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NOTA SOBRE NOMENCLATURA

A lo largo de esta Memoria se han utilizade la nomenclatura y
simbolismo de aminodcidos recomendados por la Comisién de Nomenclatura
de Bioquimica (JCBN) de la IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolism for
Aminoacids and Peptides”, Pure & Appl. Chem., 1984, 56, 595).

L.os aminodcidos se nombran mediante el sistema de simbolos de tres
letras y pertenecen a la serie natural L, salvo que se indigue lo contrario. Las
sustituciones sobre el grupo w-NHg se indican anteponiendo el simbolo
aceptado para el sustituyente al simbolo del aminoacido, mientras que las
sustituciones sobre los grupos funcionales de las cadenas laterales se indican

entre paréntesis, inmediatamente después del simbolo del aminoacido.

En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no
acilado por otro aminodcido, se denomina N-terminal v ¢l que tiene el grupo
carboxilo Iibre se denomina C-terminal. Tanto para nombrarlos como para
representarlos graficamente se comienza por el residuo N-terminal, seguido

de los aminoacidos internos en orden, para finalizar con el residuo C-terminal.

Para las sustituciones del enlace peptidico por agrupamientos
bioisGsteros se utiliza la terminologia aceptada para pseudopéptidos,
consistente en la introduccién de la letra griega ¥ entre los simbolos de los
aminodcidos cuyo enlace peptidico se ha modificado, seguida del agrupamiento
que sustituye al enlace peptidico entre corchetes.






ABREVIATURAS UTILIZADAS

Boc : terc-butoxicarbonilo

BOP : hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio
DCC : N, N'-diciclohexilcarbodiimida

DCU : N,N'-diciclchexilurea

DIEA : diisopropiletilamina

DMAP : N,N-dimetilaminopiridina

DME : 1,2-dimetoxietano

HOSu : N-hidroxisuccinimida

In : 3-indolilo

MTPA : acido a-metoxi-a-(trifluorometil)fenilacético
NMM : N-metilmorfolina

TEA : trietilamina

TFA : dcido trifluoroacético

TFAE : 1-(9-antril)-2,2,2-trifluoroetanol

THEF : tetrahidrofurano

7 : benciloxicarbonilo
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E! descubrimiento y caracterizacién, asi como el estudio de las
propiedades y funciones hiolégicas, de los péptidos bioactivos, han tenido un
desarrollo exponencial en los dltimos 40 afos. Este desarrolio es resultado de
los avances surgidos tanto en la quimica orgdnica de péptidos (sintesis en fase
solida), la biologia molecular (produccién de hormonas por ingenieria
genética, clonaje de receptores), como en las técnicas disponibles para los
estudios estructurales, m&ds quimico-fisicos (RMN, métodos informdticos) y
para la caracterizacién farmacolégica (ensayos de unién al receptor,
radicinmunoensayos). La participacidn de los péptidos en la mayoria de los
procesos bioquimicos, donde actian como hormonas y/o neurotransmisores,
hace que la modulacién con agonistas o antagonistas de los receptores
peptidicos asociados a la superficie celular, o la inhibicién de las enzimas
implicadas en su biosintesis y/o degradacién, puedan tener importantes
implicaciones terapéuticas (Figura 1). De hecho, péptidos o anélogos
peptidicos, entre los que destaca como ejemplo cldsico la Insulina, son ya de
uso clinico generalizado. Entre ellos, los andlogos sintéticos del Factor
Laberador de la Hormona Luteinizante (LH-RH), Buserelin y Goserelin, y de la
Somatostatina, Octeotride, se han comercializado para el tratamiento de
ciertos tumores, mientras que el Acetato de Desmopresina, un agonista
selective de Vasopresina, se utiliza actualmente en el tratamiento de la
diabetes insipida -3,

Desafortunadamente, el interés de los péptidos como fuente directa de
nuevos fdrmacos estd limitado por una serie de propiedades adversas,
inherentes a la propia estructura peptidica, como son:

a) Baja estabilidad metabélica o, lo que es lo mismo, répida degradacién
por peptidasas tanto en el tracto gastrointestinal como en la sangre,
que origina efectos biolégicos de corta duracién.

b) Pobre biedisponibilidad oral, debida al alto peso molecular de estos
compuestos o a la falta de sistemas especificos de transporte o a una
conjuncién de ambos factores.
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Figura 1. Principales grupos de péptidos bioactivos e interés

terapéutico de los mismos

Péptido

. NEUROPEPTIDOS

Péptidos opioides
Sustancia P (SP)
Neurotensina (INT)
Neuroguininas (NK)
Hormonas del Hipotalamo
Tirotropina (TRH;}
Somatostatina (8T

Factor Liberador de la
Hormona Luteinizante (LH-RH)

Hormonas de la Hipéfisis
Hormona del Crecimiento
(Somatotropina)
Oxitoeina (OT)
Vasopresina

. PEPTIDOS GASTROINTESTINALES

Insulina
Glueagon
Gastrina
Colecistoguinina (CCK)

Interés terapéutico

Analgésico

Hipotensor, antiinflamatorio
Hipotensor

Hipotensor, antidepresivo

Desérdenes tiroidales
Diabetes, dleceras gdstricas,
cancer de prostata

Fertilidad, contracepcidn,
cancer de préstata

Enanismo, osteoporosis
Contracciones uterinas
Diabetes insipida

Diabetes

Hipoglicemia, fallo cardiaco
Secrecién HCI

Pancreatitis, anorexia,
ansiedad

. PEPTIDOS DE IMPORTANCIA INMUNOLOGICA

Ciclosporinas
Muramilpéptidos

Inmunosupresor (Transplantes)

Inmunoeestimulante

. PEPTIDOS DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Inhibidores de ECA
Inhibidores de Renina

. VACUNAS

Péptidos sintéticos

. PEPTIDOS NATRIURETICOS ATRIALES
ANF

. OTROS

Saborizantes
Péptides antibigticos
Péptidos-Leucotrienos

Antihipertensor
Antithipertensor

Gripe, SIDA

Diurético, antihipertensor

Edulcorante (Aspartame)
Antibidtico
Antialérgico, antiinflamatorio
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¢) Rdpida excrecién a través del higado y del riiién.
d) Alta flexibilidad conformacional, que conlleva la posibilidad de unién

a diversos receptores y, por lo tanto, una baja especificidad de accién.

Uno de los mayores retos actuales de la Quimica Médica es encontrar
vias racionales para la transformacién sistemdtica de la informacién con-
tenida en un ligando peptidico natural en moléculas no peptidicas de bajo peso
molecular, capaces de interaccionar con receptores especificos para ese ligan-
do y de mimetizar o bloguear la accién del péptido endégeno considerado 4-7. Es
de esperar que estos compuestos no peptidicos, denominados peptido-
miméticos, posean propiedades farmacodindmicas mejoradas con respecto a
las de los péptidos naturales y, por lo tanto, pueden considerarse a priori un
objetivo mejor en el proceso de desarrollo de nuevous farmacos. Por otra parte,
la aparicién de reacciones inmunolégicas tras la aplicacién de farmacos
peptidicos es otro factor que apoya, cada vez més, la necesidad de profundizar
en la investigacion conducente al desarrollo de peptidomiméticos 8.

1.1. APROXIMACIONES HACIA LA BUSQUEDA DE PEPTIDOMIMETICOS

L.a obtencién de peptidomiméticos puede abordarse desde dos
perspectivas bien diferenciadas, la bisqueda al azar, mas o menos dirigida, de
nuevos compuestos cabeza de serie y el disefio racional 9.

1.1.1. BUSQUEDA AL AZAR DE NUEVOS COMPUESTOS CABEZA DE SERIE

Esta estrategia consiste en el ensayo generalizado de compuestos tanto de
origen natural como sintético, sobre un amplio abanico de receptores peptidi-
cos, con el fin de identificar estructuras cabeza de serie. Posteriormente, a
partir de aquel compuesto que haya mostrado una afinidad interesante,
aunque generalmente moderada, por un determinado receptor, se aplican los
principios de variaciones estructurales cldsicos de la Quimica Médica hasta
lograr el desarrollo de un agente terapéutico con propiedades adecuadas 10-12,

El primer gran éxito en este campo surgié a raiz de la moderada
capacidad para actuar como antagonista de Colecistoquinina (CCK) mostrada
por la Asperlicina (1) 13.Tras una serie de modificaciones en el anillo de
1,4-benzodiazepina, caracteristica estructural clave para la actividad de este
producto natural, se desarrollaron los compuestos MK-329 (Devazepide, 2),
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antagonista selectivo de los receptores periféricos de CCK (CCKp) y activo por

via oral 14, asi como el andlogo L-365,260 (3), que resulté ser un antagonista
selectivo de los receptores centrales {(CCKpg) de este neuropéptido 15,

Concretamente, el Devazepide estd siendo objeto de estudios clinicos en

humanos para explorar su potencial aplicacién en la pancreatitis y en el
sindrome de irritacién intestinal. Por otra parte, los antagonistas de CCKp

pueden ser de utilidad para el tratamiento de disfunciones alimentarias y

oCH
N
—= N O H

ciertos desérdenes asociados con la ansiedad.

Entre otros ejemplos de peptidomiméticos desarrollados por esta via se
pueden destacar el compuesto 4, antagonista de Angiotensina II y, por tanto,
con aplicacién en el control de la hipertensién 16, los antagonistas de
Sustancia P 5 y 6, con interés para el tratamiento de la inflamacién y el
dolor 17,18 y e] antagonista de Oxitocina (OT) 7, que permitir4 la evaluacién de
la utilidad clinica de los antagonistas de OT en la prevencién del parto
prematuro 19,

Es de destacar que, aunque algunos de los antagonistas de neuropéptidos
comentados anteriormente estdn en fase clinica avanzada, esta via de
aproximacién no ha conducido todavia a la obtencién de peptidomiméticos con
capacidad para actuar como agonistas. Sin embargo, y como aspecto positivo,
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los peptidomiméticos surgidos de esta primera via pueden contribuir a una
mejor comprension de los grupos farmacéforos implicados en las uniones
péptido/receptor y, por lo tanto, deberan ser considerados a la hora de
emprender el disefio racional de un peptidomimético a partir del corres-
pondiente péptido bioactivo.

Ci

1.1.2. DISENO RACIONAL DE PEPTIDOMIMETICOS

La preparacién de peptidomiméticos a través de disefio racional,
utilizando un péptido de interés o sus andlogos como punto de partida para
realizar modificaciones estructurales posteriores, es la segunda via
desarrollada para acceder a este tipo de compuestos 20-22,

Teniendo en cuenta que en las interacciones péptido/receptor solamente
un reducido nimero de aminoAcidos del péptido bioactivo son responsables del
proceso de activacién/inhibicién de dicho receptor, parece razonable suponer

que moléculas pequefias puedan asumir sus funciones. Sin embargo, el disefio
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de estas moléculas es un proceso laboriose, ya que requiere el conocimiento
previo de los elementos quimicos y espaciales del farmacéforo de interés. Por lo
tanto, el disefio de un peptidomimético debe contemplar los siguientes puntos
fundamentales:

1. Identificacién de los grupos importantes para la unién al receptor.

2. Definicién de la disposicién tridimensional de dichos grupos.

3. Unién de los grupos necesarios para la interaccién en estructuras
rigidas, no peptidicas, que cumplan los reguisitos tridimensionales
previamente especificados.

A partir de un péptido biolégicamente activo, y como se indica de manera
esquematica en la figura 2, la primera etapa a llevar a cabo es la determi-
nacién del fragmento minimo necesario para la actividad biolégica. Una vez
conocido este fragmento, la sustitucién de cada uno de sus aminodcidos
constituyentes por alanina da idea de la importancia que tienen para la
actividad el tipo y la funcionalidad de las cadenas laterales de cada residuo.
Posteriormente, las sustituciones de los distintos aminoacidos por sus and-
logos de configuracién D aportan informacidén acerca de la disposicién espacial
preferida por las diferentes cadenas laterales. La D-sustitucién, junto con la
introduccién de aminodcidos modificados, generalmente andlogos conforma-
cionalmente restringidos, v el estudio de los derivados peptidicos resultantes
son de crucial interés para llegar a definir una serie de pardmetros conforma-
cionales locales, asf como para establecer la presencia de estructuras secun-
darias concretas 23. De una manera paralela, la sustitucion del enlace
peptidico por grupos bioisésteros o estructuralmente relacionados, tales como
CHoNH, COCHq, NHCO, permite determinar la participacién de los enlaces
CONH del esqueleto en las interacciones con el receptor, bien por formacién de
enlaces tipo puente de hidrégeno o bien por ser responsables de la adopcidén de
una disposicién espacial adecuada de las cadenas laterales criticas 24, La
preparacién de andlogos conformacionalmente restringidos, tanto por medio
de diferentes tipos de ciclaciones 21,23 como por introduccién de miméticos de
estructuras secundarias peptidicas 2525, constituye una etapa avanzada hacia
el desarrolio de peptidomiméticos, va que permite comprobar si los pardmetros
conformacionales previamente definidos se ajustan a la topografia del receptor
en estudio. Para ello, se han de realizar los andlisis conformacionales y fisico-
quimicos tanto de los compuestos que muestren actividad significativa como de
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PEPTIDO BIOLOGICAMENTE ACTIVO

Actividad
biologica

!

Eliminacién continua o
discontinua de residuos

Fragmento minimo activo

ﬂ Sustituciones por Ala

Importancia de las cadenas
laterales

Sustituciones por D-aminodcidos
y aminoacidos modificados

Definicién de pardmetros conformacionales locales
(Determinacién de la presencia de estructuras secundarias)

Sustitutos del enlace peptidico
Ciclaciones
Miméticos de la estructura

secundaria peptidica

Anilogos conformacionalmente restringidos

Anadlisis conformacional
Estudios fisico-quimicos

Hipétesis de la conformacion biocactiva

Disenio de nuevos compuestos
que mimeticen log elementos

tridimensicnales critices

PREPTIDOMIMBETICO

Figura 2. Aproximaciones haeia el disefio racional de peptidomiméticos.
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aquéllos que resulten inactivos. Una vez llegados a este punto, se define una
hipétesis para la conformacién bioactiva del péptido, a partir de la cual se
puede abordar la preparaciéon de moléculas pequenas, no peptidicas, que
cumplan los requisitos preestablecidos, tanto en cuanto a grupos funcionales
necesarios para la actividad como, y principalmente, en cuanto a su
disposicién espacial.

La falta de estudios de relaciones estructura-actividad detallados para
muchos péptidos bicactivos, junto con la dificultad de extrapolar las
conformaciones en estado sélido y/o en disolucién con las de unién a un
determinado receptor, ralentizan la obtencién de peptidomiméticos siguiendo
esta estrategia. Sin embargo, los ejemplos de compuestos no peptidicos
desarrollados por esta via en los dltimos afos apoyan la validez de la misma.
La primera aplicacién con éxito de esta estrategia se encuentra en el campo de
los inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA). Asi, los
compuestos Captopril (10) y Enalapril (11) surgieron, por disefio racional, a
partir del moderado poder de inhibicién sobre la ECA mostrado por el Teprétido
(8) vy el dipéptido 9 y del conocimiento de la presencia de un dtomo de Zn en el
centro activo de dicha enzima 27.28, Pogsteriormente, estudios de modelizacién
molecular, basados en las coordenadas de R-X y en datos de RMN del
Captopril, permitieron el disefio de una nueva generacién de inhibidores
conformacionalmente restringidos, entre los que destaca el Cilazapril (12) 29,30,
Los compuestos 10, 11 y 12 se encuentran actualmente comercializados para el
tratamiento de la hipertensién arterial.

H-pGlu-Trp-Pro-Arg-Pro-Glu-lle-Pro-Pro-OH H-Ala-Pro-OH
8 9
Ph
o, Ph
HS \_/'\’/ 3\!? : (Ha
| A /H(
9] CO,H HOCO HOCO
CO,H
10 11 12

Mds recientemente 31, la utilizacién de la 3-desoxi-B-D-glucosa como

molde para el anclaje de las cadenas laterales esenciales del andlogo de

24 —



Somatostatina (ST) 15, ha conducido a los derivados 13 y 14, gue se unen al
receptor de la ST con afinidades de rango micromolar, mostrando propiedades
mixtas agonista/antagonista. El compuesto 13 se une también a los receptores
B-adrenérgicos y al receptor de la Sustancia P, todos ellos receptores acoplados

a proteinas G, lo que pone de manifiesto una gran similitud estructural en los
centros de unién de esta familia de receptores. Por su parte, el benciloxi
derivado 14 actia como un antagonista potente de la 8P 31,

rph /™~ NH Ph
— 0O H
NS O/‘k /L(N o~/ NH
- Y -
H 0o
R O N
0" "NH
0
. 0 H
/_ o O >7N N ‘.“)\
o \ﬂ_\' pr H 0 \
NH OH NH2

R=H,OBn 13,14 15

Basdndose en la rigidez y en las multiples posibilidades de anclaje que
ofrecen los esqueletos de tipo esterdidico, el grupo de Hirschmann ha
preparado el compuesto 16, como mimético del péptido H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-
Pro-OH (17), un agonista del receptor del Fibrinégeno, responsable de la
iniciacién de la agregacién plaquetaria. Desafortunadamente, el antagonista
16 presenta una afinidad demasiado baja para ser considerado como un
candidato de utilidad terapéutica 32.

H H
N.__NH, N_ _NH,
N g
NH
H
N
H-Gly — N
H O |
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HO-Pro-Ser"N\'A
CO,H O con
16 17
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El derivado de piperidina 18, peptidomimético antagonista de SP, fue
disefado a partir de estudios combinados de RMN y de mecdnica molecular de
la SP y anilogos activos, y admitiendo la hipétesis de que el fragmento
-Phe-Phe- es el responsable principal de la uni6n al receptor de la SP (19) 33,

0
N
Spen.
Ph

18
51 H Ph
H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-GIn—N N{
X Cly-Leu-Met-NH,
O 0

19

El derivado de ciclohexano 1,3,5-cis-trisustituido 20 se disefié como
mimético de la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH, pGlu-His-Pro-NHo,
21), un péptido hipotaldmico que parece relacionarse con ciertos desérdenes de
la memoria, como son los asociados con la enfermedad de Alzheimer. El
compuesto 20 presenta una actividad similar a la TRH en diversos modelos
animales, siendo activo por via oral. Sin embargo, este peptidomimético no
compite con la TRH tritiada en su unién al receptor, por lo que se estd
estudiando el mecanismo de accidén a través del cual este dertvado es capaz de
mimetizar los efectos del péptido endégeno 34,

Ph

20 21
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1.2. RESTRICCIONES CONFORMACIONALES EN PEPTIDOS BIOACTIVOS.
UTILIZACION DE LACTAMAS

La determinacién de relaciones estructura tridimensional-actividad en
péptidos bioactivos, enormemente dificultada por la flexibilidad inherente a las
estructuras peptidicas, constituye una etapa fundamental en el disefio racional
de peptidomiméticos. Dado el amplio desconocimiento de los receptores
peptidicos y la dificultad de establecer cudl o cudles de los muchos conférmeros
presentes en disolucién se ajusta(n) a la geometria del receptor, para abordar
este problema se aplica una aproximacién sintética que consiste en la
introduccién de restricciones conformacionales. As{, es de esperar que un
andlogo conformacionalmente restringido adopte, en disolucién, conforma-
ciones preferentes, que permitan una extrapolacién mas fidedigna de lafs)
conformacion(es) bicactivals). Atendiendo al grado de rigidez que se incorpora
al péptido, las restricciones conformacionales pueden agruparse en tres

apartados:

1. Restricciones locales: Incorporacién de sustitutos del enlace peptidico
como N-alquil derivados, retroandlogos, dobles enlaces trans y
restricciones de la movilidad de las cadenas laterales, como w-alquil,
dehidro v ciclopropil aminoacidos.

2. Restricciones regionales: Introduccién de miméticos de la estructura
secundaria peptidica, hélices o, ldminas B, giros inversos By 7.

3. Restricciones globales: Ciclaciones.

Los dos primeros tipos de modificaciones son muy ttiles para dar una
visién general de la importancia de la conformacién de residuos especificos v
de la participacién o no de estructuras secundarias, respectivamente, en la
unién al receptor. Por otra parte, los compuestos obtenidos mediante
ciclaciones N-C-terminal, cadena lateral-grupos N- y/o C-terminales o por
unién de los grupos funcionales de distintas cadenas laterales, facilitan el
estudio de la conformacién global del péptido y la extrapolacién de esta
conformacién con la de unidén al receptor. Ademéds, la introduccién de
restricciones conformacionales proporciona en muchos cascs ligandos
selectivos para un determinado subtipo de receptor e incrementa de manera
general la resistencia frente a la protedlisis enzimatica 521,

L.a incorporacién de lactamas en péptidos bioactivos como via para la
preparacién de andlogos conformacionalmente restringidos fue iniciada por
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Freidinger a principios de la década de los 80 35-37, Estas lactamas, concebidas
en principio para fijar el enlace peptidico en su forma frans, han marcado la
pauta de una linea de investigacién de creciente actualidad que engloba a los
miméticos de la estructura secundaria peptidica, también denominados
miméticos de la conformacién peptidica 25,26, En los dltimos afios se han
descrito un gran numero de ciclos pequenos, principalmente de tipo lactdmico,
cuya incorporacién en péptidos de interés biolégico ha dado lugar a andlogos
conformacionalmente restringidos que, en mayor o menor medida, han
contribuido al esclarecimiento de las interacciones péptido-receptor 25,26 I .a¢
estructuras m4s representativas de estos compuestos se recogen en la figura 3.

COH
Oy R
N COH
HQN&( e HN._, O NH, COH
O =R
22 n=1,2 23 24
O; Onp
W\ N COH HQN’QKN
H o q O coH
25 n=1,2 26 n=1,2

COH

:

)

o
B

e

27 28

Figura 3. Lactamas de utilidad para la introduccion de restricciones
conformacionales en péptidos.

La introduccién de y- y &-lactamas de tipo 22 ha dado lugar a la obtencién
de agonistas o antagonistas de diferentes péptidos biocactivos 35,38.39 asf como a
interesantes inhibidores enzimdaticos 40, La lactama monociclica 23 fue
disefiada como mimético de giros B por Olson y colaboradores 41, habiéndose
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demostrado, tanto por RMN como por modelizacién molecular, que es un buen
mimético de este tipo de estructura secundaria peptidica. Por otra parte, la
lactama de siete miembros 24, ideada para restringir conformacionalmente
giros v, se ha utilizado para estudiar la contribucién de estos giros en la
conformacién biocactiva de antagonistas del receptor del Fibrindgeno v de
inhibidores de la proteasa del HIV-1 4243, Los derivados de espirolactama 25
son capaces de forzar conformaciones de giro P tras su incorporacién en
diferentes sistemas peptidicos 4446, De manera similar, la introduccién del
BTD (Bicyclic Turned Dipeptide, 26, n = 2) en péptidos de interés biolégico
induce a éstos a adoptar conformaciones de giro f 47-49, Los buenos resultados
obtenidos con el BTD han conducido a un desarrollo espectacular en la

busqueda de lactamas biciclicas, estructuralmente relacionadas, como
miméticos de giros $ [26 (n = 1), 27, 28 y otras] 20-56,

1.3. ANTECEDENTES INMEDIATOS, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Teniendo en cuenta el interés general despertado por los analogos
peptidicos conformacionalmente restringidos, y en particular por las
estructuras lactdmicas referidas en el apartado anterior, se plantearon como
objetivos sintéticos principales para este trabajo la obtencion de los derivados de
2,5-dicetopiperidina 30 y 3-oxoindolizidina 31, indicados en el esquema
siguiente, como representantes de lactamas monociclicas y biciclicas,

respectivamente.

CO,H

CO,R 30
O coR
0
29 R N COH
R2
NH,

31
Ruta A: Rl, R? = cadenas laterales de aminoécidos

Ruta B: R = (CHp)zNHg; R? = cadenas laterales de aminodcidos
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Las 2,5-dicetopiperidinas 30 podrian ser incorporadas posteriormente a
péptidos de mayor tamano para conducir a andlogos conformacionalmente
restringidos en el pseudodipéptido N-terminal, o bien dar paso a los
pseudodipéptidos cetometilénicos correspondientes tras una simple
descarboxilacién. En ambos casos, la presencia del anillo monolactamico
vendria a contrarrestar el aumento de flexibilidad conformacional resultante
de sustituir el enlace peptidico -CONH- por el isdstero cetometilénico -COCHos-,
sustitucién generalmente utilizada para proporcionar resistencia frente a
peptidasas 24,

La eleccién de las 3-oxoindolizidinas 31 fue resultado de varias
consideraciones. Kn primer lugar, la presencia de grupos NHs v COsH las
hacfa susceptibles de incorporacién a cadenas peptidicas tanto en la posicién
C-terminal como en la N-terminal. En segundo lugar, dentro del interés
generado por las lactamas biciclicas como posibles miméticos de estructuras
secundarias peptidicas, las 3-oxeoindolizidinas 31 estdn particularmente
relacionadas con aquéllas cuyo mimetismo estd demostrado. Tal es el caso del
BTD (26) como mimético de giros B, indicado en el apartado anterior 47-49,

Desde el punto de vista de viabilidad sintética, la experiencia reciente de
nuestros lahoratorios en la preparacién de los 4-cetodiésteres derivados de
aminodcidos 29 5762, productos a utilizar como material de partida comin que
deberia dar acceso a las 2,5-dicetopiperidinas 80 y 3-oxoindolizidinas 31,
constituy6 un factor importante en la seleccién de ambos tipos de lactamas
como objetivos de este trabajo. Asi, el esqueleto de 2,5-dicetopiperidina 3-carboxi
sustituido deberia resultar de la §-lactamizacién de los aminodiésteres 29 6 de
derivados sencillos de éstos (Ruta A). Por su parte, el esqueleto de 3-oxo-
indolizidina 2-carboxi sustituide deberia formarse mediante aminacién
reductiva del cetodiéster derivado de ornitina 29 (R! = (CHg)3NH2], seguida de
acilacién intramolecular de la piperidina resultante (Ruta B). Una ruta
paralela, basada en la conocida capacidad de los derivados de Orn y Arg para
experimentar ciclaciones intramoleculares 36,63, habia sido puesta a punto en
nuestros laboratorios para la preparacién de 8-amino-3-oxoindolizidinas
2-aralquil sustituidas, carentes del resto carboxile, a partir de pseudo-
dipéptidos cetometilénicos derivados de ornitina 64. Esta experiencia propia,
unida a la referente a la obtencién de los compuestos 29, constituyen los
antecedentes sintéticos mds inmediatos del trabajo de esta Memoria.

Por dltimo, para empezar a explorar la utilidad en el campo de los
peptidomiméticos de los sistemas lactamicos 30 y 31, se definié también como
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objetivo de este trabajo la introduccién de los mismos en péptidos de interés
biolégico, asi como la posterior evaluacién biolégica de los andlogos
conformacionalmente restringidos obtenidos. Para este fin se eligieron los
neuropéptidos Colecistoquinina y Neurotensina, y mds concretamente, sus
fragmentos minimos activos CCKy4 (H-Trp-Met-Asp-Phe-NHog) y NTg.13 (H-Arg-
Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH). Ademds del interés particular que tienen estos
péptidos en la bisqueda de nuevos farmacos, como se detallara en el capitulo
correspondiente, la eleccién estuvo basada en sendas colaboraciones que
nuestro grupo mantiene con el Departamento de Farmacologia de la
Universidad de Navarra y la Compania Novo-Nordisk, interesados en los
estudios de CCK y NT, respectivamente. Como se concretard en el capitulo 2.3
de esta Memoria, para el disefio de los anailogos conformacionalmente
restringidos de estos neuropéptidos se han tenido en cuenta los estudios previos
de relaciones estructura-actividad descritos en la bibliografia para la CCK y la
NT, asi como los estudios de sus andlisis conformacionales respectivos.

Para abordar los objetivos anteriormente expuestos, se ha seguido el plan

de trabajo que se resume a continuacién:

— Derivados de 2,5-dicetopiperidinas como andlogos ciclicos de

pseudopéptidos cetometilénicos.
Puesta a punto de métodos de aplicacién general para la obtencién
del esqueleto fundamental de 2,5-dicetopiperidina y su extension a la
sintesis de pseudodipéptidos cetometilénicos. Estudio de las propie-
dades conformacionales de estas lactamas monociclicas por RMN.,

— Derivados de 3-oxoindolizidinas como andlogos conformacional-

mente restringidos de dipéptidos.
Sintesis de derivados de 8-amino-3-oxoindolizidina-2-carboxilato y
estudio de la enantioselectividad del proceso de formacién del anillo
de 3-oxoindolizidina. Andlisis de la capacidad de esta estructura
para inducir conformaciones de giro B.

— Analogos conformacionalmente restringidos de Colecistoquinina.
Sintesis y actividad biolégica de derivados de 2,5-dicetopiperidinas y
3-oxoindolizidinas analogos de CCK4.

— Andalogos conformacionalmente restringidos de Neurotensina.
Sintesis de andlogos de NTg.13 que incorporan 3-oxoindolizidinas en
sustitucién del dipéptido central Prol0-Tyrll, Ensayos de unién a los
receptores centrales de la Neurotensina.
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Se pretende, finalmente, que los resultados de actividad biolégica
obtenidos para los diferentes andlogos conformacionalmente restringidos de
CCK4 y NTg.13 sirvan para establecer relaciones estructura-actividad, asi como
para contribuir a perfilar los requisitos estructurales de los receptores de CCK
v NT, tanto en lo que se refiere a cadenas laterales imprescindibles para la
actividad como a su disposicién tridimensional concreta.

Los antecedentes, objetivos y vias de aproximacién a estos dltimos se
recogen de forma esquemadtica en la figura 4.
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Figura 4. Antecedentes, objetivos y vias de aproximacion del trabajo recogido en esta Memoria.
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2.1.  2,5-DICETOPIPERIDINAS COMO ANALOGOS CICLICOS
DE PSEUDOPEPTIDOS CETOMETILENICOS

Como se ha comentado en la introduccién, la sustitucién del enlace
amida por el agrupamiento bioisdstero cetometileno conlleva la pérdida de
rigidez del esqueleto peptidico. Con el fin de contrarrestar este efecto, se dirigié
la atencién hacia los correspondientes pseudopéptidos cetometilénicos ciclicos
como andlogos conformacionalmente restringidos. Llevados por este interés,
se disenaron los derivados de 2,5-dicetopiperidina-3-carboxilato 33 como
intermedios comunes, bien para dar acceso a los pseudodipéptidos ciclicos
ciclo[Xaa¥Y[COCHg]Yaal (34: Yaa = Gly; 35: Yaa # Gly) o bien a los analogos
3-carboxi 3-sustituidos 30, susceptibles de ser incorporados en los pseudo-
péptidos de mayor tamanio 36 (Esquema 1).
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Esquema 1
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Los 4-cetodiésteres 32, a utilizar como productos de partida para la
preparacién de los intermedios clave 38, estaban garantizados, dada la
experiencia previa de nuestro laboratorio en su sintesis a partir de
halometilcetonas derivadas de aminodcidos y malonato de dimetilo 37,98,

2.1.1. 3-METOXICARBONIL-2,5-DICETOPIPERIDINAS 6-SUSTITUIDAS

Para estudiar el método mds adecuado para la obtencién de estos
compuestos mediante lactamizacién de los correspondientes derivados de
5-amino-4-cetodiésteres, se seleccionaron aquéllos procedentes de fenilalanina
y triptéfano, yva que la presencia de anillos aromdticos deberia facilitar la
asignacién por RMN del nuevo centro asimétrico creado en posicién 3 del
anillo de 2,5-dicetopiperidina. Como método conocido 63-70, v en principio mas
directo, se ensayé en primer lugar la calefaccién a reflujo de MeOH de los
aminodiésteres 39 y 40, procedentes de la N-desproteccién de 37 v 38
(Esquema 2). Sin embargo, este procedimiento condujo, en nuestro caso, a los
derivados de pirazina 41 y 42, respectivamente, junte con productos de

descomposicidn.
R’ R!
CO,Me _HoPdC CO,Me
ZHN MeOL HN
O  coMe 0 coMe
37, 38 39, 40
A MeOH
Método 1
R N CO,Me
MeO,C - | +  productos de
~ CO,Me descomposicién
N r!
MeQ,C
41,42
37,39, 41: R = CHyPh
38,40, 42: R! = CH,In
Fsquema 2

La estructura de estos derivados fue establecida a partir de sus datos
analiticos y espectroscépicos, incluyendo Masas, 'H RMN y 13C RMN. En el
espectro de masas de 41 se observa el pico base a m/e 548, correspondiente al
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ion molecular, junto con las fragmentaciones caracteristicas de este tipo de
estructuras 7172, Los espectros de tH RMN de los compuestos 41 y 42 muestran
una notable simplicidad, observandose, en ambos casos, la desaparicién de los
protones o-CH y o-NH del aminocdcido de partida, junto con un
desapantallamiento considerable del grupo B-CHg de los correspondientes
aminodcidos. Este desplazamiento estd de acuerdo con el esperado para un
grupo metileno flanqueado por dos anilios aromaticos. Dada la simetria de
estas moléculas, las resonancias debidas a los grupos 2- y 5-CHo y al CH del
resto de malonato, aparecen como tnicos doblete y triplete, respectivamente, si
bien ligeramente desapantallados en comparacién con dichos protones en el
v-cetodiéster de partida. Finalmente, en los espectros de 13C RMN de 41 y 42 se
observan dos sefiales de carbono cuaternario a 150,25 y 147,91 ppm y 150,20 y
147 54 ppm, respectivamente, atribuibles a los carbonos 2 (5) y 3 (6), 0 viceversa,
del aniilo de pirazina 73,74,

[.a obtencién de estos derivados de pirazina puede explicarse por la
autocondensacién de dos moléculas de la c-aminocetona correspondiente para
dar lugar a las dihidropirazinas 43 y 44, que, posteriormente, se aromatizan,
transformandose en los derivados de pirazina 41 v 42, respectivamente
(Ksquema 3). Este proceso constituye uno de los métodos descritos para la
preparacién de pirazinas 2 5-disustituidas 72,75-77,

CO,Me
MeQ, i\l f\(
CO,Me
Me0,C
39, 40 39,40
COMe | COMe
R N
Z ’\(
MeO,C (] Me0,C |
| COMe L, -~ CO,Me
N SRl
MeO,C Me0,C
43, 44 41,42
39,41,43; R1 CH,Ph
40,42, 44: R' = CH,In
Esquema 3
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Para intentar obviar este inconveniente, debido a la reactividad de las
o-aminocetonas, se recurrié a la utilizacién de condiciones de reaccién méas
suaves. Para ello se llevéd a cabo la hidrogenacién catalitica de los 4-ceto-
diésteres Z-protegidos, esperando que la lactamizacién tuviera lugar en el
propio medio de reaccién {(Ifsquema 4). En estas condiciones, los compuestos 37
y 38 condujeron en una sola etapa a los respectivos derivados de 2,5-diceto-
piperidina 45 y 46, aunque se necesitaron tiempos de reaccidén bastante largos y
los rendimientos obtenidos fueron moderados. En cuanto a la estereoquimica
del nuevo centro asimétrico en el carbono C-3 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina, se encontré una estereoselectividad casi total en el caso del
derivado de Phe, mientras que en el de Trp se llegd a una mezcla de los dos
diastereoisémeros posibles en proporcién 5:2. En ambos casos se aislé también
una pequena cantidad del derivado de pirazina correspondiente 41 ¢ 42.

R]
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ZHN)\/\/ sMe
O CcoMe
37,38 HOSu
nCC .
HyPd-C COMe

FEE Metodo 2 ZHN

MeOH o ‘

. H,/Pd-C CO5u
AcOEt 47,48
9 O Método 3
Rl Rl Qa0
+
HN HN
CO,Me CO,Me
0 0
45a, 468a 46b
37,45,47: R = CHyPh
38, 46, 48: R = CH,In
Esquema 4

La configuracién absoluta en C-3 de estos derivados 3,6-disustituidos se
establecié mediante el estudio comparativo de sus espectros de 1H RMN. En el
espectro registrado en DMSO-dg de la pareja de diastereoisémeros 46 se

observa que el protén H-3 del isdémero mayoritarioc se encuentra
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considerablemente desplazado hacia campo mads alto respecto al mismo protén
del isémero minoritario. Este apantallamiento es debido a la corriente de anillo
del indol en posicién 6, lo que indica que en el isémero mayoritario el protén
H-3 vy el anillo aromético estdn en disposicién relativa cis 78. Teniendo en
cuenta que la configuracién absoluta en C-6 es S para ambos isémeros, ya que
en la sintesis se partié de L-Trp, al isémero mayoritario le corresponde la
estructura 46a, de configuracién absoluta S en C-3, mientras que al isémero
minoritario 46b se le asigné la configuracién (3R,6S). En el caso del derivado de
Phe 45, al obtenerse casi exclusivamente un isémero, la asignacién de la
configuracién en C-3 se efectué por comparacién de su espectro de 1H RMN
con el de [os correspondientes derivados de Trp 46ab.

Una vez sintetizados y caracterizados estos derivados de 2,5-diceto-
piperidina, se decidié modificar el método empleado, en un intento de mejorar
los rendimientos, asi como de reducir los tiempos de reaccién. Este tercer
método, también indicado en el esquema 4, consiste en utilizar como productos
de partida los aminodiésteres mixtos 47 y 48, en los que una de las funciones
carboxilato ha sido previamente activada en forma de éster N-hidroxi-
succinimidico 79:80 De este modo, 1a hidrogenacién en presencia de Pd-C de
estos compuestos condujo a las dicetopiperidinas buscadas 45 y 46, con
rendimientos v estereoselectividades similares a los obtenidos siguiendo el
métado 2. Como se esperaba, la presencia de los ésteres activados redujo el
tiempo de reaccién, pero no se observd ninguna mejora apreciable en el
rendimiento, posiblemente como consecuencia de la gran reactividad y, por
tanto, inestabilidad, de los ésteres N-hidroxisuccinimidicos.

Con objeto de estudiar la influencia de la estereoquimica del aminodcido
de partida en el proceso de lactamizacién, asi como de extender el
procedimiento anterior a la obtencién de los andlogos cetometilénicos ciclicos
procedentes de aminodcidos de la serie D, se realizé la sintesis de las 2,5-diceto-
piperidinas 83 y 54 derivadas de Z-D-Phe y Z-D-Trp (Esquema 5). La
hidrogenacién en presencia de Pd-C de los cetodiésteres 51 y 52, preparados
siguiendo el mismo método descrito para sus enantiémeros 37 y 38, condujo a
resultados andlogos a los obtenidos en el caso de los derivados de L-Phe y L-Trp,
tanto en lo que se refiere a rendimientos como a la estereoselectividad del
proceso. La asignacién de la configuracién absoluta de los compuestos 53a y
54ab, enantidmeros de 45a v 46ab, respectivamente, se llevéd a caho por
comparacién de sus espectros de 1H RMN entre sf, tal v como se ha indicado
para los derivados de la serie L. Al efectuar esta comparacién se observé una
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total coincidencia de los espectros de los compuestos 45a-53a, 46a-54a y 46b-54b,
lo que ratifica que se trata de tres parejas de compuestos enantiémeros.

0] 1) ' BuOCOCYNMM o)
Rl’f,.‘. THF Rl‘u.,. Cl
2) CH,N
ZHN ) CHzN ZHN
1) HCYMeOH
49, 50
1) Nal/TIME

2y NaHC(COzMe)

0 CO,Me
Rl
A CO,Me
ZHN
51,52
Ho/Pd-C
MeOH (Método 2)
O 0O ‘
Rl RL. Rr! N CO,Me
MeQ,C ]
+ + 2
HN o EN A >\I\N I;{COQMe
COMe "CO.Me
0O M 0 2 MeO,C
53a, 54a 54b 41,42

(< 5%)

41,49, 51,53: R' = CH,Ph
42,50, 52, 54: R! = CH,In

Esquema §

En la tabla 1 gse resumen los resultados obtenidos en la sintesis de los
derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,6-disustituidos, utilizando los métodos 2 y 3.
De los datos de la tabla se deduce que ambos métodos conducen a las 2,5-diceto-
piperidinas objeto de este capitulo con rendimientos moderados. El tiempo de
reaccion se reduce en un 50% cuando se utilizan los ésteres monohidroxi-
succinimidicos (método 3), no observdandose, en ningdn caso, mejoras en los
rendimientos cuando los tiempos de reaccién se prolongan. En cuanto a la
proporcion de diastereoisémeros, hay que senalar que para los derivados de
Phe se obtuvo casi exclusivamente el isémero con disposicién trans de los
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sustituyentes en posiciones 3 y 6, con independencia del método. En el caso de
los derivados de Trp, se observaron proporciones variables, si bien el isémero
3,6-trans fue siempre mayoritario.

Tahbla 1. Resultados obtenidos en la sintesis de los compuestos

45a, 46ab, 53a y 54ab, utilizando los métodos 2 v 3

Proporcidn de
. ‘o A a . C e b
Tiempo de reaccién  Rendimiento diastereoisémeros

Compuesto Método (dias) (%) a’b
45a 2 6 42 > 101

3 3 60 > 1001

46ab 2 6 42 5:2

3 3 40 3.2

53a 2 6 30 >10:1
54ab 2 6 34 68:5

& Caleulado a partir de los correspondientes cetodiésteres 37, 38, 51 y 52.
b Bstimada por TH RMN.

2.1.2. 2,5-DICETOPIPERIDINAS 3,3,6-TRISUSTITUIDAS

Una vez puesta a punto la sintesis de las 3-metoxicarbonil-2,5-diceto-
piperidinas 6-sustituidas de férmula general 33, el paso siguiente para la
preparacién de los pseudopéptidos cetometilénicos ciclicos propuestos lo
constituyd la introduccion de la cadena lateral del aminodcido C-terminal o de
un precursor de la misma en la posicién 3 del anillo de 2,5-dicetopiperidina.
Para ello, se planted en primer lugar estudiar la alquilacién directa de los
derivados 45a y 46ab, cligiéndose tres agentes alquilantes diferentes capaces de
suministrar las cadenas laterales de tres aminodcidos de distinta naturaleza,
como son la fenilalanina, la alanina y el dcido aspértico. Asi, la alquilacién de
45a y 46ab con bromuro de bencilo y bromoacetato de etilo en DME, utilizando
como bagse metéxido sédico (método A), condujo a los derivados §5ab, 56ab, 57ab
y 58ab, respectivamente (Esquema 6). Un tratamiento similar con yoduro de
metilo como agente alquilante llevé a la obtencién del derivado correspondiente

3-metil sustituido 60ab con bajo rendimiento, mientras que el andlogo 5%ab no
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pudo obtenerse por este método. Los productos 59ab y 60ab se prepararon
finalmente por alquilacién de las dicetopiperidinas 45a y 46ab con yoduro de
metilo, en condiciones de transferencia de fase, durante seis dias, utilizando
NaOH como base e hidrogenosulfato de tetrabutilamonio como catalizador
(método B) 81,82, En estas condiciones se recuperé entre un 25 y un 30% de
producto de partida inalterado. Sin embargo, la prolongacién excesiva de los
tiempos de reaccién hasta desaparicién del producto de partida, lleva consigo
la saponificacién de los ésteres metilicos, lo que dificulta la etapa de
aislamiento y purificacién de los productos obtenidos.

U
0 CO,Me R
R]
CO,Me HN
ZHN COQI\’IE
Q
37, 38 45a, 46ab
Método A
NaMe(
. er 5| DME o IREX
i Método B
o  COMe Hy/Pd-C Rl
RrR! McOH +
B2 COMe Métedo C
ZHN
6166 55b-60b

55ab, 61: R! = CHoPh, R? = CH,Ph
56ab, 62: R! = CHylIn, R® = CH,Ph
57ab, 63: R = CHyPh, R? = CH,CO0EL
58ab, 64: R' = CHyln, R? = CH,CO,Et
59ab, 65: R! = CHyPh, R? = CHy
60ab, 66: R* = CHylIn, R? = CH,

Esquema 6

Los derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,3,6-trisustituidos 55ab, 56ab, 58ab,
59ab y 60ab se obtuvieron como mezclas de dos diastereoisémeros en proporcién
2:1, mientras que el compuesto 57ab se obtuvo también como mezcla de dos
diastereoisémeros, pero en proporcidn 3:1, segiin se deduce de los espectros de
1H RMN. La separacién cromatogrdfica de los dos diastereoisémeros
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solamente fue posible en el caso de 56ab. La configuracién absoluta en C-3 de
todos estos derivados 3,3-disustituidos se establecié una vez més a partir de los
datos de 1H RMN de cada pareja de diasterecisémeros. En los espectros de 55ab
y 56ab se observa que el protén H-6 de los isémeros minoritarios aparece
apantallado con respecto al mismo protén de sus correspondientes
diastereoisémeros mayoritarios. Este efecto indica que, en los isémeros
minoritarios, el protén H-6 se encuentra en disposicién cis respecto al anillo
aromaéatico en posicién 3. Teniendo en cuenta que en todos estos compuestos la
configuracién absoluta en C-6 es S, la de los isémeros minoritarios 55b y 56b se
asigné como (3R ,6S8), mientras que la de los mayoritarios 55a y §6a lo fue como
(385,6S). De manera similar, en los espectros de los compuestos 53ab vy 60ab, se
observa que el singlete correspendiente al grupo metilo en posicién 3 aparece
ligeramente apantallado en el isémero mayoritario comparado con el
minoritario. Este hecho puede explicarse, nuevamente, por el efecto de la
corriente de anillo del resto aromitico en posicién 6, lo que indica que en el
isémero mayoritario el sustituyente en 6 y €l grupo metilo en 3 estdn dispuestos
del mismo lado del anillo de 2,5-dicetopiperidina 78:83,84 Siguiendo el mismo
razonamiento, en el caso de los andlogos 3-(etoxicarbonil)metil sustituidos 57ab
y 38ab, el apantallamiento observado para las resonancias del grupo 3-CHs en
el isémero mayoritario permitié la asignacién de la configuracién de estos
compuestos.

El estudio de los espectros de 13C RMN de todos estos derivados de
2,5-dicetopiperidina ha revelado la existencia de diferencias significativas
entre los distintos diastereoisémeros. Asi, en los isémeros mayoritarios, los
carbonos endociclicos C-4 y C-6, asi como los CHs 6 CHy pertenecientes a las
cadenas laterales, aparecen a campo ligeramente mas alto que en los isémeros
minoritarios, mientras que el carbono C-5 aparece desapantallado en los
isémeros mayoritarios respecto a los minoritarios. El hecho de que estas
diferencias sean practicamente constantes a lo largo de la serie de compuestos
aqui descritos abre la posibilidad de que estos resultados de 13C RMN puedan
ser utilizados como criterios para la asignacién de la configuracién en otros
derivados similares.

Dado que los rendimientos de la alquilacién de las 3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopiperidinas 6-sustituidas no resultaron todo lo huenos que se
esperaba, v teniendo en cuenta que la alquilacién de 4-cetodiésteres trans-
curre, en general, con buenos rendimientos 57.58, se consideré conveniente
ensayar la secuencia inversa de reacciones. De este modo, la reaccién de los
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4-cetodiésteres 37 y 38 con bromuro de bencilo, bromoeacetato de etilo y yoduro de
metilo, en presencia de metéxido sddico, dio lugar a los derivados de malonato
disustituidos 61-66 %7, respectivamente. La hidrogenacién catalitica de estos
derivados condujo a las 2,5-dicetopiperidinas 55-60, que se obtuvieron
nuevamente como mezclas de dos diastereoisémeros, en proporciones
1idénticas a las encontradas cuando se siguieron los métodos A y B, pero con
rendimientos considerablemente mejores.

Los resultados comparativos obtenidos en la sintesis de los derivados de
2,5-dicetopiperidina 3,3,6-trisustituidos, por los tres procedimientos ensayados,
se recogen en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados obtenidos en ta sintesis de los compuestos
55-80, utilizando los métodos A, By C

Proporeidn de

Rendimiento global & diastereois6meros ©

Compuaesto Método (%) a’b
55ab A 34 2:1
C 57 2:1

56ab A 7 2:1
C 51 2:1

57ab A 32 3:1
C 41 3:1

58ab A 23 2:1
C 60 2:1

59ahb B 19 2:1
C 64 2:1

60ab A 7 2:1
B 17 2:1

C 54 2:1

8 Caleulado a partir de los cetodiésteres 37 y 38. b Estimada por TH RMN.

Estos resultados indican que el método C conduce a rendimientos
globales mejores que los métodos A y B, constituyendo asi el método de eieccién
para la sintesis de este tipo de derivados heterociclicos. Por otra parte, la
proporcién de diastereoisémeros fue muy similar en todos los casos, con
independencia del método utilizado. Asi, cuando se aplicaron los métodos
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A o B, ni la naturaleza del agente alquilante (R2) ni la estereoquimica en C-3 de
la 2,5-dicetopiperidina de partida afectaron, en general, a la estereoselec-
tividad de la alquilacién. IDe manera similar, cuando se aplicé el método C, ni
la naturaleza del aminodcido de partida (R1) ni la del sustituyente (R2)
mfluyeron en la estereoselectividad de la ciclacién. En todos los casos se obtuvo
como diastereoisémero mayoritario el derivado de 2,5-dicetopiperidina 3,3,6-tri-
sustituido en el que los sustituyentes alquilicos en posiciones 3 v 6 se
encuentran en disposicién relativa cis.

Se cenoce a través de la bibliografia 78,83.85-89 que las 2,5-diceto-
piperazinas procedentes de dipéptidos en los que uno de los aminoacidos es
aromatico, adoptan preferentemente una conformacién en la que la cadena
lateral aromadtica se pliega sobre el anillo de dicetopiperazina. La preferencia
por esta conformacién plegada viene apovada por una serie de estudios de
RMN 78.83,85 R.X 86,87 calculos termodindmicos 85.88 y de OM 89, En los casos
en los que, ademasas, el segundo aminodcido posee una cadena lateral
voluminosa, las interferencias estéricas entre las cadenas laterales de los dos
aminodcidos ceondicionan también la adopcién de una conformacién
determinada, llegdndose a una situacién de compromiso en la que se
maximiza la interaccidon estabilizante entre el anillo aromdtico v el de
2,5-dicetopiperazina, a la vez que se evita la interferencia estérica entre las
cadenas laterales 86.87.

Tentendo en cuenta que para la asignacién de la configuracién en C-3 de
las 2,5-dicetopiperidinas aqui descritas se ha considerado la existencia de
conformaciones plegadas, y con el fin de establecer claramente si este tipo de
compuestos presenta 0o no un comportamiento conformacional paralelo al de
las 2,5-dicetopiperazinas, se decidié llevar a cabo un estudio detallado a partir
de sus espectros de 1H RMN. Estos estudios conformacionales se realizaron en
dos disolventes distintos, DMSO-dg y CDCl3, va que se habfan observado
diferencias notables en los espectros segin que el disolvente utilizado fuera
uno u otro.

Considerando la existencia de un equilibrio conformacional, debido a la
rotacién libre alrededor del enlace Cg-C7 *, entre los tres conférmeros A, B y C

indicados (Tabla 3), se pueden calcular las poblaciones relativas de log tres

¥ Nota sobre nomenclatura: El grupe CHg unido a la posicién 6 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina se ha numerado como C-7 para simplificar la notacién.
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estados rotacionales si se conocen las constantes de acoplamiento correspon-
dientes a cada uno. Como no es posible determinar experimentalmente estas
constantes de acoplamiento para cada rotdmero, ya que los valores gue se
obtienen a partir de los espectros de 1H RMN corresponden al promedio de
todos los conférmeros que contribuyen al equilibrio, éstas se calcularon
utilizando la ecuacién de Karplus parametrizada para tres sustituyentes 90,91,

Las fracciones molares de los rotdmeros ny, ng y ne se obtuvieron por

resolucién del siguiente sistema de ecuaciones:
Ny +ng+ne=1

&0 180 200
Jemep=ater+ npley + nc ey

00 60 180
ptngleyt+nelgy

3

J6mep =1alts

Los subindices A, B y C indican el conférmero y los superindices los

dngulos de torsién interproténicos. L.os valores de las constantes de

acoplamiento calculados a partir de la ecuacién de Karplus se indican a
continuacion:

60 300 60 186 130 300
Jo =339 T, =265 T3 =361 =118 J¢ =11,8 T =287

Puesto que no es posible asignar individualmente las resonancias de los
protones H-7 y H-7', los porcentajes de los rotdmeros A, B y C se calcularon
para las dos posibles soluciones I y Il (Tabla 3). De los datos obtenidos en este
estudio se deduce que el equilibrio conformacional depende claramente del
disolvente. Asi, la cadena 6-aralquilica adopta preferentemente la confor-
macién plegada A en DMSO-dg, mientras que las conformaciones B o C son las
preferidas en CDCl3. Estos resultados estdn de acuerdo con las diferencias
observadas entre los espectros de I1H RMN de los derivados de 2,5-dicetopi-
peridina estudiados, segin que estén registrados en CDClg 6 en DMSO-dg. Asi,
para la pareja de diastereoisémeros 46ab, el apantallamiento observado para el
protén H-3 en el isémero mayoritario 46a es mucho mds acusado en DMSO-dg
que en CDCl3, lo que refleja una mayor abundancia de la conformacidn
plegada en el primero de los disolventes. En esta conformacién, el protéon H-3 v
el anillo aromaético del sustituyente en posicién 6 estdn mds préximos en el
espacio, por lo que la influencia de la corriente de anillo es mayor 78,83,
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Tabla 3. Porcentajes calculados de los rotdmeros A, B,y C

para las 2,5-dicetopiperidinas 45, 46ab, 55ab-60ab

NHﬂ 180° - 180° NH_
H; Ar Hy’ H; Ar Hy
607 ( 300° 60° ( 300"
Hy CO— Hy CO— Hg CO—
A B C
Compuesto Pisolvente GoATL %B1 %1 F%All %BI11 %C11
45a DMSO-dg 51 20 29 56 26 22
46a DMSO-dg 57 17 26 53 23 24
46a CDClg 25 2 73 30 70 0
46b DMSO-dg 50 18 32 50 30 20
46b CDCla 18 7 75 23 T4 3
55a DMS0-dg 67 11 22 67 18 15
55a CDClg 12 8 80 18 79 3
55b DMSO-dg 62 13 25 63 20 17
55b CDCly 12 2 86 14 854 2
56a DMS0-dg 60 18 22 60 18 22
56a CDCly 12 5 83 18 82 0
56b DMSO-dg 44 14 42 46 40 14
57a CDClg 7 8 85 14 85 1
58a DMSO-dg 59 24 17 a7 15 28
58a CDCla 5 8 87 11 87 Z
59a DMS0O-dg 60 11 29 61 25 14
59b DMS0-dg 52 16 32 53 29 18
60a DMSO-de 52 16 32 55 28 19
60a CDClg 8 9 83 15 82 3
60b DMSO0-dg 417 21 32 47 30 23
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Del mismo modo, se explica que, en el compuesto 60ab, el
apantallamiento ejercido por el anillo aromatico sobre el grupo 3-metilo en ¢l
isémero 60a, en el que dicho grupo metilo estd en disposicién cis respecto al
anillo, sea también bastante mayor en DMSO-dg que en CDCl3. Por el
contrario, en los derivados 3-bencil sustituidos 55ab y 56ab, el apantallamiento
observado para el protén H-6 en los isdmeros minoritarios 85b v 56b es mds
acusado en CDClg que en DMSO-dg. Esto parece indicar que, en los compuestos
55ab y 66ab, la contribucién de una conformacién plegada del grupo bencilo en
posicién 3 es mas importante en CDCl3 gue en DMSO-dg, mientras que la
cadena aromética en 6 adopta preferentemente este tipo de conformacién en
DMSO-dg.

En cuanto a las posibles conformaciones del anillo de dicetopiperidina
(Figura 5), en DMSO-dg, la adopcién de una de las formas de bote torcido
IV 0 V parece ser consistente con el plegamiento de la cadena aromdtica en
posicion 6 sobre el anillo de dicetopiperidina y con los valores observados de las
constantes de acoplamiento CH-NH (Figura 6, Tabla 4) 83.84.92 Cuyando el
disolvente es CDCls, se podria pensar igualmente en las conformaciones
VoV, péro sin descartar las formas bote 11 ¢ 11T 84,86,87,

R} R®
gt © R* 0
H R?
H N Rr? k N
’ 0
H 0 u
J=0
1 131 11
O O 2
N 3 K{\/><
H\_i‘ ’ A O\H Q R
3= V
v Vv

Figura 5. Conformaciones del anillo de 2,5-dicetopiperidina y constantes de
acoplamiento CH-NH para los conférmeros I, 111, IV y V.
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R?, R® = H, COyMe, CHoPh, CH,CO2Et, CHg

Figura 6. Posibles conformaciones en DMSO-dg para los derivados de

2,5-dicetopiperidina relacionados en la tabla 4.

Tabla 4. Constantes de acoplamiento CH-NH y conformaciones posibles en DMSO-dg

de los derivados de 2,5-dicetopiperidina

Compuesto Jy,6 (Hz) Conformacién
45a 2,0 1V
46a 2,0 IV
46b ¢ v
55a ] v
55b 2,4 Iv
56a G v
56b 2,6 v
58a 0 A%
59a 0 A%
59b 1,2 v
60a 0 v
60b 19 v
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2.1.3. PSEUDODIPEPTIDOS CETOMETILENICOS CICLICOS

Siguiendo el esquema general de sintesis propuesto en el apartado 2.1, la
obtencién de pseudodipéptidos cetometilénicos ciclicos ciclo[Xaa¥W[COCH21Gly]
(84) y ciclo[Xaa'Y|COCH3z]Yaa] (35), requiere la eliminacién del grupo 3-metoxi-
carbonilo de los derivados de 2,5-dicetopiperidina 3,6-di y 3,3,6-trisustituidos,
respectivamente. Esta eliminacién, que implicé saponificacién del éster
metilico seguida de descarboxilacién, se llevé a cabo tinicamente a partir de los
compuestos 46ab y 85ab, elegidos como respectivos ejemplos representativos de
derivados que deberian conducir a pseudodipéptidos cetometilénicos ciclicos en
los que el aminoedcido C-terminal es Gly v otro aminodcido diferente de éste
(Esquema 7). De esta manera, la saponificacién de los compuestos 46ab y 55ab
condujo a los correspondientes dcidos carboxilicos 67ab y 68ab, cuya
descarboxilacién por calefaccién a reflujo de dioxane dio lugar a
ciclo[TrpW[COCH2]Gly] 69 y ciclo[Phe¥W[COCHgzl-ambo-Phe] 70ab, respectiva-
mente, obteniéndose este Gltimo como una mezcla de dos diastereoisémeros en

proporcién 2:1.

@] O O
R! R! R!
R2 13 NaOHMeOH _ R2 diexanc
HN oHCG—— HN A HN )
CO,Me COH R
O O
46ab, 55ab 67ab, 68ab 69, 70ab

67ab, 69: R! = CHyIn, R® = H
68ab, 70: R* = R? = CH,Ph

Esquema 7

La asignacién de la configuracién absoluta de 1a pareja de diastereoiso-
meros 70ab se realizd a partir de los espectros de 1H RMN, basdndose
nuevamente en los efectos de apantallamiento de los anillos aromaticos de las
cadenas laterales sobre los protones del anillo de 2,5-dicetopiperidina. Asi, en
el espectro de 1H RMN en DMSO-dg del compuesto 70ab se observa que en el
isémero minoritaric 70b, tanto el protén H-3 como el H-6 se encuentran
apantallados con respecto a esos mismos protones en el isémero mayoritario.
Fsto indica disposiciones cis entre los protones H-3 y H-6 y las cadenas 6- y
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3-aralquilicas, respectivamente. Por lo tanto, la configuracién absoluta del
diastereoisémero mayoritario 70a se asigné como (3R,68) y la de 70b
como (35,68).

El hecho de que la descarboxilacién de 68ab para dar lugar a 70ab
transcurra de forma estereoselectiva 66,93, podria explicarse suponiendo que la
descarboxilacién se produce a través de la formacién del enol intermedio 71
(Esguema 8). Segiin este mecanismo propuesto, la protonacién del carbono C-3
tiene lugar preferentemente por la cara inferior del anillo, menos impedida,

dando lugar mayoritariamente al isémero '70a 94,

Ph - Ph
N0 - HN._A__ Ph
) ( \
0 "
H - 0 B O'-..H
68ah 71
0 0
Ph Ph
+
HN Ph HN__J., _Ph

O O
70a 70b
Esquema 8
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2.2. DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINAS COMO ANALOGOS
CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE DIPEPTIDOS

Como se indicé en el apartado 1.3, el esquema sintético que nos deberia
permitir la obtencién de las 8-amino-3-oxoindolizidina-2-carboxilato 2-susti-
tuidas objeto de este trabajo, se basd en el procedimiento que, previamente,
habia conducido con facilidad a 8-amino-3-oxoindolizidinas 2-aralquil susti-
tuidas a partir de pseudodipéptidos cetometilénicos derivados de ornitina
convenientemente protegidos (Boc-Orn(Z)¥[COCH2]Yaa, Yaa = Phe, Trp) 64
En este precedente, el procedimiento, consistente en una simple hidrogenacién
catalitica, condujo directamente a las 3-oxoindolizidinas entonces buscadas a
través de un proceso que implica, en un solo paso, la hidrogenolisis del grupo
Z, aminacién reductiva y y-lactamizacidn. A la vista de estos resultados, se
propusieron las dos rutas sintéticas alternativas indicadas en el esquema
general 9, en las que la elaboracién del biciclo lactdmico, bien en una primera
etapa (ruta A), o bien en una segunda (ruta B), constituye el paso fundamental.

O
N
COMe
BocHN
73
NHZ Ruty
O
N R
CO,Me CO,Me
BocHN
O BocHN
COMe
72 NHZ 75
\ %u:a B
CO,Me
BocHN R
CO,Me
74
R = cadenas laterales de
diferentes aminoécidos
Esquema 9
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Asi, mediante la ruta A, la aplicacién del citado procedimiento al
cetodiéster derivado de ornitina 72 deberfa conducir al esqueleto de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato 73 como intermedio comin para la introduccién
posterior de las cadenas laterales de los diferentes aminodcidos (R), incluidas
como sustituyentes en las 3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas 75. Alternativa-
mente, siguiendo la ruta B, la introduccién previa de las cadenas laterales de
aminoacidos (R) en el cetodiéster 72 vy la subsiguiente formacién del biciclo
lactamico deberian dar lugar a las 3-oxoindolizidinas buscadas 75. La
desproteccién selectiva de los grupos NHy 6 CO2H de los compuestos 75
conduciria a los derivados de 3-oxoindolizidina aptos para ser incorporados a

cadenas peptidicas de mayor tamario.

2.2.1, FORMACION DEL ESQUELETO DE 8-AMINO-3-OXOINDOLIZIDINA-
2-CARBOXILATO

Siguiendo la ruta A del esquema general 9, se llevé a cabo la
hidrogenacién catalitica del 4-cetodiéster derivado de Orn 72, para dar lugar en
un solo paso de reaccién, v de acuerdo con lo esperado segin el ya citado
antecedente 64, a la 3-oxoindolizidina 73 (Esquema 10). Este compuesto mostréd
un espectro de 1H RMN complejo, en el que, al menos, se podia observar la
presencia esperada de dos diasterecisémergs mayoritarios en proporcién 1:1
debidos a la creacién del centro asimétrico en el carbono C-2. L.a separacién
cromatografica de esta mezcla de 3-oxoindolizidinas isémeras 73 no se intenté,
dada la conocida tendencia a racemizarse de los derivados de malonatos
monosustituidos, que impide su resolucién 9996,

Con el fin de determinar la estereoselectividad de 1a aminacién reductiva
y de asignar la estereoquimica en (C-8a, se procedié a eliminar el grupo
2-metoxicarbonilo. Asi, la descarboxilacién del dcido 76, procedente de la
hidrélisis del éster 73, condujo a una mezcla de los derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina 78a y 78b en proporcién 12:1, determinada por HPILC.
Resultados similares se obtuvieron tanto en la formacién de los compuestos 76
a partir del cetodidcido 77 como en la descarboxilacién subsiguiente. La
asignacién de la estereoquimica de los diasterecisémeros 78a v 78b se llevé a
cabo a partir de sus espectros de 1H RMN. Asi, en el espectro del isémero
mayoritario 78a, se observa una constante de acoplamiento Jg g, de 9,8 Hz, lo

que indica una disposicién trans-diaxial de los protones H-8 y H-8a, mientras
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que para el isémero minoritario 78b el valor de la Jg 85 es de 2,8 Hz, indicando

una disposicidn cis para los mencionados protones.
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O
Ha/Pd-C N
COMe
MeOH
COMe
BocHN
O coMe BocHN
T2 73
1) NaOH/MeOH 1) NaOH/MeCH
2)HQC 2)HC1
NHZ
O
Hy/Pd-C N
CO,1
COzH MeOH
BocHN
0 BocHN
COH
T 76
j dioxano/A
(8] O
Qﬁ N
+
BocHN BocHN
78a 78b

78a/78b = 12:1

Fsquema 10

Estos resultados indican que la aminacién reductiva implicada en la
elaboracién del esqueleto de oxoindolizidina transcurre con un alto grado de
estereoselectividad, conduciendo muy mayoritariamente a una disposicién
trans de los sustituyentes en 8 y 8a. En cuanto a configuraciones absolutas, a
la espera de poder determinar si hay racemizacién alguna del resto de L-Orn
durante la formacién de la oxoindolizidina, se asignaron de forma tentativa
como (8S5,8aR) y (85,8aS8) para los compuestos 78a y 78b, respectivamente. Por
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tanto, el compuesto 73 y su andlogo 76 estarian constituidos por una mezcla de
dos parejas de diastereoisémeros en C-2 de configuraciones (2RS,85,8aR) y
(2RS,85,8a8).

O O
N N
& CO,R CO.R
BocHN BocHN
73ab: R = CHj3 73cd: R = CH;y
76ab:R=H 76cd:R=H

Con el fin principal de disponer de una serie de derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato con distintas configuraciones en sus centros
quirales para ser insertados posteriormente en cadenas peptidicas, se decidié
preparar los compuestos 81, andlogos de 73, siguiendo el mismo procedi-
miento, pero utilizando D-Orn como producto de partida (Esquema 11). La
preparacién del 4-cetodiéster derivado de Boc-D-Orn(Z) 80 se llevé a cabo
siguiendo el mismo método descrito para su enantiémero 64. La hidrogenacién
catalitica de 80 condujo a la obtencién del derivado de 3-oxoindolizidina 81 como
una mezcla de diastereoisémeros en las mismas proporciones que en el caso de

sus respectivos enantiémeros 73.
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FEsquema 11
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2.2.2. ALQUILACION DE DERIVADOS
DE 8-AMINO-3-OXOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO

Para estudiar la posibilidad de introduccién de cadenas laterales de
diferentes aminodcidos en la posicién 2 del anillo de 8-amino-2-metoxicarbonil-
3-oxoindolizidina, se realizé, en primer lugar, un estudio de la alquilacién del
compuesto 73 con bromuro de bencilo (Esquema 12). Ademds de la gran
reactividad de este agente alquilante, la presencia de una cadena lateral
aromdtica en el anillo de 3-oxoindolizidina podria ser de utilidad para la
asignacion de la estereoguimica de los productos finales obtenidos. De este
modo, se sintetizd el compuesto 82 como mezcla de tres diastereoisémeros, en
proporciones 11:2:1, que pudieron ser separados por cromatografia y cuya
estereoquimica se establecié a partir de sus datos de 1H RMN. Los isémeros
obtenidos en mayor proporcién presentan una disposocién frans entre los
protones H-8 y H-8a, como se deduce de los valores de las constantes de
acoplamiento Jg ga, de 8,6 y 9,7 Hz, respectivamente. Por otra parte, en el
espectro correspondiente al isémero minoritario el valor de la constante Jg g, es
de 3,1 Hz, lo que estd de acuerdo con una disposicién relativa cis entre los
mencionados protones. Asumiendo que la configuraciéon en C-8 es S en los
tres casos, la configuracién en C-8a se asignd como R para los isémeros
mayoritarios y como S para el minoritario. Por otra parte, el protén H-8a del
diastereoisémero mayoritario 82a aparece apantallado con respecto a ese
mismo protén en el compuesto 78a, ambos de configuracién R en C-8a. Esta
diferencia se atribuyé al apantallamiento producido por el anillo aromaético del
sustituyente en posicién 2, por lo que se deduce que el protén H-8a y el grupo 2-
bencilo se disponen en la misma cara del anillo heterociclico. Como era de
esperar, el protén H-8a del isémero 82b presenté un desplazamiento quimico
muy similar al de ese mismo protén en 78a. Finalmente, la configuracién
absoluta del isémero minoritario 82¢ se asigné como (25,85,8a85), teniendo en
cuenta el apantallamiento observado para el protén H-8a de este compuesto en
comparacién con el de 78b, que indicaba nuevamente una disposicién relativa

cts entre el grupo bencilo y el mencionado protén.

Como ya se ha mencionado en el capitulo anterior, las asignaciones de configuraciones
absolutas, tanto en las indolizidinas obtenidas a partir de L-Orn como de D-Orn, se
realizaron, en principio, de manera tentativa partiendo de una ausencia total de
racemizacién en el C-o del aminoacido. Este aspecto se resolverd definitivamente tras el
estudio de enantioselectividad en el proceso de formacién de estos biciclos (Apartado 2.2.3.)
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La introduccién de la cadena lateral del Trp en la posicién 2 del anillo de
3-oxoindolizidina, se llevé a cabo por tratamiento del compuesto 73 con
metiyoduro de gramina, utilizando metéxido sédico como base. En estas
condiciones se obtuvo el compuesto 83, también formado por una mezcla de tres
diastercoisdémeros en proporciones 11:2:1, La asignacidn de la configuracién en
C-2 y C-8a se realizé nuevamente a partir de las constantes de acoplamiento
Jg 8a y los valores de desplazamiento quimico de los protones H-8a, siguiendo el

mismo razonamiento que en el caso de los derivados 82.
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Esquema 12
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La alquilacién de 73 con bromoacetato de etilo, agente alquilante portador
de un precursor de la cadena lateral del Asp, utilizando metéxido sédico como
base, condujo a la obtencién de 84 con bajo rendimiento. Sin embargo, una
reaccién similar utilizando NaH dio lugar al compuesto 84 con un rendimiento
aceptable. El espectro de 1H RMN de 84 indicé la presencia clara de dos
diastereoisémeros en proporcién aproximada 5:1, detectdndose también trazas
de un tercer diastereoisémero. Como en este caso no fue posible la separacién
cromatografica de los mismos, la asignacién de la configuracién se realizé a
partir de los datos de 'H RMN de la mezcla. Nuevamente, el isdmero
mayoritario presenta una constante de acoplamiento Jg g, de 8,5 Hz,
concordante con una disposicién frans entre los protones H-8 vy H-8a.
Suponiendo que el ataque del agente alquilante tiene lugar preferentemente por
la misma cara del anillo que en los casos anteriores, el compuesto mayoritario
84a se corresponderia con el isémero (25,85,8aR), mientras que el minoritario
84b presentaria configuracién (2R,85,8aR).

La desproteccion parcial de los compuestos 82a, 82b, 82¢, 83a y 83b por
tratamiento con NaOH, condujo a los correspondientes dcidos carboxilicos 85a,
85b, 85c, 88a v 86b, respectivamente (Esquema 12), adecuados para su
introduccién en péptidos de mayor tamafio, como se detallard en el capitulo 2.3.

La alquilacién con bromuro de bencilo del correspondiente derivado de
3-oxoindolizidina 81, preparado a partir de D-Orn, dio lugar al compuesto 87
(Esquema 13), constituido por una mezcla de tres diastereoisémeros en
idénticas proporciones a las descritas para 82. Los espectros de TH RMN de
estos tres diasteroisémercs son idénticos a los de sus enantiémeros
correspondientes, 82a, 82b y 82c¢, respectivamente.

Los compuestos 87a y 87b fueron saponificados a los Acidos carboxilicos
88a y 88b, adecuados para su introduccién posterior en la secuencia del
hexapéptido C-terminal de la Neurotensina, como se indicard en el capitulo
correspondiente.

De forma general, la alquilacién de las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizi-
dinas transcurre con rendimientos moderados, que oscilan entre el 58% y el
69%, obteniéndose en todos los casos con esteroselectividades similares,
independientemente del agente alquilante utilizado. Se observa también que la
entrada del agente alquilante tiene lugar preferentemente por la misma cara
del anillo de 3-oxoindolizidina en la que se encuentra el protén H-8a.
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ENANTIOSELECTIVIDAD EN LA FORMACION DE DERIVADOS
DE 8-AMINO-3-OXOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO

2.2.3.

Cuando se llevé a cabo el acoplamiento de los compuestos 82 con
Boe-L-Trp, con objeto de preparar analogos conformacionalmente restringidos
de CCK (Capitulo 2.3), se observé que, tanto a partir del compuesto 82a como de
82b, se obtenian mezclas de dos diastereoisémeros. Este hecho podia ser debido,
bien a la racemizacién parcial del L-Trp durante el proceso de acoplamiento o
bien a que las 3-oxoindolizidinas 82a y 82b estaban constituidas por mezclas de
enantiémeros. Teniendo en cuenta que los métodos de formacién del enlace
peptidico empleados no producen normalmente racemizacién, la segunda
explicacién parecia mas probable. Para esclarecer este punto, se llevé a cabo
un seguimiento de la ruta sintética utilizada para la preparacién de los
derivados de 3-oxoindolizidina, estudidndose concretamente los 4-cetodiésteres
derivados de Orn y las 3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas. Los primeros
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fueron elegidos para determinar si durante la etapa de obtencién de los 4-ceto-
diésteres se producia racemizacién del derivado de Orn de partida. Por otra
parte, la determinacién del exceso enantiomérico de las 3-oxcindolizidinas
2,2-disustituidas nos daria idea de la enantioselectividad durante el proceso de
generacién del anillo de 3-oxoindolizidina. En este caso, no se eligieron las
Z2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas intermedias, ya que el hecho de que se
obtengan como mezclas de diastereoisémeros interconvertibles en C-2
dificultaria el estudio. Ademads, es poco probable que la reaccién de alquilacion
en C-2 afecte a los centros asimétricos C-8 y C-8a, previamente creados, por lo
que los resultados obtenidos con los derivados 2,2-disustituidos pueden ser
extrapolables a las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas. Para llevar a cabo este
estudio se prepararon, en primer lugar y de forma paralela, los 4-cetodiésteres
72 v 80, derivados de L- y D-Orn, respectivamente. A continuacién estos
compuestos fueron hidrogenados en idénticas condiciones de concentracién y
presién de Ho, vy a temperaturas de 12-14 °C para 72 y 14-15 °C para 80, dando
lugar a las 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidinas 73 y 81. Estos derivados fueron
alquilados posteriormente con bromuro de bencilo, en las condiciones ya
indicadas, para dar lugar a los compuestos 82 y 87, respectivamente,
procediéndose finalmente a la separaciéon cromatogréfica de los correspon-
dientes diastereoisémeros.

Para determinar la pureza enantiomérica de los 4-cetodiésteres 72 y 80,
asi como de los derivados 82a, 82b, 87a y 87b, se recurrié al empleo de auxiliares
quirales 97, para obtener, si fuera el caso, los correspondientes derivados como
mezclas de diastereoisémeros, detectables por RMN. Entre los diversos tipos de
auxiliares quirales existentes se eligieron, en primer lugar, los agentes
quirales de solvatacién 97,98, dada la rapidez y simplicidad del experimento v la
impaosibilidad tanto de problemas de resolucién cinética como de racemizacién
de la muestra. Los espectros de !H RMN de los compuestos 72, 82a v 82b
registrados en presencia de cantidades crecientes (de 1 a 4 equivalentes) de
(S)-(+)-TFAE y utilizando CDCly como disolvente no presentaron desdobla-
miento en ninguna de las sefales. Aunque el CDClj es uno de los disolventes
mds adecuados para este tipo de ensayos, dada su baja polaridad, se registré
también el espectro de 1TH RMN del compuesto 82b junto con 3 equivalentes de
(§)-(+)-TFAE en benceno-dg, por si la menor polaridad de este dltimo pudiera
ser un factor decisivo para la eficacia del experimento. Sin embargo, tampoco

en este caso se observd desdoblamiento de seriales.



Los agentes quirales de derivatizacién %7, de uso muy extendido para
determinar excesos enantioméricos, presentan la ventaja de que para los
diastereoisémeros obtenidos el A8 observado suele ser del orden de cinco veces
superior al que se observa con los agentes quirales de solvatacién. Dentro de
estos agentes, se utilizé el dcido «-metoxi-o-(trifluorometil}fenilacético
(MTPA) 99 que es el de aplicacién mds amplia para derivatizar aminas
primarias y secundarias, asi como amino4cidos 109,

I.a desproteccién del grupo 5-amino de los 4-cetodiésteres 72 y 80 con
TFA, seguida de tratamiento con (R)-(+)-MTPA en presencia de BOP 101,
condujo a la obtencién de los derivados 89 y 90, respectivamente (Esquema 14).

NHZ NHZ
1) TFA/ CH,Cl MeO
CO,Me - - CO,Me
BocHN - ' N
2) (R)-(+)-MTPA Ph H
O CoMe CF, O coMe
79 89
NHZ NH2
1) TFA/ CHyCly MO §
CO,Me - COMe
BacHN 2) (R)-(+)-MTPA Ph N 1
O CoMe cr, T 0 coMe
80 90

Esquema 14

En la evaluacién por HPLC de los crudos de reaccién se observé que tanto
para 89 como para 90 se obtenia un solo pico con idéntico tiempo de retencion.
Tras una cuidadosa purificacién cromatografica se registraron los espectros
de 1H RMN en CDCl3. Cada uno de ellos muestra la existencia de un 1inico
grupo de seriales, con pequeflas diferencias de desplazamientos entre uno y
otro. Para determinar si estas diferencias eran debidas a pequefas variaciones
en las condiciones en que se obtuvieron los espectros, se compararon €stos con
el espectro de una mezcla preparada con los derivados 89 y 90 en proporcién

3:1. En este ultimo se observa el desdoblamiento claro de las sefiales



correspondientes a los protones H-7 y al OCHj3 del MTPA. Por tanto, se puede
concluir que, dentro de los limites de deteccién de la RMN, la formacién de los
4-cetodiésteres derivados de L- y D-Orn transcurre sin racemizacidn. Los
valores de Ad (8gg-8g¢) observados estdn de acuerdo con las predicciones teéricas
del modelo del MTPA, segian el cual los derivados de este tipo adoptan, en
disolucién, una conformacién preferente en la que el grupo carbonilo de la
amida se encuentra eclipsado con el grupo trifluorometilo y con el hidrégeno
H-5 97 (Figura 7). Asi, los protones H-7 del compuesto 90 aparecen apantallados
por la corriente de anillo del grupo fenilo 99, préximo en el espacio (A8 = 0,22
ppm). Por otra parte, el Ad observado para el grupo a-metoxilo (-0,13 ppm)
indica que, en el isémero 90, los protones de dicho grupo estdn desapantallados
por el grupo carbonilo, ya que ambos grupos estdn orientados hacia el mismo
lado del plano del MTPA 97,

COCH,CH(CO,CH,), (CH,), NHZ
MeO Ph MeG Ph
ZHN-(CHy), (CO,CH,),CHCH,CO
FSC H ch His
89 850

Figura 7. Conformaciones preferentes en disolucién, segin el modelo del
MTPA, de los cetodiésteres derivatizados 89 vy 90.

Seguidamente se derivatizaron con (R)-(+)-MTPA los compuestos 82a y
87a (Esquema 15) y 82b y 87b (Esquema 16), aplicando el mismo procedimiento
utilizado para los 4-cetodiésteres.

El andlisis de HPLC de los crudos de reaccién indicé que tanto a partir de
82a como de 87a se obtenia la mezcla de diastereoisémeros 91a+91b, en
proporciones 6,3:1 y 1:5,8, respectivamente. Del mismo modo, la derivatizacién
por separado de 82b y 87b condujo en ambos casos a la obtencién del compuesto
92ab, en proporciones a/b de 5,4:1 y de 1:3,9, respectivamente.

Nuevamente, los valores de Ad(a-b) encontrados en los espectros de
'H RMN de las parejas de diastereoisémeros 91ab y 92ab presentan una gran
concordancia con las predicciones del modelo del MTPA (Tabla 5, Figura 8).
Asi, los valores de A8 negativos para los protones H-1 y H-8a son consistentes

con el apantallamiento de dichos protones por la corriente de anillo del grupo
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fenilo en los isémeros 91a y 92a, mientras que los valores positivos para los
protones H-7 indican que son éstos los que, en los isémeros 91b y 92b, se
encuentran del mismo lado que el anillo aromatico.
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Tabla 5. Diferencias de desplazamiente quimico (ppm) mds significativas
de 1H RMN {(CD3)CO1 de las parejas de diastereoisémeros 91ab y 92ab

Adla-bj, ppm
Compuesto H-1 H-7 H-8a
91ab - 0,26 +0,11 + 0,12 —-0,16
92ab ~ 0,29 — 0,17 +0,11 +016 ~0,14

91a 91b

92a 92b

Figura 8. Conformaciones preferentes en disolucién, segin el modelo
del MTPA, de los compuestos 91ab y 92ab.

La diferencia en la proporcién de diastereoisémeros obtenida a partir de
82a (6,3:1) y 82b (5,4:1), en los que, por proceder de la misma reaccion, el exceso
enantiomérico debe ser idéntico, sugiere la existencia de algin problema de
resolucién cinética, debido a las diferentes velocidades de reaccién de los
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sustratos enantidmeros frente al reactivo quiral 97. Se obtiene un resultado
similar al derivatizar los compuestos 87a y 87b, como ya se ha indicado. Para
iratar de evitar este problema, se procedié de nuevo a la introduccién del MTPA
en los derivados de 3-oxoindolizidina, utilizando un gran exceso de!l cloruro del
dcido de Mosher correspondiente, mucho m&s reactivo 100 En estas
condiciones, los diastereoisémeros 91lab se obtuvieron en proporciones 5,3:1 y
1:5,3, a partir de 82a y 87a, respectivamente. Sin embargo, una derivatizacién
stmilar de 82a y 87a con cloruro de (R}-{(—)-MTPA condujo a proporciones de la
pareja de diastereoisémeros 93ab de 7,6:1 y de 1:4,9, respectivamente (Esquema
17). Este hecho indica que la utilizacion de los cloruros de dcido no soluciona el
problema de resolucidn cinética y, por lo tanto, las proporciones de las mezclas

de diastereoisémeros obtenidas se deben considerar como aproximadas.
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Esquema 17

En cualquier caso, los resultados de este estudio de derivatizacién con
MTPA ponen de manifiesto que los derivados de 3-oxoindolizidina preparados
estdn constituidos por mezclas de dos enantiémeros formados durante el
proceso de elaboracién del anillo heterociclico. Teniendo en cuenta que el
centro asimétrico en C-8a se forma durante la reaccién de aminacién reductiva
intramolecular, los intermedios de esta reaccién han de ser los determinantes
de la formacién de las mezclas de enantiémeros obtenidas (Esquema 18). Asf,
st la reaccién de hidrogenacién del y-cetodiéster 72 transcurriese a través de la
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imina intermedia A 102,103 gse obtendrfan las piperidinas D y E que, tras
vlactamizacién, darfan lugar a los derivados de 3-oxoindolizidina 73ab y 73cd
mayoritarios. Por otra parte, a través de un equilibrio imina-enamina, la
imina A puede convertirse en la imina C, cuya hidrogenacién generaria las
3-oxoindolizidinas 8lab y 81cd. Dado que las transposiciones imina-enamina
estdan favorecidas por el calor, para comprobar la validez de este mecanismo
propuesto, se llevé a cabo la hidrogenacién del y-cetodiéster 72 a 40 °C. La
derivatizacién del compuesto 82a, preparado por alquilacién de la 2-metoxi-
carbonil-3-oxoindolizidina 78 asi obtenida, condujo a los derivados 91ab
(a/b = 2,1:1) y 93ab (a/b = 2,8:1), siendo las proporciones a’b muy superiores a las
encontradas cuando la hidrogenacién de 72 se habfa llevado a cabo a
temperatura mds baja (Tabla 6).

Tabla 6. Excesos enantioméricos determinados tras derivatizacién con MTPA

de las 3-oxoindolizidinas 82a, 82b, 87a v 87b

Proporcién a/b (% exceso enantiomérico)
Prod. de Temp. de Prod. final

partida hidrogen.  derivatizado (R)-(+}-MTPA-OH (S)-(+)-MTPA-Cl (R)-(-)-MTPA-C]
L-Orn 12-14 “C 91ab 6,3:1(73) 5,3:1(68) —
L-Orn 40 °C 91ab 2,3:1(39) 2,1:1(35) —
p-Orn 14-15 *C 9lab 1.5,8(71) 1:5,3 (68) —
L-Orn 12-14 °C 92ab 5,4:1(69) — —
n-Orn 14-15 °C 92ab 1:3,9 (59) — —
L-Orn 12-14 °C 93ab — — 7,6:1(77)
L.-Orn 40 °C 93ab — —_ 2,8:1(47)
p-Orn 14-15 “C 93ab — — 1:4,9(66)

La estereoselectividad obtenida en C-8a se puede explicar también por
medio de este mecanismo, ya que es de esperar que la hidrogenacién ocurra
preferentemente por la cara superior de la imina A o por la inferior de la
imina C, para dar lugar al derivado de piperidina con los dos sustituyentes en
disposicién relativa frans diecuatorial (D o F). LLa pequeia proporcién del
isdmero minoritario podria proceder de la hidrogenacién de la imina por el
lado menos favorable o bien de la hidrogenacién de la enamina. Sin embargo,

la gran resistencia a la reduccién del doble enlace enaminico observada tanto



en el derivado de hexahidroindolizina 106, que se describe més adelante, como
en el caso de otros sistemas relacionados 104105 apoya el que la hidrogenacién
proceda en todos los casos via la imina intermedia,.

2.2.4. FORMACION DE DERIVADOS DE 8a-HIDROXI- Y 8a-ALCOXI-8-AMINO-
3-0XOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO 2-SUSTITUIDOS

De acuerdo con el esquema 9 (Apartado 2.2) se abordé la ruta sintética B,
como alternativa a la descrita en el apartado 2.2.1 para la sintesis de los
derivados de 8-amino-3-oxoindolizidinas 2,2-disustituidas de férmula general
75. Cabria esperar, en principio, que por esta segunda ruta, la reaccién de
alquilacién para introducir las cadenas laterales de los aminodcidos, en este
caso, en los derivados malénicos lineales, transcurriera con mayor
rendimiento que en el caso de la ruta A, en que se introducian en la
oxoindolizidina previamente formada. En una segunda etapa, los 4-ceto-
diésteres portadores de dichas cadenas deberian conducir, en las condiciones
de hidrogenacién habituales, a los derivados de 3-oxoindolizidina-2-carboxilato
2-sustituidos, de manera similar a como ocurria en las 3-oxoindolizidinas
2-monosustituidas andlogas 64,

Para explorar esta segunda ruta, se preparé, con excelente rendimiento,
el 4-cetodiéster 94 por alquilacién del compuesto 72 con bromuro de bencilo. En
contra de lo esperado, la hidrogenacién catalitica de 94 utilizando MeOH como
disolvente (método A), no dio lugar a las correspondientes 3-oxoindolizidinas
2,2-disustituidas buscadas sino a una mezcla de los derivados Ba-metoxi y
8a-hidroxi sustituidos 95 y 96 (Esquema 19), ambos con el grupo 2-carboxilato
como 4dcido libre. Efectuando el seguimiento de la hidreogenacién por HPLC se
observa la formacién exclusiva del compuesto 95, mientras que el derivado 96
se obtiene por hidrélisis de 95 durante la manipulacién de la reaccién. En el
espectro de 1H RMN registrado en DMSO-dg de 1la mezcla de 95 y 96 no se
observan las sefiales correspondientes a los protones H-8a, apareciendo los
protones H-1 simplificados en forma de dobletes. Por otra parte, entre las
seniales atribuibles al derivado mayoritario 95 se observa un singlete a 3,01
ppm, que integra para tres protones y que indica la presencia del hemiaminal
O-metilado. El espectro de 13C RMN muestra senales caracteristicas de
carbono cuaternario a 90,18 y 85,49 ppm, asignables a los carbonos
hemiamindlicos C-8a de 95 y 96, respectivamente 106-108
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Con el fin de minimizar la f4cil hidrélisis del compuesto 95 e impedir asf
su transformacién en el derivado 8a-hidroxilado 96, se traté la mezcla de los
dos con CH9N9, lo que dio lugar a la obtencién de los ésteres metilicos 97 v 98,
que pudieron ser separados por cromatografia. La asignacién de la
configuracién absoluta de los dos nuevos centros asimétricos generados en el
proceso de formacién del anillo de 3-oxoindolizidina, C-2 y C-8a, se llevé a cabo
a partir de los compuestos 97 y 98 por medio de experimentos de NOE
bidimensional (NOESY). El compuesto 98 muestra un fuerte intercambio
dipolar de magnetizacién (NOE) entre los protones H-18 y H-8, por una parte, y
H-18 y 2-CHs, por otra (Figura 9), lo que indica que el protén H-8 y el grupo
bencilo en posicién 2 se encuentran del mismo lado de la molécula. Del mismo
modo, se observa un fuerte NOE entre los protones H-1la y OH, de donde se
deduce que el protén H-8 y el grupo OH deben hallarse en disposicién relativa
trans. En el caso del derivado 8a-metoxi sustituido 97, se observan fuertes
NOEs entre los protones H-1B-OCHg, H-13-2-CHo y H-8-OCHj3, indicando que el
protéon H-8 y los grupos OCHjz y 2-bencilo se encuentran en disposicién

relativa cis.

T Ph

BocHN @HUﬁ) BocHN “H o "‘-‘HB)
ac ac U

97 98

Figura 9. NOEs significativos observados para los compuestos 97 y 98.

Para intentar explicar la formacién del derivado carboxilico 95, asi como
los resultados estereoguimicos de la ciclacién, se pueden proponer dos posibles
mecanismos (Esquema 20), Asi, suponiendo la formacién inicial del hemiami-
nal A, en el que el anillo de piperidina adopta una conformacién tipo silla con
los grupos 2-alquilo y 3-amino en disposicién relativa trans-diecuatorial, la
hidrélisis del éster metilico al correspondiente dcido carboxilico podria tener
lugar a través de la lactona D, mediante el desplazamiento del grupo
carboxilato por ataque del disolvente (MeOH) 199, para dar lugar directamente
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al derivado 8a-metoxi sustituido 95. Esta fisién alquil-O ocurre probablemente a
través de un mecanismo bimolecular Bap,2 110-112) ya que se obtiene
exclusivamente el isémero que procede de la inversién total de la configuracion
del carbono C-8a. La lactama triciclica D podria formarse a partir del ion
iminio C, procedente a su vez del derivado 8a-hidroxilado 98, o de la mds
improbable acilacién intramolecular de la imina intermedia B 113,114 E}
segundo mecanismo propuesto implica la formacién de la espirolactona
intermedia E, que podria evolucionar hacia la lactama D o tranformarse, por
ataque del disolvente, en la metoxipiperidina F, por medio también de un
mecanismo Bar,2. En este ultimo caso, una rdpida y-lactamizacién de F a
través del éster metilico exclusivamente daria lugar al acido carboxilico 95. El
estereocontrol observado en (-2, al obtenerse tnicamente el isémero de
configuracién 28, podria estar determinado por la posibilidad de formacién de
enlaces de hidrdégeno 115 en el hemiaminal intermedio A o por la existencia de
un mecanismo de tipo concertado, que implicase la formacién de la lactama
triciclica D y su hidrélisis por €l MeOH o bien la metanolisis de la espirolactona
E v su y-lactamizacién a través del éster metilico.

Con el fin de comprobar la participacién del disolvente alcohdlico en el
curso de la reaccidn, se llevd a cabo la hidrogenacién del 2-bencil-4-cetodiéster
94, utilizando EtOH como disolvente (Esquema 19, método B). Se obtuvo as{ el
andlogo 8a-etoxi sustituido 99, junto con la 3-oxoindolizidina 8a-hidroxilada 96,
procedente, también en este caso, de la hidrélisis del alcoxi derivado. El
tratamiento de esta mezcla con CHoN9 dio lugar a los correspondientes ésteres
metilicos 100 v 98. La caracterizacién de los compuestos 99 y 100 se efectud por
correlacién de sus espectros de 1H RMN y de 13C RMN con los de los 8a-metoxi
derivados 95 v 97, respectivamente.

Una vez puesta de manifiesto la implicacién del alcohol utilizado como
disolvente en esta reaccién, se llevaron a cabo dos ensayos mds de
hidrogenacién del 4-cetodiéster 94 en disolventes no alcohélicos, concretamente
AcOEt v THF (Esquema 19, método C). La aplicacién del procedimiento
habitual dio lugar, en ambos casos, a un unico producto de reaccidén, que se
identificé como la 8a-hidroxi-3-oxoindolizidina 98. La formacién del
hemiaminal A con dos enlaces de hidrégeno intramoleculares podria explicar
la estereoespecificidad observada en la formacién de este producto. La
obtencién de este derivado de 3-oxoindolizidina 8a-hidroxi sustituido parece
indicar que, en este caso, la y-lactamizacién del hemiaminal A es mas rdpida

que su hidrogenolisis para formar la correspondiente piperidina, y que la



N-acilacién intramolecular del hemiaminal impide la subsiguiente reduccién,
al menos en las condiciones de hidrogenacién utilizadas.

Para intentar esclarecer la participacién del compuesto 98 como
intermedio en el proceso de obtencién de los derivados 8a-alcoxi sustituidos, se
efectué un seguimiento de las correspondientes disoluciones de 98 en MeOH y
EtOH a lo largo de varios dias. En estas condiciones el hidroxi derivado 98
resulté completamente estable, por lo que, de los dos mecanismos propuestos,
el que transcurre a través de la espirolactona parece el més probable.

La hidrogenacién catalitica de 2-bencil-4-cetodiésteres derivados de Orn
conduce, por tanto, de forma totalmente estereoespecifica, a derivados de
8-amino-3-oxoindolizidina 2,2-disustituidos portadores de un grupo hidroxilo o
alcoxilo en posicidn 8a. dependiendo del disolvente utilizado.

Teniendo en cuenta el alto grado de funcionalizacién de estos
compuestos, se considerd su posible utilidad como intermedios para la sintesis
de diferentes andlogos de indolizidinas. Por una parte, se intenté la
desoxigenacién radicalica del derivado 98 con hidruro de tributilestano, previa
esterificacién del grupo OH con el reactivo adecuado 116 (Esquema 21).

0 CIR/DMAP, 0
COQME CH3CN 6 THFE N CO2I\’Ie
- /

—Ph /\ : *—Ph

OH OR
BocHN BocHN BocHN
98
j BuaSnH
R = C80Ph, COCO,Me + BusSn-
BecHN
82b, 82¢

Esquema 21

Con ello se pretendia acceder preferentemente a los derivados 82b u 82c¢,
isémeros que se habian obtenido de forma minoritaria al efectuar la
alquilacién directa del anillo de 2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina, Sin
embargo, el tratamiento de 98 con cloruro de feniloxitiocarbonilo en presencia
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de DMAP no condujo a la obtencién del producto de esterificacién deseado,
probablemente debido a problemas de impedimento estérico. Sin embargo, la
utilizacién de cloruro de metoxalilo 117, menos voluminoso, tampoco dio lugar
al resultado esperado, recuperdandose el producto de partida inalterado. Este
hecho parece indicar que el grupo OH del hemiaminal no es lo suficientemente
reactivo frente a los agentes de acilacién empleados.

Por otra parte, y ante el fracaso de estos intentos, se procedié a la
utilizacién de métodos m&ds drdsticos de reduccién. IL.os ensayos de
hidrogenacién del compuesto 98, utilizando como catalizadores Pd(OH)o y PtOo,
resultaron también infructuosos. Finalmente, la calefacién a reflujo de THF de
98 en presencia de 3 equivalentes de NaBH, (Esquema 22) condujo, tras
purificacién cromatografica, a la obtencién de dos productos de reduccién, 101
v 102, que fueron caracterizados a partir de sus datos analiticos ¥
espectroscépicos. En ambos casos se observa la transformacién del éster
metilico en el correspondiente alcohol. Ademads, el espectro de 13C RMN de 101
mantiene el carbono cuaternario del grupo hemiaminal C-8a (85,67 ppm),
mientras gue en el espectro de 13C RMN del producte minoritario 102 se
observa la desaparicién de las sefiales correspondientes al carhono
hemiamindlico y al carbono carbonilico C-3, lo que indica que ha tenido lugar
la reduccién de ambos grupos. En el espectro de 1H RMN de 102, el valor de la
constante de acoplamiento Jg g, es de 10,0 Hz, indicando una disposicién
relativa trans entre los protones H-8 y H-8a.

Como via alternativa para la preparacién del compuesto 102, se ensayé
la reduccién del derivado de 3-oxoindeolizidina 82b con NaBHy4 y LiAlHy4
(Esquema 22). Sin embargo, en estas condiciones, los compuestos 82a y 82b
condujeron a los derivados 103 y 104, respectivamente, en los que dnicamente
se redujo el grupo metoxicarbonilo. De manera similar, el tratamiento del 8a-
etoxi derivado 100 con LiAlHy4 a reflujo de THF dio Iugar exclusivamente a la
obtencién del producto de reduccién del éster metilico 105.

Los derivados 8a-hidroxi y 8a-alcoxi sustituidos anteriormente descritos,
pierden facilmente una molécula de HgO 6 alcohol en presencia de medios
dcidos. Asi, el tratamiento del compuesto 98 con cantidades cataliticas de TFA
{Esquema 23) condujo a la obtencién del derivado enaminico 106. ¥l espectro de
IH RMN de este producto muestra la desaparicién de las senales
correspondientes a los protones H-8 y H-8a, mientras que en el espectro de
13C RMN se observa una sefial de carbono cuaternario a 109,03 ppm, atribuible
a los carbonos C-8 y C-8a 118, Todos los intentos de hidrogenacion del doble



enlace enaminico, a diferentes presiones y temperaturas y con distintos
catalizadores, resultaron infructuosos. El tratamiento con NaBH3CN en medio

dcido 119 tampoco condujo al correspondiente compuesto saturado.

OH
NaBH4 . . +
THF, A “Ph
BocHN
101
O 0
Ph NaBH, 6 Ph
N J>/' LiAlH, N /
vy CO,Me THF, A w/ "— OH
BocHN BocHN
82a 103
0 O
. CO,Me NaBH, 6 OH
N . LiAlH, N .
el e P THF, A ad v Ph
BocHN BocHN
82h 104
LiAlH,
THF, A
100 165

Esquema 23
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2.2.5. MODELIZACION MOLECULAR DE DERIVADOS DE 8-AMINQ-3-OXQINDO-
LIZIDINA-2-CARBOXILATO. ANALISIS CONFORMACIONAL MEDIANTE
DINAMICA MOLECULAR

Puesto que las 3-oxoindolizidinas aqui descritas se pueden relacionar con
otras lactamas biciclicas capaces de mimetizar giros p 47-38 se consideré de
interés efectuar el andlisis conformacional de estos derivados con el fin de
conocer su capacidad para inducir conformaciones plegadas y, mé4s
concretamente, conformaciones de giro 3,

Estructuralmente los giros B pueden definirse como pseudociclos de diez
eslabones, estabhilizados por un puente de hidrégeno intramolecular entre el
grupo carbonilo del primer residuo y el NH del cuarto, v para los que la
distancia aC1-0Cq es <7 A (Rigura 10) 120,121 Pgr otra parte, el tipo especifico
de giro f se clasifica de acuerdo con los dangulos de torsién ® y ¥ de los residuos

2 y 3 del esqueleto peptidico.

RZ 3, O R?
oy N L ¥
HN H 0
(Qeeemmem HN
R{aC, uCqr~—R*
N-terminal C-terminal
d(ICl-O:qu’?A
Tipo bo Yo &g Y3
1 ~60 -30 -90 0
I 60 30 90 0
i ~60 120 80 0
e 60 -120 -80 0
111 - 60 -30 -60 ~30
1588 60 30 60 30

Figura 10. Estructura general de los giros By principales tipos.
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Para llevar a cabo el estudio conformacional se eligieron como modelos
sencillos los derivados de 3-oxoindolizidina A, B y C, en los que los grupos
N-acetilo y N-metilcarboxamida constituyen una simplificacién usual de los
residuos 1y 4 de los giros . Por otra parte, la estereoquimica de los diferentes
centros asimétricos se corresponde con la de aquellos isémeros que se obtienen
tras alquilacién en C-2 del esqueleto bdsico de 2-metoxicarbonil-3-oxo-
indolizidina.

Las estructuras iniciales de los compuestos modelos A, B y C, se
construyeron utilizando distancias y dngulos estdndar incluidos en el
programa InsightlIl 122, Estas geometrias, una vez optimizadas con el campo
de fuerza de segunda generacién cvff91 123, se utilizaron como punto inicial
para el minucioso andlisis conformacional llevado a cabo con cada una de las
moléculas.

La metodologia utilizada para el anilisis conformacional ha usado las
técnicas de dindmica molecular a alta temperatura y posterior minimizacién.
El uso de la dindmica molecular estd basado en la idea de que el aumento de la
energia de la molécula, por asignacién a cada dtomo de velocidades al azar,
puede ser llevado a cabo de tal forma que le permita superar las barreras
energéticas existentes entre los diferentes minimos, siguiendo las leyes de
Newton. La posterior minimizacién de las estructuras obtenidas por este
método proporciona una idea de los diferentes minimos accesibles para dicha
molécula.

La efectividad de esta metodologia para explorar el espacio conforma-
cional en funcién de la temperatura utilizada en la dindmica molecular ha
sido estudiada por Kollman 124, aplicAndola al éter 18-corona-6. En este
trabajo se llega a la conclusién de que cuando las simulaciones se llevan a
cabo entre 700 y 800 K se encuentra un nimero mayor de conformaciones de
minima energia que a temperaturas mas altas o m4s bajas. Con el fin de
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comprobar si éste es un principio general para todo tipo de compuestos o si
solamente es aplicable al compuesto estudiado por Kollman, se realizaron tres
dindmicas moleculares a 750 K para cada uno de los compuestos antes
mencionados. La primera dindmica utilizé como estructura inicial la
comentada anteriormente, la segunda, aquélla de minima energia de la
primera dinamica y la tercera, la estructura de menor energia no encontrada
en la primera dindmica. Asimismo, se efectuaron tres dindmicas para cada
compuesto a 1500 K utilizandoe las mismas estructuras iniciales que a 750 K.

Las condiciones exactas en que se ha realizado este estudio suponen un
primer paso de calentamiento progresivo, en el que se fue elevando la
temperatura de las moléculas 5 K cada 0,15 ps (10 K para las dindmicas a
1500 K) hasta llegar a la temperatura deseada. Este proceso fue seguido de
20 ps de estabilizacién con el fin de que la energia cinética se distribuyvera
uniformemente en la molécula. Por dltimo, se llevaron a cabo 75 ps de
simulacién, durante los que se almacenaron 300 estructuras a intervalos
regulares de tiempo. Cada una de estas estructuras se optimizé aplicando el
campo de fuerza ¢vff91 durante 500 ciclos del método de minimizacidn Steepest
Decent, con el fin de eliminar las interacciones mds importantes en las
moléculas y, posteriormente, durante los ciclos necesarios del método de
minimizacion Conjugate Gradients hasta que el gradiente alcanzase un valor
menor de 0,001. Los minimos asi obtenidos se compararon entre si con el fin
de eliminar aquéllos que se encontraban repetidos.

Los minimos encontrados en cada una de las dindmicas efectuadas a
750 K y a 1500 K se encuentran recogidos en la tabla 7. El numero total de
minimos obtenidos, considerando conjuntamente las dindmicas a 750 K y a
1500 K, fue de 93 para el compuesto A, 76 para B y 88 para C. Dado el elevado
numero de minimos, y aunqgue todos ellos fueron estudiados, para la
presentacién de los resultados se consideraron dnicamente los veinte
minimos de menor energia, tal y como se recoge en las tablas 8-10.

En primer lugar, se observa que en estructuras con pocos grados de
libertad, como las estudiadas en este caso, la probabilidad de ercontrar el
minimo absoluto es mayor que la de encontrar otros minimos. Asi, en todas
las dindmicas se ha llegado al minimo absoluto, cualquiera que fuese la
estructura de partida. En cuanto a la distribucién de minimos, se observa que
en las dindmicas a 750 K, la mayoria de las conformaciones obtenidas
corresponden a aquéllas de mds baja energia, mientras que otros conférmeros
s6lo aparecen cuando se utilizan temperaturas mads altas (1500 K). Ademas, se
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comprueba que las dindmicas a 1500 K proporcionan, independientemente de
la estructura de partida, un nimero mayor de conférmeros de baja energia
que las dindmicas a 750 K, en contra de lo expuesto por Kollman para el éter
18-corona-6 124 La mayor desventaja de la utilizacién de temperaturas
elevadas es la facilidad con que se produce la isomerizacién de los enlaces
peptidicos a disposiciones cis, poco habituales experimentalmente. Ksta

isomerizacién no se observa cuando la dindmica se efectda a 750 K.

Tabla 7. Minimos encontrados en las diferentes dinamicas moleculares

illevadas a cabo con las estructuras A, By C

Nitmero de minimos

Temperatura Estructura 1% Dindmica 2* Dindmica 3% Dinamica
750 K A 20 15(22) 24 (27)
B 15 21 (22) 13 (22)
C 14 15 (18} 13417}
1500 K A 49 621(72) T2(92)
B 51 49 (65) 56 (75)
C 65 34 (74} 62 (87)

Los nimeros entre paréntesis indican el mimero total de minimos teniendo en cuenta las dindmjcas
anteriores.

Como ya se ha indicado, para cualquier tipo de giro [ la distancia
aC1-0Cy4 debe ser inferior o igual a 7 A v, por lo tanto, éste es un primer
pardametro a tener en cuenta para determinar la presencia de este tipo de
giros. Asi, de los veinte minimos de baja energia obtenidos para la estructura
A, dnicamernte los conférmeros A4, A5 v A1l presentaron valores de daCq-0.Cy
inferiores a 7 A (Tabla 8), lo que indica una tendencia moderada de este
derivado a adoptar conformaciones plegadas. En el caso de la 3-
oxoindolizidina B, se observa la formacién practicamente exclusiva de
conformaciones extendidas, ya que en el inico conférmero con distancia aCq-
tCy4 inferior a 7 fi, B15, uno de los enlaces amida estd en disposicion cis (Tabla
9). En todos los conférmeros encontrados para las estructuras A y B, el anillo
de piperidina adopta una conformacién de tipo silla con disposicién trans-
diecuatorial de los sustituyentes en posiciones 8 y 8a.
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Tabla 8. Conférmeros de minima energia obtenidos para la estructura A en funcién de la

dindmica llevada a cabo y distancia «C1-aC4 para cada uno de ellos

Dindmicas {750 K) Dindmicas (1500 K)
Energia dO:CIo-(XC4 Total Total
Conf. (Kcal/mol) (A) 1 2 3 750 K 1 2 3 1500 K
Al -29,28 8,10 X X X X X X X X
A2 -27.91 7,44 X X X X X X X X
A3 -27.89 9,85 X X X X X X X X
Ad -27.80 6,04 X X X X X X X X
Ab -27.72 6,92 x X X X X X X X
A6 -27,33 9,49 x X x X X X X X
AT -27,31 9,26 X X X X b X X X
AB -27,25 8,54 X X X X X X x X
A9 ~26,68 10,04 X X x % % X X X
Al10 ~26,39 8,99 X b% X X X b X x
All -25,85 6,06 X X b4 X X X
Al2 —23,86 9,63 X X x X X X X x
Al3 -23,13 9,37 X % X X X X X
Al4 —23,07 8,98 X X X e X b'e x
Al -23,06 7,82 x X X e X x X
Alg ~22 98 896 X X X %
A7 2291 7,26 X X X
AlSB —22 87 8,26 X X X X X x X
Al9 -22.83 8,91 b4 X x X
A20 —22,72 9,94 X X X X X X X

Por otra parte, la obtencién de doce conférmeros, incluido el minimo
absoluto, con doC1-aCy4 dentro del valor establecido (Tabla 10), es indicativo de
la gran preferencia de 1a estructura C por adoptar conformaciones plegadas.
También en este caso, el anillo de piperidina de la 3-oxoindolizidina adopta
conformaciones tipo silla. Sin embargo, los sustituyentes en posiciones 8 y 8a
adoptan exclusivamente disposiciones axial y ecuatorial, respectivamente. La
visualizacién de los doce minimos de conformacién plegada indicé que los
conférmeros C1, C2, C10 y C17 presentan un puente de hidrégeno entre el
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8-NH y el grupo carbonilo de la posicién 2, es decir, entre el NH
correspondiente al segundo residuo y el CO del tercero, incompatible con las
conformaciones de tipo giro B. Por otra parte, en los conférmeros C8, C13 y
C18, uno de los dos enlaces amida estd en forma cis, manteniendo en los dos
primeros casos el puente de hidrégeno anteriormente sefialado. Finalmente,
los minimos C5, C9, C12, C16 y C20 son los que poseen a priori disposiciones
espaciales de los sustituyentes en posiciones 2 y 8 préximas a las esperadas
para las conformaciones de tipo giro .

Tabla 9. Conformeros de minima energia obtenidos para la estructura B en funcidn de la

dindmica llevada a cabo y distancia a«C1-aC4 para cada uno de ellos

Dinamicas (750 K) Dinamicas (1500 K)
Energia doC 1:~(1C4 Total Total
Conf. (Keal/mol) (A} 1 2 3 750K 1 2 3 1K
Bl —28,55 8,10 X X X X X X X X
B2 —28.31 8,74 X X X X X x X
B3 27,88 9,61 x X X X b3 X X X
B4 -27,75 8,55 X X X X X X X X
B5 27,49 9,77 X X X X X X
B6 —27,43 7.97 X X X X X X X
B7 -27.30 9,35 X X x X X x x
B& —27.00 9,07 X x X x X X X
B9 -26,88 9,49 X X X X X X X X
B10 26,36 957 X X X X X X X X
Bl1 ~24,36 9,24 X X X X X X X X
B12 -2421 8,80 X X X X X X X
B13 -23,87 9,71 x X X X X X X X
B14 ~23,00 7.62 X X X X
Bi15 -23,05 6,02 X X X X
B16 -23,03 8,15 X x X X x X X
B17 —22,99 5,96 X X X X
B18 -22.81 7.47 x X X X
B19 22,77 7,22 X X X
B20 -22,61 9,08 X X X X




Tabla 10. Conférmeros de minima energia obtenidos para la estructura C en funcién de la

dindmica llevada a cabe y distancia aC1-0C4 para cada uno de ellos

Dindmicas (750 K} Dindmicas (1500 K)
Energia duClu-qu, Total Total
Conf. (Kcal/mol} {A) 1 2 3 750K 1 2 3 1B0WK

C1 -35,98 498 X X X X X X X b
Cc2 -33,54 4,32 X X X X X X X X
C3 -33,08 7.83 X X X x X X X X
C4 -32,88 8,57 x X x x X X x X
C5 -32,02 4,81 x X X
Co -32,01 7.94 X X X X X X X X
C7 -31,99 8,66 X X X X X X X X
C8 -31,97 6,26 x x x x
C9 -30,72 4,05 x X X
C10 -30,66 5,56 X X X X X X X X
C11 -360,43 9,66 X X X X X X X X
C12 -30,36 3,77 X X X X X
C13 ~30,12 6,12 X X X
Cl4 -29,78 9,36 X X X X X x X X
Ci15 —29.48 7.38 X X X X
Ci6 -29,47 3,65 X X

C17 -29,28 6,72 X X 'Y X X X
C18 —-29,14 5,74 X X
C19 -29,05 10,10 X X x X
C20 ~28,75 4,66 X x X

En la figura 11 se muestran de forma gréfica las dos clases de
conformaciones plegadas obtenidas para el derivado de 3-oxoindohizidina C, el
conférmero C1, como representante de las estructuras con un puente de
hidrégeno entre los grupos 8-NH y 2-CO, y el minimo C5, como ejemplo de las
conformaciones que poseen un puente de hidrégeno entre el grupo carbonilo
del primer residuo y el NH del cuarto residuo, caracteristico de los giros f.
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C1 C5

Figura 11. Conformaciones plegadas del derivado de 3-oxoindolizidina C:
C1(8-NH—2-CO) vy C5 (giro B tipo 11).

Los minimos encontrados para las tres estructuras estudiadas se
compararon con diferentes tipos de giros B, construidos a partir del derivado
dipeptidico Ac-Ala-Ala-NHCH3, utilizando dngulos estandar 120,121 Para ello
se efectué la superposicidn de los diez dtomos que definen el esqueleto peptidico
con sus andlogos en los derivados de 3-oxoindolizidina, sefialados en trazo

grueso.
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En la tabla 11 gse recogen los valores de rms (root mean square)
encontrados en estas superposiciones para los conférmeros plegados de los
derivados A, B y C. Los minimos con conformaciones extendidas, no reflejados
en la tabla, presentan en todos los casos valores de rms muy superiores, como
era de esperar. A la vista de los datos de la tabla se puede deducir que los
valores més bajos de rms para los conférmeros A4, A5 y All se obtienen por
superposicién con los giros 3 ideales de tipos 1 y III, tal y como se puede
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apreciar en la figura 12. Para los minimos de conformacién plegada de la
estructura C, los mejores valores de rms se obtienen con los giros § de tipos I’

y II, con preferencia por este dltimo. Asi, la superposicién del conférmero C5
con estos giros B (Figura 13) muestra una mejor correlacién, tanto de los

atomos del esqueleto peptidico como de la cadena lateral del tercer residuo, en

el caso del giro B de tipo II que en el de tipo I'.

Tabla 11. Valores de rms obtenidos por superposicién de los conférmeros plegados

de los derivados de 3-oxoindolizidina A, B v C con diferentes tipos de giros 3

rms {A)

Conférmero  daC1-0C4 (A) 1 T 11 I 11 I
Ad 6,04 0,66 1,11 0,84 0,72 0,64 1,21
A5 6,92 0,82 1,40 1,06 0,99 0,73 1,43
All 6,06 0,53 1,20 0,82 0,70 047 1,29
B15 6,02 0,87 1,13 0,90 087 0,84 1,16
C1 4,98 0,87 0,91 0,72 0,85 0,99 102
C2 4,32 1,15 0,69 0,82 0,96 1,31 0,81
C5 4,81 0,82 0,52 0,48 0,57 0,97 0,71
C8 6,26 0,96 1,18 0,99 1,08 0,97 1,23
C9 4,05 1,04 0,69 0,30 0,85 1,20 0,38
C10 5,56 1,23 0,72 0,86 0,95 1,33 0,75
C12 3,77 0,94 0,66 0,56 0,76 1,14 0,83
C13 6,12 1,05 0,91 0,82 0,91 1,12 0.93
C16 3,65 0,77 0,85 0,60 0,78 0,98 1,03
C17 6,72 1,49 0,92 1,13 1,21 1,54 0,82
C18 5,74 1,23 0,79 0,87 0,97 1.31 0,82
C20 4,66 0,88 0,45 0,51 0,60 1.03 0,65
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a b

Figura 12. Superposicion del conférmero A1l (linea continua)
con giros Bideales de tipo I (a) y III (b).

a b

Figura 13. Superposicién del conférmero C5 (linea continua)
con giros fideales de tipo Il (a) y I' (b).

En resumen, los derivados de 3-oxoindolizidina A y B, con disposicién
trans entre los sustituyentes en posiciones 8 y 8a, presentan capacidad

moderada y nula, respectivamente, para inducir conformaciones de tipo



giro . Unicamente un pequefio porcentaje de conférmeros de la estructura A
se asemeja a los giros B 1deales de tipos [ y I1l. Por el contrario, el isémero
8,8a-cis, C, mostré una gran tendencia a adoptar dos clases de
conformaciones plegadas. Una primera clase originada por la formacién de
un puente de hidrégeno intramolecular entre los grupos 8-NH y 2-CO, v una
segunda constituida por la adopcién de conformaciones de giro J3,
especialmente de tipo I1. Por tanto, estos resultados indican que el esqueleto de
(25,85,8aS5)-8-amino-3-oxoindolizidina-2-carboxilato se puede considerar como
un nuevo mimético de este Ultimo tipo de giros f.
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2.3. ANALOGOS CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS
DE COLECISTOQUININA Y NEUROTENSINA

Una vez puestas a punto las vias sintéticas que permiten el acceso a los
esqueletos fundamentales de 2,5-dicetopiperidina y 3-oxoindolizidina, se explord
su aplicacién a la preparacién de analogos conformacionalmente restringidos de
péptidos de interés biolégico. La colaboracién que nuestro grupo de trabajo
mantiene con el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Navarra y con la empresa danesa Novo Nordisk A/S, interesados
en el estudio de Colecistoauinina (CCK) y Neurotensina (NT), respectivamente,
decantaron nuestra eleccién hacia estos neuropéptidos. Por otra parte, el hecho
de que los fragmentos minimos activos para estos péptidos estén constituidos por
un numero reducido de residuos de aminodcidos, podria facilitar, en principio, la

preparacién de los correspondientes andlogos restringidos.

2.3.1. ANALOGOS CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE CCK

La CCK es una hormona peptidica ampliamente distribuida en el tracto
gastrointestinal y en el sistema nervioso central 125, A nivel periférico, la CCK
estimula la contraccién de la vesicula biliar, la secrecién pancreatica y la
motilidad gastrointestinal., En el sistema nervioso central, donde actda como
neuromodulador y/o neurotransmisor, la CCK induce hipotermia, analgesia y
estimula la liberacién de las hormonas de la pituitaria, entre otros efectos. Por
otra parte, la colocalizacién de la CCK en el cerebro con Dopamina (DA),
Serotonina (5-HT), Encefalinas, GABA y aminoacidos excitatorios, parece indicar
que este neuropéptide podria estar involucrado en la modulacién de las acciones
de estos neurotransmisores 126-130, Se ha demostrado también que tanto la
administracién central como periférica de CCK produce saciedad, sin que, por el
momento, esté claro el mecanismo a través del cual ejerce este efecto.

La CCK se ha aislado en varias formas moleculares, denominadas
CCKs5g, CCKzg, CCK33, CCKg vy CCEK4, provenientes del procesamiento de un
precursor comin. La CCKgz3, CCKg y CCK4 son las formas predominantes a nivel

periférico, mientras que en el cerebro se encuentra principalmente el octapéptido
C-terminal, CCKg 125,

H-Asp-Tyr(SO3H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHs,
CCKg



Las actividades biolégicas de la CCK estdn mediadas por dos tipos
diferentes de receptores, los receptores centrales CCKp, ampliamente
distribuidos en el cerebro y los receptores periféricos CCKy, distribuidos en los
érganos periféricos, aunque también estdn presentes en algunas regiones del
cerebro 131, Sin embargo, la participacién concreta de uno u otro tipo de receptor
en las respuestas farmacolégicas inducidas por la CCK mencionadas
anteriormente, todavia no ha sido completamente elucidada o es materia de
controversia. Teniendo en cuenta el rango de actividades biolégicas de la CCK, la
disponibilidad de agonistas y antagonistas potentes, altamente selectivos,
metabdlicamente estables y con propiedades farmacocinéticas adecuadas, podria
tener una clara aplicacién para el desarrollo de nuevos fairmaces 132,

La aplicacién de la estrategia general de disefo racional de

peptidomiméticos, comentada en la introduccién, y en la que se han utilizado
como puntos de partida la CCKy, fragmento minimo activo a nivel periférico, v la

CCK4, H-Trp-Met-Asp-Phe-NHgo, estructura minima necesaria para la activacién
de los receptores CCKp, ha dado lugar a la preparacién de agonistas y
antagonistas potentes y selectivos, aunque la mayoria conservan gran parte del
cardcter peptidico inicial 132-143 Por otra parte, la optimizacién, mediante
estudios de relaciones estructura-actividad, de compuestos surgidos a través del
muestreo al azar ha conducido a antagonistas de gran interés, como los
derivados benzodiazepmmicos 2 y 3 ya comentados 14,19,

Dentro de los agonistas basados en la estructura de la CCKy4 cabe destacar
el compuesto A-71623 (107), agonista selectivo de los receptores CCKp con
propiedades anoréxicas similares a las inducidas por la CCKg 144,145 vy los

derivados conformacionalmente restringidos 108, agonistas selectivos de los
receptores CCKp 148,

H O

N
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", Asp-Phe-NH.
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Por otra parte, los derivados 109,110 y 111 constituyen ejemplos
representativos de antagonistas selectivos de los receptores CCKp 147-152,
desarrollados tomando como modelo la secuencia peptidica de la CCK4, mientras
que el andlogo tripeptidico 112 muestra propiedades antagonistas a nivel
periférico 153,

\‘_/
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O}\ NH g [N—>\( Asp-Phe.NH,
Ph
cH, H px COH
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H \?:A\V/
109 110
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Tomando como antecedentes los estudios conocidos sobre la importancia
de las cadenas laterales de los aminodcidos que integran la secuencia de la
CCK4 132, los estudios conformacionales que indican la existencia de
conformaciones plegadas para el tetrapéptido C-terminal de la CCK 154,155 y [og
ejemplos anteriormente expuestos, se han disefiado la serie de andlogos de CCKy
56, 113, 114 y 115, que incorporan anillos de 2,5-dicetopiperidina y 3-oxoindolizi-
dina adecuadamente sustituidos.

En los derivados 56 y 114 se ha reemplazado el fragmento Met-Asp por los
esqueletos heterociclicos sefialados, mientras que en los andlogos 113 y 115
unicamente se ha eliminado el residuo de Met, menos importante para la
actividad, manteniendo la cadena lateral 4cida del Asp, cuya contribucién a la
actividad de la CCK es mds acusada.



Teniendo en cuenta que la presencia y disposicién espacial relativa de las
cadenas laterales aromaéticas de los residuos de Trp y Phe juegan un papel muy
importante en el reconocimiento de los receptores de CCK, en todos los
compuestos disefiados se han incorporado dichas cadenas laterales. Ademsds, la
introduccidén de restricciones conformacionales a distintos niveles podria ser de
utilidad para intentar establecer los requisitos tridimensionales de las cadenas

laterales presentes en estos derivados.

0 o
| | Ph , ' o CO,H
N AN N Phe NH
S ™ oo o Ty PN,

56 113
0 0
N Ph N COH
Qé(c;z MP}IE-NHQ
Boc-Trp-HN Boe-Trp-HN 0
114 R=OCH;, NHy 115

2.3.1.1. Analogos de CCK4 derivados de 2,5-dicetopiperidinas

La sintesis de los compuestos 56a y 56b, en los que el anillo de 2,5-diceto-
piperidina reemplaza al fragmento dipeptidico Met-Asp y que incorporan
restricciones conformacionales tanto de la cadena lateral del Trp como de la Phe,
estd descrita en el capitulo 2.1.2. Estos compuestos fueron ensayados

farmacolégicamente en forma de éster metilico, ya que los intentos de obtener las
amidas correspondientes, por tratamiento con NH3/MeOH, dieron lugar a

mezclas complejas de reaccién.

.‘..\‘-_ Ph
CO,Me
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Para abordar la preparacién de los derivados 113 se llevé a cabo,
inicialmente, la secuencia de reacciones indicadas en el esquema 24. La
formacién del enlace peptidico, por el método del éster activo N-hidroxisuccinimi-
dico 156 entre el derivade carboxilico 116ab, obtenido previamente por hidrélisis
selectiva del éster metilico de 58ab, y H-Phe-NHpy, condujo al compuesto 117ab.
Este derivado se obtuvo como una mezcla de dos diastereoisémeros en proporcion
2:1, similar a la del producto de partida 58ab. En el espectro de 1H RMN de 117ab
se observa que el protén H-6 del isémero mayoritario aparece considerablemente
apantallado con respecto al mismo protén del isémero minoritario
(Ao = 1,57 ppm). Esta diferencia de desplazamiento guimico indica que, en el
isémero mayoritario, el protén H-6 y el anillo aromatico del residuo de Phe se
encuentran en disposicién relativa cis y que, por tanto, la configuracién absoluta
de este isémero es (3R.685).

La saponificacién del compuesto 117ab, no condujo al derivado 113ab
esperado, sino que dio lugar a una mezcla compleja de reaccién, probablemente
debido a la epimerizacién de alguno de los centros quirales durante el
tratamiento prolongado con NaOH.

CO,Et CC|2Et
HN 2) HC] HN
FOeIVIe CO

58ab 116ab
a’h = 2:1
1) HOSwDCC
2) H-Phe-NH,
O O
In CO2H ‘ \/ In CO,Et
HN s HN '
Phe-NH, Phe-NH,
O O O O
113ab 117ab
a'b=2:1
Esquema 24

Para evitar este inconveniente, se preparé el derivado de 2,5-dicetopiperi-
dina 119ab (Esquema 25), en el que la cadena lateral del Asp estd protegida en
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forma de éster terc-butilico, lo que permite realizar la desproteccién final en
medio dcido. A partir de 119ab, y siguiendo una secuencia de reacciones similar a
la indicada para la obtencién de 117ab, se sintetizé el derivado tripeptidico 121ab,
constituido por una mezcla de dos diastereoisémeros en proporcion 3:1, que
fueron separados por cromatografia. La asignacién de la configuracién absoluta
de los derivados 121a y 121b como (3R,65) y (35,68), respectivamente, se efectud
siguiendo el mismo razonamiento que para los analogos etil sustituidos 117ab.

CO,Me
t
CO,Me NaOMdBrCH NaOMe/BrCH,COp'Bu _ In €O, Bu
CO.Me
W Cone ZHN 02‘ Te
ZHN 118
Hy/Pd-C
MeOH
Co, ‘Bu CO, tBu
2)HCI
co CO,Me
120ab 119ab
ah =21
13 HOSu/DCC
2) H-Phe-NH,

In

CO,'Bu N

™y Phe-NH,
0 0
121a 121b
TFA/CH,Cl, TFA/CH,Cly

113a 113b

FEsquema 25
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Finalmente, la eliminacién del grupo terc-butilo por tratamiento con TFA
dio lugar a los andlogos de CCK4 buscados 113a y 113b, en los que la restriccion

conformacional se centra en las cadenas laterales del Trp y del Asp.
La capacidad de unién a los receptores CCKp y CCKp de los derivados que

incorporan 2,5-dicetopiperidinas 56a, 56b, 113a y 113b, fue evaluada en homoge-
neizados de pancreas y corteza cerebral de rata, utilizando [SH}-propionil-CCKgyg

como marcador 137 (Tabla 12). A efectos comparativos, en la tabla se incluyen
también los datos correspondientes a la CCKg, Boe-CCKy4 y a los antagonistas

centrales 3 vy 109.

Tabla 12. Afinidades por los receptores CCKy y CCKp

de los derivados de 2,5-dicetopiperidinas

O
Il'] S Rl
HN_ 2
RZ
0 o0
IC50 ® (M)
Pancreas Cerebro
Compuesto Rl R2 Config. C-3 {(CCKya) (CCKgp)
56a Ph OMe s 6,7 > 10
56b Ph OMe R 88,0 > 10
113a COsH L-Phe-NHgo R > 100 > 10
113b CO9H L-Phe-NHo S 50,0 > 10
CCKg 0.0006 0,006
Boc-CCKy ° 18 0,025
3 0,8 0,05
109 1,7 0,01

El valor de IC5; representa la concentracién capaz de producir una inhibicién del 50% de la unién especifica
de la |3H]-propionil-CCKg a los receptores de CCK. Los valores indicados corresponden a la media de los
obtenidos en tres experimentos separados.

Valores publicados en la referencia 151,
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Los valores reflejados en la tabla indican que los anslogos de CCKy
derivados de 2,5-dicetopiperidinas presentan entre si distinta afinidad por los
receptores periféricos, que puede calificarse desde moderada a nula, careciendo
de afinidad hacia los receptores CCKp a concentraciones inferiores a 10-5 M. El
compuesto mds efectivo frente a los receptores CCKp, 56a, mostrd afinidad
micromolar, del mismo orden que la Boc-CCKy4. Si se comparan los resultados
obtenidos con los diastereocisdémeros 56a y 56b, se deduce que la disposicién cis
entre las cadenas laterales aromaticas en posiciones 3 y 6 del anillo de 2,5-diceto-
piperidina, favorece la unién a los receptores CCKa. Observacidn similar resulta
de comparar los datoes obtenides para la pareja de diastereoisdmeros 113a y 113b,
en los que las cadenas laterales de Trp ¥ Phe se encuentran en disposiciones
trans y cis, respectivamente. En estos Gltimos derivados, la presencia de la
cadena lateral del Asp no contribuye a mejorar los valores de afinidad, posible-
mente debido a una disposicién espacial inadecuada, tanto de la mencionada
cadena lateral como de! grupo fenilo del residuo de Phe.

Por otra parte, ninguno de los compuestos de esta serie fue capaz de
inhibir la liberacién de amilasa de los acinos pancredticos inducida por la
CCKg 158, un ensayo funcional que da idea de la capacidad de los derivados
evaluados para actuar como antagonistas periféricos.

Finalmente, las 2,b-dicetopiperidinas sintetizadas se ensayaron en
preparaciones de musculo longitudinal-plexo mientérico de ileon de cobaya 130,
En este tipo de ensayo la CCKg produce un efecto contrdctil por estimulacién de
los receptores CCKp, mientras que la CCKy contrae el ileon a través de la
activacion de los receptores CCKp. Estas contracciones pueden ser inhibidas por
antagonistas selectivos para uno u otro tipo de receptor y, por lo tanto, el ensayo se
puede utilizar para evaluar la capacidad antagonista periférica o central de un
compuesto dado. Los porcentajes de inhibicién obtenidos para los compuestos 56a,
56b, 113a y 113b, en la contraccién del fleon inducida por CCKg 6 CCK4 se recogen
en la tabla 13.

Del andlisis de estos datos hay que destacar que no existe una correlacién
clara entre los ensayos de unién al receptor y los de inhibicién de la contraccién
del {leon. Este hecho podria atribuirse a posibles diferencias entre los receptores
de distintas especies, rata y cobaya. Ademds, en el caso de los receptores CCKg,
no existe una evidencia molecular concluyente de la identidad de estos receptores
en la periferta y en el cerebro. En cualquier caso, ninguno de los derivados

ensayados presenta actividad antagonista significativa.



Tabla 13. Inhibicién de la contraccién inducida por la CCK

en plexo mientérico de cobaya

% de inhibicién

Compuesto

(10" M) CCKg (108 M) CCK4 (107 M)
56a 186 + 5,7 278 £ 74
56b +165 + 80° +54 = 66°
113a 21,0 + 75 +320 + 199°
113b 114 + 75 +556 + 223°%
3 85,1 + 2,7 100
109 604 + 48 79,7 + 140

a . . . . ) . Iy
El signo + indica potenciacién en vez de inhibicién.

2.3.1.2. Anslogos de CCK4 portadores del esqueleto de 3-oxoindolizidina

Para la preparacién de las series de andlogos de CCK4 representados por
las formulas generales 114 y 115 se eligieron como productos de partida los de-
rivados de 3-oxoindolizidina 2,2-disustituidos 758 (Esquema 26). La disponibilidad

O 0
N R N R
CONH2 ————— COzMe
Boc-Trp-HN BocHN
R=CHsPh 114 75 R =CHyPh, CHxCOqEt
O
N R
Phe-NH,
Boc-Trp-HN

115 R=CH,COxH

Esquema 26
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de diferentes isémeros en el carbono asimétrico C-2, junto con la posibilidad de
acoplar un resto de Trp de configuracién L o D con el grupo NH-8, permitiria la
obtencién de derivados con diferentes disposiciones espaciales de las cadenas
aromédticas del Trp y de la Phe. Con ello se pretende profundizar en el
conocimiento de los requisitos tridimensionales de estas cadenas laterales
aromdticas necesarios para la unién a los receptores CCKa v/o CCKp y para las
actividades biol6gicas mediadas por dichos receptores.

Segun se indica en los esquemas 27 y 28, la obtencién de los derivados 122,
123, 126 v 127 se llevé a cabo por tratamiento con TFA de las 3-oxoindolizidinas 82a
v 82b y posterior formacién del enlace peptidico con Boc-L-Trp ¢ Boc-D-Trp. Debido
a la falta de enantioespecificidad con que se forman las 3-oxoindolizidinas de
partida, estos triptofil derivados se obtienen como mezclas de dos diastereoisé-

meros en las proporciones indicadas en la tabla 14,

Tabla 14. Proporcién de diastercoisémeros en los derivados

de 3-oxoindolizidina de férmula general

Boc-Kaa-HN

Configuracién 2,8,8a
Proporeién de

Compuesto Xaa R a b diastereoisémeros a/b ?
122ab L-Trp COoMe RSR SRS 101
124ab L-Trp CONHg S8R RRS 10:1
123ab D-Trp COosMe RSR SRS 10:1
125ab D-Trp CONH- SSRE RES 101
126ab L-Trp COsMe SSR RRS 4:1
128ab L-Trp CONHg RSR SRS 4:1
127ab p-Trp COaMe SSR RRS 3:1
129ab D-Trp CONHg RSE SES 3:1

8 Determinada por HPLC.



Boc-1,-Trp-HN Boc-1.-Trp-HN Boc-1-Trp-HN
122a 122b 124a

1) TFA/CHCly
2) Boc-1-Trp-OSu

0] O
N Ph N CO,Me
"-.,l + "-.\,'
T CO,Me ‘ *—7Ph
BocHN BocHN
82a
1) TFA/CH:Cly
2) Boc-p-Trp-OSu
0] O O O )
N Ph N CO;Me N Ph N CONH,
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Boc-p-Trp-IIN Boc-D-’I&“p-HI;I Boc-D-Trp-HN Boc-p-Trp-HN
123a 123b 125a 125b

Esquema 27
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1) TFA/CH2Cle
2) Boc-L-Trp-0OSu
O O
N CO,Me N Ph
. + e
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BocHN BocHIzI
82b

1) TFA/CHLCls
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NH1
MeOH
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Esquema 28
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Como era de esperar, los espectros de 1H RMN de los isémeros 122a, 122b,
128a y 126b son idénticos a los de sus enantiémeros 123b, 123a, 127b y 127a,
respectivamente. El tratamiento de los compuestos 122, 123, 126 y 127 con
NH3/MeOH condujo a las amidas 124, 125, 128 y 129 correspondientes,
constituidas también por mezclas de dos diastereocisdmeros en proporciones
idénticas a las de los ésteres de partida.

Las diferencias en las proporciones de diastereoisémeros observadas para
estos derivados podrian ser debidas a la utilizacién de diferentes partidas de las
3-oxoindolizidinas 82a y 82b, o0 a un problema de resolucién cinética durante la
condensacién con Trp, o bien a una combinacién de ambos factores.

Con objeto de estudiar la influencia del grupo protector Boc en la actividad
de estos derivados, se procedid a la N-desproteccién de los compuestos 128ab y
129ab (Esquema 29). Se obtuvieron asi las mezclas de diastereoisémeros
desprotegidos 130ab y 131ab, que pudieron ser separados por HPLC

semipreparativo.
’&/CONH Ny /‘/>/c JONH,
“e—Ph RH e Ph
Boc-L-Trp-HN H-L-Trp-HN
128a TPACHLCL Trp 130a
+ ——— +
0 0
4
: CONH, CONH,
Bac-lJ-T‘r‘p-HI;T 128b H-L—Trp-HIQI 130b

0
/\N CONH,, />/F‘ONH2
‘—Ph "~ Ph
BOC-D-T\FP-HN 1293 H-n- Trp HN 131a

+ TFA/CH.Cla

Q O

o “,
: CONH, CONH,
Boc-l)—Trp-HI-\’ 129h HD'I‘rpHN 131b

Esquema 29
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Légicamente, los espectros de 'H RMN de 130a y 131b, por una parte, y
130b y 131a, por otra, son coincidentes, mientras que los valores del poder dptico

rotatorio son idénticos y de signo contrario para cada pareja.
Para la preparacién de los andlogos de CCK4 115 se intentd en primer

lugar la saponificacién selectiva del éster metilico del diéster 84ab mediante
tratamiento con un equivalente de NaOH. Sin embargo, este tratamiento condujo
a una mezcla constituida por el producto de partida y los derivados carboxilicos
procedentes de la monosaponificacién tanto del éster metilico como del etilico.
Para evitar esta falta de selectividad se llevé a cabo la saponificacién en el diéster
andlogo 132ab, obtenido por alquilacidn del correspondiente derivado 2-mono-
sustituido 73, en el que el resto de acetato de etilo de 84ab se ha sustituido por el de
acetato de terc-butilo (Esquema 30). La reaccién de acoplamiento peptidico del
dcido carboxilico 138ab con H-Phe-NHs condujo a una mezcla 6,6:1 de los
diastereoisémeros 134a y 134b, que pudieron ser separados por cromatografia.
Cada uno de estos derivados, segin se aprecia en el espectro de !H RMN, esta
impurificado con una pequena cantidad del diastereoisémero proveniente de la
mezcla enantiomérica de la 3-oxoindolizidina de partida.

0 O
N coleu N C O;Bu
)>(‘ 1) NaOHMeOH
g C02M&3 23 HCl Ty COQH

BocHN BocHN
132ab 133ab
a’b =51
1) HGSu/DCC
2} H-Phe-NH<
G 0
CO;Bu N Phe-NH,

—Phe-NH, ™ *— C0,'Bu
O
BocHN BocHN
134a 134b
Esquema 30
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Finalmente, los andalogos de CCK 115a y 115b se obtuvieron por
tratamiento de 134a y 134b con TFA, seguido de acoplamiento con el éster
N-hidroxisuccinimidico de Boc-L-Trp (Esquema 31). El tratamiento con TFA del
derivado 116a condujo al correspondiente andlogo desprotegido 135.

CO,'Bu N Phe-NH,

“—Phe-NH, “—C0,'Bu
O
BocHN BocHN
134a 134b
1) TFA/CH,Cly 1) TFA/CH,Cly
2] Boe-Trp-O8u 2} Boe-Trp-OSu

TFA/CH:Cl,

Esquema 31

La asignacién de la configuracién absoluta de estos analogos de CCK se
realizé por medio de experimentos de NOE bidimensional (ROESY). E! compuesto
115a muestra fuertes NOEs entre los protones H-8a y H-1a, H-1laa y 2-CHy, yH-8 y
H-183, lo que indica que el protén H-8a y el resto de Asp en posicién 2 se
encuentran en disposicion relativa cis. Por el contrario, para el 1sé6mero 115b los
protones del grupe 2-CHg muestran NOE con el protén H-1f, al igual que el H-8,
indicando que el protén H-8 y el sustituyente alquilico de la posicidén 2 se disponen
del mismo lado del anillo de 3-oxoindolizidina {Figura 14).
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CO,H

g— Phe-NH,

H

-"" EE ‘..-’- H ::..' ‘)
Hp
Boe-Trp-HN H Hp Boe-Trp-HN H
w_ A \_/‘

115a 115b

Figura 14. NOEs mds significativos observados
para los compuestos 115ay 115b.

Los valores de afinidad por los receptores CCKy v CCKp de los derivados
de 3-oxeindolizidina sintetizados se recogen en la tabla 15, junto con los obtenidos
para los compuestos de referencia.

Dentro de los andlogos conformacionalmente restringidos de CCEK4 en los
gque se sustituye el fragmento dipeptidico Met-Asp por un resto de 3-oxoindoli-
zidina, los derivados en los que el grupo 2-bencilo y el residuo de Trp se sittan del
mismo lado del anillo de 3-oxoindolizidina presentan mayores afinidades por los
receptores CCKp que por los periféricos. Si se comparan los compuestos 123 y 125
se observa que la sustitucién del éster metilico por amida conduce al aumento de
un orden de magnitud en la capacidad de unién a los receptores CCKg. Se
produce un resuitado similar con la sustitucién de L-Trp por D-Trp, como se
deduce de la comparacién de los valores de afinidad obtenidos para los
compuestos 124 y 125. Por el contrario, cuando el grupo 2-bencilo y el residuo de
Trp se encuentran en lados contrarios de la molécula, se observa selectividad por
los receptores CCKp, obteniéndose afinidades de rango micromolar. En este caso,
la introduccién de Boc-L-Trp en la posicion 8 del anillo de 3-oxoindolizidina
condujo a mejores resultados (126) que la incorporacién de Trp de configuracién D
(127). Nuevamente se obtienen mejores afinidades para los carboxamido
derivados {ver compuestos 126 y 128). En esta serie de compuestos la eliminacién
del grupo Boc dio lugar a la pérdida de afimidad, indicando la importancia Jdel
grupo hidrofébico en la posicién N@ del Trp, de manera andloga a la descrita para
otros derivados de CCKy 147-160

Por otra parte, la introduccion de la cadena lateral del Asp en la posicién 2
del anillo de 3-oxoindolizidina condujo a compuestos inefectivos para ambos

receptores.
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Tabla 15. Afinidades por los receptores CCKa y CCKB

de los derivados de 3-oxoindolizidina

R-Trp-HN
Configuracién? 1C5p (WM) b
Proporcion
Compuesto R R R2 Trp 2,8.8a a/b CCKp CCKp

123ab Boc Ph (OCHs3 D RSEK 10:1 > 10 4,3
(SRS)

124ab Boc Ph NHo L SSR 10:1 > 10 39
(RRS)

125ab Boc Ph NHo D S8R 10:1 > 10 0,7
(RRS)

126ab Boc Ph OCHg L SSR 4:1 9,2 > 10
(KRS

127ab Boc Ph OCHz D SSR 3.1 > 10 > 10
{RRS)

128ab Boc Ph NHo L RSR 4:1 3.9 > 10
(SRS)

130a H Ph NHy L RSR — > 100 > 100

130b H Ph NHso L SRS — > 100 > 100

115a Boc COsH  L-Phe-NHg L SSR — > 10 > 10

115b Boc CO9H L-Phe-NHo L RSR — > 10 > 10

135 H COg9H L-Phe-NHg L SSKE — > 10 > 10

CCKs 0,0006 0,006

Boc-CCKy 18 0,025

3 0,8 0,086

109 1,7 0,01

Las eonfiguraciones indicadas entre paréntesis corresponden alas del diasiereoisémerc minoritaripo presente
en la mezcla.

El valor de 1Cs, representa la concentraeién capaz de producir una inhibicién del 50% de la unién especifica
de la [BH}-prnpioni]-CCKg a los receptores de CCK. Los valores indicados corresponden a Ja media de los
obtenidos en tres experimentos separados.

Valores publicados en la referencia 151.
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En el ensavo de liberacién de amilasa de los acinos pancreaticos inducida
por CCKg, el derivado 128ab inhibid, a una concentracién 10-5 M, la liberacién de
esta enzima en un 70%. Por lo tanto, el compuesto 128 actiia como antagonista
periférico.

L.a capacidad antagonista de los derivados de 3-oxoindolizidina que habian
mostrado afinidades a concentraciones inferiores a 10-® M fue evaluada en el
ensayo de musculo longitudinal-plexo mientérico de ileon de cobaya (Tabla 16). En
este ensayo, los compuestos 126ab y 128ab inhibieron la contraccién del ileon
mediada por los receptores periféricos en porcentajes del 70 y 88%,
respectivamente, en consonancia con sus afinidades por dichos receptores. Este
resultado esta de acuerdo con el obtenido para 128 en el ensayo de liberacién de
amilasa comentado anteriormente. Se confirma asi que estos derivados son
antagonistas periféricos, aunque con actividad moderada.

Los D-triptofil-3-oxoindolizidina derivados 123 v 125 no inhibieron signifi-
cativamente las contracciones del fleon inducidas por la CCKy, aunque sus

afinidades por los receptores centrales son aceptables.

Tabla 16. Inhibicién de la contraccién inducida por la CCK

en plexo mientérico de cobaya

% de inhibicién

Compuesto

{1075 M) CCKg (108 M) CCKy (10T M)
123ab 253 + 42 193 + 05
124ab 52,6 + 7.3 +44,1 £ 22,0°
125ab 29 + 74 +08 + 4,2°
126ab 70,0 + 60 26,1 + 2,3
128ab 882 + 32 +170+ 15°
130a 272 £ 7.3 16 = 119
130b +56 + 53" +16,7 = 108°%
3 85,1 + 27 100
109 604 + 48 79,7 + 14,0

a . o fs e
El signo + indica potenciacién en lugar de inhibicidn.
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La capacidad antagonista periférica del compuesto 124, capaz de inhibir
en un 529% las contracciones del ileon inducidas por CCKg, no tiene una

explicacién clara, ya que su afinidad por los receptores CCKa es muy baja.

Finalmente, la disminucién de la potencia antagonista de los derivados
130a y 130b, andlogos de 128ab, en los que se ha eliminado el grupo protector Boc,
esta de acuerdo con la pérdida de afinidad mostrada por estos compuestos.

Teniendo en cuenta que los derivados 123-128 estdn constituides por
mezclas de diasterecisémeros es diffcil establecer relaciones estructura
tridimensional-actividad biolégica, especialmente en el caso de los tres dltimos
compuestos donde la proporcién de isémeros es méas parecida y la contribucién
del isémero minoritaric podria ser mds importante. En cualquier caso, el
compuesto 128, un antagonista moderado de los receptores CCKy, y el derivado
125, con afinidad 10-7 M por los receptores centrales, podrian constituir la base
para la preparacién de nuevos andlogos mds potentes y selectivos. Asimismo, en
aquellos compuestos de mayor interés, queda pendiente la resolucién de las
parejas de diastereoisémeros, que seria de gran ayuda para llegar a establecer
ctial o cuales de las muchas disposiciones espaciales de las cadenas aromdticas
favorecen la interaccidn con los diferentes tipos de receptores.

2.3.2. ANALOGOS CONFORMACIONALMENTE RESTRINGIDOS DE NT

La Neurotensina (NT), H-Pyr-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-
lle-Leu-OH, es un tridecapéptido con un extenso perfil farmacolégico que incluye
acciones tanto en el sistema nervioso periférico como en el central 159,160 1.3
administracién periférica de NT induce hipotensién, incrementa la permeabi-
lidad vascular y estimula la contraccién intestinal. A nivel del sistema nervioso
central la NT ejerce potentes acciones de hipotermia y analgesia. Ademads, este
neuropéptido actiia como modulador de la transmisién dopaminérgica y podria
tener importantes implicaciones en la etiologia de la esquizofrenia y de la
enfermedad de Parkinson.

Los estudios de relaciones estructura-actividad biolégica han permitido
establecer los requisitos estructurales necesarios para la interaccién
NT-receptor{es) 161-165 habiéndose determinado que el hexapéptido C-terminal de
la NT, NTg.13 (H-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu-OH), es el fragmento minimo capaz de
unirse a los receptores de NT y de expresar la totalidad de las acciones bioldgicas
de este neuropéptido 164, Sin embargo, la existencia o no de diferentes subtipos de
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receptores no estd todavia bien establecida 166. Este hecho se debe,
principalmente, a la falta de antagonistas especificos y de analogos de NT
metabdlicamente estables, que constituyen las herramientas necesarias para la
caracterizacién tanto de los receptores como de las implicaciones fisiolégicas
especificas de dicho neuropéptido.

Teniendo en cuenta que la prolina es uno de los residuos que mds
frecuentemente entran a formar parte de los giros § 120, v que la sustitucién de la
Prol0 en la NT por D-Pro o por Gly conlleva una disminucién acusada de la
actividad 164, diversos autores han postulado que la importancia de este residuo
estd directamente relacionada con la adopcién de conformaciones de tipo giro
inverso 167,168 Sin embargo, los andlisis conformacionales llevados a cabo con la
NT y sus fragmentos activos no han contribuido a esclarecer este punto, ya que,
mientras en disolucién se puede descartar la existencia de estructuras
secundarias concretas 169,170 algunos estudios de cdlculos de energia indican la
presencia de un giro  de tipo I constituido por el fragmento Arg-Pro-Tyr-
Tle 167,171

Con objeto de intentar aportar nuevos datos acerca de la conformacién
bioactiva de este neuropéptido, y dentro del marco de colaboracién que nuestro
grupo de trabajo mantiene con la compania Novo-Nordisk A/S, se considerd de
interés la preparacién de una serie de andlogos conformacionalmente
restringidos de NTg.13 de férmula general 136. En estos derivados, el dipéptido
Prol0.Tyrll se sustituyé por esqueletos de 3-oxoindolizidina 2-bencil sustituida con
diferentes estereoquirnicas, capaces de inducir restricciones conformacionales de
indole diversa. Por facilidad sintética, se reemplazd la cadena lateral de la Tyr
por Phe, dado que esta sustitucién no modifica sustancialmente la actividad de la
NTg.13.

N Ph
Tle-Leu-OH
H-Arg-Arg-HN
136

Como derivados de 3-oxoindolizidina de partida para la preparacién de los

andlogos de NTg.13 136, se utilizaron los compuestos 85a, 85b, 85¢, 88a vy 88b,
previamente preparados (Apartado 2.2.2).
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0 0 0
N /y— Ph N CO,H N /&COQH
e/ COH /" Ph “—Ph
BocHN BocHN BocHN
85a 85b 85c¢
(IRSR) (ISSR) (ISSS)
0 0
—Ph _ "co,H
BO('HI;;‘T BocHI\:I
88a 88b
(ISRS) (IRRS)

I = &.amino-2-bencil-3-oxoindolizidina-2-carboxilato. Las tres letras siguientes
a la letra [ indican la configuracién de C-2, C-8 y C-8a, respectivamente.

A partir de estos derivados de 2-bencil-3-oxoindolizidina-2-carboxilato, el
Dr. Nils L. Johansen (Novo-Nordisk) abordé la sintesis de los derivados
hexapeptidicos conformacionalmente restringidos [IRSR1%:11]NTg.13 (186a),
[ISSR10.111NTg.13 (136b), [ISSSI011]NTg. 13 (136¢), [ISRS10,11]NTg.13 (136d) e
[IRRS1®.11INTg 13 (136e), utilizando la metodologia de péptidos en fase sélida y
siguiendo la estrategia Boc/Bzl. En concreto, se utilizé una resina PAM
[4-(hidroximetil)fenilacetamidometil resinal] como soporte sélido, las cadenas
laterales de los residucs de Arg se protegieron en forma de tosilato y los
acoplamientos de los diferentes Boc-aminodcidos se realizaron con los
correspondientes ésteres de N-hidroxibenzotriazol, previamente formados. Para
la introduccién de los derivados de 3-oxoindolizidinas se empleé BOP como agente
de condensacidn. Finalmente, la separacién de los péptidos de la resina y la
eliminacién de los grupos protectores de las cadenas laterales, por tratamiento
con HF, condujo, tras purificacién por RP-HPLC, a los derivados 136a-136e
buscados.

Teniendo en cuenta que cada una de las 3-oxoindolizidinas de partida
estaba compuesta por una mezcla de enantiémeros, todos los crudos de reaccién
obtenidos mostraron la existencia de dos derivados hexapeptidicos
diastereoisémeros (Tabla 17).
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Tabla 17. Proporcién de diastereoisémeros obtenidos en la sintesis

de los andlogos restringidos de N'T'g 33

Producto Proporcién producto Proporcidn
de partida de enantiémeros @ final de diastereoisdmeros b
B5a +88a 6:1 136a + 136d 9:1
85b + 88b 6:1 136b + 136e 2,5:1
85a +88a 1.5 136a + 136d 1:3,2
85b + 88b 1.5 136b + 136e 1:8,7

% Medida por HPLC a partir de los correspondientes andlogos derivatizades con MTPA (Apartado 2.2.3).
b Medida por HPLC en los crudos de reaccién.

Las diferencias en las proporciones de diastereoisémeros de los analogos
peptidicos finales cuando los productos de partida presentan excesos
enantioméricos 1dénticos, indican nuevamente la existencia de problemas de
resolucién cinética, tal y como se habia puesto de manifiesto en las reacciones de
derivatizacién de las indolizidinas con MTPA. A partir de estos resultados se
puede concluir que las indolizidinas 85a (IRSR) y 88b (IRRS), ambas de
configuracién R en C-2, reaccionan mds rédpidamente que sus respectivos
enantiémeros 88a (ISRS} y 85b (ISSR). Esta diferencia podria atribuirse a un
empaguetamiento mayor entre el grupo 2-bencilo y la cadena lateral de la Tle en el
caso de las 25-indolizidinas que dificulte la reaccién de estos derivados con el
fragmento dipeptidico H-Ile-Leu-Resina.

El derivado hexapeptidico correspondiente a la indolizidina de
configuracién (2R, 8R,8aR), enantiémera de 85¢, no pudo ser aislado ya que, por
una parte, al ser 85¢ el isémero minoritario se trabajaba con pequenas cantidades
y, por otra, existia un pequefio problema de contaminacién del compuesto 85¢ con
el derivado 85a, debido a la dificultad de separacién cromatografica de sus
respectivos compuestos precursores 82c¢ y 82a.

Los derivados 136a-136e fueron caracterizados mediante sus datos
analiticos y espectroscépicos, como se detallard en el capitulo correspondiente de
la parte experimental.

Los resultados de afinidad por los receptores centrales de NT 172 de los

andlogos conformacionalmente restringidos incluidos en este capitulo se recogen
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en la tabla 18. A efectos comparativos, se incluyen también los datos
correspondientes a la NTg.13 v sus andlogos [Phell]NTg 13 y [Alall]NTg 13.

Tabla 18. Afinidad por los receptores de NT de los anélogos 136a-136e

Compuesto IC50 ( nM) ¢
136a H-Arg-Arg-IRSR-Tle-Leu-OH 267 + 79
136D H-Arg-Arg-ISSR-Ile-Leu-OH 279 +129
136¢ H-Arg-Arg-I888-1le-Leu-OH »10000
1364 H-Arg-Arg-1SRS-lle-Leu-OH 200 + 62
136e H-Arg-Arg-IRRS-1le-Leu-OH 342 +127
[AlallINTg.15  H-Arg-Arg-Pro-Ala-lle-Leu-OH 223 £ 70
[PhelliNTg.13  H-Arg-Arg-Pro-Phe-Tle-Leu-OH 39 + 19
NTg.13 H-Arg-Arg-Pro-Tyr-1le-Leu-OH 10 = 7

% Los valores de 1Cxsg indican la concentracion a la cual se produce un 50% de inhibicién de la unién especifica
de [3H]-NT a homogeneizades de corteza de cerebro de yata. Estos valores corresponden & la media de al
menos tres experimentos realizados per separads.

Como se deduce de los datos de la tabla, los compuestos 136a-136b y 136d-
136e, en los que el dipéptido Pro-Tyr ha sido reemplazado por derivados de 3-oxo-
indolizidinas de configuracién (8S,8aR) y (8R,8aS), respectivamente, resultaron
equipotentes entre si y aproximadamente un orden de magnitud menos afines
por los receptores de NT que el fragmento minimo activo NTg.13 v su analogo
[Phell]NTg.13. Sin embargo, el derivado 136¢, con disposicién cis entre los
sustituyentes en posiciones 8 y 8a del anillo de indolizidina, fue inactive a una
concentraciéon de 10-5 M. Estos resultados parecen indicar que, mientras la
estereoquimica en C-2 no tiene influencia en la unién a los receptores de NT, la
disposicién 8,8a-trans juega un papel importante en dicha unién. Por lo tanto, las
restricciones conformacionales inducidas por las 3-oxoindolizidinas 8,8a-trans en
los andlogos de NTg.13 se ajustan mejor a los requisitos topograficos de los
receptores que las inducidas por el derivado 8,8a-cis. La disminucién en un orden
de magnitud de la afinidad de los andlogos conformacionalmente restringidos
136a, 136b, 136d y 136e, con respecto a la NTg.13 vy [Phell]NTg.13, podria deberse a
que las cadenas laterales de los diferentes aminodcidos de estos derivados no
puedan adoptar en su conjunto las disposiciones espaciales mas favorables para
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la interaccién con los receptores de NT. Teniendo en cuenta que los valores de
IC5p obtenidos para estos andlogos son similares al del derivado [Alall]NTg. 13,
otra posible explicacién, en términos conformacionales, a la disminucién de
afinidad podria particularizarse en una disposicidén espacial inadecuada del
grupo 2-bencile, que 1mpediria su interaccién con la cavidad hidrofébica
correspondiente al residuo de Tyrl! en el mencionado receptor.

Para intentar profundizar en el conocimiento de las relaciones estructura
tridimensional-afinidad por los receptores de NT de estos andlogos conforma-
cionalmente restringidos de NTg.13, se realizé un estudio de modelizacién
molecular del derivado dipeptidico Ac-Pro-Tyr-NHCHj3, como modelo sencillo de
NTg.13, v de las 2-bencil-3-oxoindolizidinas A, B y C.

Siguiendo la metodologia expuesta en el apartado 2.2.5, se llevaron a cabo
tres dindmicas moleculares a 1500 K para el derivado dipeptidico Ac-Pro-Tyr-
NHCH3 v dos para los compuestos A, B y C. En todos los casos, el valor de la
constante de rotacién del enlace peptidico se aumenté artificialmente durante las
dindmicas para evitar la formacién de los correspondientes isémeros cis. El total
de minimos encontrados fue de 135 para el dipéptido y 74, 78 y 82 para los
derivados restringidos A, B, y C, respectivamente.
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En la tabla 19 se recogen las energias relativas, las distancias doCy1-aCsy
los valores de rms obtenidos por superposicién con diferentes tipos de giros [} para
los veinte conférmeros de menor energia del derivado Ac-Pro-Tyr-NHCH3.

Tabla 19. Comparacién de los veinte conférmeros de minima energia del derivado dipeptidico
Ac-Pro-Tyr-NHCH3 con diferentes tipos de giros fi

rms (A)
E relativa d
Conf. (Keal/mol) aC1-aCy (A) BI BI B-11 BpII' BII BT

1 0,00 5,98 033 125 08 073 017 1,34
2 0,17 8,95 162 1,9 1,80 184 142 181
3 0,95 8,92 158 2,01 1,85 180 138 184
4 1,02 6,65 084 108 076 079 061 1,14
5 1,08 4,56 066 1,14 092 080 070 123
6 1,24 4,54 070 L1709 084 074 126
7 1,28 6,33 116 L,07  L12 106 121 1,05
8 1,31 9,06 147 1,71 159 159 133 165
143 8,64 1,30 1,83 1,58 153 108 180

10 143 7,63 084 1,36 107 1,06 070 1,38
11 1,49 7.82 192 150 168 169 185 131
12 1,56 591 030 118 078 067 021 128
13 1,61 5,16 076 1,27 1,02 090 067 135
14 1,66 6,13 046 127 08 078 037 134
15 1,67 5,02 033 09 058 051 051 107
16 1,74 853 127 160 142 142 1,14 157
17 1,75 6,98 132 1,23 1,29 123 134 1,18
18 1,78 881 193 200 200 201 179 187
19 1,79 9,03 167 198 193 188 147 1,79
20 1,82 692 089 113 094 093 09 115

La obtencién de 11 conférmeros con distancia aCi-0Cy inferior a 7 A,

incluido el minimo absoluto, indica la gran tendencia del derivado dipeptidico
Ac-Pro-Tyr-NHCH3 a adoptar conformaciones plegadas de tipo giro J,

obteniéndose los mejores valores de rms por superposicién de estos conférmeros
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con giros B ideales de tipos 1 y III (Figura 15). Ademds, la mayoria de los
conférmeros con distancia oC1-0Cy superior a 7 A presentan un puente de
hidrégeno intramolecular entre el grupo carbonilo del acetilo v el NH del residuo
de Tyr, caracteristico de los giros v inversos 120, Por lo tanto, si se realiza una
extrapolacién de estos resultados a la NT, cabe esperar que los fragmentos
peptidicos Arg-Pro-Tyr-Ile y Arg-Pro-Tyr presenten capacidades para adoptar
conformaciones de giro § (I o III) y giro v, respectivamente, similares a las
mostradas por el péptido modelo.

a b

Figura 15. Superposicién del minimo absoluto del derivado Ac-Pro-Tyr-NHCH3y
(linea continua) con giros B ideales de tipos I (a) v 1T (h).

Por otra parte, el analisis conformacional efectuado para las 2-bencil-3-
oxoindolizidinas A, B y C (Tabla 20} condujo a resultados muy similares a los
obtenidos previamente para sus correspondientes derivados deshencilados
(Apartado 2.2.5). Asf, se puede observar que, mientras la indolizidina A presenta
una tendencia moderada a adoptar conformaciones plegadas, las conformaciones
extendidas son predominantes en el caso de la estructura B. Sin embargo,
aunque los valores de rms de las formas plegadas de A parecen indicar una
correlacién preferente con los giros B de tipos I y III, en la superposicién de los
conférmeros A20 y A9 con estos tipos de giro B se observa que las disposiciones de
los respectivos enlaces peptidicos, especialmente el C-terminal, son muy
diferentes (Figura 16). Por lo tanto, no se puede considerar que este derivado de
2-bencil-3-oxoindolizidina actde como mimético de giros B.
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Tabla 20. Conférmeros de las estructuras A, B y C que presentan daC1-aCy inferior a 7 A

v comparacién con los diferentes tipos de giros

rms (A)

E relativa d
Conf. ® (Keal/mol)  aCy-aCqd)  BI BT pII BII'  BII  BIT

Ad 1,48 6,82 081 140 1,06 098 071 144
A9 2,16 644 074 137 1,01 093 066 143
All 2 66 6,57 076 138 1,03 094 068 143
Al8 3,43 6,44 088 131 1,4 092 079 137
A19 3,47 6,12 084 130 1,01 088 076 1,37
A20 3,59 5,18 063 L08 075 065 068 120
B20 3,26 6,83 112 079 075 086 115 074
Ci 0,00 478 1,16 069 078 089 129 078
2 1,02 391 L15 070 079 080 132 084
03 1,43 4,66 1,16 068 078 08 129 078
C5 1,84 431 117 068 081 096 133 079
6 1,89 4,39 081 094 069 082 096 1,08
9 2,29 420 079 099 071 084 094 1,14
C13 2,81 420 1,17 068 081 096 134 080
C14 3,26 397 082 097 070 084 98 1,12
C16 441 531 1,26 068 08 09 137 072
C18 1,93 4,82 08l 052 048 057 096 071
€20 5,06 692 112 08 09 092 1,15 087

i1 ro . . ‘ ot -
Unicamente se han considerado los veinte cenférmeros de minima energia.

Finalmente, la 3-oxoindolizidina 8,8a-cis C adopta preferantemente
conformaciones plegadas que se caracterizan por poseer un puente de hidrégeno
intramolecular entre los grupos 8-NH y 2-CO (conférmeros C1-C3, C5, C8, C9,
C13, C14, C16 y C20). Adem4ds, en este caso, el conférmero C18 se corresponde con
una conformacién de tipo giro B (11, I') idéntica a la del minimo C5 del

correspondiente derivado no sustituido en C-2 (Apartado 2.2.5).
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Figura 16. a: Superposicién del conférmero A20 (linea continua) con un giro 3

ideal de tipo 1. b: Superposicién del conférmero A9 (ltnea continua)
con un giro fideal de tipo 11

Si, como en el caso de Ac-Pro-Tyr-NHCHg, el comportamiento
conformacional de los andlogos restringidos de NTg.13 136a-136¢ fuera similar al
determinado con los modelos sencillos A, B y C, respectivamente, 1a falta de
afinidad del derivado 136c¢ indicaria que las conformaciones plegadas de la
estructura C (8NH—-2CO y giro B II) son incompatibles con la conformacién
bicactiva de la NT. Por otra parte, la carencia de estructuras secundarias
definidas para los derivados de 3-oxoindolizidinas A v B no permite establecer
una relacién clara entre la moderada afinidad de los andlogos restringidos de
NTg.13 136a v 136b y la conformacién preferente de 1a NT en su unién al receptor.

Para llegar a esclarecer la participacién o no de conformaciones de tipo
giro B (I o II]) y/o v en la conformacién bioactiva de la NT seria necesaria la
preparacidon de andlogos conformacionalmente restringidos gue incorporen
miméticos para estos tipos concretos de giros inversos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL







Los analisis elementales se efectuaron en el laboratorio de microanalisis
del C.N.Q.O. con un analizador Heareus CHN-O-RAPID y se hallan en el
rango de * 0,4 respecto a los valores tedricos calculados para las férmulas

moleculares.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Reichert-Jung
Kofler y no estan corregidos.

Los espectros de masas se registraron en un egpectrémetro Vacuum
Generators VG 12-250.

Los espectros de PD-MS se registraron en un instrumento Bio-Ion 20
(Applied Biosystems).

Los poderes rotatorios se determinaron en un polarimetro Perkin
Elmer 141.

Los espectros monodimensionales de 1H RMN se registraron en un
espectrémetro Varian EM-390 (90 MHz), en un Varian Gemini 200 (200 MHz),
en un Varian X1.-300 (300 MHz), en un Brucker AMX2-400 (400 MHz) o en un
Varian Unity 500 (500 MHz), utilizando TMS como referencia interna en el caso
de los espectros registrados en CDClz, DMSQO-dg v (CD3)2CQO, v DDS para los
registrados en Do0O. Los experimentos de NOESY se registraron en el Varian
XL-300, utilizando 1,6 s de tiempo de relajacién v 600 ms de tiempo de mezcla.
Para los experimentos de ROESY, registrados en el Vartan Unity 500, se
utilizaron 1 s de tiempo de relajacién v 150 ms de tiempo de mezcla.

Los espectros de 13C RMN =ze registraron en el Varian Gemini 200
(50 MHz), en el Varian XL-300 (75 MHz) 0 en un espectréometro Brucker AM-200
(60 MHz).

Las cromatografias analiticas en capa fina se realizaron en
cromatofolios de 0,2 mm de espesor, con gel de silice tipo 60, Merck Fos4. Los



compuestos se detectaron con luz UV de 254 nm, mediante pulverizacién con
disolucién de dcido sulfiirico en etanol (3:7), con disolucién de ninhidrina en
etanol al 2% y calentando o con yodo.

Las separaciones cromatograficas en columna se llevaron a cabo con gel
de silice Merck tipo 60 (230-400 mesh).

Las cromatografias preparativas se realizaron en placas de 2 mm de
espesor con gel de silice HF954 Merck o mediante cromatografia circular

centrifuga en capa fina (CCTLC) en cromatotrén, en placas de 1 6 2 mm de
espesor con gel de silice Merck tipo 60 PF-254 con CaSOy4.

Los HPLC analiticos se llevaron a cabo sobre un aparato Waters y
utilizando las siguientes columnas de fase reversa:

—  Columna ntm. 1: Lichrosorb Ci15(4 x 250 mm, 5 um).

. 2: Ultrasphere C15 (4,6 x 250 mm, 5 um).
— Columna nim. 3: Novapak Ci15(3,9 x 150 mm, 4 um).

. 4:  p Bondapak C15(3,9 x 300 mm, 10 um).

— (Columna nudm

— Columna nim

Los sistemas de eluyentes utilizados se indican a continuacidén;

— Eluyente A: CH3CN/H20 (0,05% TFA).
— Eluyente B: CH3CN/TEAP (TEAP = tampén EtsN/H3zPOy4, pH = 6,5).
— Eluyente C: CH3CN/H»0.

En todos los casos el flujo fue de 1 ml/min y la deteccién de picos se
realizé por UV a 214 nm.

Para el HPLC preparativo se utilizé una columna u Bondapak Cig
(7,8 x 300 mm, 10 um) y el sistema de eluyentes A, el flujo fue de 3 mL/min y la
deteccidn, igual gue para el HPLC analitico, se efectud por UV a 214 nm.

Los andlisis de aminodcidos se realizaron por hidrélisis de los péptidos
en HC1 6 N a 110 °C durante 22 h, seguido de derivatizacidn con isotiocianato de
fenilo y analisis por HPLC.



PRODUCTOS COMERCIALES

Acido trifluoroacético FLUKA
BOP ALDRICH
Bromoacetato de terc-butilo ALDRICH
Bromoacetato de etilo ALDRICH
Bromuro de bencilo FLUKA
Cloroformiato de isobutilo ALDRICH
DCC FLUKA
Gramina SIGMA
Hidrogenosulfato de tetrabutilamonio MERCK
N-hidroxisuccinimida FLUKA
TaATH 4 ALDRICH
Malonato de dimetilo ALDRICH
N-metilmorfolina ALDRICH
(R)-(+)-MTPA ALDRICH
(R)-(-}-MTPA-C1 ALDRICH
(§)-(+)-MTPA-CI ALDRICH
NaBH4 FLUKA
NaH ALDRICH
Nal PANREAC
Pd-C FLUKA
{(S)-(+)-TFAE FLUKA
Trietilamina SCHARLAU
Yoduro de metilo QUIMICEN

Los aminodcidos y sus derivados cuya sintesis no se describe proceden de
la casa comercial BACHEM AG.






3.1. SINTESIS DE CLOROMETILCETONAS DERIVADAS DE AMINOACIDOS

Procedimiento general:

A una disolucién del derivado de aminodcido correspondiente (8 mmoles)
en THF (20 ml), enfriada a —20 °C, se le afaden NMM (1,2 mL, 11 mmoles) y
cloroformiato de iscbutilo (1,5 ml, 11 mmoles). Después de 30 min de agitacién
a la temperatura indicada, se adiciona CHaNg, generado sobre éter etilico a
partir de N-metil-N-nitrosourea (3 g), y se deja que la reaccién transcurra a
0 °C durante 30 min. A continuacién, se afade poco a poco y agitando una
disolucién saturada de HCI en MeOH hasta que cesa el desprendimiento de No.
Tras neutralizar el exceso de HCI con TEA, se elimina el disolvente y el residuo
resultante se lava con HoO y con disolucién saturada de NaCl, sucesivamente,
y se extrae con AcOEt. El extracto orgdnico se seca sobre NasSO4 y se evapora el
disolvente a sequedad. El residuo se purifica por cromatografia en columna de

gel de silice, utilizando el sistema de eluyentes que se indica en cada caso.

Z-D-Phe-CH2Cl (49)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 78%.
Sélido blanco. P.f: 89-90 °C (AcOEt-hexano).

1 RMN (90 MHz, CDCl3). 6 7,4-7,0 [m, 10 H, CgHs y Ph (Z)], 5,2 (m, 1 H, a-NH),
5,01[s, 2H, CHg (7Z)], 4,7 (m, 1 H, o-Phe), 4,0 (d, 2 H, CH2-Cl), 3,1 (m, 2 H, 3-Phe).

| Andlisis elemental (%) c _H N«
Calculado (C1gH18CINO3) 65,16 5,47 4,22 10,69
Encontrado 64,92 5,58 4,17 10,55

Z-0-Trp-CHoCl (50)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 72%.
Sélido blance. P.f.: 134-136 °C (AcOEt-hexano).
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1H RMN (90 MHz, CDClg): & 8,1 (s, 1 H, NHi), 7,8-6,8 [m, 10 H, In y Ph (2)], 5,4
(m, 1 H, a-NH), 5,0 [s, 2 H, CHy (Z)], 4,8 (m, 1 H, a-Trp), 4,0 (m, 2 H, CH,-C1),
3,2 (d, 2 H, p-Trp).

Andlisis elemental (%) c H N Cl
Calculado (CogH19CIN2O3) 64,78 5,16 7.55 9,56
Encontrado 64,57 5,22 7,30 9,38

Boc-D-Orn(Z)-CH2Cl (79)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%.
Sélido blance. P.f.: 80-82 °C (AcOEt-hexano).

HPLC: tg = 13,60 min; eluyente A (50:50); columna num. 1.

1H RMN (300 MHz, CDCl3): 87,36-7,31 [m, 5 H, Ph (2)], 5,14 (d, 1H, «-NH), 5,09
[s, 2 H, CHo (Z)], 4,89 (m, 1 H, 3-NH}, 4,51 (m, 1 H, a-Orn), 4,25 (s, 2 H, CH,-Cl),
3,22 (m, 2 H, 8-Orn), 1,86 (m, 1 H, 8-Orn), 1.56 (m, 3 H, B- y v-Orn), 1,43 [s, 9 H,
CHj3 (Boc}l.

Analisis elemental (%) C H N Cl
Calculado {C19H27CIN2O5) 57,21 6,82 7,02 8,89
Encontrado 57,23 6,62 7,05 9,08
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3.2. SINTESIS DE 4-CETODIESTERES DERIVADOS DE AMINOACIDOS

Procedimiento general:

A una disolucién de la clorometilecetona correspondiente (7 mmoles) en
DME (10 mL) se le anade Nal (7 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 15 min. La suspensién obtenida se adiciona sobre una diselucién de la
sal monosddica del malonato de dimetilo (7,7 mmoles) en DME {10 mL)
recientemente preparada a partir de malonato de dimetilo y NaMeO. Tras
agitar a temperatura ambiente durante 1 h, se elimina el disolvente y el
residuo resultante se extrae con AcOEt y se lava con HoO y con disolucidn
saturada de NaCl, sucesivamente. La fase orgdnica se seca sobre NasSOyy se
evapora a sequedad. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice, utilizando como eluyente el sistema que se especifica

en cada ecaso.

(5R)-5-(Benciloxicarbonil)armnino-6-fenil-2-metoxicarbonil-
4-oxohexanoato de metilo (51)

Eluyente: AcOIt-hexano (1:3). Rendimiento: 88%. Sirupe.

'H RMN (90 MHz, CDCl3): § 7,4-7,0 Im, 10 H, C¢Hs y Ph (Z}], 5,2 (m, 1 H, 5-NH),
5,01[s, 2 H, CHg (Z)], 4,6 (m, 1 H, H-5), 3,8 (t, 1 H, H-2), 3,7 (s, 6 H, CO2CH3}, 3,0
(m, 4 H, H-3 y H-6).

Andglisis elemental (%) C H N
Calculado (Co3Ho5NO7) 64,63 5,90 3,28
Encontrado 64,38 5,92 3,15

(5R)-5-(Benciloxicarbonil}amino-6-(indol-3'-il}-2-metoxicarbonil-
4-ocohexanoato de metilo (52)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 90%. Sirupe.
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1H RMN (90 MHz, CDCl3): § 8,2 (s, 1 H, NHi), 7,6-6,9 {m, 10 H, In y Ph (2)], 5.4
(m, 1 H, 5-NH), 5,0 [s, 2 H, CHy (Z)), 4,7 (m, 1 H, H-5), 3,8 (t, 1 H. H-2), 3,7 (s,
6 H, CO3CH3), 2,6 (m, 4 H, H-3 y H-6),

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CosHogN2O7) 64,37 5,62 6,00
Encontrado 64,02 5,79 5,75

(5R)-8-(Benciloxicarboniljamino-5-(terc-butoxicarbonil) amino-
2-metoxicarbonil-4-oxooctanoato de metilo (80)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 88%.
Sélido blanco. P.f.: 98-99 °C (AcOEt-hexano).

HPLC: ty = 13,28 min; eluyente A (50:50); columna ndm. 1.

1H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 7,36-7,30 [m, 5 H, Ph (2)], 5,13 (d, 1 H, 5-NH), 5,09
[s, 2 H, CHy (Z)], 4,93 (m, 1 H, 8-NH), 4,34 (m, 1 H, H-5), 3,91 (t, 1 H, H-2), 3,73 (s,
6 H, CO5CHy), 3,23 (m, 2 H, H-8), 3,17 (dd, 1 H, 113, J = 18 3y 7,8), 3,05 (dd, 1 H,
H-3,J = 18,3 v 6,6), 1,92 (m, 1 H, H-6), 1,55 (m, 3 H, H-6 y H-7), 1,43 [s, 9 H,
CHj3 (Boc)].

__Andlisis elemental (%) B C ~H N
Calculado (Co4H34N20gq) 56,16 7,28 5,95
Encontrado 56,37 7.08 5,68
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3.3. OBTENCION DE 4-CETODIESTERES 2-SUSTITUIDOS

Procedimiento general:

A una disolucién del 4-cetodiéster correspondiente (3 mmoles) en DME o
THF (20 mL) se le anaden NaMeO, recientemente preparado (3,3 mmoles) y,
después de 10 min de agitacién, el agente alquilante apropiado, bromuro de
bencilo, bromoacetato de etilo, yoduro de metilo o bromoacetato de terc-butilo
(9 mmoles). Tras dejar que la reaccién transcurra a temperatura ambiente
durante toda la noche, se elimina el disolvente y, a continuacién, se extrae con
AcOEt y se lava con H20O vy con disolucién saturada de NaCl, sucesivamente. El
extracto orgdnico se seca sobre NagSOy4 y se evapora a presién reducida. El
residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice,
utilizando el sistema de eluyentes que se especifica en cada caso.

Los productos obtenidos por este método se describen a continuacién, con
sus correspondientes datos analiticos y espectroscopicos.

(55)-2-Bencil-5-(benciloxicarbonil)amino-6-fenil-2-metoxicarbonil-
4-oxohexanoato de metilo (61)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:4). Rendimiento: 85%. Sirupe.

ITH RMN (90 MHz, CDCl3): § 7,3-6,8 [m, 15 H, C¢Hs y Ph ()], 5,2 (d, 1 H, 5-NH),
5,0[s, 2H, CHa(Z)}, 4,6 (m, 1 H, H-5), 3,6 (s, 6 H, CO2CH3), 3,3 (s, 2 H, 2-CHjy),
2,9(m,4 H, H-3 vy H-6).

........ Analisis elemental (%) ¢ H N _.
Calculado (C3gH31NO7) 69,62 6,04 2,71
Encontrado 69,71 5,95 2,56

(5S)-2-Bencil-5-(benciloxicarbonil)amino-6-(indol-3'-il)-
2-metoxicarbonil-t-oxohexanoato de metilo (62)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%. Sirupe.
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1H RMN (300 MHz, DMSO-dg): § 10,87 (s, 1 H, NHi), 7,88 (d, 1 H, 5-NH, J = 8,1),
7,63-6,87 [m, 15 H, In, CgHs y Ph (Z)1, 5,04 [d, 1 H, CH3 (Z), J = 12,9], 4,98 [d, 1 H,
CHg ()], 4,31 (m, 1 H, H-5), 3,61 (s, 6 H, CO,CH3), 3,22 (s, 2 H, 2-CHy), 3,10 (m,
2H, H3yH-6),298(d,1H,H-3,J=19,2),289(dd, 1 H, H-6,J = 14,7 y 9,3).

Andlisis elemental (%) . .. . Coree N
Calculado (C32H3aN207) 69,05 5,79 5,03
Encontrado 68,89 5,77 5,22

(65)-6-(Benciloxicarbonil)amino-7-fenil-3,3-dimetoxicarbonil-
5-oxoheptanoato de etilo (63)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 82%. Sirupe.

1H RMN (90 MHz, CDCl3): & 7,3-7,0 [m, 10 H, C¢Hs y Ph (Z)], 5,2 (d, 1 H, 6-NH),
5,0 {s, 2 H, CHy ()], 4,5 (m, 1 H, H-6), 4,0 [¢, 2 H, CHy (Et)], 3,6 (s, 6 H, CO,CH3),
3,3 (s, 2 H, H-2), 3,0 (m, 4 H, H-4 y H-7), 1,1 [t, 3 H, CH3 (Et)].

Andlisis elemental (%) C H N ]
Calculado (Co7H31NOg) 63,15 6,08 2,73
Encontrado 63,08 6,27 2,81

(68)-6-(Benciloxicarbonil)amino-7-(indol-3'-il)-3,3-dimetoxicarbonil-
5-owoheptanoato de efilo (64)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 89%. Espuma.

IH RMN (90 MHz, CDCl3): § 8,2 (s, 1 H, NHY), 7,6-6,9 [m, 10 H, In y Ph (Z)], 5.4
(d, 1 H, 6-NH), 5,0 [s, 2 H, CH2(Z)], 4,6 (m, 1 H, H-6), 4,0 [¢, 2 H, CH2 (Et)], 3,6 (s,
6 H, CO3CH3y), 3,3 (s, 2 H, H-2), 3,1 (m, 2 H, H-7), 3,0 (s, 2 B, H-4), 1,2 [t, 3 H,
CHjz (Et)].

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CogHgoNoOg) 63,04 5,84 5,07
Encontrado 62,97 5,77 4,84

— 128 —



(58)-5-(Benciloxicarbonil)amino-6-(indol-3'-il)-2-metil-2-metoxicarbonil-
4-oxohexanoato de metilo (66)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 88%. Espuma.

1H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 8 10,86 (s, 1 H, NHY, 7,80 (d, 1 H, 5-NH, J = 7.,8),
7,56-6,96 [m, 10 H, In vy Ph (Z)], 5,03 [d, 1 H, CHg (Z}, J = 12,7], 4,96 [d, 1 H,
CHg (2)], 4,30 (m, 1 H, H-5), 3,60 (s, 6 H, CO2CH3y), 3,23 (d, 1 H, H-3, J = 18,4),
3,10(dd, 1 H,H-6,J =143y 5,7),3,08(d, 1 H, H-3),2,89(dd, 1 H, H-6,d =143 y
9,3), 1,31 (s, 3 H, 2-CHg).

__Andlisis elemental (%) C H N
Caleulado (CogH2aN207) 64,99 5,87 5,83
Encontrado 64,87 5,91 5,55

(6S)-6-(Benciloxicarbonil) amino-7-(indol-3'-il)-3,3-dimetoxicarbonil-
S-oxoheptanoato de terc-butilo (118}

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 84%. Espuma.

IH RMN (300 MHz, CDClsy): 8 8,10 (s, 1 H, NHi), 7,62-6,99 [m, 10 H, In y Ph (Z)],
5,36 (d, 1 H, 6-NH, J = 6,9), 5,05 [s, 2 H, CHy (7)1, 4,68 (m, 1 H, H-6), 3,68 (s, 6 H,
CO4CHy), 3,40 (s, 2 H, H-2), 3,33, (dd, 1 H, H-7, J = 15,1y 6,0), 3,15 {dd, 1 H, H-7,
J=15,1y5,8), 3,00 (s, 2 H, H-4), 1,39 [s, 9 H, CH3 (CO2tBu)].

Andlisis elemental (%) C H N ]
Calculado (C31H3sN20g) 64,13 6.25 4,82
Encontrado 64,41 6,50 5,04
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3.4, SINTESIS DE 25 DICETOPIPERIDINAS

3.4.1. SINTESIS DE 3-METOXICARBONIL-2,5-DICETOPIPERIDINAS
6-SUSTITUIDAS

Méilodo 1: Calefaccion en MeOH de 4-cetodiésteres

Se disuelve el 4-cetodiéster 37 ¢ 38 (5 mmoles) en MeOH (150 mL) y se
afiade un 10% de Pd-C (10%). La suspensién asi obtenida se hidrogena a
temperatura ambiente y 25 psi de presién durante 1 h. Tras comprobar por
cromatografia en capa fina la desproteccién del grupo amino, se separa el
catalizador por filtracién y la disolucién se calienta a reflujo durante 4 h. A
continuacién, se elimina el disolvente y el residuo obtenido se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como eluyente el sistema
que se indica en cada caso.

Aunque este procedimiento no permitié la obtencién de las 2,5-diceto-
piperidinas buscadas, a continuacién se describen los dos derivados de
pirazina obtenidos.

3,6-Dibencil-2,5-bis[ (2',2'-dimetoxicarbonil)etil [pirazina (41)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 12%.
Sélido blanco. P.f.: 133-134 °C (EtOH).

IH RMN (300 MHz, CDCl3): § 7,30-7,15 (m, 10 H, CgH5), 4,16 (1, 2 H, H-2,
J=74),4,10(s,4 H, 3- y6-CHg), 3,67 (s, 12 H, CO2CHzg), 3,37 (d, 4 H, 2- y 5-CH3,
J=74)

13C RMIN (75 MHz, CDCl3): 8 169,76 (C02), 150,25, 147,91 (C-2 y C-5, C-3y C-6),
137,89, 128,76, 128,51, 126,43 (CgHs), 52,57 (OCH3), 49,05 (C-2"), 40,13 (3- y 6-CHo),
31,95 (2- y 5-CHo).

EM: 549 (M+ + 1, 25,43), 548 (M+, 100,00), 489 (M+ - 59, 51,24), 457 (M+* - 91,
26,18), 430 (M+ - 118, 5,83), 3,66 (M+* - 182, 2,85), 91 {Bn, 93,92), 59 (CO2Me,
13,28).
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Andlisis elemental (%) C H N
Caleulado (C30H32N20g) 65,68 5,88 5,11
Encontrado 65,34 6,25 5,32

2,5-Bis{(2',2"-dimetoxicarbonil)etil]-3,6-bis[ (indol-3"il)metil [pirazina (42)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 31%.
Solido blanco. P.f.: 168-169 °C (AcOEt-hexano).

1H RMN (300 MHz, DMSO-dg): § 10,89 (s, 2 H, NHI), 7,52-6,92 (m, 10 H, In), 4,16
(s, 4 H, 3-y6-CHo), 4,06 (t, 2H, H-2', J = 7,2), 3,58 (s, 12 H, COCHy), 3,35 (d, 4 H,
2-y 5-CHg, J = 7.2).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg): & 169,32 (CQg), 150,20, 147,54 (C-2 vy C-5, C-3 v
C-6), 136,18, 126,99, 123,12, 121,09, 118,54, 118,44, 111,39, 110,64 (In), 52,35
(OCHg3), 48,69 (C-2), 31,48, 30,52 (2 y 5-CHg, 3- y 6-CHa).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C34H34N40g) 65,17 5,47 8,94
Encontrado 65,33 5,66 8,99

Método 2: Hidrogenacion de 4-cetodiésteres

A una disolucién del 4-cetodiéster 37, 88, 51 6 52 (6 mmoles) en MeQOH
(150 mL) se le anade un 10% de Pd-C (10%) y la suspensién se hidrogena a
temperatura ambiente y 25 psi de presién durante 6 dias. Una vez separado el
catalizador por filtracién, se elimina el disolvente y el residuo resultante se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando el sistema de

eluyentes que se especifica en cada caso.

Método 3: Hidrogenacion de 4-cetodiésteres monoactivados

A una disclucién del 4-cetodiéster 37 6 38 (5 mmoles) en MeOH (50 mL) se
le ariade NaOH 2 N (2,5 mlL, 5 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 2 h. A continuacién, se elimina el disolvente y el residuo obtenido se
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disuelve en HoO (40 mL) y se acidifica hasta pH 3 con HCI 1 N, extrayendo
seguidamente el dcido asi liberado con AcOEt. El extracto orgédnico se seca
sobre Na2S0Oy4 y se evapora a sequedad. El nuevo residuo se disuelve en THF
(50 mL) y se le atiaden HOSu (5 mmoles) v DCC (5 mmoles). Después de agitar
a temperatura ambiente durante 30 min, y tras comprobar por cromatografia
en capa fina la formacién del éster activado, se separa por filtracién la DCU
formada y se elimina de nuevo el disolvente. El residuo resultante se disuelve
en AcOEt (150 mL) y la disolucién se hidrogena en presencia de un 10% de Pd-C
(10%) a temperatura ambiente y 25 psi de presién durante 3 dias. Transcurrido
este tiempo, se separa el catalizador por filtracién y el disolvente se elimina por
evaporacién a presién reducida. Finalmente, los productos obtenidos se
purifican por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando el sistema

de eluyentes indicado en cada caso.

A continuacién se detallan los productos obtenidos por estos dos dltimos
métodos.

(3S,6S)-6-Bencil-3-metoxicarbonil-2,5-dicetopiperidina (45a)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 42% (a partir del compuesto 37,
método 2); 60% (a partir de 37, método 3).
Sélido blanco. P.f.: 151-152 °C (EtOH).

EM: 262 (M* + 1, 8,69), 261 (M+, 8,95), 202 (M* — 59, 28,45), 170 (M* - 91, 5,83), 91
(Bn, 100,00), 59 (COgMe, 5,93).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C14H15NO4) 64,36 5,79 5,36
Encontrado 64,10 5,89 5,60

(35,6S)- ¥y (3R, 65)-6-(Indol-3’-il)metil-3-metoxicarbonil-
2 5-dicetopiperidina (46a) y (46b)

Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 42% (a partir del cetodiéster 38,
método 2); 40% (a partir de 38, método 3). Espuma. Proporcién de
diastereoisémeros (3S,68)/(3R,6S) 5:2 (método 2) y 3:2 (método 3).
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EM: 300 (M+, 3,96), 130 (CgHgN, 100,00).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C16H16N204) 63,99 5,37 9,33
Encontrado 64,15 5,60 9,65

(3R,6R)-6-Bencil-3-metoxicarbonil-2,5-dicetopiperidina (53a)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 30% (a partir de 51, método 2).
Sélido blance. P.f.: 151-152 °C (EtOH).

Analisis elemental (%) C H N
Calculado (C14H15NO4) 64,36 5,79 5,36
Encontrado 64,06 5,58 5,43

(3R,6R)- y (3S,6R)-6-(Indol-3'-iDmetil-3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopiperidina (54a) y (54h)

Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 34% (a partir del cetodiéster 52,
método 2). Espuma. Proporcidn de diastereoisémeros (3R,6R)/(3S,6K) 6:5.

Analisis elemental (%) C H N |
Calculado (CigH1gN204) 63,99 5,37 9,33
Encontrado 63,78 5,46 9,37

Los datos de 1H RMN de los productos obtenidos por estos dos métodos se
encuentran detallados en la tabla 21. Asimismo, en la tabla 22 se recogen los
datos de 13C RMN de los derivados pertenecientes a la serie L.

Al aplicar el método 2 a la preparacién de estas 2,5-dicetopiperidinas, se
aislaron pequenas cantidades de los derivados de pirazina descritos
anteriormente 41 y 42. Asi, a partir de los cetodiésteres 37 y 51 se obtuvoun 2 y
un 3%, respectivamente, del producto 41. Del mismo modo, a partir de los
cetodiésteres 38 y 52 se obtuvo el derivado 42, siendo los rendimientos
respectivos del 4 y del 3%.
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos (8, ppm) v constantes de acoplamiento (Hz} mds significativos

de 1H RMN (300 MHz) dec los derivados de 2,5-dicetopiperidina de férmula general

Config.
Comp. Rl 36 Disolvente H-1 H-3 H-4 H-6 H-7
45a Ph 5SS DMSO-dg 8,26 3,01 279 2,31 4,15 3,10
(H3a) (RR)
46a® In 58 DMSO-dg 822 3,08 2,76 2,30 4,12 3,27
(54a}® (RR)
46a in SS CDCl3 6,04 3,52 2,92 268 1,27 3,45
460 In RS DMSO-dg 7,99 3,50 264 239 4,19 3,12
{54b) ® (SR)
46b*° In RS CDCl3 597 3,73 3,05 288 1,16 3,58

H-7 COoCHy  Jig Jg 7 Je 7
2,89 3,61 20 4,9 5,5
3,03 3,60 2,0 47 5.2
2,98 3,77 0 3,2 9,3
3,02 3,69 o 4,7 58
2,95 381 0,9 36 9,6

a : . _p
“ Datos de los espectros de las mezelas de diasterecisdmeros,



Tabla 22, Desplazamientos quimicos {§, ppm)

mds significativos de 130 RMN {75 MHz} de los tompuestos de férmula general

Config.
Comp. R1 C-3 Disolvente C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
\\*Nm
45a Ph S DMSO-dg 169,08 4543 38,18 205,13 61,00 38,42
46a ? In CDCly 168,87 4706 38,05 203,87 60,11 28,97
46h ° In R CDCly 168,87 46,52 38,33 202,20 60,74 28,67

Datos del espectro de Ja mezcla de diasterevisémeras.



3.4.2. SINTESIS DE 6-ARALQUIL-3-METOXICARBONIL-
2,5-DICETOPIPERIDINAS 3,3-DISUSTITUIDAS

Método A

A una disolucién del derivado de 2,5-dicetopiperidina 45a 6 46ab
(1,5 mmoles) y NaMeO (1,6 mmoles) en DME (10 mL) se le anade el agente
alquilante correspondiente, bromuro de bencilo, bromoacetato de etilo o yoduro
de metilo (4,5 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente bajo
atmésfera de argdén durante 6-7 h, se elimina el disolvente y el residuo obtenido
se extrae con AcOEt y se lava, primero con HpO y después con disolucidn
saturada de NaCl. La fase organica se seca sobre NapsSOy4 vy, tras eliminar el
disolvente por evaporacién a presién reducida, se purifica el residuo resultante
por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como eluyente el
sistema que se indica en cada caso.

Método B

A una disolucién del compuesto 45a 6 46ab (1 mmol) y CH3I (8 mmoles)
en CH9Clo (1 mL) se le afiade (n-Bu)4sINHSO04 (1 mmol) previamente disuelto en
NaOH 2 N (1 mL, 2 mmoles). Después de 6 dias de agitacién a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccién se trata con CH2Cls (50 mL) y HoO (5 mLj}, se
separa la fase orgdnica, se seca sobre NazSQ4 y se elimina el disolvente por
evaporacién. Finalmente, el residuo obtenido se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice, utilizando como eluyente el sistema especificado en
cada caso.

Método C

Una disolucién del 4-cetodiéster 61-66 ¢ 118 (2 mmoles) en MeOH (200 mL)
se hidrogena a temperatura ambiente, en presencia de un 10% de Pd-C (10%), a
30 psi de presién durante 7 dias. Transcurrido este tiempo, se separa el
catalizador por filtracién y se elimina el disolvente por evaporacién a vacio, El
residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice,
utilizando el sistema de eluyentes indicado en cada caso.
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Los productos obtenidos por estos métodos, junto con sus datos analiticos
y de espectrometria de masas, se detallan a continuacién. Los datos de
1H RMN vy de 13C RMN se recogen en las tablas 23 y 24, respectivamente.

(38,65)- y (3R, 6S)-3,6-Dibencil-3-metoxicarbonil-
2, 5-dicetopiperidina (553) v (55b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 57% (a partir del compuesto 45a,
método A); 67% (a partir de 61, método C). Espuma. Proporcién de
diastereoisémeros (35,68)/(3R,6S) 2:1 (métodos A y C).

EM: 352 (M* + 1, 12,32), 351 (M+, 19,55), 292 (M+ — 59, 21,48), 260 (M+ — 91, 25,32),
91 (Bn, 100,00), 59 (CO2Me, 6,83).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C21H21NOy) 71,78 6,02 3,99
Encontrado 71,61 5,85 4,15

(38,69)- y (3R 6S)-3-Bencil-6-(indol-3"-il)metil-3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopiperidina (56a) v (56b)

La cromatografia en columna con AcOEt-hexano (1:1) condujo a la
mezcla de los dos diastereoisémeros. Rendimiento: 17% (a partir de 46ab,
método A); 62% (a partir del cetodiéster 62, método C). Proporcién de
diastereoisémeros (35,65)/(3R,6S) 2:1 (métodos A vy C). La separacién de los dos
diastereoisémeros se llevé a cabo por cromatografia preparativa en
cromatotrén, utilizando como eluyente CH2Cla-MeOH (200:1).

Isémero (35,65): 56a

Espuma.
EM: 390 (M+, 4,30}, 130 (CoHgN, 100,00).

Andalisis elemental (%) C H N
Calculado (C23H2oN2O4) 70,75 5,68 7,17
Encontrado 70,62 5,90 6,89
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Isémero (3R,6S): 56b

Espuma.

__Andlisis elemental (%) c H N
Caleulado (Co3H29N204) 70,75 5,68 7,17
Encontrado 70,46 5,88 6,95

(3R,65)- y (38 6S)-6-Bencil-3-(etoxicarbonil)metil-3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopiperidina (57a) y (57b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 54% (a partir del producto 45a,
método A); 50% (a partir de 63, método C). Sélido blanco. Proporcién de
diastereoisémeros (3R,65)/(35,6S) 3:1 (métodos Ay C).

EM: 347 (M+, 16,59), 288 (M+ - 59, 63,78), 256 (M+*-- 91, 29,12), 91 (Bn, 100,00),
59 (CO2Me, 13,68).

Andlisis elemental (%) ¢ H N
Calculado (C1gH21NQOg) 62,24 6,09 4,03
Encontrado 62,01 5,97 4,20

(3R, 68)- y (3S,65)-3-(Etoxicarbonil)metil-6-(indol-3'-il )metil-3-metoxicarbonil-
2 5-dicetopiperidina (58a) y (58b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 55% (a partir del compuesto 46ab,
método A); 67% (a partir de 64, método C). Espuma. Proporcién de
diastereoisémeros (3R,65)(35,6S) 2:1 (métodos A y C).

EM: 386 (M+, 4,56), 130 (CoHgN, 100,00).

Andlisis _el_emental (%) C H N
Calculado (CogHo2N2Og) 62,17 5,74 7,25
Encontrado 62,08 6,00 7,50
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(38,65)- y (3R, 69)-6-Bencil-3-metil-3-metoxicarbonil-
2 5-dicetopiperidina (59a) y (59b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 31% (a partir de 45a, método B);
70% (a partir del compuesto 65, método C). Espuma. Proporcién de
diastereoisémeros (3S,6S5)(3R,65) 2:1 (métodos B y ).

EM: 275 (M*, 12,23}, 260 (M* - 15, 20,41), 216 (M* - 59, 45,23), 184 (M+ - 91,
29,62}, 91 (Bn, 100,00), 59 (CO2Me, 7,17).

| Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C15H17INO4) 65,44 6,22 5,09
Encontrado 65,24 6,18 5,13

(35,6S)- v (3R, 65)-6-(Indol-3'-i)metil-3-metil-3-metoxicarbonil-
2 5-dicetopiperidina (60a) y (60b)

Eluyente: AcOEt-hexano (2:1). Rendimiento: 16% (a partir de 46ab, método A);
41% (a partir de 46ab, método B); 61% {(a partir de 66, método C). Espuma.
Proporcién de diastereoisémeros (3S,65)/(3R,68) 2:1 (métodos A, B y C).

EM: 314 (M+, 3,38), 130 (CoHgN, 100,00).

| Andlists elemental (%) o N
Calculado (C17H18N204) 64,96 5,77 891
Encontrado 64,79 6,08 8,88

(3R, 65)-y (38,6S)-3-(terc-Butoxicarbonil)metil-6-(indol-3'-il)metil-
3-metoxicarbonil-2,5-dicetopiperidina (119a) y (119b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 79% (a partir de 118, método C).
Espuma. Proporcién de diastereoisémeros (3K,65)/(38,6S) 2:1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CooHogNoOg) 63,76 6,32 6,76
Encontrado 63,61 6,60 7,01
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Tabla 23. Desplazamientos quimicos (3, ppm) y constantes de acoplamiente (Hz) mis significativos

de 1H RMN (300 MHz) * de los derivados de 2,5-dicetopiperidina de férmula general

Config.
Comp. Rl R% (3-3g Disolvente H-1 H-4 H-6 H-7 H-T' CO09CHs 3-CHs? Jig  Jez  Je7
H5ba Ph Ph ) DMSO-dg 8,32 2,38 1,77 4,11 2,94 281 3.65 322 3,06 0 4,2 48
55a Ph Ph S CDClgy 5,74 298 2,34 4,09 3,25 2,55 3,77 346 3,26 0 3,7 10,0
55b Ph Ph R DMSO-dg 8,19 270 240 3,82 281 2,65 3,47 3,18 3,08 24 4.4 5,0
55b Ph Ph R CDCls 5,70 292 2867 3,57 3,34 2,59 3,83 3,60 3,16 ¢ 3,1 10,5
56a In Ph S DMSO-d¢ 815 234 1,99 406 312 298 365 312 301 0 48 48
56a In Ph Ny CDClg 5,79 2,73 2,33 4,09 3,36 2,66 3,67 3,36 3,21 O 34 14,3
56b In  Ph R DMSO-dg 809 268 243 387 300 281 3,50 321 3,12 26 43 6,7
56b In Ph R CDCly 5,79 2,89 2862 3,68 3,42 2,70 3,74 3,62 3,09 ¢ 3.1 10,8
57a Ph CO9EL R CDCly 587 3,04 296 4,23 3,37 2,74 3,74 3,12 3,00 0 3,6 1.5



Tabla 23 (continuacién)

Comp. R}
57b  Ph
58a In
H8a In
58b In
58b In
59a  Ph
59b Ph
60a In
60a In
60b In
60b In
119a In
1i% In

H
H
H
H
CO2'Bu

COo'Bu

Config.

C-3  Disolvente H-1 H-4 H-6 H-7 H-7T° CO2CH3
S CDCly 586 3,28 3,00 4,14 3,52 2,714 3,719
R DMSO0-dg B 16 2715 247 4,16 322 306 3,61
R CDhClg 591 3,17 311 431 3,54 2,92 3,71
S DMSO-dg 870 3,06 276 416 3,18 293 3,51
N CDClig 5,93 3,29 3,04 4,24 3,69 2,93 3,80
S DMSO-dg 821 2,77 2,01 425 3,07 2,94 3,62
kR DMSO-dg 8,11 2,68 2,64 4,25 3,01 2,85 3,56
S DMSO-dg 8,08 2,69 207 418 3,20 3,11 3,61
S CDCl3 591 295 253 426 3,50 2,91 3,71
R DMSO-dg 8,02 2,60 261 418 3.13 3,02 3,52
R CDClg 5,91 3,12 2,69 4,15 3,08 2,92 3,79
R CDCls 581 3,07 2% 4,28 3,53 2,91 3,70
S CDCli3 5,88 3,26 3,06 421 3,66 2,90 3,79

3-CHg b Jis  de7  Je7
3,18 297 ¢ 32 ¢
297 261 0 53 45
3,03 0 36 10,7
3,06 281 ¢ 53 74
3,04 1,0 34 ¢
1,03 0 42 54
1,30 1,2 4,6 5,7
1,04 0 46 55
1,49 0 37 10,3
1,29 L9 50 58
1,52 ¢ 3,3 ¢
3,09 2,86 0 35 10,6
305 286 ¢ 3,0 11,2

a
b

Datos de los espectros de las mezclas de diasterecisémeros, a excepeion de los compucestos 56a y B6b, cuyos espectros se han registrado por separado.

CH, para los compuestas 59ab y 60ab. “ No se han podido medir exactamente.



Tabla 24. Desplazamientos quimicos (3, ppm) mads significativos de 13¢ RMN (75 MHz, CDCly) ®
de los compuestos de formula general

Comp. Rl R2 Config. C-3  C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 3-CHg P
5ha Ph Ph S 170,34 54,85 42 80 203,25 61,39 38,36 38,93
85b Ph Ph R 171,00 54,77 43,57 202,06 62,49 39,30 39,74
56a In Ph S 170,36 54,98 4272 203,74 60,01 28,60 39,05
56b In Ph R 171,20 54,91 43,60 202,65 61,19 29,42 39,84
58a In COgEL R 170,49 52,01 43,02 203,21 60,27 28,97 37,67
58b In CO9Et S 170,42 5157 43,98 201,52 61,86 29,15 37,82
59a Ph H S 171,24 49,96 46,04 203,26 61,79 38,36 2041
59b Ph H R 171,24 4971 46,28 20243 62,83 39,31 20,65
60a In H S 17131 50,10 45,88 203,79 60,48 28,67 20,49
G0b In H R 171,31 49,79 46,27 202,90 61,55 2943 20,65
119a In COgtBu R 170,37 52,04 43,08 203,35 60,14 28,78 38,84
119b In COgtBu S 170,37 51,61 43,99 201,76 60,81 29,14 38,84

h

CH, para los compuestos 59ab y 60ab.

Datos de los espectros de las mezclas de diastercoisdmeros, a excepcidn de los compuestos 56a y 56b, cuyos espectros =e han registrado por zeparada.
3 y b t



3.4.8. SINTESIS DE PSEUDODIPEPTIDOS CETOMETILENICOS CICLICOS

Acidos (38 6S)- y (3R,6S)-6-(indol-3"-il)metil-2,5-dicetopiperidina-
3-carbaxilicos (67a) ¥ (67b)

A una disolucién de 46ab (0,6 g, 2 mmoles) en MeOH (40 mL) se le afade
NaOH 2 N (1 mL, 2 mmoles) v se agita a temperatura ambiente durante 3 h.
Tras eliminar el disolvente por evaporacién a presiéon reducida, el residuo
obtenido se disuelve en HoO (20 mL) y se acidifica hasta pH 3 con HCl1 1 N. A
continuacion, se extrae con AcOE{, se seca el extracto orgéanico sobre NagSOy4 v
se evapora el disolvente a sequedad. El residuo resultante se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como eluyente
CH9Clg-MeOH (8:1) conteniendo 0,1% de AcOH, para dar lugar al producto
87ab como un sélido blanco (0,24 g, 42%). Proporcién de diastereocisémeros
(38,65)/(3R,6S) 3:1.

ITH RMN (300 MHz, DMSO-dg):

Isémero (3S,65):

& 10,93 (s, 1 H, NH1), 7,50-6,88 (m, 6 H, In y H-1), 4,07 (m, 1 H, H-6), 3,20 (dd,
1H,H-7,J=14,6 y5,0), 3,02 (m, 2 H, H-3yH-7),2,61(dd, 1t H, H-4,J =164 y 7,0),
221(dd, 1 H,H-4,J = 16,4 vy 5,5).

Isémero (3R, 65):

& 10,75 (s, 1 H, NH1), 7,50-6,88 (m, 6 H, In y H-1), 4,15 (m, 1 H, H-6), 3,72 (dd,
1H,H-3,J=10,4vy5,6), 3,13(m,1H, H-7), 3,02(m,1H, H-7), 2,65 (dd, 1 H, H-4,
J=166y5,6),241(dd, 1 H,H4,J=16,6y 104).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg):

[samero (38,65):

8 206,85 (C-5), 177,08 (CO2H), 170,57 (C-2), 135,96, 127,35, 124,56, 120,87, 118,66,
118,40, 111,36, 108,73 (In), 59,97 (C-6), 50,79 (C-3), 27,59 (C-7).

Isomero (3R,63);

8 206,85 (C-5), 177,02 (CO2H), 171,73 (C-2), 135,96, 127,27, 124,28, 120,77, 118,93,
118,34, 111,22, 108,73, (In}, 59,97 (C-6), 50,79 (C-3), 27,569 (C-7).

EM: 242 (M+ -- 44, 3,64), 130 (CoHgN, 100,00).
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Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C15H14N2O4) 62,93 4,93 9,79
Encontrado 62,66 5,15 9,64

ciclo/Trp¥{ COCH2]Gly] (69)

Se calienta a reflujo durante 2,5 h una disolucién de 67ab (0,2 g,
0,7 mmoles) en dioxano (20 ml). Después de eliminar el disolvente por
evaporacién a vacio, el residuo obtenido se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice, utilizando como sistema de elucién CHCl3-MeOH
(10:1), para dar lugar al producto 69 (0,07 g, 41%) en forma de espuma.

1H RMN (300 MHz, DMSO-dg): § 10,92 (s, 1 H, NHY), 7,73 (d, 1 H, a-NH-Trp,
J=2,1), 7,48-6,93 (m, 5 H, In), 4,07 (m, 1 H, o-Trp), 3,19 (dd, 1 H, B-Trp, J = 15,9
v 5,3), 3,02 (dd, 1 H, B-Trp, J =159 v 5,1}, 2,61 (m, 1 H, «¢-Gly), 2,25 (m, 1 H,
COCHpy), 2,11 (m, 1 H, COCHgy), 1,78 (m, 1 H, a-Gly).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg): § 208,02 (COCHJ), 170,77 (CONH), 135,98, 127,14,
124,55, 120,99, 118,66, 118,50, 111,32, 108,83 (In), 60,77 (- Trp), 35,38 (COCHS,),
28,51, v 28,21 (0-Gly y B-Trp).

EM: 242 (M+, 3,50), 130 (CoHgN, 100,00).

| Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C14H14N2O2) 69,41 5,82 11,56
Encontrado 69,35 5,99 11,50

ciclo/Phe¥{ COCH2/-ambo-Phe] (70ah)

A una disolucién del compuesto 55ab (0,35 g, 1 mmol) en dioxano (20 mL)
se le anade NaOH 2 N (0,5 ml, 1 mmol) y se agita bajo atmésfera de argdén
durante 3 h. Después de eliminar el disclvente por evaporacién a presidn
reducida, el residuo resultante se disuelve en H9O (10 mL) y se acidifica hasta
pH 3 con HCl 1 N. A continuacién se extrae con AcOEt, se seca el extracto
organico sobre NagS0O4 vy se evapora el disolvente a sequedad. El crudo de

reaccién obtenido se disuelve en dioxano (25 mlL) y se calienta a reflujo
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durante 5 h. Tras eliminar el disolvente, el residuo obtenido se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando AcOEt-hexanc (1:2) como
eluyente, para dar lugar al producto 70ab como un sélido blanco (0,18 g, 63% a
partir de 55ab). Proporcién de diastereoisémeros (3E,65)/(35,65) 2:1.

IH RMN (300 MHz, DMSO-dg):

Isémero (3R,6S):

87,87 (s, 1 H, NH), 7,25-6,96 (m, 10 H, CgHs), 4,26 (m, 1 H, o-Phel), 2,96-2,80 (m,
4 H, o-Phe2, B-Phel, B-Phe?), 2,28 (dd, 1 H, COCHgy, J = 16,6 y 5,4), 2,10 (m, 1 H,
B-Phe2), 1,85 (m, 1 H, COCHa).

Isémero (35,6S):

§7,92(d, 1H, NH, J = 2,0), 7,25-6,96 (m, 10 H, CgHs), 4,04 (m, 1 H, ¢-Phel), 3,08
(dd, 1 H, B-Phel, J = 13,4 y 4,9), 2,96-2,80 (m, 2 H, p-Phe! y p-Phe?2), 2,49 (m, 1 H,
a-Phe?), 2,41 (dd, 1 H, B-Phe2, J = 14,2y 9,3), 2,32 (m, 1 H, COCHS>), 1,94 (dd, 1 H,
COCHg, J = 16,2 v 4,4).

EM: 293 (M*, 44,97), 202 (M* — 91, 5,39), 91 (Bn, 100,00).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C19H1gNO2) 77,79 6,63 4,77
Encontrado 77,60 6,70 4,53




3.5. SINTESIS DE 3-OXOINDOLIZIDINAS

3.5.1. SINTESIS DE 8-(terc-BUTOXICARBONIL)AMINO-
2-METOXICARBONIL-3-OXOINDOLIZIDINAS

Procedimiento general:

A una disolucidén del 4-cetodiéster 72 u 80 (5 g, 10 mmoles) en MeOH
(200 mL) se le anade un 10% de Pd-C (10%) v la suspensién se hidrogena a
temperatura ambiente y 30 psi de presién durante 4 h. Una vez separado el
catalizador por filtracién, se elimina el disolvente v el residuo resultante se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como
sistema de eluyentes AcOEt-hexano (1:1), obteniéndose en cada caso los
productos que se describen a continuacién.

(2RS 85*,8aR*)- y (2RS 85%8aS*)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (73ab) vy (73cd}
Rendimiento: 2,96 g (95%). Espuma blanca.

HPLC: tg = 9,95y 10,46 min; eluyente A (30:70); columna niam. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C15H24N205) 57,68 7,74 8,99
Encontrado 57,50 7,38 8,75

(2RS 8R*,8aS*)- y (2RS 8R*,8aR*)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (81ab) y (8lcd)

Rendimiento: 2,92 g (94%). Espuma blanca.

__Andlists elemental (%) C H N
Calculado (C15H24N205) 57,68 7,14 8,99
Encontrado 57,71 7,63 8,67

Los datos de 1H RMN y 13C RMN de estos compuestos se indican en las
tablas 25 y 26, respectivamente.
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3.5.2. PREPARACION DE 8-(terc-BUTOXICARBONIL)AMINO-
3-OX0OINDOLIZIDINA

Acidos (2RS85*8aR*)- y (2RS, 85*8aS*)-8-(terc-butaxicarbonil)amino-
3-oxoindolizidina-2-carboxilicos (76ab) y (76cd)

Procedimiento 1: Hidrélisis del compuesto 73

A una disolucién de 73 (0,72 g, 2,8 mmoles) en MeOH (10ml.) se le afiade
NaOH 2 N (1,56 mL, 3 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 1 h.
Tras eliminar el disolvente por evaporacién a presién reducida, el residuo
obtenido se disuelve en HoO (10 mL) y se acidifica hasta pH 3 con HC1 T N. A
continuacidn se extrae con AcOEt, se seca el extracto orgdnico sobre NasSO4 v
se evapora el disolvente a sequedad, obteniéndose el producto 76 en forma de
sélido blanco (0,61 g, 90%).

Procedimiento 2: Hidrogenacién del 4-cetodidcido 77

A una disolucién del 4-cetodiéster 72 (2,5 g, 5 mmoles) en MeOH (50 mL)
se le afnade NaOH 2 N (5 mL, 10 mmoles) y se agita a temperatura ambiente
durante 2 h. Después de eliminar el disolvente por evaporacién a presién
reducida, el residuo resultante se disuelve en HoO (30 mL) v se acidifica hasta
pH 3 con HCl 1 N. A continuacién se extrae con AcOEt, se seca el extracto
orgdanico sobre NagS0y4 y se evapora el disolvente a sequedad. El crudo de
reaccién obtenido se disuelve en MeOH (100 mL) y la disolucién se hidrogena a
temperatura ambiente, en presencia de un 10% de Pd-C (10%), a 30 psi de
presién durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se separa el catalizador por
filtracién y se elimina el disolvente por evaporacién a vacio para dar lugar al
producto 76 (sélido blanco, 1,4 g, 94%).

EM: 299 (M* + 1, 0,05), 298 (M*, 0,07), 254 (M+-44, 1,11), 197 (M* - 101, 2,35},
181 (M*+ - 117, 22,03), 151 (M* -~ 147, 1,02), 137 (M* — 161, 100,00}, 57 (‘Bu, 81,61).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C14H99N205) 56,36 7,43 9,39
Encontrado 56,21 7,79 9,07
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Los datos de 1H RMN y 13C RMN de este compuesto se encuentran en las
tablas 25 y 26, respectivamente.

(8S*,8aR*)- y (85*,8a5%)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-
3-oxoindolizidina (78a) y (78b)

Se calienta a reflujo durante 15 h una disolucién de 76 (0,43 g, 1,4
mmoles) en dioxano (25 mL). Después de eliminar el disolvente por
evaporacién a vacio, se obtiene el compuesto 78, constituido por una mezcla de
dos diastereoisémeros en proporcién 12:1, determinada por HPLC [Eluyente B

(25:75); columna num. 2}. La cromatografia en columna de gel de silice con el
sistema de eluyentes CHsClo-MeOH (40:1) conduce a la separacién de los dos

diastereoisémerog, que se describen a continuacién.

Isémero (8S* 8aS*): T8b
Rendimiento: 20 mg (5,5%). Espuma.

HPLC: tz = 10,94 min; eluyente B (25:75); columna ndm. 2.

Andlisis elemental (%) ¢C H N
Calculado (C13H20N203) 61,39 8,72 11,01
Encontrado 61,28 8,80 10,69

Isémero (85* 8aR*): 78a
Rendimiento: 260 mg (71%). Espuma.

HPLC: tg = 12,39 min; eluyente B (25:75); columna ndam. 2.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C13H25N203) 61,39 8,72 11,01
Encontrado 61,43 8,569 10,75

Los datos de 1H RMN de estos compuestos estan recogidos en la tabla 25,
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Tabla 25. Desplazamientos guimices (8, ppm) y constantes de acoplamiento {IHz) mds significativos
de 1H RMN (300 MHz, CDCl3! de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

Config.
Comp. R C-8 H-1 H-2 H-5¢¢ H-bax H-6 H-7 H-8 H-8a NH R CHg(Boc) Jgga

73*(81) CO9CH3 S(R) 249 231 342 407 259 L77 147 207 127 326 342 449 3,76 1,42 —

220 326 3,10 373
76° CO9H S 259 219 326 404 259 175 133 208 133 326 345 4,72 — 143 —
78a H S 217 1,93 236 407 251 174 146 2,07 126 327 309 447 — 143 9.8
78b H S 205 186 236 4,13 267 162 142 1,96 142 393 362 4,73 — 145 2,9

A . .
Datos de los espectros de las mezclas de diasterecisomeros.



Tabla 26. Desplazamientos quimicos (5, ppm) mas significativos de 13C RMN (75 MHz) #

de los compuestos de formula general

Config.
Comp. R C-8 Disolvente (-1 c-2 C-3 C-5 C-6 c-7 C-8 C-8a R CHjz (Boc)
73 (B1) CHy S@® CDCly 3137 47,68 170,57 39,82 23,68 26,92 53,07 60,93 52,66 28,27
48,02 171,14 2346 2751 53,42 60,05
76 H S DMSO-dg 3060 4826 17192 b 2361 2745 52,70 59,60 — 28,22
172,09 2341 53,60 58,61

a : - b . s
“ Datos de los espectros de las mezelas de diastercoisémeros.  Senal inciuida en ta del DMSO-dg.



3.5.3. SINTESIS DE 8-(terc-BUTOXICARBONIL)AMINO-2-METOXICARBONIL-
3-OXOINDOLIZIDINAS 2,2-DISUSTITUIDAS

3.5.3.1. Preparacion de derivados 2-bencil, 2-etoxicarbonilmetil
y 2-terc-butoxicarbonilmetil sustituidos

Procedimiento general:

A una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina 73 u 81 (1,56 g,
5 mmoles) y NaMeO o NaH (8,5 mmoles) en DME o THF (40 mL) se le afiade el
agente alquilante correspondiente, bromuro de bencilo, bromoacetato de etilo o
bromoacetato de ferc-butilo (8,5 mmoles). Después de agitar a temperatura
ambiente durante 2 h, se elimina el disolvente y el residuo resultante se extrae
con AcOEt y se lava con H30O y con disolucién saturada de NaCl,
sucesivamente. La fase orgdnica se seca sobre NaoSQy4 y, tras eliminar el
disolvente, se purifica el residuo obtenido por cromatografia en columna de gel
de silice, utilizando como eluyente el sistema que se especifica en cada caso.

Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuacién. Los datos de 1H RMN y 13C RMN se recogen en las tablas 27 y 28,

respectivamente.

Alquilacion de 73 con bromuro de bencilo

(25* 8S*,8aS*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-2-metoxicarbonil-
3-oxoindolizidina (82c¢)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 4,5%. Sirupe.

HPLC: tg = 17,83 min; eluyente A (45:55); columna nim. 1,

Andalisis elemental (%) C H N
Calculado (Co2H3zgN9O5) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,48 7,71 6,76
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(2R* 8S* 8aR*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-
3-oxoindolizidina (82a)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 50%. Espuma blanca.
HPLC: tg = 15,56 min; eluyente A (45:55); columna nim. 1.

EM: 402 (M*, 0,54), 345 (M* — 57, 1,57), 285 (M+ — 117, 100,00), 226 (M+ — 1786,
9,39), 194 (M+ — 208, 98,70), 91 (Bn, 34,14), 57 (tBu, 31,93).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado {CooH3gN2O5) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,52 7,70 7,02

(25* 8S* 8aR*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-2-metoxicarbonil-
3-axoindolizidina (82b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendmiento: 10,3%. Espuma blanca.

HPLC: tg = 16,63 min; eluyente A {(45:55); columna nim. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CoaH3oN2Os) 65,65 751 6,96
Encontrado 65,73 7,38 6,98

Alquilacién de 81 con bromuro de bencilo

(2R* 8R* 8aR*)-2-Bencil-8-(terc-butaxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-
3-oxoindolizidina (87¢)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 4,5%. Sirupe.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co2H3gN205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,67 7,65 6,82
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(2S* 8R* 8aS*)-2-Bencil-8-(terc-butaxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-
3-oxoindolizidina (87a)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 55,6%. Espuma blanca.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CoaHggN20s5) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,38 7,69 6,91

(2R* 8R*,8aS5*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-
3-oxvindolizidina (87b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 10,0%. Espuma blanca.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CooH3oN205) 65,65 7,51 6,96
Encontrado 65,64 7,63 6,38

Alquilacion de 73 con bromoacetato de etilo

(25" 85* 8aR™)-, (ZR* 8S*8aR)- y (2R* 8S* 8aS*)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-
2-(etoxicarbonil)metil-2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (84a), (84b) y (84c)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Se obtiene una mezcla de tres diastereoisémeros.
Rendimiento: 59%. Sé6lido blanco. Proporcién de diastereoisémeros
(25* 8S* 8aR*)/(2R*,85* 8aR*) 5:1; (2R* 8S* 8aS*), trazas.

HPLC: ty = 10,55 min; eluyente A (30:70); columna nim. 3.

EM: 367 (M+ — 31, 1,20), 353 (M* — 45, 5,38), 281 (M+ — 117, 64,10), 222 (M+ — 1786,
100,00), 194 (M+ — 204, 19,76), 150 (M+ — 248, 5,61), 57 (tBu, 80,79).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C19H3gN207) 57,27 7,59 7,03
Encontrado 57,21 7.41 6,95
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Alquilacion de 783 con bromoacetato de terc-butilo

(28* 8S* 8aR*)- y (2R* 8S* 8aR*)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-
2-(texrc-butoxicarbonil)metil-2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (132a) y (132b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 70%. Espuma blanca. Proporeién
de diastereoisémeros (25* 85* 8aR*)/(2R* 85* 8aR*) 5:1.

Analisis elemental (%) C H N
Calculado (Co1H3z4N2O7) 59,14 8,04 6,57
Encontrado 58,97 8,04 6,68

3.5.3.2. Obtencion de derivados 2-(indol-3'-il)metil sustituidos

A una disolucién de 73 (1,56 g, 5 mmoles) en DME (40 mL) se le afaden
NaMeQO recientemente preparado (324 mg, 6 mmoles), gramina (871 mg,
5 mmoles) y CH3l (0,63 ml, 10 mmoles). Tras agitar primero durante 15 min a
0 °C y, después, a temperatura ambiente durante 2,5 h, se elimina el disolvente
y el residuo resultante se extrae con AcOEt y se lava, primero con HoO y
después con disolucién saturada de NaCl. La fase orgdnica se seca sobre
NaoSQy4 vy se evapora el disolvente a sequedad. El residuo obtenido se purifica
por cromatografia en columna de gel de silice con el sistema de eluyentes
AcOEt-hexano (1:1), obteniéndose una mezcla de tres diastereoisémeros. La
cromatografia en placa preparativa, utilizando como eluyente AcOEt-hexano
(1:2) conduce a la separacién de los mencionados diastereoisémeros.

(25* 88*,8a8*}-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-2-(indol-3'-il)metil-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (83c)

Rendimiento: 4,3%. Espuma.

HPLC: tgz = 19,11 min; eluyente A (40:60); columna ndm. 1.
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|___Andlisis elemental (%) C H N |
Calculado (Co4Ha1N305) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,44 6,95 9,26

(25* 8S*,8aR*)-8-(terc-Butoxicarbonil)amino-2-(indol-3"-il)metil -
2.metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (83b)

Rendimiento: 8,5%. Espuma.

HPLC: tgp = 17,48 min, eluyente A (40:60); columna nim. 1.

__Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C94H31N305) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,34 7,19 9,62

(2R*,8S* 8aR*)-8-(terc-Butoxicarbonil jyamino-2-(indol-3'-il) metil-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (83a)

Rendimiento: 45,2%. Espuma,

HPLC: tg = 17,18 min; eluyente A (40:60); columna nim.1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co4H31N305) 65,29 7,08 9,52
Encontrado 65,13 7,21 9,47

Los datos de ITH RMN y 13C RMN de los tres diastereoisémeros 83a, 83b v
83c se indican en las tablas 27 y 28, respectivamente.
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Tabla 27. Desplazamientos guimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (Hz) mds significativos

de 1H RMN (300 MHz, CDClg) de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

Config.

Comp. R 2,8,8a H-1 H-5ec H-Bax H-6 H-7 H-8 H-8a NH COzCHg 2-CHz CHg(Boc) Jgga

82a (87a) Ph RSR (SRS 240 4,03 2,18 1,66 197 3,23 1,77 4,12 3,30 3,42 1,43 5,6
2,26 146 0,95 3,03

82bl(87b) Ph SSR (RRS) 2,53 4,00 247 1,64 190 262 3,09 4,20 3,66 3,28 1,36 9,7
1,90 1,18 1,18 3,09

82¢ (87¢) Ph SSS (RRR) 2,26 4,04 2,32 1,49 1,93 364 232 4,95 3,83 3,46 1,44 3,1
2,15 1,44 128 3,00

83a In RSR 2,32 3,94 2,00 1,53 1,87 3,18 2,00 4,01 3,73 3,42 1,33 8,9
2,24 135 084 3,26

83b in SSR 2,60 3,95 245 1,53 181 245 3,07 4,14 3,65 3,44 1,36 9.9
2,02 1,33 1,10 3,29



Tabla 27 (continuacion)

Config.

Comp. R 2,8,8a H-1 H-5¢¢ H-5ax H-6 H7 H-8 H8a NH CO0CHz 2-CHg CHg(Boc} Jgga

83c In 5SS 245 395 245 153 181 350 245 492 3,77 3,44 1,38 2,9
2,15 1,33 L10 3,29

84a ® COuEt SSR 264 4,10 264 1,78 214 351 322 441 3,77 3,08 145 8,5
2,34 153 1,35 2,82

84b 2 CO9Et.  RSR 264 4,10 264 182 214 351 332 447 3,75 3,08 145 b
2,34 1,53 1,35 2,82

132ab *° CO2'Bu  SSR (RSR) 260 4,02 257 171 207 345 314 433 3,70 2,97 d 8,5
2,26 1,48 1,27 3,64 2,61

& Datos de los espectros de las mezclas de diasterecisémeraos. b No se ha podido medir exactaments. © El espectro del compuesto 132b (2R,85,8aRR) es idéntico al

de su isémero 132a, excepto para la resonancia eorrespondiente al éster metflico, observandose un singlete a 3,64 ppm. d 8¢ ohservan dos singletes para
9 protones cada unc, a 1,38 y 1,36 ppm, respectivamente, uno de ellos corresponde a los grupes metilo del Boc y el otro a Tos del éster terc-butilico.



Tabla 28. Desplazamientos quimicos (3, ppm) mas significativos de 13C RMN (50 MHz, CDCl3)

de los compuestos de férmula general

Comp. R g,g,réfz:g' C-1 C-2 C-3 C-5 C-6 C-7 C-8 C-8a OCH3z 2-CHg CHg(Boc)
82a Ph RSER 32,44 56,55 172,46 39,64 23,22 31,48 53,41 59,09 5294 39,64 28,26
82b Ph SSR 32,53 57,29 171,73 40,02 23,45 31,29 53,90 59,02 52,73 39,64 28,26
82¢c Ph SS5S8 29,22 56,25 172,50 40,27 18,01 28,49 46,62 57,19 52,93 39,52 28,33
83a In RSR 32,54 56,87 172,80 39,80 23,34 31,45 53,22 59,27 52,81 29,32 28,26
83b In SSR 32,92 57,35 172,22 39,98 23,28 31,23 53,61 58,86 52,74 29,73 28,29
83¢c In SS88 29,35 56,58 172,87 40,40 18,05 28,44 46,75 57,40 52,91 29,67 28,35
84a * COg9Et  SSR 32,54 53,24 171,54 40,17 23,69 31,86 52,75 59,63 53,07 38,25 28,32
1322 ®  COo!Bu SSR 32,40 53,41 171,40 40,03 23,64 31,69 52,80 59,29 52,80 39,51 b
132b®  CO3tBu RSR 32,20 53,85 171,30 40,85 23,50 31,50 52,50° 59,70 52,70° 4085 b

Datos de los espectres de las mezclas de diasterecisdmeros.

: . .o . .
grupes metile del Boc y 1a otra alos del éster tere-butilico. ™ Pueden estar intercambiados.

Se ohservan dos senzles, a 28,23 y 27,92 ppm, respectivamente, una de ellas corresponde a los



3.5.3.3. Preparacion de 8-(ferc-butoxicarbonil)amino-
2-carboxi-3-oxoindolizidinas 2 2-disustituidas

Procedimiento general:

A una disolucion del derivado de 3-oxoindolizidina 82a, 82b, 82¢, 87a, 87b,
83a, 83b 6 132ab (0,3 mmoles) en MeOH (5 mL) se le aftlade NaOH 2 N (0,23 mL,
0,45 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 2 dias. Tras eliminar
el disolvente por evaporacidn a presién reducida, el residuo obtenido se disuelve
en H20 (10 mL) y se acidifica hasta pH 3 con HC1 1 N. A continuacién se extrae
con AcOEt, se seca el extracto organico sobre NazS0Q4 v se evapora el disolvente
a sequedad. El residuo resultante se purifica por cromatografia en columna de
gel de silice en los casos en que se especifica.

Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuacién. Los datos de 1H RMN se recogen en la tabla 29.

Acido (2R* 85* 8aR*)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-
3-oxoindolizidina-2-carboxilico (85a)

Rendimiento: 98%. Espuma blanca,

HPLC: tg = 17,00 min; eluyente A (35:65); columna ndam. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C21H2gN905) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,94 7,33 7,00

Acido (25%8S* 8aR*)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
3-oxoindolizidina-2-carboxilico (85b)

Rendimiento: 96%. Espuma blanca.

HPLC: tg = 19,03 min; eluyente A (35:65); columna nim. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co1HogN2Os) 64,93 7.27 7,21
Encontrado 64,82 7,43 7,15
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Acido (2S* 8S* 8aS*)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
J-oxoindolizidina-2carboxilico (85¢c)

Rendimiento: 96%. Espuma blanca.

HPLC: tp = 18,30 min; eluyente A (35:65); columna nim. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co1HaogN2O5) 64,93 7,27 7,21
Encontrado 64,75 6,96 7.45

Acido (28*% 8R* 8aS*)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-
3-oxoindolizidina-2-carboxilico (88a)

Rendimiento: 97%. Espuma blanca.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Cg1HosN20s) 64,93 7.27 721
Encontrado 64,75 7,56 7,08

Acido (2R*,8R* 8aS*)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
J-owoindolizidina-2-carboxilico (88b)

Rendimiento: 98%. Espuma blanca.

Andlisis elemental (%) c  H N
Calculado (C21H2gN20s5) 64,93 7,27 7.21
Encontrado 64,72 7,03 7,38

Acido (2R* 88* 8aR*)-8-(terc-butoxicarbonil)amino-2-(indol-3'-il )metil-
3-oxvindolizidina-2-carboxilico (86a)

Purificado por cromatograffa en columna. Eluyente: CH2Clo-MeOH (10:1).
Rendimiento: 84%. Espuma.
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HPLC: ti = 15,38 min; eluyente A (35:65); columna nim. 1.

Andlists elemental (%) C H N
Calculado (CogHogN505) 64,62 6,84 9,83
Encontrado 64,28 6,67 9,50

Acido ( 28* 85 8aR*)-8-(terc-butoxicarbonil) amino-2-(indol-3'-il) metil-
3-oxoindolizidina-2-carboxilico (86h)

Purificado por cromatografia en columna. Eluyente: CHgClo-MeOH (10:1).
Rendimiento: 82%. Kspuma.

HPLC: tg = 16,05 min; eluyente A (35:65); columna nim. 1.

... Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co3HogN305) 64,62 6,84 9,83
Encontrado 64,45 6,72 9,95

Acidos (25%,85* 8aR*)- y (2R* 85* 8aR*)-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-(terc-butoxicarbonilymetil-3-oxoindolizidina-2-carboxilicos (133a) y (133b)

Rendimiento: 98%. Espuma blanca. Proporcién de diastereoisémeros
(25%,85* 8aR*)/(2R* 8S* BaR*) 5:1.

.Andlisis elemental (%) e H N
Calculado {CogHzoNoO7) 58,24 7,82 6,79
Kncontrado 58,10 8,01 6,90
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Tabla 29. Desplazamientos guimicos (§, ppm) y constantes de acoplamiento (Iz) mas significativos
de 1H RMN (300 MHz) ® de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

Comp.

85a

B5b

85c

88a

88b

R

Ih

Ph

Ph

Ph

Ph

Config.
2,8,8a

RSRE

SSR

SSS

SRS

RRS

Disolvente H-1 H-5ec

DMSO0-dg 249 3,76
2,14

DMSO-dg 232 380
1,70

DMSO-dg 2,14 3,73
1,94

CDClg 231 397

CDCly 252 399
1,95

H-5ax

2,47

2,14

1,68
1,04

1,70
1,03

1,68
125

1,91
0,92

1,95
1,18

H-8 H-8a NH  2-CHg CHga(Boc) Jgaga

3,00 206 680 307 1,34 85
2,93

247 318 678 309 134 95
9,98

347 214 644 306 134 2.3
293

306 169 400 330 138 8,1
292

252 312 437 312 1,38 b



Tabla 29 {continuacién)

Config.
Comp. R 2,8,8a Disolvente H-1 H-Bee H-bax H-6 H-7 H-8 H-8a NH 2-CHy  CHg (Boc) Jgga
86a In RSR DMS0-dg 2,49 3,76 1,99 1,56 1,67 3,04 2,25 6,69 3,16 1,33 9,8
2,15 1,19 1,04
86b In SSR DMS0O-dg 2,22 3,80 2,52 1,57 1,72 2,52 316 6,81 327 137 b
1,74 122 1,03 3,03
@ b

133ab &9 CO9'Bu SSR (RSR) DMSO-dg 238 3,78 2,51 1,68 1,84 323 3,23 6,95 2,69
2,24 1,28 1,28 2,56

& 200 MHz para los compuestos 88a y 88b. b No se han podido medir exactamente. ® Datos del espectro de la mezcla de diasterenisémeros. d E] espectro del

compuesto 133b (28,85 8aR) es idéntico al de su isémero 133a. ¢ Se observan dos singletes para 9 protones cada uno, a 1,38 y 1,36 ppm, respectivamente, uno
de ellos corTesponde a los grupos metilo del Boe y el otre a los del éster tere-hutilico.



3.5.4. PREPARACION DE DERIVADOS DE MTPA

3.5.4.1. Reacciones de derivatizacion con el acido
(R)-(+)-c-metoxi--(trifluorometil )fenilacético

Procedimiento general:

A una disolucidén del 4-cetodiéster 72 u 80 ¢ del derivade de 3-oxo-
indolizidina 82a, 87a, 82b u 87b (0,25 mmoles) en CHsClo (4 ml.) se le anade
TFA (2 mL) y se agita a temperatura ambiente durante 1 h. Tras eliminar ¢l
disolvente por evaporacién a presién reducida, el residuo obtenido se disuelve
en CHoClz (5 mL} y se afiaden TEA (0,07 mL, 0,5 mmoles) y, a continuacidn,
BOP (122 mg, 0,28 mmoles). Tras 10 min de agitacién, se afiade el reactivo
quiral, (R)-(+)-MTPA (64,5 mg, 0,28 mmoles). Después de agitar durante 5 h a
temperatura ambiente, se elimina el disolvente v el residuo resultante se
extrae con AcOEt y se lava, primero con HoO y después con disolucidn saturada
de NaCl. La fase orgdnica se seca sobre NasS0y4 y se elimina el disolvente. El
residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice,
utilizando el sistema de eluyentes que se especifica en cada caso.

Los productos obtenidos por este procedimiento se describen a
continuacién.

(55,2'R)-8-(Benciloxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-5-(2'-metoxi-
2'trifluorometil )fenilacetamido-4-oxooctanoato de metilo (89)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 61%. Sirupe.

HPLC: ty = 11,69 min; eluyente A (50:50); columna nim. 3.

Andlisis elemental (%) c H N
Calculado (CogHg3F3N20g) 57,05 5,45 4,59
Encontrado 57,17 5,63 4,32
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(5R,2'R)-8-(Benciloxicarbonil)amino-2-metoxicarbonil-5-(2'-metoxi-
2'-trifluorometil)fenilacetamido-4-oxooctanoato de metilo (90)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:2). Rendimiento: 41%. Sirupe.

HPLC: tr = 11,69 min; eluyente A (50:50); columna num. 3.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co9H33F3N20Og) 57,05 5,45 459
Encontrado 56,91 5,55 447

Los datos de YH RMN de los compuestos 89 y 90 se indican en la tabla 30.

(2R,85,8aR,2'R)- y (25 8R,8aS5,2'R)-2-Bencil-2-metoxicarbonil-8-(2'-metoxi-
“trifluorometil)fenilacetamido-3-oxoindolizidina (91a) y (91b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 62%. Espuma blanca. La
proporcién de diastereoisémeros obtenida en funcién de la procedencia del
producto de partida se indica en la tabla 6.

HPLC: tg = 51,75 min [isémero (2R,8S5,8aR,2'R)]; 56,61 min [isémero
(2S,8R,8a5,2'R)}; eluyente A (35:65); columna ndm. 3.

Andlisis elemental (%) C H N ]
Calculado (Co7HagF3N205) 62,54 5,64 5,40
Encontrado 62,48 571 5,39

(25,858,8aR,2'R})- y (2R,8R,8aS,2'R)-2-Bencil-2-metoxicarbonil-8-(2'-metoxi-
2" trifluorometil)fenilacetamido-3-axoindolizidina (92a) y (92b)

Eluyente: AcOEt-hexano (1:1). Rendimiento: 61%. Espuma blanca. La
proporcién de diastereoisémeros obtenida se indica en la tabla 6.

HPLC: tg = 22,53 min [isémero (28,85,8aR,2'R)); 24,88 min [is6mero
(2R,8R.,8aS,2'R)]; eluyente A (40:60); columna ndm. 3.
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Analisis elemental (%) C H N

Calculado (Ca7HogF3N2Qs) 62,04 5,64 5,40
Encontrado 62,61 5,89 5.47

Los datos de 'H RMN de los compuestos 91ab y 92ab se encuentran
recogidos en la tabla 31.

3.5.4.2. Reacciones de derivatizacion con el cloruro
de (8)-(+)- 6 (R)(-)-o-metoxi-a-(trifluorometib)fenilacetilo

Procedimientio general:

Una disoluciéon del derivado de 3-oxoindolizidina 82a u 87a (3,2 mg,
8 umoles) en TFA (200 pL) se agita a temperatura ambiente durante 2 h. Tras
eliminar el disolvente, el residuo obtenido se disuelve en piridina (0,5 mL), se
anade el reactivo quiral correspondiente (30 uL, 160 umoles) y la disolucién se
agita a temperatura ambiente durante 1,5 h. Transcurride este tiempeo, se
adiciona HoO (25 ul) v, a continuacién, se evapora el disolvente. La proporcién
de diastereocisémeros se determina en el crudo de reaccién, mediante HPLC,
obteniéndose los resultados que se especifican en la tabla 6.

En las reacciones con (R)-(-)-MTPA-C] se obtienen los compuestos
(2R,885,8aR,2'S)- v (25,8R,8a85,2'S)-2-bencil-2-metoxicarbonil-8-(2'-metoxi-2'-tri-
fluorometil)fenilacetamido-3-oxoindolizidina (93a) y (93b), enantiémeros de 91b
y 91a, respectivamente.
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Tabla 30. Desplazamientos quimicos (8, ppm) mas significatives de 1H RMN (300 MHz, CDCl3)

de los compuestos de formuia general

NHZ
0
Me0, CO,CH,
" TN
Ph u
CF, O co,cH,
Config.
Comp. C5 H-2 H-3 H-5 H-6 H-7 H-8 5NH 8NH CHg (Z) CO2CHs  OCHj3
89 S 389 3,17 298 4,68 2,04 1,65 1,55 3,22 a 4,89 5,08 3,71 3,33
90 R 393 3,17 3,03 4,68 1,95 1,56 1,33 3,22 8 4,78 5,08 3,70 3,46

a - . . . -
Senial incluida en el multiplete de los protones arvmdticos.



Tabla 31. Desplazamientos quimicos (8, ppm) mas significativos de *H RMN (300 MHz, (CD3)2CO] ?

de los compuestos de férmula general

MTPA-HN
Config.
Comp. 2,8,8a,2' H-1 H-5¢e H-5ax H-6 H-7 H-R H-8a NH 2-CHs COoCH3 QOCHg
91a RSRR 9,35 391 2,23 172 1,88 36T 2,20 b 3,19 3,74 3,45
2,10 1,42 1,42 3,00
91b SRSR 2,36 391 2,23 1,72 177 3,67 2,36 b 326 3,74 3,45
142 1,30 3.04

92a SSRR 2,26 394 2,53 1,27 1,90 3,05 337 7,60 3,21 3,62 3,46
1,79 0,36 1,54 313

92h RRSR 2,55 3,94 2,53 1,67 1,79 2,95 3,51 7,60 3,23 3,67 3,44
1,96 1,16 1,38 3,16

& Datos de los espectros de Jas mezclas de diastereoisomeros. b Senial incluida en el multiplete de los protones aromaticos.



3.5.5. OBTENCION DE DERIVADOS DE 8a-HIDROXI- Y 8a-ALCOXI-8-AMINO-
3-OXOINDOLIZIDINA-2-CARBOXILATO 2-SUSTITUIDOS

3.5.5.1. Reacciones de hidrogenacion del 2-bencil4-cetodiéster
derivado de Boc-Orn(Z)-OH

Método A: Reaccion en MeOH

A una disolucién del compuesto 94 (2,3 g, 4 mmoles) en MeOH (140 ml)
se le afiaden 230 mg de Pd-C (10%) y la suspensién se hidrogena a temperatura
ambiente y 30 psi de presién durante 4 h. Una vez separado el catalizador por
filtracién, se elimina el disolvente y el residuo resultante se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como sistema de
eluyentes CH2Cl2-MeOH (50:1), obteniéndose los productos que se indican a

continuacidn.

Acido (2S 8S,8aR)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-8a-metoxi-
S-oxoindolizidina-2-carboxilico (95)

Rendimiento: 1,04 g (63%). Espuma blanca.
HPLC: ty = 9,89 min; eluyente A (70:30); columna nim. 1.

EM: 374 (M+ — 44, 0,1), 342 (M+ — 76, 7,85), 286 (M+ — 132, 100,00), 242 (M+ — 178,
94,26), 227 (M+ — 191, 1,79), 195 (M+ — 223, 14,31), 150 (M+ — 268, 18,60), 91 (Bn,
23,593, 57 (tBu, 41,87).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C22H3gN20g) 63,14 7,23 6,69
Encontrado 62,89 7,35 6,70

Acido (2S,88,8aS)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-8a-hidrovi-
3-oxoindolizidina-2-carboxilico (96).

Rendimiento: 0,26 g (16%). Espuma blanca.

— 169 —



HPLC: tgr = 7,48 min; eluyente A (70:30); columna ndm. 1.

EM: 342 (M+* - 62, 6,07), 286 (M+ ~ 118, 67,32), 242 (M+ - 162, 12,35), 227 (M+ -
177, 100,00), 195 (M*+ — 209, 7,04), 150 (M~+ — 254, 13,01}, 136 (M* - 268, 6,04}, 91
{(Bn, 28,05), 57 (tBu, 64,00).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co1HogN2Og) 62,36 6,98 6,93
Encontrado 62,04 7,31 6,85

Meétodo B: Reacciéon en EtOH

Una disolucién del compuesto 94 (0,8 g, 1,4 mmoles) en EtOH (50 mL) se
hidrogena en presencia de un 10% de Pd-C (10%) en las mismas condiciones
descritas para el método A. Tras la aplicacién de un procedimiento totalmente

analogo, se obtienen los productos que se indican a continuacién.
Acido (28,8S,8aR)-2-bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-8a-etoxi-
S-oxoindolizidina-2-carboxilico (99)

Rendimiento: 0,37 g (61%). Espuma blanca.

HPLC: tp = 12,93 min; eluyente A (70:30); columna niim, 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CosHgzoN90g) 63,87 7,46 6,48
Encontrado 63,49 7,61 6,36

También se obtiene un compuesto de menor Rridentificado como 96
(116 mg, 21%).

Método C: Reaccion en disolventes apréticos

Una disolucién del 4-cetodiéster 94 (1g, 1,7 mmoles) en AcOEt o THF
(60 mL) se hidrogena durante 20 h en las mismas condiciones descritas para
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los métodos A y B. Después de separar el catalizador por filtracién y de
eliminar el disolvente, el residuo resultante se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice con el sistema de eluyentes AcOEt-hexano (1:1),

obteniéndose el compuesto que se indica a continuacidn.

(28,8S,8a8S)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-8a-hidroxi-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (98)

Rendimiento: 0,6 g, 83% (AcOEt); 0,57 g, 79% (THF). Espuma blanca.

HPLC: ty = 11,56 min; eluyente A (70:30); columna ndm. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CooHggN2Og) 63,14 7,23 6,69
Encontrado 63,28 7,42 6,54

Los datos de 1H RMN y de 13C RMN de los productos obtenidos en estas
reacciones de hidrogenacién se recogen en las tablas 32 y 33, respectivamente.

(28 88 8aR)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil) amino-8a-metoxi-
2-metoxicarbonil-3-axoindolizidina (97)

A una disolucién, enfriada a 0 °C, de una mezcla de los compuestos 95 y
96 en proporcién 4:1 (0,9 g, 2,1 mmoles) en THF (20 mL) se le afiade una
disolucién etérea de CHgoNg (generado a partir de 0,5 g de N-metil-N-nitroso-
urea). Después de agitar durante 1 h, se eliminan los disolventes por
evaporacién v el residuo resultante se purifica por cromatografia en columna
de gel de silice, utilizando AcOEt-hexano (1:2) como eluyente, obteniéndose el
producto 97 como una espuma blanca. Rendimiento: 0,53 g (566%).

HPLC: ty = 19,25 min; eluyente A (70:30); columna nim. 1.

EM: 433 (M* + 1, 4,59), 432 (M*, 19,569), 400 (M* - 32, 2,52), 376 (M* - 57, 7,87},
345 (M+ — 87, 29,70), 317 (M+ — 115, 70,33), 149 (M* — 283, 5,05), 91 (Bn, 57,66),
57 (*Bu, 88,15).
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Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co3H3goN20g) 63,87 7,46 6,48
Encontrado 63,70 7.57 6,60

También se obtiene el compuesto 98 (0,13 g, 15%).

(28,85,8aR)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil jamino-8a-etoxi-
2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (100}

A una disolucién, enfriada a 0 °C, de una mezcla de los compuestos 99 v
96 en proporcién 3:1 aproximadamente (0,18 g, 0,4 mmoles) en THEF (5 mL) se le
afiade una disolucién de CHoNo en éter etilico (generado a partir de 0,1 ¢ de
N-metil-N-nitrosourea). Tras agitar durante 1 h a la temperatura indicada, se
eliminan los disolventes por evaporacién y el residuo obtenido se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando AcOEt-hexano (1:3) como
eluyente, para dar lugar al producto 100 en forma de espuma. Rendimiento:
0,12 g (64%).

HPLC: ty = 27,23 min; eluyente A (70:30); columna ntim. 1.

| __Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co4Hz4NOg) 64,55 7,67 6,27
Encontrado 64,51 7,43 6,12

También se obtiene el compuesto 98 (34 mg, 19%).

En las tablas 32 y 33 se detallan los datos de TH RMN y 13C RMN,
respectivamente, de los productos obtenidos en estas reacciones de

esterificacién.
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Tabla 32. Desplazamientos quimicos (d, ppm) y constantes de acoplamiento (Hz) mds significativos
de 1H RMN (300 MHz} de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

Config.

Comp. RI R® 28.8a Disolvente H-1 H-5¢¢ H-5ax H-6 H-7 H-8§ NH 2-CHg R! RZ? CHg (Boe) Jy 1

95 CHa3 H SSR DMSO-dg 238 3,68 243 1,57 157 2793 618 321 3,01 — 1,40 15,7
2,26 1,07 135 2,92

96 H H SS8 DMSO-dg 1,99 3,55 269 166 154 299 578 280 — - 1,35 14,4
1,79 122 122

97 CH3 CHs SSR CDCls 2,56 3,92 2,61 1,57 157 251 472 325 3,08 381 145 15,7
233 1,14

97 CHg CHy SSR CeDg 2,44 3,84 2,08 142 128 261 470 3,53 2.85 3,34 145 15,6
2,36 0,86 099 3,19

98 H CH3 S8SS CDCl3 2,43 3,84 2,90 1,77 177 325 493 3,52 4,50 383 144 144
2,28 144 165 3,04

98 H CHy S8SS§ CgDg 241 3,80 2,68 147 147 330 492 3,30 4,72 3,18 143 14,3
2,33 0,9 1,11

99 Et H SSR DMSO-dg 2,40 3,69 2,47 1,58 158 265 605 3,19 3,07 (CHz) — 1,40 155
2,22 1,10 1,30 2,91 1,10 (CHg)

100 Et CHs SSR CDCl3 2,57 3,90 2.51 157 1,57 251 475 325 3,40(CHy) 3,81 146 156
2,32 1,14 3,12 (CHg)

1,14 (CHg}




Tabla 33. Desplazamientos quimices (8, ppm) mas significativos

de 13C RMN (50 MHz) de los compuestos de férmula general

BocHN
Config.

Comp. Ri R? 288a Disolvente C-1 C-2 c3 C5 €6 (7 C8 (-8a 2-CHy R! RZ2 CHjs (Boc)

95 CH; H SSR DMSO-dg 3158 5710 17211 4094 23,49 2653 5510 90,18 3600 47,93 — 28,15

96 H H S8S DMSO-dg 3548 5727 17367 % 2355 2660 5578 8549 ° — — 28,04

97 CH; CHsz SSR CDCl3 3196 57,03 171,60 4096 2362 2687 5538 90,03 36,72 4828 52,82 28,25

98 H CHy SSS CDCl3 3850 5722 17420 4106 2361 2696 5624 8594 3658 — 53,44 2820

99 Et H SSR CDClg 3166 5696 17228 4229 2348 2668 5514 90,11 3689 56,04 (CHg) — 28,23
14,76 (CH3)

100 Et CHz SSR CDClg 3246 5708 17161 4092 2384 2682 5550 89,74 36,77 56,03(CHg) 5283 28,25
14,96 (CHg)

? genales induidas en la del DMSO.



3.5.5.2. Reacciones de reduccion de 8a-hidroxi- y 8a-alcoxi-3-oxoindolizidinas

Reduccion de los compuestos 82a, 82b y 100 con LiAlIH 4

Procedimiento general:

A una disolucidén del correspondiente derivado de 3-oxoindolizidina 82a,
82b 6 100 (0,3 mmoles) en THEF (10 mL) se le afiade LiAlH4 (0,9 mmoles) y se
calienta a reflujo durante 6 h. Tras neutralizar con HCl 1 N, se elimina el
disolvente por evaporacién y el residuo resultante se extrae con AcOEt y se
lava, primero con HoQ y después con disolucién saturada de NaCl. El extracto
organico se seca sobre NagSQO, y se evapora a sequedad.

Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuacién. Los datos de 1H RMN y 13C RMN se indican en las tablas 34 v 35,

respectivamente.

(25%,8S* 8aR*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-hidroximetil-3-oxoindolizidina (103)

Rendimiento: 90%. Espuma blanca.

HPLC: tg = 6,12 min; eluyente C (35:65); columna nim. 3.

(2R*,85*,8aR*)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-hidroximetil-3-oxoindolizidina (104)

Rendimiento: 80%. Espuma blanca.

HPLC: ti = 5,51 min; eluyente C (35:65); columna nim. 3.
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(2R,85,8aR)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-8a-efoxi-
2-hidroximetil-3-oxoindolizidina (105)

Rendimiento: 77%. Espuma.

HPLC: tg = 12,49 min; eluyente C (40:60}; columna nam. 3.

Reduccion del compuesto 98 con NaBHy

A una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina 98 (125 mg,
0,3 mmoles) en THEF (10 ml) se le afiade NaBH4 (34 mg, 0,9 mmoles} y se

calienta a reflujo durante 6 h. Tras eliminar el disolvente por evaporacidn, el
residuo obtenido se disuelve en AcOEt y se lava, primero con HoO y después con
disolucién saturada de NaCl. El extracto orgdnico se seca sobre NagSOy4 v se
evapora el disolvente. El residuo resultante se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice con el sistema de eluyentes que se especifica en cada
caso, para dar lugar a los productos que se detallan a continuacién,

(2R,885 8aS)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarboniljamino-8a-hidroxi-
2-hidroximetil-3-oxoindolizidina (101)

Eluyente: CH2Clo-MeOH (50:1). Rendimiento: 25 mg (20%). Sirupe.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C91H3gN205) 64,60 7,74 7,17
Encontrado 64,73 7,89 7,02

Los datos de 1H RMN y 13C RMN de este compuesto se indican en las
tablas 34 y 35, respectivamente.,

(2R, 88 8aR)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-hidroximetilindolizidina (102)

Eluyente: CHoCly-MeOH (20:1). Rendimiento: 25 mg (22%). Sirupe.
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1H RMN

(300 MHz, CDCl3): 8 7,27-7,12 (m, 5 H, CgHs), 4,46 (s ancho, 1 H, NH), 3,47 (m,
1 H, H-8), 3,39 (d, 1 H, CH3-0H, J = 10,5), 3,33 (d, 1 H, CH9-OH), 3,13 (d, 1 H,
H-3, J = 9,4), 3,02 (m, 1 H, H-5ec), 2,89 (d, 1 H, CHy-Ph, J = 13,3), 2,81 (d, 1 H,
CHo-Ph), 2,27 (d, 1 H, H-3), 2,10 (m, 1 H, H-5ax), 2,01 (m, 2 H, H-7 y H-8a), 1,73
(m, 3 H, H-1 y H-6), 1,45 (m, 1 H, H-6), 1,41 [s, 9 H, CH3 (Boc)], 1,08 (m, 1 H,
H-7).

[300 MHz, (CD3)9CO1: § 7,32-7,17 (m, 5 H, CgHs), 5,85 (s ancho, 1 H, NH), 3,50
(m, 1 H, H-8, J = 10,0, 3,33 (d, 1 H, CHy-OH, J = 10,3), 3,29 (d, 1 H, CH5-OH),
3,07 (m, 2 H, H-3 y H-5ec), 2,91 (d, 1 H, CHy-Ph, J = 13,0), 2,83 (d, 1 H, CHs-Ph),
2,22 (d, 1 H, H-3, J = 9,4), 2,08 (m, 1 H, H-8a), 2,05 (m, 1 H, H-5ax), 2,04 (m, 1 H,
H-7), 1,72 (m, 3 H, H-1 y H-6), 1,39 (m, 1 H, H-6), 1,38 [s, 9 H, CH3 (Boc)], 1,26 (in,
1H, H-7).

13C RMN (50 MHz, CDCl3): 6 155,28 [CO (Boc)], 138,40, 130,28, 128,15, 126,28
(CgHs), 79,40 [C (Boc)], 68,40 (C-8a), 67,21 (CH3-OH), 61,70 (C-3), 51,80 (C-8),
51,21 (C-5), 44,92 (C-2), 43,25 (C-1), 38,63 (CH2-Ph), 31,32 (C-7), 28,34 [CH3 (Boc)],
23,43 (C-6).

_..Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (Co1HogN2O3) 70,76 7,92 7,86
Encontrado 70,68 7,99 7,81

3.5.5.3. Obtencién de ABBa-hexahidroindolizinas

A una disolucién del compuesto 98 (0,1 g, 0,24 mmoles) en CH2Clg
(10 mL) se le anade TFA (5,7 pL, 0,05 mmoles) y se agita a temperatura
ambiente durante 3 h. Después de eliminar el disolvente por evaporacién, el
residuo resultante se purifica por cromatografia en placa preparativa,
utilizando como eluyente EtoO-AcOEt (40:1), obteniéndose el producto 108 como

una espuma blanca. Rendimiento: 53 mg (55%).
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(2S)-2-Bencil-8-(terc-butoxicarbonil)amino-
2-metoxicarbonil-3-oxo-A58a-hexahidroindolizina (106)

1H RMN (300 MHz, CDCls): & 7,30-7,13 (m, 5 H, CgHs), 5,25 (s, 1 H, NH), 3,80 (s,
3 H, CO3CH3y), 3,40 (m, 1 H, H-5ec), 3,27 (d, 1 H, 2-CHy, J = 14,2), 3,11 (d, 1 H,
H-1,J = 17,1), 3,10 (d, 1 H, 2-CHy), 2,71 (d, 1 H, H-1), 2,04 (m, 2 H, H-5qx y H-7),
1,75 (m, 2 H, H-6 y H-7), 1,45 [s, 9 H, CH; (Boc)], 1,45 (m, 1 H, H-6).

13C RMN (50 MHz, CDClg): 8 171,48 (C-3), 170,76 (CO2CHz), 155,80 [CO (Boe)l,
135,57, 129,97, 128,22, 127,07 (CgHs), 109,03 (C-8 y C-8a), 80,05 [C (Boc)], 56,13
(C-2), 52,93 (OCHz3), 39,59 v 38,77 (C-5 y 2-CHby), 30,59 (C-1), 28,22 [CH3 (Boc)],
25,96 (C-7), 20,42 (C-6).

Andlisis elemental (%) C H N |
Calculado (C22H2gN20O5) 65,98 7,04 7,00
Encontrado 66,11 7,29 6,67
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Tabla 34. Desplazamientos quimicos (5, ppm) mds significatives de H RMN (200 MHz, CDClg; ®

de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

BocHIN
Config.
Comp. R 288a H-1 H-Bee  H-5ax H-6 H-7 H-8 R NH CH3-OH CHs-Ph  CHg (Boc)
101 OH RSS 2,31 3,66 2,75 1,69 1,69 3,06 4,61 (0O 4,84 3,50 2,83 1,38
1,96 1,38 1,55 3,35 262
103 H SSk 2,02 3,95 2,14 1,62 1,m 3,08 1,91 (H-8a) 4,31 3,70 3,09 1,36
1,72 1,36 0,95 3,66 2,53
104 H RSR 2,65 4,05 2,53 1,66 1,95 265 3,07 (H-8a) 4,39 3,69 291 1,43
1,95 1,24 1,24 3,48
105 OEt RSE 2,16 3,83 2,45 1,60 1,60 242 3,33 (CHo) 4,78 3,70 2,94 1,43
1,66 1,07 3,16 (CHq) 3,63 2,78
1,07 (CHg)

300 MHz para el compuesto 101.



Tabla 35. Desplazamientos quimicos {5, ppm) mas significativos de 13C RMN (50 MHz, CDCly)

de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general
BoeHN
Config.
Comp. R 2,8.8a C-1 C-2 C-3 -5 C-6 C-7 C-8 (C-8a R CHo-OH  CHs-Ph CHj (Boc)
101 OH RSS 39,21 51,28 17584 41,06 2355 2711 5582 85,67 — 67,26 35,98 28,31
103 H SSR 3131 50,79 176,21 39,74 2336 3043 5381 59,12 — 67,75 39,00 2821
104 H RSR 31,48 5067 17598 35,51 2369 2926 5331 59,30 — 67,28 39,13 28,25
105 OBt RSR 36,09 50,16 176,066 39,67 2397 2693 5512 9060 55,78 (CHs2) 66,23 36,25 28,26

14,94 (CHy)




3.6. PREPARACION DE ANALOGOS DE COLECISTOQUININA
DERIVADOS DE 2,5-DICETOPIPERIDINAS

3.6.1. ACOPLAMIENTO PEPTIDICO DE DERIVADOS
DE 2,5-DICETOPIPERIDINAS CON H-Phe-NHg

Procedimiento general:

A una disolucién del compuesto §8ab 6 119ab (1,3 mmoles) en MeOH
(15 mL) se le anade NaOH 2 N (0,65 mL, 1,3 mmoles) y se agita a temperatura
ambiente durante 3 h, Tras eliminar el disolvente por evaporacién a presién
reducida, ¢l residuo resultante se disuelve en HoO (15 mL), se acidifica hasta
pH 3 con HCI 1 N y se extrae con AcOEt. El extracto orgdnico se seca sobre
NagS04 y el disolvente se evapora a sequedad. El crudo de reaccién obtenido se
disuelve en THF (8 mL), la disolucién se enfria a 0 °C y se le anade HOSu
(173 mg, 1,5 mmoles) y DCC (310 mg, 1,5 mmoles). Tras agitar durante 1 hala
temperatura indicada, se adiciona H-Phe-NHs (215 mg, 1,3 mmoles) en THF
(5 mL) v la mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 3 dias.
Transcurrido este tiempo, se filtra para eliminar la DCU formada y se evapora
el disolvente a sequedad. El residuo obtenido se disuelve en AcOEt v se lava con
dcido citrico al 10%, NaHCO3 al 10% y disolucién saturada de NaCl,
sucesivamente. El extracto orgdnico se seca sobre Na2SQOy4 y se elimina el
disolvente por evaporacién a presién reducida. El residuo se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando como eluvente CHoCls-
MeOH (40:1).

Los productos preparados por este procedimiento se detallan a
continuacién. Los datos de TH RMN y de 13C RMN se recogen en las tablas 36 y

37, respectivamente.

(BR,65,1'S)- y (35,65 1'S)-3-(1"-Carbamoil-2'-feniletil) carbamoil-
3-(etoxicarbonil)metil-6-(indol-3'"tl)metil-2,5-dicetopiperidina (117a) y (117b)

Rendimiento: 275 mg (41%). Sélido amarillo. Proporcién de diastereoisémeros
(3R,6S5,1'S)/(35,65,1'S) 2:1, medida por HPLC.
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HPLC: tg = 5,05 min (isémero mayoritario); 6,40 min (isémero minoritario);
eluyente A (45:55); columna nim. 1.

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CogHggN40g) 64,85 5,83 10,80
Encontrado 64.75 6,02 11,01

(3R, 68, 1'S)-3-(terc-Butoxicarbonil)metil-3-(1'-carbamoil-2'-feniletil)carbamoil-
6-(indol-3'-il)metil-2,5-dicetopiperidina (121a)

Purificado por cromatografia preparativa en cromatotrén.
Eluyente: CH32Cl2-MeOH (60:1). Rendimiento: 310 mg (44%).

Solido blanco (amorfo).

Andglisis elemental (%) C H N
Calculado (C3gH34N40¢g) 65,92 6,27 10,25
Encontrado 66,07 6,43 10,36

(3S,6S,1'S)-3-(terc-Butoxicarbonil)metil-3-(1'-carbamoil -2'-feniletil) carbamoil-
6-(indol-3'-il)metil-2,5-dicetopiperidina (121b)

Purificado por cromatografia preparativa en cromatotrén. Eluyente:
CHsCls-MeOH (60:1). Rendimiento: 95 mg (13%). Sélido blanco (amorfo).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C390H34N405) 65,92 6,27 10,25
Encontrado 65,66 6,63 9,98

3.6.2. ELIMINACION DEL GRUPO PROTECTOR terc-BUTILO

A una disolucién del derivado de 2,5-dicetopiperidina 121a 6 121b (82 mg,
0,15 mmoles) en CHClo (2 mL) se le afiade TFA (1 mL) vy se agita a
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temperatura ambiente durante 1,5 h. Tras eliminar el disclvente por
evaporacién a presién reducida, el residuo resultante se purifica por
cromatografia preparativa en cromatotrén, utilizando como eluyente CHoClg-

MeOH (15:1).
Los productos obtenidos mediante este procedimiento se detallan a
continuacién, junto con sus datos analiticos. Los datos de 1H RMN y 13C RMN

se indican en las tablas 36 y 37, respectivamente.

Acido (3R,68,1'S)-3-(1'-carbamoil-2'-feniletil)carbamoil-6-(indol-3"-il metil-
2 5-dicetopiperidina-3-acético (113a)

Rendimiento: 65 mg (88%). Sélido blanco (amorfo).

,,,,, Andalisis elemental (%) . H N
Calculado (CogHogN4Og) 63,67 5,34 11,42
Encontrado 63,52 5,61 11,52

Acido (38,6S,1'S)-3-(1 .carbamoil-2'-feniletil) carbamoil-6-(indol-3'-il )metil-
2.5-dicetopiperidina-3-acético (113b)

Rendimiento: 60 mg (82%). Sélido blance (amorfo).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CogH26N40g) 63,67 5,34 11,42
Encontrado 63,61 5,69 11,18
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Tabla 36. Desplazamientos quimicos (3, ppm) y constantes de acoplamiento (Hz) mds significativos

de 1H RMN (300 MHz) de los derivados de 2,5-dicetopiperidina de formula general

Config.
Comp. R C-3 Disolvente H-1 H-4 H-6 H-7 3-CHo R H-1 H-2 Jig Jg 7
117a® Et R CDCa 4,53 340 2,11 3,25 310  4,12(CHp) 427 3,82 1,8 1,4
2,61 2,44 244 1,27 (CHg) 3,08 11,1
117b°* Bt S CDCl3 5,69 3,02 3,68 3,35 290  4,12(CHp) 464 3,45 0 b
264 2,72 196 1,26 (CHg) b
121a  'Bu R CDClg 452 3,37 2,11 3,27 323 144(CHg) 4,29 3,86 2,1 2,0
252 2,46 2,44 3,10 11,2
121b  'Bu S CDC, 5,79 3,00 3,68 3,34 288 146 (CH3) 4,66 3,43 0 23
2,60 2,69 1,96 11,0
113a H R DMSO-dg 545 2,70 2,49 2,95 2,58 — 4,09 3,30 0 1,8
2,63 2,53 2,40 b
113 H S DMSO-dg ¢ 2712 3,62 3,13 2,58 — 4,37 3,39 b 3.3
251 273 2,00 3,26 78

a . .y b : . Coer w1 : . .
Y Datos del especire de la mezela de dinsteresisomerns. — No se han podide medir exactamente. ~ Sefal incluida en ol multiplete de los protanes aromaticas,



Tabla 37. Desplazamientos quimicos (8, ppm) mas significativos de 13C RMN (50 MHz)

de los compuestos de férmula general

COLR

Phe—NH2

Config.

Comp. R C-3 Disolvente C-2y 3-CO C-3 C4 C-6 C-7 3-CHo R C-1 Cc-2'

117a® Et )4 CDCly 171,94 52,92 37,34 60,07 27,59 31,64 61,11 {CHg) 59,10 34,48
171,54 13,96 (CHy)

117b* Et s CDCly _— 53,07 — 59,90 — 31,58 60,77 (CHg) — —

14,05 (CHg)

121a tBu R DMSO-dg 169,99 53,04 37,81 58,86 27,76 33,67 27,76 (CHg) 57,05 33,84
169,77

121b tBu S DMSO-dg 170,24 52,79 38,75 59,02 28,20 34,10 27,81 (CHg) 56,02 35,54
169,74

113a H R DMS0-dg 172,23 53,08 37,70 59,33 27,96 32,65 — 57,46 34,0
170,37

113b H S DMSO-dg 171,95 52,51 38,17 59,00 28,10 32,65 — 55,95 35,39
170,41

% Datos del especlro de la mezcla de diasteresisémeros.



3.7. PREPARACION DE ANALOGOS DE COLECISTOQUININA
DERIVADOS DE 3-0XOINDOLIZIDINAS

3.7.1. ACOPLAMIENTO PEPTIDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-BENCIL SUSTITUIDOS CON Boc-1-Trp-OH O Boc-D-Trp-OH

Procedimiento general:

A una disolucién de Boe-L-Trp-OH 6 Boce-D-Trp-OH (228 mg, 0,75 mmoles)
en THF (4 mL), enfriada a 0 °C, se le annaden HOSu (104 mg, 0,9 mmoles) y
DCC (186 mg, 0,9 mmoles) y se agita durante 1 h a la temperatura
mencionada. Por otra parte, a una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina
82a u 82b (300 mg, 0,75 mmoles) en CHsCla (5 mL) se le ariade TFA (2,5 ml} y se
agita a temperatura ambiente durante 1 h. Tras eliminar el disolvente, el
residuo obtenido se disuelve en THF (5 mlL), se le anade TEA (0,1 mL, 0,75
mmoles) y, seguidamente, se adiciona esta disolucién sobre la que contiene el
éster activo de Trp, preparada inmediatamente antes. Después de agitar
durante 3 dias a temperatura ambiente, la reaccién se procesa tal y como se
indica en el procedimiento general recogido en el apartado 3.6.1. El residuo
resultante se purifica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando
como eluyente CHoCls-MeOH (50:1).

Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuacién, con sus correspondientes datos analiticos. Los datos de 1H RMN
se recogen en la tabla 38.

(2R,88 8aR)- y (2S8R, 8aS)-2-Bencil-8-IN*(terc-butoxicarbonil)-
L-friptofil Jamino-2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (122a) y (122b)

Rendimiento: 250 mg (57%). Sélido blanco. Proporcién de diasterecisémeros
(2R,85,8aR)/(25,8R,8aS8) 10:1, medida por HPLC.

HPLC: ty = 25,89 min (isémero mayoritario); 30,88 min (isémero minoritario);
eluyente A (35:65); columna nim. 3.

Andglisis elemental (%) _C H N
Calculado (C33H40N40¢) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,62 7,11 9,83

— 186 —



(2R,8S 8aR)- v (28, 8R,8aS)-2-Bencil-8-[N*(terc-butoxicarbonil)-
D-triptofil Jamino-2-metoxicarbonil-3-oxvindolizidina (123a) y (123b)

Rendimiento: 235 mg (53%). Espuma blanca. Proporcién de diastereoisémeros
(2R,88,8aR)}/(28,8R,8aS) 10:1, medida por HPLC. Los tiempos de retencién de
123a v 123b son idénticos a los de sus enantiémeros 122b y 122a,

respectivamente,
Analisis elemental (%) C H N
Calculado (C33H 40N 406} 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,11 6,50 9,52

(28,85,8aR)- ¥ (2R,8R,8aS)-2-Bencil-8-[IN (terc-butoxicarbonil)-
L-triptofiljamino-2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (126a) y (126b)

Rendimiento: 265 mg (60%). Sélido blanco. Proporcién de diasterecisémeros
(28,85,8aR)/(2R,8R,8aS) 4:1, medida por HPLC.

HPLC: ty = 32,30 min (isémero mayoritario); 37,68 min (isémero minoritario);
eluyente A (40:60); columna num. 1.

Andlisis elemental (%) C H N |
Calculado (C33H 40N40g) 67,33 6,85 9,52
Encontrado 67,568 7,21 9,81

(2885,8aR)- ¥ (2R,8R,8aS)-2-Bencil-8-IN-(terc-butoxicarbonil)-
D-triptofil Jamino-2-metoxicarbonil-3-oxoindolizidina (127a) y (127b)

Rendimiento: 210 mg (48%). Sélido blanco. Proporcién de diastereoisémeros
(25,8S5.8aR)/(2R,8R,8aS) 3:1, medida por HPLC. Los tiempos de retencién de
127a y 127b son idénticos a los de sus enantiémeros 126b y 126a,

respectivamente.
Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C33H 40N 40Og) 67,33 6,35 9,52
Encontrado 67,21 7,15 9,28
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3.7.2. TRANSFORMACION DE ESTERES METILICOS EN AMIDAS

Procedimiento general:

Una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina 122ab, 123ab, 126ab 6
127ab (150 mg, 0,25 mmoles) en MeOH saturado de NH3 (50 ml.) se agita a
temperatura ambiente durante 6 dias, renovando diariamente el NH3/MeQOH.
Transcurrido este tiempo, se evapora el discolvente a sequedad. El residuo
resultante se purifica por cromatografia preparativa en cromatotrén,
utilizando como eluyente CHoClo-MeOH (40:1),

Los productos obtenidos por este procedimiento se indican a
continuacién, con sus correspondientes datos analiticos. En la tabla 38 se
encuentran recogidos los datos de 1H RMN,

(2585, 8aR)- y (2R,8R,8aS)-2-Bencil-8-{N&(terc-butoxicarbonil)-L-triptofil]-
amino-2-carbamoil-3-oxoindolizidina (124a) vy (124b)

Rendimiento: 135 mg (94%). Sélido blanco. Proporcidn de diasterecisémeros
(25,85,8aR)/(2R 8R,8a8) 10:1, medida por HPLC.

HPLC: tg = 14,82 min (isémero mayoritario); 15,88 min (isémero minoritario);
eluyente A (35:65); columna nmim. 3.

Andalisis elemental (%) C H N
Calculado (C32H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 67,12 7,11 12,28

(25,858aR)- y (2R,8R,8aS)-2-Bencil-8-[N-(terc-butaxicarbonil)-D-triptofil j-
amino-2-carbamoil-3-oxoindolizidina (125a) v (125b)

Rendimiento: 140 mg (98%). Sélido blanco. Proporcién de diastereoisémeros
(25,85,8aR)(2R,8R,8a8) 10:1, medida por HPLC. Los tiempos de retencién de
125a y 125b son idénticos a Jos de sus enantiémeros 124b y 124a,

respectivamente.
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Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C32H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 67,36 6,90 12,33

(2R 8S,8aR)- ¥ (25,8R,8aS)-2-Bencil-8-[N*(texc-butoxicarbonil)-1-triptofil |-
amino-2-carbamoil-3-oxoindolizidina (128a)} y (128b)

Rendimiento: 138 mg (96%). Sélido blanco. Proporcién de diasterecisémeros
(2R,85,8aR)/(25,8R,8a8) 4:1, medida por HPLC.

HPLC: ty = 20,11 min (isémero mayoritario); 23,05 min (isémero minoritario);
eluyente A (40:60); columna ném. 1.

Analisis elemental (%) C H N
Calculado (C39H39N505) 67,00 6,85 12,21
Encontrado 66,82 7,14 12,01

(2R,8S,8aR)- v (25,8R,8a8S)-2-Bencil-8-[N*(terc-butoxicarbonil)-D-triptofil -
amino-2-carbamoil-3-oxvindolizidina (129a) y (129h)

Rendimiento: 140 mg (98%). Sélido blanco. Proporcién de diastereoisémeros
(2R,85,8aR)/(28,8R,8a8) 3:1, medida por HPLC. Los tiempos de retencién de
129a y 129b son idénticos a los de sus enantiémeros 128b y 128a,

respectivamente.
Andalisis elemental (%) C H N
Calculado (C39H39N505) 67,00 6.85 12,21
Encontrado 66,76 7,01 12,45

— 189 —



Tabla 38. Desplazamientos quimicos (8, ppm) mds significativos de *H RMN (300 MHz) ®
de los compuestos de férmula general

Boe-Xaa-HN
Config,
Comp. R Xaa 2,88a Disolvente H-5¢¢ H-5ax H-8 H-8a 2-CHy R 8-NHo-NH a-Trp CHz (Boce)

122a (123b) CO9CH; L-Trp (0-Trp) RSE (SRS) CDCl 392 206 336 1,37 329 3.82(CH3) 521 511 4,35 144
2,91

122h (123a) CO2CHg L-Trp (D-Trp) SRS (RSR) CDCly 396 211 348 1,91 3,30 3,80 (CHg) 520 5,15 4,33 1,46
2,99

124a(125b) CONHy 1-Trp (0-Trp) SSR (RRS) CDapCO 390 232 335 179 318 7.72 (NI 698 596 498 1,39

286 6,64 (NID

124b (1252) CONH» L-Trp (0-Trp} RRS (SSR) (CD3)2CO 391 2,17 337 200 317 763(NH) 692 583 4,28 1,39
2,85 6,47 (NH)

126a (127b) CO2CH3 1-Trp (0-Trp) SSR (RRS) CDCIy 396 240 292 272 344 368 (CHy) 534 512 435 141
3,00
126b (127a) COzCHg 1-Trp (0-Trp) RRS (SSR) CDCly 396 242 292 292 334 368 (CHg) 550 503 435 141
3,07
1282 (1295) CONHz 1-Trp (p-Trp) RSR (SRS) (CD31oCO 393 249 278 310 321 650(NHy b 586 4,33 1.35
2,98 b ONH
128b (129a) CONHgy +-Trp (n-Trp) SRS{RSR) (CDg)3CO 394 251 285 3,13 321 G6AT(NH) b 593 4,33 1,37
3,03 b (NH)

a . L bo o . . . .
" Datos de los espectros de las mezelas de diasterevisémeros. = Sefales incluidas en ol multiplete de los protones aromaiticos.



3.7.3. ACOPLAMIENTO PEPTIDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-terc-BUTOXICARBONILMETIL SUSTITUIDOS CON H-Phe-NHq

A una disolucién del compuesto 133ab (1,57 g, 3,8 mmoles) en THF
(20 mL), enfriada a 0 °C, se le anade HOSu (525 mg, 4,6 mmoles) v DCC
(940 mg, 4,6 mmoles). La mezcla de reaccién se agita durante 1 h a la
temperatura mencionada y, a continuacién, se le adiciona H-Phe-NHs (623 mg,
3,8 mmoles) en THF (5 ml) y se agita a temperatura ambiente durante 3 dfas.
Tras un procesado similar al indicado en el apartado 3.6.1, el residuo obtenido
se purifica por cromatografia en columna de gel de silice con el sistema de
eluyentes CH2Clo-MeOH (40:1), seguida de cromatografia preparativa en
cromatotrén, utilizando el mismo eluyente, para dar lugar a los productos que
se indican a continuacién.

(25% 85* 8aR* 1'S)-8-(terc-Butoxicarbonil)arnino-2-(terc-butoxicarbonil}metil-
2-(1"-carbamoil-2'-feniletil)carbamoil-3-oxoindolizidina (134a)

Rendimiento: 1,4 g (66%). Espuma blanca.

1H RMN (300 MHz, CDCl3): 8 7,88 (d, 1H, 1-NH, J =7,9), 7,32-7,21 (m, 5 H,
CgHs), 6,96 (s, 1 H, CONH3>), 5,50 (s, 1 H, CONHg2), 4,73 (m, 1 H, H-1"), 4,52 (d,
1H, 8-NH, J = 8.5), 4,02 (m, 1 H, H-5ec), 3,32 (dd, 1 H, H-2', J = 14,3 v 5,2), 3,22
(m, 1 H, H-8a), 3,03 (dd, 1 H, H-2", 3,03 (m, 1 H, H-8), 2,69 (d, 1 H, 2-CHo,
J =15,2), 2,60 (m, 1 H, H-5ax), 2,57 (d, 1 H, 2-CH2), 2,34 (m, 1 H, H-1), 2,27 (dd, 1
H,H-1,J = 14,1 v 7,5), 2,10 (m, 1 H, H-7), 1,79 (m, 1 H, H-6), 1,46 (m, 1 H, H-6),
1,46 [s, 9 H, CH3 (Boc ¢ CO9tBu)l, 1,41 [s, 9 H, CH3 (Boc 6 CO2tBu)l, 1,35 (m,
1H,H-7).

_Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CogH4oN407) 62,35 7,58 10,03
Encontrado 62,05 7,70 10,21

(2R*,85* 8aR* 1'S})-8-(texrc-Butoaicarbonil)amino-2-(terc-butoxicarbonil) metil -
2-(1'carbamoil-2'-feniletil) carbamoil-3-oxoindolizidina (134b)

Rendimiento: 220 mg (10%). Espuma blanca.
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1H RMN (300 MHz, CDCl3): § 7,89 (d, 1 H, 1-NH, J = 7,3), 7,32-7,18 (m, 5 H,
CgHs), 6,49 (s, 1 H, CONHa), 5,40 (s, 1 H, CONHg), 4,68 (m, 1 H, H-1"), 4,43 (d,
1 H, 8-NH, J = 7,3}, 3,99 (m, 1 H, H-5ec), 3,25 (m, 1 H, H-8a), 3,12(m, 3 H, H-8 ¥
H-29, 2,64 (m, 1 H, H-1), 2,57 (m, 1 H, H-5ax), 2,56 (d, 1 H, 2-CHo, J = 15,9), 2,37
(d, 1 H, 2- CHy), 2,20 (dd, 1 H, H-1, J = 14,4 y 7,9), 2,02 (m, 1 H, H-7), 1,72 (m,
1H, H-6), 1,44 (m, 1 H, H-6), 1,44 [s, 9 IT, CH3 (Boc 6 CO2tBw], 1,39 [s, 9 H, CHj
(Boe 6 CO2tBu)i, 1,29 (m, 1 H, H-7).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (CogH4oN4O7) 62,35 7,58 10,03
Encontrado 62,15 7,40 10,10

3.7.4. ACOPLAMIENTO PEPTIDICO DE DERIVADOS DE 3-OXOINDOLIZIDINA
2-CARBOXIMETIL SUSTITUIDOS CON Boe-L-Trp-OH

A una disolucién de Boc-Trp-OH (107 mg, 0,35 mmoles) en THF (3 mL),
enfriada a 0 °C, se le anade HOSu (48 mg, 0,42 mmoles) y DCC (87 mg,
0,42 mmoles) v se agita durante 1 h a la temperatura mencionada. Por otra
parte, a una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina 134a 6 134b (195 mg,
0,35 mmoles) en CHoCls (3 mL) se le anade TFA (1,5 mL) y se apgita a
temperatura ambiente durante 2 h. Después de eliminar el disolvente por
evaporacion a vacio, el crudo de reaccién obtenido se disuelve en THF (3 ml.),
se le anade TEA (0,05 mL, 0,35 mmoles) y, seguidamente, se adiciona esta
disolucién sobre la que contiene el éster activo de Trp, preparada
inmediatamente antes. Después de agitar durante 3 dias a temperatura
ambiente y tras un procesado similar al indicado en el apartado 3.6.1, el
residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice,
utilizando como eluyente CHoClo-MeOH (40:1).

Los productos obtenidos por este procedimiento se detallan a
continuacién. Los datos de 1H RMN y 13C RMN se encuentran recogidos en las
tablas 39 v 40, respectivamente.
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Acido (25 8S* 8aR* 1'S)-8-[N(terc-butoxicarbonil)-1-triptofillamino-
2-(1'carbamoil-2'-feniletil) carbamoil-3-oxoindolizidina-2-acético (115a)

Rendimiento: 135 mg (66%). Sélide blancoe (amorfo).

_Andlisis elemental (%)  C H
Calculado (C36H44NgO3g) 62,78 6,44
Encontrado 62,40 6,30

12,20
11,97

Acido (2R*85*,8aR*,1'S)-8-[No-(terc-butoxicarbonil)-L-triptofil lamino-
2-(I'-carbamoil-2'-feniletil)carbamoil-3-oxoindolizidina-2-acético (115b)

Rendimiento: 140 mg (58%). Sélido blanco (amorfo).

Andlisis elemental (%) C H N
Calculado (C35H44NgOg) 62,78 6,44 12,20
Encontrado 62,71 8,70 11,78
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Tabla 39. Desplazamientos quimices (8, ppm) mds significativos de 1H RMN (500 MHz) ®

de los derivados de 3-oxoindolizidina de férmula general

. — co,H
7 \;—Phe-NHz
O
R-Trp-HN
Config.
Comp. R 2,8,6a  Disojvente H-1 H-5¢¢ H-5ax H-6 H-7 H-8 H-8a 2-CHy, H-1" H-2' a-Trp R
115a Boe SSR CDCl3 1,79 3,85 247 1,64 1.88 3,60 273 272 5,09 364 448 1,44 [CH3 (Boge))
0,88 1,34 ,18 2,03 3,49
115b Boc RSE CDClg 2,01 3,88 2,52 1,65 1,81 3,53 304 273 498 361 441  1,45i{CH3(Boc)]
138 1,38 1,12 2,17 347
135 H SSR D20 1,05 358 2,46 1,60 1,83 3,40 276 2,67 4,99 3,37 4,10 —
0,72 1,18 1,18 2,09 3,12

% 300 MHz para 135.



Tabla 40. Desplazamientos quimicos (8, ppm) mds significativos
de 13C RMN (50 MHz, CDClg) de los compuestos 115a y 115b

Config.
Comp. 288a C-1 C-2 C-3 C-5 C-6 c-7 C8 C-8a 2-CHgy C-1' a-Trp C-2° PB-Trp CHg(Boc)

115a SSR 3038 5265 171,69 4022 2318 30,13 5168 5850 33,64 55,89 54,78 39,06 2881 28,29

115b RSR 30,40 5329 17041 402% 2332 2995 5215 5822 33,13 55,54 39,50 2818 2831




3.7.5. ELIMINACION DEL GRUPO PROTECTOR terc-BUTOXICARBONILO

Una disolucién del derivado de 3-oxoindolizidina 128ab, 129ab 6 115a
(756 mg, 0,13 mmoles) en CH2Clz (2 mL) y TFA (1 mL) se agita a temperatura
ambiente durante 2 h. A continuacién, se elimina el disolvente por evaporacion
a presién reducida y el residuo resultante se purifica por HPLC preparativo,
utilizando el eluyente que se especifica en cada caso, obteniéndose, tras
liofilizacién, los productos que se describen seguidamente en forma de
trifluoroacetato.

Los datos de 1H RMN de estos compuestos se encuentran recogidos en las
tablas 39 y 41.

Trifluoroacetato de (2R,85,8aR)-2-bencil-2-carbamoil-
8-(L-triptofil) amino-3-oxoindolizidina (130a)

Eluyente A (23:77). Rendimiento: 58 mg (76%).
Sélido blanco (liofilizade). [oly: +51,9° {¢ = 0,75, MeOH).

HPLC: ty = 12,85 min; eluyente A (25:75); columna num. 1.
Trifluoroacetato de (28,8R,8aS)-2-bencil-2-carbamoil-
8-(1-triptofil) amino-3-oxoindolizidina (130b)

Eluyente A (23:77). Rendimiento: 13 mg (17%).
Sélido blanco (liofilizado). [a],: +2,2° (¢ = 0,85, MeOH).

HPLC: tg = 24,36 min; eluyente A (25:75); columna nam. 1.
Trifluoroacetato de (2R,85,8aR)-2-bencil-2-carbamoil-
8-(D-triptofil)amino-3-oxoindolizidina (131a)

Eluyente A (21:79). Rendimiento: 47 mg (58%).
S6lido blanco (hiofilizado). [a]y: —3,2° (c = 0,75, MeOH).

HPLC: El tiempo de retencién es igual al de su enantiémero 130b.
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Trifluoroacetato de (2S8R, 8aS)-2-bencil-2-carbamoil-
8-(D-triptofil) amino-3-oxoindolizidina (131b)

Eluyente A (21:79). Rendimiento: 17 mg (22%).
Sélido blanco (liofilizado). [a]y: —=36,6° (¢ = 0,675, MeOH).

HPIL.C: El tiempo de retencidén es igual al de su enantiémero 130a.

Acido (28*,85* 8aR*,1'S)-2-(1'-carbamoil-2'-feniletil)carbamoil-
8-(L-triptofil)amino-3-oxoindolizidina-2-acético (135)

En este caso no fue necesaria la purificacién por HPLC.
Rendimiento: 70 mg (93%). Sélido blanco (amorfo).

HPLC: tgr = 7,80 min; eluyente A (30:70); columna ntm. 4.

Los datos de TH RMN de este compuesto se indican en la tabla 39.
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Tabla 41. Desplazamientos quimicos (8, ppm) més significativos de tH RMN (300 MHz, D20)

de los compuestos de férmula general

Config.
Comp. ‘Xaa 2,8,8a H-5ec H-5ax H-8 - H-8Ba 2-CHq a-Trp
130a (131h) L-Trp (p-Trp) RSR (SRS) 3,562 2,29 1,63 2,61 2,98 4,00
2,39
130b (131a) L-Trp (p-Trp) SRS (RSE) 3,54 2,25 1,86 2,88 2,98 3,84

2,13




3.8. SINTESIS DE ANALOGOS DE NEUROTENSINA PORTADORES
DE ESQUELETOS DE 3-OXOINDOLIZIDINAS

Sintesis en fase sélida:

La sintesis en fase sélida se llevé a cabo en un sintetizador de péptidos
automatico ABI 430A. El acoplamiento de los diferentes Boc-aminosdcidos
(7,5 eq) se realiz6 con los ésteres de N-hidroxibenzotriazol, previamente
formados, en CHgClg/DMF (9:1) durante 20 h a temperatura ambiente. Los
derivados de 3-oxoindolizidina 85a-85c, 88a y 88b (1,6 eq) se incorporaron al
fragmento H-lle-Leu-PAM-resina (leqg) en las mismas condiciones anteriores,
utilizando BOP como agente de acoplamiento. En todos los casos, el ensayo
cuantitativo con ninhidrina indicé acoplamientos superiores al 99%. Las
desprotecciones de los grupos N-Boc se realizaron con TFA durante 5 min,
seguido de neutralizacién de la resina con DIEA/DMF al 20% durante 1 min.
La separacién de los derivados hexapeptidicos de la resina, con eliminacién
stmultdnea de los grupos protectores de las cadenas laterales, se llevd a cabo
por acidolisis con HF/m-cresol (9:1) durante 75 min a 0 °C. Tras precipitacién
con éter y filtracidn, los péptidos se extrajeron con AcOH al 1% y se liofilizaron.
La purificacién de los crudos de reaccién, por RP-HPLC, se llevé a cabo en un
cromatégrafo Varian equipado con una columna Cig (25 x 250 mm, 7 um),
utilizando como eluyente CH3CN/(NH4)2S04 (0,1 M, pH = 2,7) (Gradiente: 0,2%
CH3CN/min) y un flujo de 10 mL/min. Finalmente, los productos puros se
aislaron por liofilizacién. Siguiendo este procedimiento, se prepararon los
derivados 136a-136e, cuyos datos analiticos y espectroscépicos se recogen en las
tablas 42 y 43.
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Tabla 42. Desplazamientos quimicos (3, ppm) mds significativos de 1H RMN
de los derivados 136a-186¢ [400 MHz, HoO/Dg0O (9:1)1 %

Compuesto
Residuo Protén 136a 136b 136¢ 136d 136e¢
Arg® a-CH 3,89 3,96 3,93 3,97 3,92
B-CHg 1,74 1,79 1,78 1,81 1,78
y-CHgo 1,51 1,50 1,48 1,48 1,50
5-CHo 3,04 3,11 3,09 3,08 2,95
Arg9 a-NH 8,64 8,66 8,67 8,71 8,67
a-CH 4,06 4,08 4,30 4,13 4,06
B-CHg 1,61 1,66 1,62 1,68 1,61
v-CHo 1,61 1,44 153 145 161 151 155 148 150 139
8-CHg 3,08 3,11 3,05 3,08 3,04
Indolizidina H-1 2,15 1,92 250 1,70 217 190 230 1,89 247 174
H-5 3,74 2,29 382 255 383 241 380 236 3,76 252
H-6 161 1,23 160 1,04 148 138 165 1,32 157 1,05
H-7 1,67 1,07 164 1,18 154 1,38 1,70 115 161 1,17
H-8 3,20 2,95 3,83 3,30 2,64
H-8a 2,12 3,17 2,56 2,36 3,14
8-NH 8,11 8,10 8,42 8,21 8,09
2-CHg 3,06 2.85 320 2,89 314 292 305 292 308 289
Ilel2 a-NH 8,25 7,95 858 8,45 7,96
«-CH 4,05 4,08 4,15 4,03 4,02
B-CH 1,76 1.83 1,92 1,81 1,74
v-CHgo 1,34 1,05 1,39 1,12 1,35 1,10 1,32 1,06 129 099
y-CHs3 0,79 0,87 0,91 0,83 0,77
3-CH3 0,72 081 0,32 0,79 0,70
Leul? a-NH 8,22 8,24 8 20 8,31 8,26
a-CH 4,21 4,25 4,15 4,24 4,23
B-CHo 1,48 151 1,55 1,55 1,47
y-CH 1,51 1,51 1,55 1,55 1,50
5-CHg 0,78 0,74 081 0,75 083 079 079 075 078 0,74

#La asignacién de cada uno de los protones se realizé mediante experimentos COSY y TOCSY.
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Tabla 43. Datos analiticos de los andlogos de NTy_13 136a-136¢

HPLC anal. Anglisis de aminodcidos
Comp. Rendimiento (%) ® tg (min) PD-MS Arg 1le Leu
136a 53 (5T7) 25,13 83269 2,05 0,97 1,01
136b 35 (49) 26,89 8270 1,95 0,97 0,94
136¢ 9 30,33 826,7 2,02 1,07 0,89
136d 24 (31} 97 20 826,7 203 0,95 0,98
136e 43 (48} 23,55 8274 191 0,88 0,96

a . . . .
Lios valores entre paréntesis correspenden al rendimiento global considerando en cada caso el segundo

diasterecisémero. ? Columna: Vydac 218 TP54 C18 (4,6 = 250 mm, 5 um). Eluyente: CH3CN/ANH4)9504

(0,1 M, pH = 2,5): Gradiente de 5% a 80% de CH3CN en 50 min. Fluje: 1 mL/min. Deteccion: UV (214 nm).
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3.9. METODOS BIOLOGICOS

3.9.1. ENSAYOS DE UNION A 1.OS RECEPTORES DE CCK 157

Los experimentos se llevaron a cabo en corteza de cerebro y pdncreas de
ratas macho Sprague-Dawley. L.a preparacién de estas membranas v los
ensayos de unién a los receptores se realizaron segidn el método descrito por
Dauge et al. 137, El radioligando [3H]lpCCKg (Amersham) se incubd a
concentraciones fijas de 1 nM en homogeneizados de corteza cerebral (1 h,
25 °C) y de 0,5 nM en los homogeneizados de tejido pancreatico {2h, 25 °C), en
presencia de concentraciones variables del competidor. Las concentraciones
anteriores de radioligando representan aproximadamente la Kg del proceso de

fijacién.

3.9.2. ENSAYOS DE LIBERACION DE AMILASA 158

Para este ensayo se utilizaron acinos pancredticos de rata. La liberacién de
amilasa, medida como la diferencia en la actividad de la amilasa liberada en el
medio extracelular al final de la incubacién con y sin secretégeno, se expresa
como porcentaje de la estimulacién mdxima obtenida con CCKg (35% + 3 del
total de la amilasa contenida en los acinos) menos la secrecién basal de
amilasa sin secretégeno (7% + 2 del total de la amilasa contenida en los

acinos). Los compuestos a ensayar se administraron a dosis fijas de 10-5 M

junto con la CCKg,

3.9.3. INHIBICION DE LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS
POR CCKg O CCKy EN EL [LEON DE COBAYA:

PREPARACION DE MUSCUILO LONGITUDINAL-PLEXO MIENTERICO 130

Los segmentos del fleon se sumergen en un bano para tejidos aislados que
contiene tampdén Krebs y se conectan a un electrodo. Después de equilibrar los
tejidos (30 min, a 0,5 g de fuerza pasiva), se procede a su estimulacién eléctrica
(30 min, 0,1 Hz, 1 ms, 10-15 V) y se tratan con KCl 67 mM para determinar la
contraccién inicial méaxima del musculo. Las curvas de respuesta contrdctil-
concentracién para la CCKg y la CCK4 se obtuvieron por incrementos
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progresivos de la concentracién del péptido, después de un lavado de la dosis
precedente. Para cada tejido sélo se examiné un péptido. Para evaluar los
efectos de los distintos productos en la respuesta contréctil de los péptidos, cada

tejido se equilibré con el producto correspondiente (10-5 M) antes de anadir el
péptido [CCKg (10-8 M), CCKy4 (10-7 M)1.

3.9.4. ENSAYOS DE UNION A LOS RECEPTORES DE NT 172

Los ensayos se llevaron a cabo en homogeneizados de corteza cerebral de
rata. La preparacién de las membranas vy los ensayos de unién a los receptores
se realizaron segun el método descrito por Mills et al. 172, El radioligando
[3H]-NT se incubd a una concentracién de 5 nM (1 h, 25 °C) en presencia de
concentraciones variables del competidor.
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4. CONCLUSIONES







El trabajo que se recoge en esta Memoria describe la sintesis de una
serie de derivados de 2,5-dicetopiperidinas v 3-oxoindolizidinas, disefiados
para ser aplicados en el campo de los peptoides o peptidomiméticos.
Concretamente, se da cuenta de la aplicacién de estas lactamas mono y
biciclicas, respectivamente, a la preparaciéon de andlogos conformacional-
mente restringidos de los neuropéptidos Colecistoquinina (CCK) y
Neurotensina (NT), asi como de los resultados de afinidad de los
compuestos sintetizados por los respectivos receptores de CCK y NT.

Los aspectos mads significativos de este trabajo se resumen en las
siguientes conclusiones:

1. Se describen dos rutas sintéticas alternativas para la
preparacién de 6-bencil- y 6-(indol-3'-il)metil-3-metoxicarbonil-
2,5-dicetopipertdinas vy sus correspondientes derivados 3,3-
disustituidos que incorporan en posicién 3 las cadenas laterales
de los aminodcidos Phe, Ala y Asp. Se discuten las similitudes y
diferencias entre ambas rutas, tanto en cuanto a rendimiento
como en cuanto a estereoselectividad.

2. Se ha llevado a cabo el estudio conformacional por 1H RMN de
los derivados de 2,5-dicetopiperidina incluidos en el apartado
anterior, encontrandose que, en DMSO, la cadena 6-aralquilica
adopta preferentemente una conformacién en la gue dicha
cadena se pliega sobre el anillo de 2,5-dicetopiperidina.
Asimismo, estos resultados parecen indicar que el anllo de 2,5-
dicetopiperidina adopta conformaciones de tipo bote torcido.

3. Se ha puesto a punto un procedimiento para la preparacién de
pseudodipéptidos cetometilénicos ciclicos.

4. Se describe la sintesis de derivados de 8-amino-3-oxoindolizi-
dina-2-carboxilato por hidrogenacién catalitica de y-cetodiésteres
derivados de Boc-L-Orn(Z)-OH y Boc-D-Orn(Z)-OH. Como dato a

destacar en esta sintesis, indicar que transcurre en un solo paso
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que implica eliminacién del grupo protector Z, seguida de
aminacién reductiva intramolecular y y-lactamizacién. Se ha
establecido que la elaboracién del esqueleto de 3-oxoindolizidina
procede con un alto grado de estereoselectividad, conduciendo
muy mayoritariamente a los isémeros con disposicién {rans de
los sustituyentes en posiciones 8 y 8a.

Se han sintetizado una serie de derivados de 8-amino-2-metoxi-
carbonil-3-oxoindolizidina portadores de las cadenas laterales de
diferentes aminodcidos (Phe, Trp, Asp) en posicién 2. La
incorporaciéon de estas cadenas, mediante reaccién de
alquilacién con el agente alquilante adecuado, transcurre de
forma estereoselectiva.

Se ha realizado un estudio de la enantioselectividad en el
proceso de formacién de las 3-oxoindolizidinas objeto de este
trabajo, poniéndose de manifiesto que estas lactamas biciclicas
estan constituidas por mezclas de dos enantiémeros formados
durante el proceso de elaboracién del anillo heterociclico. Se ha
demostrado que la enantioselectividad aumenta al disminuir la
temperatura de la reaccién de hidrogenacién implicada en
dicho proceso.

Se han preparado de forma esterecespecifica derivados de
&-amino-3-oxoindolizidina 2,2-disustituides portadores de un
grupo hidroxilo o alcoxilo en posicién 8a, por hidrogenacién
catalitica, en diferentes disolventes, de 2-bencil-4-cetodiésteres
derivados de Orn.

Con el fin de conocer la capacidad de los derivados de 8-amino-3-
oxoindolizidina-2-carboxilato para inducir conformaciones de
tipo giro B, se ha llevado a cabo un estudio de modelizacién
molecular con modelos sencillos, utilizando la técnica de
dindmica molecular. Los resultados de este estudio indicaron
que los derivados de 3-oxoindolizidina con disposicién {rans de
los sustituyentes en posiciones 8 y 8a adoptan preferentemente
conformaciones extendidas. Por el contrario, el isémero 8,8a-cis
mostré una gran tendencia a adoptar conformaciones plegadas,
bien mediante formacién de un puente de hidrégeno intra-
molecular entre los grupos 8-NH y 2-CO, bien conformaciones de
tipo giro B IL
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9.

10.

11.

Se han preparado una serie de andlogos conformacionalmente
restringidos de CCK4, H-Trp-Met-Asp-Phe-NHg, en los que el
residuo de Met o el fragmento dipeptidico Met-Asp se han
reemplazado por esqueletos de 2,5-dicetopiperidina conveniente-
mente sustituidos. Los resultados de afinidad por los receptores
de CCK indicaron que, en esta serie de compuestos, la dispo-
sicion relativa cis entre las cadenas laterales correspondientes a
los aminoacidos Trp y Phe favorece la unién a los receptores
periféricos CCKya, mientras que la disposicién trans da lugar a
compuestos menos efectivos. En el mejor de los casos, las
afinidades encontradas fueron moderadas (= 10-¢ M) Estos
dertvados fueron inefectivos en su unién a los receptores
centrales CCKg. En log ensayos funcionales ninguno de log deri-
vados estudiados presenté actividad antagonista significativa.
Se ha llevado a cabo la preparacién de diferentes andlogos de
CCK4 portadores de esqueletos de 3-oxoindolizidina, encontrdn-
dose que los mejores valores de afinidad por los receptores de
CCK se obtuvieron para aquellos derivados en los que estas
lactamas biciclicas reemplazan al dipéptido Met-Asp.
Asimismo, se ha observado que la disposicién espacial relativa
del grupo 2-bencilo y el residuo de Trp, asif como la
estereoquimica del resto de Trp, afectan al grado de selectividad
por los receptores CCKp o CCKg. La presencia del grupo
carboxamida en posicién C-terminal de estos derivados
aumenta en un orden de magnitud la afinidad por ambos tipos
de receptores. Aquellos derivados con afinidad aceptable por los
receptores CCKp se comportaron como antagonistas periféricos
moderados.

Con objeto de intentar aportar nuevos datos acerca de la
conformacién bioactiva de la NT, se han sintetizado una serie de
andlogos conformacionalmente restringidos de NTg. 13, H-Arg-
Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH, en los que el fragmente dipeptidico
Pro-Tyr se ha sustituido por esqueletos de 3-oxoindolizidina con
diferentes estereoquimicas. A partir de los datos de afinidad de
estos andlogos puede deducirse que, mientras la estercoquimica
en C-2 no tiene influencia en la unidn a los receptores de NT, la
disposicién relativa, cis o trans, de los sustituyentes en
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12.

posiciones 8 y 8a juega un papel importante. Mediante las
diferencias de afinidad observadas puede establecerse que las
restricciones conformacionales inducidas por las 3-oxoindolizi-
dinas 8,8a-frans en los analogos de NTg.13 se ajustan mejor a los
requisitos topograficos de los receptores de NT que las inducidas
por ¢l derivado 8,8a-cis.

Se ha realizado un estudio de modelizacién molecular del
derivado dipeptidico Ac-Pro-Tyr-NHCHg3 y de diferentes
8-acetilamino-2-bencil-3-oxoindolizidina-2-(N-metil)carboxamido
derivados, como modelos sencillos de NTg.13 y sus andlogos
restringidos, respectivamente. Este estudio puso de manifiesto
que el derivado dipeptidico tiene una alta tendencia a adoptar
conformaciones de giro 3, tipos T o I1I, y de giro y-inverso. Por
otra parte, la 8-amino-2-bencil-2-carboxi-3-oxoindolizidina con
disposicién 8,8a-cis, que fue la unica que mostré una gran
preferencia por conformaciones plegadas, concretamente de
tipos 8NH-—»2CO y giro B 1I, dio lugar a un andlogo de NTsa 13
inactivo. Estos resultados indican que estos tipos de conforma-
ciones son incompatibles con fa conformacion biocactiva de la
Neurotensina.
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