

exceso) de tBuOH, 870 mg (4.1 rnmoles, 1.1 de exceso) de DCC y el 10 %

con respecto al ácido aspártico de DMAP, dejándose durante una noche a

temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se eliminó el

disolvente a presión reducida, y al sólido obtenido se le añadieron

1.9 rnmoles de la sal disódica del EDTA, preparada a partir de 315 mg
de bicarbonato sódico y 548 mg de EDTA en 5 ml de agua. Tras 1 h de

agitación intensa, apareció un precipitado de ácido aspártico, el cual

se pudo identificar por IR y capa fina. Por este último método no se

detectó la presencia de producto final (BuOH/AcOH/agua, 4:1:1). En un

ensayo posterior, se adicionó resina Dowex (de grupos sulfónico) para

aportar protones al medio de reacción, sin lograrse detectar tampoco
en este caso el producto final.

Síntesis de la sal de plata del complejo de cobre del ácido
aspártico.-

Se suspendieron en 40 ml de agua 1 9 de complejo de cobre (1.9
mmo1es) y 499 mg de ácido aspártico (3.7 rnmo1es). A continuación, se

añadió gota a gota una solución de de hidróxido sódico 0.1 N colocada

en un embudo de adición hasta pH 7, tras 10 cual se filtró la pequeña
cantidad de sólido que quedó (exceso de complejo de cobre). Por otro

lado, en el mismo embudo de adición se colocaron 2.6 g de nitrato de

plata (15 rnmo1es, 2 veces de exceso con respecto al ácido aspártico)
en 20 m1 de agua. Manteniendo agitación magnética, se adicionó lenta

mente esta disolución sobre la de la sal sódica del complejo, apare

ciendo al poco tiempo un precipitado violáceo. Una vez se dejó la

'suspensión de la sal de plata durante toda la noche, se filtró y se
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lavó con 3 fracciones de 50 ml de agua, 3 fracciones de 50 ml de EtOH

y otras tres fracciones de 50 ml de Et20. Una vez seco el producto se

obtuvieron 1.9 9 de éste como polvo violeta (93.6 % de rendimiento).

Análisis de la sal de plata.-

Se pesaron 335 mg de sal de plata, a los que se adicionaron 10 ml

de una solución de yoduro potásico 1 M. La suspensión se centrifugó
varias veces, extrayéndose en fracciones de 10 ml de agua la sal

potásica del complejo de cobre. Todo ello se enrasó en un aforado a

100 ml, utilizando la mitad de volumen de una solución de amoniaco del

33 %. Una vez se determinó su concentración a través de su absor

bancia en el visible, la cantidad de cobre obtenida resultó ser de

37.6 mg. Aplicando las relaciones correspondientes, se obtuvo una

cantidad total de 321 mg de complejo frente al los 335 mg pesados. Por

otro lado, se determinó la cantidad de plata por gravimetría, obte

niéndose 130.5 mg, 10 que supone, teniendo en cuenta una estequiome
tría de Ag/Cu/Asp de 2/1/1, 328 mg de producto (335 mg pesados). La

pequeña diferencia entre los dos valores podría deberse a una molécula

de agua de cristalización.

Ensayo con yoduro de terc-tbutilo en DMF.-

Se tomaron 120 mg de sal de plata (0.22 rnmoles) y se suspendieron
en 5 ml de DMF. A continuación se añadieron 52 pl de yoduro de terc

butilo (0.44 mmoles) y se dejó toda la noche. Al no observarse cambio

alguno al transcurrir este tiempo se adicionó un exceso de haluro,
observándose una variación en el color de la suspensión, pasando a

verde obscuro. Al cabo de unas horas se filtró y se trató el sólido

con una solución saturada de sal disódica de EDTA, formada con 0.73 mg

de EDTA (0.25 mmoles) y 42 mg de bicarbonato sódico (0.5 mmoles),
durante una hora y con agitación intensa. Transcurrido este tiempo se

pudo comprobar la aparición de un precipitado blanco de ácido aspárti
ca (identificado por RMN). En la fase acuosa tampoco se detectó el

producto (capa fina, BuOH/AcOH/Agua, 4:1:1).
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Ensayo con yoduro de terc-butilo en Et20.-

200 mg de sal de plata (0.37 rnmoles) se suspendieron en 2 ml de

Et20 anhidro, adicionándose, a continuaci6n, 106 �l de yoduro de

terc-butilo (0.89 rnmoles, 20 % de exceso con respecto al ácido aspár
tico). La suspensi6n se dej6 toda la noche con agitaci6n intensa.

Transcurrido este tiempo se filtr6 y se lav6 con eter, ennegrecién
dose el sólido al contacto con la humedad del aire, lo que indicaba la

no total consecuci6n de la reacción. A la vista de este resultado, se

realiz6 un nuevo ensayo, dejándose la mezcla de reacci6n durante una

semana. Una vez filtrada la suspensión, se trató con 137 mg de sal

di sódica de EDTA en solución saturada (0.74 rnmoles) durante 1 h

manteniendo agitaci6n intensa. La solución azul obtenida se cromato

grafi6 en capa fina (BuOH/AcOH/agua, 4:1:1), apareciendo una mancha

debil de producto (Rf conocido a través del producto comercial) (nin
hidrina positiva) y otra especialmente intensa de ácido aspártico. El

producto se intentó aislar utilizando una columna de gel de sílice y

como eluyente el empleado en la capa fina, no detectándose su presen

cia en las fracciones recogidas tras realizar este proceso.

Con objeto de determinar la cantidad formada de ester, se llev6 a

cabo un nuevo ensayo en las mismas condiciones que el anterior. Una

vez se realiz6 el tratamiento con EDTA, se liofiliz6 la solución y se

eluy6 el s61ido obtenido en una columna de Sephadex-DEAE (2.5x20 cm,

30 ml/h), utilizando como eluyente tamp6n 0.1 M de carbonato de trie

tilamonio (pH 8). La columna se siguió por capa fina, comprobándose la

elucion rápida del aminoácido y el ester, prácticamente juntos. La

mezcla se liofiliz6 y se analizó por resonancia magnética nuclear de

prot6n, detectándose entre un 10% y un 15% de ester (en forma de sal

de trietilamonio), el cual no se aisló.

1.1.1.2. Intento de slntesis partir del complejo de boro del ácido

aspártico

Síntesis de la B,B-dietilborooxazolidona del ácido aspártico.-

Se suspendieron 1.3 g (10 mmoles) de ácido aspártico fínamente
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dividido en 10 ml de THF, adicionándose, a continuación, 12 ml de una

solución 1 M de trietilborano (12 mrnoles). Una vez alcanzada la disol

ución prácticamente completa de la mezcla (2 dias) se filtró la peque
ña cantidad de sólido que quedó en suspensión y se eliminó el disol

vente al vacío. El sólido obtenido se lavó con pentano y se secó,
obteniéndose 1.9 g de producto (95 % de rendimiento).

En estas mismas condiciones se realizó la síntesis del análogo
correspondiente al ácido glutámico, con la única diferencia de que se

necesitaron 4 dias para llevar a cabo la reacción. El rendimiento tam

bién fué prácticamente cuantitativo (ver experimental del Capítulo 3).

RMN de lH (CDCl3, ppm):

0.45 (m, CH2 etilo); 0.81 (m, CH3 etilo); 2.93 (m, CH2 Asp);
3.85 (m, CHa Asp); 5.45 (m, NH2 Asp)

Intento de síntesis del ester terc-butílico por el método de la
DCC/DMAP.-

--

En 3 ml de THF se disolvieron 100 mg (0.5 mmoles) del complejo de

de boro, 17.7 mg de DMAP (0.15 mmoles) y 95�1 de tBuOH (1 mmol). A

continuación, se adicionaron 124 mg de DCC (0.6 mmoles), dejándose la

mezcla con agitación magnética a temperatura ambiente. La reacción se

siguió por capa fina, no consiguiéndose en ningún momento la desapari
ción total del producto inicial, incluso con la adición de 124 mg más

de DCC y 95 �l de tBuOH a las 25 h de reacción. Se dejó reaccionar dos

dias más y se filtró la DCU formada. Una vez eliminado el disolvente a

presión reducida, el residuo se disolvió en 20 ml de AcOEt y se lavó

con dos porciones de 20 ml de solución de HCl 1 N, dos porciones de 20

ml de solución de carbonato potásico y dos porciones más de solución

de cloruro sódico saturado. Una vez se secó con sulfato magnésico y se

eliminó el disolvente, el aceite obtenido se disolvió en 20 ml de MeOH

y se llevó a 60 C durante 8 h. A continuación, se filtró más DCU y se

eliminó el disolvente. El RMN del residuo final no mostró la presencia
del ester deseado.

Este mismo ensayo se realizó también con el complejo del ácido

19�



glutámico, obteniéndose el mismo resultado que para el caso anterior.

1.1.2. Sintesis de la Pmoc-Lys(Z)-OSu

5 9 (10.2 mmoles) de Fmoc-Lys(Z)-OH se hicieron reaccionar con

1.2 9 (10.2 mmoles) de N-hidroxisuccinimida en 200 ml de dioxano y en

presencia de de 2.1 9 de DCC (10.2 mmoles) durante una noche a tempe
ratura ambiente y con agitación magnética. A continuación se filtró la

diciclohexilurea formada y se eliminó el disolvente a presión reduci

da, cristalizándose el residuo así obtenido en acetato de AcOEt/hexa

no. Se obtuvieron de esta manera 4.1 9 (70 % de rendimiento).

pf 115t; Rf 0.80, CHC13/MeOH/AcOH (73:25:2)
[a]D = -21.9 (e = 1, MeOH)

calco C, 66.10

hall. C,65.27
RMN de lH (DMSO-d6' ppm):

1 .3-1 .9 (m, CH2 /) y 8 );
(m, CH2 Lys); 4.1-4.5

H, 5.55

H, 5.47

N, 7.01

N. 6.79

análisis elemental:

2.8 (s, CH2 succinimida); 2.9-3.1

(m, CH Lys y fluorenilmetilo); 5.0

(s, CH2 bencílico); 7.1-7.5 (m, CH aromáticos fenilo); 7.1-

7.9 (m, CH aromáticos fluorenilo); 8.1 (d, NH)
RMN de l3c (CDC13' ppm):

21.8 (C metileno y Lys), 25.6 (C metilenos succinimida);
29.2 (C metileno /) Lys); 31.9 (C metileno 8 Lys); 40.3 (C
metileno e Lys); 47.2 (C metino fluorenilmetilo); 52.3 (C
metino a Lys); 66.7, 67.0 (e metilenos grupos protectores);
120.0� 125.1, 127.4, 128.1 (C metinos aromáticos fluoreni

lo); 142.4, 143.9 (C cuaternarios fluorenilo); 127.2, 127.8,

136.0 y 143.9 (C aromáticos fenilo); 155.0 y 156.3 (eO

carbamatos); 168.2 (eO ester); 168.7 (eO succinimida).
IR (KBr, cm-l):

3350, 2940, 1830, 1790, 1750, 1730, 1700, 1690, 1535, 1255,

194



1210

Masas (FAS, mle):

622 ([M + 23J)

1.1.3. Sintesis.de la Fmoc-LyS(Z)-Asp(But)-DB

Se disolvieron 3.6 g (6 mmoles) del producto anterior en 50 ml de

dioxano y se adicionaron a una solución de 1.1 g (6 mmoles) de H

Asp(But)-OH y 0.5 g de bicarbonato sódico (6 mmoles) en 65 ml de agua,

dejándose toda la noche con agitación magnética. A continuación, se

filtró la N-hidroxisuccinimida formada, se diluyó con 30 ml de agua y

se ajustó a pH 3-4 con Hel 6N, extrayéndose con tres porciones de 50

ml de AcOEt. Las fases orgánicas, una vez combinadas, se lavaron con

dos porciones de 50 ml de cloruro sódico, se secó sobre sulfato magné
sico y se eliminó el disolvente a presión reducida. Una vez se ha

recristalizado el residuo en MeOH/agua se obtuvieron 3.3 g (82 % de

rendimiento).

Pf 90oe; Rf 0.60, eHe13/MeOH/AcOH (73:25:2)
[a]D = +2.8 (e = 1, MeOH)
análisis elemental: calco e,65.96

Hall. e,65.63
H, 6.43

H, 6.40

N, 6.24

N, 6.25

RMN de lH (DMSO, d6, ppm):

1.1-1.9 (m, eH2 f1 y s Lys); 1.4 (s, terc-butilo); 2.5-2.8

(m, eH2 Asp); 3.0-3.2 (m, eH2 f Lys); 4.0-4.5 (m, eH Lys,

Asp, fluorenilmetilo); 5.0 (s, eH2 bencilo); 7.1-7.5 (m, eH

aromáticos); 7.1-7.8 (m, eH aromáticos fluorenilo)
RMN de l3C (CDC13, ppm):

22.2 (e metileno y Lys); 28.0 (e metilo terc-butilo); 29.3

(C metileno � Lys); 32.0 metileno li Lys); 37.1 (C metileno

¡3Asp); 40.6 (e metileno € Lys); 47.1 (e metino fluorenilme-

tilo); 48.8 (e metino a Asp); 54.6 (e meti no a Lys); 66.7,
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67.1 (C meti1eno grupos protectores); 82.0 (e cuaternario

terc-buti10); 119.9, 125.1, 127.7, 128.5 (C metino aromáti
cos f1uorenilo); 141.3, 143.8 (C cuaternario aromáticos

fluoreni10); 127.1, 128.1, 136.0 Y 143.8 (C fenilo); 156.3,
156.8 (CO carbamatos); 170.4 (CO ester); 172.2 (CO amida);
173.2 (CO áCido)

IR (KBr, cm-1):
3320, 2960, 1730, 1700 1660, 1545, 1270 Y 1165

Masas (FAS, mle):

696 ([M1)

1.2. Sfntesis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-0-CH2-Nbb

1.2.1. Sintesis de la resina 4-bromometil-Nbb

Para la obtención de la resina 4-bromometil-Nbb que se utilizó

para la sfntesis del tetrapéptido protegido se emplearon 3 g de resina

BHA en forma de clorhidrato, de funcionalización 1.1 meq/g de resina,
la cual se neutralizó siguiendo el siguiente protocolo de tratamien

tos: OCM, 4x2 min; OlEA al 5 % en OCM, 1x4 min; OlEA al 5 % en OCM,
1x15 min y DCM, 1x4 mino Por otro lado, se disolvieron en 25 ml de DCM

2.2 g (8.5 mmoles, 2.5 de exceso) de ácido 4-bromometl-3-nitrobenzoi

co, a los que se le añadieron a continuación 1.7 g (3.6 mmoles) de

DCC, llevándose a O-4°C y dejándose 1 h. Pasado este tiempo se filtró

la diciclohexilurea formada y se adicion6 la solución a la resina

previamente filtrada. A las 2 h de haber iniciado el proceso, la

ninhidrina fué negativa. A continuaci6n, se filtr6, se lav6 4 veces

con DCM, 2 veces con MeOH y se llev6 al desecador. El peso de la

resina final fué de 3.6 g, y el rendimiento calculado por aumento de
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peso del 86 %.

1.2.2. Acoplamiento de la Boc-GI1J-DH, Fmoc-Iys(Z)-Asp(But )-DH y la
Boc-Val-DH

Los 3.6 g de resina 4-bromometil-Nbb obtenidos en el apartado
anterior (3.2 mmoles de Br) se adicionaron a una suspensión en 30 ml

de DMA de una cantidad equivalente a 4 mmoles de Boc-glicinato de

cesio, el cual se preparó a partir de 700 mg de Boc-Gly-OH disueltos

en 25 ml de EtOH/agua (4:1) y 630 mg de carbonato de cesio disueltos

en 5 ml de agua, adicionando esta última solución gota a gota sobre

la de aminoácido hasta neutralización y eliminando el disolvente a

presión reducida. Tras haber dejado la mezcla a temperatura ambiente

durante 24 h con agitación mecánica, se colocó la resina en una

jeringa de polipropileno, provista de un fritado de polietileno poro

so, se filtró y se lavó cuidadosamente con 4x20 ml de DMF, 4x20 ml de

DCM y 4x20 ml de MeOH. Una vez seca se determinó su funcionalización

por el método de Gisin, tras eliminar el grupo amino de la glicina con

TFA al 30 % en DCM, resultando ser de 0.63 mmoles de grupos amino/g de

resina, lo cual representa una incorporación del 74 % (obtenido a

partir de la funcionalización teórica de la resina de partida). El

peso final de la resina fué de 3.7 g.

2.7 g (1.7 mmoles) de la resina anterior se sometieron a la serie

de tratamientos ya descritos para proceder a la desprotección del

grupo amino de la glicina (ver apartado correspondiente a materiales y

métodos) y, acto seguido, se le añadieron 2.2 g (3.2 mmoles) de Fmoc

Lys(Z)-Asp(But)-OH y 0.43 g (3.2 mrnoles) de HOBt, todo ello disuelto

en la mínima cantidad de DMA (volumen final de 9 ml). La mezcla se

enfrió a QOC y se dejó 10 min, tras lo cual se adicionaron 0.66 g (3.2
mmoles) de DCC disueltos en 3 ml de DMF. A continuación, se dejó con

agitación magnética la mezcla durante 2 h a la temperatura anterior

mente citada y 16 h a temperatura ambiente. Acto seguido se filtró la

resina y se lavó según la metódica mencionada más arriba. Puesto que

,
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el ensayo de la ninhidrina realizado para este tiempo de reacción

planteaba dudas sobre la total consecución del acoplamiento, se some

tió la resina a un proceso de aceti1ación para bloquear los grupos
amino libres que podían quedar; para ello se trató la resina con 870

mg de anhídrido acético (8.5 mmo1es) y 1.1 g de DIEA (8.5 mmo1es)
durante un tiempo global de 20 min (10 min para el primer reactivo y
10 min para el segundo), lavando la resina, a continuación, siguiendo
el método habitual. Acto seguido, tras secar el polímero y separar 100

mg de éste para realizar diferentes ensayos, se procedió a la despro
tección del grupo amino siguiendo el protocolo ya comentado en el

apartado de metodología de síntesis en fase sólida para Fmoc-aminoáci

dos. A este nivel se determinó la cantidad de cadenas peptídicas
unidas al polímero mediante cuantificación de la fluorenilmetilpipe
ridina formada en el tratamiento con piperidina, siendo el valor

encontrado de 1.63 mmo1es (1.65 mmoles teóricos). Las pérdidas de

péptido debidas a este tratamiento, evaluadas por hidrólisis y análi

sis de aminoácidos del filtrado, fueron del 5 %.

A la resina ya desprotegida se le añadieron 884 mg (4.1 mmoles,
2.5 de exceso) de Boc-Val-OH y, a los 10 min, 850 mg (4.1 mmoles) de

DCC. A las 2 h, una vez se comprobó que la ninhidrina era negativa, se

lavó la peptidil-resina con DCM (4x2 min) y MeOH (4x2 min). Una vez

seca, dió un peso de 3.1 g, obteniéndose un ensayo de Gisin tras la

desprotección del grupo amino terminal de 0.48 mmoles/g de resina. El

análisis de aminoácidos realizado sobre ésta dió el siguiente resulta

do:

Asp (0.99) Gly (1.36) Lys (1.00) Val (0.94)

1.3. Fot61isis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OCH2-Nbb

Todas las fot6lisis se llevaron a cabo según el procedimiento
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descrito en el apartado de materiales y métodos. De esta manera se

fatal izaron 1.53 9 de resina (0.74 rnmoles) en lotes cuyas cantidades

que oscilaban entre los 300 y 400 mg (399, 399, 403 Y 330 mg), siendo

el tiempo de irradiación de 16 h (tres lámparas) y manteniéndose la

temperatura entre O°C y 10°C en todos los casos salvo en uno, en el

que la temperatura fué de 12-13°C. Una vez transcurrido este tiempo,
se filtró la suspensión de resina a través de un sistema mi11ipore
para eliminar el máximo posible de partículas finas de polímero y se

eliminó el disolvente a presión reducida, obteniéndose 338 mg de

crudo. El rendimiento global del proceso, determinado por análisis de

aminoácidos, fué del 72% aproximadamente. Dicho análisis resultó ser

el siguiente:

Asp (1.00) G1y (1.11) Va 1 (0.98) Lys (1.00)

1.4. Purlficacion del crudo fotolítico

El crudo foto1ítico obtenido anteriormente fué purificado por

HPLC semipreparativo, utilizando una columna de fase reversa Ultras

phere ODS C18. El e1uyente que se empleó fué DMF/AcCN/agua/ácido pro

piónico en unas proporciones de 25/39/36/0.1, con un flujo de 3

m1/min. Para llevar dicha purificación, el crudo de fotólisis se

disolvió en 2 ml de DMF y se inyectó en fracciones de 100 �l (26.6

�moles), obteniéndose 218�moles de tetrapéptido protegido (cantidad
determinada por análisis de aminoácidos), 10 cual representa un rendi

miento de purificación del �1% aproximadamente, y un rendimiento

global, teniendo en cuenta la etapa fotolítica, del 30 %. El resultado

obtenido por hidrólisis y análisis de aminoácidos para el producto así

obtenido fué el siguiente:

Asp (1.00) Gly (1.02) Lys (1.00) Val (0.96)
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PE = 158-160°C; RE 0.6 (CHC13/MeOH/AcOH, 73:25:2)
[ a] D = -18. O ( e = 1, DMF).
Masas (FAB, mle):

730 ([M + 23]), 708 ([M + 1]), 552, 129 (100 %)

La purificación por cromatografía de exclusión molecular se co

menta en el siguiente apartado.

1.5. Nueva síntesis del tetrapéptido protegido. Desprotección del
grupo amino con plperidina al 50 % en DCM

Para la síntesis de este nuevo lote de tetrapeptidil-resina se

partió de una resina 4-bromometil-Nbb de funcionalización 0.63 meq/g
(funcionalización de la resina BHA de partida 0.72 meq/g). El acopla
miento de la Boc-Gly-OH se llevó a cabo también en DMA y a temperatura

ambiente, aunque, en este caso, se dejó la mezcla durante 14 h. La

funcionalización final de la resina, determinada por Gisin, fué de

0.45 meq/g (78 % de rendimiento, calculado a partir de la funcionali

zación teórica). El acoplamiento de la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH se

realizó en las mismas condiciones, siguiendo el proceso, en este caso,

por análisis de aminoácidos. El rendimiento de acoplamiento a las 12 h

fué prácticamente cuantitativo. La eliminación del grupo Fmoc se llevó

a cabo con dos tratamientos de piperidina al 50 % en DCM, cada uno de

ellos de 1 mino La hidrólisis y análisis de aminoácidos del filtrado

mostró la presencia de alrededor de un 8% de péptido.
Una vez se llevó a cabo la fotólisis de la peptidil-resina en

condiciones similares a las de la primera síntesis, una fracción de

crudo fotolítico obtenido se purificó en una columna Sephadex LH-20.

36.8 mg de este crudo (38pmoles, cantidad determinada por hidrólisis

y análisis de aminoácidos) se eluyeron de una sóla vez, recuperándose

36.5pmoles de péptido (96 %). El resultado de la hidrólisis y análi-
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sis de aminoácidos del producto purificado fué el siguiente:

Asp (1.07) G1y (1.07) Lys (0.92) Va 1 (0.94)

1.6. Estabilidad del enlace aminoácido-resina en presencia de piperi
dina

La determinación de la N-piperidi1-terc-butoxicarboni1g1ici1amida
formada al tratar Boc-G1y-OCH2-resina con piperidina se llevó a cabo

con una resina de funciona1ización 0.38 meq/g. 60 mg de ésta se tra

taron con 2 m1 de piperidina al 50 % en DMF durante 24 horas; a

continuación, el filtrado y los lavados subsiguientes se reunieron y

todo ello se aforó a 10 m1 con DMF, solución de la que se separaron
dos fracciones de 1 m1, eliminándose el disolvente de éstas a presión
reducida. Una de ellas fué tratada con TFA al 30 % en DCM durante 30

mino y la otra con 2 m1 de HC1 6 N a 110°C durante 24 horas en un tubo

cerrado al vacío. Una vez realizado ésto se eliminó el disolvente y se

procedió al análisis de aminoácidos, obteniéndose como resultados un

14 % de aminoáci1amida y una eliminación cuantitativa del aminoácido

de la resina.

La determinación de la cinética de liberación de glicina se

llevó a cabo tratando distintas muestras de 50 mg de Boc-G1y-0-CH2-Nbb
de una funcionalización de 0.52 meq/g de resina con piperidina al 20%

en DMF y determinándose, a continuación, por análisis de aminoácidos

el contenido en glicina de los distintos filtrados, trás tratar un

volúmen conocido de cada uno de ellos, de forma similar al caso ante

rior, con 250 pl de TFA al 30% en DCM. Cada una de las muestras se

introdujo en un tubo provisto de rosca, adicionándose a continuaci6n

el reactivo y agitándose vigorosamente. Una vez transcurrido el tiempo

designado para cada muestra, se ha filtró en una jeringa de polipropi
lena provista de un fritado de polietileno poroso, lavándose rápida-
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mente con DMF y recogiéndose todo ello en un aforado de 10 m1, del

cual se ha tomó 1 m1 en cada caso para determinar la cantidad de

glicina liberada. Los resultados obtenidos para cada uno de los tiem

pos estudiados se han representaron s�poniendo una cinética de pseudo
primer orden ya que la piperidina se hallaba en gran exceso. Así, se

utilizó la Ecuación 1, donde G1yoorepresenta la cantidad total de Boc

Gly-OH que se obtendría suponiendo una liberación del 100% y G1Yt la

cantidad de aminoácido protegido liberado en un tiempo t.

Ecuación 1

1.6.1. Evaluación de H-Lys(Z)-Asp(But)-G1y-X (X: OH o piperidilo)
liberado durante el tratamiento de la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)
G1y-0-CH2-Nbb con piperidina

De una forma similar a la descrita para la aminoaci1-resina, se

determinó la magnitud del efecto de la piperidina sobre la Fmoc

Lys(Z)-Asp(But)-G1y-0-CH2-Nbb. Para ello, se utilizó una tetrapepti
di1-resina de funciona1ización 0.35 meq/g. Dos lotes de muestras cuyas

pesadas oscilaron entre 24 mg y 27 mg se trataron con 1 m1 de solución

de piperidina al 20% en DMF y una solución del mismo reactivo al 50%

en DCM. Una vez transcurridos los diferentes tiempos, se filtró en

jeringa y se enrasó a 10 m1 en un aforado. Con respecto a las muestras

tratadas con piperidina en DCM, los lavados de la resina y el enrase

se llevaron a cabo con DMF para evitar al máximo la cristalización del

cloruro de piperidinio formado a partir del cloruro de hidrógeno
presente en el disolvente. A continuación, se tomó 1 ml de cada una de

las soluciones, se e1imin6 el disolvente a presión reducida, y se

procedió a la hidrólisis y análisis de aminoácidos de cada muestra.

Al igual que en el caso anterior, se supuso una reacción de
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pseudoprimer arder, por 10 que se utilizó la Ecuación 1 para determi

nar las constantes de velocidad.

1.7. Formación de dicetopiperazinas en el acoplamiento del Fmoc
Asp(But)-OH sobre la H-G1y-0-CH2-Nbb

Se han trataron 20 mg de Boc-G1y-0-CH2-Nbb (f = 0.63 meq/g de

resina) con TFA al 30 % en DCM según el procedimiento habitual para

desproteger la posición amino terminal. A continuación, una vez lavada

la resina, SP. adicionaron 13 mg (32.5 mmo1es, 2.5 de exceso) de Fmoc

Asp(But)-OH disueltos en la mínima cantidad de DMF y, a los 10 min, 7

mg (32.5 mmo1es) de DCC, dejándose la mezcla durante 2 h (ninhidrina
negativa). Una vez lavada la resina con DMF, DCM y DMF sucesivamente

(4x2 min), se trató con piperidina al 20 % en DMF siguiendo el

protocolo utilizado normalmente para la liberación del grupo Fmoc.

Todos los lavados se recogieron en un aforado de 100 m1 y se llevó a

enrase con DCM, encontrándose, por un lado, por cuantificación de la

f1uoreni1meti1piperidina formada, un acoplamiento del aminoácido pro

tegido del 100 % y, por otro, una cantidad de DKP que supone el 38 %

con respecto a la cantidad global de dipéptido, resultado obtenido

por hidrólisis yaná1isis de aminoácidos.

1.8. Evaluación del grado de epimerización durante el acoplamiento de
la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH sobre la H-G1y-0-CH2-Nbb

1.8.1. Utilizaci6n del HOOBt como agente acoplante

A 100 mg de Boc-G1y-0-CH2-Nbb (0.063 meq) (f: 0.63 meq/g) se
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adicionaron, una vez desprotegido el grupo amino de la glicina, 84.8

mg de Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH (0.13 meq) y 20.6 mg de HOOBt (0.13 meq)
disueltos en 500 1 de DMF, llevándose a O-4°C. A los 10 min se

añadieron 26.0 mg de DCC disueltos en 250 �1 de DMF y se dejaron
durante toda la noche con agitaci6n, siendo la ninhidrina negativa
tras este periodo de tiempo. Una vez realizados los lavados correspon
dientes y la desprotecci6n del grupo amino de la 1isina con piperidina
(ver metodología de síntesis en fase s61ida), se adicionaron 34.2 mg
de Boc-Va1-0H (0.16 meq) y 33 mg (0.16 meq) de DCC, todo ello disuelto

en 1.5 ml de DCM, siendo la ninhidrina negativa al cabo de 1 h.

La fot6lisis se llevó a cabo con 3 lámparas, manteniendo la

temperatura entre O°C y 10°C. La tetrapeptidil-resina se ha suspendió
en 50 m1 de una soluci6n al 20 % de TFE en DCM, se ha sonic6 e

irradiado durante 6 h. Una vez se ha filtró y elimin6 el disolvente a

presión reducida, se obtuvieron 23.9 mg de crudo peptídico (63 % de

rendimiento de fot6lisis y 91 % de pureza del crudo fotolítico).

1.8.2. Acoplamiento del dipéptido protegido en ausencia de catalizador

A 100 mg de la aminoaci1-resina utilizada en la síntesis anterior

se le añadieron las mismas cantidades de Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH y DCC

disueltas en un volumen total de 2 ml de DMF. La mezcla de reacción se

dej6, a continuaci6n, durante una noche entre 30°C y 40°C. Puesto que

la ninhidrina ha sido positiva al cabo de este tiempo, se realiz6 un

segundo acoplamiento con las mismas cantidades disueltas en 500 �1 de

DMF, dejándose a temperatura ambiente durante 5 h. Una vez se ha

filtr6, lavó y eliminó el grupo protector, se adicionaron cantidades

similares de Boc-Val-OH y DCC a las utilizadas en la síntesis ante

rior, siendo necesarias 2 h para conseguir una ninhidrina negativa.
La fot61isis se llevó a cabo en condiciones idénticas a las

descritas en el apartado anterior, es decir, 3 lámparas, O-10°C, 50 ml

de disolvente y 6 h de irradiación, obteniéndose 28.4 mg de crudo
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fotolítico. El análisis por HPLC del péptido obtenido en esta síntesis
mostró la presencia de un subproducto peptfdico en un 10 % (identifi
cado por capa fina; Rf similar al del péptido, positivo a la ninhidri
na y al clorax), con un tiempo de retención ligeramente inferior al
del tetrapéptido protegido.

1.8.3. Acoplamiento de la Boc-Val-Lys(Z)-ASp(But)-DH en presencia de
DHAP

1.8.3.1. Slntesis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-OH

La síntesis de la Boc-Val-OSu se llev6 a cabo de la misma manera

que para la obtención de la Fmoc-Lys(Z)-OSu, siendo las cantidades de

reactivos utilizadas de 500 mg (2.3 mmoles) para el aminoácido prote
gido, 264 mg (2.3 mmoles) de DCC y 309 mg de N-hidroxisuccinimida.

Después de cristalizar en AcOEt/hexano se obtuvieron 402 mg de produc
to (56 % de rendimiento).

Pf 128-129°C; Rf 0.76 (CHC13/MeOH/AcOH, 73:25:2).
RMN de lH (DMSO-d61 ppm):

1.06 (m, CH3 Val); 1.46 (s, CH3 terc-butilo); 1.90 (d, CH

Val); 2.85 (s, CH2 succinimida); 4.60 (dd, CH Val)
RMN de 13c (CDC131 ppm):

17.4 (C metilo Val); 25.6 (C metileno succinimida); 28.3 (C
metilo terc-butilo); 31.6 (C metino Val); 57.0 (C metino

Val); 81.5 (C cuaternario terc-butilo); 155.0 (CO carbama

tal; 168.0 y 168.7 (CO ester y succinimida)

100 mg de Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH, disueltos en 20 ml de Et20, se

hicieron reaccionar con 0.28 ml de piperidina (20 veces de exceso)
durante 10 mino Una vez transcurrido este tiempo se filtr6 la suspen

si6n formada de dipéptido desprotegido y se lavó con tres porciones de

10 ml de Et20 para eliminar por completo la fluorenilmetilpiperidina
formada en el proceso. Una vez seco el producto, se utilizó directa-
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mente para la síntesis del tripéptido.
Una vez obtenido el dipéptido desprotegido en su posición amino

terminal, la preparación del tripéptido se llevó a cabo según 10

descrito para la síntesis de la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH, habiendo
utilizado en este caso 37 mg de dipéptido (82�oles) disueltos en 2

ml de dioxano, 25.7 mg (82�moles) de Boc-Val-OSu y 15.4 mg (82
�oles) de bicarbonato sódico, estos dos últimos disueltos conjunta
mente en 2 m1 de agua. La purificaci6n del producto obtenido se llev6
a cabo en una columna de 2x2.5 cm, utilizando como fase estacionaria
sílica gel (kieselgel 60, 70-230 mesh) y como eluyente CHC13/MeOH
(50:50) (detecci6n del producto por el ensayo de clorax). Una vez

eliminado el disolvente a presión reducida, se obtuvieron 28.9 mg de

producto (56 % de rendimiento).

Rf 0.60 (CHC13/MeOH, 50:50)
RMN de lH (DMSO-d6' ppm):

0.8 (m, CH3 Val); 1.3 (s, CH3 terc-Butilo Val); 1.4 (s, CH3
terc-Butilo Asp); 1.2-1.8 (m, CH2 f3 y s tys): 1.9 (m, CH,L3
Val) 2.5 (m, CH2 Asp); 2.9 (m, CH2 E Lys); 3.8 (m, CHa

Val); 4.1, 4.2 (m, CH a Asp, Lys); 5.0 (s, CH2 bencilo); 7.3

(m, CH aromáticos fenilo)

A una soluci6n de 14.5 mg de Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-OH en 1 ml

de DCM (23.6 �moles) se adicionaron 2.9 mg de DMAP (23.6 moles) y 4.9

mg de DCC (23.6 �moles), dejándose la solución durante 3 h con agita
ción. A continuación, la suspensi6n de diciclohexilurea formada se

adicionó a la H-Gly-0-CH2-Nbb obtenida a partir de 15 mg de Boc-Gly-O

CH2-Nbb según la metodología de desprotecci6n ya comentada ( f = 0.63

meq/g de resina, 10 que supone un exceso de 2.5 veces de reactivos) y

se dejó toda la noche. El rendimiento obtenido por hidrólisis y análi

sis de aminoácidos del polímero, una vez lavado y secado, fué del 36%.

La tetrapeptidil-resina así obtenida se ha fotoliz6 según el

procedimiento ya descrito, detectándose por HPLC (nucleosil C-18, gra

diente del 50 al 70 % de B; A: agua con un 0.045 % de TFA, B: AcCN con

un 0.035 % de TFA) la presencia del tetrapéptido protegido sintetizado
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con anterioridad a través del dipéptido protegido y la de otro tetra

péptido con un tiempo de retención ligeramente menor que el del ante

rior y que representa un 37 % del producto global (determinado por

hidrólisis y análisis de aminoácidos de los picos colectados por

HPLC).

1.8.3.2. Identificación de los estereois6meros por gases/masas

El crudo fotolítico obtenido en el apartado anterior se disolvió

en 500 �l de MeOH y se inyectaron alicuotas de 20 �l en el cromató

grafo líquido, colectándose los 2 productos peptídicos. Una vez se

eliminó el disolvente de cada una de las soluciones, se trataron los

sólidos obtenidos con 200 �l de una solución de HCl en isobutanol 3 N

durante 1 h a 110°C en un tubo cerrado. A continuación, se eliminó el

disolvente por corriente de nitrógeno y se han adicionaron 100 �l de

AcCN y 70 �l de anhídrido trifluoroacético, dejándose a 110°C durante

10 min en tubo cerrado. Tras eliminar el disolvente con corriente de

nitrógeno, se disolvió el producto obtenido en 10 �l de AcCN, inyec
tándose 1 �l de cada solución en el cromatógrafo de gases.

1.9. Acoplamiento de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH sobre el frag
mento 5-64 de la toxina

60 mg (85 �moles, 5 veces de exceso) de tetrapéptido protegido se

disolvieron en la mínima cantidad de DMF y se adicionaron sobre la

resina. A continuación, se anadió 1 eq de HOBt disuelto en 50 �l de

DMF, dejándose todo ello durante 2 min a O°C. Tras ello, se adicionó 1

eq de DCC disuelta en otros 50 �1 de DMF, manteniéndose la misma

temperatura durante 2 h y a temperatura ambiente durante 22 h con

agitación constante. Transcurrido este tiempo, la ninhidrina fué ne-
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gativa. Una vez se ha lavó y secó la resina, se procedió a la secuen
ciación de la tetrapeptidil-resina obtenida, determinándose un rendi
miento del 99 % de acoplamiento.
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2. ESTUDIO DE LA FORMACION DE PEPTIDO-IMIDA EN LA SECUENCIA Asp-Gly
DE LA H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-Ile-OH, FRAGMENTO 1-6 DE LA TOXINA II

DEL ESCOPION uAndroctonus australis Ector"



2.1. Síntesis de derivados de aminoácidos

2.1.1. Síntesis del ácido 4-(terc-butoxiisoleuciloximetil)fenilacético

2.1.1.1. Acido 4-bromometilfenilacético

Se disolvieron 15 9 (0.1 mmoles) de ácido p-toluilacético en 200

ml de tetracloruro de carbono en un balón de tres bocas de dos litros

con embudo de adición y refrigerante. Tras llevar a reflujo con agita
ción magnética, se adicionaron 7.5 ml (0.6 mmoles) de bromo disueltos

en 70 ml de tetracloruro de carbono durante 2 h, irradiando con luz

suministrada por una bombilla de 150 W, y se dejó toda la noche en

estas mismas condiciones. A continuación, se filtró el producto preci

pitado y se lavó con 100 ml del mismo disolvente seis veces, obtenién

dose 11.9 9 de producto bromado (52 % de rendimiento).

Pf: 174-177°C

RMN de IH (CDC13, ppm):

3.6 (s, CH2-Br); 4.5 (s, CH2-COOH); 6.9 (dd, CH aromáticos);
9.7 (s, COOH)

2.1.1.2. 4-bromometilfenilacetato de fenaciIo

Se disolvieron 10.3 9 (0.05 mmoles) de bromoacetofenona en 400 ml

de AcOEt, a los que se añadieron 5.3 9 (0.05 mmoles) de TEA, lleván

dose dicha solución a unos 45°C. A continuación, se adicionó el pro

ducto obtenido anteriormente en pequeñas fracciones durante unas 3 h,
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tras 10 cual se siguió manteniendo la misma temperatura durante 2 h

más con agitación magnética en todo momento. Se filtró el precipitado
formado de bromuro de trieti1amonio y se lavó con 4xSO m1 de ácido
cítrico al 50 %, 4xSO m1 de solución saturada de cloruro sódico, 4xSO

m1 de solución saturada de bicarbonato sódico y 4xSO m1 de la misma

solución anterior de cloruro sódico. A continuación, se secó con

sulfato magnésico y se eliminó el disolvente a presión reducida. Una

vez se ha cristalizado en DCM/hexano, se obtuvieron 4.1 g de producto
(22.6 % de rendimiento).

Pf: 8S-87°C

RMN de lH (CDC13' ppm):

3.4 (s, CH2-Br); 4.2 (s, CH2-COO-); 5.0 (s, CH2-0); 7.0 (s,
CH aromáticos feni1acetato); 7.0-7.7 (m,CH aromáticos fena

ceti1o)

2.1.1.3. Preparación del ácido 4-terc-butoxicarbonilisoleuciloximetil
fenilacético (sal de diciclohexilamonio)

Se disolvieron 3 g (8.7 rnmo1es) del producto anterior en 60 m1 de

DMF, a los Que se añadieron 2.9 ml (17.4 rnmoles) de orEA y 4.0 g (17.4
rnmo1es) de Boc-I1e-OH, llevándose la solución formada a 50°C durante 4

h y luego a temperatura ambiente durante una noche. A continuación, se

eliminó el disolvente a presión reducida y se llevaron a cabo los

mismos lavados Que para el caso anterior. Tras secar con sulfato

magnésico y eliminar el disolvente se obtuvo un aceite amarillento al

Que se le adicionaron 90 ml AcOH/agua (85/15, v/v) y 11.3 g (173
rnmo1es) de cinc en polvo, dejándose con agitación intensa durante 5 h

(la reacción puede seguirse por resonancia magnética nuclear). Una vez

filtrada la suspensión, se lavó con 15 m1 de la solución ácida ante

rior y se añadieron 200 m1 de Et20 y 170 m1 de agua, llevándose a pH
1-1.5 con HC1 6N; la fase orgánica se lavó con otras dos porciones de

100 m1 de eter y éstas con cinco porciones de agua, eliminándose, a

continuación, el disolvente a presión reducida. Tras dejar en el

desecador una noche se disolvió el aceite en 50 m1 de eter y se 11ev6

a pH 8 con DCA, cristalizando una primera fracción de 1.4 g (pf. 125-
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127°C); una posterior cristalización en eter/hexano permitió obtener

0.7 9 más de producto (rendimiento global del 43 %).

Pf 124-126°C; Rf 0.16, Tolueno/ácido acético (95/5)
r a ]D= -8. 3 ( e = 1, DMF).
Análisis elemental: calco C, 68.54 H, 9.35 N, 5.00

hall. C, 68.56 H, 9.46 N, 5.34

RMN de lH (CDC13' ppm):

1.00-2.00 (m, CH � y CH2 Ile; CH2 ciclohexilo); 0.88 (m, CH3
Ile); 1.44 (s, CH3 terc-butilo); 2.82 (CH ciclohexilo);
3.51 (s, CH2 fenilacetilo); 4.28 (s, CH a Ile); 5.14 (s, CH2
ester bencílico); 7.30 (dd, CH aromáticos fenilo)

RMN de 13C (CDC13' ppm):

11.6 (C metilo y Ile); 15.6 (C metilo s Ile); 24.8 (C3
metileno ciclohexilo); 25.0 (C4 metileno ciclohexilo); 25.1

(C2 metileno ciclohexilo); 28.3 (C metilo terc-butilo);29.2
(C metileno Ile); 38.2 (C metino Ile); 52.5 (C1 metino

ciclohexilo); 45.4 (C metileno fenilacetilo); 58.0 (C a

Ile); 66.8 (C metileno ester bencílico); 76.0 (C cuaterna

rio terc-butilo) 128.8, 129.6 (CH aromáticos fenilo);
132.7, 138.9 (C cuaternarios aromáticos fenilo); 155.0 (CO
carbamato); 172.0 (CO ester); 176.3 (CO carboxilato)

IR (KBr, cm-1):

3380, 2950, 2870, 1750, 1745, 1720, 1630, 1380 y 1165

Masas (FAB, mIel:

182 (catión diciclohexilamonio); 402 (anión + 23).

2.1.2. sintesis del Fmoc-Asp(But)-OH

2.1.2.1. Preparación de la fluorenilmetoxicarbonilazida

Se disolvieron 2.8 9 de azida sódica (42.4 mmoles, 1.5 de exceso)
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en 11 m1 de agua, llevándose esta solución, a continuación, a un baño

de hielo. Tras ello, se añadió lentamente con agitación magnética una

solución de 17.3 g (28.2 mmoles) de cloroformiato de fluorenilmetilo

en 14 ml de acetona. Una vez realizado esto, se dejó durante 2 h en el

baño de hielo y 2 h más a temperatura ambiente, observándose la apari
ción de un aceite. Una vez eliminado el disolvente a presión reducida

se dejó en la nevera durante un fin de semana. El precipitado que

apareció se lavó, a continuación, con agua y se recristalizó en hexa

no, obteniéndose 6.3 g de producto (84.7 % de rendimiento).

Pf: 86-87°e; Rf: 0.6 (eHe13/MeOH/AcOH, 73:25:2)
RMN de lH (CDC13, ppm):

4.20-4.70 (m, eH y eH2 fluorenilmeti10); 7.20-7.90 (m, eH

aromáticos luorenilmetilo)
RMN de l3C (CDCl3, ppm):

46.5 (e metino); 70.3 (e metileno); 120.2, 125.0, 127.3 Y

128.1 (e metinos aromáticos); 141.3 y 142.9 (e cuaternarios

aromáticos); 157.5 (eo)
IR (KBr, cm-l):

2200, 2160, 1730, 1725, 1260, 1250 y 1240

Masas (impacto electrónico, m!e):

265 ([M+� ); 192; 178 (100 %) y 165

2.1.2.2. Síntesis del Fmoc-Asp(But)-OH

A una solución acuosa de 1 g (5.3 mmoles) del �-ester de terc

butilo del ácido aspártico en 11 ml de carbonato sódico al 10% y 7 ml

de dioxano, colocada en un baño de hielo, se añadieron gota a gota 1.4

g (5.3 mmoles) de fluorenilmetoxicarbonilazida disueltos en 9 ml del

anterior y se dejó toda la noche. A continuación, se adicionaron 150 g

de agua y hielo y se lavó la fase orgánica con tres porciones de 50

ml de Et20, tras 10 cual , la fase acuosa se llevó a pH 2 y se extrajo

con tres porciones de AcOEt. Una vez secada la fase orgánica con

sulfato magnésico y eliminado el disolvente a presión reducida se
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cristalizó en AcOEt/hexano, obteniéndose 1.5 9 de producto (71% de

rendimiento).

Pf: 149-150oe

[ a ] D
= -O. 24 ( e = 1, DMF)

RMN de lH (DMSO-d6' ppm):

1.35 (s, CH3 terc-butilo); 2.53 (m, CH2 Asp); 4.18 (m, CH a

Asp; CH2 y CH fluorenilmetilo) 7.34, 7.68, 7.87 (m, eH

aromáticos fluorenilmetilo)
RMN de 13C (DMSO-d6, ppm):

27.6 (C metilo terc-butilo); 37.2 (C metileno Asp); 46.6 (e
metino fluorenilmetilo); 50.6 (e aAsp); 65.7 (e metileno

fluorenilmetilo); 80.3 (C cuaternario terc-butilo); 120.1,
125.1, 127.0, 127.6, (C metino aromáticos fluorenilo); 140.7,
143.8 (C cuaternario aromáticos fluorenilo); 155.8 (eO carba

mato); 169.2 (eO ácido); 172.5 (CO ester).
IR (KBr, cm-1):

3410, 3200, 2990, 1775, 1760, 1740, 1700, 1540 y 1175

Masas (ionización química, m/e):

429 ([M + 18]); 250 (100%)

2.2. Preparación de las distintas peptidil-resinas

2.2. 1. Incorporación de la Boc-Phe-DH a la resina aminometilada

Para la síntesis de las 3 peptidil-resinas se utilizó como pro

ducto de partida una resina aminometilada de 1.1 meq/g de funcionali

zación (determinada por el método de Gisin). 5 9 de este polímero,
previamente a su uso, se sometieron a la siguiente serie de lavados:
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2x2 mino de TFA al 30% en OCM, 2x2 mino de OCM, 2x2 mino de OrEA al 5%

en OCM y 3x2 mino de OCM. A continuación, se adicionaron 3.7 9 (13.9
mmo1es, 2.5 veces de exceso) de Boc-Phe-OH y, pasados 10 min., 2.9 9

(13.9 mmoles) de OCC, todo ello en la mínima cantidad en volumen de

disolvente. A las 2 h (el ensayo de la ninhidrina dió negativo) se

lavó el polímero con OCM (4x2 min.) y MeOH (2x2 min.). La hidrólisis y
el análisis de aminoácidos de la resina final mostró una funcio

nalización de 0.59 meq/g.

2.2.2. Sint�sis de la Boc-Val-Lys(OClZ}-Asp(Bz}-Gly-Tyr(cHex}-Ile-O
R(18 y la Boc-Val-Lys(OClZ)-Asp(cHex)-Gly-Tyr(cHex)-Ile-O-R
(16)

Dos alícuotas de 250 mg cada una de la resina preparada en el

apartado anterior (H-R) se sometieron, por separado, al protocolo de

tratamientos ya descrito para eliminar el grupo terc-butoxicarbonilo.

Por otro lado, se trataron 207 mg (0.37 mmo1es, 2.5 veces de exceso)
de 4-(terc-butoxicarboni1isoleuci10ximeti1)fenilacetato de dicic10he

xilamonio con 30 ml de una solución de HCl 0.1 N; el ácido liberado se

extrajo con tres porciones de 20 m1 de AcOEt y éstas, una vez reuni

das, se lavaron con 30 m1 de agua, secándose, a continuación, con

sulfato magnésico. Una vez se eliminó el disolvente a presión reduci

da, se utilizó directamente el aceite obtenido en la síntesis de la

peptidil-resina. Este procedimiento se aplicó de forma muy similar a

la sal de diciclohexi1amonio de la Boc-Tyr(cHex)-OH (202 mg). Los

acoplamientos de los seis Boc-aminoácidos se llevaron a cabo siguiendo
el protocolo habitual y utilizando un exceso de 2.5 veces en todos

los casos (65 mg de Boc-Gly-OH, 116 mg de Boc-Asp(cHex)-OH, 119 mg de

Boc-Asp(Bz)-OH, 153 mg de Boc-Lys(OC1Z)-OH, 80 mg de Boc-Val-OH y 76

mg de OCe). Prácticamente en todos los casos el acoplamiento finalizó

a las 2 h. Los rendimientos obtenidos por hidrólisis y análisis de

aminoácidos sobre las resinas fueron del 100% para 1!y del 86% para

18. El contenido en aminoácidos determinado a partir de estos análisis

fué el siguiente:
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16

18

Asp
1.05

1.05

Gly
1.05

1.05

Val

0.94

0.90

Ile

1.02

0.99

Tyr
0.95

0.96

Lys
0.98

1.05

2.2.3. Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr(cHez)-Ile-O-R (17)

La síntesis de esta hexapeptidilresina (250 mg) fué idéntica a

las anteriores hasta la incorporación del cuarto aminoácido. Sobre la

tripeptidil-resina así formada � una vez eliminado el grupo terc

butoxicarbonilo de la tirosina, se incorporó el Fmoc-Asp(But)-OH (152
mg, 2.5 veces de exceso) disuelto en la mínima cantidad de DCM/DMF,
haciendo uso del procedimiento habitual. Una vez el ensayo de la

ninhidrina fué negativo (2h 30 min.) se eliminó el grupo Fmoc en las

condiciones habituales y se procedió al acoplamiento de la Fmoc

Lys(Z)-OH (185 mg), finalizando la síntesis con la incorporación de

la Boc-Val-OH (misma cantidad que la utilizada en las 2 síntesis

anteriores). La hidrólisis y análisis de aminoácidos ha dieron un

rendimiento del 93% y el siguiente contenido en aminoácidos:

Asp(1.07) Gly(1.06) Val(0.90) Ile(1.01) Tyr(O.95) Lys(1.01)

2.3. H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-Ile-OH y H-Val-Lys-Asu-Gly-Tyr-Ile-OH

Para la obtención del péptido y de la imida en cantidades apre

ciables para su caracterización se partió de�. 90 mg de esta pepti

dil-resina se trataron con TEA al 10 % en DCM (2 ml) durante 24 h a

temperatura ambiente, filtrándose y lavándose el polímero, a continua-
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ción, con DCM y MeOH. Una vez seca, se colocó en el recipiente de Kel

F (ver más adelante procedimiento general de tratamiento con HF) y se

hizo reaccionar con 4.5 m1 de HF anhidro en presencia de 0.5 m1 de

para-creso1 a oac durante 1 h, obteniéndose 18.6 mg de crudo peptidico
con el siguiente análisis de aminoácidos:

Asp(1.09) G1y(1.19) Va1(0.86) I1e(1.02) Tyr(0.88) Lys(0.95)

El rendimiento de esta última etapa, calculado por análisis de

aminoácidos, es de un 88 %.

16.6 mg de este crudo se prepurificaron con una columna de ex

clusión molecular sephadex G-10, utilizando como e1uyente AcOH al 10 %

en agua. Una vez liofilizada la mezcla peptídica, se hizo e1uir en una

columna de CMC, empleando como e1uyente una solución de acetato amóni

co de pH 5.5-5.6 y una fuerza iónica de 5 mS. El desalado de las

fracciones peptídicas, una vez liofilizadas, se llevó a cabo en la

misma columna sephadex G-10 que se utilizó con anterioridad. Tras

liofilizar los dos péptidos se obtuvieron éstos como sólidos blancos

(7.8 mg para cada uno de ellos), con un rendimiento de purificación

cromatográfica del 93 % y los siguientes análisis de aminoácidos:

péptido
imida

Asp
1.02

1.00

Gly
1.05

1.08

Val

0.95

0.96

11 e

0.98

0.97

Tyr
0.98

0.97

Lys
1.00

1.00

La caracterización de los péptidos se ha realizó por RMN de pro

tón, IR y Masas (FAS), observándose para el péptido el pico [M -1] y

para la amida los picos [M -1 + 23], [M -2 + 46], [M - 2 + 23 +

49] y [M+"]
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2.4. Evaluaci6n de la formaci6n de péptido-imida en las distintas
condiciones estudiadas

2.4.1. Consideraciones generales y ezperimentos preliminares

Todos los experimentos realizados antes de proceder al tratamien

to ácido de la resina se llevaron a cabo en jeringas de 5 ml de

polipropileno con fritado de polietileno poroso. La agitación durante

los tiempos largos de exposición de la resina al reactivo se realizó

magnéticamente. Una vez obtenidos los crudos peptídicos haciendo uso

de la metodología expuesta más arriba, se han prepararon soluciones

acuosas de concentraciones que oscilaron entre 1 mg/ml hasta 2 mg/ml,
inyectándose directamente de éstas en el cromatógrafo líquido; en

ningún caso de los estudiados hubo interferencias con el p-cresol o el

anisal.

Para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos, se

comprobó la solubilidad de los dos péptidos en eter, el cual se utili

za para lavar la resina una vez realizado el tratamiento con HF. En

uno de los ensayos realizados con TEA en el que se obtuvieron canti

dades similares de péptido e imida, se inyectó la fase orgánica en el

cromatógrafo, no detectándose la presencia de producto peptídico.
Todas las cuantificaciones se realizaron por HPLC.

2.4.1.1. Comprobaci6n de la equivalencia entre las relaciones

area/nmol del péptido y la imida

Para poder realizar una comparación directa entre el péptido y la

imida del resultado obtenido por HPLC se evaluó la relación area/nmol

para cada uno de los productos. Para ello, se pesaron 0.5 mg de imida

y 2.72 mg de péptido, los cuales se disolvieron en 0.25 ml y 1 ml de

agua respectivamente. Con respecto a la imida, se midieron volúmenes

de 5, 10 y 20 �l, los cuales se inyectaron en el cromatógrafo líquido,
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colectándose el producto para realizar una hidrólisis ácida y poste
rior análisis de aminoácidos; los volúmenes medidos para el péptido
fueron de 3.5, 7.5 y 15 p1, llevando a cabo el mismo procedimiento que
el comentado para la imida. Para obtener unos resultados más exactos,
se utilizó 1eucina como patrón interno para los análisis de aminoáci

dos. Una vez se calcularon los nmoles inyectados en cada muestra por
esta técnica, se compararon con las areas determinadas por HPLC,
obteniéndose una relación entre los dos productos del 99 %.

2.4.1.2. Ensayo de la estabilidad de la imida en solución acuosa de
AcOH

Se ha trató 1 mg de imida con 1 m1 de una solución acuosa del

AcOH al 10 % durante 4 h (tiempo aproximado de elución en la columna

sephadex G-10) a temperatura ambiente, detectándose un 0.8 % de des

composlclon. Otra muestra de la misma cantidad de este producto fué

tratada con 1 m1 de una solución acuosa de AcOH al 50 % durante 40 h a

temperatura ambiente, encontrándose, en este caso, un 19 % de mezcla

de péptido "a" y péptido "[J".

2.4.1.3. Obtención de los péptidos "a" y "[J" a partir de la imida

1 mg de imida se disolvió en 1 ml de una solución acuosa al 5 %

de TEA, dejándose a temperatura amiente durante 12 h. A continuación,
se añadió 1 ml más de agua y se liofilizó. El sólido obtenido se

disolvió en 1 m1 de agua, inyectándose, tras ello, en el cromatógrafo,
cuyo análisis mostró un 72% de péptido "[J" y un 28% de péptido "a",

identificándose este último por coinyección de una muestra pura. La

digestión enzimática de los dos péptidos, ya comentada más arriba,

corroboró este resultado.
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2.4.2. Ensayos realizados en medio �cido antes de la liberación del
péptido de la resina

2.4.2.1. Tratamiento de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(BUt)-Gly-Tyr(cHex)-Ile
O-CH2-Pam con Boc-Val-DH

25 mg de 17 (f: 0.35 meq/g) se trataron con una solución de 4.8 mg
de Boc-Val-OH disueltos en 1 ml de OCM y se dejó durante 48 h a

temperatura ambiente. Acto seguido, se filtró la resina y se lavó con

OCM y MeOH, secándose con corriente de aire. Una vez realizado esto,
se colocó en el recipiente de Kel-F y se le adicionaron 0.5 ml de

para-cresol y 4.5 ml de HF, dejándose 1 h a O°C. A continuación, el

crudo peptidico obtenido se aisló según el procedimiento que se des

cribe en el apartado 2.4.3 y se procedió a su análisis por HPLC.

2.4.2.2. Desprotección de la cadena lateral del �cido asp�rtico en la

Boc-val-Lys(Z)-Asp(BUt)-Gly-Tyr(cHex)-Ile-D-CH2-pam

25 mg de la peptidil-resina 1I se trataron con la siguiente
secuencia de reactivos y lavados: 1x2 min de TFA al 30 % en OCM, 1x40

min de TFA al 30 % en OCM, 4x2 min de OCM, 4x3 min de OlEA al 5 % en

OCM y 4x2 min de OCM. A continuación, se secó la resina tras lavarla

con MeOH mediante corriente de aire y se trató con HF por el método

habitual.

2.4.3. Métodos utilizados para liberación del péptido de la resina

Tratamiento con fluoruro de hidrógeno (High)

Alícuotas que oscilaron entre los 20 y 400 mg de las tres pepti
dil-resinas se trataron con HF y p-cresol (9:1) (5 ml) en todos los

casos, salvo en uno en el que se utilizó anisal como "scavenger"; el

tiempo de reacción fué de 1 h y la temperatura de O°C para todos

ellos. Una vez eliminado el ácido al vacio, se suspendió la resina en

10 ml de Et20, se fitró y lavó con dos porciones del mismo volumen de
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este disolvente. El crudo peptídico se extrajo de la resina con 10 ml

de solución acuosa de AcOH al 10 %, lavándose, a continuación, dos

veces más con la misma cantidad de esta solución. Tras liofilizar
dicha solución, se obtuvo prácticamente en todos los casos un sólido

blanco cuya pureza, en las ocasiones en las que se determinó, fué

superior al 90 % y el rendimiento de desprotección entre el 80% y el
90 %, resutados siempre obtenidos por hidrólisis y análisis de amino

ácidos.

2.4.3.2. Tratamiento con fluoruro de hidrógeno (Low-High)

A una suspensión de 25 mg de la peptidilresina 1L en 1.25 ml de

DMS y 0.5 ml de p-cresol se añadieron 3.3 ml de HF y se dejó a ooe

durante 2 h. A continuación, se ha evaporó a sequedad al vacío para

eliminar el DMS y se añadieron 4.5 ml de HF, manteniéndose a ooe

durante 1 h más. Llegado a este punto, se procedió de la misma manera

que para el caso anterior, obteniéndose al final del proceso un rendi

miento del 90%.

2.4.3.3. Tratamiento con TFMSA

En una jeringa de 5 ml de capacidad de polipropileno provista de

un fritado de polietileno poroso se suspendieron 32.2 mg de la pepti
dil-resina 17 (0.35 meq/g) en 1 ml de una mezcla de proporción en

volumen 10:50:30:10 de TFMSA, TFA, DMS y p-cresol respectivamente (4.5
M en TFMSA), llevándose a ooe y manteniéndose a esta temperatura
durante 4 h. Tras ello se filtró sobre 10 ml de Et20 anhidro y se lavó

la resina con otros 10 ml del mismo disolvente. La solución eterea con

el péptido ya precipitado se centrifugó y decantó, tras. 10 cual se

aadieron 10 ml más de disolvente, repitiendo 5 veces todo este proceso

para secar finalmente al vacío. El rendimiento obtenido por hidrólisis

y análisis de aminoácidos fué del 90 %.
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2.4.4. Ensayos realizados en medio básico

2.4.4.1. Tratamiento de las tres hexapeptidil-resinas con DIEA

25 mg de cada una de las tres resinas se trataron con 1 ml de una

solución de DlEA al 5 % en DCM durante 576 min a temperatura ambiente.

A continuación, se filtró y lavó con DCM y MeOH. Una vez se secó la

resina por corriente de aire, se procedió al tratamiento con HF en las

condiciones habituales.

2.4.4.2. Tratamiento de las tres hexapeptidil-resinas con piperidina

25 mg de cada una de las resinas se trataron con 1 ml de una

solución de piperidina al 20 % en DMF durante 4 h. A continuación, se

lavó el polímero con DMF, DCM y MeOH. Tras ello, se procedió de forma

similar a los ensayos anteriores.

Además de este ensayo común a las 3 resinas, se realizó uno más

para el polímero �y otro para el 12. Con respecto al primero, se

pesó otra alícuota de 25 mg y se trató con el mismo reactivo, siendo

el tiempo de exposición, en este caso, de 10 min.; por otro lado, la

peptidil-resina 12 (25 mg) fué desprotegida previamente en la cadena

lateral del ácido aspártico según el protocolo ya comentado y se

trató, previo lavado con DMF, con 1 ml de piperidina al 20 % de DMF

durante 14 h, lavándose, a continuación, con DMF, DCM y MeOH. Acto

seguido, se procedió de la forma habitual.

2.4.4.3. Obtención e identificación de las dos piperididas a partir
de la imida

1 mg de péptido-imida se trató con 1 ml de una solución al 50 %

de piperidina en DMF durante 1 h. A continuación, se eliminó el disol

vente a presión reducida y el residuo se disolvió en 1 ml de agua. El

anAlisis realizado por HPLC mostró la presencia de dos productos
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peptídicos, como se comprobó por hidrólisis y análisis de aminoácidos,
cuyas digestiones enzimáticas fueron incompletas (ver procedimiento
más detallado en el apartado de materiales y métodos). La caracteriza

ción de cada producto (a-imida o �-imida) no se llev6 a cabo.

2.4.4.4. Tratamiento de la peptidil-resina 18 con TEA

Muestras de 85 mg, 100 mg y 85 mg de la peptidil-resina � fueron

tratadas con 2 ml de TEA al 5 %, 10 % y 50 % durante 60 h, 96 h Y 65

h respectivamente a temperatura ambiente. A continuación, se filtraron

las tres soluciones y se lavaron las resinas con DCM y MeOH. Una vez

se realizaron los respectivos tratamientos con HF, se obtuvieron las

siguientes cantidades de péptido e imida:

TEA/DCM (5%)
TEA/DCM (10%)
TEA/DCM (50%)

péptido(%)
45.9

31.1

61.1

imida(%)
54.1

68.9

38.9

Los péptidos obtenidos en estos ensayos fueron separados por

cromatografía de intercambio iónico (CMC) (tampón acetato amónico, pH
5.5, 5 mS) y utilizados con distintos objetivos.

2.5. Síntesis del Boc-Asp(Fm)-OH

2.5.1. Intentos de síntesis del H-Asp(Pm)-OH

2.5.1.1. A partir del complejo de cobre del ácido aspártico

Preparación de las distintas sales del complejo de cobre.-

,
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250 mg de complejo de cobre (0.47 rnmo1es) se suspendendieron en

25 m1 de agua, añadiéndose, a continuación, 0.13 9 de ácido aspártico
(0.94 mmo1es). La mezcla así formada se neutralizó con distintas

soluciones de las diferentes bases utilizadas. Para la sal de cesio se

hizo uso de una solución acuosa de carbonato de cesio 1.5 N; para el

resto de bases (DMAP, DeEA, piperidina y diisopropi1penti1amina) se

empleó una solución etanó1ica de cada una de ellas 1.5 N. Una vez

llevada a cabo la neutralización, se filtró la pequeña cantidad de

residuo sólido que quedaba y se liofilizó, obteniéndose en todos los

casos un sólido de aspecto vitreo. A continuación, se comprobó la

solubilidad en DMF de todas ellas, dando muy buenos resultados la sal

de dicic1ohexi1amonio (1 9 en 10 m1).

Síntesis del tosi1ato de f1uoreni1meti10. Intento de preparación
del H-Asp(Fm)-OH.-

Se disolvieron 2 9 (10.2 rnmo1es) de fluoreni1metanol en 5 ml de

cloroformo anhidro, añadiéndose, a continuación, 2.3 9 de cloruro de

tosilo (12.2 rnmoles). El matraz de reacción se colocó en un baño de

hielo y, a través de un "septung" se inyectaron lentamente 1.6 ml de

piridina anhidra durante 1 h. Una vez se dejó con agitación magnética
durante 3 h más, la solución se lavó con cinco fracciones de 20 ml de

Hel al 5 %, cinco fracciones de 20 ml de bicarbonato sódico al 5 % y

dos fracciones de 20 ml de agua. Una vez se secó con sulfato magnési
co, se cristalizó en c1oroformo/hexano, obteniéndose 1.7 9 de cris

tales (48.7 % de rendimiento).

calco e, 71.98 H, 5.17 S, 9.14

hall. e, 71.93 H, 5.34 S,8.77
RMN de lH (CDC131 ppm):

2.38 (Si eH3 tosilato); 4.14-4.28 (m, eH y eH2 fluoreni1me

tilo); 7.20-7.76 (m, eH aromáticos fluorenilo)

análisis elemental:

RMN de l3C (CDC131 ppm):

21.6 (e metilo tosilato); 46.6 (e metino fluoreni1metilo);
71.8 (e metileno fluorenilmetilo); 120.0, 125.1, 127.2,
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127.8 (C metinos aromáticos f1uoreni10); 128.0, 129.8 (e
metinos aromáticos tasi 10); 142.4, 145.0 (C cuaternarios

aromáticos f1uoreno); 133.0, 141.2 (C cuaternarios aromáti

cos tasi 10)
IR (KBr, cm-l):

3060, 3040, 1600, 1450, 1360, 1190, 1180 y 960

Masas (impacto electrónico, m/e):

334 ((Mt]);177 (100%)

En 5 m1 de DMF se disolvieron 500 mg de sal de DCEA (0.73
mmoles). A continuación, se añadieron 508 mg (1.5 mmo1es) de tosi1ato

de fluoreni1meti10 y se dejó a temperatura ambiente. Rápidamente se

pudo detectar por capa fina la aparición del producto de eliminación

(dibenzofu1veno; CHC13/MeOH, 9:1), el cual ya fué caracterizado con

anterioridad durante la síntesis de otros derivados de f1uoreni1meti-

10, no obsevándose en ningún momento la aparición de producto final.

Método del Boc20.-

Se disolvieron 509 mg de sal de cobre (0.74 mmo1es) en 13 m1 de

DMF, a los que se añadieron 342 mg de f1uoreni1metano1 (1.8 mmo1es,
1.5 de exceso con respecto al ácido aspártico) y 18 mg de DMAP (0.14
mmoles,10 % de exceso). A continuación, se adicionaron 388 mg de Boc20
(1.8 mmo1, 1.5 veces de exceso) y se dejó toda la noche a temperatura
ambiente. Tras la eliminación del disolvente a presión reducida, se

adicionaron 59 mg (0.18 mmo1es) de la sal disódica del EDTA (solución
sObresaturada) y se mantuvo con agitación enérgica durante 1 h. Una

vez se ha liofilizó, no se detectó producto final por IR.

Método de la DCC/DMAP.-

Se disolvieron 486 mg (0.71 mmoles) de sal de cobre en 13 m1 de

DMF, junto con 326 mg (1.7 mmoles) de fluorenilmetanol. A continua

ción, se adicionaron 339 mg (1.6 mmoles) de DCC y 17 mg (0.14 mrnoles)
de DMAP, dejándose toda la noche. Transcurrido este tiempo, se eliminó
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el disolvente a presión reducida y el sólido obtenido se trató con una

solución sobresaturada formada con 263 mg de la sal disódica de EDTA

(0.7 rnmoles) durante 1 h. Una vez liofilizada la solución no se detec

tó producto por IR.

2.5.1.2. A partir del complejo de boro del ácido aspártico

En 40 ml de THF se disolvieron 1.40 9 (7.2 rnmoles) de fluorenil

metanol y 1.3 9 (6.5 rnmoles) del complejo de boro del ácido aspártico.
A continuación, se adicionaron 1.47 9 de Dee (7.2 rnmoles) y 79.3 mg de

DMAP (0.65 mmoles), observándose inmediatamente la aparición de un

precipitado de DeU. A las 2 h de reacción (desaparición de producto
inicial por capa fina; DeM/AcOH, 9:1, revelado con ninhidrina) se

eliminó el disolvente a presión reducida y se añadieron 125 ml de

AcOEt. A la suspensión formada se le hizo burbujear cloruro de hidró

geno durante 10 min y se dejó durante 30 min más para que acabara de

precipitar el clorhidrato. Tras ello, se filtró y lavó con tres

fracciones de 50 ml de AcOEt. Una vez seco el producto se obtuvieron

1.9 9 de sólido blanco.

Pf 220-222°e; Rf 0.3 (BuOH/AcOH/Agua 8:1:1)
análisis elemental: cale. e, 61.18 H,4.83 N,4.20 el, 10.62

Hall. e, 61.13 H, 4.66 N,4.03 el, 10.20

RMN de lH (CD30D, ppm):

3.30 (d, eH2 � Asp); 4.47 (t, eH a Asp); 4.52 (t, eH fluore

nilmetilo); 4.70 (m, eH2 fluorenilmetilo); 7.50-8.04 (m, eH

aromáticos fluorenilmetilo)
RMN de 13C (CD30D, ppm):

34.2 (e metileno � Asp); 46.1 (e metino fluorenilmetilo);
48.5 (e metino a Asp); 66.5 (e metileno fluorenilmetilo);

120.2, 125.3, 127.3, 127.9 (e metino aromáticos fluorenilo);

140.7,143.5 (e cuaternatios aromáticos fluorenilo); 169.5,

169.6 (eO ácido yester)
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Masas (ionizaci6n qulmica, m/e):

329 ([M + 18 - 36]), 312, 268 (100 %), 213, 196, 151 y 107

preparación del H-Glu(Fm)-OH.-

1.6 9 (11 rnmoles) de H-Glu-OH se suspendieron en 20 ml de THF,
adicionándose, a continuación, 13 ml de una solución 1 M de trietilbo

rano (13 mmoles). La mezcla se dejó con agitación magnética a tempera
tura ambiente durante 4 dias, tiempo para el que se observó la disolu

ción completa del sólido. Acto seguido, se filtró, adicionándose, tras

ello, 2.4 9 (12 rnmoles) de FmOH, 2.5 9 (12 rnmoles) de DCC y 0.15 9

(1.2 rnmoles) de DMAP, siendo el volumen final de 32 ml. A las 2 h se

pudo comprobar por capa fina (CHC13/AcOH, 9:1) la consecución de la

reacción. A continuación, se eliminó el disolvente a presión reducida

y se adicionaron 25 ml de AcOEt, a través de cuya solución se

burbujeó HCl durante 10 mino El producto precipitado se filtró y lavó

dos veces con 10 ml de AcOEt, obteniéndose, una vez secado, 3.3 9 de

éste (83 % de rendimiento).

Pf 155-156°C; Rf: 0.3 (BuOH/AcOH/agua, 4:1:1)
anAlisis elemental: calco C,62.16 H, 5.22 N,4.03 Cl, 10.19

hall. C,61.56 H, 5.57 N,3.81 el, 10.13

RMN de lB (CD30D, ppm):

2.36 (m, CH2 � Glu); 2.81 (dt, eH2 y Glu); 4.19 (t, eH

fluorenilmetilo); 4.40 (t, CH a Glu); 4.63 (dq, CH2 fluore

nilmetilo); 7.40-8.00 (m, eH aromáticos fluorenilo)
RMN de l3C (DMSO-d6' ppm):

26.6 (e metileno � Glu); 30.6 (e metileno y Glu); 48.1 (e
metino fluorenilmetilo); 53.0 (C metino Glu); 67.5 (e meti

leno fluorenilmetilo); 121.0, 126.0, 128.2, 128.9 (e metinos

aromáticos fluoreno); 142.5, 145.0 (e cuaternarios aromáti

cos fluoreno); 172.0 (eO ácido); 173.5 (eO ester)
Masas (ionizaci6n qulmica, mle):

343 ([M + 18 - 36]), 308, 282, 231, 214, 164 (100 %) y 147
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2.5.2. Preparación del Boc-Asp(Fm)-DH

Se disolvió 1 g de H-Asp(Fm)-OH (clorhidrato) en 15 ml de DMF/a

gua (2:1) (2.9 mmoles). A la suspensión formada se le añadi6, a conti

nuación, 918 mg de 2-terc-butoxicarboniloxiimino-2-fenilacetonitrilo

(3.7 mmoles) disueltos en la mínima cantidad de DMF, llevándose la

disolución, tras ello, a pH 9-9.5 con una solución de carbonato sódico

al 10 %. La reacción se dejó en baño de hielo durante una noche

(desaparición de producto por capa fina, DCM/MeOH/AcOH 18:1:0.1) y, a

continuación, se extrajo con cuatro fracciones de 50 ml de Et20 para

eliminar el reactivo sobrante y el subproducto de reacción. Una vez

realizado esto, se añadieron 50 ml más de agua y 100 ml de AcOEt y se

llevó todo ello a pH 2 con una solución de HCl 1 N. La fase orgánica
se sec6 con sulfato magnésico y se eliminó el disolvente al vacío

obteniéndose un aceite que no se logró cristalizar. De cara a evitar

este problema se realizó una nueva síntesis, utilizando como disolven

te THF/Agua (1:1)(0.6 g (1.7 mmoles) en 15 ml). Con esta modificación

se obtuvieron 0.58 g de producto (83 % de rendimiento), una vez se

cristalizó en AcOEt/hexano.

Pf 137-138°C; Rf 0.2 (CHC13/MeOH/AcOH, 18:1:0.1)
[a ]D = +26.9 (C=1, CHC13)

hall.

C, 66.49

C, 66.61

H, 5.83

H, 6.20

N, 3.52

N, 3.08

anAlisis elemental: calco

RMN de lH (CDCl3' ppm):

1.41 (s, CH3, terc-butilo); 2.96 (dd,dd; CH2 f3 Asp); 4.15

(t, CH fluorenilmetilo); 4.37 (dd,dd; CH2 fluorenilmetilo);
4.58 (m, CH a Asp); 5.42 (d, NH); 7.21-7.75 (m, CH aromáti

cos fluorenilo)
RMN de 13C (CDCl3' ppm):

28.3 (C metilo terc-butilo); 36.5 (C metileno Asp); 46.6 (C
metino fluorenilmetilo); 81.0 (C cuaternario terc-butilo);

120.1, 125.0, 127.2, 127.8 (C metinos aromáticos fluoreni

lo); 141.3, 143.5 (C cuaternarios aromáticos fluorenilmeti-
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10); 155.6 (CO carbamato); 172.0 ('CO amida); 175.5 (CO
ester)

IR (KBr, CIR_l):

3400, 1730, 1720, 1690, 1510 y 1170

Masas (ionización química, mle):

429 ([M + 18]), 385, 368, 251, 231, 214 (100 %), 207 y 179

Síntesis del Boc-G1u(Fm)-OH.-

Se disolvieron 1.8 9 (5 mmo1es) de H-G1u(Fm)-OH (clorhidrato) en

15 m1 de una mezcla de THF agua (1:1), llevándose la soluci6n formada

a pH 9.5 con una soluci6n acuosa al 10 % de carbonato s6dico. A

continuaci6n, una vez enfriada la mezcla final en baño de hielo, se

añadieron 1.4 g (5.5 mmo1es) de 2-terc-butoicarboni1oxiimino-2-feni1a

cetonitri10 disueltos en 5 m1 de dioxano, tras 10 cual se mantuvo a la

misma temperatura durante 15 min y, a continuaci6n, a temperatura
ambiente. El pH se fué estabilizando a 9.5 con la adici6n de soluci6n

de carbonato s6dico. A las 2 h, se pudo comprobar por capa fina la

práctica conc1usi6n de la reacci6n (CHC13/AcOEt, 9:1), por 10 que se

filtr6. El s61ido obtenido se suspendi6 en 100 m1 de una mezcla 1:1 de

AcOEt y una soluci6n acuosa de ácido cítrico al 10 %, volviéndose a

extraer la fase acuosa con otros 50 m1 de AcOEt. La fase orgánica, una

vez se unieron las dos fracciones, se 1av6 con tres porciones de 50 ml

de agua y se sec6 con sulfato magnésico. Una vez se e1imin6 el

disolvente a presión reducida, se obtuvo un aceite que se crista1iz6

añadiendo unas gotas de AcOEt y hexano, dejándolo, a continuación, en

el congelador. De esta forma se obtuvieron 1.7 9 de producto (79 % de

rendimiento).

Pf 129-131°C; Rf 0.2 (CHC13/MeOH/AcOH, 18:1:0.1)

[ a] D
= +10.7 (C=1, CHC13)

análisis elemental: ca1c. C,67.14
Hall. C, 67.54

H,6.12
H, 6.44

N, 3.40

N, 3.05

RMN de lH (CDC13' ppm):

1.43 (s, CH3 terc-buti1o); 1.99, 2.19 (m,m; CH2 � Glu); 2.55
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(m, CH2 Ji Glu); 4.22 (m, CH a Glu y CH fluorenilmetilo);
4.34 (m, CH2 fluorenilmetilo); 5.78 (d, NH); 7.28-7.79 (CH
aromáticos luorenilo)

RMN de 13C (CDC13, ppm):

27.3 (e metileno � Glu); 28.3 (e metilo terc-butilo); 30.4

(e metileno Ji Glu); 46.7 (e metino fluorenilmetilo); 52.9 (e
metino Glu); 66.7 (e metileno fluorenilmetilo); 80.0 (e cua

ternatio terc-butilo); 120.0, 125.0, 127.1, 127.8 (e metinos

aromáticos fluorenilo); 141.3, 143.7 (e cuaternarios aromá

ticos); 156.0 (CO carbamato); 173.0 (eO ácido); 176.0 (eO
ester)

IR (KBr, CIn-l):

3360, 1740, 1715, 1695, 1520 y 1180

Masas (ionización quimica, mIel:

443 ([M + 18]), 399, 343, 231, 214, 164 (100 %) y 147

2.6. Utilización de los grupos fluorenilmetilo, 3-picolilo y 4-picoli
lo para la sfntesis de H-Val-Lys-Asp-Gly-Tyr-Ile-OH. Ensayos
realizados para minimizar la formación de succinimida

2.6.1. Boc-Val-Lgs(OClZ)-Asp(Fm)-Glg-Tgr(OBrZ)-Ile-O-R, Boc-Val-Lys
(OClZ)-Asp(3-Pic)-Glg-Tgr(OBrZ)-Ile-O-R y Boc-Val-Lys(OClZ)
Asp(4-Pic)-Glg-Tyr(OBrZ)-Ile-O-R. sintesis

Para la obtención de estas tres hexapeptidil-resinas se utilizó

el mismo protocolo que el empleado para la preparación de los polfme

ros�, 2lY�. Para este caso concreto, se preparó un nuevo lote de

tripeptidil-resina a partir de 1 9 de Boc-Phe-O-R (289 mg de ácido 4-

(terc-butoxicarboniliso1euci10ximetil)feni1acético, 730 mg de Boc

Tyr(OBrZ)-OH, 259 mg de Boc-G1y-OH y 305 mg de DCe para cada acopla
miento). En todos los casos, la ninhidrina fué negativa a las 2 h. A
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continuación, se separaron tres alícuotas de 200 mg cada una para

llevar a cabo la síntesis de las tres nuevas hexapeptidi1-resinas. Las

cantidades utilizadas de reactivos fueron las siguientes: 100 mg de

Boc-Asp(Fm)-OH, 76.4 mg de Boc-Asp(3-Pic)-OH y Boc-Asp(4-Pic)-OH, 96.4

mg de Boc-Lys(OC1Z)-OH, 51 mg de Boc-Va1-0H y 49 mg de DCC para cada

acoplamiento. También en esta segunda parte de la síntesis todos los

ensayos de ninhidrina fueron negativos. La composición en aminoácidos

de las tres peptidi1-resinas, determinada por hidrólisis y análisis de

aminoácidos, fué la siguiente:

Asp G1y Val I1e Tyr Lys
hexapéptido-Fm 0.97 1.04 1.14 0.97 0.83 1.06

hexapéptido-3-Pic 0.86 1.14 1.05 0.94 0.94 1.07

hexapéptido-4-Pic 1.01 1.12 0.96 0.99 0.93 0.99

2.6.2. Ensayos de desprotecci6n realizados

Previamente a la realización de los ensayos de desprotección de

los grupos carboxi10 de las tres tripeptidi1-resinas, éstas fueron

tratadas con HF en condiciones "high" (0.5 m1 de p-creso1, 4.5 m1 de

ácido, O°C, 1 h). El crudo peptídico obtenido en los tres casos se

sometió directamente a los distintos ensayos de desprotección.
Las condiciones cromatográficas utilizadas para la detección de

los distintos productos fueron similares a las descritas en el Capítu
lo 2 para llevar a cabo las cuantificaciones. Sin embargo, fué

necesario utilizar un gradiente más amplio (del 10% al 40% de AcCN),
dado que el péptido protegido con el grupo f1uorenilmeti10 mostraba un

tiempo de retención muy superior (28 min, frente a 6 min y 8 min para

el péptido libre y la imida).

231



2.6.2.1. Eliminación del grupo fluorenilo

Para la eliminación del grupo f1uoreni10 se utilizaron dos méto

dos, los tratamientos con piperidina y f1uoruro de tetrabuti1amonio.

Con respecto al primero, 0.5 mg de crudo peptídico se trataron

con 200 �1 de una solución de piperidina al 20% en DMF, a temperatura
ambiente. A los 2 min, se adicionaron 50 �1 de HC1 12 N para neutrali

zar la base y se inyectó directamente al cromatógrafo líquido, una vez

se adicionaron 250 �l de agua a la mezcla de reacción.

Por otro lado, 0.2 mg de crudo peptídico fueron tratados con 100

�l de solución de fluoruro de tetrabutilamonio 0.05 M en DMF. A los 2

min de reacción, se inyectó directamente al cromatógrafo líquido.
Puesto que los resultados se obtuvieron de análisis realizados a

280 nm, la cuantificación directa no podía llevarse a cabo, ya que a

relación area/mol no es la misma para los dos péptidos (péptido libre

y protegido, al absorber fuertemente el grupo protector a esa longitud
de onda. Puesto que no se cuantificaron los crudos procedentes del

tratamiento con HF al tratarse de ensayos preliminares, los distintos

resultados se obtuvieron al calcular la cantidad de péptido libre e

imida totales, una vez tratada la muestra con piperidina (reacción
cuantitativa a los 2 min).

2.6.2.2. Eliminación de los grupos picolilo

Para eliminar los dos grupos picolilo estudiados, se trataron

alícuotas de las dos hexapeptidil-resinas (0.5 mg) con 1 mg de pala
dio/carbono, y 0.5 mg de formiato amónico, todo ello en una solución

de 20 1 de AcOH en 0.5 ml de MeOH. Una vez transcurrido el tiempo

adecuado, se centrifugó e inyectó directamente al cromatógrafo líqui
do. La cuantificación de los resultados también se realizó de análisis

obtenidos a 280 nm. En este caso concreto, al no poseer prácticamente
absorción el grupo protector, las determinaciones se realizaron direc

tamente.
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3. ESTUDIO DE LA N-BENZHIDRIL-(4-BROMOMETIL-3-NITRO)BENZOILAMIDA COMO

MODELO MONOMERICO DE LA RESINA 4-BROMOMETIL-NBB



A continuación, se van a describir las síntesis de todos los

derivados estudiados en este Capítulo. Para facilitar la compresión de

los espectros de resonancia magnética nuclear de protón y de carboo-

13, en la figura 3-22 se muestran las abreviaturas que se han utiliza

do para la asignación de todos los átomos. La numeración que se indica

está relacionada únicamente con los espectros de carbono-13.

L______,t t.._______,t
BHA Nbb

figura 3-22

3.1. S1ntesis de los derivados estudiados

3.1.1. N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida

3.1.1.1. Preparación de la N-benzhidrilformamida

En un matraz de tres bocas provisto de un sistema de agitación
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mecánica, termómetro y Dean-Stark se mezclaron 24.9 9 (0.1 moles) de

benzofenona, 30.2 ml (0.7 moles) de ácido fórmico (solución acuosa al

85 %) y 27.2 ml (0.7 moles) de formamida, llevándose, a continuación,
a 160-170°C- (una vez iniciada la reacción se adicionó una pequeña
cantidad de formiato amónico para catalizar el proceso). Con el trans

curso del tiempo fué necesaria la adición de pequeñas cantidades de

ácido fórmico para compensar las pérdidas de éste al destilar junto
con el agua que se separa de la mezcla de reacción. A las 8 h, tras

comprobar por espectroscopia infraroja la consecución de la reacción,
se dejó enfriar, solidificando la mezcla, y se lavó tres veces con 100

ml de agua. Una vez se secó el producto final, se obtuvieron 20 9 de

éste en forma de cristales blancos, lo que representa un rendimiento

del 96%.

Pf 129-130°C

RMN de lH (DMSO-d6' ppm):

5.9 (d, CH bencilo); 6.9 (m, CH aromáticos); 7.8 (s, CH

formilo); 8.8 (d, NH)
IR (KBr, cm-1):

3250, 2600, 1680 y 1650

3.1.1.2. Obtención del hidrocloruro de benzhidrilamina

Se disolvieron 4 9 (0.02 moles) de N-benzhidrilformamida en 100

ml de dioxano, a los que se añadieron 4 ml de HCl concentrado, deján

dose 1 h a reflujo. En el medio, precipitó un sólido blanco cristali

no, el cual se filtró y lav6 tres veces con 50 ml de Et20, obtenién

dose 5.9 9 de producto (72 % de rendimiento).

Pf 312°C

RMN de lH (CD30D, ppm):

5.3 (s, CH bencilo), 7.1 (s,CH aromáticos)
IR (KBr, cm-1):

3000 y 1680
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3.1.1.3. N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)benzoilamida (29)

Se suspendieron 500 mg (2.3 rnmoles) de clorhidrato de benzhidri

lamina en 20 ml de DCM y 20 ml de solución de NaOH 0.1 M Y se dejó la

mezcla con agitación magnética durante 2 h. La fase orgánica se sepa

ró, a continuación, una vez se había comprobado por capa fina la

neutralización de la amina (DCM), y la fase acuosa se lavó con 20 ml

de DCM. Una vez se unieron las fases orgánicas y se secaron con

sulfato magnésico, se utilizó directamente la solución de amina para

la obtención de la 4-bromometil-Nbb.

Por otro lado, a una solución de 1.2 g (4.6 rnmoles) de ácido 4-

bromometil-3-nitrobenzoico en 40 ml de DCM se adicionaron 0.3 g (2.3
rnmoles) de DCC disueltos en 10 ml del mismo disolvente, se colocó un

tubo de cloruro cálcico y se dejó con agitación magnética durante 1 h

a O°C. Acto seguido, se filtró la DCU formada sobre un matraz, al que

se le colocó un embudo de adición que contenía la amina disuelta en el

doble de volumen que el de la solución de anhídrido. A continuación,
la primera solución se fué adicionando gota a gota sobre la segunda,
manteniendo la temperatura por debajo de 5°C. Una vez trascurrida la

reacción (se dejó una noche; por capa fina, ninhidrina negativa) se

eliminó el disolvente a presión reducida y se eluyó con DCM por una

columna de sílica gel (5x10 cm). Una vez eliminado el disolvente se

obtuvieron 0.9 g de producto (sólido blanco cristalino) (94 % de

rendimiento).

Pf 200-201°C; Rf 0.5 (DCM)
análisis elemental: calco C, 59.24 H, 4.00 N, 7.08 Br, 18.82

hall. C, 59.59 H, 4.14 N, 6.94 Br, 18.40

RMN de lH (DMSO-d61 ppm):

4.96 (s, CH2 benc1lico Nbb), 6.38 (d, CH bencílico BHA),
7.30 (m, eH aromáticos BHA), 7.87 (d, CH aromático meta

N02), 8.26 (dd, eH aromático para-N02), 8.60 (d, CH aromáti

co orto-N02), 9.64 (d, NH)
RMN de l3e (DMSO-d61 ppm):

29.0 (e met1leno Nbb); 56.6 (e metino BHA); 124.2 (C2 aromá-
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tico Nbb); 127.5, 127.7, 128.8 (C2,3,4 aromático BHA);
132.8(2), 135.1, 135.5 (C1,4,5,6 aromático Nbb); 141.7 (C1
aromático BHA); 147.3 (C3 aromático Nbb); 163.3 (CO amida)

IR (KBr, cm-1):

3500, 3300, 2900, 2750, 1650, 1625, 1525, 1490, 1350, 1320,
800 y 700

Masas (impacto electr6nico, miel:

424-426 ([Mtl[M + 2]), 345, 242-244, 165, 104 (100%) y 77

3.1.2. Síntesis de la N-benzhidril-(4-terc-butoxicarbonilglicilo
ximetil-3-nitro}benzoilamida

Se disolvieron 82 mg de Boc-gly-OH en 5 ml de una mezcla de

Etanol/agua (4:1) y se neutralizaron con una solución 1.5 N de carbo

nato de cesio. A continuación, se eliminó el disolvente orgánico a

presión reducida y el agua restante se liofilizó, obteniéndose la sal

de cesio como un sólido blanco cristalino.

En el mismo recipiente que contiene dicho producto, se adicionó

una solución de 200 mg. del análogo monomérico 29 (0.47 mmoles) en 12

ml de DMF. La suspensión formada se dejó durante 5 min a 4dt, elimi
nándose, a continuación, el disolvente a presión reducida. El sólido

blanquecino obtenido se trató con 20 ml AcOEt para separar el producto
del bromuro de cesio formado, se filtró y se lavó la fase orgánica con

tres fracciones de agua. Una vez secado el producto con sulfato magné
sico, se cristalizó en MeOH/agua, obteniéndose 177 mg de un sólido

debilmente pardo (91% de rendimiento). La purificación total del

producto se realizó en una columna de gel de sflice (2.5x40 cm),
utilizando como eluyente DCM/AcOEt (95:5).

Pf 114-115t; Rf 0.18 (DCM/AcOEt, 95:5)
análisis elemental: calco C, 64.74

hall. C,64.35
RMN de lH (DMSO-d6, ppm):

H, 5.59

H, 5.60

N, 8.09

N, 7.34
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1.31 (s, CH3 terc-butilo), 3.81 (d, CH2 glicina), 5.53 (s ,

CH2 bencílico Nbb), 6.42 (d, CH bencílico BHA), 7.30 (m, CH

aromáticos BHA), 7.80 (d, eH aromático meta-N02), 8.28 (dd,
CH eromét tco para-Nüg}, 8.69 (d , eH aromático orto-N02),
9.60 (d, NH).

RMN de 13C (DMSO-d6' ppm):
28.1 (e metílicos terc-butilo); 56.7 (C metino BHA); 59.9

(e metileno glicina); 62.5 (C metileno Nbb); 78.4 (e cua

ternario terc-butilo); 123.9 (e2 aromático Nbb); 127.2,
127.7, 128.4 (e2, 3, 4 aromático BHA); 129.0, 132.9, 134.6,
134.7 (e1, 4, 5, 6 Nbb); 141.8 (e1 aromático BHA); 146.9

(C3 aromático Nbb); 155.8 (eO carbamato); 163.5 (eO amida);
170.1 reo ester)

IR (KBr, cm-1):

3400-3300, 2950-2900, 1750, 1710, 1640, 1530, 1350, 1160,
1050-1030 y 700

Masas (ionización quimica, mle):

537 ([M + 18] , 100 %), 193

3.1.3. Sintesis de la N-benzhidril-(4-terc-butoxicarbonilproliloxime
til-3-nitro)benzoilamida

En un matraz se hacieron reaccionar 500 mg del análogo monomérico

29 (1.18 mmoles) disueltos en 16 ml de DMF con la cantidad equivalente
de N-terc-butoxicarbonilprolinato de cesio, obtenido a partir de 253

mg de Boc-Pro-OH, disueltos en 10 ml de EtOH/agua (4:1) y siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado anterior. Una vez se dejó la

suspensión 5 min a 40oe, se eliminó el disolvente al vacío y se

extrajo el producto con AcOEt. Siguiendo un protocolo similar al C2'

caso anterior, se obtuvieron 555 mg de producto tras cristalizar en

MeOH/agua (86 % de rendimiento).

Pf 162-163°e; Rf 0.18 (DeM/AcOEt, 95:5)
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análisis elemental: ca1c.

hall •

C, 66.53

C, 66.39

H, 5.94

H, 5.88

N, 7.51

N, 7.79
RMN de lH (CDC13, ppm):

1.38, 1.45 (s, s, CH3 terc-buti10); 1.95 (m, CH2 y Pro);
2.05, 2.30 (m, m, CH2 � Pro); 3.50 (m, CH2 � Pro), 4.40 (m,
CH a Pro); 5.60 (m, CH2 bencí1ico Nbb); 6.45 (d, CH bencí1i

co BHA); 6.95 (m, NH); 7.40 (m, CH aromáticos BHA); 7.71,
7.83 (d, CH aromático meta-N02); 8.15 (m, CH aromático para

N02); 8.51 (m, CH aromático orto-N02)
RMN de 13c (CDC13' ppm):

23.7, 24.4 (CYmetileno Pro); 28.4 (C meti1icos terc-buti-

10); 30.0, 30.9 (C � meti1eno Pro); 46.4, 46.6 (C � metileno

Pro); 57.9 (C metino BHA); 58.9, 59.1 (C a metino Pro); 63.1

(C meti1eno Nbb); 80.1, 80.2 (C cuaternario terc-butilo);
123.5, 123.6 (C2 aromático Nbb); 127.5, 127.8, 128.8 (C2, 3,
4 aromáticos BHA); 129.3, 132.3, (134.9, 135.0), (135.0,
135.5) (C1, 4, 5, 6 aromáticos Nbb); 140.8, 140.9 (C1 aromá

tico BHA); 146.8, 147.2 (C3 aromático Nbb); 153.6, 154.4 (CO
carbamato); 164.4, 164.6 (CO ester); 172.4 (CO amida)

IR (KBr, cm-1):

3250, 2990, 1770, 1710, 1640, 1540, 1400 Y 1180

Masas (ionización quimica, m/e):

577 ([M + 18]) (100 o. 233, 194, 117

3.1.4. Sintesis de la N-benzbidril-(4-formiloximetil-3-nitro)benzoi
lamida

Se tomaron 25.6 1 de una solución de ácido fórmico al 85 % en

peso (0.6 mmoles) y se añadieron a 5 ml de agua para proceder, a

continuación, a su neutralización con una solución 1.5 N de carbonato

de cesio. Una vez se realizó esto, se liofilizó y añadió una disolu

ción de 200 mg del análogo monomérico � (0.47 mmoles) y se dejó 1 h a
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temperatura ambiente con fuerte agitación para disgregar la sal de

cesio, poco soluble en este disolvente. Tras su eliminación al vacio,
se suspendió la mezcla en 20 ml de agua y se extrajo con 20 ml de DeM,
lavándose la fase orgánica con otras dos fracciones de 20 ml de agua y

secando con sulfato magnésico. La solución de DeM se concentró y se

columnó directamente, sin cristalizar, en gel de silice (40x2.5 cm) ,

utilizando como disolvente DeM. Se obtuvieron 123 mg de producto como

sólido blanco (67% de rendimiento).

Pf142-144°e; Rf 0.42 (DeM/AcOEt, 95:5)
análisis elemental: cal c.

hall.

e,67.68
e, 68.02

H, 4.65

H, 4.67

N,7.18
N, 7.34

RMN de lH (CDCl3, ppm):

5.66 (s, eH2 bencilico Nbb); 6.45 (d, eH bencilico BHA);
6.79 (d, NH); 7.30 (d, eH aromáticos BHA); 7.75 (eH aromá

tico meta-N02); 8.14 (dd, eH aromático para N02); 8.22 (t,
eH aldehido); 8.54 (d, aromático orto-N02)

RMN de l3C (CDCl3' ppm):

57.8 (e metino BHA); 62.1 (e metileno Nbb); 124.1 (e2 aromá

tico Nbb); 127.5, 127.8, 128.6 (e2, 3, 4, aromáticos BHA);
129.1, 133.1, 134.2, 135.4 (e1, 4, 5, 6, aromáticos Nbb);
147.0 (C3 aromático Nbb); 160.0 (CO ester); 163.9 (CO amida)

IR (KBr, cm-l):

3320, 1730, 1640, 1540 y 1160

Masas (impacto electrónico, m/e):

390 ([M+1), 373, 208, 182, 165, 104 (100 %), 77

3.1.5. Síntesis de la N-benzhidril-(4-acetoximetil-3-nitro)benzoilami
da

32.4 �l de AcOH se adicionaron a 5 ml de agua y se neutralizaron

con carbonato de cesio (solución 1.5 N), liofilizándose, a conti

nuación. Sobre el sólido blanco obtenido se adicionó una solución de

200 mg del análogo monomérico 29 (0.47 mmoles), necesitando también,
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en este caso, agitación magnética intensa por problemas de solubili

dad. Transcurrida 1 h se llevaron a cabo las mismas operaciones que en

el caso anterior, obteniéndose 121 mg de producto tras la purificación
cromatográfica (63.6 % de rendimiento).

Pf 184-186°C; Rf 0.42 (DCM/AcOEt, 95:5)
análisis elemental: cale.

hall.

C, 68.30

C, 68.49

H, 4.99

H, 4.83

N, 6.93

N, 7.27

RMN de lH (CDC13' ppm):

2.18 (s, CH3); 5.55 (s, CH2 bencílico Nbb); 6.45 (d, CH

bencílico BHA); 6.78 (d, NH); 7.25 (m, CH aromáticos BHA);
7.70 (d, CH aromático meta-N02); 8.10 (dd, CH aromático

para-N02); 8.51 (d, CH aromático orto-N02)
RMN de 13C (CDC13' ppm):

20.7 (C metilo); 57.5 (C metino BHA); 62.7 (C metileno Nbb);
124.0 (C2 aromático Nbb); 127.5, 127.9, 128.6 (e2, 3,4,
aromáticos BHA); 128.9, 133.1, 135.0, 135.2 (e1, 4, 5, 6,
aromáricos Nbb); 141.3 (C1 aromático BHA); 147.3 (C3 aromá

tico Nbb); 164.0 (CO ester); 170.2 (CO amida)
IR (KBr, cm-1):

3320, 1760, 1640, 1540, 1240 Y 1050

Masas (impacto electrónico, m/e):

404 ([M+�), 222, 182, 165 (100 %), 152, 135, 104, 77 Y 43

3.1.6. síntesis de la N-benzhidril-(4-hidroximetil-3-nitro)benzoilami
da

A una solución de 200 mg (0.47 rnmoles) del análogo monomérico 29

en 50 ml de dioxano se adicionaron 80 mg (0.5 rnrnoles) de yoduro

potásico disueltos en 50 ml de agua, dejándose la mezcla durante una

noche con agitación magnética a 90°C. A continuación, se eliminó el

disolvente a presión reducida y se suspendió el sólido blanco obtenido

en 20 ml de agua, extrayéndose el producto con 20 ml de DeM y laván-
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dose la fase orgánica con tres porciones de 20 ml de agua. Una vez se

secó con DCM, se cristalizó en MeOH /agua, obteniéndose 75 mg de

sólido cristalino blanco (90% de rendimiento). Finalmente, el producto
se columnó en gel de sílice (2.5x40 cm), utilizando como eluyente
DCM/AcOEt (95:5).

Pf 190-192°C; Rf 0.11 (DCM/AcOEt, 95:5)
análisis elemental: calco

ha 11 •

C, 69.60

C, 68.43

H, 5.00

H, 4.88

N, 7.73

N, 7.76

RMN de lH (DMSO d6' ppm):

4.89 (d, CH2 bencílico Nbb); 5.58 (t, OH); 6.44 (d, CH

bencílico BHA); 7.30 (m, CH aromáticos BHA); 7.94 (d, eH

aromático meta-N02); 8.31 (dd, eH aromático para-N02); 8.69

(d, eH aromático orto-N02); 9.57 (d, NH)
RMN de 13C (DMSO d6, ppm):

56.6 (e metino BHA); 59.9 (e metileno Nbb); 123.4 (e2 aromá

tico Nbb); 127.1, 127.8, 128.3 (e2, 3, 4, aromáticos BHA);
128.3, 132.6, 133.6, 141.4 (e1, 4, 5, 6, aromáticos Nbb);
141.9 (C1 aromático BHA); 146.5 (C3 aromático Nbb); 163.7

(CO amida)
IR (KBr, cm-1):

3600, 3300, 2900, 1630, 1530, 1450, 1380, 1050, 750 y 700

Masas (impacto electrónico, miel:

362 ([M+j, 100 %), 345, 182, 180, 165, 104 y 77

3.1.7. Sintesis de la N-benzhidril-(4-metoximetil-3-nitro)benzoilami
da

En un matraz provisto de refrigerante y tubo de cloruro cálcico y

al que previamente se habían introducido 25 ml de MeOH, se adicionaron

371 mg (12 mmoles) de sodio, dejándose en baño de hielo hasta su

completa disolución. A la solución formada se le adicionaron, a conti

nuación, otra de 500 mg (1.2 mmoles) del análogo monomérico 29 en 100
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ml de MeOH, añadiéndose inmediatamente 2 g (12 rnmoles) de nitrato de

plata. La suspensión se dejó con agitación magnética durante 2 dias,
tras lo cual se filtró y se eliminó el disolvente a presión reducida.

El sólido blanco así obtenido se disolvió en 20 ml de cloroformo y se

lavó con tres fracciones de agua, secándose finalmente con sulfato

magnésico. El producto se cristalizó en MeOH/agua, obteniéndose 386 mg

de cristales blancos (82% de rendimiento). La purificación final se

llevó a cabo cromatografiando el producto en una columna de gel de

sílice (2.5x40 cm), utilizando como eluyente DCM.

Pf 165-167°C; Rf 0.56 (DCM/AcOEt, 95:5)
Análisis elemental: cal c.

hall.

C, 70.20

C, 70.23

H, 5.36

H, 5.40

N, 7.44

N, 7.44

RMN de lH (DMSO d6' ppm):

3.40 (s, CH3); 4.82 (s, CH2 bencílico Nbb); 6.44 (d, CH

bencílico BHA); 7.30 (m, CH aromáticos BHA); 7.82 (d, CH

aromático meta-N02); 8.31 (dd, aromático para-N02); 8.64 (d,
CH aromático orto-N02); 9.64 (d, NH)

RMN de 13c (DMSO d6' ppm):

56.6 (C metino BHA); 58.2 (C metilo); 70.1 (C metileno Nbb);
123.5 (C2 aromático Nbb); 127.1, 127.6, 128.3 (C2, 3,4,
aromáticos BHA); 128.7, 132.6, 134.2, 137.0 (C1, 4, 5, 6,
aromáticos Nbb); 141.8 (C1 aromático BHA); 148.1 (C3 aromá

tico Nbb); 163.6 (CO amida)
IR (KBr, cm-1):

3300, 3000, 2900-2800, 1625, 1525, 1440-1420, 1100, 750, 700

Masas (impacto electrónico, mle):

376 ([M+1), 359, 194, 182, 165 (100 %), 104, 77

3.1.8. Sintesis de la N-benzhidril-(4-dimetilamino-3-nitro)benzoilami
da

A una solución de 200 mg del análogo monomérico 29 (0.47 rnmo1es)
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en 50 ml de dioxano se añadieron 125 1 (1.2 mmoles) de una solución

de dimetilamina en agua del 40 % en peso y 150 1 (1.2 mmoles ) de

TEA. Una vez se dejó la mezcla durante una noche a temperatura ambien

te, se eliminó el disolvente al vacío y se suspendió el sólido en 20

ml de agua, extrayéndose, acto seguido, con 20 ml de cloroformo. A

continuación, se lavó tres veces con 20 ml de Hel 0.1 N yotras tres

con 20 ml de agua. Tras secar con sulfato magnésico y cristalizar en

MeOH/agua se obtuvieron 71.8 mg de cristales amarillos de producto
(69% de rendimiento).

Pf 194°C; Rf 0.05 (DeM/AcOEt, 95:5).
Análisis elemental: calco e, 70.93

hall. e, 70.91

H, 5.95

H,6.14
N, 10.79

N, 10.99

RMN de 1H (DMSO-d6' ppm):

2.10 (s, eH3); 3.63 (s, eH2 bencílico Nbb); 6.44 (d, eH

bencílico BHA); 7.32 (m, eH aromáticos BHA); 7.70 (d, eH

aromático meta-N02); 8.21 (dd, eH aromático para-N02); 8.47

(d, eH aromático orto-N02); 9.61 (d, NH)
RMN de 13C

45.1

Nbb);

(DMSO d6' ppm):

(e metilos); 56.6 (e metino BHA); 59.4 (e metileno

123.2 (e2 aromático Nbb); 127.1, 127.6, 128.3 (e2, 3,

4, aromáticos BHA); 131.2, 131.6, 134.2, 136.4 (C1, 4, 5, 6,

aromáticos Nbb); 141.9 (e1 aromático BHA); 149.2 (e3 aromá

tico Nbb); 163.6 (eO amida)
IR (KBr, crn-1):

3300, 1630, 1525, 1490, 1450, 1350, 1240, 1030 y 700

Masas (impacto electr6nico, m/e):

389 ([M+�), 372,341,182,175,167 (100 %),165,132,104,

77, 58

3.1.9. Sintesis de la N-benzhidril-(4-N-piperidilmetil-3-nitro)ben
zoilamida

A una solución de 200 mg del análogo monomérico 29 (0.47 mmoles)
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en 2 ml de DMF se adicionaron 49.4 �l (0.5 rnmoles) de piperidina y

69.4 �l (0.5 rnmoles) de TEA. La mezcla de reacción se dejó durante 15

mino a 40 e, tras lo cual se eliminó el disolvente a presión reducida.

Una vez se extrajo el producto con 20 ml de cloroformo y se avó éste

con tres porciones de Hel 0.1 N, se cristalizó en MeOH, obteniéndose

en una primera fase 120 mg de cristales amarillos; concentrando las

aguas madres se obtuvieron 27 mg más (68.5 % de rendimiento).

Pf 186-188°e; Rf 0.12 (DeM/AcOEt, 95:5)
análisis elemental: calco e, 72.70

hall. e, 72.60

H, 6.34

H, 6.35

N, 9.78

N, 9.59

RMN de 1H (CDC13' ppm):

1.50 (m, eH2 (3, 4, 5) piperidina); 2.37 (m, eH2 (2, 6)
piperidina); 3.77 (s, eH2 bencílico Nbb); 6.44 (d, eH bencí

lico BHA); 6.70 (d, NH); 7.35 (m, eH aromáticos BHA); 7.78

(d, eH aromático meta-N02); 8.00 (dd, eH aromático para

N02); 8.23 (d, eH aromático orto-N02)
RMN de 13C (CDC13, ppm):

24.1 (e4 metileno piepridina); 26.0 (e3, 5 metilenos piperi

dina); 54.6 (e2, 6 metilenos piperidina); 57.8 (e metino

BHA); 59.5 (e metileno Nbb); 122.8 (e2 aromático Nbb);
127.5, 127.7, 128.8 (e2, 3, 4, aromáticos BHA); 130.8,

131.4, 133.9, 138.0 (e1, 4, 5, 6, aromáticos NbbO; 141.0

(e1 aromático BHA); 149.3 (e3 aromático Nbb); 164.0 (CO
amida)

IR (KBr, cm-1):

3340, 2950, 1640 y 1540

Masas (impacto electrónico, mle):

429 ([M+�), 412, 215, 167, 165, 104 y 84 (100 %)

3.1.10. Sintesis de la N-benzhidril-{4-etiltiometil-3-nitro)benzoila
mida

100 1 de tioetanol (1.4 mmoles) y 85 1 de DlEA (1.4 mmoles)
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fueron añadidos a una solución de 200 mg (0.47 rnmoles) del análogo
monomérico 29 en 4 ml de DMF, dejándose la mezcla a temperatura am

biente durante 30 mino Tras la eliminación del disolvente, se extrajo
el producto en cloroformo y se lavó con tres porciones de 20 ml de

HCl 0.1 N. Una vez se secó con sulfato magnésico y se cristalizó en

MeOH, se obtuvieron 90.8 mg de un sólido cristalino amarillo verdoso.

Tras la adición de una pequeña cantidad de agua se separaron 71.7 mg

más (80 % de rendimiento).

Pf 130-132°C; Rf 0.26 (DCM)
análisis elemental: calco C,67.96 H, 5.46 N,6.89 S, 7.87

hall. C,67.93 H, 5.35 N,6.80 S, 7.94

RMN de lH (CDC13, ppm):

1.21 (t, CH3); 2.44 (q, CH2 etilo); 4.09 (s, CH2 bencílico

Nbb); 6.44 (d, CH bencílico BHA); 6,73 (d, NH); 7.34 (m, CH

aromáticos BHA); 7.57 (d, CH aromático meta-N02); 8.03 (dd,
CH aromático para-N02); 8.36 (d, CH aromático orto-N02)

RMN de l3C (CDC13' ppm):
14.4 (C metilo); 26.1 (C metileno etilo); 32.9 (C metileno

Nbb); 57.8 (C metino BHA); 123.7 (C2 aromático Nbb); 127.5,

127.8, 128.8 (C2, 3, 4 aromáticos BHA); 131.4, 132.4, 134.2,
137.9 (C1, 4, 5, 6 aromáticos Nbb); 140.9 (C1 aromático

BHA); 148.7 (C3 aromático Nbb); 163.9 (CO amida)
IR (KBr, cm-l):

3200, 1630 y 1530

Masas (impacto electrónico, mle):

406 ([M+j), 345, 224, 182, 167, 165 (100 %), 152, 148, 104,
77

3.1.10.1. Intento de sintesis en presencia de TEA

En 1 ml de DMF se disolvieron 10 mg (24 rnmoles) del análogo
monomérico 29 y se añadieron, a continuación, 2�1 de tioetanol (27

rnmoles, 0.15 de exceso) y 3.8 �l de TEA (27 rnmoles). Una vez se dejó
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toda la noche se analizó por HPLC la mezcla de reacción, ya que se

obtuvo un producto muy impurificado por cristalización. En dicho

análisis se observó un pico mayoritario con tiempo de retención de 4

mino El RMN de esta mezcla de reacción, una vez eliminado el disolven

te, mostró la presencia de dos productos, siendo uno de ellos (el
minoritario) el deseado (identificado por los protones del grupo etilo

del tioeter).

3.1.10.2. Caracterización de la sal de tetraalquilamonio

Se disolvieron 200 mg del análogo monomérico 29 (0.47 mmoles) en

2 ml de DMF y se adicionaron, a continuación, 654 �l (4.7 mmoles) de

TEA, dejando la mezcla de reacción con agitación magnética durante 15

min a temperatura ambiente. Acto seguido, se eliminó el disolvente al

vacío y al aceite obtenido se le añadieron 5 ml de agua, observándose

la disolución prácticamente completa del producto. La pequeña cantidad

de residuo sólido que quedaba se filtró y liofiizó, obteniéndose un

producto amarillo que en contacto con la humedad fundía rápidamente. A

causa de su alta higroscopicidad no se pudo cuantificar con exactitud;
sin embargo, la ausencia de producto inicial y la pureza de la sal

puesta de manifiesto por RMN de protón indicaron un rendimiento prác
ticamente cuantitativo.

RMN de lH (DMSO-d6' ppm):

1.22 (t, CH3 etilo); 3.25 (q, CH2 etilo); 4.B7 (s, CH2
bencilo); 6.42 (d, eH BHA); 7.20-7.40 (m, eH aromáticos

fenilo); 7.93 (d, eH aromático meta-N02); B.37 (dd, eH

aromático para-N02); B.67 (d, eH aromático orto-N02); 9.70

(d, NH)
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3.2. Ensayos de estabilidad de la N-benzhidril-(4-bromometil-3-nitro)
benzoilamida en DMF y DMA

Para la determinación de la estabilidad de la N-benzhidril

(4bromometil-3-nitro)benzoi1amida en estos dos disolventes, se prepa

raron tres soluciones de la misma concentración (6.4x10-3 M) en DMF

comercial, DMF destilada y DMA comercial (2.7 mg en 1 ml, 2.3 mg en

0.83 m1 y 2.1 mg en 0.76 m1 respectivamente). Una vez se adicionó el

producto a los distintos disolventes, se dejaron a temperatura ambien

te o a 40°C (en un baño de agua), según los casos, inyectándose
directamente al cromatógrafo a distintos tiempos hasta las 6 h.

Para cuantificar los distintos productos formados, se utilizaron

análisis de una mezcla patrón, obtenidos con cantidades conocidas de

todos los posibles derivados que se pudieran obtener como subproductos
de descomposición del disolvente.

3.3. Ensayos previos de la reacci6n entre la N-benzhidril-(4-bromome
til-3-nitro)benzoilamida y la sal de cesio de la Boc-G1y-OH.
Estudio comparativo entre ésta y las sales de cesio del ácido
acético, el ácido f6rmico y la Boc-Pro-OH

Estos ensayos se realizaron con DMF destilada y DMA destilada.

Con objeto de obtener sal de cesio suficiente para llevar a cabo

todas las experiencias descritas en el Capítulo 3, se prepar6 1 9 de

este producto por el método ya descrito (ver preparación de los deri

vados aminoaci1ados 37 y 38). Para realizar las distintas pruebas se

prepararon soluciones patrón del análogo monomérico 29 y de la sal de

cesio en los respectivos disolventes, cuyas concentraciones finales

fueron las siguientes: �: 5.76x10-3 M (2.45 mg en 1 m1 de DMF) y

5.90x10-3 M (2.23 mg en 0.89 m1 de DMA) para los ensayos realizados a

20 C; 5.77x10-3 M (1.72 mg en 0.70 m1 de DMF) y 5.84x10-3 M (2.48 mg
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en 1 m1 de DMA) para los ensayos realizados a 40°C; sal de cesio,
2.61x10-2 M (8.0 mg en 10 m1 de DMF) y 2.68x10-2 M (8.2 mg en 10 m1 de

DMA).
Para llevar a cabo la reacción, se tomaron 200 p1 de las solucio

nes anteriormente mencionadas y se aadieron 500 �1 de las respectivas
soluciones de la sal de cesio, resultando así unas concentraciones

finales para la primera que oscilaron entre 1.61x10-3 M y 1.65x10-3 M,
y 1.76x10-3 M y 1.91x10-3 M para la segunda (entre 1.1 y 1.2 de

exceso).
Previamente al análisis por HPLC, se tomaron 200 �1 de la mezcla

de reacción y les fueron adicionados una cantidad equivalente de una

solución de HC1 2 mM en dioxano, para detener la reacción.

El estudio comparativo entre las sales de cesio de la Boc-Gly-OH,
la Boc-Pro-OH, el ácido fórmico y el ácido acético se llevó a cabo a

partir de una solución patrón de 10 mg del análogo monomérico � en 10

m1 de DMF (2.35x10-3 M) y la cantidad correspondiente de cada reactivo

equivalente a un 20 % de exceso con respecto al primer producto. Para

la obtención de las distintas sales de cesio se partió de 4.9 mg de

Boc-G1y-OH, 6.1 mg de Boc-Pro-OH, 1.6 �1 de ácido acético glacial y

1.2 �1 de una solución acuosa al 85 % de ácido fórmico. Estas sales,
una vez obtenidas como sólidos, les fueron adicionados 4 ml de DMF,

siendo necesaria la sonicación para disgregar los sólidos formados a

partir de la Boc-Pro-OH, ácido acético y ácido fórmico. A continua

ción, se adicionó a cada una de estas soluciones 1 m1 de la solución

patrón del producto�, obteniéndose unas concentraciones finales de

5.70x10-4 M y 4.71x10-4 M respectivamente. Antes de proceder al análi

sis de cada muestra se detuvo la reacción de forma similar a la del

caso anterior, adicionando 10 �1 de la mezcla de reacción a 573 �l de

esta solución ácida; estas cantidades se consideraron idoneas para

realizar distintas cuantificaciones en las condiciones cromatográficas
utilizadas. Con estos experimentos, se ensayó por primera vez la

utilización de naftaleno como patrón interno, el cual se adicionó a

las soluciones patrón del producto de partida en una cantidad equiva
lente a una concentración entre unas cuatro y cinco veces superior a

la de dicho producto, debido a la baja absorción que posee con respec-
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to al análogo monomérico 29 a la longitud de onda utilizada para

llevar a cabo los análisis por HPLC (245 nm).

3.4. Estudio cinético de la reacción de acoplamiento

3.4.1. Determinaciones cinéticas realizadas en DHF

3.4.1.1. Evaluación de las constantes de velocidad

Para llevar a cabo este estudio se preparó una solución patrón
7.34x10-3 M del análogo monomérico �y 3.34x10-2 M de naftaleno (3.12
mg y 4.28 mg en 1 m1 de disolvente).

Con respecto a la sal de cesio, se realizaron distintas pesadas y

se prepararon soluciones en 10 m1 de DMF. Debido a la gran higroscopi
cidad de estas sales, fué necesario realizar análisis de aminoácidos

de cada solución para determinar las concentraciones exactas de sal de

cesio; para llevar a cabo esto, se han tomaron 250�1 de cada una de

ellas y se trataron, una vez eliminado el disolvente al vacío, con 250

�1 de una solución del 30 % de TFA en DCM durante 30 min para despro

teger el grupo amino. Una vez obtenidas las concentraciones de

dichas soluciones, se eligieron dos para llevar a cabo el estudio

cinético (1.53x10-3 M y 2.75x10-3 M). Para iniciar la reacción, se

tomaron 50 �1 de la solución patrón del análogo monomérico �y nafta

leno, y 650 pl de las soluciones de sal de cesio, siendo las concen

traciones finales de 5.24x10-4 M para el producto de partida , y

1.42x10-3 M y 5.24x10-3 M para la sal de cesio. La temperatura se

mantuvo en todo momento a 22°C, llevando a cabo la reacción en una

cámara termostatizada. Para'detener la reacción a los distintos tiem

pos se tomaron 30 �1 de la mezcla, a los que se adicionaron 90 p1 de
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una solución de 2 mM de HCl en dioxano.

Para la determinación de las constantes de velocidad, se supuso

una reacción de primer orden para los dos productos de partida, ya que
en los dos experimentos realizados la sal de cesio no estaba en un

gran exceso. La expresión que se utilizó está representada por la

Ecuación 2, en donde CSt y CsO son las concentraciones a un tiempo t
de reacción y a inicio de ésta, y Srt y SrO son las concentraciones

respectivas de análogo monomérico 29.

ln CSt / Cso =

Brt 7 Sro
Ecuación 2

3.4.1.2. Medición de la absorbancia de la mezcla de reacción

Para la determinación de la absorbancia del posible intermedio de

reacción se utilizaron concentraciones más elevadas de reactivos para

facilitar la lectura de la absorción. Paralelamente, se siguió la

evolución de ésta por HPLC. Para llevar a cabo el experimento, se

partió de una solución del análogo monomérico 29 y naftaleno de con

centraciones 6.28x10-3 M y 3.28x10-2 M respectivamente (2.67 mg y 4.20

mg en 1 ml de DMF). Con respecto a la sal de cesio, se utilizó una

solución de 10 ml de DMF de concentración 2.74x10-3 M. Para iniciar la

reacción se han tomaron 200 �l de la primera solución y se colocaron

en la cubeta del espectrofotómetro. A continuación, le fueron añadidos

500 �l de la solución de sal de cesio, siendo las concentraciones

�sultantes de 1.79x10-3'M y 1.96x10-3 M respectivamente. Alternativa

mente, se fueron extrayendo muestras para analizarlas por HPLC y

registrando medidas de absorción. Para la determinación de las concen

traciones de reactivos y productos se procedió de la misma forma que

la descrita en el apartado anterior, es decir, se detuvo la reacción

de la forma ya indicada y se cuantificó por HPLC.

3.4.1.3. Caracterizaci6n de la N-benzhidril-(4-formil-3-nitro)benzoUa
mida

100 mg del análogo monomérico 29 se trataron con 100 �l de DIEA

251



en 2 m1 de DMF, dejándose a temperatura ambiente durante una semana.

Una vez eliminado el disolvente a presión reducida, se e1uyó la

mezcla de reacción en una columna de gel de sílice (26x2.5 cm), utili
zando la siguiente secuencia de eluyentes: CHC13/hexano (95:5) (1 h),
CHC13/AcOEt (95:5) (3 h), CHC13/MeOH (98:2) (2 h) Y CHC13/MeOH (95:5)
(120 m1/h, detección a 254 nm). La fracción de mayor absorción, la

cual ha eluyó con la segunda mezcla de disolventes, fué analizada por

RMN de protón y espectrometría de masas, encontrándose como producto
mayoritario la N-benzhidri1-(4-formi1metil-3-nitro)benzoi1amida. Una

vez se analizó por HPLC en las condiciones normales de trabajo (MeOH:
AcCN:H20, 30/35/30, 0.1 % de TFA) en este tipo de estudios, se iden

tificó como uno de los subproductos de la reacción de acoplamiento.

RMN de lH (CDCL31 ppm):

6.45 (d, CH benci1o); 6.88 (d, NH); 7.20-7.44 (m, CH aromá

ticos fenilo); 8.00 (d, CH aromático meta-N02); 8.20 (dd, CH

aromático para-N02); 8.53 (d, CH aromático orto-N02); 10.45

(s, CH aldehido)
IR (KBr, cm-1):

3260, 1700, 1630, 1520 y 1340

Masas (impacto electr6nico, mle):

360 ([M+1); 343, 283, 182, 178, 165, 104 (100 %) Y 77

3.4.2. Determinaciones cinéticas realizadas en DeN, AcOEt Y Dioxano

3.4.2.1. Acoplamiento en presencia de DIEA

Para el estudio de la evolución del proceso de acoplamiento en los

tres disolventes indicados, se pesaron tres muestras de 29.2 mg de

análogo'�onomérico (0.069 rnmo1es) y se dispusieron en un matraz de dos

bocas en las que se colocaron un "septung", para poder extraer mues

tras con una jeringa, y un globo para mantener el sistema aislado del
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exterior y evitar, de esta forma, problemas de evaporaci6n de disol

vente. Por otro lado, se pesaron 23.7 mg de Boc-Gly-OH (0.135 rnmoles)
y se colocaron en el matraz junto con el otro producto. A esta mezcla

se le ha añadi6 entre 22 y 25 mg (según los casos) de naftaleno. A

todo ello se le adicioaron 5 ml de disolvente, llevándose, a continua

ci6n, a la temperatura deseada en cada caso colocando el matraz en un

baño de agua; éstas oscilaron entre 80°C y 82°C cuando se utilizaron

dioxano y AcOEt, y entre 39.5°C y 40.5°C para OCM. Para iniciar el

proceso, se ha introdujo a través del "septung" 22.9 #1 de OlEA (0.135
rnmoles). Las concentraciones finales de los productos de partida
fueron 1.38x10-2 M para el análogo monomérico 29 y 2.76x10-2 M para la

Boc-Gly-OH. Para parar la reacci6n se fueron tomando muestras a dife

rentes tiempos y se ha neutraliz6 tal como ya se ha explicado en los

otros casos.

3.4.2.2. Acoplamiento en presencia de eter 18-crow.n-6

Para llevar a cabo los tres procesos anteriores en eter corona se

purific6 previamente éste, cristalizándolo en AcCN. Por otro lado, se

pesaron tres muestras de 23.1 mg de Boc-Gly-OH (0.135 rnmoles) y se

colocaron en el matraz de dos bocas utilizado con anterioridad. A

continuaci6n, se adicionaron 5 ml de agua y se neutraliz6 con 13.5 mg

de bicarbonato potásico (0.135 rnmoles). Una vez se liofliz6, se

obtuvo la sal potásica del aminoácido como un s6lido blanco en los

tres casos. Una vez realizado esto, se añadieron 29.2 mg del análogo
monomérico y una determinada cantidad de naftaleno que ha osci16 entre

22 mg y 25 mg, adicionándose, a continuaci6n, 4 ml de cada uno de los

disolventes. Paralelamente, se prepararon tres soluciones patr6n del

eter corona en los tres disolventes a partir de 6.55 mg de este

producto en 1.84 ml de OCM, 9.51 mg en 2.67 ml de AcOEt y 4.37 mg en

4.37 ml de Oioxano (1.35x10-2 M en los tres casos). Una vez se alcanz6

la temperatura deseada (entre 78°C y 81°C para el Oioxano, entre 78°C

y 82°C para el AcOEt, y entre 39.5°C y 40°C para el OCM) se inici6 la

reacci6n inyectando 1 ml de cada una de las soluciones de eter corona.
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En todo momento se mantuvo una agitación intensa para homogeneizar al

máximo la suspensión. Para parar la reacción y cuantificar se procedio
por el método habitual.

Con respecto a la determinación de las constantes de velocidad,
en este caso concreto se ha considerado una cinética de pseudoprimer
orden como aproximación, ya que se ha supuesto que la concentración de

la sal potásica en solución era baja con respecto a la del otro

producto, por lo que se ha utilizado la Ecuación 3 para determinar

dichas constantes. En esta expresión, Brt y BrO son las concentra

ciones de análogo monomérico a un tiempo t de reacción y al inicio de

ésta.

ln � = - kobst-Bf6-
Ecuación 3

3;4.2.3. Acoplamiento de distintos aminoácidos por el método del éter
corona

Para realizar estos ensayos, se utilizaron 40 mg de resina para

cada uno de ellos, siendo la funciona1ización teórica de ésta de 0.63

meq/g (calculada a partir de la resina inicial. Con respecto a los

aminoácidos utilizados, se pesaron entre 9 mg y 18 mg, según los

casos, lo que equivalió aproximadamente a dos veces de exceso con

respecto al número de meq teóricos de centros activos ( en este caso,

0.050 meq).
Antes de llevar a cabo la

dientes sales potásicas, para

0.1 M de bicarbonato sódico,

reacción,
lo cual se

la cual se

se prepararon las correspon

utilizó una solución acuosa

fué adicionando gota a gota
hasta neutralización. Los pHs finales oscilaron entre 6.8 y 7.3. Antes

de proceder a la neutralización, se colocaron todos los aminoácidos en

recipientes de polipropileno de 5 ml de capacidad y se suspendieron en

un m1 de agua. Una vez alcanzado el pH deseado, las distintas solucio

nes se llevaron al liofi1izador, obteniéndose en todos los casos

sólidos blancos.

Por otro lado, se preparó una solución 2 mM de eter 18-crown-6 en

dioxano, disolviendo 26.6 mg de este producto en 5 ml de dioxano. A
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continuación, una vez se suspendieron las sales potásicas en 1 ml de

dioxano y se llevaro a 80-85°C, se adicionaro a través de un "septun"
mediante jeringa 250 �l de la solución de eter corona y se dejó con

agitación mecánica durante 1 h. Una vez transcurrido este tiempo, la

resina se colocó en una jeringa de polipropileno provista de fritado

de polietileno poroso y se filtró y se procedió al siguiente programa

de lavados: dioxano, 3x1 min; agua, 3x1 min; DMF, 3x1 min; DCM, 3x1

min y MeOH, 3x1 mino Finalmente, se procedió a la determinación de las

funcionalizaciones finales por el ensayo de Gisin.

En los primeros ensayos que se realizaron (Gly y Pro), se utilizó

agitación magnética durante la reacción, apareciendo problemas a la

hora de filtrar la resina, muy probablemente por degradación de ésta.

Por este motivo, el resto de experimentos se realizaron con agitación
mecánica, no encontrándose este inconveniente.

3.5. Síntesis de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH por el método del
eter corona

3.5.1. Síntesis de la Boc-Glg-O-CH2-Nbb

En un recipiente idéntico al utilizado en el apartado anterior se

introdujeron 23.6 mg de Boc-Gly-OH (0.135 mmoles) y 109.5 mg de

resina 4-bromometi1-Nbb de funcionalización 0.63 meq/g (0.069 mmo1es

teóricos). A continuación, se adicionaron 5 ml de dioxano, llevándose

la suspensión formada a 80°C (finalmente la temperatura osciló entre

este valor y los 85°C). LLegado a este punto, se adicionó mediante una

jeringa, a través de un "septun", 109 �t1 de una solución de eter 18-

crown-6 en dioxano ( 0.0135 mmoles) formada a partir de 32.8 mg del

primero en 1 m1 del segundo. A distintos tiempos se fueron extrayendo

muestras, las cuales se trataro según 10 descrito en el apartado
anterior. A continuación, se ha pesó una cantidad exacta de polímero y
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se determinó su funcionalización por hidrólisis y análisis de aminoá

cidos, resultando ser de 0.41 meq/g.

3.5.2. Obtenci6n del tetrapéptido protegido

En una jeringa de polipropileno de 5 ml provista de un fritado de

polietileno poroso se colocaron 38.6 mg de la Boc-Gly-0-CH2-Nbb sinte

tizada en el apartado anterior (0.028 mmoles). A continuación, tras

desproteger el grupo amino del aminoácido con TFA al 30% en DCM,

procedió como en las otras dos síntesis realizadas. Para el acopla
miento del dipéptido protegido se utilizaron 6.3 mg de HOBt (2.5 de

exceso), 31.2 mg de dipéptido protegido (2.5 de exceso) y 9.5 mg de

DCC (2.5 de exceso), llevando a cabo la reacción en la mínima cantidad

de DMF y dejándose toda la noche. Para el acoplamiento de la Boc-Val

OH se emplearon 9.8 mg de este aminoácido (2.5 de exceso) y 9.3 mg de

DCC (2.5 de exceso), dejándose la mezcla durante 2 h. La funcionaliza

ción final obtenida fué similar a la encontrada para la peptidil
resina preparada por el método convencional.

La fotólisis se llevó cabo en el recipiente pequeño (25 ml), ya

utilizado para los ensayos de distintas condiciones de fotólisis; la

resina se suspendió en 5 ml de una solución de TFE al 20 % en DCM y se

dejó durante 9 h. El rendimiento final fué del 59 %, determinado por

hidrólisis y análisis de aminoácidos sobre la resina fotolizada.

3.6. Experimentos de fot61isis

3.6.1. Fot6lisis en soluci6n

Los ensayos de fotólisis en las distintas condiciones se llevaron
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a cabo en el recipiente de dos bocas ya mencionado en el apartado
correspondiente a la descripción del método fotolftico utilizado. Las

cantidades de aminoácido que se emplearon oscilaron entre 19.9 mg y

20.3 mg para la Boc-Gly-0-CH2-Nbb (entre 1.92x10-3 M y 1.95x10-3 M, 20

ml de disolvente), y 21.2 mg y 22.0 mg para la Boc-Pro-0-CH2-Nbb
(entre 1.90x10-3 M y 1.96x10-3 M, 20 ml de disolvente). En la solución

formada por cada una de estas muestras se adicionaron cantidades que

oscilaban entre los 8.8 mg y 9.9 mg de Boc-lle-OH como patrón interno

para llevar a cabo la cuantificación posterior por análisis de aminoá

cidos (entre 1.91x10-3 M y 2.13x10-3 M). La mezcla de disolventes

utilizada contuvo siempre un 20 % de TFE; además, según el caso parti
cular estudiado, se adicionó un 5 % (1 ml) de una solución de amoniacp
en agua al 30 %, un 5 % (1 ml) de agua y un 2 % (0.4 ml) de OlEA. La

mezcla final se llevó a 20 ml con OCM. La temperatura se mantuvo en

todo momento entre O°C y 10°C por el sistema ya comentado. Las mues

tras a diferentes tiempos se tomaron con una jeringa (50 �l) y se

colocaron en distintos "ependorf" (puesto que cada vez que se realizó

esto hubo que habrir el recipiente al exterior, se pasó argon durante

unos pocos segundos tras la toma de muestra). A continuación, se

eliminó el disolvente de todas ellas y se adicionaron 250�1 de una

solución de TFA al 30 % en OCM para desproteger el grupo amino del

aminoácido. Tras ello, se volvió a eliminar el disolvente, se diluiyó
en un tampón adecuado y se inyectó en el analizador de aminoácidos.

3.6.2. Ensayos realizados en fase sólida

Los ensayos se realizaron con las resinas Boc-Val-Lys(Z)-Asp
(But)-Gly-0-CH2-Nbb y la Boc-Asp(Bz)-His(Tos)-Val-Arg(Tos)-Thr(Bz)
Lys(Z)-Gly-0-CH2-Nbb, siendo similares a los descritos en el apartado
anterior. Las cantidades pesadas de la heptapeptidil-resina oscilaron

entre 80.8 mg y 97.0 mg (17.6�moles y 21.3 �moles respectivamente), y

las correspondientes a la tetrapeptidil-resina oscilaron entre los
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34.1 mg y 41.2 mg (11.6 pmo1es y 14.0 pmo1es). En cada experimento, el

polímero se suspendió en 20 m1 de disolvente cuya composición fué

idéntica en cada caso a la empleada en el apartado anterior. En este

estudio sólo se realizó una determinación de funciona1ización para

cada experimento (a las 7 h de irradiación). Una vez se filtró, lavó y

secó la resina, se pesó una cantidad exacta y se realizó la corres

pondiente hidrólisis y posterior análisis de aminoácidos. Por otro

lado, se determinó el contenido de péptido en solución, siendo el

valor indicado en cada caso en la parte teórica un promedio de los dos

anteriores.

3.7.idrólisis básica del enlace ester

3.7.1. Preparación de la Boc-Gly-ONe y la Boc-Pro-ONe

3.7.1.1. Boc-Gly-OMe

Se suspendió 1 g de H-G1y-OH (13.3 mmo1es) en 10 m1 de HC1/MeOH

(2.5 M) Y se dejó durante una noche con agitación magnética, eliminán

dose, a continuación, el disolvente a presión reducida. El sólido que

quedó se disolvió en 20 m1 de dioxano y se le añadieron 10 m1 de una

solución preparada previamente con 5.3 g de NaOH en 100 m1 de agua

(13.3 mmo1es). Acto seguido, se adicionaron 2.9 g (13.3 mmo1es) de

Boc20 y, gota a gota, 10 m1 más de la solución básica preparada
anteriormente, dejándose la mezcla durante 8 h con agitación magnéti
ca. Tras ello, se eliminó el dioxano al vacío y se extrajo el producto
con tres fracciones de 20 ml de AcOEt, lavándose la fase orgánica con

tres fracciones de Hel 0.1 N (20 ml) y tres fracciones más de la misma

cantidad de agua. Una vez secado el producto y eliminado el disolvente
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a presión reducida, se purificó el éster en una columna de gel de

sílice (2x2.6 cm), utilizándose como eluyente DeM/Hexano (95:5). Una

vez realizado esto se obtuvieron 1.74 g de producto final como un

aceite (67.6 % de rendimiento).

Rf: 0.84 (eHe13/MeOH/AcOH, 73:25:2)
RMN de lH (CDCl3' ppm):

1.45 (s, eH3 terc-butilo); 3.75 (s, eH3 ester); 3.91

(d, eH2 a ); 5.15 (d, NH).
RMN de l3C (CDCl3' ppm):

28.2 (e metilo, terc-butilo); 42.2 (e metileno ); 52.1 (e
metilo, ester); 79.8 (e cuaternario terc-butilo); 155.5 (eO
carbamato); 170.7 (eO ester)

IR (film, cm-1):
3460, 2980, 1750, 1700, 1520, 1200 y 1150

Masas (ionización quimica, e/m):

207 ( M + 18 , 100 %), 190 ( M + 1 )

3.7.1.2. Boc-Pro-OMe

La síntesis de la Boc-Pro-OMe se realizó por el mismo procedi
miento que la Boc-Gly-OMe. Se suspendió 1 g de aminoácido (8.7 rnmoles)
en 10 ml de Hel/MeOH (2.5 M) Y se dejó una noche en agitación magnéti
ca. Una vez eliminado el disolvente a presión reducida se disuelvió el

sólido obtenido en 12 ml de dioxano, añadiéndose a continuación 6.5 ml

de solución básica (ver apartado anterior). Acto seguido, se adiciona

ron 2.8 g de Boc20 1.5 de exceso) y otros 6.5 ml de solución básica,
gota a gota. A las 3 h de reacción (una vez se comprobó por capa fina

la ausencia de producto inicial), se eliminó el dioxano al vacfo y el

aceite obtenido se trató de la misma manera que en el caso anterior.

Tras la purificación del producto final por columna, se obtuvieron 940

mg de un aceite (mancha única por capa fina, 47 % de rendimiento).

Rf: 0.89 (eHC13/MeOH/AcOH, 73:25:2)
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RMN de lH (CDCl3, ppm):

1.41, 1.46 (s, eH3 terc-butilo); 2.04 (m, eH2 f3 y ); 3.48

(m, eH28); 3.73 (s, eH3 metilo ester); 4.22, 4.32 (dd, eH

a)
RMN de 13C (CDCl3' ppm):

23.7, 24.4(e meti1eno y); 28.3, 28.4 (e metilo terc-buti10);
29.9, 30.9 (e metileno f3); 46.3, 46.6 (e metileno 8); 51.9,
52.0 (e metilo ester); 58.7, 59.1 (e metinoa); 79.8 (e cua

ternario terc-butilo); 154.8, 155.2 (eO carbamato); 173.6,
173.7 (eO ester)

IR (film, cm-1):
2960, 1740, 1700, 1390, 1200 y 1150

Masas (ionización quimica, e/m):

247 ( M + 18 , 100 %), 230 ( M + 1 )

3.7.2. Ensayos de hidrólisis básica

Para estos ensayos se utilizaron mezclas de dioxano/MeOH/NaOH 4 N

y dioxano/Tioetanol/NaOH 4 N. De la misma manera que para las pruebas
realizadas para comprobar la estabilidad del enlace ester (ver más

adelante), la concentraci6n de los derivados de los dos aminoácidos

estudiados fué de 6.53x10-3 M (1.41 mg/416 1 y 1.04 mg/307 �l para la

Boc-Gly-0-eH2-Nbb; 1.79 mg/490 �l y 1.75 mg/479 �l para la Boc-Pro-O

eH2-Nbb). Las soluciones básicas utilizadas se prepararon a partir de

7.4 ml de dioxano, 2.4 ml de MeOH y 0.24 ml de NaOH 4 N (30:9:1) en un

caso, y 7.4 ml de dioxano, 2.36 ml de tioetanol y 0.24 ml de NaOH 4 N,
en el otro; las cantidades de base utilizada en la hidr61isis fueron

equivalentes a 15 veces de exceso con respecto a los productos a

hidro1izar. Las determinaciones se realizaron a los 5 min de haber

adicionado la soluci6n básica, tomándose 14.4 � 1 de ésta y adicionán

dolos a 300 �1 de una soluci6n de Hel 2 mM en dioxano para neutrali-

260



zar1a.

3.7.3. Ensayos de liberación de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-DH en

medio básico

Para realizar estos ensayos se utilizaron 50 mg de tetrapepti
di1-resina de funciona1ización 0.48 meq/g (0.024 rnrno1es). A cada una

de las resinas se les adicionaron 3.6 m1 de una mezcla de dioxano,
MeOH o OMAE, e hidróxido sódico 4 N (30:9:1), 10 que equivalía a un

exceso de 15 veces de base sobre el péptido. En el caso que se utilizó

MeOH, se llevaron cabo dos tratamientos de 3 min y cuando se empleó
OMAE se realizaron dos de 15 mino A continuación, se adicionaron 360

�1 de una solución de AcOH 1 M para neutralizar el filtrado. Por

hidrólisis y análisis de aminoácidos pudo comprobarse la ausencia de

péptido sobre la resina en los dos casos. Sin embargo, no se detectó

la presencia de péptido por HPLC, apareciendo otros productos no

identificados.

3.8. Reactividad del enlace éster frente a distintos nucleófilos

3.8.1. Ensayos preliminares de estabilidad del enlace ester

Para llevar a cabo estas pruebas se utilizaron como reactivos

TEA, piperidina, dimeti1amina, OlEA y tioetano1. Se pesaron cantidades

comprendidas entre 1.0 mg y 1.3 mg del derivado aminoaci1ado 37, y 1.5

mg y 2.2 mg del derivado aminoaci1ado 38, colocándose las muestras en

diferentes "ependorfs". A continuación, se adicionaron cantidades
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equivalentes de disolvente (entre 211 �l y 272 �l para el primer
éster, y 2�8 �l y 422 �l para el segundo), siendo la concentr,ación en

todos los casos de 9.41x10-3 M. Los diferentes reactivos se utilizaron

en cinco veces de exceso, llevándose a cabo su preparación de la forma

siguiente: tioetanol: 34.8 �l de éste, 80�1 de DlEA, llevándose todo

ello a 10 ml de DMF o DCM; TEA: 65.5 �l en 10 ml de DMF o DCM;
piperidina: 46.6 �l en 10 ml de DMF o DCM; dimetilacetamida: 78 �l en

10 ml de DMF o DCM; DlEA: 80�1 en 10 ml de DMF o DCM. Una vez ha

transcurrido el tiempo deseado se tomaron 10 �l de cada muestra y se

diluyeron en 300 �1 de una solución 2 mM de HCl en dioxano para

neutralizar la base. Todas las determinaciones se realizaron a los 30

min de haber preparado la disoluci6n del producto en las distintas

soluciones de reactivos. LLegado a este punto, se analizó y cuantifi

cado por HPLC.

3.8.2. Estudio de la liberación de Boc-Gly-OH y Boc-Pro-OH con distin
tos nucle6filos

Puesto que las cantidades de nucleófilos que se utilizaron para

este estudio fueron enormemente elevadas con respecto al éster, se

tomó una cantidad fija de cada solución de reactivo y se utilizaron

cantidades de éster similares, pero no iguales, por lo que las concen

traciones de éste no fueron idénticas en todos los casos. Con .respecto

al derivado aminoacilado 37, las concentraciones de trabajo han

oscilaron entre 2.62x10-3 M y 3.56x10-3 M (entre 1.4 mg y 1.9 mg

pesados); para el caso del derivado aminoacilado 38, las concentra

ciones empleadas estuvieron entre 2.92x10-3 M y 4.28x10-3 M (entre 1.6

mg y 2.4 mg pesados). Con respecto a las distintas soluciones de

nucle6filos, se tomó 1 ml de cada una de ellas, se obtuvieron de la

siguiente manera: KCN: 100 mg en 10 ml de una soluci6n al 90 % de DMF

en agua, 100 mg en 10 ml de una soluci6n acuosa al 95 % en MeOH;

piperidina: 10 ml de dos soluciones, una al 20 % en DMF y otra al 50 %

en DCM; NH3: para obtener las dos soluciones que se utilizaron, se
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hizo burbujear éste en 100 ml de OMF y 100 ml de MeOH, colocados en un

baño de hielo durante 12 h, siendo la concentración final de dichas

soluciones de 2.6 M y 9.2 M respectivamente (determinadas por diferen

cia de peso); OlEA: se prepararon dos soluciones, una al 20 % en MeOH

y otra al 20 % en tioetanol. Para el paso del BU4N+F-, se utilizó

una solución 0.05 M en OMF, de la cual se emplearon 370 �l (cinco
veces de exceso). Antes de adicionar cada una de estas soluciones al

éster, se añadió a cada muestra de derivado aminoacilado una cantidad

de naftaleno como patrón interno, la cual osciló entre 2.8 mg y 4.3 mg

(2.19x-2 M y 3.33x10-2 M respectivamente).
Para cada experimento se realizaron dos determinaciones, utili

zando para detener la reacción 20�1 de cada solución y diluyéndolos
en la cantidad equivalente de solución de HCl en dioxano para neutra

lizar el medio (en este caso, se emplearon dos soluciones de este

ácido, cuyas concentraciones fueron 2 mM y 0.11 M, según la cantidad a

neutralizar). Acto seguido, se realizó el análisis de la muestra por

HPLC.
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CONCLUSIONES



- Se ha procedido a la síntesis de la Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(But)
G1y-OH, fragmento 1-4 de la toxina 11 del escorpión IIAndroctonus

austra1is Hectorll• Como protector de la cadena lateral del ácido

aspártico se ha utilizado el grupo terc-buti10, por 10 cual ha sido

necesario el uso de una estrategia de terc-butoxicarboni1aminoácidos.

De cara a evitar la formación de dicetopiperazinas se ha introducido

el ácido aspártico como integrante del dipéptido Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)
OH. Dicho dipéptido se ha sintetizado en solución utilizando como

intermedio de síntesis el ester succinimídico de la N -f1uoreni1meto

xicarboni1-N-benci10xicarboni1-1isina.

- Se ha investigado la posibilidad de síntesis de1�-ester terc
butí1ico del ácido aspártico utilizando métodos de protección simulta

nea de los grupos funcionales de la posición lIall (amino y carboxi10).
En este sentido, se han sintetizado los complejos de cobre y de boro

de este aminoácido, no obteniéndose ningún resultado positivo con los

métodos que se han aplicado.

- Se ha estudiado el efecto de la piperidina sobre la Boc-G1y-0-

CH2-Nbb y la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-G1y-0-CH2-Nbb. Mientras que en el

primer caso, utilizando piperidina al 20 % en dimeti1formamida, se ha

detectado únicamente un 0.5% de liberación de aminoácido al cabo de 10

min (tiempo normalmente utilizado para la desprotección del grupo

f1uoreni1metoxicarboni10), en el segundo se ha encontrado un 3% apro

ximadamente de liberación de tripéptido protegido con un tratamiento

similar. Alternativamente, el tratamiento de la peptidi1-resina duran

te 2 min con piperidina al 50% en cloruro de meti1eno, condiciones en

las que la desprotección del grupo amino terminal es total, da como

resultado una cantidad sensiblemente superior de péptido liberado

(aproximadamente 8%).
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Para el caso de la aminoaci1-resina se ha podido comprobar que un

82 % del producto liberado es glici1amida, siendo el 18 % restante

aminoácido libre.

- La Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(But)-G1y-0-CH2-Nbb se ha foto1izado

utilizando diferentes condiciones experimentales. Así, se ha introdu

cido una nueva lámpara en el sistema fotoquímico y se ha incrementado

la temperatura, obteniéndose mejores resultados que en las condiciones

habituales de trabajo. Sin embargo, el estudio por HPLC del crudo

peptídico muestra mayor presencia de impurezas, 10 cual no ha sido

impedimento para acceder a la purificación del péptido. Una de las

impurezas que ha acompañado al producto en prácticamente todos los

crudos foto1íticos ha sido identificada como ftalato de dioctilo,

compuesto que se puede encontrar en disolventes como el metano1.

- Para la purificación de la Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(But)-G1y-OH se

han ensayado 3 métodos cromatográficos, HPLC semopreparativo, cromato

grafía de media presión y cromatografía de exclusión molecular, con

resultados diversos. Con respecto al primer método, se han conseguido
encontrar unas condiciones isocráticas de separación aceptables (36%
de agua, 39% de AcCN, 25% de DMF, 0.1% de ácido propiónico; 3 m1/min;

ALTEX-C18), llegándose a cargar hasta 17 mg de crudo de pureza supe

rior al 90 %. Sin embargo, el rendimiento de purificación ha sido sólo

del 40 %, resultado que se ha atribuido a la adsorción irreversible

del producto sobre la columna. La cromatografía de media presión se

ha mostrado ineficaz para resolver este problema particular. La croma

tografía de exclusión molecular ha sido la que ha dado los mejores

resultados, pudiéndose recuperar más del 95 % de péptido de elevada

pureza, inyectando 37 mg de crudo procedente de fotólisis (Sephadex
LH-20, metanol, 30 m1/h).

- Se ha ensayado el acoplamiento de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)
Gly-OH sobre el fragmento 5-64 de la toxina (unido a una resina benz

hidrilamina), encontrándose unas condiciones con las que se ha conse

guido un 99 % de rendimiento (5 veces de exceso de péptido, diciclohe-
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xi1carbodiimida/hidroxibenzotriazo1, dimeti1morfo1ina; 24 h).

- Se ha estudiado la posible formación de péptido epímero duran

te el acoplamiento de la Fmoc-Lys(Z)-Asp(But)-OH sobre la H-G1y-0-CH2-
Nbb. Para ello, se ha diseñado una nueva síntesis de la Boc-Va1-

Lys(Z)-Asp(But)-G1y-0-CH2-Nbb, a partir de la Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(But)
OH y de la aminoaci1-resina en presencia de dimeti1aminopiridina. Una

vez realizada la fotó1isis, se ha podido detectar por HPLC un nuevo

producto peptídico que se ha podido identificar por cromatografía de

gases en columna capilar quira1 acoplada a espectrometría de masas

como el tetrapéptido correspondiente epimerizado en el ácido aspárti
co. La cuantificación de este producto por hidrólisis y análisis de

aminoácidos ha dado un valor de un 38 % con respecto a la cantidad

total. Una vez se ha identificado el epímero, se ha podido comprobar
por HPLC la ausencia de éste en los crudos de las diferentes fotólisis

que se han realizado.

- Para el estudio de la formación de péptido-imida en distintas

condiciones se han sintetizado la Boc-Val-Lys(OC1Z)-Asp(cHex)-Gly
Tyr(cHex)-lle-0-CH2-Pam, la Boc-Val-Lys(OC1Z)-Asp(Bz)-Gly-Tyr(cHex)
Ile-0-CH2-Pam y la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr(cHex)-lle-0-CH2-Pam
(péptido correspondiente al fragmento 1-6 de la toxina II del escor

plon IIAndroctonus australis Hectorll). Para las 2 primeras peptidil
resinas se ha seguido la metodología habitual de Boc-aminoácidos; con

respecto a la tercera peptidil-resina, se ha aplicado una estrategia
de Fmoc-aminoácidos a partir de la introducción del ácido aspártico.

- A partir de la Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr(cHex)-lle-O
CH2-Pam, por tratamiento con trietilamina al 10 % en diclorometano,
se ha preparado la correspondiente péptido-imida. La separación del

péptido libre y la imida se ha conseguido mediante cromatografía de

intercambio iónico (carboximeti1celulosa), con un rendimiento de

purificación del 93 %. La caracterización de ambos productos se ha

llevado a cabo por RMN de 1H, IR y masas (FAB). El tratamiento de la

imida con trietilamina al 5 % en agua da lugar a los péptidos lIall y
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11[311 en una proporción de 1 a 3 (cuantificado mediante HPLC),los cuales

se han caracterizado con la ayuda de la digestión enzimática con

Leucinoaminopeptidasa. Se ha puesto a punto un método analítico basado

en el HPLC para estudiar a formación de imida en las diferentes condi

ciones utilizadas (A: agua, 0.045 % de TFA; B: AcCN, 0.035 % de TFA;
del 10% al 20% en 10 mirr; 1.5 m1/min; 280 nm; VYDAC C-18).

- El tratamiento con f1uoruro de hidrógeno de las 3 hexapepti
di1-resinas (O°C, 10 % de para-creso1; condiciones IIHighll) ha dado

lugar a cantidades similares de imida (entre el 5 y el 6%). Por otro

lado, se han ensayado diferentes tratamientos ácidos sobre la Boc-Val

Lys(Z)-Asp(But)-Gly-Tyr(cHex)-Ile-0-CH2-PAM, encontrándose el valor

más elevado (12% de imida) cuando se ha utilizado f1uoruro de hidróge
no en condiciones IILow-Highll• Con respecto al IIscavengerll utilizado,
no se ha detectado diferencia alguna entre la utilización de p-cresol

yanisol.

- El tratamiento de las tres hexapeptidi1-resinas con diisopro

pi1eti1amina previamente a la rotura con flururo de hidrógeno, no

tiene efectos apreciables en la formación de péptido-imida (6%). La

piperidina muestra un efecto mucho más drástico, siendo la formación

de imida prácticamente cuantitativa a los 10 min cuando la cadena

lateral del ácido aspártico ha estado protegida con el grupo benci10.

Cuando el grupo protector ha sido el ciclohexi10 se ha encontrado un

2.5 % de subproducto en el mismo tiempo (correspondiente a un ciclo de

desprotección de un grupo fluorenilmetoxicarboni1o). Para el grupo

terc-butilo como protector, se ha encontrado un 0.3 % de imida en las

mismas condiciones. Los valores obtenidos con respecto a la piperidina
se han obtenido teniendo en cuenta la formación de los péptidos
piperidida lIall y "[3" a partir de la imida, los cuales se han identifi

cado por hidrólisis y análisis de aminoácidos e hidrólisis enzimática

con Leucinoaminopeptidasa. La separación de los dos productos en las

condiciones cromatográficas utilizadas ha sido perfecta.

- Se ha estudiado la síntesis del Boc-Asp(Fm)-OH de cara a su
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utilización en la síntesis de la Boc-Va1-Lys(Z)-Asp(Fm)-G1y-Tyr(cHex)
I1e-0-CH2-Pam. En este sentido, se han ensayado los métodos utilizados

en los intentos de síntesis del H-Asp(But)-OH. Mientras que los resul

tados obtenidos con el complejo de cobre han sido negativos, la utili

zación del complejo de boro se ha mostrado especialmente útil para la

síntesis de este derivado. Así, utilizando como productos de partida
el f1uoreni1metano1 y la dicic10hexi1carbodiimida, en presencia de

DMAP, se han conseguido rendimientos superiores al 80 % en todas las

etapas de síntesis.

- Se ha realizado un estudio preliminar de la utilización de los

esteres de f1uoreni1meti10, 3-pico1i10 y 4-pico1i10 para la síntesis

de H-Va1-Lys-Asp-G1y-Tyr-I1e-OH, de cara a minimizar la formación de

succinimida. Los tres grupos protectores se han mostrado poco estables

en las condiciones ácidas utilizadas para la liberación del péptido de

la resina (HF, 10% de para-creso1, 10°C, 1 h; entre un 25% y un 40% de

desprotección), detectándose en todos los casos la presencia de pépti
do-imida (entre un 3% para el es ter de f1uoreni1meti10 y un 12% para

el ester de 4-pico1i10). Con respecto al ester de f1uoreni1meti10, los

resultados obtenidos en los ensayos realizados con piperidina y

fluoruro de tetrabutilamonio muestran que la desprotección ha sido

cuantitativa en las condiciones utilizadas (piperidina al 20% en DMF;
solución de fluoruro de tetrabuti1amonio 0.05 M en DMF). Para los

esteres de pico1i10, la reducción con paladio/carbono/formiato amónico

ha sido cuantitativa a los 10 mino Salvo para el caso del ester de 3-

picolilo, se ha detectado un aumento en la formación de péptido-imida
durante la reacción de desprotección (un 30% aproximadamente para el

ester de f1uorenilmetilo y un 7% para el ester de 4-picoli10).

- Se ha ensayado en solución un modelo del a-(4-bromometil-3-
nitro-4-benzamido)bencilpo1iestireno para su aplicación en el estudio

del acoplamiento del primer aminoácido y en la búsqueda de nuevas

condiciones de reacción. En este sentido, se han sintetizado la N

benzhidri1-(4-bromometil-3-nitro)benzoi1amida, la N-benzhidri1-(4-
terc-butoxicarboni1g1ici1oximetil-3-nitro)benzoilamida y la N-benzhi-
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dril-(4-terc-butoxicarbonilproliloximetil-3-nitro)benzoilamida, si-

guiendo una metodología similar a la utilizada en fase sólida.

- Los primeros resultados obtenidos han puesto en evidencia la

relativa estabilidad del derivado halogenado en DMF o DMA, dependiendo
de la pureza del disolvente. En este sentido, el agua, la dimetilami

na, el ácido fórmico y el ácido acético pueden reaccionar con este

producto para dar los productos de sustitución nucleófila, hecho que

se ha confirmado mediante la síntesis de éstos en solución, es decir,
la N-benzhidril-(4-hidroximetil-3-nitro)benzoilamida, la N-benzhidril

(4-dimetilaminometil-3-nitro)benzoilamida, la N-benzhidril-(4-formilo
ximetil-3-nitro)benzoilamida y la N-benzhidril-(4-acetoximetil-3-ni
tro)benzoilamida.

- Durante el acoplamiento de la Boc-Gly-OH sobre el derivado

halogenado se han detectado procesos de oxidación-reducción, pudién
dose aislar uno de los productos resultantes, la N-benzhidril-(4-
formilmetil-3-nitro)benzoilamida, de ensayos realizados en medio bási

co. Este producto se ha caracterizado por HPLC, por lo que se ha

podido comprobar su presencia en la mezcla de la reacción de acopla
miento. En conjunto, todas estas reacciones competitivas han hecho

descender entre un 5 % y un 10 % el rendimiento de acoplamiento.

- Se han realizado ensayos de acoplamiento en diclorometano,
dioxano y acetato de etilo, en presencia de diisopropiletilamina y la

sal potásica del aminoácido con eter 18-crown-6. Mientras que en el

primer caso la reacción ha sido extremadamente lenta (del 1% al 3% en

30 min), el segundo método ha dado resultados satisfactorios, encon

trándose los porcentages más elevados para el acetato de etilo y el

dioxano (más del 70 % de rendimiento a los 15 mino en los 2 casos);
sin embargo, la pureza del producto final ha sido superior para el

segundo disolvente (95% aproximadamente) que para el primero (90%
aproximadamente). Este método se ha aplicado en fase sólida con los

aminoácidos más usuales, encontrándose los valores de funciona1ización

más elevados para la Boc-G1y-OH y la Boc-Pro-OH (1 h de reacción), los
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cuales han sido similares al valor obtenido para el primero por el

método de la sal de cesio, utilizando como disolvente dimetilacetami

da. Por otro lado, se han obtenido resultados negativos para la aspa

ragina, glutamina y arginina, no detectándose prácticamente acopla
miento. En estas mismas condiciones se ha realizado la síntesis de la

Boc-Val-Lys(Z)-Asp(But)-Gly-OH, obteniéndose por hidrólisis y análisis

de aminoácidos una funcionalización similar que la encontrada en la

síntesis de este péptido en las condiciones habituales.

- Se ha ensayado la aplicabilidad del modelo monomérico al

estudio de la liberación del péptido de la resina por distintos méto

dos: fotólisis, hidrólisis básica y nucleófilos. Con respecto al

primer caso, se ha comprobado que la diisopropi1eti1amina puede mejo
rar los rendimientos tanto en fase heterogénea como en fase homogénea,
así como el nulo efecto de la presencia de agua en el medio. Se ha

puesto también en evidencia una competencia frente al propio mecanismo

de fotó1isis del ataque nuc1eófilo sobre el grupo carbonilo del amino

ácido cuando se realiza la reacción en presencia de amoníaco. Este

mismo mecanismo se ha observado en la hidrólisis básica en presencia
de un alcohol, en la que se obtiene en una primera etapa el correspon

diente ester del aminoácido utilizado. Este último método se ha mos

trado ineficaz a la hora de aplicarlo sobre la Boc-Val-Lys(Z)-Asp

(But)-G1y-0-CH2-Nbb por descomposición del péptido. Con respecto a la

utilización de nucleófi10s, tanto el ión cianuro como el fluoruro han

dado buenos resultados con los dos aminoácidos estudiados (95% de

MeOH, 10 eq de KCN, 7 h, 100%; solución de f1uoruro de tetrabutilamo

nio 0.05 M en DMF, 5 eq, 10 min, 100%).
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