Y-8

UNIVERSIDAD DE SEVILLA FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA Y FARMACEUTICA

ONTITTT oty ATY TR Fi’_"s"fTT.Lﬁ
B A e e - e

INMUNOCOADYUVANTES. SINTESIS DE ANALOGOS RIGIDOS

DE N-ACETILMURAMIL-L-ALANIL-D-ISOGLUTAMINA (MDP)

Memoria presentada por el Licenciado

Francisco José Ruiz Rodriguez para

optar al grado de Doctor en Farmacia

Sevilla, 1.990



UNIVERSIDAD DE SEVILLA

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA Y FARMACEUTICA

Fdo: Felipe Alcudia Gonzilez
Catedratico de Quimica Or-
gadnica de la Universidad de

Sevilla.

Fdo: José Manuel Vega Pérez
Profesor Titular de Quimica
Organica de la Universidad

de Sevilla.



Esta Tesis Doctoral se ha realizado
en el Departamento de Quimica Orga
nica y Farmacéutica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de
Sevilla bajo la Direccidén del Profe

sor Dr. D. José Manuel Vega Pérez.



Es deseo del autor hacer constar su mas sincero

agradecimiento:

A D. Juan Antonio Galbis Pérez, Catedratico de Universidad y
Director del Departamento de Quimica Orginica y Farmacéutica, por las fa

cilidades dadas para la realizacion de esta Tesis Doctoral.

A D. Felipe Alcudia Gonzalez, Catedratico de Universidad y
Tutor de esta Tesis, por su continuo estimulo a lo largo de la realiza-

cién de la misma.

A D. José Manuel Vega Pérez, Profesor Titular de Universi-

dad, por su direccidén y constante ayuda.

A D. José Luis Espartero Sinchez, Licenciado en Farmacia,
por su continua colaboracién y su especial contribucién a la discusién

de los espectros de masas.

A los componentes del Servicio de RMN de la Universidad de
Sevilla por la realizacidén de espectros de 1H—RMN a 80 MHz, 1H—RMN a 200
13

MHz , C-RMN a 50,3 MHz, asi como por la realizacidén de espectros a tem-

peratura variable.

‘ A los componentes del Servicio de Espectrometria de Masas de
la Universidad de Sevilla por la realizacién de espectros a alta y baja

.’
resolucion.

A los compafieros del Departamento que me ofrecieron ayuda y

me alentaron en todo momento.



Para M¢ del Carmen y

nuestra pequeria Carmen Maria



"En este momento se estdn descubriendo inmuno
potenciadores que actian selectivamente sobre
ciertos componentes del sistema inmmunoldgico.
Posiblemente, a medida que aprendamos a medir Yy
a entender los defectos immunoldgicos especifi-
cos que se asocian al cdncer o a otras enfermeda
des, estos inmmunopotenciadores mds espectficos

se convertirdn en valiosos agentes terapéuticos!

Lloyd J. 0ld, 1.977



I. INTRODUCCION




Desde hace millones de afios células procariotas
y eucariotas comparten el mismo ecosistema. Tal hecho ha
originado una relacidn intensa y extensa entre las bacterias

por una parte y los vertebrados por otra.

Los resultados que se observan de esta relacidn
son, que en muchos casos no es positiva sino que la enferme-
dad y/o 1la muerte de los vertebrados da fin a una relacién

parasitaria u oportunista por parte de las bacterias.

En otros casos, sin embargo, se puede observar
otros modos de relacién que van desde la mera coexistencia
entre bacterias y vertebrados, hasta una verdadera relacidn

simbidtica entre ambos.

Esta situacidon que podemos llamar de "equilibrio"
entre microorganismos y vertebrados se debe a que a través
de 1la evolucién, el organismo animal ha ido adaptandose y
desarrollando mecanismos de defensa cada vez mas potentes ,

de entre los que destaca el sistema inmune.



.

Si consideramos, por otra parte, que la mayoria
de las procariotas poseen estructuras celulares externas
rigidas y practicamente idénticas en su composicién de una
a otra especie, y que el sistema inmune de los vertebrados
consiste basicamente en un conjunto de células especializa-
das en distinguir lo propio de lo extrafio, no es de extrafiar
que la estructura molecular externa, comin a la mayoria de
las procariotas, se erigiera desde tiempos remotos como un
motivo de alerta para el sistema inmunoldgico de los verte-

brados.

Desde un punto de vista evolutivo cabe destacar
que siendo el sistema inmune de los vertebrados un mecanismo
de defensa especifico, capaz de estimularse y responder
frente a una cantidad prdcticamente indefinida de antigenos,
ya sean de origen natural como de sintesis artificial, pueda
ser estimulado de forma inespecifica por un pequefio grupo
de sustancias quimicas de origen natural que, desde tiempos
ancestrales, han sido espectadores activos en el proceso

evolutivo de los seres pluricelulares.

Este singular hecho, de forma exclusivamente empi-
rica y con fines clinicos, fué puesto de manifiesto en 1.925
por G. Ramén, quien demostrdé que era posible aumentar las

respuestas de antitoxina para la difteria y tétanos cuando



se administraban las vacunas junto con bacterias pidgenas.

Desde entonces <clinicos e inmunologistas han in-
tentado potenciar la respuesta inmune con diferentes agen-
tes,  conocidos como inmunopotenciadores, inmunoestimulantes,

inmunocoadyuvantes o simplemente adyuvantes.

La biotecnologia actual, los conocimientos en
ingenieria genética y sintesis bioorganica estan permitiendo
preparar vacunas sintéticas de muy alta pureza, con epitopos
antigénicos hasta hoy imposible de obtener. Desafortunada-
mente no suelen tener un alto cardcter antigénico y su
tecnologia es cara. Debido a ello, actualmente uno de los
objetivos de 1la investigacién inmunoldgica es conseguir
adyuvantes potentes y atdxicos para su incorporacidn tanto
a las vacunas clasicas como a la "nueva generacidén de vacu-
nas", lo que permitiria facilitar, potenciar y prolongar
la respuesta inmune, o bien podrian ser necesarios en casos

donde el antigeno sea escaso o su produccién costosa.

En la pasada década se consiguieron importantes
avances en la purificacién quimica de tres adyuvantes de

origen bacteriano: Bordetella pertussis, lipopolisacaridos

(LPS), y "adyuvante completo de Freund" (FCA). B. pertussis
es interesante porque es capaz de modular la inmunidad

mediada por células actuando sobre la poblacidén de linfo-



citos T. Los LPS y FCA son interesantes por modular la inmu-
nidad celular y la humoral. La capacidad adyﬁvante de los
LPS fué descrita por primera vez en 1.956 por Johnson; son
compuestos muy toéxicos y su actividad reside basicamente

en una pequefia fraccidn conocida como Lipido A.

El FCA, uno de los mas potentes adyuvantes inmuno-
l6gicos conocidos, fué preparado en 1.947 por Freund. Debe
su actividad a las paredes celulares de las micobacterias

muertas que lo compone.

Hace poco mids de diez afios se consiguid uno de
los avances mas importantes en el campo de los inmunoadyu-
vantes al identificarse el muramildipéptido (MDP, 1) como
la fraccién minima requerida, derivada de la pared bacte-
riana, capaz de sustituir a las micobacterias muertas en
el FCA. Desde entonces el estudio de los adyuvantes de
origen bacteriano se ha sistematizado, y la sintesis quimica
juega un papel principal en cuanto a la busqueda de los
requerimientos minimos e indispensables para la disociaciédn
de las maltiples actividades bioldégicas que presentan dichos

productos.

El interés suscitado por el descubrimiento de la
actividad biolégica y sintesis del MDP y sus posibles apli-

caciones en inmunoterapia, atrajo la atencidén de muchos
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investigadores, que basdndose fundamentalmente en la dife-
rente funcionalizacién y cambio de las distintas unidades
que forman 1la molécula de MDP (azicar y aminodcidos) han
conseguido sintetizar muchos nuevos derivados con actividad
bioldégica ( Secién II.2.2. ). Nosotros nos propusimos como
tema de investigacién 1la sintesis de unos nuevos analogos
del MDP con un perfil de disefio diferente hasta los ahora
estudiados. Tratamos de conseguir estructuras parcialmente
rigidas, donde 1la 1libertad conformacional entre la unidad

azucarada y la peptidica quede en parte restringida.

La presente. Memoria, en la que se describe la
sintesis de nuevos analogos del MDP, se divide en una parte
Teérica (I1) y una parte Experimental (III). Posteriormente
se enumeran las conclusiones (IV) y se recogen las referen-

cias bibliograficas (V).



II. PARTE TEORICA
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IT.1. CONCEPTOS BASICOS DE INMUNOLOGIA

Los vertebrados tienen un mecanismo de vigilancia,
llamado sistema inmune, que lo protege de los microorganis-
mos causantes de las enfermedades (patogenos), tales como
bacterias y virus, y de las células cancerosas. El sistema
inmune reconoce especificamente los invasores extrafios y

los elimina de un modo selectivo.

El cuerpo humano (como todo vertebrado) presenta
en efecto todas las condiciones requeridas, como son: pH,
temperatura y nutrientes, para convertirse en una masa pulu-
lante de gérmenes y paradsitos. Los mecanismos de defensa
inmunitario previenen todo esto. En caso de infeccidn, la
supervivencia del organismo reposa enteramente sobre su sis-
tema de defensa. Los farmacos, particularmente antibidticos
y quimioterdpicos, inclinan frecuentemente 1la balanza a
nuestro favor, pero son,primaria y principalmente,los meca-

nismos de defensa los que se oponen a la infeccidn.

En los vertebrados, la proteccién inmune esta
asegurada por un sistema doble que consta de dos mecanismos

de defensa basicos contra 1los invasores extrafios. Ambos
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mecanismos, el humoral y el celular, responden especifica-
mente a la mayor parte de las sustancias extrafias, aunque
generalmente wuna de las respuestas se halla favorecida. La
respuesta inmune celular es particularmente efectiva contra
hongos, parasitos, infecciones virales intracelulares,
células cancerosas y tejidos extrafios. La respuesta inmune
humoral se dirige principalmente contra las fases extra-

celulares de las infecciones bacterianas y virales.

La respuesta inmune depende de una poblacidén celu-
lar que es <capaz colectivamente del procesamiento del
antigeno (sustancia o particula extrafia al organismo verte-
brado). Dicha poblacién celular pertenece a la serie blanca
hematica (leucocitos). Principalmente son dos tipos de célu-
las las que se ven involucradas en la respuesta:

- Macréfagos

- Linfocitos

Ambos tipos de células, ademas de encontrarse en
el torrente sanguineo, maduran, se diferencian e interaccio-
nan en distintos 6rganos bien definidos: Ganglios linfati-
cos, Bazo, Timo, Médula 6sea, Amigdalas y Sistema reticulo-
endotelial, si bien este Ultimo no constituye una entidad

anatomica como los demas.

Los macréfagos son células grandes, mononucleares
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y fagociticas. Juegan un papel principal en la generacién
de la respuesta inmune ante un antigeno. Sin la cooperacidn
de los macréfagos seria imposible tanto la respuesta celular
como la humoral. Los macréfagos fagocitan los antigenos,
y procesandolos de forma adecuada expresan sus determinantes
antigénicos (zonas de reconocimiento para lo anticuerpos)
en sus propias membranas celulares. Todo ello sin ningin

tipo de especificidad.

Por otra parte, 1la dualidad del sistema inmune
se debe al resultado de 1la existencia de dos poblaciones
distintas de 1linfocitos morfoldgicamente indistinguibles.
A diferencia de los macrofagos, cada linfocito dentro de
estas dos poblaciones esta preparado para reconocer y res-
ponder especificamente a una o varias sustancias extrafias

estrechamente relacionadas.

Una poblacién de 1linfocitos madura en el timo
(linfocitos T) y son los responsables de la inmunidad celu-
lar. La otra poblacién madura en la médula 6sea y son los
responsables de la inmunidad humoral (linfocitos B). En
cambio, la proliferacidon y diferenciacion de los linfocitos,
desencadenada por un antigeno dado, tiene lugar en los
6rganos linfoides. Minutos después de una infeccién el anti-
geno entra en los ganglios linfaticos y es captado y proce-

sado por 1los macréofagos, expresando éstos en sus membranas



-14-

celulares el mate}ial altamente inmunogénico para su pre-
sentacién a los linfocitos especificos. Sélo algunos linfo-
citos T y B de ambas poblaciones son capaces de interaccio-
nar especificamente con los macréfagos portadores de los
antigenos procesados. Este fendémeno provoca cambios en la
morfologia del ganglio linfitico y los linfocitos activados

forman clones por multiplicacién celular.

Los 1linfocitos B activados produciran anticuerpos
especificos para el antigeno. Los anticuerpos son proteinas
del tipo de las globulinas, por lo que también se conocen

como inmunoglobulinas.

sitios de combinacié
con el antigeno

Fig.1. Dibujo esquematico de la molécula de IgG humana,

mostrando sus principales caracteristicas estructurales.
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Las inmunoglobulinas tienen la estructura general
sefialada en la Figura 1, aunque algunas son polimeros de
esta unidad basica. La molécula estd compuesta por dos pares
de cadenas peptidicas, un par de cadenas pesadas y un par
de cadenas ligeras. Estas cadenas se encuentran unidas entre
si por puentes disulfuro. Un total de doce puentes’disulfuro
intracatenarios hace que 1la estructura sea globular como

se muestra en la Figura 2.

Fig.2. Dibujo esquemdtico de la estructura

globular de la molécula de IgG humana.

En estas figuras se sefialan las zonas VH y VL como
las zonas variables (en composicidén y secuencia de aminoaci-

dos) de 1la cadena pesada y ligera que son los sitios de
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combinacidén con el antigeno. Las zonas CH son las constantes
para las cadenas pesadas. Dependiendo de esta zona CH se
definen cinco tipos de inmunoglobulinas diferentes (IgG,
IgA, IgM, IgD e IgE) con cinco funciones efectoras diferen-
tes. Considerando un grupo como el IgG, pequefias variaciones
en las zonas CH hace que se subdivida en otros cuatro grupos
(IgGl, IgGZ, IgGs, IgG4). La fraccidn CL es la zona constan-
te de la cadena ligera; ésta ademias puede ser de dos tipos.
Los distintos tipos de inmunoglobulinas poseen diferentes

funciones efectoras.

Las IgG son las inmunoglobulinas mas abundantes.

Es el anticuerpo mas importante para la resistencia a la

infeccidén. El1 organismo humano posee 1g de IgG por Kg de
peso corporal. Es la dnica inmunoglobulina que atraviesa
la placenta. La IgG materna es, por tanto, el principal

agente de la defensa inmunolégica del recién nacido. Al 50%
se encuentra repartida entre el torrente circulatorio y los

liquidos intersticiales.

La IgA se encuentra en el plasma y en las secre-
ciones. En las secreciones se encuentra en forma de dimero,
siendo la principal inmunoglobulina contenida en las mismas

(saliva por ejemplo).

La IgM es 1la mas voluminosa de las inmunoglobu-
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linas. En solucidén se encuentra en forma pentamérica. Es
la primera que se sintetiza durante la respuesta inmuno-
légica. Se puede encontrar en las membranas celulares de
los 1linfocitos B actuando como receptores especificos para

antigenos.

La IgD es la menos abundante de las inmunoglobu-
linas. Su funcidén no es conocida atn. Junto con la IgM puede

encontrarse en la membrana celular de los linfocitos B.

La IgE es la tnica de los cinco isotipos que re-
sulta decididamente citofilica (unida a células). La mayoria
se fija a mastocitos, otro tipo de leucocito, los cuales
por contacto con un antigeno especifico son capaces de libe-
rar histamina y leucotrienos. Representa un importante medio
de defensa submucosal porque regula la permeabilidad de los
vasos y secrecidén de las glandulas mucosas. Juega un impor-
tante papel en determinados tipos de alergia e infestaciones

parasitarias.

De 1la misma forma que los linfocitos B activados
son los responsables de la inmunidad humoral mediante la
produccion de anticuerpos, los linfocitos T activados son

los responsables de la inmunidad celular.

La poblacidon de 1linfocitos T puede dividirse en
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dos grupos: Células T auxiliares y Células T efectoras.

Las células T auxiliares especificamente estén
involucradas tanto en la diferenciacién de las células B
(productoras de anticuerpos), como en la estimulacién de
ciertas <células T efectoras. Las primeras se conocen como
células TH (H de Helper) y las segundas como TA.

Las funciones efectoras de los linfocitos T son
la 1lisis directa de células antigénicas extrafias, mediada
por las células TC (C de citotdxicas), y el desarrollo de
las respuestas inflamatorias locales cronicas, mediadas por
células T _ (D de Delayed-type hypersensitivity, hipersensi-

D
bilidad de tipo diferido).

Las células de ayuda T, desempefian una funcidn

A
amplificadora en la maduracidén de las células TC especificas
para un antigeno. Aparentemente, las células T, reconocen

antigenos de 1la superficie celular o antigenos procesados
por los macréfagos, y entonces, de algin modo, estimulan
a los precursores de las células TC que reconocen otros
antigenos (no tienen porqué ser los mismos) en la misma
célula blanco, para proliferar y diferenciarse en células
efectoras T ..

C

Las células TD son las responsables de la infla-
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macion crénica local, tal como la hipersensibilidad de tipo
diferido. Estas 1liberan una serie de polipéptidos llamados
linfocinas. Estas 1linfocinas atraen macréfagos y otras cé-
lulas inmunocompetentes al sitio de interaccidén de las

células T con el antigeno.

Por 1GUltimo existe una categoria de linfocitos T,
células TS , capaces de suprimir la respuesta inmune tanto

a nivel celular como humoral.

Bibliogafia consultada: 21, 78, 79, 80, 81.
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IT.2. ANTECEDENTES

En 1.937, Freund demostré que la incorporacion
de un antigeno en una emulsidén de agua en aceite mineral
conducia a un periodo de produccidén de anticuerpos prolonga-

4 - . » - - ’ N
do, superior al que se consigue si se administra el antigeno
solo. Esta emulsién, en la que el antigeno se encuentra en
la fase acuosa, se conoce con el nombre de "Adyuvante Incom-

pleto de Freund" (FIA).

Diez afios después, el propio Freund, basandose
en las observaciones de Lewis, Loomis, Dienes, Coulaud,
-6 . ’ .« 2 .

Saenz y Canetti, mejord esta preparacion incluyendo en su

. . . 3
composicidén Mycobacterium tubercolosis muertas. Este "Adyu-

vante -Completo de Freund" (FCA) es uno de los adyuvantes
mids potentes conocidos para la estimulacidén de la inmunidad
tanto humoral como celular. Sin embargo es demasiado téxico
para ser aplicado a nivel clinico, principalmente porque
contiene aceite mineral no metabolizable y ademas porque
las micobacterias producen una reaccién granulomatosa

severa.

Ya en 1.937 escribia Freund que: "Podria ser de
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gran interés el identificar 1la fraccidén o fracciones que
ejerce(n) el efecto adyuvante de las micobacterias y conocer
si el efecto puede producirse sin sensibilizacién a la

tuberculina", reaccién inherente al uso de micobacterias.

En un intento de identificar las sustancias qui-
micas responsables de 1la actividad de las micobacterias
muertas, se encontrd en 1.9585que fracciones liposolubles
de bacterias (Wax D) podian reemplazar a las mismas en el
adyuvante completo de Freund, produciendo incremento de los
niveles de anticuerpos frente a un antigeno e hipersensibi-

lidad de tipo diferido (inmunidad celular).

Durante mucho tiempo se pensé que solamente los
derivados 1liposolubles eran adyuvantesq Pero en 1.972 se
aislaron por primera vez adyuvantes solubles en agua (WSA)
procedentes de micobacterias. Adan vy col{ obtuvieron un
compuesto bien definido por hidrélisis con lisozima de las

paredes celulares de Mycobacterium smegmatis. Compuestos

similares se obtuvieron por diferentes investigadores a

,9
partir de otras bacterias (ﬁ. tuberculosis, BCG?. Todos es-

tos adyuvantes solubles estaban compuestos en gran parte
de peptidoglicano que es el constituyente clave de la pared
celular bacteriana, lo que confirmaba trabajos previos de
Freund en el sentido de atribuir a la pared celular de las

micobacterias el efecto inmunoadyuvante de las mismas.
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Dado el papel <clave, como sefial de alerta para
el sistema inmune de los vertebrados, que juega el peptido-

glicano presente en todas las paredes celulares de las

bacterias, se expone a continuacidn su estructura genérica
(Figura 3).
CH,OH CH,OH CH,OH H,OH
(0] o, 0
~oKoy J0 OKoH /0O SN
NHACc 9hﬂhh: NHAc 5)NHA£
CH,CH CH,CH
=0 /C=O
L-/l\la L-1'\La
D—(|31u p-Glu
D—Ala—(Gly)s-L-{_.ys D-A}a—(Gly)s-L-Lgls
—Gly—L‘L{S’ 5-Ala—(Gly)s-L-Lys D-Ala-ély—
‘ I
D-Gllu D-(l}lu
L-Ala L-Ala
O=4: O=i;\
CHCH3 CHCH3
AcHN AcHN A&HN() AcHN
0,
CH,OH CH,0OH CH,OH CH,OH

Fig.3. Estructura idealizada del peptidoglicano

de la pared celular de Staphylococcus aureus.




~24-

El peptidoglicano es un heteropolimero compuesto
por cadenas polisacaridicas entrecruzadas a través de peque-
fios péptidos. La unidad polisacaridica del peptidoglicano
es bastante uniforme. Normalmente consta de residuos alter-
nantes de N-acetilglucosamina y Acido muramico (un 3-0-D-
lactil-éter de la D-glucosamina) ligados por uniones 3(1-4).
La wunidad peptidica se enlaza a través de su grupo N-termi-
nal al grupo carboxilo del acido muramico, y contiene amino-
dcidos L y D alternativamente. Estas cadenas se unen entre
si directamente o a través de puentes de cortas cadenas
peptidicas que pueden variar en su composicidén. La presencia
de aminoacidos <con la configuracién D es un rasgo caracte-

ristico del peptidoglicano.

En la Figura 4 se muestra la estructura del moné-
mero del peptidoglicano de micobacteria. El1 grupo N-glicoli-
lo del A4cido murdmico para estas bacterias y para Nocardia
supone criterio taxondémico, puesto que el dcido muramico
en otras bacterias es N-acetilado. Esta unidad monomérica
puede sustituir completamente a las micobacterias muertas

en el "Adyuvante completo de Freund”}1

La degradacién quimica y enzimatica del peptido-
glicano de muchas bacterias conduce a la conclusidén de que

la capacidad inmunoadyuvante es un rasgo comin a las

11,12

paredes celulares de 1la mayoria de 1las bacterias.
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CHZOH CHZOH
9] 0
OH 0 0 H,OH
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CH
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Fig.4. Estructura monémera del peptido-

glicano de micobacteria.

De esta forma se consiguid aislar 1la fraccidén estructural

minima requerida para la actividad adyuvante: N-acetilmura-

13,14
mil-L-alanil-D-isoglutamina (muramildipeptido, MDP), 1.

. . . ) .. 15
La sintesis posterior confirmé esta observacién.

CHZOH

HO

H
////”/l/ D
H,OH
HNAc

H.C CO-L-Ala-D-isoGln

Q=
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La posibilidad de sustituir las micobacterias
muertas en el FCA por compuestos tan relativaﬁente simples
como el MDP atrajo 1la atencion de muchos investigadores.
En los 1nltimos trece afios se han sintetizado cientos
de derivados de esta estructura con la finalidad de conse-
guir moléculas mas potentes, menos téxicas o con un perfil

biolégico mas simple que el propio MDP.
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IT.2.1. ACTIVIDAD BIOLOGILICA

Antes de introducir la seccién 11.2.2. RELACION
ESTRUCTURA ACTIVIDAD, donde repetidas veces se hablara de
aumento, disminucidén o perdida de actividad, definiremos
las bases biolégicas sobre las que se asienta la actividad
adyuvante manifestada por las paredes bacterianas (peptido-
glicanos), MDP y sus derivados sintéticos estudiados en la

siguiente seccidén (1I1.2.2.).

Para facilitar 1la comprension de los distintos
niveles de actuacién bioldgica de estos adyuvantes la
seccién se divide en cuatro apartados: "Induccién de inmuni-
dad  humoral", "Induccién de inmunidad celular'", "Mecanismo

de accidon" y "Otras actividades bioldgicas".

El MDP es una estructura relativamente simple si
se compara con la complejidad molecular de la pared bacte-
riana. Antes de que se conocieran las actividades bioldgicas
del MDP, se podia responsabilizar a la propia complejidad
de la pared.bacteriana, de las mOltiples actividades biold-

gicas que éstas manifiestan en el FCA.
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Actualmente se siguen descubriendo nuevas activi-

dades que comparten tanto las paredes celulares como el MDP.

. . , 16, 17
Diferentes autores las han resumido.

16 ;o
I resumen las actividades bioldgicas de paredes celulares,

Las Tablas I y

MDP y sus derivados sintéticos. En la primera se hace rela-
cién de las actividades detectadas "in vivo" y en la segunda

las "in vitro".

IT.2.1.1. INDUCCION DE INMUNIDAD HUMORAL

Determinadas sustancias extrafias a un organismo
y conocidas con el nombre genérico de antigenos son capaces
de inducir especificamente la produccién de inmunoglobulinas
(anticuerpos). Otras sustancias en cambio, aunque extraiflas
al organismo, son incapaces de producir una respuesta humo-
ral normal, permaneciendo los niveles de inmunoglobulinas
inalterados. Estas sustancias con poco caracter antigénico
son a menudo utilizadas para estudiar el caracter adyuvante

de los productos en estudio.

El MDP vy sus derivados sintéticos son capaces de
inducir wuna respuesta humoral normal en presencia de anti-
genos con débil cardcter antigénico. Este caracter inmuno-
potenciador sdlo se manifiesta en presencia de un antigeno;

asi cuando los muramildipéptidos se administran solos no
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Actividades biolégicas de paredes celulares y muramil-

dipéptidos (in vivo).

10.
11.

1.~ Modulacién de inmunorrespuestas.

(a) Potenciacién de la respuesta inmune mediada por anticuerpos.

- Incremento ~en suero de los niveles de I962 en cobayas, de IgG

e IgEk en ratones.

- Activacién de células T de ayuda.
{b) Potenciacidn de la respuesta inmune mediada por células.

- Induccién del efector citotéxico de células T.
(c) Inhibicién de las inmunorrespuestas mediadas por anticuerpos.

- Supresidn de la respuesta de IgE en ratones.
Estimulacidn del sistema reticuloendotelial.
Induccidn de monocitosis.
Incremento de la produccidn de interferdn.
Incremento de resistencia natural a las infecciones microbianas y desarrollo
de tumores. Induccién de macréfagos activados y de células NK (Natural
Killer).
Induccién de enfermedades autoinmunes experimentales: alergia experimental,
encefalomielitis, poliartritis.
Pirogenicidad.
Induccidn de reaccién inflamatoria aguda y lesiones granulomatosas crénicas.
Produccién de reaccién necrética en el lugar de la inoculacién junto
con bacilo tuberculinico.
Incremento de la permeabilidad vascular.

Inmunogenicidad.

1
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TABLA 1T

Actividades bioldogicas de paredes bacterianas y muramil-

dipéptidos (in vitro).

1.- Modulacién de las células involucradas en la inmunidad natural y adquirida.

(a) Monocitos y Macréfagos: actividad quimiotdctica; aumento de la adheren-

cia ‘sobre superficies; 1inhibicién de 1la migracidn; estimulacidn de
la diferenciacién; 1inhibicién de la sintesis de ADN; incremento de
la incorporacién de glucosamina; estimulacién de la liberacidn de
las enzimas lisosomales; incremento de los niveles de superdxido
y glucosa oxidasa; estimulacién o inhibicién de la fagocitosis; in-
duccién de citotoxicidad o citostasis sobre células tumorales; pro-
duccién de colagenasa; estimulacién de la produccién de monokinas.

(b) Linfocitos B: mitogénesis; activacién policlonal e inhibicién de
la activacién policlonal inducida por mitégeno; aumento o inhibicidn
de la formacién de anticuerpos a antigenos especificos (reemplazando
la funcidn de los linfocitos T de ayuda, TH).

(c) Linfocitos T: mitogénesis; aumento de las funciones de ayuda; estimula-
cién de la diferenciacidn; induccidén de las células citotdxicas efecto-

ras; estimulacién de reaccién linfocitica mixta.

(d) Leucocitos neutréfilos: estimulacién o inhibicién de fagocitosis.
(e) Leucocitos baséfilos: incremento en la captacién de histamina.
(f) Mastocitos: estimulacién de la liberacién de histamina.
(g) Trombocitos: liberacidén de serotonina.
(h) Aumento de la viabilidad celular,

2.- Activacién del complemento por la via alternativa y clésica.

3.- Estimulacién de la resorcidn {sea.
4.- Gelatinizacién del lisado de amebocito (ensayo de pirogenicidad).
5.- Contraccién de las fibras del {leon.

6.- Estabilizacidn de membranas celulares artificiales.
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se observan alteraciones en los niveles de inmunoglobulinas.
Este hecho 1los diferencia claramente de las paredes bacte-

rianas, las cuales si inducen la formacidén de inmunoglobuli-
. . j 18
nas 1incluso en ausencia de antigenos. Por otra parte, el

MDP y sus derivados sintéticos solubles son capaces de in-

ducir inmunidad humoral cuando se administran con un anti-

. 19
geno en solucidén salina; son activos por via oral e incluso

20
cuando se administran por distinta ruta al antigeno.

Los estudios realizados indican que el tipo de
inmunoglobulina inducida por un antigeno en presencia de

MDP depende fundamentalmente del método de administracidn.

. . 18,19,22 18 23 24
Asi se ha conseguido estimular la IgGl, IgGZ, Igk, IgG

25,26 ) , .
e IgA; efectuando la administracion por via oral en di-

i 18,19,22 i
solucidén acuosaj; por inyeccidén con vehiculo aceite mi-

18 - 24
neral; por via parenteral conjugados antigeno y MDP; por

., ) i 25 26
via intragastrica; y en forma de aerosol aunque en este

caso el antigeno se administra parenteralmente.

Por otra parte, los muramildipéptidos han demos-
trado estimular la inmunidad humoral para una gran variedad
de antigenos naturales (bacterias, virus y protozoos) y
sintéticos. Algunas veces sustancias con muy débil caracter
antigénico son unidas al MDP con buenos resultados, de esta

27

forma describe J. M. Bernard y col. una vacuna antiluteini-

zante totalmente sintética. Algunos ejemplos recopilados
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28 ¢
por F. Audibert y col. son: toxina diftérica, proteina

estreptocécica tipo M-24, enfermedad virica de pies y boca,

proteina del circunsporozoito de Plasmodium knowlesi 'y

antigeno de superficie de la hepatitis B.

En ciertas condiciones experimentales el MDP puede
producir un efecto antagdénico al descrito. Cuando se admi-
nistran fuertes dosis antes de la administracién del anti-
geno, se produce inmunodepresioén a nivel humoral y celu-

32,33 . .
lar. Ello se debe a la generacion de celulas T supre-

33,34
soras.

IT.2.1.2. INDUCCION DE INMUNIDAD CELULAR

Los muramildipéptidos son capaces de estimular
la inmunidad mediada por células (CMI), aunque cuando se
administran en soluciones salinas no se detecta este efecto
al menos en los estudios de hipersensibilidad de tipo dife-

29
rido. Cuando se incrementa la lipofilia del MDP, en cambio,

si se manifiesta el fendmeno de la CMI. El incremento del
caracter lipofilico del MDP puede conseguirse por funciona-
lizacién quimica o por incorporacién de los mismos en siste-
mas hidréfobos. Asi la incorporacidon del MDP en emulsiones
de aceite mineral (FCA) estimula la respuesta de la CMIN;

30
lo mismo ocurre cuando se vehiculizan en liposomas. Los
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derivados 1lipofilicos del MDP son capaces de estimular la
CMI sin necesidad de ser incorporados en sistemas fisicos
hidréfobos, aunque muchos de ellos han sido disefiados para
incorporarse a liposomas consiguiendo de esta forma los

31
inductores de inmunidad celular mas potentes.

I1.2.1.3. MECANISMO DE ACCION

A pesar del alto nGmero de publicaciones sobre
las propiedades bioldégicas del MDP, no queda aun completa-
mente claro la cuestién fundamental de cual es el mecanismo
de accidn en la respuesta inmune. El estudio de la influen-
cia del MDP sobre distintas células inmunocompetentes,
sugiere que no existe un camino Unico que explique la diver-
sidad de comportamiento biolégico que presenta dicha molé-

cula.

Dado el papel clave que juega el macrofago en 1la
regulacion de la respuesta inmune, durante mucho tiempo se
ha pensado en la posibilidad de que el MDP interaccionara
con un receptor localizado en la superficie de estas célu-
las. Hasta ahora no existen evidencias sobre la existencia
de tales receptores. No obstante, los estudios efectuados
muestran que el MDP modifica profundamente muchas funciones

biolégicas del macréfago (Tabla II). De la misma forma,
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también parece aétuar sobre células B y T directamente. Es
de suponer que de la interrelacidn compleja con cada una
de estas células blanco se produce el efecto de amplifica-
cién de 1la respuesta inmunolégica especifica humoral y

celular.

11.2.1.4. OTRAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Una nueva actividad ha venido a sumarse a estas
otras hace poco afios. Los MDP son capaces de inducir suefio
de onda lenta en los animales de experimentacién. Pappenhei-

35

mer y col. aislaron del fluido cerebroespinal de animales

mantenidos artificialmente en vigilia el llamado "factor

S" que es capaz de inducir suefio de onda lenta en otros
animales de experimentacidén. Dicha(s) sustancia(s), de un
peso molecular de aproximadamente 920 daltons, ha sido

hidrolizada rindiendo acido murdmico, alanina, acido gluta-
mico y Acido diaminopimélico, constituyentes todos de la
_ 36 .
pared celular bacteriana. Krueger y col. aislaron el mismo
factor en la orina de animales sometidos también a vigilia

foo, 37
y ensayaron €l MDP como inductor de suefio con exito.

Este hecho unido a que los animales de experimen-
tacibén desprovistos de flora intestinal son mas susceptibles

a las infecciones y no poseen suefio de onda lenta, hace que
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los profesores A. Adan y E. Ledererﬁconsideren a estas sus-
tancias como una nueva categoria de vitaminas: "Trazas de
estos compuestos derivados de 1la comida (o de la flora
intestinal) son indispensables para la salud normal (status

inmune y suefio) de nuestro organismo".
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II.2.2. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD

Dada 1la importancia y variedad de acciones biold-
gicas del MDP no es de extrafiar que su estructura haya
servido como modelo o prototipo para la preparacion de una
amplia familia de anadlogos y derivados. El objetivo buscado
es, por un lado, definir la relacidén estructura-actividad,
esto es, conocer los rasgos estructurales presentes en la

molécula del MDP que son imprescindibles para su actuacién

biolégica. Por otro lado, y en parte coincidente con lo
anterior, se +trata de la obtencién de sustancias mas acti-
vas, con actividades bioldgicas disociadas, eliminacidn de

efectos secundarios, etc. Es decir, llegar a conseguir sus-

tancias que puedan ser usadas clinicamente.

En este sentido, cabe destacar que actualmente
se encuentran en fase clinica de estudio algunos derivados
que no presentan pirogenicidad ni somnogenicidad para su

utilizacién en vacunas como adyuvantes potentes y seguros.

A continuacidén se exponen las principales modifi-
caciones introducidas en la molécula del MDP, asi como los

resultados obtenidos con éstas.
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Para el estudio detallado de las modificaciones

consideraremos la molécula del MDP (L) como compuesta de

dos

partes: la cadena lateral de naturaleza peptidica y la

fraccidén de N-acetilglucosamina.

las

una

es

HO

H,C-CH
: L
CONH—CH—COTH
D
CH3 ?H—CHZ—CHZ—COOH
CONH2
4

Las modificaciones introducidas en cada una de
partes las estudiaremos por separada. Por otro lado,
linea de investigacidén que ha resultado muy fructifera

la que ha conducido a la preparacidén de derivados lipo-

filicos del MDP. Debido a su importancia la consideraremos

aparte, independientemente de cual sea la posicién o funcidn

modi

ficada.
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I1r.2.2.1. MODIFICACIONES EN LA CADENA LATERAL

En primer 1lugar, el punto de unidén de la cadena
de naturaleza peptidica al azicar es critico. Necesariamente
el enlace éter del resto de acido lactico debe ser con el
oxigeno de la posicién 3 del azicar. Los isémeros posiciona-

55
les donde la unidén se realiza en C-4 o C-6 son inactivos.

En segundo lugar, la configuracidén de los centros
quirales de las cadena también es critica. El resto de acido
lactico debe ser de configuracién D, el primer aminodcido
debe ser necesariamente L, y el segundo necesariamente D.
Asi, el derivado N-acetilmuramil-D-alanil-D-isoglutamina
(MDP-D-D) no solo es inactivo, sino que bajo ciertas condi-

38
ciones experimentales es un antagonista del MDP e inmuno-

20
supresor. También es inactivo el compuesto N-acetilmuramil-
. . . 38,40
L-alanii-L-isoglutamina (MDP-L-L).
En tercer 1lugar, los residuos acidos que forman

la cadena lateral pueden en algunos casos cambiarse, respe-
tando lo dicho anteriormente para las configuraciones. El

resto de acido lictico puede ser cambiado por acido acético;

38
el compuesto se 1lama nor-MDP (%) y es menos activo pero

39
menos toxico que el MDP. Este hecho es frecuentemente

mencionado en literatura de patentes.
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nor-MDP

CH HNAc

CO-L-Ala-D-isoGln

Pq

La L-alanina se puede reemplazar por diversos
L-aminodcidos (o glicina); los analogos con L-serina, L-va-
lina y A4cido L-d-aminobutirico parecen ser mas activos que

el propio MDP.39

El residuo de acido D-glutdmico es, en cambio,
. p - ., . 38,40 . .
esencial; el analogo con acido D-aspartico es inactivo.
La funcionalizacidén del D-Glu es importante. Por ejemplo,
el grupo o -amido presente en el MDP no es esencial para la
.. 19 . . . 20 . .
actividad. La N-metilamida es activa, mientras que la N,N-

. . . . . 6 .
dimetilamida es inactiva. Por otra parte, los ésteres Y-me-

eq s . P . 2
tilico y d,{—dlmetlllco son fuertemente activos.

Los compuestos con cadenas largas de péptidos,
tales como el MDP-L-Lys (3) y el MDP-meso-Dap (i) y el mura-

milpentapéptido MDP-meso-Dap-D-Ala-D-Ala (5) son adyuvantes
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11
activos. Las largas cadenas mimetizan a los derivados natu-

rales obtenidos por tratamiento hidrolitico de las paredes

becterianas.

X
HO L-Lys i
//// meso-Dap 4
H, C-CH HNAc meso-Dap-D-Ala-D-Ala i

CO-L-Ala-D-isoGln-X

L
H2N~CH2—CH2—CH2—CH2—?H—COOH

NH2

L-Lys

D L
meso-Dap = H2N~CH— CHZ—CHZ—CHZ—CH—COOH

CONH2 NH2

IT.2.2.2. MODIFICACIONES EN LA FRACCION DE AZUCAR

Con el fin de sistematizar las modificaciones mas

importantes, las podemos plantear en tres niveles:
a) Bloqueo de los distintos hidroxilos del aztcar.

b) Cambio de los heterodtomos del aminoaztcar por

otras funciones. Es decir, cambio de alguno
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de los oxigenos o del grupo acetamido por otros

grupos.

c) Cambios configuracionales.

a) En cuanto al primer apartado hay que decir que
el aprovechamiento de 1la reactividad de 1los diferentes
hidroxilos ha dado lugar a la sintesis de numerosos compues-

tos.

Asi, 1la acilacion del oxigeno anomérico con dife-
rentes acidos grasos ha conducido a sustancias activas? Por
otra parte, se han obtenido numerosos glicdsidos, tanto
£ como e utilizandose diferentes aglicones, la naturaleza
y el estado anomérico del aglicén puede influir profunda-
mente en la actividad biolégica de la sustancia. Asi el
metil 3-glicbésido de la N-acetilmuramil-L-alanil-D-isogluta-
mina es un adyuvante mas potente que el correspondiente
o(—glicésido.s1 Con una orientacidén diferente se han preparado
los w-aminoalquil @ -glicésidos del MDPSZ(Q); el grupo termi-
nal se condensd con un antigeno polisacaridico de meningo-
coco para realzar su caracter inmunogénico; es decir, el

aglicén se ha utilizado como nexo de unidén entre el inmuno-

adyuvante y el antigeno.
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HO

H,C-CH
3 HNAc

CO-L-Ala-D-isoGln

En otro sentido, el hidroxilo de C-6 también ha
sido acilado o alquilado. Mientras que la acilacidn ha
originado numerosos compuestos activos, como por ejemplo

56
el 6-0-mesil-MDP; la alquilacidén conduce, generalmente,

56
a compuestos inactivos.

b) E1 cambio de un hidroxilo o el grupo acetamido
por otros radicales ha conducido, asimismo, a la sintesis
de numerosos compuestos. Los casos estructuralmente mas
simples son los de la obtencién de desoxiaztcares. Asi, el
cambio de OH anomérico por H da lugar al 1-desoxi-MDP de

actividad adyuvante comparable al propio MDP >’ Cuando 1la
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57,58
modificacién se efectia en C-4 y C-6 se obtienen pro-

ductos inactivos. Asimismo, el cambio del grupo acetamido
4

5
por H, cambio que origina el 2-desoxi-MDP, conduce a un

compuesto inactivo.

Otra 1linea muy fructifera ha sido la de cambiar

algin grupo hidroxilo por un -SH o por un -NH, (cambios

2
isostéricos). Asi se ha sustituido por azufre el oxigeno
anomérico y el oxigeno de las posiciones 3, 5y 6 del azi-
car. En este sentido hay que destacar que el l-tiomuramil-
L—alanil—D—isoglutamina“—z+3 es de una actividad comparable al
MDP, siendo capaz de estimular la inmunidad humoral y celu-
lar. La sustitucién del oxigeno en C-3 por azufre (3-tio-
MDP)“+conduce a un producto con escasa actividad, si se com-
para con el MDP, por lo que dicho oxigeno debe jugar un pa-
pel importante en la actividad de la molécula. Este oxigeno
en C-3 es particularmente interesante, pues por él se une
la fraccién peptidica a 1la azucarada. La sustitucidén del

. . . 45
oxigeno en C-5 por azufre conduce a compuestos inactivos.

Los cambios de oxigeno por nitrdégeno se han e-

46,47 48-50 .. . .
fectuado en C-3 y en C-6, originando en este ultimo ca-
so compuestos activos. En cambio, la sustitucidon del oxigeno

L. . p 57 . . . .
anomérico por nitrégeno (derivados de 1la @—plran051lam1na)

conduce a sustancias inactivas. Por otra parte, el cambio
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del hidroxilo en C-6 por bromo conduce a pérdida de acti-

. 50
vidad.

Finalmente es interesante considerar el cambio
del grupo acetamido de C-2 por otros grupos. Asi, la susti-
tucién de dicho grupo por un grupo amino (desacetil-MDP),
metilamina, amida sustituida (metilacetamida) o hidroxilo

i . 54,55
conduce a derivados activos (7-10). Sin embargo, no puede

ser sustituido, como se ha dicho antes, por un protoén ({});
Estos y otros resultados obtenidos sugieren que la presencia

de grupos capaces de participar en enlaces por puentes de

hidrbégeno es esencial para la actividad.

R
NH 7
HO 2 ~
NHMe §
H3C—CH R N(Me)Ac 2
CO-L-Ala-D-isoGln OH 10
H 11

c) E1l Gltimo nivel de modificacién de la fraccién
azucarada del MDP consiste en cambios configuracionales

realizados en las posiciones quirales. A. Hasegawa y

55,59,60
1.

co han sintetizado los derivados D-alo, D-gulo, D-ga-
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lacto, D-mano y L-ido. Solo los derivados D-mano y D-ga-
lacto, epimeros en C-2 y C-4 del derivado natural, muestran
actividad. Estos resultados sugieren que la configuracidn

de 1los centros C-3 y C-5 son criticas para la manifestacién
de 1la actividad biolédgica, mientras que la de C-2 y C-4 son
poco importantes. Por otra parte, el enantidémero del compues
to natural, derivado de la L-glucosa es inactivos.5 Asimismo,
es importante seflalar que es fundamental la presencia del
carbono C-6 funcionalizado con las posibilidades antes co-

49,50
mentadas, ya que el derivado de la D-xilosa es inactivo.

IT.2.2.3. DERIVADOS LIPOFILICOS

Como ya se ha mencionado, el MDP aumenta la res-
puesta humoral incluso cuando se administra en solucion
salina, aunque la estimulacién de la respuesta inmune me-
diada por células (CMI) requiere 1la présencia de aceite
mineral. No obstante, esta estimulacidén puede conseguirse,
evitando los inconvenientes del aceite mineral, mediante
la utilizacién de derivados lipofilicos del MDP, los cuales
ademds presentan, en general, una marcada actividad anti-
tumoral. Por esta razdén, la sintesis y el estudio de este

tipo de derivados es de gran interés.

La introduccién de una cadena lipofilica en C-6
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del resto de N-acetilglucosamina del MDP conduce a compues-

tos tales como 6-0-micolil-MDP, 6-O-nocardomicolil-MDP y

6-0-corinomicolil-MDP, 1investigados por diferentes autores
62-65

japoneses que exhiben fuerte actividad antitumoral y son

solo débilmente pirogénicos

Compuestos mas simples como el 6-O-estearoil-MDP
se muestran muy activos@ La introduccién de la cadena lipo-
filica en C-6 a través de una funcidén amida (6-acilamido-
MDP)Z*B_50 conduce también a compuestos antitumorales basados
en la fuerte estimulacidén de la inmunidad celular. Por otra
parte, los 2-acilamido analogos (Lg—aﬁ) en los que el resto
acilo son de Aacidos grasos, en lugar del resto de acetilo
natural, son compuestos con capacidad antitumoral o, al me-
nos, supresores del crecimiento tumoral@'w’%El nitrdégeno
en C-2 se ha acilado también con restos acidos presentes
en el lipido Afgcomponente de los lipopolisacaridos (LPS)
de las paredes bacterianas que de por si presentan capacidad
inmunoadyuvante. Los compuestos asi obtenidos (%5—{V) son

fuertemente activos.

La cadena lipofilica puede ser introducida en C-

. . 53 .. 41-43
1, bien como éster o como tioester presentando en ambos
casos actividad inmunoadyuvante y antitumoral. Asimismo,
la alquilacidén del azufre anomérico del 1-tioMDP, ya men-

. . 42
cionado, <con cadenas grasas conduce a productos activos.
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HO

H3C-CH HNR

CO-L-Ala-D-isoGln

R m

12 12
—CO—(CHZ)m—CH3 14 Lg
16 14
?H 10 £§
—CO—CHZ—CH-(CHZ)m—CH3 12 L?
14 17

OH
—CO—CH—CH—(CH2)14—CH3 £§

(CH2)13—CH3

Entre los derivados grasos de cadenas complejas
cabe destacar el B30-MDP (6-0-(2-tetradecilhexadecanoil)-
MDP), L?, el cual se ha propuesto como un candidato seguro
y potente adyuvante para mejorar la eficacia de las vacunaéq

El derivado 6-0-(2-docosiltetracosanoil)-MDP, %9, muestra

.. 66
potente actividad en los test supresor de tumores.
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HO

H3C—CH HNAC

CO-L-Ala-D-1s0Gln

R
H3C—(CH2)m\\ m= 13 L?

//CH—COO—
H3C—(CH2)m m= 21 i?
H3C-(CH2)21 ﬁ

CH-0-P-0- 21

Hsc'(CH2)21 OH

En un afan de mimetizar las estructuras externas
bacterianas, aunque simplificando su complejidad, M. Imoto
y colzosintetizaron el 6-(2-docosiltetracosil hidrogenofos-
fato)-MDP, 21, compuesto que guarda gran similitud con %9.
Ambos productos responden de forma similar al test supresor
de tumores, pero %} se muestra muy activo en el test de la
regresidn tumoral para el cual es inactivo 20. La evaluacidn

de la capacidad antitumoral por el test de la regresién tu-

it
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moral es mas cercano a las condiciones actuales de la inmu-
noterapia clinica. A 1la luz de estos resultados se podria
especular que el parecido estructural entre el compuesto
21 'y los fosfolipidos podria ser responsable de su alta
actividad biolégica; basandose en la facilitacién de 1la
interaccién del compuesto con las membranas de las células

. 70
animales.

Se han preparado varios ésteres del MDP derivados
de diferentes acidos de las ubiquinonas y algunos de ellos,

en particular el producto 22, presentan fuerte actividad
~

. 69
antitumoral.
I
Cco CH
3
CoO
3 I
0
HO
- / OH
H,C ,CH HNAc ’
CO-L-Ala-D-isoGln
22

Un tipo diferente de derivados lipofilicos comple-

jos del MDP es el que porta la unidad lipidica al final de
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la cadena peptidica. El1 derivado MDP-L-Ala-glicerol-micolato

(MurNAc—L—Ala—D—isoGln—L—Ala—OCHZCH(OH)CH20—Myc) produce una

fuerte estimulacién de la resistencia inespecifica contra

]

infecciones bacterianas y conduce a una marcada respuesta

de hipersensibilidad incluso cuando se administra en solu-

. . . 73
cién salina.

Se han sintetizado muchos analogos tales como
MurNAc-L-Ala-D-isoGln-L-Lys(Myc), MurNAc-L-Ala-D-isoGln-

NHCHZ—CHZO—Myc vy algunos dimicolil derivados del MDP, aunque

la introduccién del segundo grupo micolilo no ha conducido

- . ’ 3 74
a ninguna ventaja farmacologica.

La estearoilamida, 23, MurNAc-LAla-D-isoGln-L-Lys-

—6—NHCO(CH2)16CH3, es fuertemente activa en infecciones pro-

75
ducidas por Escherichia coli y estafilocdcicas.

HO

H3C‘|CH HNAc

CO0-L-Ala-D-isoGln

CONH-CH-COOH 0

i
CHZ—CHZ—CHZ—CHZ—NH—C—(CHZ)16-CH3
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Muchos derivados lipofilicos del MDP se han incor-

porado en liposomas con excelentes resultados. Este es el

caso de MDP-L-Ala-fosfatidiletanolamina (MTP-PE), 24?6
~/
HO
i
) H, OH C-
H3C ?H HNAc s THZO C C15H31
CO-L.-Ala-D-isoGln-L-Ala OH CHO-C-C, _H
| B
NH—CHZ—CHZ—O-—IIT—O—CH2
0
24
~J

Gran parte de la informacidén sobre derivados 1li-
pofilicos del MDP se encuentra protegida bajo patentes.
Recientemente ha sido patentado un éster del colester‘ol77 de-
rivado del MDP-L-Ala (MTP-Chol), %5, el cual se emulsiona
fidcilmente en liposomas y activa fuertemente a los macroéfa-
gos murinos para la actividad citotdxica contra el mastoci-
toma singénico P815 y a los macréfagos de rata para la cito-

toxicidad contra el melanoma B16—BL6§
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IT.3. OBJETIVOS: SINTESIS Y CARACTERIZACION DE ANALOGOS

RIGIDOS DEL MDP

IT.3.1. OBJETIVOS

La actividad de 1la mayoria de los firmacos se
debe a mecanismos de accidn quimicos. En tales casos los
farmacos son de accidén muy potente, es decir, que acthan.
a dosis muy pequefias, estando relacionada la accidén farmaco-
lé6gica con la presencia de ciertos grupos funcionales que
interaccionan con estructuras macromoleculares conocidas

82
como receptores.

Los receptores son macromoléculas, generalmente
de naturaleza proteica, situados normalmente en la super-
ficie pero también en el interior de la célula efectora
(biofase) con las cuales interacciona la sustancia biolégi-

camente activa para producir una respuesta determinada.

La interaccidn neta farmaco-receptor es el resul-
tado de 1la suma de numerosas interacciones débiles de di-
versa naturaleza entre los grupos funcionales del farmaco,

adecuadamente insertos en wuna estructura hidrocarbonada,
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y los del receptor. Para que sea eficaz debe establecerse
un numero suficiente de interacciones, por lo que ambos,

farmaco y receptor, deben ser complementarios.

Como por otra parte, y segun se ha dicho, los
receptores son de naturaleza proteica, con un alto grado,
por tanto, de informacidén quiral, se comprende la reper-
cusién que las caracteristicas estereoquimipas de una sus-

tancia tienen sobre su actividad biolégica.

Tal repercusién ha quedado de manifiesto, en lo
que respecta al MDP, en la parte de Antecedentes (II1.2.2.)
en la que se comenta c¢bémo cambios configuracionales en
determinados centros quirales del MDP conducen a pérdida

de actividad.

El grado de asimetria del receptor suele ser tan
grande y la necesidad de su complementariedad con el farmaco
tan estricta, que éste no solo debe ser de configuracidn
definida sino que interacciona con el receptor a través de
una o muy pocas de sus conformaciones posibles. En farmacos
que son conformacionalmente flexibles esto puede significar
una pérdida de eficacia, ya que la conformacién complemen-
taria al receptor (conformacidén farmacéfora) puede no ser
la mas estable de las posibles que el firmaco pueda adoptar

y por tanto no sera la mas abundante en el equilibrio.
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Efectivamente el MDP es un farmaco que responde a esta
situacidén, al menos en cuanto a flexibilidad conformacional
se refiere. Es evidente que si se consiguiera '"congelar"
el equilibrio, fijando de alguna manera la conformacién
(o una de las conformaciones) reactiva(s), se obtendria un
compuesto que exhibiria una gran actividad, al mismo tiempo
que suministraria informacién acerca del receptor (o recep-
tores) con el (los) que interacciona el producto prototipo
(en nuestro caso el MDP) para ejercer la accién (en nuestro

caso acciones) que presenta.

En sintesis, 1la cuestidn estriba en obtener sus-
tancias andlogas al prototipo (MDP) menos flexibles confor-
macionalmente, rigidez conformacional que se puede alcanzar

mediante la formacidén de ciclos.

Esta ha sido la idea que ha guiado la realizacién
de 1la presente Memoria, en la que se describe la sintesis
del 3-acetil-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-

2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (26).

La sustancia 26 es un analogo rigido del MDP.
Formalmente puede considerarse derivado de él mediante
la formacién de wun enlace entre el carbono 2 del resto
de 4cido 1lactico de 1la cadena lateral y el nitrégéno

de la posicién 2 del aminoaztcar, tal como se presenta en la
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Figura 5 . Esto supone la formacidén de un anillo de oxazoli-
dina condensado con el aminoaziicar. Por lo demas posee los
rasgos constitucionales y configuracionales propios del MDP,
con la excepcién de no ser derivado del Aacido lactico
(R= Me) sino del &cido 2-hidroxiacético (R= H) por ser éstos

.. 38,39
menos toxicos.

CH, OH
0
HO
R= H
0 H, OH
NAc X= L-Ala-D-isoGln
26
R cox
CH, OH : CH, OH
0 0
HO HO
0 _—
H, 0H T—/—> g H,OH
\ _pNAc NAc
‘/

HOOC ~ \ \
CH, HOOC H

Figura 5
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En la Figura 6 se muestra la proyeccidén de Newman
alrededor del enlace 03-C3 del azlGcar, tanto del compuesto
natural (MDP) como de la sustancia cuya sintesis es el obje-
tivo principal de esta Tesis. Se observa cémo el lactoil-
dipéptido, representado por X, que antes podia ocupar, en
principio, todas las posiciones punteadas (Figura 6A), queda
obligado a ocupar una uUnica posicién en el espacio por la
creacién de un nuevo enlace C-N que supone la formacién del

anillo de oxazolidina (Figura 6B).

CHZOH
0
HO
0]
X H, OH H, OH
HNAc /N-AC
? X
|
X= -C-CO0-L-Ala-D-isoGln X= —?—CO—L—Ala—D—isoGln
|
CH H
3
H H
NHAc HO NAc
- X/
H H
A B

Figura 6
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Como ha quedado de manifiesto en 1la parte de
Antecedentes (II.2.2.), muchos derivados 1lipofilicos del
MDP exhiben a menudo una mayor actividad que el propio
prototipo. Particularmente interesante es el caso en el
que la cadena grasa se introduce en la posicidén 2 o 6 del
aminoazicar. Teniendo en cuenta este hecho nos hemos pro-
puesto como un segundo objetivo de la tesis la sintesis del
3-n-octanoil-(2,3-didesoxi-D-glucopiréan)-|2,3-d|-oxazolidin-

2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (%]).

CH,OH

HO

H CO-L-Ala-D-isoGln

R= —CHZ—(CHZ)S—CH3

La sustancia 27, ademas del rasgo que le comunica
rigidez conformacional, posee una cadena grasa en forma de

amida en la posicidén 2 del aminoazicar.

Por otra parte, se ha comentado en los Anteceden-
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tes que los derivados del MDP en los que el hidroxilo ano-
mérico estd bloqueado en forma de glicésido son sustancias
activas. Teniendo esto en cuenta se ha planteado también
como objetivo de esta Tesis la sintesis de glicdsidos de

los analogos rigidos del MDP citados anteriormente.

La razdén por la que se aborda la sintesis de estos
compuestos es la siguiente : Dada la existencia de un anillo
de oxazolidina condensado con el aminoazicar, es légico penQ
sar que en estos anadlogos rigidos del MDP como 26 el equili-
brio: forma hemiacetalica 2:? forma aldehidica libre esté
mas desplazado hacia la derecha que en el compuesto natural

(MDP) .

Esta prediccidén, como se expone mas adelante, ha
sido confirmada por medidas de RMN. El que esto ocurra
introduce wun factor de incertidumbre a la hora de analizar
unos resultados bioldégicos hipotéticamente negativos de los
andlogos rigidos del MDP sintetizados en esta Memoria, ya
que se podrian atribuir a la presencia del anillo de oxazo-
lidina, cuando es posible que se debiera a la mayor propor-
cién de forma aldehidica en el equilibrio. Dicho de otra
manera, la restriccidén del equilibrio conformacional aumenta
la posibilidad de desplazar el equilibrio constitucional.

Por todo ello nos hemos propuesto también como objetivo 1la
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sintesis del 3-acetil-(2,3-didesoxi-1-O-metil- B -D-glucopi-
ran )-12,3~d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina

(28).

CHZOH

HO

0 OMe
NAc

H CO-L-Ala-D-isoGln

Como se puede apreciar se trata, una vez introdu-
cida 1la modificacién que 1le da rigidez conformacional,
mantener en lo posible 1la "forma" del compuesto natural,

"atrapando" la forma hemiacetalica en forma de glicédsido.

Finalmente nos hemos propuesto la sintesis de una
sustancia que alna los tres rasgos que hemos estado conside-
rando: rigidez conformacional como modificacidén basica,
presencia de glicésido para mantener la "forma" y la presen-
cia de grupos que aumenten la lipofilia de la molécula.
Se trata de 1la sintesis del 3-acetil-(4,6-di-O-n-butil-
2,3-didesoxi-1-0-metil- o-D-glucopiran )-|2,3-d|-oxazolidin-

2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (29).



RO

|

CHZOR

H

2

NAc
OMe

CO-L-Ala-D-isoGln

—CHZ—CHZ—CH3
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IT.3.2. SINTESIS DE LOS DERIVADOS RIGIDOS DEL MDP

La sintesis de los derivados rigidos del MDP,
compuestos 26, 27, A§ y 29, se ha realizado en cuatro fases

a partir del hidrocloruro de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa

(30).

En una primera fase se protegen de manera adecuada
aquellos grupos funcionales del aminoazicar que no interesan

que tomen parte en las reacciones posteriores.

En una segunda fase se estudia la formacidn del
anillo de oxazolidina, condensado con la glucosamina, a par-
tir del aminoazicar convenientemente protegido y Aacido

dicloroacético.

La tercera fase de la sintesis trata de la conden-
sacién del Aacido obtenido anteriormente con el dipéptido

convenientemente protegido.

Finalmente, en una cuarta fase, se procede al des-
bloqueo de 1los grupos funcionales que se protegieron en la

primera fase.
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Consideraremos en primer lugar la sintesis de las
sustancias 26 vy 27 en la que el hidroxiloAanomérico se
encuentra libre. Estudiaremos en segundo lugar la prepara-
cién de las sustancias 28 y 29 en las que el hidroxilo

~

anomérico queda bloqueado en forma de metil glicésido.

I1.3.2.1. Sintesis de 3-acetil(n-octanoil)-(2,3-didesoxi-
D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-iso-

glutamina (26 y a]).

En el primer paso de sintesis se obtiene la
2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa (31) por tratamiento de una
disolucién saturada de 1la base 1libre del aminoaztcar en
metanol con anhidrido acético®® E1 segundo paso consiste en
la reaccién de este compuesto con una disolucién al 2% de
cloruro de hidrégeno en alcohol bencilico, lo que nos permi-
te obtener el bencil 2-acetamido-2-desoxi- a-D-glucopirand-
sido (&;)?4 Por reaccién del bencil glicésido 32 con benzal-
déhido, en presencia de cloruro de cinc, se prepara el
bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi- a-D-glucopira-

.. 85
nésido (33) (Esquema 1).

De esta manera quedan bloqueados en la D-glucosa-
mina el hidroxilo hemiacetalico en forma de glicdsido y los

hidroxilos 4 y 6 en forma de acetal mediante un grupo benci-
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lidén. E1 grupo amino queda funcionalizado como amida del
acido acético. Grupos estables en las condiciones basicas

necesarias para la formacidén del anillo de oxazolidina.

CH,, OH CH, OH
0 0
HO 1)i; 2)ii = HO
HO 2 HO
H, OH ,OH
NH,HC1 HNAc
‘39 3
iii
N
: GH, OH
Ph 0 0
0 HO
0 ) iv HO
HO
HNAc
HNAc OBn
§§ OBn 32

i= Na/MeOH; ii= ACZO; iii= C6H5CH20H/HC1 seco; 1iv= C6H5CHO/ZnCl2

Ac= COCH Bn= CH,C,H_; Ph= C_ H

3’ 27657 65

ESQUEMA 1
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La sustancia %} es ademas precursora en solo dos
pasos del compuesto 35 (Esquema 2). La hidrélisis alcalina
enérgica de 33 conduce al bencil 2-amino-4,6-0-bencilidén-2-
desoxi- a-D-glucopiranésido (3§)$ Finalmente, la acilacién
selectiva de %é con cloruro de n-octanoilo en piridina nos
permite obtener el bencil 4,6-0-bencilidén-2-desoxi-2-n-
octanamido- o -D-glucopirandsido (%5)?61a acilacidén selectiva
de 34 con cloruro de palmitoilo en piridina nos permite
obtener el bencil 4,6-0O-bencilidén-2-desoxi-2-palmitamido-

a~-D-glucopirandsido (§§)§6

Los compuestos %g, §§ y Q? responden a las mismas
caracteristicas estructurales, a salvedad del grupo amino
que en el producto 33 queda funcionalizado como amida del
adcido acético, en el 35 del dcido n-octanoico y en el 30 del

acido palmitico (n-hexadecanoico).

En la segunda fase de sintesis se hacen reaccionar
los productos 33, 35y A? con la sal sédica del acido di-
cloroacético, en presencia dé hidruro sédico, obteniendose
respectivamente la 3-acetil-2-carboxi-(1-0O-bencil-4,6-0-ben-
cilidén-2,3-didesoxi— o —D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina
(%]), la 2-carboxi-3-n-octanoil-(1-0O-bencil-4,6-0-bencili-
dén-2,3-didesoxi- a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (38) vy
la 2-carboxi-3-palmitoil-(1-0O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-di

desoxi- o -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (%2)(Esquema 3).



R= CHZ(CHZ)SCH

R= CHZ(CH2)13CH

i= KOH,

EtOH;

Ph 0

HO

33 HNAc
OBn

Ph

OBn

ii

Ph

3 T

0O OBn
3 2

ii= C1COR, Py.

ESQUEMA 2
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Ph
37, 38, 39
H COOH
ii
Ph 0 J
0
0
0
40, 41, 42 NCR
0O OBn
H COOMe
R= CH3 37, 40 i= ClZCHCOOH/NaH
B 38, 41 ii= CH,N
R= CHZ(CHZ)SCH3 P & 272
_ 39, 42
R= CHZ(CH2)13CH3 AL &

ESQUEMA 3
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En la tercera fase se ha estudiado la sintesis
de derivados simples de los acidos 37,§§ y 39 (ésteres meti-
licos, y diferentes amidas derivadas del amoniaco y diversos

L-aminoacidos), asi como la condensacién con la cadena pep-

tidica.

Los derivados mas simples de los acidos 37, ;? y
%9 han sido preparados con fines de confirmacién estructu-
ral. Asi se obtienen 1los ésteres metilicos de los tres
dcidos por tratamiento con diazometano, productos 49, i} y

42 (Esquema 3).

A partir de ;Z se obtiene, asimismo, la amida é}
(Esquema 5) mediante activacién del grupo carboxilo con
N-hidroxisuccinimida (NHS) en presencia de N,N'-diciclohexil
carbodiimida (DCC), método ampliamente utilizado en sintesis
de péptidos. Efectivamente, la DCC se utiliza desde hace
mas de 30 afios en la sintesis de péptidoswy ésteresy Los
ésteres de la NHS se obtienen en presencia de la DCC89(Esqug
ma 4) y directamente, sin necesidad de aislarlos, se tratan
con las diferentes aminas (o amoniaco) para producir las

amidas correspondientes.

El objetivo principal de esta tercera fase de sin-
tesis es 1la introduccién de la cadena peptidica a través

de la funcién carboxilica presente en 37 vy 38. Esto puede

~~
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realizarse por dos caminos diferentes:

a) Introduccidén de los aminoacidos, convenientemen
te protegidos, de forma sucesiva; primero la L-alanina y

segundo la D-isoglutamina.

b) Introduccidn directa del dipéptido adecuadamen-

te protegido.

0
[/
R-COOH + N-OH + C H,  -N=C=N-C/H ,
\
0
0
\\
RCOON, + CeH  -NH-CO-NH-C.H,
/I
0
R,NH,

RCONHR1 + NHS

ESQUEMA 4
En 1la primera estrategia de sintesis se condensan

los diferentes aminodcidos con los ésteres activados de los

dcidos 37 y 38. Asi, 1la condensaciodn de 37 con el éster
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Ph 0
0
i, NH,CHXCOOEt 0
0
Ph NAc
OBn
H CONH,,
44, 45, 496, 0 OBn 43
47, 48, 49
~o H CONH-CH-COOEt
l
X
1) NaOH 1N
2) Resina catiébnica
Ph
i= NHS, DCC
|
509 51 O OBn
H CONH-CH-COOH
R X X R X
44 CH, H (Gly) 48 CH,(CH,) .CH, H  (Gly)
45 CH3 CH3 (L-Ala) 49 CHZ(CHZ)SCH3 CH3 (L-Ala)
4§ CH3 CH(CH3)2 (L-val) 50 CH3 H (Gly)
- -Al
47 CH3 CH2C6H5 (L-Phe) 51 CHZ(CHZ)SCH3 CH3 (L a)

ESQUEMA §
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etilico del clorﬁidrato de 1la glicina (Gly), L-alanina
(L-Ala), L-valina (L-Val) y L-fenilalanina (L-Phe) en pre-
sencia de trietilamina para liberar la base, conduce a las
sustancias 44, 45, 46 y 47 (Esquema 5). La condensacion del
éster activado derivado de 3§ con el éster etilico del

clorhidrato de glicina y de L-alanina en presencia de trie-

tilamina, conduce a las sustancias 4§ y 49 (Esquema 5).

Por saponificacidén de los comp. 44 v 49 (NaOH 1N)
a temperatura ambiente seguido de neutralizacidén, se consi-
gue liberar la funcién‘carboxilica de los correspondientes
aminodcidos (sustancias 50 y i}) (Esquema 5). La activacidn
posterior de estos acidos y su condensacién con el clorhidra
to del éster bencilico de la D-isoglutamina debe conducir
a las sustancias deseadas (Esquema 6). Sin embargo, la inso-
lubilidad del &cido 50 en los disolventes en que normalmente

se efectia la condensacién del grupo carboxilo (C1_,CH,

3

THF, 1,4-dioxano, DMF, CH3CN) hace que el rendimien-

to en este caso sea muy bajo. No asi en el caso del acido

C12CH2,
51, en el que la presencia de la cadena alifitica de la ami-
da en posicidén 2 del aminoazicar, le comunica una mayor solu
bilidad en 1,4-dioxano, permitiendo la obtencién del dipépti

do 54 (Esquema 6) con un buen rendimiento.
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Para superar este problema se sigue la segunda via
de sintesis. Se condensan los Aacidos 37y 38 directamente
con el dipéptido convenientemente bloqueado en la forma de
paratoluensulfonato del éster bencilico de la L-alanil-D-iso
glutamina (Figura 7), preparado mediante una serie de
reacciones descritas en la bibliografia y recogidas en la

parte Experimental de esta Tesis.

-+ L D

pCH3C6H4SO3H3N—CH—CONH—CH—CH2—CHZCOOBn

CH3 CONH2

Figura 7

Los primeros ensayos se realizaron con el isémero
L-alanil-L-isoglutamina por ser éste mas asequible econémici
mente que el isémero natural. Asi, a partir del 4cido 37 por
condensacidén con el paratoluensulfonato del éster bencilico
de 1la L-alanil-l-isoglutamina y L-alanil-D-isoglutamina se
obtienen la sustancia 52 y el buscado 53. Y por condensacidn
del acido &§ con el dipéptido natural se obtiene el ya cono-

cido 54 (Esquema 6).
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w
~J
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i, a 6 b i, ¢
Ph 0
0
0
0]
NﬁR
52, 53, 54 0 OBn
H CONH—-CiH—CONH—CH-CONH2
|
CH CH
3 | 2
i
CO0Bn

i= NHS, DCC
a= L-Ala-L-isoG1lnCOOBn
b= L-Ala-D-is0oG1lnCOOBn

c= D-1is0G1lnCOOBn

R dipéptido
52 CH a
2; CH3 b
§§ CHZ(CHZ)SCH3 b

ESQUEMA 6
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La Gltima fase de la sintesis consiste en eliminar
los grupos protectores presentes en 59 y 54. Ambas moléculas
poseen tres grupos protectores, un grupo bencilideno que
bloquea los hidroxilos 4 y 6, un bencilo que bloquea el hidro
xilo anomérico y un éster bencilico en el aminodcido termi-
nal. Los tres grupos son sensibles a la hidrogenacién catali
tica; si bien, nos encontramos de nuevo con el problema de

la escasa solubilidad de los productos 53 v 54 en los disol-

ventes habituales.

La hidrogenolisis de 54 no fue posible en ninguna
de 1las condiciones ensayadas. La sustancia 53 fue posible
hidrogenolizarla suspendida en 1,4-dioxano y usando paladio
sobre carbén al 10% como catalizador. La reaccidén prospera
lentamente pudiendose aislar 1la sustancia buscada, ;§,

ademas de una sustancia intermedia (65)(Esquema 7).

La sustancia Q§ procede de 53 por hidrogenolisis
del grupo protector de los hidroxilos 4 y 6 del aminoazicar
y del éster bencilico del carboxilo en posicién yde la
D-isoglutamina. La hidrogenolisis posterior del bencilo,
grupo protector del hidroxilo anomérico, conduce al 3-acetil
-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-
L-alanil-D-isoglutamina (26), uno de los objetivos de esta

Tesis Doctoral.
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A la vista de estos resultados, con objeto de mejo
rar los resultados obtenidos en la sintesis de 26 y, por
otra parte, obtener 27, producto final de la serie del

N-octanamido que no se ha podido obtener, se pensdé en una

estrategia diferente.

La nueva estrategia consiste en efectuar, previa-
mente a la condensacidén del Acido activado con el dipéptido,
una eliminacidén parcial de los grupos protectores. Efectiva-
mente, la hidrogenacidén controlada de los ésteres metilicos
40 y 41 conduce a la eliminacién exclusiva del grupo bencili
deno, rindiendo respectivamente la 3-acetil-2-metoxicarbo-
nil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi- o -D-glucopiran)-{2,3-d|-oxazo-
lidina (55) y la 2-metoxicarbonil-3-n-octanoil —(1-O-bencil
-2,3-didesoxi- @ -D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (58) (Es-
quema 8). Con fines de caracterizacidén, a partir del compues
to 55, se obtiene su derivado dibenzoilado (i]) (Esquema 8).
Asimismo, como era interesante disponer para su estudio de
modelos sencillos, totalmente desbloqueados, se procedid
a la total hidrogenacidén de 55y Eﬁ para obtener los compues

tos §§ y §9 (Esquema 8).
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Los ésteres metilicos parcialmente desbloqueados
55 y 56 se convierten en 4dcidos por saponificacién (NaOH 1N)
y posterior neutralizacidén (resina catidénica), y se activan
por el método usual (NHS, DCC). De nuevo,la reaccidén de con-
densacién se estudia inicialmente para productos simples y
para el isémero L-alanil-L-isoglutamina. Asi, a partir de §§
por saponificacidén, neutralizacién, éctivacién y posterior
condensacién con el éster etilico del clorhidrato de 1la
L-alanina origina el derivado 60. La condensacién de los
acidos activados obtenidos a partir de 55 v 56 con el éster
bencilico del paratoluensulfonato de L-alanil-L-isoglutamina
(isémero no natural), origina los productos 62 y 63. Final-

mente la condensacién con el dipéptido natural origina los

compuestos esperados 61 y 64 (Esquema 9).

Efectivamente, y como se esperaba, los productos
Q} y 04, analogos a 53 y 54 donde el grupo bencilideno ha
sido eliminado, son mucho mds solubles en los disolventes

habituales, pudiéndose ahora efectuar 1la hidrogenolisis sin

problemas de solubilidad.

La hidrogenolisis de 61 disuelto en metanol con
Pd-C (10%) como catalizador conduce con aceptable rendimien-
to al buscado compuesto 26 (Esquema 10). Asimismo, se ha ais

lado como producto intermedio el 3-acetil-(1-O-bencil-2,3-

didesoxi-o-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-ala
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nil-D-isoglutamina (Q§).

Tampoco en esta ruta ha sido posible la obtencién
de 27, estando la hidrogenolisis del bencil glic6sido proba-
blemente afectada a causa del impedimento estérico que supo-
ne no solamente el anillo de oxazolidina formado en la posi-

ciéon 2 y 3 del aminoazucar, sino la presencia de la cadena

grasa de 8 Atomos de carbono y la cadena peptidica.
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IT.3.2.2. Sintesis de 3-acetil-(2,3-didesoxi-1-O-metil-g-D-
glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglu~
tamina y de 3-acetil-(4,6-di-0O-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-me-
til- e -D-glucopiran)-}|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-

D-isoglutamina.

Como se expuso en la parte de Objetivos (II.3.1.),
la sintesis de metil glicésidos de los andlogos rigidos del
MDP se disefié6 con 1la finalidad de fijar la estructura de
piranosa para que estos compuestos mantuviesen, en lo refe-
rente al anillo de azlcar,la forma del compuesto natural,

MDP (1).

Ir.3.2.2.1. Sintesis de 3-acetil-(2,3-didesoxi-1-O-metil-
8 -D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-iso

glutamina.

En la primera fase de la sintesis se introducen
los grupos que van a bloquear los diferentes hidroxilos,
bien de una forma permanente o temporal. Asi, mediante trata
miento de wuna suspensidén de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa
(31) en metanol seco, en presencia de resina catidnica (for-
ma dcida), se obtiene el metil 2-acetamido-2-desoxi- g-D-glu

copirandsido (99)%061 cual, tratado con benzaldehido en pre-
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sencia de cloruro de cinc, conduce al metil 2-acetamido-4,6-

. . . .. 91
O-bencilidén-2-desoxi- 8 -D-glucopiranésido (67) (Esquema 11)

CHZOH CHZOH
0 0
HO e 5 HO
HO HO
OMe
H,OH
HNAc HNAc
31 66
~ —~
ii
\
Ph 0
0
- - ’, O
i= MeOH/Resina Catiédnica HO
ii- C¢H CHO/ZnCl, OMe
HNAc
67
~

ESQUEMA 11

En la segunda fase de sintesis, en la que se trata
de formar el anillo de oxazolidina, se hace reaccionar la

sustancia 67 con la sal sédica del acido dicloroacético, en

~
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presencia de hidruro sédico, obteniendose la 3-acetil-2-car-
boxi-(4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0O-metil-8 -D-glucopiran
)-12,3-d|-oxazolidina (68) con buen rendimiento. Con el fin
de caracterizar el acido, se obtiene su éster metilico (92)

por reaccién con diazometano (Esquema 12).

7
ClZCHCOOH/NaH
68 Y
COOH
CH,N,
Ph 0
0
OMe
69 Y
COOMe

ESQUEMA 12
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En 1la tercera fase de sintesis se estudia la con-
densacién de 68 con el dipéptido natural por la ruta habi-
tual de activacidén (NHS y DCC) y condensacion con el parato-
luensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-isoglutami-
na, obteniéndose el éster bencilico de 3-acetil-(4,6-0O-ben-
cilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil- 8 -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxa-

zolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (29) (Esquema 13)

Ph 0
0]
0]
0 OMe
68 NAc
H COOH
NHS, DCC
pCH3C6H4503—L—Ala—D—isoTln
CO0OBn
Ph
OMe
70 NAc
H CO0-L-Ala-D-isoG1lnCOOBn

ESQUEMA 13
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En la Gltima fase de sintesis se estudia la elimi-
nacién de los grupos protectores presentes en 70; un grupo
bencilideno que bloquea 1los hidroxilos 4 y 6, y un éster
bencilico que bloquea el aminodcido terminal. Ambos grupos
sensibles a 1la hidrogenolisis <catalizada por Pd-C (10%).
Efectivamente, la hidrogenolisis de 70 conduce en estas con-
diciones al esperado 3-acetil-(2,3-didesoxi-1-0O-metil-B -D-
glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglu-
tamina (28) (Esquema 14), otro de los objetivos de esta

Tesis.

~J
o

//Aiiii;:::;‘;;:§b//OMe
%?
7 L D

CONH-CH-CONH-CH-CONH,,
I |

CH CH
3 | 2
.

COOH

ESQUEMA 14
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I1.3.2.2.2. Sintesis de 3-acetil-(4,6-di-O-n-butil-2,3-dide
soxi—l—O—metil—a—D—glucopirén)—l2,3—d|~oxazolidin—2—carbonil

-L-alanil-D-isoglutamina.

En este compuesto (%9) se auna la presencia del
anillo de oxazolidina con el mantenimiento de la forma de
piranosa por bloqueo del hidroxilo anomérico en forma de
metil glicdésido. La introduccién de cadenas alifaticas en
forma de éter en la posiciones 4 y 6 le comunica una mayor

lipofilia.

La primera fase de obtencidn de 29 consiste en
la preparacidon del metil 2-acetamido-4,6-di-O-n-butil-2-de-
soxi-~ @ -D-glucopiranésido (76), sustancia clave en esta sin-

tesis.

Por tratamiento de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa
(%}) con cloruro de hidrégeno metandélico a reflujo se obtie-
ne el metil 2-acetamido-2-desoxi-& -D-glucopirandsido (Z;?%
el cual por reaccidén con benzaldehido en presencia de cloru-
ro de cinc conduce al metil 2-acetamido-4,6-0O-bencilidén-
2-desoxi- o -D-glucopirandsido (Zg)? La reaccién de esta ul-
tima sustancia con cloruro de bencilo en condiciones de
transferencia de fase, utilizando bromuro de tetrabutilamo-
nio como catalizador, produce el metil 2-acetamido-3-0O-ben-

108
cil-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-® -D-glucopiranésido (73), sus
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tancia en la que todos los hidroxilos estdn bloqueados (Es-

quema 15).
¢H,0H CH, OH
0 0
MeOH/HC1
HO o / S HO
HO
H,OH
HNAc HNAc
%} 71 OMe
C6H5CHO/ZnC12
Ph O ' 4
0
)
HO
72 HNAc
OMe
C1Bn/NaOH
Ph 0
0
0
BnO
HNAc
Z§ OMe

ESQUEMA 15
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La hidrdlisis del grupo benzal de la sustancia
73 con acido clorhidrico en acetona, seguida dé la reaccidn
del compuesto parcialmente desbloqueado (Zéfogon un exceso
de bromuro de n-butilo en 1,4-dioxano y en presencia de NaH,
conduce al metil 2-acetamido-3-0O-bencil-2-desoxi-4,6-di-0O-
n-butil- o -D-glucopiranésido (73), 1la hidrogenolisis del
cual (H2 en presencia de carbodon paladiado) rinde finalmente

la sustancia buscada (Zg) (Esquema 16).

La segunda fase de la sintesis consiste en la for-
macién del anillo de oxazolidina, lo cual se realiza por
reaccién de 76 con la sal sédica del 4cido dicloroacético
en 1,4-dioxano y en presencia de hidruro sédico. Se obtiene
de esta manera la 3-acetil-2-carboxi-(4,6-di-O-n-butil-2,3-
didesoxi-1-0-metil-o-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (77).
Como siempre, y con objeto de estudiar mejor esta molécula,
el Acido ZZ se convierte en éster metilico (Z§) por trata-

miento con diazometano (Esquema 17).

En 1la tercera fase de sintesis se estudia la con-
densacidén con el dipéptido natural por la ruta habitual de
activacién (NHS y DCC) y posterior condensacién con el para-
toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-isogluta-
mina en presencia de trietilamina para liberar la base, obte
niendose el éster bencilico de 3-acetil-(4,6-di-O-n-butil-

2,3-didesoxi-1-0-metil- a-D-glucopiran)-{2,3-d|-oxazolidin-2
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-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (Esquema 18) (79).

0
Ph CH,OH
O 2
0
0 i HO
—_—
BnO BnO
HNAc HNAc
73 OMe 74 OMe
ii
CHZOBu
0
BuO iii
HO p
HNAc
76 OMe 75 OMe

Bu= CH,CH,CH,CH i= HCl/acetona ii= BrBu/NaH iii= H2/Pd

3

ESQUEMA 16
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En la Gltima fase de sintesis se estudia la elimi-
nacién del Gnico grupo protector presente en 79 (éster benci
lico del aminoadcido terminal). Por saponificacidén a tempera-
tura ambiente y posterior neutralizacidén con resina catidni-
ca, se obtiene 1la 3—acetil—(4,6-di—0—n—butil—2,3—didesoxi—
1-0-metil- o -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L--
alanil-D-isoglutamina (29), G4ltimo de los objetivos de esta

Tesis Doctoral (Esquema 18).

Por wGltimo y dado a que ya se disponia del éster
metilico del B-metil glicésido (69)(Esquema 12), se prepa-
ré, con objeto de comparacidén de sus espectros de RMN y de
masas, el andlogo o-metil glicésido (81). Por reaccidén de
la sustancia 72 con la sal sédica del 4cido dicloroacético
en presencia de hidruro sédico, se obtiene el acido 80, el

cual se convierte en 81 por el método habitual (CHZNZ) (Es-

quema 19).

Por otra parte, la activacién de 80 (NHS, DCC) y
posterior condensacién con el clorhidrato del éster etilico
de 1la L-fenilalanina, conduce finalmente a la sustancia §;

(Esquema 20).
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IT1.3.3. CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA DE RMN

Para el estudio estructural por espectroscopia
de RMN de los compuestos descritos en esta Tesis los dividi-

remos en tres apartados.

En primer lugar se estudia la estructura de los
compuestos obtenidos por reacciéon de N-acilglucosaminas con
dcido dicloroacético en medio basico, con la posicidén anomé-
rica bloqueada en forma de glicbésido (@ -bencilo, a-metilo o
B-metilo) y las posiciones 4 y 6 bien en forma de bencilidén
~acetal o de di-n-butiléter. Es decir, se trata de estudiar
la reaccidén clave de formacidén del anillo de oxazolidina en
aquellos compuestos bien obtenidos directamente de esta
reaccién, o bien sus ésteres metilicos por tratamiento de
los acidos con diazometano (Figura 8, Tabla 3) y posterior

desbloqueo.

=~

Figura 8§ H COR
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TABLA 3

R' R R’ R

37  PhCH CH, a-Bn OH
40  PhCH CH, a-Bn OCH,
41 PhCH (CH, )6CH3 a-Bn OCH,
42 PhCH  (CH,), CH,  o-Bn QCH3
55 H CH, a-Bn OCH,
56 H (CH, ) ¢ CH, a-Bn OCH,
57 Bz CH, a-Bn OCH,,
58 H CH, H OCH,
59 H (CH,)(CH, H OCH,
69  PhCH CH, B-Me OCH ,
Z§ Bu ‘ CH3 a-Me OCH3
81  PhCH CH, a-Me OCH,

En segundo lugar se consideran los compuestos
obtenidos por condensacidén con amoniaco o aminoacidos

(Figura 8, Tabla 4).
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TABLA 4

R1 R2 R 3 Rl*
4§ PhCH CH3 a-Bn NH2
%& PhCH CH3 a-Bn GlyCOOEt
%é PhCH CH3 a-Bn L-A1aCOOEt
Qé PhCH CI-I3 a-Bn L~-ValCOOEt
ez PhCH CH3 a-Bn L-PheCOOEt
4§ PhCH (CH2)6CH3 a-Bn GlyCOOEt
42 PhCH (CH2)6CH3 a-Bn L-AlaCOOEt
59 PhCH CH3 a-Bn Gly
53 PhCH (CH2)6CH3 a-Bn L-Ala
§§ PhCH CH3 a-Me L-PheCOOEt

En tercer

y ultimo lugar se estudian todas aque-

llas sustancias obtenidas por condensacién con el dipéptido

L-alanil-D-isoglutamina (Figura 8§, Tabla 5).
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TABLA 5
Rl R2 R3 R4
53 PhCH CH3 a-Bn L-Ala-D-is0G1lnCOOBn
9} H CH3 o -Bn L-Ala-D-is0G1lnCOOBn
éﬂ H (CH2)6CH3 a -Bn L-Ala-D-isoG1lnCOOBn
95 H CH3 o -Bn L-Ala~-D-isoGln
%9 H CH3 H L-Ala-D-isoGln
29 PhCH CH3 B -Me L-Ala-D-isoG1lnCOOBN
a§ H CH3 8 -Me L-Ala-D-isoGln
Z? Bu CH3 a -Me L-Ala-D-isoGlnCOOBn
%? Bu CH3 a -Me L-Ala-D-isoGln

Para mayor comodidad, los espectros registrados y
sus diferentes ampliaciones se recogen en un Apéndice aparte
numerados como Figura n-A, donde n es un nimero Natural des-

de el uno en adelante.
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1H-RMN a 200 MHz efectuados sobre

Los estudios de
el acido 3-acetil-2-carboxi-(1-O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3
-didesoxi- @ -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (g]) y su és-
ter metilico (@9), ofrecen espectros complejos donde practi-
camente todas las sefiales se desdoblan. Las sefiales que mas
acusan el desdoblamiento son el protén anomérico, el metini-
co de la oxazolidina, el metilo del grupo acetamido, el meti
leno del bencil glicdésido y el metilo del éster metilico
cuando se trata de la sustancia 49.

En la Tabla 6 se recogen los desplazamientos quimi
cos, asignaciones y multiplicidad de diferentes sefales de-
tectadas en los espectros de las sustancias 37 y 40.

1H—RMN del acido 3-acetil-2-carboxi

El espectro de
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- @ ~-D-glucopiran)-
|2,3-d|-oxazolidina (é])(Figura 1-A) muestra a campo alto
dos seflales asignadas al metilo de la amida en posicién C2
del azlcar; ambos singuletes a 1,86 y 1,95 ppm se encuentran
en una proporcién de 2:1 aproximadamente. Este hecho singu-
lar que puede apreciarse en otras sefiales del espectro, puede
deberse a la existencia de una mezcla de isdémeros configura-

cionales en la proporcidén 2:1, o bien al efecto rotacional

de la amida.



TABLA 6
Datos de H-RMN de los compuestos 37 y 40 (DMSO—dé, TMS, 200 MHz)
Compuesto Ar PhCH Hﬂ%& H1 H2 H4 OCHN COOCH3 CH3CO
4,73 5,39s 3,89t 5,76s 1,95s
sistAB
37 7,39m  5,73s
4,65 5,65sa 3,87t 5,29s 1,86s
sistAB
4,73 5,80d 3,88t 5,83s 3,78s 1,95s
sistAB
40 7,38m  5,74s 3,61dd
4,65 5,72d 3,86t 5,42s 3,67s 1,87s
sistAB

-vo1-
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A 3,88 ppm encontramos un triplete de doblete que
interpretamos como dos tripletes a 3,87 y 3,89 ppm respecti-
vamente, asignables al protén H4 del azdcar, con una constan
te de acoplamiento de 9,9 Hz. Este hecho se estudia mas dete

nidamente en los prodéximos espectros comentados.

Con un desplazamiento quimico de 4,69 ppm aparece

un conjunto de ocho sefilales asignadas a dos sistemas AB
correspondientes a los protones del metileno del bencil-
glicésido. Los diferentes sistemas se encuentran centrados
uno a 4,65 ppm y otro a 4,73 ppm con una constante de acopla

miento geminal de 11,7 Hz.

Entre 5 y 6 wunidades de desplazamiento quimico
aparece un conjunto de cinco sefiales con una integral conjun
ta para tres protones. La asignacidén de estas sefilales se
dan en base a experimentos efectuados y comentados posterior
mente. Se asigna un singulete a 5,73 ppm para el protén meti
nico del grupo protector bencilideno, en posicidén 4 y 6 del
azlcar. Se asignan dos singuletes para el protdn metinico
de 1la oxazolidina en posicién alfa a los dos heteroatomos,
con unos desplazamientos de 5,29 y 5,76 ppm respectivamente.
Se asignan dos sefiales al protén anomérico a 5,65 y 5,89
ppm; ninguna de las dos sefiales muestran acoplamientos apre-
ciables, aunque en posteriores registros de productos deriva

dos de éste se observan acoplamientos compatibles con la
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estructura o —glicosidica de la sustancia, como a continua-

cioén veremos.

A campo bajo, a 7,39 ppm aparece un multiplete
debido a los diez protones aromdticos de los grupos protecto

res.

El espectro de 1H—RMN de 2-metoxicarbonil-3-acetil
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)-
|2,3-d|oxazolidina ({9)(Figura 2-A) muestra a campo alto las
dos sefiales asignables al metilo de la amida a 1,95 y 1,87
ppm; ambos singuletes aparecen con una proporcién relativa
aproximada de 2:1. Conservando esta misma proporcidén apare-
cen dos singuletes a 3,78 y 3,67 ppm asignados al metilo

del éster metilico.

A 3,61 ppm se detecta un doble doblete asignado a
H2; muestra dos constantes de acoplamiento conforme a lo es-

perado para este protén (J 2,5Hz y J 9,7Hz). A 3,88

2,3

y 3,86 ppm aparecen dos tripletes que como en el espectro

1,27

anterior lo asignamos a H4 (J= 9,7Hz).

A 4,69 ppm aparece un conjunto de siete sefiales
debidas a dos sistemas AB que como en el espectro anterior

se asignan a los protones de metileno del bencil-glicésido.
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Una sefial centrada a 4,73 ppm y la otra a 4,65 ppm, con una

constante de acoplamiento geminal de 11,7 Hz.

A campo bajo aparecen cinco sefiales entre 5 y 6
unidades de desplazamiento quimico con una integral conjunta
para tres protones. El singulete a 5,74 ppm se asigna al
protén metinico del grupo bencilideno. Los singuletes a 5,83
y 5,42 ppm al protdén metinico de la oxazolidina. Las dos
sefiales restantes son dos dobletes a 5,90 y 5,72 ppm con

una constante de acoplamiento (J ) de 2,5 Hz. El1l valor

1,2
de esta constante es el esperable para un andémero alfa. En

la Figura 3-A se muestra una ampliacidén de estas cinco sefia-

les.

A campo bajo, como era de esperar, se encuentra
un multiplete a 7,38 ppm debido a los diez protones aromati-

cos de ambos grupos protectores.

Como ya se ha comentado, la duplicidad de muchas
de 1las sefiales puede deberse bien a la existencia de dos
diasteroisdmeros, o bien a la rotacidén parcialmente impedida
de la amida. Para conocer cual de las dos situaciones es
la real, se procedié a efectuar un estudio de 1H-—RMN a dife-

rentes temperaturas. El estudio se realizd sobre una muestra
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de 3-acetil-2-metoxicarbonil-(1-O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,
3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (49) en DMSO-
d6 a 200 MHz a las temperaturas de 202, 502, 802, 1109, 145¢
y 150°C. En este tipo de experimentos caben dos posibilida-
des: wuna, que no se modifiquen los registros con el aumento
de 1la temperatura, y otra, que colapsen las sefiales simpli-
ficandose considerablemente el espectro. En el primer caso
estariamos ante dos compuestos diferentes, ofreciendo cada
uno un conjunto de sefiales en las proporciones relativas en
que estos se encuentren en la mezcla; ambos productos serian
diasteroisdomeros. En el segundo caso estariamos ante un solo
producto con dos posibilidades conformacionales extremas, de
tal forma que con ayuda de calor la barrera energética para
el libre giro pueda ser sobrepasada, y donde en un principio
aparecen dos sefiales debidas a dos conférmeros, colapsan a

una unica sefial.

Los registros a 20, 50 y 8092C se muestran en la
Figura 4-A. Se aprecia claramente como los dos singuletes a
campo alto asignados al metilo de la amida a 202C, colapsan
gradualmente hasta un singulete aun ancho a 802C. Lo mismo
ocurre con los singuletes asignados al metilo del éster meti
lico a 20°C (3,67 y 3,78 ppm). E1 doble sistema AB del meti-
leno del grupo bencilo (4,65 y 4,73 ppm)(Figura 2-A) colapsa
a 802C a un tnico sistema AB (Figura 5-A). Los dos tripletes

asignados a H4 a 3,58 y 3,80 ppm respectivamente (ver Figura
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2-A) colapsan a un Gnico triplete; este hecho es el que nos
diferencia esta sefial a 202C de un triplete de doblete, que

seria su multiplicidad evidente (Figura 5-A).

El sistema de cinco picos que se definen entre 5
y 6 ppm para tres protones a 20°2C, comienza a desdibujarse
con la tenperatura para solo aparecer dos sefiales a 809C;
s6lo el singulete del protén metinico del grupo protector
bencilideno permanece sin alterarse con el incremento de

la temperatura (Figura 5-A).

Los registros a 110, 145 y 1502C vienen recogidos
en las Figuras 6-A, 7-A y 8-A. E1 detalle mas interesante
modificado en el espectro a 1102C se encuentra a campo bajo;
entre 5 y 6 ppm aparecen ahora tres sefiales perfectamente
asignables. La sefial mas desapantallada es un doblete asigna
da al protdn anomérico; el singulete mas desapantallado es
debido al protén metinico del grupo protector bencilideno;
la tercera sefial, no visible a 809C, es debida al protdn
metinico de la oxazolidina. Los registros a 145 y 1502C mues
tran un conjunto de sefiales bien definidas y resueltas, pu-
diéndose ahora resolver todos los protones de la sustancia
{9. En la Tabla 7 se recogen los desplazamientos quimicos,

multiplicidad y constantes de acoplamiento de la sustancia

40 a 19 y 145°C.
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TABLA 7
1
Datos de "H-RMN del compuesto 40 a 20%y 145¢C (DMSO—dé, ™S, 200 MHz)
Compuesto Ar Phcg PhCﬂz H1 H2 H3 H4 HS5 HO H6” OCHN COOCH3 CH3CO
Sist. AB
4,73 5,90d 3,88t 5,83s 3,78s 1,95s
J 11,7Hz JI,ZZ’,SHZ J4,59,7HZ
40
7,38 5,74s 3,61d
209C
Sist. AB
4,65 5,72d 3,86t 5,42s 3,67s 1,87s
J 11,7Hz J1’22,5HZ J4,59,7HZ
40 Sist. AB
7,36m 5,71s 4,73 5,83d 3,53dd 4,26t 3,90t 3,66ddd 4,13dd 4,06dd 5,58s 3,77s 1,92s
1 oC
45 J 11,8Hz J1,22,9HZ J2’39,9HZ J3,49,9Hz J4’59,9Hz J5’64,3HZ JG,G'Q’BHZ
g,1H
Y5 677107
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A partir de los registros a 145 y 1502C, comparan-
dolos «con el registro a 20¢C y apoyéndonds en una experien-
cia de doble resonancia, hemos podido diferenciar los proto-
nes H3 y H4, asi como el sistema ABX formado por H6, HO6  y
H5. En la Figura 9-A se muestra el experimento de doble re-
sonancia donde se irradia el protdénm H2 a 1452C. Se observa
como el doblete a 5,53 ppm correspondiente a Hl colapsa a
singulete, y no asi el triplete a 3,90 ppm; tal hecho de
muestra que la sefial a 4,26 corresponde a H3 y la sefial a
3,90 ppm a H4; esta htltima sefial a 20°C aparece como un tri-
plete de doblete aunque, como ya hemos comentado, son dos

tripletes.

El sistema ABX formado por H6, H6  y H5 queda
completamente resuelto. H6 a 4,14 ppm aparece como doblete
de doblete con una constante de acoplamiento geminal de 9,8
Hz (Jé,é‘) y otra gauche de 4,6 Hz con H5; esta sefial queda
bien resuelta en el experimento de doble resonancia (Figura
9-A). H6"a 4,05 ppm aparece como doble doblete (Figura 9-A)
con una J5,6':8’7 Hz. H5 a 3,66 ppm aparece como doble doble
te de doblete, presentando dos constantes de acoplamiento
grandes, por su situacidénanti frente a H6 'y H4 (J5,6'8’75
9,9Hz) y otra pequeila por su situacion gauche respecto a

T4,
H6 (J5 6 4,6Hz)(Figura 7-A).
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Cuando sometemos el sistema ABX a un andlisis de

93 . . o
segundo orden obtenemos para H6 un desplazamiento quimico
de 4,06 ppm y para H6 de 4,13 ppm. Las constantes de acopla-

miento adoptan 1los valores de 4,3 Hz para J 6 Y de 9,1 Hz
3

5
para JS 6" Como era de esperar, la constante de acoplamien-
3
mayor crece sobre el valor medido directamente (J5 6" 8,7 —
b

9,1 Hz) vy la menor se reduce (J 6 4,6—> 4,3 Hz). También

5
los desplazamientos quimicos se ven afectados respecto a
las medidas tomadas directamente sobre el espectro: H6  pasa
de 4,14 a 4,13 ppm ( Av= 1,4 Hz) y H6 pasa de 4,05 a 4,006ppm
( Av= 1,5 HZ), haciéndose menor la diferencia en el desplaza

miento quimico de las dos sefiales, de acuerdo con lo espera-

do.

Todo este conjunto de datos espectroscdpicos con-
firma 1la existencia de un solo diasteroisdémero de los dos
posibles enunciados en la Figura 9. Ante tal evidencia solo
cabe cuestionarse cual de los dos posibles diasteroisodmeros
se origina en la formacidn de la oxazolidina. Planteamos
este tema en funcidén de las diferentes posibilidades de esta
bilizacién de los precursores de la oxazolidina en las condi

ciones en las que transcurre la formacidon de la misma.
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La condensacidén de acido dicloroacético con cual-
quiera de los aminoazlcares convenientemente bloqueados
(bencil 2-acetamido(octanamido, palmitamido)-4,6-0O-bencili-
dén-2-desoxi- @ -D-glucopiranésido) conduce a la obtencidn de
diferentes Aacidos "N-acil-oxazolidin derivados". En princi-
pio es de esperar en cada reaccién la formacién de los dos

diasteroisbémeros posibles (Figura 9).

Ph 0 Ph 0
0 0
0 0
0] 0
NCR NﬁR
i
0 OBn O OBn
H COOH- HOOC H

n= 0 37

R= (CHZ)nCH3 n= 6 %?

n= 14 39

Figura 9
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La condensacién de la N-acetil-D-glucosamina conve
nientemente protegida (bencil 2-acetamido-4,6-0O-bencilidén-
2-desoxi-a-D-glucopiranésido, %g) con el Acido dicloroacéti-
co, se realiza en 1l,4-dioxano seco y un exceso de hidruro
s6dico a temperatura de reflujo. En estas condiciones se
produce el ataque nucleofilico del alcéxido formado sobre
el dicloroacetato sédico, originandose un intermedio con
un nuevo centro quiral. En principio no es de esperar ningu-
na estereoselectividad en la creacidén de este nuevo centro

(Figura 10).

Ph

OBn < OBn

Cl Co0~ H

Figura 10

Un nuevo ataque nucleofilico por parte del nitré-
geno amidico, en posicién C2 del azucar, sobre el nuevo cen-

tro quiral préximo, origina la formacidén de dos oxazolidinas



Ph

_.]_]_5_

diasteroisoméricas (Figura 11).

Ph

NAc NAc
OBn 0Bn

Figura 11

El protdén oxazolidinico del nuevo centro quiral
generado se encuentra en posicién alfa respecto a un grupo
carboxilico y a ambos heterodtomos de la oxazolidina. Ello,
unido al ambiente fuertemente basico proporcionado por el
hidruro sédico excedente y a la temperatura de reflujo de la
mezcla de reaccién, facilita la formacién de un carbanidn.
La especie idnica originada adoptard aquella estructura que
mejor pueda estabilizarse, siendo ésta la precursora del

producto resultante.
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La estr;ctura propuesta para dicha especie ofrece
ademas del efecto electrdnico estabilizador propio de los
carbaniones o respecto a un grupo carboxilo, un efecto elec
trénico estabilizador secundario. Para que se produzca el
efecto estabilizador estereoelectrdnico es necesario que
los orbitales moleculares involucrados en el efecto eétén
adecuadamente orientados en el espacio. Tal efecto debe ser

compatible con una sola de las especies.

En la Figura 12 se presentan las dos posibles espe
cies. La "especie A" con el par de electrones carbanidnicos
dispuesto en un orbital ecuatorial, y la "especie B" con
el par de electrones en un orbital axial al plano que define
la molécula. La ‘'"especie A", precursora del nuevo centro
quiral de notacidon S, puede estabilizar el par de electrones

no compartidos con el orbital molecular sigma antienlazante

(g %) del enlace C3-0. En cambio, la "especie B" no puede
ofrecer efectos estabilizantes de esta naturaleza debido

a la orientacidén espacial de los orbitales ¢* en torno al par

de electrones no compartidos.

En base a los efectos estabilizadores comentados,
la estructura que proponemos para el Gnico diasteroisémero
que se aisla de la reaccidén, es aquella en la que el nuevo
centro quiral es de notacidn S; sustancia que procede direc-

tamente por protonacién de la "especie A".
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ESTRUCTURA B (Q)

Figura 12
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Cabe pues ahora plantearse si la sustancia aislada
es compatible con la quiralidad de la molécula hatufal (aci-
do N-acetilmuramico). El1 Acido N-acetilmuramico natural es
un éter en posicidén C3 de la N-acetil-D-glucosamina con el
acido D-lictico (de notacidén R). Si comparamos la proyeccién
de Fischer del derivado D-lactico natural con la del diaste-
roisomero sintetizado propuesto (Figura 13), comprobaremos
que ambas estructuras, aunque de notaciones diferentes (natu
ral R y propuesto S), son ambas estructuras D. Puede obser-

varse en la Figura 14 la compatibilidad de ambas estructuras

desarrolladas.
COOH COOH
H 0-C3 H 0-C3
!
(N-acetilglucosamina)
CH3 AcN-C2
R(D) S(D)
Acido N-acetilmuramico Estructura propuesta

Figura 13
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Ac

CH
3H

COOH

Acido N-acetilmurdmico

Estructura propuesta

Figura 14
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La misma reaccién de condensacidn para la obten-
cién de la oxazolidina, cuando se efectia con N-acil deriva-
dos grasos de la D-glucosamina conduce a sustancias que pre-
sentan comportamientos espectroscéopicos similares a los co-
mentados.

El espectro de 1H—RMN de 2-metoxicarbonil-3-n-octa
noil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-o -D-glucopi-
ran)-|2,3-d|-oxazolidina (4}) (Figura 10-A) (Tabla 8), reali
zado en DMSO—d6 a 200 MHz, muestra a campo alto las sefiales
caracteristicas de la cadena grasa. A 0,85 ppm un pseudotri-
plete que corresponde al metilo terminal de la cadena alqui-
lica; a 1,21 ppm un singulete ancho asignado a los protones
de 1los cuatro metilenos terminales de la cadena; a 1,39 ppm
una sefial ancha debida al metileno en 8 al carbonilo; a 2,26
y 1,9 ppm se detectan los protones diasterotdépicos del meti-

leno en a al carbonilo.

A 3,66 y 3,78 ppm aparecen dos singuletes que se
asignan al metilo del éster metilico. A 3,88 ppm un triplete
que, como en la sustancia 40 se asigna a H4 (J4’5 10,2 Hz).
A 4,67 ppm se detecta el metileno del bencilo como un multi-
plete de 7 picos, por lo que claramente debe estar afectado

de desdoblamiento.
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Entre 5 y 6 ppm se observa un conjunto de 5 sefia-
les que, por analogia con la sustancia {9 va estudiada, se
interpretan como sigue: el protdn anomérico se desdobla en
dos sefiales a 5,93 yv 5,71 ppm, quedando su multiplicidad sin
resolver; el protén metinico del bencilideno aparece como
singulete a 5,74 ppm y, finalmente, el protdén metinico de

la oxazolidina se desdobla en dos singuletes a 5,84 y 5,42

pPpm.

A campo bajo (7,38 ppm) aparecen los diez protones

aromaticos de ambos grupos protectores.

Se ha estudiado el espectro de 1H—RMN de la sustan
cia é} a 90eC en DMSO—d6 (Figura 17-A). Como era de esperar,
las sefiales se simplifican, quedando ahora la zona entre 5 y
6 ppm con tan solo tres sefiales que corresponden una al pro-
tén anomérico (a campo mis bajo), otra al protdén metinico
del bencilideno y la Gltima al protén metinico de la oxazoli
dina (a campo mis alto). Este conjunto de sefiales (entre 5 y
6 ppm) puede compararse con los espectros a 80 y 1102C de 1la
sustancia ép (Figuras 5-A y 6-A) observandose que la situa-
cién del espectro de la sustancia 4} a 909C es intermedia a
la situacidén de los espectros de la sustancia 40 a 80 y 110¢
En la Figura 17-A puede observarse perfectamente resuelto el
sistema AB del metileno del bencilo y un unico singulete pa-

ra el metilo del éster.
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EL espectro de 1H—RMN de 2-metoxicarbonil-3-palmi-
toil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a -D-glucopi-
ran)|2,3-d| -oxazolidina ({3)(Figura 11-A)(Tabla 8) a 200 MHz
en C13CD, muestra a campo alto las sefilales esperadas para la
cadena grasa. A 2,03 ppm aparece la sefial correspondiente al
metileno en @ al carbonilo, y a 1,65 ppm la del metileno
en B. A 1,27 ppm aparece un singulete ancho correspondiente
a los 12 metilenos (24 protones) restantes de la cadena gra-
sa; el metilo de la cadena éparece a 0,90 ppm como un pseudo

triplete.

A 3,54 y 3,64 ppm aparecen dos dobles dobletes
asignables a H2 con una constante de acoplamiento de acuerdo

con su disposicidn gauche (J 2,8 Hz) respecto al protédn

1,2°

anomérico, y otra anti (J 9,8 Hz) respecto al protdén H3.

2,3

El metilo del éster metilico aparece como dos sin-
guletes a 3,76 y 3,90 ppm. El sistema AB del metileno del
bencilo aparece como un conjunto de siete picos a 4,67 ppm

por lo que debe estar afectada de desdoblamiento.

A 6,07 ppm se encuentra el doblete esperado para

el protdén anomérico (J 2,8 Hz). A 5,59 ppm un singulete

1,2
debido al protdn metinico del grupo protector bencilideno.

A 5,51 y 5,49 ppm aparecen dos singuletes debidos al protodn

metinico de la oxazolidina. A 7,36 ppm los 10 H aromaticos.



TABLA 8
Datos de 1H—RMN de los compuestos 40, 41 y 42 (DMSO—dé, TMS, 200 MHz)
Compuesto Ar PhCH PhCﬂ_2 H1 H2 H4 OCHN COOCH3 CH3CO CHZ(a) CHZ(B) (CH2)n CH3
Sist. AB
4,73 5,90d 3,88t 5,83s 3,78s 1,95s
J11,7Hz Jl’22,5Hz J4159,7Hz
40 7,38m 5,74s 3,61dd
~ J_ .9,7Hz

Sist. AB 2,3

24,65 5,72d 3,86t 5,42s 3,67s 1,87s

J 11,7Hz J1,22,5Hz J4’59,7Hz

5,93 5,84s 3,78s
Sist. AB
41 7,38 5,74s 4, 67% 3,88t 2,26y 1,90 1,39 1,21s 0,85t
~ J4 510,2Hz
5,71 ! 5,42s 3,66s
3,54dd 5,51s 3,90s
o J2,39,8Hz
Sist. AB
42 7,36 5,59 L,67% 6,07d 2,03 1,65 1,27s 0,90t
-~ J, .2,8H
C1,CD 1,2°"
3,54dd 5,49s 3,76s
J2’39,8HZ
* Sefial afectada de desdoblamiento

-£21-
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13C—RMN de los pro-

El estudio espectroscépico de
ductos 40, 41 y 42 confirma los resultados obtenidos por
espectroscopia de 1H—RMN.

13C—RMN de 3-acetil-2-metoxi-

Asi, el espectro de
carbonil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-gluco
piran)-|2,3-d|-oxazolidina ({9) en DMSO—d6 a 50 MHz a 20°C,
muestra duplicidad para prdacticamente todas las sefiales de
los carbonos del producto en mayor o menor grado (Figura
12-A). Cada seiial desdoblada aproximadamente guarda una rela
cién de 2:1 como era de esperar, de tal manera que es posi-

ble asignar separadamente las sefiales de los carbonos de

los distintos conférmeros (Tabla 9).

Cuando se compara el espectro del producto 49 con
el espectro del aminoaziicar precursor de éste (bencil 2-ace-
tamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi- o -D-glucopirandsido, %u)
(Figura 13—A;?%;§ observa la presencia de tres nuevas sefia-
les. Una desdoblada a 78,00 y 76,25 ppm asignada al metilo
del éster; otra desdoblada a 86,71 y 85,62 ppm debida al
carbono metinico de 1la oxazolidina, en posicién o con los
heteroatomos del anillo oxazolidinico; y otra nueva sefial

desdoblada a 167,29 y 167,02 ppm asignada al carbonilo del

éster metilico.



TABLA 9

Datos de 13C--RMN del producto {9 a 202y 145¢C (DMSO—dé, TMS, 50 MHz)
Compuest.o C1 C2 C3 C4 C5 co OCHN CON COo0 OCH3 EH3C0 <C::>%€ Ar PhCh PhCH2
40
~ 96,73 52,72 64,49 79,13 60,13 69,71 86,71 168,20 167,29 78,00 22,35 137,58 129,45 100,42 69,97
20eC a a
136,81 126,00
405
~ 98,03 53,59 64,88 79,74 60,57 70,59 85,62 167,73 167,02 76,25 22,22 137,58 129,45 100,42 67,97
20°C a a
136,81 126,09
40
~ 97,68 51,71 64,53 79,36 60,33 70,27 85,77 ---166,79-—- 76,53 21,24 127,14 128,12 100,10 67,62
145°C
a
125,45

Sefiales del conférmero en mayor proporcioén
" " " " menor proporcién

-Sz1~



~126-

El registro de un experimento APT muestra la inver
sién de seis sefiales (Figura 14-A), las correspondientes a
los carbonos carbonilicos (de éster y de amida), las dos co-
rrespondientes a los carbonos cuaternarios aromaticos, y las
dos correspondientes a los carbonos secundarios (C6 y CH2 de

bencilo).

Cuando se efectla un registro a 145°C, como era
de esperar, todas las sefiales desdobladas colapsan a una so-
la (Figura 15-A). Los desplazamientos quimicos de las sefla-

les se recogen en la Tabla 9.

El espectro de 13C—RMN de 2-metoxicarbonil-3-n-oc-
tanoil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopi
ran)-|2,3-d|-oxazolidina (41), efectuado en DMSO-d¢ a 50 MHz
y a 20°C, presenta las mismas caracteristicas que el espec-
tro de 1la sustancia 49 en las mismas condiciones de regis-
tro. Observiandose 1los tres nuevos carbonos de la molécula:
el carbono metinico de la oxazolidina a 86,82 y 85,18 ppm,
el carbono del metilo del éster a 78,00 y 76,19 ppm y, final
mente, el carbonilo del éster a 167,99 y 167,40 ppm (Figura-

16-A).
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Los desplazamientos quimicos de las seilales y sus
asignaciones propuestas se recogen en la Tabla 10, diferen-
ciando las seflales del conférmero mayoritario del que se en-

cuentra en menor proporcién en las condiciones de registro.

El espectro de 13C—RMN de 2-metoxicarbonil-3-palmi
toil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- o -D-glucopi-
ran)-|2,3-d|-oxazolidina (42), efectuado en DMSO-d6 a 50MHz
y 209C, muestra la misma situaciodon de desdoblamientos que
presentan las sustancias 40 y 41 ya estudiadas (Figura 18-A),
observandose los tres nuevos carbonos de la molécula: el car
bono metinico de la oxazolidina a 86,80 y 85,17 ppm, el car-
bono del metilo del éster a 77,91 y 76,07 ppm y, finalmente,

el carbonilo del éster a 167,97 y 167,39 ppm.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales y sus
asignaciones propuestas se recogen en la Tabla 10, diferen-
ciando las sefiales del conférmero mayoritario de aquel que
se encuentra en menor proporcidén en las condiciones de regis

tro.



TABLA 10

Datos de 13C—RMN de los compuestos 41 y 42 (DMSO—dé, TMS, 50 MHz)

Comp. Ct Cc2 C3 C4 C5 C6 OCHN CON CO0 OCH3 OLCH2 (CHZ)n CH3 @-‘/ Ar Ph_C_H Pthz
41% | 96,46 52,43 64,24 79,02 59,74 69,25 86,82 170,90 167,40 78,00 33,17 31,29 14,07 137,52 129,10 100,45 68,79
a a a
22,17 136,60 126,29
41 | 98,05 53,24 64,54 79,64 60,35 70,32 85,18 169,86 167,99 76,19 33,89 31,29 14,07 137,52 129,10 100,45 67,75
a a a
22,17 136,60 126,29
42% | 96,47 52,43 64,24 79,00 59,74 69,27 86,80 170,88 167,39 77,91 33,15 31,43 14,08 137,25 129,10 100,43 67,59
a a a
22,23 136,62 126,28
42%%| 98,05 53,24 64,52 79,61 60,35 70,31 85,17 169,83 167,97 76,07 33,89 31,43 14,08 137,25 129,10 100,43 67,69
a a a
22,23 136,62 126,28
Sefiales del conférmero en mayor proporcion

" " menor proporcion

_SZI_
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Los valores tabulados para los desplazamientos qui
micos de las sustancias 40, 41 y 4}, ofrecen una situacién
muy similar, dando la sensacidén de que el aumento en longi-
tud de la cadena alquilica no influye notablemente en la pro

porcidén de las diferentes poblaciones de conférmeros.

La distribucién del equilibrio de los isémeros
geométricos syn y anti (respecto al oxigeno del carbonilo)
en amidas asimétricas N,N-disustituidas en disolucidén, pare-
ce depender tanto de factores estéricos como electrénicog.
Cuando se trata de alquilamidés, los efectos electroénicos
son poco importantes comparados con los estéricos, de tal
forma que cuando el sustituyente R-CO es grande (o mayor que
el hidrégeno), el grupo mas voluminoso de la amida se dispo-
ne en 8yn respecto al oxigeno carbonilico. Este hecho fue
puesto de manifiesto por LaPanche95 en base al orden de tama-
fio de R: alquilo> CH3> 0> H.

Basindonos en los desplazamientos quimicos e inten
sidades de las diferentes sefiales desdobladas y segun los
antecedentes bibliograficos consultados, puede determinarse
qué conférmero corresponde a cada una de las poblaciones de-

13

tectadas por espectroscopia de C-RMN.

96,97

Segun G. C. Levy y G. L. Nelson, los carbonos

unidos directamente al nitrégeno de las amidas, estan someti
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dos a diferentes efectos estéricos y anisotrépicos debido
a la rotacién del carbonilo, de tal manera que, para cada

13

par de picos (en C-RMN), la resonancia a campos mas altos

corresponde al carbono en syn respecto al oxigeno del carbo-

nilo 38101

Si atendemos al desplazamiento quimico de los car-
bonos unidos directamente al nitrégeno de la amida en las
sustancias 40, 41 y 42 (Figura 15), obtendremos los siguien-

o~ —~

tes resultados:

a) Desplazamientos quimicos de C2:

Sustancia : 40 41 42

Conférmero mayoritario: 52,72 52,43 52,43

Confdérmero minoritario: 53,59 53,24 53,24

Por lo que C2 y el carbonilo deben estar en dispo-

sicién syn en el conférmero mayoritario (Figura 16).

b) Desplazamientos quimicos‘de OCHN:

Sustancia : 40 41 43

o~

Conférmero mayoritario: 86,71 86,82 86,80

Conférmero minoritario: 85,72 85,18 85,17
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Por lo que el carbono metinico de la oxazolidina
(OCHN) y el carbonilo deben estar en disposicién anti en el

conférmero mayoritario (Figura 16).

o~
= 2
S
<@ o o
o ~
- > -
™ o~
™~ @O
~ e NP
@O
© @

Figura 15

Ph--< 0 | Ph--< o
0

-OBn --0Bn
0 N
\\// \\r/ \
R \ 0
COOCH COOCH3
Conférmero mayorltario Conférmero minoritario
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Si consideramos la estructura espacial de estas mo
léculas, es comprensible esperar que las voluminosas cadenas
grasas se alojen en la zona de menor compresidén estérica de
la molécula, hecho que se deduce de las apreciaciones reali-

zadas sobre los desplazamientos quimicos de C2 y OCHN.

En la Figura 17 se muestra una representacién espa
cial de las estructuras de los dos conférmeros. Puede obser-
varse que el conférmero A, minoritario, puede presentar ade-
mas interacciones electrdénicas que impidan la estabilizacién
del conférmero. Mas adelante se presentarin sustancias que
estabilizan mejor el conférmero A, por la posibilidad de for

mar un puente de hidrdégeno intramolecular.

CONFORMERO A — CONFORMERO B

R 0
C/ |
NN
O 0

o) 5 ¢

O, 6 N

CH30 0 CH50

Figura 17
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Cuando la reaccidon de condensacién para la obten-
cién de la oxazolidina se lleva a cabo con los @ y B metil-
glicosidos de la N-acetil-D-glucosamina, se obtienen produc-
tos cuyos ésteres metilicos muestran comportamientos espec-
troscoépicos muy diferentes a 202C. Asi, mientras el 3-acetil
-2-metoxicarbonil-(1-0-metil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-
a-D-glucopiréan)-|2,3-d|-oxazolidina (81) y el 3-acetil-2-me-
toxicarbonil-(1-0-metil-4,6-di-0O-n-butil-2,3-didesoxi- o -D--
glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (78) muestran el mismo tipo
de desdoblamientos presentados por los o-bencilglicésidos
comentados hasta ahora. En cambio, el 3-acetil-
2—metoxicarbonil—(1—O—ﬁetil—4,6—O—benci1idén—2,3—didesoxi—8—
D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (69) no presenta sefiales

dobles a 209C (Tabla 11).

El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbonil
-(1-0-metil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-B8 -D-glucopiran)--
-]12,3-d|-oxazolidina (69) (Figura 19-A) (Tabla 11) efectuado
a 200 MHz en DMSO-dg a 20°2C, muestra a campo alto un unico
singulete para el metilo de la amida (2,11 ppm). A 3,50y

3,72 ppm aparecen dos singuletes que se asignan respectiva-
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TABLA 11
Datos de 1H—RMN de los compuestos 6’9, 31y f§ (TMS)
Compuesto Ar PhCH H1 H2 H5 H6 H6’ OCHN  COOMe OMe CH 3CO ( CH2 ) 3 CH 3
69
DMS0-d, 7,38n 5,725 5,13 3,30t 3,45  4,28dd 3,87t  5,58s  3,72s 3,505  2,lls L .
200 MHz
o Iy B THE 8, THe Jg 30 0Hz Jg o 10,042
Jg 10,042
5,72d 2,065
81 )
~ J ,5Hz
C1,CD 1,2
80 MHz 7,381 5,60s 5,47s 3,79 3,47s _ _
202C 5, 34d 1,93s
DI
5,70d 3,81s 3,425 2,05s
78
/¢ Iy P2 THz
Cl1,CD
3 5,455 1,49 0,92t
80 MHz - - ‘
20°C 5,30d 3,77s 3,40s 1,93s
3y Q2T
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mente al metilo glicosidico y al metilo del éster. A 3,89
ppm un triplete asignable a H6  con una constante de aéopla—
miento de 10 Hz; esta seilal y el doble doblete a 4,28 ppm
asignado a H6 se resuelven en base a experimentos de doble
resonancia que comentaremos mas adelante; el doble doblete
muestra una constante de acoplamiento compatible con la dis-

posicidn gauche de H6 respecto a HS (J5 6= 5 Hz) y otra de

2

10 Hz compatible con Jé 6"
s
Entre 5 y 6 ppm aparecen tres sefiales para tres
protones. Un singulete a 5,72 ppm asignado al protdn metini-
co del bencilideno; otro singulete ancho a 5,58 ppm asignado
al protén metinico de la oxazolidina. A 5,13 ppm un doblete
con una constante de acoplamiento de 8,7 Hz asignado al pro-

tén anomérico y compatible con la estructura anomérica 8 .

A campo bajo aparecen los cinco protones aromati-

cos correspondiente al grupo protector bencilideno (7,38ppm)

Cuando se registra el espectro de Qg a 90°C (Figu-
ra 20-A) se observa que algunas sefiales se resuelven mejor
que a 209C, como ocurre con el singulete del protdén metinico
de la oxazolidina, pero eﬁ ningun caso se observan simplifi-

caciones de sefiales.

Un experimento de doble resonancia efectuado a
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902C sobre el doSIete del protdén anomérico (5,13 ppm) hace
que el triplete a 3,30 ppm colapse a doblete (Figura 21-A)
lo que demuestra que se trata de H2. Una irradiacidon poste-
rior del doble doblete asignado a H6 (4,28 ppm) hace que se
modifique profundamente el triplete a 3,89 ppm (Figura 22-A)
lo que demuestra que se trata de H6 ; también queda modifica
da en este experimento una sefial a 3,45 ppm lo que la hace
compatible con H5, aunque su multiplicidad no es evidente
debido a la deformacién a la que se ve sometida por el sola-

pamiento con la sefial del metilo anomérico a 3,50 ppm.

El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbonil
-(1-0-metil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)--
-12,3-d|-oxazolidina (81) (Figura 23-A) (Tabla 11) efectuado
a 80 MHz en C13CD a 20°C, muestra a campo alto dos sefiales
asignadas al metilo de la amida (2,06 y 1,93ppm, singuletes)
con una proporcidén aproximada de 3:2. A 3,47 y 3,79 ppm apa-

recen dos singuletes asignados respectivamente al metilo

glicosidico y al metilo del éster.

Entre 5 y 6 ppm encontramos cuatro sefilales para
una integral conjunta de tres protones. A 5,60 ppm encontra-

mos un singulete asignable al protdn metinico del grupo pro-



_137_

tector bencilideno; a 5,47 ppm otro singulete (ancho) asigna
do al protén metinico de la oxazolidina. A 5,72 y 5,34 ppm
aparecen dos dobletes asignados al proton anomérico, con una

constante de acoplamiento (J 2,5 Hz) acorde con la es-

1,2°

tructura anomérica ao.

A campo bajo, a 7,38 ppm, aparecen los cinco proto

nes aromaticos del grupo protector bencilideno.

Espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbonil-
(4,6-di-0-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-metil-oa-D-glucopiran)-|2,
3-d| -oxazolidina (Z§) efectuado en C13CD a 80 MHz (Figura
24-A) (Tabla 11), muestra a campo alto las sefiales caracte-
risticas de las cadenas de n-butilo; a 1,49 ppm el multiple-
te ancho debido a los seis metilenos de ambas cadenas; a

0,92 ppm un triplete muy deforme asignado a los metilos ter-

minales de las dos cadenas.

A 2,05 y 1,93 ppm aparecen dos singuletes debido
al desdoblamiento del metilo de la amida. Asimismo, el meti-
lo glicosidico y el del éster metilico se desdoblan en dos
singuletes; el primero a 3,42 y 3,40 ppm y, el segundo, a

3,81 y 3,77 ppm.
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El proton anomérico se escinde en un par de doble-
tes, uno a 5,70 ppm y el otro a 5,30 ppm, mostrando una cons

tante de acoplamiento de 2,7 Hz (J ). E1 protdén metinico

1,2

de la oxazolidina aparece como un singulete a 5,45 ppm.

Estudiamos a continuacidén, dentro de este mismo
apartado, diferentes sustancias obtenidas a partir de las
anteriores (ésteres metilicos) con diferente grado de pro-

teccion.

El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbonil
-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidi-~
na (éé) (Figura 25-A) obtenido en DMSO—d6 a 80 MHz (Tabla
12), muestra a campo alto las seflales caracteristicas del
metilo de 1la amida desdoblado en dos singuletes a 1,88 y
1,82 ppm. A 3,76 y 3,65 ppm aparecen dos singuletes asigna-
dos al metilo del éster. A 4,65 ppm aparece el sistema AB
del metileno del bencilo, aunque su integral es compatible
para tres protones. Al deuterar (Figura 26-A), la sefial de

dicho sistema se simplifica considerablemente.

Entre 5 y 6 ppm aparece un conjunto de varias sefia
les integradas para tres protones que al deuterar (Figura

26-A) se hace compatible para dos protones, definiéndose dos



TABLA 12

1
Datos de H-RMN de los productos 55 y 57 (DMSO—dé, T™S)
Compuesto Ar CHZPh H1 H2 H4 OCHN OCH3 CH3C0 OH4 y OHO
5,74d 5,70s 3,76s 1,88s
ilé Sis. AB J1’22’7HZ
80 MHz 7,35 4,65 5,6 y 4,65
20eC
5,55d 5,30s 3,65s 1,82s
J1,22,7HZ
5,92d V 5,57t 5,84s 3,79s 1,96s
57 J1 22,7Hz J=9,6Hz
’“”H Sis. AB ’
200 7 a8 4,77
o
202C J2= 11,5Hz
5,77d 5,54t 5,kls 3,68s 1,87s
J1,22,7HZ J=9,6Hz
57 Sis. AB .
200 MHz 7 a8 24,78 5,86d 3,69d 5,58t 5,58s 3,77s 1,94s -
1450C J = 11,5Hz J1’22,9Hz J2’39,7Hz J3,49,7Hz

-6L1-
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singuletes a 5,70 y 5,30 ppm asignados al protén metinico de
la oxazolidina, y dos dobletes a 5,74 y 5,55 ppm asignados
al protdén anomérico con una constante de acoplamiento de

2,7 Hz (J ).

1,2
A campo bajo (7,35 ppm) se detecta la sefial de los

cinco protones aromaticos del bencilo.

El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbonil
~-(1-0-bencil-4,6-di-0-benzoil-2,3-didesoxi- a-D-glucopiran)-
|2,3-dl-oxazolidina (52) (Figura 27-A) (Tabla 12) efectuado
en DMSO—d6 a 200 MHz, muestra a campo alto las seflales carac
teristicas del metilo del grupo acetamido, dos singuletes a
1,96 y 1,87 ppm. A 3,79 y 3,68 ppm dos singuletes asignados
al metilo del éster. A 4,77 ppm el sistema AB formado por
los protones metilénicos del bencilo, presentando una cons-

tante geminal de acoplamiento de 11,5 Hz.

Entre 5 y 6 ppm aparece un conjunto de seis sefla-
les para tres protones (Figura 28-A). A 5,92 y 5,77 ppm se
detectan dos dobletes con una constante de acoplamiento de

2,9 Hz (J ) asignados al protén anomérico; a 5,84 y 5,41

1,2

ppm dos singuletes debidos al protdén metinico de la oxazoli-

dina; finalmente un multiplete centrado a 5,55 ppm que se
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resuelve en dos tripletes a 5,57 yv 5,54 ppm respectivamente,
presenta una constante de acoplamiento de 9,6 Hz y se asigna

al protdén H4.

Cuando se registra el espectro a 1452C todas las
sefiales desdobladas a 202C colapsan a una sola (Figura 29-A)
(Tabla 12). A 1,94 ppm aparece el singulete para el metilo
del grupo acetamido. Se detecta el protdén H2 como un doble
doblete a 3,69 ppm con una constante de acoplamiento de 2,9
Hz (J1,2 ) y otra de 9,7 Hz (J

debido al metilo del éster.

2 3). Un singulete a 3,77 ppm

Entre 4 y 5 ppm aparece el sistema AB del metileno
del bencilo (4,78 ppm) con una constante de acoplamiento
geminal dé 11,5 Hz; y dos multipletes a 4,51 y 4,17 Hz debi-
dos al sistema ABX formado por los protones H6, H6  y H5, y

al proton H3.

Entre 5 y 6 ppm aparece un doblete a 5,86 ppm debi

do al protén anomérico (J 2,9 Hz); un singulete a 5,58

1,27
ppm asignado al protdén metinico de la oxazolidina y un tri-

plete a 5,51 asignado a H4 con una constante de acoplamiento

de 9,7 Hz.

A campo bajo aparecen las sefiales de los protones

aromaticos (7 a 8 ppm).
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El espectro de 1H—RMN de 3—acetil—Z—metoxicarbonil
-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (§§) efec-
tuado en DMSO—d6 a 200 MHz (Figura 30-A), muestra un conjun-
to de seflales muy complejas debidas, por una parte, a la
posibilidad de establecerse el equilibrio entre los andémeros
o y B8 origindndose dos sefiales para cada protén considerado
y, por otra, al desdoblamiento originado en cada sefial por
la existencia del equilibrio rotacional de la amida, con
una velocidad de interconversidén baja a la temperatura de

registro (209C).

Este conjunto de consideraciones hace que para ca-
da protdén se puedan predecir hasta cuatro sefiales con sus
multiplicidades y constantes de acoplamiento correspondien-

tes.

Efectivamente, las sefiales mas evidentes del espec
tro, asignables a los metilos del grupo acetamido y del és-
ter metilico, aparecen como varios singuletes. Entre 1,9 y
2,1 ppm aparecen hasta cuatro singuletes para el metilo del
grupo acetamido; el singulete ancho a 2,00 ppm es el princi-
pal. Entre 3,6 y 3,7 ppm se detectan hasta tres singuletes

para el metilo del éster.
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Entre 4 y 6 ppm aparece un conjunto de muchas sefia
les pequenas de dificil asignacién. Entre 6 y 7 ppm un con-
junto de tres seniales (6,32; 6,50 y 6,70 ppm) que desapare-
cen al deuterar (Figura 31-A). En el espectro deuterado apa-
recen entre 5 y 0 ppm varios singuletes compatibles con el
protéon metinico de la oxazolidina (5,02; 5,31l; 5,33 y 5,52
ppm) y dobletes compatibles con el protén Hl del andémero
a (6= 5,96 ppm; J1,2: 3,6 Hz) v B (6= 5,24 ppm; Ji,2: 8,1Hz)

Cuando se efectuan registros a 379C del producto
deuterado (Temperatura Corporal Media= 36,89C)8%Figura 32-A)
el aspecto general del espectro difiere con respecto a los
tomados a 209C; apareciendo sefiales nuevas o modificandose
las proporciones relativas de las sefiales a 202. Un hecho
especialmente interesante se observa a campo bajo, a 9,32
ppm aparece un singulete asignable a un protdn de aldehido.
Circunstancia que no es de extrafiar si se considera que el
anillo de oxazolidina tensiona la estructura hemiacetalica
del anillo de piranosa, favoreciendo el aumento de temperatu
ra el equilibrio del hemiacetal hacia su forma abierta. Este
hecho, como hemos comentado con anterioridad en los Objeti-
vos (II.3.1.) y en la seccidén II.3.2.2, nos indujo a propo-

ner la sintesis de los metil-glicosidos §§ y 29.
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1
El espectro de ~H-RMN de 2-metoxicarbonil-3-n-octa
noil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo-

lidina (ig) efectuado en C1.CD a 80 MHz (Figura 33-A) (Tabla

3
13), muestra a campo alto las sefiales caracteristicas de
la cadena grasa. A 1,95 ppm un triplete debido al CH2 en po-
sicién a al carbonilo de la amida; a 1,58 ppm una sefial poco

resuelta asignada al CH_, en posicién g al carbonilo; a 1,24

2
ppm la sefial debida a los 5 metilenos restantes de la cadena

grasa. E1l metilo terminal se detecta a 0,87 ppm como un tri-

plete deformado.

A 3,71 ppm aparece el singulete del metilo del
éster. A 4,64 ppm las sefilales debidas al metileno del benci-
lo, con una integral compatible para tres protones y, como
ocurre con su analogo 55 (Tabla 12), esta sefial incluye un

protén hidroxilico.

Entre 5 y 6 ppm se detectan dos sefiales; un doble-
te a 5,98 ppm con una constante de acoplamiento de 2,8 Hz
asignada al protén anomérico; un singulete a 5,50 ppm asigna-
do al protén metinico de la oxazolidina, poseyendo una inte-
gral compatible con dos protones y como ocurre en la sustan-

cia 55, esta sefial incluye un protén hidroxilico.
Yand

A 7,32 ppm aparece la sefial debida a los cinco pro

tones aromaticos.



TABLA 13

H-RMN de los productos 56 y 59 (80 MHz, TMS)

Datos de
Compuesto Ar CHZPh H1 OCHN OHO OCH3 CH2 a CH2 B (CHZ)S CH3
56
~ 7,31m 4 64 5,98d 5,50s 3,71s 1,95t 1,58 1,24s 0,87t
(:13(:D J. .2,8H
1,270
§2
mSO-d() L . 5,62 5,20s 5,06t 3,64s 2,30t 1,47 1,20s 0,82t

-Sv1-



-146-

El espectro de 1H—RMN de 2-metoxicarbonil-3-n-octa
noil-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (§9)
efectuado en DMSO-—d6 a 80 MHz (Figura 34-A) (Tabla 13), mues
tra a campo alto las seflales caracteristicas de la cadena
grasa. A 2,30 ppm el triplete del CH2 en posicién o al carbo

nilo de 1la amida; a 1,47 ppm la sefial del CH, en posicidn

2
g al carbonilo; 1los cuatro metilenos restantes de la cadena

grasa se incluyen en un singulete ancho a 1,20 ppm; el meti-

lo terminal se detecta como un triplete a 0,832 ppm.

A 3,64 ppm aparece un singulete debido al metilo
del éster. A 5,20 ppm otro singulete asignado al protén meti
nico de la oxazolidina. El protdén anomérico es compatible
con una sefial ancha detectada a 5,62 ppm, quedando su multi-
plicidad sin resolver. A 5,006 ppm aparece un triplete que
desaparece al deuterar (Figura 35-A) compatible con el hidro

xilo en posicidén 6 del azucar.
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En segundo lugar, se estudia a continuacidén las
sustancias obtenidas por condensacidén con amoniaco o aminoa-
cidos derivadas de diferentes acidos. Tales sustancias soh
las sumarizadas en la Tabla 4, dispuestas por orden crecien-

te de su numero localizador.

Derivados del dcido 3-acetil-2-carboxi-(1-O-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo

lidina (37).

El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-2-carboxamido-
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- @ -D-glucopiran)-
-12,3-d|-oxazolidina (ég) (Figura 36-A) (Tabla 14) efectuado
en DMSO—d6 a 20°C, muestra a campo alto dos singuletes debi-
dos al metilo de 1la amida en posicidén C2 del aminoazucar
(1,90 y 1,84 ppm). Entre 5 y 6 ppm aparecen cuatro seiiales
integradas para tres protones; un doblete a 5,88 ppm con
una constante de acoplamiento de 2,8 Hz asignado a Hl; un
singulete a 5,72 ppm debido al protén metinico del grupo
protector bencilideno 7y, dos singuletes con una proporcidn
relativa de 3:1 asignado al protdén metinico de la oxazolidi-

na (5,44 y 5,24 ppm).

A campo bajo se detecta el multiplete de los diez
protones aromaticos (7,40 ppm) y dos sefiales para los proto-

nes E y Z de la amida a 7,92 y 7,062 ppm.



TABLA 14
Datos de 1H—RMN de los productos 43, 44 y 50 (DMSO—d6, 80 MHz, TMS)
Compuesto Ar PhCH PhCH, H1 OCHN CH3CO Aminoacido* OCEZCH3 OCH2C§3
NH2
sist. AB 5,b44s 1,90s HE 7,92s
43 7,40m 5,72s 4,65 5,88d
-~ J1 22,8Hz 5,24s 1,84s HZ 7,62s
NH glicina
sist. AB
44 7,35m 5,72s 4,66 5,89d 5,58s 1,90s 8,93t 4,10c 1,20t
~ 2
J°11, 84z J1’22,7Hz JHQ’NHS,OHZ Jen o 7,1Hz
273
NH glicina
Sist. AB
50 7,35m 5,72s 4,66 5,89d 5,58s 1,90s 8,85t
-~ 2
7 2
J 11,7Hz J1,2 ,OHz JHa,NHB’ZHZ

* En el caso de 43: Amoniaco

_8VI._
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El espectro de 1H—RMN del éster etilico de 3-ace-
til-(1-0O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopi--
ran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonilglicina (4&) (Figura 37-A)
(Tabla 14) realizado en DMSO—d6 a 80 MHz, muestra a 1,20 ppm
un triplete debido al metilo del éster etilico de la glicina
(grupo protector) con una constante de acoplamiento de 7,1
Hz con el metileno del mismo grupo protector. A 1,90 ppm
aparece el metilo de la amida como un singulete. El metileno
del éster a 4,10 ppm se observa como cuadruplete con una
constante de acoplamiento de 7,1 Hz. El1 sistema AB del meti-
leno del bencil—glicésido se detecta a 4,660 ppm con una
constante de acoplamiento geminal de 11,8 Hz. A 5,89 ppm el
doblete del protén anomérico con una constante de acoplamien

to de 2,7 Hz (J A 5,72 y 5,59 ppm aparecen respectiva-

1,2)'
mente los singuletes de 1los protones metinicos del grupo

bencilideno y de la oxazolidina.

A campo bajo se detecta el multiplete de los diez
protones aromdticos (7,35 ppm) y el triplete a 8,93 ppm del
proton de la amida de la glicina con un acoplamiento de 8,0

Hz (Jy o, NH)
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El espectro de 'H-RMN de 3-acetil-(1-O-bencil-4,6-
-0O-bencilidén-2,3-didesoxi- a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazoli-
din-2-carbonilglicina (59) (Figura 38-A) (Tabla 14) realiza-
do en DMSO—d6 a 80 MHz, muestra a campo alto y como era de
esperar, el singulete del acetilo de la amida a 1,90 ppm. A
4,66 ppm el sistema AB del metileno del bencilo con una cons

tante geminal de 11,7 Hz.

Entre 5 y 0 ppm aparece un doblete correspondiente
a Hl con una J, , de 2,5 Hz; dos singuletes a 5,72 y 5,58
>

ppm debidos a los protones metinicos del bencilideno y 1la

oxazolidina respectivamente.

A campo bajo se detecta el multiplete de los diez
protones aromdticos (7,35 ppm) y un triplete a 8,85 ppm debi
do al protén de 1la amida de la glicina con una constante

).

de acoplamiento de 8,2 Hz (JH<%NH

El espectro de 1H—-RMN del éster etilico de 3-ace-
til-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi~ a-D-glucopi--
ran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanina (45) (Figura

39-A) (Tabla 15) efectuado en C1,CD, muestra a campo alto un

3

triplete (1,28 ppm) correspondiente al metilo del éster con

una J de 7,2 Hz. A 2,10 ppm un singulete ancho debido
CH, ,CH,



TABLA 15

46 y 47 (C13CD,

80 MHz, TMS)

Datos de 1H—RMN de los productos 45,
Compuesto Ar PhCH PhCH2 Hi OCHN CH3CO Aminoacido OCEzCH3 OCHZCE_3
L-Alanina
NH CH3
Sist. AB
45 7,35m 5,60s 4,69 - 6,02sa 5,h4hs 2,10sa 6,82d 1,44d 4,21c 1,28t
~ 2
J11,7Hz JHa’NH7,4Hz JHa,CH 7,2Hz JCH CH 7,1Hz
3 2 3
L-Valina
NH MeZQE MEQCH
Sist. AB
46 7,35m 5,61s 4,68 6,05sa 5,48s 2,12sa 6,77d 2,12 0,94d;0,92d 4,22¢ 1,28t
6
JHa,NHB’SHZ JCH,CH ,8Hz JCH CH 7,1Hz
3 2 3
L-fenilalanina
CH2
Sist. AB
47 7,34m 5,56s 4,88 5,99sa 5,42s 2,11sa 6,78d 4,72 4,23c 1,26t
JH(;NH7'9HZ JCHZ,CH37’5HZ

-1S1-
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al metilo de la amida.

A 4,21 ppm aparece un cuadruplete asignado al meti
leno del éster con una constante de acoplamiento de 7,1 Hz.
El sistema AB formado por el metileno del bencilo se detecta

a 4,69 ppm (J2 11,7 Hz).

Entre 5 y 6 ppm aparece un singulete ancho asigna-
do a Hl y, otros dos singuletes a 5,60 y 5,44 ppm asignados
respectivamente a los protones metinicos del grupo bencilide

no y de 1la oxazolidina.

A campo bajo aparece el multiplete de los diez pro
tones aromaticos (7,35 ppm) y un doblete a 6,82 ppm corres-

pondiente al protdén de la amida de la L-Ala (J 7,4 Hz),

Ha , NH
sefial que como se observa en la Figura 40-A desaparece al

deuterar.

El espectro de 1H—RMN del éster etilico de 3-ace-
til-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2, 3~-didesoxi- a-D-glucopi--
ran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-fenilalanina (47) (Figu

ra 41-A) (Tabla 15) efectuado en C1_.CD a 80 MHz, muestra a

3

campo alto (1,26 ppm) un triplete con una constante de aco-

plamiento de 7,5 Hz asignado al metilo del éster de la L-
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fenilalanina. A 2,11 ppm un singulete ancho asignado al meti
lo del grupo acetamido. El metileno del éster aparece a 4,23

ppm como un cuadruplete con una J de 7,5 Hz. E1 meti-

CHZ,CH3

leno de la L-fenilalanina se detecta a 4,72 como un singu-
lete ancho ligeramente desdoblado. El metileno del bencilo

aparece a 4,88 ppm observandose solo parte del sistema AB.

Entre 5 y 6 ppm aparecen las sefiales caracteristi-
cas para el protdén anomérico (5,99 ppm), ancho y sin resol-
ver su multiplicidad; el protén metinico del bencilideno,
singulete a 5,56 ppm; el protén metinico de la oxazolidina,

singulete a 5,42 ppm.

A campo bajo se detecta el doblete del protén de

la amida de 1la L-fenilalanina (6,78 ppm, J 7,9 Hz) vy

Hao,NH
los quince protones aromaticos como un multiplete centrado a

7,34 ppm.

El espectro de LH-RMN del éster etilico de 3-ace-
til-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3~-didesoxi-a -D-glucopi--
réan)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-valina (Qé) (Figura

42-A) (Tabla 15) efectuado en C1.CD a 80 MHz, muestra a cam-

3
po alto dos dobletes (0,92 y 0,94 ppm) integrados para seis

protones, asignados a los dos metilos isopropilicos de la
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L-valina, con una constante de acoplamiento de 6,8 Hz. A
2,12 ppm aparece un singulete ancho, algo deforﬁado, integra
do para cuatro protones, esta sefial se asigna al metilo de
la amida y al protdédn metinico del grupo isopropilo de 1la

valina. A 1,28 ppm el triplete del CH, del éster (J= 6,8Hz).

3
El metileno del éster aparece como un cuartete a

4,22 7,1 Hz) y el sistema AB del metileno del

ppm (J
CHZ,CH3

bencilo a 4,68 ppm.

Entre 5 y 6 ppm se detectan tres singuletes; uno
ancho a 6,05 ppm correspondiente al protén anomérico; otro a
5,61 ppm asignado al protén metinico del grupo bencilideno
y un tercero, a 5,45 ppm, debido al protdén metinico de la

oxazolidina.

A campo bajo aparece el multiplete de los diez
protones aromaticos (7,35 ppm) y un doblete asignado al pro-
tén de la amida de la L-valina (6,77 ppm) con un acoplamien-

to de 8,5 Hz (J ).

Ha, NH

De 1los diferentes productos (N-acetil derivados)
expuestos en las Tablas 14 y 15, solo la sustancia 43 presen

ta desdoblamientos en algunas de las seflales como ocurre con
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su andlogo 40 (Tabla 7). Los demas productos obtenidos por
condensacién con los aminodcidos glicina (44), L-alanina
(45), L-valina (46) y L-fenilalanina (47) presentan una Gni-

ca sefilal para cada tipo de protén.

El estudio de 1los espectros de 13C—RMN para el
producto ég predice una mayor abundancia en disolucidn
(DMSO) del Conférmero B (Figura 17), justificado por el
hecho de presentar menores interacciones electrdnicas entre
el carbonilo de la amida, en posicién 3 de la oxazolidina,
y el sustituyente (metoxicarbonil) en posicidén 2. Y por ra-
zones estéricas.

Segun W. E. Stewart94 es posible predecir a partir
de 1los espectros de 1H—RMN el conférmero de que se trata.
Para las N-isopropilamidas los protones metinicos resuenan a
campo mas alto cuando estan en disposicidénanti al oxigeno

carbonilico.

Para la sustancia 40 el desplazamiento quimico del
protén de la oxazolidina sufre un acusado desdoblamiento:
5 42 Conformero mayoritario: 5,42 ppm

Conférmero minoritario: 5,83 ppm

5,83

|

| ,
3|5 E—
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Ello conduce a pensar que el confdormero mayorita-
rio posee el protédn metinico de la oxazolidina enanti con
el oxigeno carbonilico de la amida, hecho que ya se confirmé

13C—RMN.

por espectroscopia de

Si analizamos con el mismo criterio los desplaza-
mientos quimicos del protdén metinico de la oxazolidina en 1la
sustancia 43, se llega a la siguiente conclusidn:

o~

- Conférmero mayoritario: 5,44 ppm

Confdérmero minoritario: 5,24 ppm

5,24

Ello conduce a pensar, en este caso, que el confér
mero en mayor proporcién en el equilibrio posee el protén
metinico de la oxazolidina en disposicidn syn respecto al

oxigeno del carbonilo de la -amida.

Dicho fenémeno se explica por el hecho de que pue-
de establecerse un puente de hidrégeno entre los protones
del grupo 2-carboxamido y el carbonilo del grupo 3-acetamido

como se observa en la Figura 18§.

Este nuevo conférmero, estabilizado por puente de
hidrégeno, posee un exceso de poblaciébn superior al exce

so conformacional mostrado por la sustancia 40 a la misma

—~
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temperatura y en el mismo disolvente. Para la sustancia 40
el exceso conformacional es de 2:1 a favor del Conférmero
B (Figura 17); para la sustancia 43 el exceso es de 3:1 a

favor del conférmero A (Figuras 17 y 18).

CH3
I\

N \\\O

! 0 \
\

i

\
H

o/ N/
\H
Figura 18

Tal preferencia conformacional estabilizada por
puente de hidrdégeno en amidas, formando ciclos de siete ato-
mos, ha sido descrita por B. F. Sagar}OZEllo puede explicar
el hecho de que no se detecten dobles sefiales para los proto
nes de los productos de condensacidén con aminoacidos (4&,
{5, %9 y i]) (Tablas 14 y 15), ya que el NH del enlace pep-
tidico, establecido con cada aminoacido, estabiliza el Con-
formero A por formacidén de puente de hidrdégeno con el carbo-
nilo de la amida en posicién 3 de la oxazolidina. El estable

cimiento del puente de hidrdgeno aludido es analogo a la
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. .. 103,122 o
situacion del compuesto natural (MDP), estableciéndose un

puente de hidrdégeno (tanto en agua como en DMSO) entre el NH
de 1la L-alanina y el carbonilo del grupo N-acetilo en posi-

cidén C2 del aztcar.

Derivados del A4cido 2-carboxi-3-n-octanoil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-o-D-glucopiran)-|2,3-
d|-oxazolidina (§§).

El espectro de 1H—RMN del éster etilico de 3-n-
octanoil-(1-0O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-gluco
pirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonilglicina (48) (Figura

43-A) (Tabla 16) realizado en C1,CD a 80 MHz, muestra a cam-

3
po alto las sefiales caracteristicas de la cadena grasa y el
metilo del éster metilico. A 2,35 ppm aparece un triplete
(Figura 44-A) correspondiente al grupo metileno en o al
carbonilo de 1la cadena grasa; a 1,58 ppm una sefial ancha
(Figufa 44-A) debida al metileno en B al carbonilo; a 1,24
ppm un singulete ancho asignado a los ocho protones de los
cuatro metilenos restantes de la cadena grasa; a 0,87 ppm un

psudotriplete que corresponde al metilo terminal de la cade-

na. A 1,29 ppm se detecta un triplete con una constante de



TABLA 16
Datos de H-RMN de los productos 48 y 51 (80 MHz, TMS)
Compuest.o Ar PhCH  PhCH, Ht OCHN CHz(a) CHZ(B) (Chz)n’CH3 Aminoacido OCE_ZCH3 OCHZQI;I3
Glicina
NH CH2
‘E§ Sist. AB
7,35m 5,60s 4,69 6,02sa 5,54s 2,35t 1,57 1,24sa 0,87t 6,83 4,02d 4,22¢ 1,29t
C13CD
J 5,8Hz J
NH,CH2 CHZ,CH3 6,8Hz
L-Alanina
NH CH3
51 Sist. AB
7,35m 5,73s 4,64 5,90d 5,53s 2,08t i,19sa 0,85t 8,91d 1,30d
IMSO-d, ) 2 —
J 11,6Hz JI,Z ,6Hz JHO!,NH7'6HZ JH).,CH37’5HZ

-651-
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acoplamiento de 7,1 Hz que correspondé al metilo del éster

etilico.

Entre 4 y 5 ppm se observa el metileno del éster

etilico (4,23 ppm) como un cuartete con un acoplamiento de

6,8 Hz (J }); el metileno de la glicina a 4,02 ppm como
CH, ,CH,
un doblete por su acoplamiento con el protén de la amida
(JHa NH 5,8 Hz); el metileno del bencilo formando un sistema
>

AB a 4,68 ppm.

Entre 5 y 6 ppm aparecen tres singuletes asignados
uno al protdén anomérico (6,02 ppm, sefial ancha y mal resuel-
ta), otro al protdén metinico del bencilideno (5,60 ppm) vy,

el Oltimo al protén metinico de la oxazolidina (5,54 ppm).

A campo bajo aparece un multiplete (7,35 ppm) debi
do a los diez protones aromaticos y una sefial poco resuelta

que corresponde al protdén de la amida (6,83 ppm).

Cuando se deutera la muestra (Figura 44-A) desapa-
rece la sefial asignada al protdén de la amida (6,83 ppm) y
se desacopla el metileno de la glicina (4,02 ppm) originando

un singulete a 4,04 ppm.
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El espectro de 1H-RMN de 3-n-octanoil-(1-0O-bencil-
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d[-oxazo
lidin-2-carbonil-L-alanina (5}) (Figura 45-A) (Tabla 16)
realizado en DMSO-d6 a 80 MHz, muestra a campo alto las sefia
les caracteristicas de 1la cadena grasa y del metilo de la
L-alanina. A 2,08 ppm aparece un triplete correspondiente al
grupo metileno en a al carbonilo de la cadena grasa; a 1,19
ppm un singulete ancho debido a los cuatro metilenos termina
les de la cadena grasa; a 0,85 ppm el triplete deformado del
metilo de dicha cadena. A 1,30 ppm aparece el doblete del
metilo de la L-alanina con una constante de acoplamiento de
755 Hz Uy o cn, )

3

Entre 4 y 6 ppm se detecta el doblete del protén
anomérico (5,90 ppm) con un acoplamiento de 2,6 Hz (J1,2)5
un singulete a 5,73 ppm del protdén metinico del bencilideno;
otro singulete a 5,53 ppm del protén metinico de la oxazoli-
dina y, finalmente, el sistema AB formado por los protones

de metileno del bencilo (4,64 ppm, J2 11,6Hz).

A campo bajo aparece un multiplete (7,35 ppm) debi

do a 1los diez protones aromaticos y un doblete a 8,91 ppm

7 ,6Hz)

asignado al protén de la amida de la L-alanina (J
Ho,NH



~-162-

Por Gltimo abordaremos el estudio espectroscoépico
de las sustancias obtenidas por condensacidén con los dipépti
dos L-alanil-D-isoglutamina con diferente grado de protec-
cidén, asi como los productos completamente desbloqueados,
objetivo de esta Tesis. En conjunto, todas estas sustancias

se sumarizan en la Tabla 5 al comienzo de esta seccidn.

Derivados del dcido 3-acetil-2-carboxi-(1-0O-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazo

lidina (&7).

El espectro de 1H—RMN del éster bencilico de 3-ace
til-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi~ a -D-glucopi--
ran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina
(53) (Figura 46-A) (Tabla 17) realizado en DMSO—d6 a 200 MHz
muestra a campo alto diferentes seflales caracteristicas del

. . . 103,10& .
resto de azicar y péptido. si, a 1,35 ppm se detecta el
doblete del metilo de la L-alanina, con una constante de aco

plamiento de 7,2 Hz (J ); a 2,49 ppm el multiplete debi

3

do a los protones Y de la D-isoglutamina. A 1,95 ppm se de-

Ho,CH

tecta el singulete (ancho) del metilo del grupo acetamido.

A 4,79 ppm se encuentra el sistema AB de los proto
nes metilénicos del bencilo en posicidén anomérica, sefial que
por estar afectada de desdoblamiento se observa como un mul-

tiplete.



TABLA 17

Datos de H-RMN de la sustancia 53 (DMSO~d6, 200 MHz, TMS)
Aztcar
Ar CHPh CHZPh H1 OCHN CHBCO
5,98s 5,84s
Sist.AB
7,48m 5,67s 4, 79% 1,95sa
5,78s 5,48s
L-Alanina D-isoGlutamina
NH CH3 NH NH2 CHZ(Y) CHZPh
8,32d 7,38s
1,35d 9,04d 7,29s 2,49m 5,18s
7,62d 7,21s
7.
JH(»NH 8,2Hz JH ,CH3 ,2Hz JHa,NH 7,5Hz

* Sefial afectada de desdoblamiento

_891_
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Entre 5 y 6 ppm aparece el protén anomérico desdo-
blado a 5,98 y 5,78 ppm (sefial poco resuelta,.aparece como
singulete); el protdén metinico de la oxazolidina, singulete
desdoblado a 5,84 y 5,48 ppm; el protdén metinico del bencili
deno, singulete a 5,67 ppm; y, finalmente, el metileno del

éster bencilico, singulete a 5,18 ppm.

A campo bajo se detecta la sefial de los quince pro
tones aromaticos (7,48 ppm), asi como diferentes sefiales
para los protones de amida del resto peptidico}03tres singu-

letes asignados al NH, de la D-isoglutamina a 7,38, 7,29 vy

7,21 ppm; un doblete asignado al NH de la D-isoglutamina

(9,04 ppm) con un acoplamiento de 7,5 Hz (J ); y dos do-

Ho ,NH
bletes asignados al NH de la L-alanina (8,32 y 7,62 ppm) con

).

una constante de acoplamiento de 8,2 ppm (J
H a,NH
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El espectro de TH-RMN del éster bencilico de 3-ace
til—(l—O—bencil—Z,3—didesoxi—a—D—glucopirén)-I2,3—d|—oxazoli
din-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (Q}) (Figura 47-A)
(Tablas 18 y 19) realizado a 200 MHz en DMSO—dé, muestra a
campo alto sefiales caracteristicas del azicar (Tabla 18) y
del péptido (Tabla 19). A 1,25 ppm se detecta el metilo de
la L-alanina como dos dobletes a 1,24 y 1,26 ppm. Dos singu-
letes a 1,79 y 1,85 ppm asignados al metilo del grupo aceta-
mido. Dos multipletes a 1,98 y 2,40 ppm asignados respectiva

mente a los protones de metileno 8 y vy de la D-isoglutamina.

A 3,19 ppm se detecta el protén H2 (o parte de él)

como doble doblete (J 2,7 Hz; J 9,8 Hz). A 4,67 un

2,3

multiplete asignado al metileno del bencilo en posiciédn

1,2

anomérica.

Entre 5 y 6 ppm aparece un complejo sistema de
sefiales (Tabla 18) que se resuelve de la siguiente manera:
a 5,46 y 5,35 ppm dos singuletes asignados al protdén metini-
co de la oxazolidina; a 5,94 ppm parte del protén anomérico

(J 2,7 Hz); a 5,56 ppm un doblete asignado a parte del

1,2

proton OH-4 (JH4 OH 5,9 Hz); las sefiales desdobladas de H1 y
2

OH-4 aparecen solapadas (OH-4 a 5,58 ppm y Hl a 5,55 ppm).

Finalmente un singulete para dos protones debidos a los pro-

tones del metileno del éster bencilico a 5,07 ppm.



TABLA 18
Datos de "H-RMN del resto de azicar de la sustancia 6’& (HVISO~d6, 200 MHz, TMS)
Temperatura Ar CHZPh H1 H2 OCHN CH3CO OH-4
5,94d 5,46s 1,85s 5,66d
202eC 7,35m 4,67 3,19dd
5,55 5,35s 1,79 5,58
JI,Z 2,7Hz J2’3 9,8Hz JHQ,OH 5,9Hz
Sist.AB
145°C 7,32m 4,65 5,70d 3,37dd 5,45s 1,86s 5,00d
2
J  11,5Hz JI,Z 2,7Hz J2,3 9,9Hz JH4,0H 5,9Hz




TABLA 19

Datos de H-RMN del resto peptidico de la sustancia 01 (DWSO—dé, 200 MHz, TMS)
‘ L-Alanina D-isoGlutamina
Temperatura
NH CH NH NH CH,, () H(B) H(8B) CH, Ph
3 2 2 2
8,10d 1,26d 9,10d 7,03s
2,40m - 1,98m —-- 5,07s
20eC
7,50d 1,24d 8,84d 6,76s
JHG,NHS'OHZ JHG,CH37'3HZ JHa,NH7’5HZ
7,40d 1,27d 8,22d 6,57s 2,43t 2,10m 1,95m 5,09s
1452C
JH,CH37’4HZ JHY,HB7'4HZ

_LQI_.
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A campo bajo se detectan las sefiales de los proto-
nes aromaticos (multiplete a 7,35 ppm) y de los protones
de las amidas del péptido. Asi, a 6,76 y 7,03 ppm se detec-
tan dos singuletes debidos al NH del resto de D-isoglutami-
na. A 8,10 y 7,50 ppm dos dobletes asignados al NH del resto

de L-alanina (J 8,0 Hz). A 9,10 y 8,84 ppm se detecta

H o, NH

el NH de la D-isoglutamina como dos dobletes (JH

o, NH 7,5Hz).

Cuando se registra un espectro a 902C de la sus-
tancia 61 (Figura 48-A) se observa que muchas de las sefiales
se simplifican. Son de destacar, a campo alto, el metilo
de la L-alanina que colapsa a un doblete (1,27 ppm); el meti
lo del grupo acetamido colapsa a un singulete a 1,86 ppm;
el CH, -y de la D-isoglutamina que se resuelve como un triple

2
te a 2,43 ppm.

Entre 5 y 6 ppm destaca el protdén anomérico a 5,606
ppm como un "singulete" muy ancho; a 5,44 ppm un singulete,
aun ancho, para el protdon metinico de la oxazolidina; final-

5,9 Hz)

mente el OH-4 como un doblete poco resuelto (J
H4 ,0H

a 5,29 ppm.

A campo bajo es de destacar el NH, de la D-isoglu-

2
tamina a 6,77 ppm como una tnica sefial ancha. Y el NH de

la L-alanina y D-isoglutamina como dos sefiales muy anchas y

poco perceptibles respectivamente a 7,56 y 8,54 ppm.
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Cuando se registra un espectro a 1452C se consigue
resolver aun mas muchas sefiales del espéctro (Figura 49-A)
(Tablas 18 y 19). A campo alto puede ahora diferenciarse
los multipletes debidos a los protones H8 y HB del residuo
de D—isoglutamina}03respectivamente a 2,10y 1,95 ppm. E1
protén H2 queda resuelto como doble doblete a 3,37 ppm con

los acoplamientos de J 2,7 Hz y J 9,9 Hz. El1 sistema

1,2 2,3

AB del bencilo en posicidén anomérica queda bien resuelto con

un acoplamiento geminal de 11,5 Hz, centrado a 4,65 ppm.

Principalmente es de destacar que a campo bajo se
detectan sefilales Unicas para el NH2 del resto de D-isogluta-
mina (singulete a 6,57 ppm) y para el NH del resto de L-ala-
nina y D-isoglutamina (dobletes a 7,40 y 8,82 ppm respectiva

mente) .
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El espectro de 1H—RMN de 3-acetil-(1-0-bencil-2,3-
~didesoxi- a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L--
-alanil-D-isoglutamina (Q§) (Figura 50-A) (Tabla 20) efec-
tuado a 80 MHz en DMSO—dé, muestra a campo alto algunas se-
fiales caracteristicas del azicar y del péptido. A 1,25 ppm

el doblete del metilo de la L-alanina (J 6,9 Hz); a

Ha,CH3

2,03 ppm el multiplete debido al CHZ-Y de la D-isoglutamina.

A 1,81 ppm se detecta el metilo del grupo acetamido.

El metileno del bencilo, grupo protector del hidro
xilo anomérico, se detecta a 4,63 ppm como un multiplete.
Entre 5 y 6 ppm se detectan tres seflales: un doblete mal
resuelto a 5,73 ppm asignado a Hl y dos singuletes (5,53 y
5,30 ppm) asignados al proténm metinico de la oxazolidina.
Cuando se registra el espectro de la sustancia tratada con
D20 (Figura 51-A), la zona comprendida entre 5 y 6 ppm se re
suelve mejor, apareciendo dos dobletes (5,70 y 5,52 ppm)

para H1 (J1 2 2,9 Hz) y dos singuletes para el protdn metini
2

co de la oxazolidina (5,45 y 5,27 ppm).

A campo bajo se detectan los protones de amida del
péptido (Figura 50-A). A 7,20 y 6,95 ppm aparecen dos singu-
letes asignados respectivamente a los protones del NH,de la
D-isoglutamina (protones E y Z)}03a 7,67 ppm el NH de la
L-alanina como un doblete; a 8,86 y 8,65 ppm dos dobletes

mal resueltos asignados al NH de la D-isoglutamina. Todas



TABLA 20

1 .
Datos de "H-RMN de la sustancia 65 y 26 (DMSO—dé, 80 MHz, TMS)
L-Alanina D-isoGlutamina
Compuesto
Ar CH,Ph H1 OCHN CH,CO NH CH NH NH CH, (v)
2 3 3 2 2
5,70d%  5,45s% 8,86 (E)7,20s
7,33m 4,63m 1,81sa 7,67d 1,25d 2,03m
65 '
-~ 5,52d*%  5,27s* 8,65d (Z)6,95s
J1,2 2,9Hz JHG,CH 6,9Hz
3
8,23d 9,50d (E£)7,33s
5,44d*  5,29s% 1,90 1,25d*
26
~ 8,05d 9,22d (7)6,89s
Jl,Z 2,9Hz JHa,CH 7,1Hz
3
* Datos obtenidos por intercambio con DZO

~1L1-
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estas sefiales desaparecen al deuterar (Figura 51-A). Los

protones aromaticos del grupo bencilo se observan a 7,33 ppm

El espectro de 1H-RMN de 3-acetil-(2,3-didesoxi-D-
—glucopirén)—l2,3—d|—oxazolidin—z—carboni1—L-alanil—D-isoglE
tamina (26) (Figura 52-A) (Tabla 20) efectuado a 80 MHz en
DMSO—d6 , muestra a campo alto dos multipletes a 1,25 y 1,90
ppm; el multiplete a 1,25 ppm en el espectro deuterado (Figg
ra 53-A) se resuelve como un doblete con una constante de
acoplamiento de 7,1 Hz, asignado al metilo de la L-alanina

(

); el multiplete a 1,90 ppm queda sin resolver, asig-

3

ndndose conjuntamente al metilo del grupo acetamido y a los

TH o, CH

metilenos B y v de la D-isoglutamina.

Entre 5 y 6 ppm aparece un sistema complejo de
sefiales; en el espectro deuterado (Figura 53-A) se resuelve

el protdén anomérico como un doblete a 5,44 ppm (J 2,9 Hz)

1,2

y el protdén metinico de la oxazolidina a 5,29 ppm.

A campo bajo se detectan varias sefiales de amidas.
Los protones E y Z de la D-isoglutamina (NHZ) a 7,33 y 6,89
ppm respectivamente. E1 NH de la L-alanina poco resuelto
como dos dobletes a 8,23 y 8,05 ppm. Por Gltimo el NH de

la D-isoglutamina como dos dobletes a 9,50 y 9,22 ppm.



_173_

Derivados del A4cido 2-carboxi-3-n-octanoil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)-|2,3-
-d|-oxazolidina (%?).

El espectro de 1H—RMN del éster bencilico de 3-
-n-octanoil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|
-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (64) (Figura
54-A) (Tabla 21) efectuado en DMSO—d6 a 80 MHz, muestra a
campo alto las sefiales caracteristicas de la cadena grasa
las cuales integran la mayor parte de las sefiales del pépti-
do. A 0,83 ppm un triplete deforme debido al metilo terminal
de 1la cadena grasa; a 1,15 ppm un multiplete debido a los
cinco metilenos terminales de la cadena, asi como al metilo
de la L-alanina; a 1,99 ppm un triplete deforme debido al
metileno en a al carbonilo de la cadena grasa. A 2,35 ppm
aparece una sefial compatible con el metileno y de la D-iso-

glutamina.

A 4,60 ppm se detecta el metileno del bencilo en
posicidén anomérica. En el espectro de la sustancia deuterada
(Figura 55-A) se aprecia el sistema AB que forman dichos

protones.

 Entre 5 y 6 ppm aparece el metileno del éster ben-
cilico como wun singulete a 5,08 ppm; a 5,50 y 5,35 ppm dos

singuletes asignados al protén metinico de la oxazolidina;
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a 5,75 ppm un doblete asignado a Hl (J 2,9 Hz). En el

1,2
espectro de la sustancia deuterada (Figura 55-A) la zona
entre 5 y 6 ppm se muestra mis resuelta, pudiendose detectar

otra parte del protdén anomérico a 5,52 ppm incluida en una

de las sefiales del proton metinico de la oxazolidina.

A campo bajo se detectan las sefiales de las amidas

del péptido. Las correspondientes al NH, de la D-isoglutami-

2

na aparecen como dos singuletes, uno para el protén E (7,03
ppm) y otra para el Z (6,60 ppm). El1 NH de la L-alanina apa-

rece desdoblado a 8,00 y 7,60 ppm (J 7,8 Hz). E1 NH de

H o, NH
la D-isoglutamina aparece tambien desdoblado a 9,09 y 8,77

ppm (J 7,4 Hz). Todas estas seflales desaparecen al deute

Ha,NH
rar (Figura 55-A).

Finalmente se detectan los diez protones aromati-

cos a 7,32 ppm.



TABLA 21

Datos de 1H—RMN de la sustancia 64 (DMSO—dé, 80 MHz, TMS)

Azlcar L-Alanina D-isoGlutamina
Ar CHzPh Hi OCHN CHZ(Q) (CHZ)n CH3 NH CH3 NH NH2 CHZ(Y) CHzPh
5,75d 5,50s 8,00d 9,09d (E)7,03s
Sist,AB
7,32nm 4,60 1,99t 1,15m 0,83t 2,35m 5,08s
5,52d* 5,35s 7,60d 9,77d (2)6,60s
7
Iy g 292 Sy Tr82 URALLE

*Dato obtenido por intercambio con DZO

-SL1-
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Derivados del acido 3-acetil-2-carboxi-(4,6-0-ben-
cilidén-2,3-didesoxi-1-0O-metil- B -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxa-

zolidina (éﬁ).

El espectro de 1H—RMN del éster bencilico de
3-acetil-(4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil-B-D-gluco-
piran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina
(ZQ) efectuado a 200 MHz en DMSO—d6 (Figura 56-A)(Tabla 22),
muestra a campo alto un doblete a 1,26 ppm asignado al meti-
lo de la L-alanina (JHa,CH 7,1 Hz); un singulete a 2,03 ppm
correspondiente al metilo3del acetilo; un multiplete a 1,85
ppm asignado al CHZ—B de la D-isoglutamina y un triplete a
2,33 ppm debido al CHy~y del mismo aminodcido, con uﬁa cons-
tante de acoplamiento de 7,3 Hz (JHB,HY)'

A 3,46 ppm aparece un singulete debido al metilo
glicosidico. Entre 5 y 6 ppm aparecen tres singuletes; a
5,72 ppm el protdén metinico del grupo bencilideno; a 5,53
ppm el protdén metinico de la oxazolidina; a 5,06 ppm un sin-
gulete integrado para tres protones, dos debidos al metileno

del éster bencilico y otro al protén anomérico.

A campo bajo pueden observarse las sefiales corres-
pondientes a los protones aromdticos (10 H a 7,37 ppm) y
a los protones de las amidas del péptido. A 7,73 ppm aparece

una seilal ancha no resuelta asignada al protén del NH de



TABLA 22

Datos de "H-RMN de la sustancia 70 (DMSO-dé, 200 MHz, TMS)
Azu\car L-Alanina D-isoGlutamina
Ar CHPh OCH3 H1 OCHN CHSCO NH CH3 NH NH2 CHZ(Y) CHZ(B) CHZPh
(E)7,28s
7,37m 5,72s 3,46s 5,06 5,53s 2,03s 7,73sa 1,26d 8,80sa 2,33t 1,85m 5,06s
(2)7,12s
* 7,1 * 7
JHa,NH8’4HZ JHOL,CH3 ,1Hz Jch,NH ,5Hz JHY,HB7,3HZ
* Medidas efectuadas en un registro a 809C

-LL1-
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la L-alanina; a 8,80 ppm otra sefial poco resuelta y ancha
asignada al protén del NH de la D-isoglutamina. Las sefiales

de 1los protones del NH, de la D-isoglutamina aparecen como

2
dos singuletes a 7,28 ppm para el protén E y a 7,12 ppm para

el 7.

Cuando se efectua un registro a 802C se resuelven
las sefiales debidas a los NH, apareciendo ahora un doblete

para la L-alanina (J 8,4 Hz) y otro para la D-isogluta-

Ha,NH
mina (JHa NH 7,5 Hz). En cambio, las sefiales de los protones
2
del NH2 de la D-isoglutamina colapsan a un solo singulete.

En la Figura 57-A se muestra la porcidn del espectro corres-

pondiente a las amidas a 20 y 80¢2C.

El espectro de LH-RMN de 3-acetil-(2,3-didesoxi-
-1-0-metil~ B8 -D-~glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-
-alanil-D-isoglutamina (§§) (Tabla 23), muestra a campo alto
(Figura 58-A) algunas sefiales del péptido y del aztcar. A
1,24 ppm se observa un multiplete para el metilo de la L-
-alanina. A 2,04 ppm un singulete ancho para el metilo del
grupo acetamido; sefial que destaca entre dos multipletes
centrados a 2,12 y 1,83 ppm asignados respectivamente a los

metilenos Y v B de la D-isoglutamina. A 3,20 ppm aparece



TABLA 23

Datos de "H-RMN de la sustancia .’LS (DMSO—d(), 200 MHz, TMS)
Azucar L-Alanina D-isoGlutamina
H1 OCHN OCH3 CH3CO NH CH3 NH NH2 CH2 (v) CHZ( 8)
7,82d 8,88d 7,00s
4, 46d 5,32-5,45s 3,20s 2,04s2 1,24m 7,19s 2,12m 1,83m
8,12d 9,35d 7,31s
J1,2 8, 3Hz JHG,NH7’8HZ JHOt,NH7’2HZ

-6L1-
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el singulete del metilo en posicidén anomérica.

En 1la Figura 59-A se recoge la porcidén del espec-
tro comprendida entre 4 y 9,5 ppm. Destaca a 4,46 ppm un
doblete compatible con H1 por su acoplamiento de 8,3 Hz
(Jl,z)' A 5,32, 5,35 y 5,45 ppm aparecen singuletes compati-
bles con el protdn metinico de la oxazolidina. A 5,92 ppm

se detecta un protén hidroxilico, sefial poco resuelta que

desaparece al deuterar.

Entre 6,5 y 9,5 ppm aparecen varias sefiales asigna
das a protones de amidas; todas ellas desaparecen al deute-

rar la muestra. Para el NH, del residuo de D-isoglutamina se

2

detectan tres singuletes a 7,00, 7,19 y 7,31 ppm. Para el NH

de este mismo aminoacido se detectan dos dobletes a 8,88 y

9,35 ppm (JH<xNH 7,2 Hz). Finalmente, el NH del residuo de
o

L-alanina se detecta como dos sefiales poco resueltas a 7,82

y 8,12 ppm, una de ellas muestra un acoplamiento de 7,8 Hz

Ty, Nl



-181-

Se han estudiado también los espectros de 13C—RMN
de la serie de los B-metil-glicésidos. Considerando desde el
derivado mas simple (éster metilico del acido totalmente
bloqueado, 99) hasta el producto condensado con el dipéptido
y completamente desbloqueado (sustancia %§).

13C—RMN de 3-acetil-2-metoxicarbo-

El espectro de
nil-(4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil-g-D-glucopiran)
-]2,3-d|-oxazolidina (Q?) (Figura 60-A) (Tabla 24) efectuado
a 50 MHz en DMSO—dé, muestra, como era de esperar para esta
sustancia, sefiales simples para cada uno de los carbonos
considerados. Los diferentes carbonos son asignados conforme
a la 1literatura consultadé?hlw'wsEn la Tabla 24 se recogen
sus desplazamientos quimicos. Las sefiales mis caracteristi-
cas de esta sustancia son los carbonilos (amida y éster) a
169,39 y 167,64 ppm; el carbono metinico de la oxazolidina
en: o a los heteroatomos (OCHN) a 86,46 ppm; el metilo en
posicidén anomérica (67,19 ppm) y el metilo del éster (78,26
ppm). Para diferenciar entre C6 y el metilo anomérico, res-
pectivamente a 67,66 y 67,19 ppm, se realizé un DEPT sobre

la muestra obteniendose la inversién de la sefial a 67,66 ppm

(Figura 61-A) 1lo que demuestra ser un carbono secundario

(Co).
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TABLA 24
Datos de LSC-RMN de las sustancias 69, 70 y 28 (HMSO—dé, 50 MHz, TMS)
ASIGNACION SUSTANCIA
69 79 28
Residuo de azicar
C-1 100,28 100,27 (101,73; 100,43)
C-2 52,62 51,70 (56,205 55,88)
c-3 62,15 62,42 (79,865 79,04)
C-5 56,28 56,32 (73,25; 72,78)
Cc-6 67,66 67,74 (60,88; 60,55)
OCHN 86,46 87,53 (87,83; 86,95)
OCH3 67,19 67,18 (67,76; 68,01)
COOCH,, 78,26 -— -—
£H3C0 23,25 23,35 (23,24; 22,30)
Residuo de L-Alanina
C(O’) - 48)71 (48580) 48;73)
C(8) ~— 17,75 (17,765 17,44)
Residuo de D-isoglutamina
C(a) —- ’ (52,98)
C(8) —- 27,04 (27,91; 27,88)
C(v) - 30,19 (33,24)
Carbonilos
AztGcar CH,,CO 169,39 173,02 (177,42)
‘ COOCH, & CONH 167,64 172,33 (173,98)
Péptido: CONH — 171,59 (171,58; 171,19)
CONH, — 169,40 (170,66; 170,07)
C00Bn 6 COOH _— 166,79 (166,97; 166,78)
Grupos Protectores
Ar (129,09 a 126,24) (129,09 a 126,24) ( —=———- )
PhCH 101,87 102,10 ( ————- )
PhCH, _— 65,60 ( —————- )

3z
%

137,27 (137,35 y 126,24)
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El espectro de L3C_RMN del éster bencilico de
3-acetil-(4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil- B-D-gluco-
piran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina
(29) (Figura 62-A) (Tabla 24) efectuado en DMSO—d6 a 50 MHz,
muestra, como era de esperar, seflales unicas para cada uno
de 1los carbonos considerados. Las sefiales mads caracteristi-
cas del espectro de esta sustancia con respecto a la sustan-
cia Q? son las debidas al dipéptidol.07 Aparecen cinco carbo-
nos carbonilicos entre 173,02 y 166,79 ppm, cuatro de amida
y uno del éster ybencilico de la D-isoglutamina. Del ami-
nodcido L-alanina se detecta su carbono o a 48,71 ppm y el
metilo a 17,75 ppm. Del aminoacido D-isoglutamina los carbo-
nos B y Y , respectivamente a 27,04 y 30,19 ppm; asi como

el metileno del éster bencilico a 65,60 ppm.

13C—RMN de 3-acetil-(2,3-didesoxi-

El espectro de
1-0-metil- 8 -D-Glucopirén)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L--
~alanil-D-isoglutamina (%§) (Figura 63-A) (Tabla 24) efectua
do en DMSO—d6 a 50 MHz, muestra desdoblamientos para practi-
camente todas las sefiales del espectro; ello esta de acuerdo
con el espectro de 1H—RMN para esta misma sustancia. Los

desdoblamientos se observan tanto en las sefiales debidas

a la porcidén azucarada de la molécula, como a la parte pepti
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dica. Como era de esperar, se observan cinco carbonilos,
tres de ello desdoblados (Tabla 24). Del residub de L-alani-
na se aprecian los carbonos Coy CB desdoblados respectiva-
mente a 48,80-48,73 ppm y a 17,76-17,44 ppm. Del residuo
de D-isoglutamina se aprecian los carbonos Ca (52,98 PPM),
C8 (27,91-27,88 ppm) y Cy (33,24 ppm). Del residuo de azticar
se aprecian desdoblamientos en muchos de los carbonos como

se muestra en la tabla 24.
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Derivados del 4cido 3-acetil-2-carboxi-(4,6-di-0-
-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-metil- o-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxa-

zolidina (Z]).

El espectro de 1H--RMN del éster bencilico de 3-ace
til-(4,6-di-0-n-butil-2,3-didesoxi~1-0-metil-a-D-glucopiran)
-12,3-d|-0oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (29)

(Figura 64-A) (Tabla 25) realizado en DMSO-d, a 200 MHz,

6
muestra a campo alto las sefiales caracteristicas del azucar
y del péptido. A 1,47 y 1,28 ppm aparecen dos multipletes
asignados respectivamente a los metilenos en o de las cade-
nas de n-butilo y a los metilenos By vy de estas mismas cade
nas; a 0,87 ppm aparece otro multiplete que se asigna conjun
tamente al metilo de la L-alanina y a los metilos terminales
de 1las cadenas de n-butilo. A 1,88 y 1,81 ppm se detectan
dos singuletes asignados al metilo del grupo acetamido. Los

metilenos B8 y y del residuo de D-isoglutamina aparecen como

dos multipletes a 1,98 y 2,34 ppm respectivamente.

A 3,17 ppm se detecta un doble doblete, poco re-
suelto, asignado al protdén H2. A 3,38 y 3,29 ppm dos singule

tes asignados al metilo en posicidén anomérica.

Entre 5 y 6 ppm aparecen cuatro sefiales. Un singu-
lete a 5,07 ppm debido al metileno del éster bencilico; dos

singuletes a 5,47 y 5,33 ppm asignados al protdén metinico de



TABLA 25
200 MHz, TMS)

Datos de 1H—RMN de la sustancia 79 (DMSO~d6,
AzGcar
H1 H2 OCHN OCH\,3 CH3CO CH2 (a) (CH2 ) 2 CH3
5,47s 3,38s 1,88s
5,45d 3,17dd 1,47m 1,28m 0,87m
5,33s 3,29s 1,81s
J1,2 3,0Hz
L-Alanina D-isoGlutamina
NH CH3 NH NH2 CH2(B) CH2 (v) CHzPh Ar
8,20d 8,98d 7,29s
0,87m 7,19s 1,98m 2,34m 5,07s 7,34s
7,50d 8,93d 7,16s
JHOQNH 8,4Hz JHO,NH 7,5Hz
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la oxazolidina; finalmente un doblete a 5,45 ppm con una
constante de acoplamiento de 3 Hz asignada a parte del pro-

tén anomérico.

A campo bajo se observan los cinco protones aromi-
ticos del éster bencilico como un singulete a 7,34 ppm, Yy
varias sefilales de amidas desdobladas. Asi, a 8,98 y 8,93 ppm
aparecen dos dobletes debidos al NH de la D-isoglutamina
que por su cercania asemejan un falso triplete (JHG,NH 8,4
Hz); a 8,20 y 7,50 ppm aparecen dos dobletes debidos al NH

de la L-alanina (J 7,5 Hz).vEl‘NH

Ha, NH de la D-isoglutamina

2
aparece, como en otros casos, formando un conjunto de tres

singuletes a 7,16, 7,19 y 7,29 ppm.

El espectro de 1H--RMN de 3-acetil-(4,6-di-O-n-bu-
til-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbo-
nil-L-alanil-D-isoglutamina (29) (Figura 65-A) (Tabla 26)
realizado en DMSO-dé'a 200 MHz, muestra a campo alto sefiales
carcteristicas del aztcar y del resto peptidico. A 1,47 vy
1,28 ppm aparecen dos multipletes asignados respectivamente
a los metilenos o de las cadenas de n-butilo y a los metile-
nos B y vy de estas mismas cadenas. A 0,89 ppm un pseudotri-

plete debido tanto a los metilos terminales de las cadenas



TABLA 26
Datos de "H-RMN de la sustancia 29 (DMSO-d6, 200 MHz, TMS)
Azucar L-alanina D-isoGlutamina
H2 OCH3 CH3CO CHZ(Q) (CH2)2 CH3 NH CH3 NH NHZ CHZ(B) Cfiz(y)
2,00s 9,06d 7,35s
3,18dd 3,30s 1,47m 1,22m 0,89m 7,60 0,89m 1,83m 2,00m
1,83s 8,97d  6,64s
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alifaticas como al metilo del residuo de L-alanina. A 2,00 y
1,83 ppm se detectan los singuletes dél metilo del grupo
acetamido, ambas sefiales inmersas dentro de los dos multiple
tes debidos a los metilenos Y y B (respectivamente) de la

D-isoglutamina.

A 3,18 ppm aparece un doble doblete, mal resuelto,
asignado al protdén H2. A 3,30 ppm se detecta parte del meti-
lo en posicidén anomérica. Entre 5 y 60 ppm aparece un conjun-
to de cinco sefiales de dificil asignacidn; se atribuyen al

protén anomerico y al metinico de la oxazolidina.

A campo bajo se detectan varias seflales de amidas.
El NH de la D-isoglutamina a 9,06 y 8,97 ppm como dos doble-
tes poco resueltos. A 7,60 ppm aparece un falso triplete
debido al NH de la L-alanina. El1 NH2 de la D-isoglutamina

aparece como dos singuletes a 6,64 y 7,35 ppm.
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IT.3.4. CARACTERIZAC10ON POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

Se han estudiado 1los espectros de masas de las
sustancias descritas, obtenidos mediante ionizacidén por
impacto electrdénico con electrones de una energia nominal
de 70 eV. Asimismo, en algunos casos se han estudiado los
espectros de masas obtenidos mediante la técnica de ioniza-

cidén quimica, usando isobutano como gas ionizante.

Por otro lado, y con objeto de establecer los meca
nismos de fragmentacidén, se han realizado técnicas especia-
les, tales como la técnica de los barridos ligados y la es-

pectrometria de masas de alta resoluciédn.

Para facilitar el estudio y comprensién de sus
espectros de masas, los productos se han dividido en 4 gru-
pos en funcidon del nimero de grupos protectores que posean
o bien del nimero de aminodcidos que entren a formar parte

de la molécula.

Asi, en el primer apartado se estudian los espec-
tros de masas de los compuestos totalmente protegidos, sin

aminodcidos o con un sé6lo aminodcido. En el segundo apartado
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se estudian los eséectros de masas de las sustancias desben-
zaladas, sin aminoadcidos o con uno solo. En el tercer grupo
se estudian los espectros de masas de las sustancias desben-
zaladas y desbenciladas sin aminodcidos. Por ultimo, en el
cuarto apartado se estudian los espectros’de masas de las
sustancias que presentan en su molécula el resto de D-isoglu
tamina, sin tener en cuenta el grado de proteccidén que po-

sean.

Antes de iniciar el estudio, hay que decir que el
uso de una férmula estructural determinada no implica que el
iéon en cuestion haya sido investigado y haya mostrado esa
estructura particular; su uso se hace s6lo con caracter

orientativo y con el objeto de intentar facilitar la compren

sién de las rutas de fragmentacidn que se proponen.

IT.3.4.1. SUSTANCIAS TOTALMENTE PROTEGIDAS

La estructura general de este grupo viene represen
tada por la estructura de la Figura 19, y las sustancias que

se estudian estan recogidas en la Tabla 27.



Ph 0
0
0
0
AJORI
R
Nﬁ 2
0]
COR
H 3
Figura 19
TABLA 27
Sustancia R1 R2 R3
49 aBn CH3 OCH3
81 oM OCH
1 e CH3 C 3
6 BM OCH
9 e CHy 3
{E oBn (CH2)6CH3 OCH3
%3 o Bn (CH2)14CH3 OCH3
{9 o Bn CH3 NH2
44 o Bn CH3 NH—CHZCOOEt
45 oBn CH3 NH—?H—COOEt
CH
3
46 aBn CH3 NH-CH-COOEt
~ |
CH(CH3)2
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TABLA 27 (continuacidn)

Sustancia R1 R2 R3
47 oBn CH3 NH~?H—COOEt
CHzPh
82 oMe CH3 NH-CH-COOEt
~ |
CHZPh
%§ o Bn (CH2)6CH3 NH—CHZ—COOEt
49 o Bn (CH,).CH NH-CH-COOEt
it 276773 |
CH
3

Los espectros de masas de las sustancias estudia-
das en este apartado (Tabla 27), obtenidos por ionizacidn
por 1impacto electrdnico, estan recogidos en el Apéndice
(Figuras 66A-78A). En 1la Tabla 28 se recoge una selecciédn
de 1las relaciones masa-carga (m/z) de los iones producidos
en cada caso, asi como su intensidad relativa (%) respecto

al pico base del espectro.

En todos 1los espectros la sefial mas alta que se
registra coincide con el peso molecular calculado para cada
compuesto, por lo que estas sefiales han sido asignadas al

.’ 4+, . " .
ion molecular, (M) , correspondiente en cada caso*. La inten

* En algunos espectros se aprecia una sefial una unidad mayor en masa que la correspondien-
te al i6n molecular. Esta sefal se ha asignado al producto de la reaccién idn-molécula

(M+H)+



TABLA 28

Principales sefiales registradas y su abundancia relativa (%) para las sustancias 40-49, 69, 81 y 82

IHOMI

49

82

44

42

41

69

81
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TABLA 28 (continuacién)

40 81 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48
196(24,8) | 126(10,0) | 126(14,6) |202 (3,3) | 262 (9,3) [215 (1,0) | 91 (100) | 154(32,0) |196 (100) | 196(33,0) |105(39,0) {233 (3,0)
154(12,4) | 115(26,0) 197 (5,4) | 244 (8,5) | 206 (1,8) | 77(35,0) | 149(68,0) | 154(31,0) |154(12,0) | 91(61,0) | 202 (6,6)
149(41,2) | 105(28,0) |105(41,0) |154(37,5) | 239 (6,0) | 196 (9,7) | 60(31,0) | 126 (8,0) | 149(63,0) | 149(26,0) | 84(15,0) |197(10,7)
126 (3,6) | 91(33,0) | 91(60,0) |149(58,0) | 233(32,6) | 176 (4,2) | 45(38,0) | 105(23,0) | 126 (8,4) | 126 (3,6) | 77(22,0) | 154(45,0)
105(14,5) | 84 84 127 (4,2) | 197 (5,3) | 170 (5,4) 1 (100) |105(23,0) | 105(24,0) 127(19,0)

91 (100) | 82 82 126 (4,2) | 154(25,3) | 154 (6,7) 7 (9,0) | 91(91,0) | 91 (100) 126 (5,3)
77 (7,6) | 77(11,0) | 77(38,0) [105(25,0) | 149(36,0) | 149(43,0) 7 (8,0) (21,0) 105(35,0)
43 (5,4) 43(80,0) 1 {100) | 126 (2,6) | 126 (3,0) 1 (100)
77(13,0) | 105(26,0) | 108(21,0) 77(16,0)
57(18,5) 1 (100) | 107(25,0) 57(10,7)

77(17,0) | 106(41,0)

57(15,0) {105(50,0)

91 (100)

77(49,7)

60(83,0)

_961_
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sidad de estas sefiales es generalmente pequefia, como podria
esperarse para este tipo de sustancias, con grupos facilmen-
te fragmentables. Asimismo, en la mayoria de los casos se
observa una seflal asignada al ién (M-H)', de intensidad simi

lar a la del i6n molecular.

En los espectros de aquellos productos cuyo R1= Bn

aparece como pico base el ién a m/z 91 de facil asignacidn

. . ... 109 .
al ion tFOplllOP C7H;, excepto en el caso de la sustancia
46, en 1la cual, no obstante, representa el 91%. Incluso en

los espectros de las sustancias en las que R _= Me, aparece

1
el idn tropilio con una intensidad que varia entre el 33% y

el 60%, procedente evidentemente del grupo bencilideno que

protege las posiciones 4 y 6 del azucar¥.

Este hecho hace pensar que en los demas compuestos
en los cuales estid presente siempre un grupo bencilideno,
parte del i6n tropilio que se registra se origina asimismo a
partir de este grupo protector. Para probarlo, se ha reali-
zado en el caso de 1la sustancia 40 una bisqueda de los
iones-padre del ién tropilio, mediante un barrido ligado
ajustando el espectrdémetro a m/z 91. El espectro resultante
(Figura 79-A) indica que este ién procede fundamentalmente

del ién m/z 149 y en una pequefia proporcién del ién m/z 233.

En el caso de la sustancia 82 parte de este i6n procederd probablemente del resto de

fenilalanina presente en R3.
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El hecho de que el ién molecular no aparezca como idon-padre
del idén tropilio no debe interpretarse con un sentido exclu-
vente. Mas bien debe pensarse que el ién tropilio se forma
a partir del ién molecular por una fragmentacién heteroliti-
ca simple (Esquema 21), tan rapida (debido a la estabilidad
del idén que se forma) que tiene lugar en toda su extensién

en la camara de ionizacion.

Ph 0
0
0
0
NCR fﬁ

>\/ e
H COR3

RO" +

ESQUEMA 21

Esta explicacién se adoptard de modo general en los casos similares que aparezcan en

las péginas siquientes.
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Es de destacar que, mientras que el ién m/z 233 no
es comin a todos los espectros, el ién a m/z 149 aparece
como una de las sefilales principales en todos los casos. Este
ién m/z 149 se ha asignado al ién hgoprocedente de la "ruptu

ra h" del grupo bencilideno (Esquema 22).

Ph )0
N 0
0 N
0
~ 0OR
CR, 1
Il
0
R
H co 3
~V
07"
._0OR
H H 0 !
/k § 0 NﬁRZ "
\
Ph _? / + O
H
H COR3
m/z 149

ESQUEMA 22
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Como era de esperar, de acuerdo con la bibliogra-
fia, tambien se detecta el ién h1 (M—149)+ en todos los es-

pectros estudiados (Esquema 23).

Ph 0
0
Y N
0 .
161{1
NCR,
(|
0
c
H OR
0= .
P
0
i b NCR
H H
)\ /O g :
Ph”” N0 +
H H COR,
(M-149)"

ESQUEMA 23
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En la Tabla 29 se recogen las intensidades relati-

vas para estos iones.

TABLA 29

Intensidades relativas de los iones (M-149)" y m/z 149

40 81 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48 49

(M-149)"| 34,5 100 60 35 25 2.4 2,2 6,7 5,7 1,5 8 8 6,7

m/z 149 | 41,2 92 100 58 36 43 30 68 63 26 84 63,5 62,7

En esta tabla se observa que para los compuestos
81 y 69 (R3 = OCH3, R1= o y B-Me respectivamente), en los
cuales no existe la ruta de fragmentacidén que genera el idn

tropilio a partir del i6n molecular (para R, = Bn) es esta

ruptura h la ruta de fragmentacidon dominante.

Hay 'que hacer notar, no obstante, que la abundan-
cia relativa de estos iones (m/z 149 y (M—149)+) es justamen
te la inversa de la que deberia esperarse segin la bibliogra
fia consultadal.10 Segiin ésta, el idén (M—149)+ debe ser mucho
mas abundante que el ién m/z 149 a causa de la estabilidad
del radical bencilo producido en su formacién (Esquema 23).
Esta inversién podria justificarse, en principio, por dos

motivos:
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1.- En '1a bibliografia citada se trata de metil-
glicésidos en los que no existe la posibilidad de estabili-
zacion para el radical producido en la formacién de m/z 149
(Esquema 22), 1la cual si existe para bencil-glicésidos por
transposicién de un hidrégeno desde el grupo bencilo presen-

te en R, (Escuema 24).

1
oZ
H
0 .
NCR, N__H
l
O 9—CHPh
.
H COR H COR,
ESQUEMA 24

Esta hipdtesis justifica las abundancias relativas
observadas para estos iones en los casos de las sustancias
anadlogas 40 (R1: aBn) y §} (Rlz aMe).

2.- Aunque en el caso de la sustancia 81 (R, 6= aMe)

1
es en el dUnico en el que la relacién entre los iones m/z
149 y (M-149)" es concordante con la bibliografia, resalta
la elevada intensidad relativa que presenta el ién m/z 149,

en comparacién con otros a-metil glicésidos tales como los

metil 2,3-anhidro-4,6-0-bencilidén-o-D-mano y alopiranésido,
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cuyos espectros de masas se recogen en el Apéndice (Figuras
80 y 81-A). En estas sustancias se observa cémo el idn
(M—149)+ , que aparece a m/z 115, es en ambos casos el pico
base del espectro, mientras que el ién m/z 149 no llega al

10% de intensidad.

En esta misma linea, se observa un fuerte incremen
to de la abundancia del ién m/z 149 y un claro descenso del

ién (M-149)" al pasar de la sustancia 40 (R,= OMe) a los pro

3
ductos 44, 45 y 46 (R3: éster etilico de glicina, L-alanina
y L-valina respectivamente) y de la sustancia 41 (R3: OMe) a

las sustancias Q§ y 49 (R3= éster etilico de glicina y L-ala

nina respectivamente).

Todo ello induce a pensar que el ién m/z 149 se ge
nera tambien en estos compuestos a partir de otra ruta de
fragmentaciédn, distinté a la ruptura h, relacionada evidente
mente con la naturaleza de R3. Para comprobarlo se realizé
sobre la sustancia 40 una busqueda dé los iones-padre de
este ién m/z 149, sin obtenerse resultado alguno. Por ello,
se volvié a repetir el experimento en una segunda ocasién,
escogiéndose para ello la sustancia Q? la cual presenta el
ién m/z 149 como pico base de su espectro. El espectro resul
tante se recoge en el Apéndice (Figura 82-A) y en él se ve

cémo el idén m/z 334 aparece como principal idén-padre de m/z

149.
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Como se esperaba, el ién m/z 334, cuya intensidad

en el espectro de la sustancia 609 es del 57%, esta relaciona
pe: 2

do con R, , ya que se forma a partir del 1i6n molecular por

3

pérdida del grupo COR = OMe). Esta fragmentacién prima-

3 (Rg

ria, que origina igualmente en los demas espectros estudiados
una de las principales sefiales (Tabla 30), se representa en

el Esquema 25.

Ph 0
0]
0
0 OR
L ] N 1
ph 0
0
0
0O
NOR1

ESQUEMA 25

4+ o

(M)
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TABLA 30

Relacién masa-carga (m/z) y abundancia relativa (%) para el ién (M—COR3)+

40 81 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48 49

ny/z 410 334 334 494 606 410 410 410 410 410 334 494 494

% 9,7 54,5 57,3 13,3 13,5 4,9 13,1 36,0 33,0 11,0 71,0 59,0 59,4

En esta tabla se observan diferencias interesantes

tales como:

1.- Entre las sustancias 81 y 69 (R1: Me) y la
sustancia 40 (Rlz Bn) existe una clara diferencia en la in-

ténsidad del idn (M—CORS)T Esto es debido, como ya se mencio
né anteriormente, a que en estas sustancias (81 y 69) no
existe 1la fragmentacién primaria, de gran importancia en
el resto, que da origen al ién tropilio, con lo que las ru-
tas de fragmentacidén alternativas (ruptura h y escisién homo

litica del grupo COR,) se ven potenciadas®.

3

2.- Entre las sustancias en las que R1= Bn se ob-

serva una clara diferencia en la intensidad de (M—CORS)T
Asi, cuando R,= OMe (sustancias 40, 41 y 42) dicha intensi-

3 — e

dad es aproximadamente del 10%, mientras que cuando R3= és-

El mismo efecto se observa al comparar las sustancias &7 y 82.
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ter etilico de glicina, alanina o valina (sustancias 4 , 45,

o~

46, 48 'y 49) esta intensidad aumenta. Aumento que se puede

—~ —~

explicar debido a 1la presencia en R, de grupos facilmente

3
fragmentables (ésteres etilicos de aminoacidos), los cuales
pueden sufrir una primera fragmentacidén, tras la que dan
lugar al idn (M—CORB)T Asi,en las sustancias 44, 49 y 32 se
observan sefiales debidas a (M—45)+ vy (M—73)+ correspondien-

tes a la pérdida de OEt y COOEt respectivamente, procedentes

del resto de aminoacido (Tabla 31).

TABLA 31

Relacién m/z y abundancia relativa (%) para (M-45)" y (M-73)"

44 45 46 47 82 48 49

(M—45)+(%) 495(1,1) 509(2,6) 537(1,4) 585(0,4) 509(1,8) 579(4,5) 593(3,4)

(M—73)+(%) 481(0,5)V509(1,2) 557(0,2) 481(3,1) 551(0,1) 565(0,1)

3.- Por otro lado, al comparar las sustancias 40
(R3: OMe) y 43 (R3= NHZ) se observa un descenso en la inten-
sidad relativa de este ién (M—CORs)t pasando del 9,7 al 4,9%.
Este descenso esta de acuerdo con la bibliogr‘afial}1 en la
cual se indica que el grupo amido presenta una menor tenden-

cia a la fragmentacidén que el grupo éster.




-207-

A parte de las tres fragmentaciones primarias prin
cipales comentadas hasta el momento (formacion de ién tropi-
lio, ruptura h y escision homolitica de COR3), aparecen
otras de menor importancia en cuanto a su intensidad relati-
va, aunque son de gran valor para la caracterizacidén estruc-

tural de estos compuestos.

Asi, aunque el grupo bencilo tiene tendencia a
fragmentarse dando origen al ién tropilio, también se puedé
fragmentar como radical, dando lugar al ién (M-91)7 de baja
intensidad en los casos en los que se observa (Tabla 32).
Evidentemente, en los espectros de las sustancias 81 y 69
(R1 = Me) no aparece este idén, ni aun el andlogo correspon-
diente (M-15)! En su lugar se observa en cada caso una sefal
a m/z 362, con intensidades de 1,3 y 0,5% respectivamente,
que corresponden a la pérdida del OMe de la posicién anoméri
ca (Tabla 32). Es de destacar que la diferencia entre las
intensidades relativas de este ién (M-31)" (casi tres veces
mas abundante en el anémero o) es debida a un efecto este-
reoelectrénico por la presencia de un par de electrones en
posicidn antz al enlace glicosidico en el caso del andmero

@ , lo cual facilita su ruptura (Esquema 26)%12

Por WGltimo, otras fragmentaciones primarias meno-
res son las que dan 1lugar a los iones (M-43)" y (M-106)"

(Tabla 32).
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0 ]
1/ \/
\ ~ \ ~ + OCH3
JAELCH

ESQUEMA 26

TABLA 32

Fragmentaciones primarias de baja intensidad relativa (%)

40 81 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48 49
(M—91)+ 378 462 574 363* 463 491 539 533 547
(2,8) (1,8) (1,9) (0,5) (0,1) (0,1) (0,1) (0,1)
+ 362 362 523
(M-31) (1,3) (0,5) (0,3)
426 350 350 510 622 411**
+
(M-43) (2,4) (5,7) (6,5) (1,8) (1,8)
(M—106)+ 363 447 559 348* 448 476 524 448 518 532
(3,5) (1,2) (1,3) (0,8) (0,8) (0,3) (0,4) (0,1) (0,1)
* m/z 91 saturado
** Existe participacidn del isdtopico de 410
Con objeto de establecer 1las diversas rutas de
fragmentacién que se originan a partir de los fragmentos
primarios comentados, se ha realizado un amplio estudio de
iones metastables mediante barridos ligados (busqueda de
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iones-padre, iones-hijo y pérdida de molécula neutra) en las
sustancias 40 (Tabla 33), 69 (Tabla 34) y 49 (Tabla 35),
gracias al cual se ha elaborado el esquema general de frag-

mentacidén que se propone en el Esquema 27.

TABLA 33

Iones-padre (P), hijo (H) y pérdida de molécula neutra de la sustancia 40

(c) K (1 ) ) Dt
99 105 149 154 233 272 278 304 336 468 469
57 N
77 N
91 PN P
(D) 126 N
(8) 196 PN PHN
(L) 230 N
(F) 262 H
(6) 286 H
(M-149)" 320 HN
(M-106)% 363 H H HN
(H-r )" 378 PHN HN H
(M—COR3)+410 PHN

N= 108, 106, 58, 42 y 28
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TABLA 34

Iones-padre (P), hijo (H) y pérdida de molécula neutra (N) de la sustancia é?

(D) (F) (8) (1) (6) (M-coas)*
105 114 126 136 140 144 156 186 196 202 210 246 334

77 N

82 N

108 N

112 N

124 N

149 P

(c) 154 N N PN|PN

(H) 168 N N N P

214 N

220 ‘ N

224 ' N

(A) 228 H HN HN N | HN

230 N

(h-169)" 244 PHN

250 N

(£) 292 PN HN

N= 106, 42, 32, 28 y 18




Tones-padre (P), iones-hijo (H) de la sustancia 49

TABLA 35
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(F)y  (8) (E) (6)  (A)
149 197 262 280 360 368 370 388
(C) 154 P
(n) 388 H H H H
(M-COR3)+ 494 H H H H
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ESQUEMA 27

(M+H) "

(M-1)"
K,(M~91-PhCHO)+

(M-43)"
M-91) T 3 (M-91—c0R2)+

L (M—91—COR2—PhCHO)+

1 (M-149-COR2)+<—-—————(M-149)+
N (M-ORI-CORZ)L_____-(M-ORI)+ (M-PhcHO) "
0 (M-OR. -PhCHO)" 91
149 233
+ +
- > - ~COR
(M j?R3) E (M-COR ;-COR,)
A (M-CORB-PhCHo)K—--—-eG(M-CORg-PhCHo-Hzo)t——-}-eH(M-c0R3~PhCH0-H20.COR2)+
B (M—COR3—PhCHO—R10H)+
-PhCHo—CORZ)+

¢ (M—COR3ﬁPhCHO—R10H—COR2)+6———————-F (M-COR

D (M—CORg—PhCHO—RlOH—CORZ—CO)+



-213-

A partir de los datos tabulados (Tablas 33 a 35) y
del Esquema de fragmentacidon propuesto, podemos reordenar
las sefiales de los diferentes espectros, sumarizadas en la
Tabla 28, obteniendo como resultado la Tabla 36, a partir de
la cual se propone como linea principal de fragmentaciodn
aquella en 1la que a partir del idn (M—COR3)+ se produce la
pérdida de forma sucesiva (y por este orden) de benzaldehi-
do, alcohol bencilico (metilico para R, = Me), cetena (o al-
quil-cetena) y monéxido de carbono, lo cual da origen a los
iones A, B, C y D (Tablas 33 a 35; Esquema 27). Esta ruta

se presenta en el Esquema 28.



TABLA 36

Iones de estructuras propuestas para diferentes sefiales registradas y su abundancia relativa (%) para las sustancias 40-49, 69, 8l y 82
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48

82
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45

44

43

42
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TABLA

36 (continuacidn)

40 81 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48 49

| 244 (0,9) | 168(37,0) | 168(19,0) | 244 (8,5) | 244 (8,5) | 244 (0,6) | 264 (0,9) | 244 (3,0) | 244 (4,8) | 244 (1,2) | 168(59,0) | 244(13,3) | 244(15,3)

1] 278 (1,5) | 202(22,4) | 202(16,7) | 278 (0,1) | 278 (1,3) | 263 (0,7) | 349 (0,6) | 363 (0,9) | 391 (0,6) | 439 (0,4) | 363 (1,7) | 349 (2,5)| 363 (0,3)

J| 336 (1,8) ' 336 (1,7) | 336 (1,5) 421 (1,3) | 449 (1,7)] 497 (0,8) 407 (2,0) | 421 (1,3)

K| 272 (2,4) 356 (5,0) | 468 (3,7) 433 (0,2)

L] 230 (4,2) 215 (1,0)

N| 320 (b) | 320 (2,0) 320 (1,0) 305 (b) | 391 (b) |405 (b) |433 (b) | 481 (b) |481 (c)

0] 256 (1,8) | 256 (3,3) | 256 (1,3) | 340 (0,9) | 452 (1,0) 417 (0,4)
n/z= 233 (25,7) (27,0) (32,6) (9,7) (1,4) (1,2) (1,5) (0,6) (3,0) (1,8)
n/z= 149 (41,2) (92,0) (100) (58,0) (36,0) (43,0) (30,0) (68,0) (63,0) (26,0) (84,0) (63,5) (62,7)
n/z= 91 (100) (33,0) (60,0) (100) (100) (100) (100) (100) (91,0) (100) (61,0) (100) (100)

b.- Se solapa con la sefial del

c.- Se solapa con la sefial del

i6n (M-149)"
ign (M-73)"

-S12-
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oc)

0
(M=COR )" 0
3
-PhCHO H
H \\\/O
0~ f
0 —RIOH
+ \/\ORl
NCR2
/ I
H
A
O>
‘/(N+ " ~-CO
H N

ESQUEMA 28
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Es interesante destacar que la relacioén entre las
intensidades relativas de los iones B y C depende de R2 (que
es precisamente el grupo que se fragmenta). Asi, cuando R,=
CH3 esta rélacién es mayor que 1, mientras que cuando RZ:

(CHz)nCHg(siendo n= 6 6 14) la relacidén se invierte y se ha-

ce menor que 1 (Tabla 37).

TABLA 37

Relacidén entre las intensidades relativas de los iones BY C

40 8L 69 41 42 43 44 45 46 47 82 48 49

B/C{2,0 1,6 1,1 0,5 0,4 1,5 2,3 2,2 2,8 2,7 1,3 0,8 0,9

La explicacion de este hecho es la siguiente: Cuan

do RZ: CH3, el estado de transicidn a través del cual ocurre

la fragmentacidén ha de ser necesariamente de cuatro miembros

(Esquema 29), mientras que cuando R, = (CHZ)nCH (siendo n= 6

2 3

6 14), pueden existir otros estados de transicidn mas favore
cidos que faciliten 1la formacién de este ién C. Asi, por
ejemplo, 1la fragmentacidén a través de un estado ciclico de

seis miembros daria lugar al ién C con produccién de cetena

* En general, para estas sustancias, la relacién entre las intensidades relativas de un

ién X y su idn-hijo (X—COR2 )" s mayor, a igualdad de otros sustituyentes, para R2= CH3
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y una molécula neutra adicional de alqueno (Esquema 30).

oMz ~COR, (-H) OMI
N
+ rd +

N

/H§Q¢O /NH

B H C

ESQUEMA 29

- R -H _ —C=
) . . + O-C—CH2

////;/) (\) ///// + CH,=CH-R

N

ESQUEMA 30

Otras fragmentaciones secundarias de menor impor-
tancia en general, dentro de esta ruta principal de fragmen-
tacidén son las pérdidas de cetena, agua, benzaldehido y al-
cohol bencilico (o metanol) en distinto orden al comentado,

las cuales dan lugar a los iones E, F, G y H (Tablas 33 a
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35; Esquema 27). Estos iones se presentan con mayor intensi-
dad, como era de esperar, en aquellos casos en los que el

ién (M—COR3)+ es mas intenso.

Por 1WUltimo, dentro de estas rutas que tienen su
origen en el idn (M—COR3)f sefialar que, como ya se menciond
con anterioridad,, este ién también da lugar al ién m/z 149.

Esta fragmentacién se postula en el Esquema 31.

Ph

+
(M—COR3) i 2

ESQUEMA 31
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El i6n m/z 149 puede presentar otra forma resonan-
te, tal como se muestra en el Esquema 32, lo cual explicaria

la relativamente alta estabilidad de este idn.

+
Ph/\O/vo<____>Ph/\o/\¢o
+

ESQUEMA 32

De otra forma, su escisidn para formar el ién tro-
pilio (m/z 91) estaria muy favorecida, con lo que su intensi
dad relativa tendria que ser mias baja de lo que realmente
es. De todas formas, esta escisidén se produce (ya se comen-

t6) y se representa en el Esquema 33.

"N
C

m/z 91

ESQUEMA 33
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Otras rutas de fragmentacién de menor importancia
tienen sus origenes en los fragmentos primarios (M-149)",
(M-91) 7] (M-ORl)+ y (M-PhCHO)'. Asi, a partir del ién (M-149)"

se observa la pérdida de COR, (ién I) de una forma similar

2
a la comentada para otros casos (Tablas 33 a 35). A partir
del fragmento primario (M—91)+ se observan sucesivamente se-
flales metastables para la escisidén del grupo CORZ’ la cual
origina iones J, de baja intensidad en los casos que aparece
(Tabla 36). La eliminacién de benzaldehido a partir de cual-
quiera de estos dos iones (J y (M—91)+) da origen respectiva

mente a los iones L y K, también de baja intensidad (Tablas

33 y 36).

Por ultimo, en las sustancias 40, 41, 42 y 43 apa-
rece una sefilal a m/z 233 cuya intensidad varia entre el 10 y
el 33%, originada a partir del idn (M=PhCHO) " (ver en la
Tabla 33 el ién m/z 363 o (M-106)"). En esta ruta de fragmen

tacidén existen diversas peculiaridades tales como:

1.- En las sustancias 81 y 69 (R1= Me) no aparece
el ién (M-106)"" (ni el 233), lo cual hace sospechar que este
ién se origina, no por la ruptura del grupo bencilideno pre-
sente en las posiciones 4 y 6 del azidcar, sino por elimina-
cién del grupo OR, (siendo R, = Bn). Esta hipdétesis viene

corroborada por el hecho de que un analogo de la sustancia

40, el cual posee, en lugar de un grupo bencilideno, un gru-

—~
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po p-metoxibencilideno, presenta el idn (M—106)+.pero no el
correspondiente (M—136)+'que se originaria por pérdida de es
te grupo protector. Ademds, en este caso se registra un ién

am/z 263 y no a m/z 233%

2.- Para el ién (M-106)  se detectan seflales metas
tables diversas. asi, aparece como ion-hijo tanto del iodn

molecular, como del ién (M-H)' (Tabla 33).

3.- E1 1ién (M—106)+'presenta la singularidad de
ser el Unico ién de naturaleza radicalaria, aparte del idn
molecular, que se detecta en los espectros de este tipo de
sustancias (esto es asi ya que conserva la paridad del idn
molecular, por lo que necesariamente debe conservar su natu-

raleza radicalaria).

4.- E1 ién m/z 233 es, junto con los ya menciona-

dos (M)*° y (M—106)+; la Gnica sefial por encima de 200 que

S

Ay

presenta una relacidén masa-carga impar. Este hecho hace pen

sar en dos posibilidades:

4.1.~ E1 ién m/z 233 es un idn-radical en cuya com

)

* Resultados pertenecientes al trabajo experimental en curso de la Tesis Doctoral de J.L.
Espartero.

#% Si bien es clerto que en el caso de la sustancia &3, el ién molecular y el ién (M-106)""
presentan una relacién masa-carga par, ello es debido a que posee un ndmero par de &tomos

de nitrégeno, y en el fondo no afecta a la discusién que se inicia a continuacién.
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posicidn permanece el atomo de nitrdégeno oxazolidinico. Esta
posibilidad es bastante improbable por la conjuncidén de tres

factores:

a) Procede del ién (M-106) el cual es de natura-
leza radicalaria. Si la eliminacidén de una molécula neutra a
partir del ién molecular es un proceso menos favorecido, por
razones energéticas, que la eliminacidon de un radical, la
eliminacién consecutiva de dos moléculas neutras a partir
del ién molecular, aunque no imposible, esta muy desfavoreci

da.

b) La composicién del ién m/z 233 es independiente

del grupo COR, (las sustancias 40, 41 y 42 varian precisamen

2
te en la longitud de la cadena de R2) y del grupo COR3 (las

sustancias 40 y 43 varian en R_.). Es dificil pensar en una

3

eliminacién tal que se fragmenten conjuntamente los grupos

COR2 y COR, y permanezca el nitrdgeno oxazolidinico. Incluso

3

aunque éstas se produjeran, tendria que eliminarse algan

otro grupo para llegar a producir el ién m/z 233.

c) Aunque pudieran salvarse las dos razones ante-
riores, no hay que olvidar que este i6n presenta una inten-
sidad relativa 1lo suficientemente alta como para descartar

esta posibilidad.
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4.2.- E1 ién m/z 233 es un ién de naturaleza no ra
dicalaria, por lo que ha perdido el nitrégeno oxazolidinico.
En favor de esta posibilidad se pueden alegar varias razones

incluyendo todo lo dicho anteriormente:

a) En los anillos heterociclicos con nitroégeno se

.. .. 11
observa generalmente la eliminacién de HCN.3

b) Una escisién del anillo de oxazolidina en las
sustancias objeto de estudio podria conducir al ién m/z 233.
Dicha eliminacidén cumple todos los requisitos, ya que al
escindirse el anillo de oxazolidina, se elimina conjuntamen-
te el atomo de nitrogeno, el grupo COR2 vy el grupo COR3.

c¢) En los espectros de los metil 2,3-anhidro-4,6-
-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-mano y alopirandésido realiza-
dos con fines comparativos (Figuras 80-A y 81-A) se observa
una sefial a m/z 233, de facil asignacién al ién (M-OCH3)+

(Esquema 34).
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Ph
(M)
v
Ph 0
0
(M-OCHS)+ g
m/z 233
ESQUEMA 34

Por todo ello proponemos tentativamente para el

ién m/z 233, en nuestro caso, la estructura siguiente:

Ph

m/z 233
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La composicion atomica de la estructura propuesta

para el ién m/z 233 seria C para la cual se ha encon

13713%
trado una desviacién de tan solo 0,8 ppm en un experimento

de alta resolucidn para la sustancia 40 (vease Tabla 38).

Una vez deducida la estructura de este idén, se pue

de explicar esta ruta de fragmentacidén como sigue:

En primer lugar debe ocurrir en el ién molecular
una transposicidén de hidrdégeno desde el grupo OR1 (R1=CH2Ph)
hacia otra zona del ién para que posteriormente se produzca
la pérdida de 106 unidades de masa (PhCHO)? Se puede pensar
en una transposicién de este hidrdogeno hacia el enlace amidi
co N—COR2 cercano (de hecho, si la transposicidén es hacia el
atomo de nitrdégeno, transcurriria a través de un estado de
transicién ciclico de seis miembros), tal como se muestra en

el Esquema 35.

Posteriormente, 1la participacién del par de elec-
trones no enlazantes del oxigeno heterociclico del anillo
de piranosa en ant? al enlace glicosidico daria lugar a la
eliminacién de benzaldehido, con produccidén del idn (M-106)""

(Esquema 36).

Evidentemente, en el caso de Ry= CHjz esta transposicidn estd mucho més desfavorecida.
Ello explicaria el hecho de que en las sustancias 81 y 69 no aparezca el ién anélogo (M—30)3L

ni su correspondiente ién-hijo m/z 233.
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Ph

A 4

Ph

CHPh

*0-

COR3

ESQUEMA 35
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Ph

Ph

ESQUEMA 36
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La escision posterior del enlace éter entre el oxi
geno en posicidén 3 y el resto nitrogenado, junto con el reor
denamiento por unién a la posicidén 2, daria lugar al ién

m/z 233 (Esquema 36).

Puede extrafiar el hecho de que en las sustancias

con R, = Bn, pero R3= éster etilico de aminoacido (44, 15,
{9, 17, {? y 49) no aparezca el ién m/z 233 (o si aparece,

su intensidad sea excepcionalmente baja), ain cuando en algg
nos de ellos se detecta el ién (M=106)7 La explicacién pu-
diera ser que en estas sustancias, la transposicién de hidré
geno se de, pero en este caso con mayor facilidad hacia el
grupo éster etilico presente, con lo que se produciria el

ién (M—106)+'pero no el ién m/z 233.

Finalmente en la Tabla 38 se recogen algunos datos
seleccionados de los espectros de alta resolucidén realizados
con las sustancias 40, a} y 4§, los cuales confirman las com

posiciones atomicas de los diversos iones propuestos.



Datos seleccionados de los

TABLA 38

espectros de masas de

alta resolucién de 40, 81 y 48

0 51 4

I6n tipo m/z  Compos. ppn | m/z  Compos. ppm | m/z  Compos. ppm
M) ) 469 C, cH,NOg 0,3 | 393 C gH, NOg 0,9 | 624 CjH, N0 0,7
(M-COR ) 410 C, H, NOg -6,0 | 334 CH,NO¢ 7,6 | 494 C)qHyNOg 5,0
A 304 CycH gNOL 9,2 228 € H, ,NO -0,8 | 388 C,,H i NO 3,4
B 196 C9H10N04 -3,4 280 C15H22N04 -2,8
C 154 C HgNO, 10,3 154 C,HgNO, 3,2
E 368 C, Hy,NOL 7,6
F 262 C  H GNO, =51
G 286 C gH, (NO, 1,0

(M-149)" 320 C, (H oNO 2,2 | 244 C H NOg 1,2

m/z 142 149 C9H902 7,7 | 149 C9H902 4,4

(M-91) 533 C27H37N209 21,6
K 427 Cofly NoOg 4,2
(M-106)"" 363 C g, NO,  -16,2 518 €y M eN,Og 9,7
m/z 233 233 C,,H, .0 0,8

1371374

-0¢2-
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IT.3.4.2. SUSTANCIAS DESBENZALADAS

La estructura general de este grupo esta represen-
tada en 1la Figura 20 y las sustancias objeto de estudio se

recogen en la Tabla 39.

2774
)
R
4O
0]
NTO
OR
1
RZ
H
COR3
Figura 20
TABLA 39
Sustancia R1 R2 R3 R4
H

25 Bn CH3 OCH3

59 Bn (CH2)6CH3 OCH3 H

99 Bn CH3 NHCH(CHB)COOEt H

iz Bn CH3 OCH3 Bz

H B
Z§ CH3 CH3 oC 3 nBu
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uno

los

en

Para

de

Los espectros de masas de las sustancias 55, i@,
7 v 78 obtenidos por ionizacidén por impacto electroénico
muestran en el Anexo (Figuras 83-A a 87-A). En la Tabla

se recogen las principales sefiales que aparecen en cada

de ellos.

Las diferencias observadas en la interpretacidn de
espectros de masas de las sustancias de este grupo estan
funcién de los sustituyentes R1 y R4 fundamentalmente.

facilitar su estudio se comentara el espectro de masas

cada producto, para posteriormente hacer un balance con-

junto de las vias de fragmentacidén coincidentes.
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TABLA 40

Principales sefiales registradas y su abundancia relativa (%)
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IT.3.4.2.1. Estudio por espectrometria de masas de 3-acetil-
-2-metoxicarbonil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-o -D-glucopiran)-

-12,3-d|-oxazolidina (55).

CH,OH

HO

NAc
Bn

H coocH

La sustancia 55, que puede considerarse el prototi
po de este grupo, origina por impacto electrdnico un espec-
tro de masas (Figura 83-A) cuyo pico base, como era de espe-
rar, es el ién tropilio, m/z 91, procedente del grupo benci-
lo presente en 1la posicién 1 del azicar. Aunque, como se
vera a continuacidén, el espectro confirma la estructura pro-
puesta, no se observa el ién molecular, el cual deberia apa-
recer a m/z 381 (de acuerdo con el peso molecular calcula-
do). Por ello, se ha realizado un segundo espectro, utilizan
do esta vez una ionizacién mas suave, tal como la ionizacidn
quimica con isobutano. El espectro de ionizacién quimica re-
sultante se recoge en la Figura 88-A y en él se observa el
ién (M+H)" a m/z 382, asimismo, se detectan los iones prima-

rios (M=107)" a m/z 274 y (M—59)+ a m/z 322 como ocurre con
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el espectro registrado por impacto electrénico. Estas dos
fragmentaciones, producidas por impacto electrénico,se postu

lan en el Esquema 37.

+ .
(2) -coocH,
CHZOH
0
HO
0
+
NAc
////// OBn
NAc
H COOCH3 H
(M-107)" m/z 274 | (M-59)" m/z 322

ESQUEMA 37
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Otras fragmentaciones primarias menores, de gran
. . . . . 114,115 .
importancia diagnoéstica en el espectro de esta sustancia
son las que dan lugar a los iones a m/z 350 y m/z 321, por

pérdida en el primero de la posicidén 6 del azitcar (Esquema

38), y de las posiciones 5y 6 en el segundo (Esquema 39).

O+
~CH_.,OH
2 s HO Q
NAc
OBn OBn
H COOCH3 H COOCH3
mM)™" (M-31)"

m/z 350 (5,4%)

ESQUEMA 38

Asimismo, se observa en este espectro una sefial a
m/z 290 de baja intensidad (1,8%) que se ha asignado al ién
primario (M-91)7 Esta fragmentacién se postula en el Esquema
40. No obstante este ién a m/z 290 podria suponerse proce-
dente del ién primario (M-31)" por pérdida sucesiva de cete-

na y agua tal como se indica en el Esquema 41.
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H
CH,OH
Q 0
HO NS HO
~HOCH
0 —\2 OCH, CHO . 0 H
NAc ” NAc
OBn OBn
. +
+
H COOCH 4 H COOCH
(M) " (M-60)""

m/z 321 (1,4%)

ESQUEMA 39

H COOCH3 H COOCH3

(M) " (M-91)"

m/z 290 (1,8%)

ESQUEMA 40
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(Mm)*" - HOCH, >  (M-31)7

m/z 350 (5,4%)

OBn
- C_H
77
H COOCH,,
m/z 308 (1,5%)
- H,0
\'4
v
CH, OH
0 — 0"
__0
HO \\ --0Bn
0 H
E‘COCHS 0 NH
H COOCH H
3 Co0C 3
m/z 200 m/z 290
NO
Cy1Hy6NOg CisHiNOs

ESQUEMA 41
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De hecho el ién intermedio m/z 308 que se origina
a partir del ién (M-31)" por pérdida de cetena, se registra
con una intensidad del 1,5%, lo cual podria apoyar esta supo

sicidn.

Para comprobar si ambas rutas de fragmentacion
son posibles (Esquema 41), se ha estudiado el ién m/z 290
por espectrometria de masas de alta resolucién, aprovechando
la diferente composicidén elemental de ambos fragmentos. E1
resultado de este estudio se recoge en la Figura 89-A, donde
se observa que la sefial a m/z 290 se corresponde con una

composicion elemental de C H16N08 con una desviacién de tan

11
solo 3,4 ppm. Este hecho permite asignar con seguridad la
sefial a m/z 290 al ién primario (M-91)T Por otra parte, se
observa que, para una desviacidén menor de 5 ppm, no se en-

cuentra la combinacidén correspondiente a la otra posibili-

dad.

Gracias a la espectrometria de masas de alta reso-
lucidén (Tabla 41) y al estudio de metastables . . rea-
lizado mediante barridos ligados (Tabla 42) se ha elaborado
el esquema de fragmentacidén que se expone a continuacidn
(Esquema 42), y que permite explicar el espectro de masas
que origina esta sustancia mediante ionizacidén por impacto

electrénico.
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TABLA 41

Espectro de masas de alta resolucidn deS55

m/z Composicién Desviacién(ppm)
350 C7HyoNO, -0,8
322 C ety oNOg 0,8
321 C6H;gNOg 9,9
320 C,pHygNOg 0,3
290 C, ", ¢NOg 3,4
274 Cy1Hy6NO, -1,3
262 C gt N0y 2,6
232 CyHy NOg 8,2
220 CyoHy N0, 1,1
214 CyHy N0, -4,4
230 C9H12N06 8,5
202 C,,H,,NO, -6,9
202 CoH, 40 6,4
196 C9H10N04 -1,9
172 C,H, gNO, 4,8
154 C,HgNO, -7,2




TABLA 42
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Tones-padre(P), hijo(H) y pérdida de molécula neutra(N) para 55

172 196 220 232 248 262 321 322
154 PN | PH
202 N HN
214 P N P PH | P N
215 H
230 N
262" H H N
320 H

N= 18, 60 y 108
*
Ién en ordenada y abscisa
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El hecho de que el ién m/z 214 proceda de tres ru-
tas de fragmentacion diferentes (ver Tabla 42 & Esquema 42)
hace pensar en la posibilidad de tres (o mas) estructuras
diferentes para este i6n. No obstante, la composicién elemen

tal en los tres casos es exactamente la misma (C H12NO ), lo

9 5
cual impide estudiar por espectrometria de masas de alta
resolucién la importancia que cada una de estas rutas tiene
en la intensidad relativa de este ién. Por otra parte, dada
la diversidad estructural posible para este i6n, se proponen

igualmente diferentes estructuras para los iones a los que da

lugar (m/z 196, 172 y 154).



Ho—{ + i H \C/OBn
180 » _ no 0 -60 o " HOM
On e—— — oy
’ OBn Nic
[ COOCH cooan m/z 321 y oo
n/z 308 m/z 350 eoocrs 3 A oo,
n/z 320
-91 -107 -59
-107 -59
non cu ox o on
> 0. o 2 o
8 \ "coc R -60
S SR Ly
N €o0CH [ COOCH 3 o m/Z 322
m/z 290 m/z 274 " e n/z 262
-18 42 -108
“\\‘:_0 Qron Cr. o N JI
"o Yo ==0 N B\
- \ i ﬁ"/ \
Ao \ m/z 214
m/z 272 m/z 248 w ’ S
H CO0CK aocu, y coocn, ' o8,
-18 42 w T
n/z 232 ] m/z 220
42 -18 :
59= COOCH3 m/z 196 m/z 172 -18
(0 60= HOCH2CHO
o oL b 42 -18
HO =
\n 7H7 : J; ] B
*H = 0 LN NN
107 C7H70 )
W Neoocn, 108= CH CH,OH m/z 154 A
mn/z 230 uT e
n/z 202

ESQUEMA 42
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I1.3.4.2.2. Espectro de masas de 2-metoxicarbonil-3-n-octa-
noil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo-

lidina (56).

R= CHZ(CHZ)SCH3

La sustancia 56, andaloga a la estudiada anterior-

mente, en la que R,_= (CH2)6CH3 en lugar de CH origina por

2 3’

impacto electrénico un espectro de masas (Figura 84-A) que

esta de acuerdo con la estructura propuesta.

De nuevo el pico base del espectro corresponde al
ién tropilio (m/z 91) procedente del grupo bencilo de la po-
sicién anomérica del azticar. En la zona alta de masas se
observa un grupo de sefilales que han sido asignadas a los

iones (M-H)" a m/z 464, M) " a m/z 465 y (M+H) " a m/z 466.



-246-

Asimismo, se registran todos los iones primarios
mencionados en el caso anterior, es decir, los iones (M-31)+
a m/z 434, (M-59)" a m/z 406, (M=60)""a m/z 405, (M-91)" a
m/z 374 y (M-107)" a m/z 358.

El esquema de fragmentacidén de esta sustancia es
en todo similar al anterior y se representa en el Esquema
43. La utnica diferencia existente es la mayor abundancia de
todos los jiones en general, y en particular de aquellos que
se originan por eliminacidén de la cadena grasa sobre el ni-
trogeno. Esta cadena grasa se pone de manifiesto igualmente
por la presencia de las sefiales a m/z 127 y 57, que se asig-

+ +

nan respectivamente a los iones OEC—(CH2)6CH3 y CHZ—CHZ—CHZ—

—CH3.



. 1

(M-31)" (M-60) ———— > m/z 404
m/z 434 m/z 405
-59
m/z 356 «——15  (M_91)* (M-59)" ? > m/z 346
m/z 374 m/z 406
-126 -107 -126
v \ 4
~126 m/z 248 (M-107)" ~108 -107 m/z 220
m/z 385
~-18 -126 -18
v v
v v 4
m/z 230 m/z 232 m/z 298 m/z 202

18= H,0

. -18 1718 -126
31~ CH,OH

v

59= (':OOCH3 m/z 214 m/z 280 m/z 172
60~ HOCH,CHO

) -18 1i126 1718
91= C,H, !
107= C7H7o m/z 196 m/z 154

126= Alquilcetena

-Lyz-

ESQUEMA 43
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IT.3.4.2.3. Espectro de masas del éster etilico de 3-acetil-
-{1-0-bencil-2,3~didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin

~-2-carbonil-L-alanina (99).

CHZOH
0
HO
° 69
NAc
OBn
H CONH—CH—COOCHZCH3
CH
3

El espectro de masas de la sustancia 60, obtenido
por impacto electrénico, se recoge en la Figura 85-A. El
pico base del espectro es nuevamente la sefial m/z 91 corres-
pondiente al ién tropilio. Aunque no aparece el ién molecu-
lar (al igual que en la sustancia 55), el espectro esta de

acuerdo con la estructura propuesta.

En este espectro destacan dos circunstancias inte-

resantes:

1.- Debido a que la sustancia presenta dos atomos

de nitrégeno, en principio deberia esperarse la aparicion en
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el espectro de gran nimero de sefiales con masa impar. Sin

embargo este tipo de sefilales es muy escaso.

2.- Se observa una significativa abundancia de
seflales a masas bajas. Es decir, la distribucién de las sefia
les esté desplazada hacia la izquierda del espectro (zona de

masas bajas).

Estos dos hechos estin relacionados entre si y
se pueden explicar como sigue: La casi exclusiva presencia
de sefiales a m/z par, implica que los iones que las originan
presentan un Aatomo de nitrégeno exclusivamente, por lo que
la fragmentacién principal, que da lugar a casi todas las
sefiales del espectro, debe ocurrir de tal manera que se pro-
duzca la separacidén de los dos atomos de nitrégeno presentes
originalmente. En el caso que nos ocupa se tratara pues de

las rupturas "a" o "b" presentadas en el Esquema 44.

En 1la ruptura "a", cuando la carga queda sobre
la porcidén azucarada, se origina el idn (M—144)+ am/z 322,
equivalente al conocido (M-59) " y que en general denominamos
(M—COR3)+. En el caso de la ruptura "b" se produciria el ién
(M-116)" el cual, aunque con muy baja intensidad, se observa
en el espectro a m/z 350. Por otra parte, si la carga queda-
ra del lado del aminoacido, aparecerian los iones m/z 144 y

116 respectivamente. Estos iones efectivamente se observan
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con una intensidad relativa cercana al 8% cada uno de ellos.

CH,OH

HO

\ 4

CHZOH
0
HO
a
b
b
\ 4
CHZOH
0
HO
0
NAc
OBn
+
H C=0

m/z 350 + m/z 116

(M=116)"

ESQUEMA 44

.
NAc
////// OBn

H
m/z 322 + m/z 144
(M-144)"
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Otro grupo de sefiales a masas bajas son debidas a
la presencia del grupo bencilo. Estas son, ademas del idn
tropilio (m/z 01) ya mencionado, las que aparecen a m/z 77

+

(i6én fenilo, C6H5), m/z 105 (OECC6H5,C7H50), m/z 106 (C7H60)

m/z 107 (C7H70) y m/z 108 (C7H80).

A masas altas no se observan todas las seflales que
deberian aparecer segun lo visto para las dos sustancias
analogas anteriores. Aparte de los fragmentos primarios ya
comentados (m/z 350 y 322, Esquema 44) solo se detecta otro

i6n primario a m/z 435 asignado al ya conocido (M—31)T

El resto del espectro se origina fundamentalmente
a partir del ién (M-144)" a m/z 322 de la misma forma que lo

hacen las sustancias 55 y 56 ya estudiadas.

Por tanto, el esquema de fragmentacidn propuesto

para esta sustancia es el recogido en el Esquema 45.
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~21 b -
(M-31)" e—0 =3 (M) 116 5 (M-116)"
m/z 435 m/z 350
-144
(1}1-14;4)+ ~00 > m/z 262
m/z 22
-108 42
J/ Vv
~18
m/z 196 < m/z 214 m/z 220
-42 -18
‘b <+
-42
4 m/z 172 m/z 202
-18
\'4
m/z 154

ESQUEMA 45
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I1I1.3.4.2.4. Espectro de masas de 3-acetil-2-metoxicarbonil-
-(1-0-bencil-4,6-di-0-benzoil-2,3-didesoxi~ a -D-glucopiran)-

-|12,3-d|-oxazolidina (57).

CHZOBZ
0

BzO

NAc
OBn

H COOCH

La sustancia 57 origina por impacto electroénico un
espectro de masas (Figura 86-A) que esta de acuerdo con la

estructura propuesta.

La existencia de dos grupos benzoato se detecta
fdcilmente por el hecho de que, en esta ocasién, el pico

base del espectro es la sefial a m/z 105 asignada al ién ben-
+
zoilo (OEC—C6H5), asi como por la presencia de las sefiales a

.
m/z 77 (C6H5

esta ultima al ién-radical del &cido benzoico producido por

, i6n fenilo) y a m/z 122 (C7H60;), asignada

transposicién de McLafferty, tal como se indica en el Esque

ma 46.
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H +
0 —"CRR” OH
i~ | > |
C H/C\O/CHR C H'/C\O
65 65
(M)’ m/z 122
ESQUEMA 46

Por otra parte, se observa la sefial debida al ién

tropilio a m/z 91, que indica la presencia del grupo bencilo

La gran estabilidad de los iones comentados hace
que las sefiales debidas a iones con carga sobre la molécula
de azlcar sean escasas y de baja intensidad. Por todo ello,
el espectro de esta sustancia presenta una "desviacién hacia
la izquierda" atn mads acusada que en la anterior sustancia

estudiada y, evidentemente, motivada por otras causas.

No obstante, a masas relativamente altas se obser-
va un numero suficiente de sefiales como para poder confirmar
la estructura propuesta. Asi, la sefial mas alta que se regis
tra aparece a m/z 589, que coincide con el peso molecular,
por lo que se ha asignado al ién molecular. Aparecen asimis-

~ . . . . +
mo sefiales que se han asignado a los iones primarios (M-59)

a m/z 530, (M-107)" a m/z 482, (M-135)" a m/z 454 (equivale
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al ion (M—31)+ de la sustancia §§) y (M—164)+.a m/z 425 equi

valente al idén (M—60)+-de la sustancia §§.

El resto del espectro se ajusta al esquema de frag

mentacion que se propone en el Esquema 47.

En 1la Tabla 43 se recogen algunos datos de interés
de un espectro de alta resolucidén realizado para esta sustan

cia.



-107

-9527-

> m/z 318 —;Ez————> m/z 196

(M-164)"
m/z 425

(M-135)"
m/z 454

-59

-59

(M-107)"
m/z 482

YV

N
m/z 488 e—2  (M-50) " —=L% 5 m/z 366 — 22— m/z 324
m/z 530

-122

-122
:

-108
~42 N

. A\ 4
m/z 244 ————>m/z 202

~-108

42

v
m/z 380 €é————— m/z 422

122= C_H_COOH, 108= CGHSCHZOH

164~ C,H COOCH,CHO, 135~ CoH COOCH,, o
ESQUEMA 47

42 42

_122 N

v
m/z 276 ——————>m/z 154




TABLA 43

Espectro de masas de alta resolucién de 57

m|z Composicidn Desviacidon(ppm)
589 CapHa NO g -8,3
530 C30H28N08 -4,3
488 C,gH, N0, -4,1
482 C,sHy,NO -0,4
454 C24H24N08 1,8
425 C,4H, 4N, 4,6
380 C, H,gNO, 9,5
366 Cy1HyoNO, 3,5
318 C,6H{6N0 -14,3
244 Cy4Hy4NO4 -2,3
202 C,,H ,NO, -1,0
196 CoHy oNO, -0,4
154 C,HgNO -1,4

_257_
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I1.3.4.2.5. Espectro de masas de 3-acetil-2-metoxicarbonil-
-(4,6-di-0-n-butil-2,3-didesoxi-1-0O-metil-o -D-glucopiran)--

-12,3-d|-oxazolidina (78).

CH,OnBu

nBuO

NAc
OMe

H COOCH

El espectro de masas de la sustancia Z§, obtenido

por 1impacto electrédnico, se recoge en el Apéndice (Figura

87-A).

La sefial mas alta del espectro se registra a m/z
417, coincidiendo con el peso molecular calculado para esta

. . — + .
sustancia, por lo que se asigna al idn molecular, (M) .

A masas bajas se observan sefiales a m/z 57, 43 vy
41, las cuales se han asignado a los iones n-butilio (C4Hg),
n-propilio (C3H;) y ciclopropilio (CgHg), procedentes de las
cadenas de n-butilo presentes en las posiciones 4 y 6 del

azlcar.
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El aspecto general del espectro, en el que las se-
flales intensas estan distribuidas a lo largo de todo el ran-
go de masas, es ldogico si se tiene en cuenta que en esta sus
tancia no existen sustituyentes de tipo aromatico que puedan
estabilizar 1la carga (como ocurria en los anteriores casos
estudiados); ello implica que, en general, todas las sefiales
presenten una intensidad relativa elevada (en comparacion

con los anteriores casos estudiados).

Tal situacién induce a una complicacién adicional
del espectro, debido a que se amplia el numero de rutas de
fragmentacién posibles para esta sustancia, con la consi-
guiente aparicion de sefiales que en los anteriores casos no

existen.

No obstante,»los fragmentos primarios que se obser
van son equivalentes a los ya mencionados en las sustancias
andlogas anteriores. Asi, aparecen los iones (M—OR1)+ a m/z
386, (M- R4OCH2CHO)+ a m/z 301, (M-R
COOCH3)+ a m/z 358 (ver Esquema 48).

4OCHZ)+ a m/z 330 y (M-

Para esta sustancia se ha realizado un amplio estu
dio de iones metastables, cuyo resultado se recoge en la
Tabla 44 y mediante el cual se ha elaborado el esquema de

fragmentacidén que se propone (Esquema 49).
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0
nBuo nBuO
0
NAc
OMe
NAc
H COOCH H COOCH
(M - CH,0Bu)" M - or )"
m/z 330 (27,3%) m/z 386 (1,8%)
— —
CHZOnBu
0
nBuO
0
NAc
OMe
i H COOCH3 |
M)*
m/z 417
CH,OnBu
nBuO
- OMe
H H COOCH
M - coocu3)* M - BuOCHZCHo)*’
m/z 358 (13,3%) m/z 301 (10,3%)

ESQUEMA 48
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TABLA 44

lones-padre (P), hijo (H) y pérdida de molécula neutra (N) para la sustancia 78

*

* * * * * * *
98 112 126 172 196 200 213 224 242 252 284 298 301 326 330 344 358

84 N

144 PN P

153 PH | PH P

154 N

182 P N N

200 PN|PN HN

210 PNIPN PHN

214 N PN N H

242 PHN PH H

252 HN

269 HN

273 N

284 N

288 HN

298 N H

301 HN

330 H

358 PHN

386 PN

* Ién en ordenada y abscisa

N= 32, 42, 74, 88, 116



~74

m/z

;
1
42!
i
t
1

-74

m/z 284

-74 -116

42
m/z 210 «—— m/z

S
L4

-28
m/z 326 m/z 298

~74 ~74

-116

T "=

\

252

-42

m/z 224

~-56
m/z 182 ———3y m/z

301

!

-28
m/z 242 — 3 m/z 214 ﬂ

!
I
42 P
1
!
|

A 4

m/z 200

~74

!

~42

Vv

m/z 84

: Rutas de fragmentacidn comin con las sustancias ya estudiadas. 32= CH30H, 74= BuOH, 87= BuOéHz,

ESQUEMA 49

-88
> m/z 213

-60

-116

.

7

-27 ~41
< m/z 153 ——3 m/z 112

116= BuOCHZCHO

7

-Zgz_

m/z 98

m/z 144

-32
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IT.3.4.2.6. Estudio comparativo de las sustancias englobadas

en el apartado II1.3.4.2.

De todo lo anteriormente comentado, se deduce que
para las cinco sustancias contempladas en este apartado,
existen rutas comunes de fragmentacion, por lo que gran par-
te de las seflales que se registran en sus respectivos espec-
tros, se pueden reordenar (al igual que hicimos en el aparta
do 1II.3.4.1.) en diferentes tipos de iones. Esto es lo que

se recoge en la Tabla 45.

De nuevo, al igual que ocurria en el anterior apar

tado (II.3.4.1.), el ién primario (M-COOR )+ es clave en

3
el esquema de fragmentacién de estas sustancias. A partir
de este idén se originan los iones A, B, C y D por pérdida
de alcohol bencilico (metanol en la sustancia Z§), agua (éci

do benzoico en 57 o butanol en Z§) y cetena (alquilcetena en

i?). Esta ruta de fragmentacidén se recoge en el Esquema 50.

Asimismo, el ién (M—COOR3)+ origina otra ruta im-
portante de fragmentacidén por pérdida sucesiva de R4OCH2CHO,
cetena (alquilcetena en 56) y agua (acido benzoico en 57 o
n-butanol en 78), dando lugar a los iones E, F, y G. Esta

~

ruta se representa en el Esquema 51.
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TABLA 45
fragmentaciones comunes para las sustancias desbenzaladas
55 56 60 57 78
m* 465 (0,5) 589 (0,6) | 417 (0,5)
(M—RQOCH2)+ 350 (5,4) 434 (7,6) 435 (1,2) 454 (0,5) 330(27,3)
(M4R40CH2CHO)+' 321 (1,4) 405 (2,4) 425 (1,0) 301(10,3)
(M~R1)+ 290 (1,8) | 374 (3,0)

(M—0R1)+ 274 (7,4) | 358 (5,0) 482 (3,0) | 386 (1,8)
(M-c00R3)+ 322(24,2) 406(45,4) 322(17,9) 530(14,0) 358(13,3)
* ¥*

(M—COORB—RloH)+ 214(27,3) 298(21,8) 214(16,7) 326(35,1)
* ¥*

A-R,OH 196 (7,3) 280(16,3) 196 (6,0) 252(14,5)

* * :
A-COR, 172(13,4) 172(46,7) 172 (8,2) 280 (1,3)
- ¥* *
B-COR, 154 (9,9) 154(26,0) 154 (8,5) 210(15,2)
C-R, OH
n
(M"COOR3‘R4OCH2CHO) 262(22,4) 346(31,2) 262(13,3) 366 (6,7) 242 {(100)
+
(M—RAOCHZCHO-COORa)
E-COR, 220(10,9) 220(26,7) 220 (6,4) 200(29,1)
F-R, OH 202 (9,1) 202 (8,5) 202 (5,4) 202 (3,0) 126(19,4)
+ * *
(M—RAOCHZCHO—ORl) 214(27,3) 298(21,8) 318 (1,8)
* *
H-COR, 172(13,4) 172(46,7)
* *
H-R, OH 196 (7,3) 280(16,3) 136 (2,3)
- * *
I-R,OH 154 (9,9) 154(26,0) 154 (3,3)
J-COR,,

* Relacién m/z repetida en su columna (Ej.:

iones A y H de la sustancia §§)
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+

N (M-COOR,, )
g
o Ok

CHZOR

4
0
-R ,OH . \\ //
+
0\\\6;;7NC0R2
B
-COR,
CH,OR,
0
~R, OH . \\ //
+
Q\\\6¢77NH
D

ESQUEMA 50
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—R40CH2CHO

(M-c00R3)+

H H
| +M/H< a2
\\\NH

ESQUEMA 51

&3]

-COR
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Evidentemente, la segunda ruta de fragmentacién
(representada en el Esquema 51) no se obéerva en los espec-
tros de las sustancias del primer apartado (I1.3.4.1.), ya
que todos ellos presentan un grupo bencilideno entre las po-
siciones 4 y 6 del azicar, lo cual hace que el paso del iédn

(M-COOR )+ al i6n E no sea posible, apareciendo en su lugar

3

el i6n m/z 149, como ya vimos. Estas fragmentaciones se com-

paran en el Esquema 52.

Si recordamos que el ién m/z 149 presentaba su ma-
yor intensidad cuando Rlz Me (o o B), no debe extrafiar que
el 1ién E sea el pico base del espectro en la sustancia 738

(R,= aMe).
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Ph

A4

(M-COORS)+

H H
+
H
RO \\\\
4 0
OR
> g 1
. NCOR,
(M-c00R3)+ H uw T
/O
R,0

ESQUEMA 52
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IT.3.4.3. ESTERES METILICOS DESBLOQUEADOS

En este apartado se estudian dos sustancias deriva
das de los ésteres metilicos 40 y 41 por hidrogenacién cata-
‘litica de los grupos protectores en la posicidén anomérica y
4 y 6 del aztcar. La estructura general del grupo se presen-

ta en la Figura 21.

CHZOH
0
HO
0
w H, OH
NﬁR
0
H COOCH3
8 R=
5¢ CH3
§9 R= (CH2)6CH3
Figura 21

Los espectros de masas de las sustancias 58 y 59,

obtenidos por ionizacidén por impacto electrdnico, estan reco
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gidos en la Figura 90-A y O1-A del Apéndice. En la Tabla 46
se recoge una seleccidn de las relaciones m/z de los iones
producidos en cada caso, asi como su intensidad relativa (%)

respecto al pico base del espectro.

En el caso de la sustancia 58 (R= CH3) la sefial
mas alta registrada en el espectro (Figura 90-A) es inferior
al peso molecular calculado. Pero en diferentes registros
donde el pico base (m/z 43) se encuentra saturado, se obser-
van los iones m/z 273 y m/z 274 producidos respectivamente
por pérdida de agua a partir del ién molecular (M)+‘y del
ién (M+H){ No obstante el espectro de masas obtenido por io-
nizacién quimica, usando isobutano como gas reactivo, mues-
tra sefial a m/z 292 asignada al ién (M+H)+ con una intensi-
dad relativa del 64,5% respecto al pico base, que en ioniza-

cién quimica corresponde al ién m/z 274 (Figura 92-A).

En el caso de la sustancia 59 (R= (CH2)6CH3) la se
fial mas alta registrada coincide con el peso molecular calcu
lado para dicha sustancia (375), por lo que se asigna al ién

molecular. (Figura 91-A).

Las fragmentaciones primarias mas interesantes a
partir del ién molecular consisten en la formacidén del idén
acilio y la pérdida del radical éOOCHB. La formacién del idén
acilio (Esquema 53) conduce en la sustancia §§ al pico base

del espectro (m/z 43) y en la sustancia 59 al segundo pico



TABLA 46

Principales sefiales registradas y su abundancia relativa
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55 5

(MeH) " 292" 375 (5,3) | (©
()" 201" 316 (1,7) | (M-COOCH)™ A
(M+H-18)" 274" 208 (0,1) | A-18 B
(M-18) " 273" 256 (6,4) | A-60
(M-COOCH,)" A | 232 (2,0) | 238 (2,4) | B-60
A-18 B | 214 (0,4) | 226 (2,4) | A-90 C
A-COR D 190 (1,5) | 190 (4,8) | A-COR D
D-18 172 (2,6) | 172(29,7) D-18
B-60 154 (3,1) | 130(57,0) D-18-42
A-90 C 142 (4,3) | 127(95,3) +0=CR
D-18-42 130 (1,1) | 112 (8,5) | B-60-COR

126 (4,3) | 100 (100) | C-COR

125(17,6) 88 (4,0)

B-60-COR 112 (7,4) 84(21,3)
C-COR 100 (7,3) | 57(56,0)

88 (9,1) 72(10,9)

84 (7,9) 43(14,7)

83(28,0)

72 (6,4)
+O=CR 43 (100)

Sefal obtenida en registros por ionizacién quimica

*¥%

Sefial detectada en espectros con el pico base saturado
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o 8 R- CH
AN £|| ¥l 3
//N—~C——R —> +0=C—R
\ 59 R= (CH,)(CH,
ESQUEMA 53

en importancia (m/z 127) con una intensidad relativa del
95,3%. De la cadena grasa presente en la sustancia 59 se de-
tectan dos sefilales significativas a m/z 43 y 57, asignadas a

los iones CH3(CH2); (n= 2 y 3 respectivamente).

La pérdida del radical COOCH3 conduce en ambos ca-
sos a la linea principal de fragmentacién. El ién originado,
(M—COOCH3)+, segun el estudio de metastables efectuado sobre
la sustancia 5@, conduce a cuatro diferentes iones por pérdi
da de agua, cetena (o alquilcetena en la sustancia 59),
HOCHZCHO y C3H603' Tales iones se detectan en la sustancia
58 a m/z 214 (0,5%), m/z 190 (1,5%), m/z 172 (2,6%) y m/z
142 (4,3%) respectivamente. Y en la sustancia 59 a m/z 298
(0,1%), m/z 190 (4,8%), m/z 256 (6,4%) y m/z 226 (2,4%).

5; la Tabla 47 se recoge el estudio de metastables
efectuado en la sustancia §§, a partir del cual se ha podido

establecer 1la secuencia de fragmentacién que se propone en

el Esquema 54.
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TABLA 47

Tones-hijo (H) y pérdida de molécula neutra (N) para la sustancia §§

273 214 190 172 142 130 112 84 72
291 N
232 HN | HN | H H
172" H N N
154 H N N
112 N N
100 N
88 N

*
I6n en ordenada y abscisa

Como se observa en el Esquema 54, para ambas sus-
tancias se propone la misma secuencia de fragmentacién. El
estudio de 1la intensidad relativa de los iones del esquema

para la sustancia 58 (R= CH,) no muestra ninguna preferencia

3
por ninguna de las rutas de fragmentacidén como era de espe-
rar. En cambio, la sustancia 59 (R= (CH2)6CH3) muestra una
marcada preferencia por aquellas rutas de fragmentacién que
se ve prontamente afectada por la pérdida de la "larga" cade
na alquilica de la amida. Una de estas rutas origina el pico
base del espectro de masas de la sustancia 59 (m/z 100) por

la pérdida sucesiva a partir de (M—COOCH3)+, de 90 unidades

de masa (dando lugar al ién m/z 226) y alquilcetena.
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Finalmente, en la Tabla 48 se muestra el estudio

de masas de alta resolucidn efectuado en la sustancia §§.

TABLA 48

Estudio de masas de alta resolucidn de 58

m/z Composicién Desviacién (ppm)
202 €, H,gNOg -5,0
291 Cy H,;,NOg 2,8
274 C, H, N0, -3,9
232 CqyHy 4NOg 3,4
214 CyHy HNO. 2,4
190 C,H,,NO, ' -0,6
172 CH, 4NO, 0,0
154 C,HgNO -5,7




+0=C—R

~248

m/z 43; 127%

(M-18)"
m/z 273

(M+H)+
m/z 292

-18

m/z 274

.
n/z 84 B4* 0

-18
é—.—

-28

-59

CH20H0
HO

m/z 291; 375%

m/z 214; 298*

-60
H H

/
/

+ H
0 &«
Py
H \\\NCOR

m/z 154; 238%

421 -126%
H H

/.
/

mH
2 \>;§5;N§R ’

H

n/z 232; 316%

-60

//J\\\ o
H \\\NCOR

m/z 172; 256%

-18

+ H R

+

~
H.C CH
-90 2 ~126%
OH _— /ﬁﬂ
AN
OHC T )
CHO
m/z 142; 226%
_42
~126% -90
H,0H
OH

HO 5¢jl CHO

0
¥
0 G H,O0H

m/z 172; 172%

42

H
PR
T

m/z 112; 112%

ESQUEMA 54

H’//J\\\\NH

m/z 130; 130%

2
> ///l\\\ _CHo
N

OHC

n/z 100; 100%

-28

m/z 72; 72%

H H
+ H
HO AN 42
0 —> n/z 88; 88*
OH
AN
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1T.3.4.4. DERIVADOS RIGIDOS DEL MDP

La estructura general para este grupo esta repre-
sentada en la Figura 22, y las sustancias objeto de estudio

se recogen en la Tabla 49.

L X
H CONH—CH-—CONH—CH—CHZ—CHZ—COOR4
CH3 CONH2
Figura 22

La presencia del resto de isoglutamina tiene una
notable influencia en los espectros de masas de estos com-
puestos, comunicidndoles una serie de rasgos diferenciadores
de 1los compuestos estudiados con anterioridad. Entre éstos

podemos mencionar:
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TABLA 49

Rl R2 R3 X R4
52 oBn CH3 PhCH= L Bn
53 aBn CH3 PhCH= D Bn
62 aBn CH, H L Bn
9} aBn CH3 H D Bn
Q§ «aBn CH3 H D H
26 H CH3 H D H
iﬂ oBn (CH2)6CH3 PhCH= D Bn
Q§ aBn (CH2)6CH3 H L Bn
Qé aBn (CH2)6CH3 H D Bn
29 BMe CH‘3 PhCH= D Bn
28 gMe CH, H D H
Z? aMe CH3 (CH2)3CH3 D Bn
%9 aMe CH3 (CHZ)BCH3 D H

1.- En ningin caso se observa el idén molecular es-

perado, cualquiera que sea el tipo de ionizacidén utilizado
(EI o CI) para el registro de los espectros. Debido a que
los espectros obtenidos mediante ionizacidén quimica presen-
tan mayor informacidén, nos vamos a referir exclusivamente a
ellos. Estos espectros se recogen en el Apéndice (Figuras

93-A a 105-A). En la Tabla 50 se presenta las principales
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sefiales de cada uno de ellos.

2.- En general, la sefial mas alta que se registra
se corresponde con la pérdida de isoglutamina (ya sea en for
ma de éster bencilico o en forma de acido), por lo que estas
seflales se han asignado en cada caso al ién (M-isoGln)" . La
relacién m/z de estos iones, asi como su abundancia relativa

se muestra en la Tabla 51.

TABLA 51

52 53 62 61 65 54 64 70 79 29

—r —~ — o~ -~ o~ —~ ~ i~ —~

(M-iso6ln)* | 509 509 421 421 421 593 505 433 457 457
(12,1) (4,8) (1,8) (0,9) (0,6) (1,2) (1,8) (9,7) (27,9) (18,8)

—
N
~—

3.~ En general aparece una sefial intensa a m/z 129
que en muchos casos llega a ser el pico base del espectro.
Esta sefial se ha asignado al ién representado en la Figura

23, procedente del resto de isoglutamina.

HZN—TH—CHZ—CHZ—CEO+

CONH2
m/z 129

Figura 23
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4.- En aquellos casos en los que existen restos
aromaticos, éstos se ponen de manifiesto por la presencia de
sefiales intensas a m/z 108, 107 y 91, llegando a ser ésta

ultima en varias ocasiones el pico base del espectro.

5.- A diferencia de las sustancias estudiadas en
los tres apartados anteriores, las cuales presentaban, sin
excepcién, el ién (M-COR)" (siendo R= OCH3, NH2 o aminodci-
do), clave en las posteriores fragmentaciones de los espec-
tros de masas de cada sustancia considerada, y al que se le
asignaba una estructura de 2,3-oxazolio, ninguna de las sus-
tancias que se estudian en este apartado presenta en su es-
pectro de masas dicho ién. Sin embargo, sus espectros presen
tan una sefial comin a todos ellos que se registra diez unida
des de masa mas baja que la correspondiente sefial esperable

para el ién (M-COR)" en cada caso. Este hecho se recoge en

la Tabla 52.

Ello nos hace suponer que en la estructura de este

ién deben estar presentes los grupos Rl’ 5 ¥ R3. Por lo tan

to, la estructura probable podria ser la representada en la

R

Figura 24, lo cual supondria la ruptura del anillo de oxazo-

lidina.
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TABLA 52
(M-COR) " esperable 16n registrado
52 410 400 (8,0)
53 410 400 (1,8)
62 322 312 (2,4)
61 322 312 (3,8)
65 322 312 (1,5)
26 232 -
24 494 484(13,3)
63 406 396(13,2)
04 406 396(28,5)
70 334 324(17,6)
28 246 -
79 358 348(10,9)
29 358 348(57,0)
CH,OR .
R,0 o
¢ N H,0R,
H)NCR,
0

Figura 24
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De todo lo dicho anteriormente, se puede extraer
la siguiente conclusion: mientras que, en las sustancias es-
tudiadas en los tres primeros apartados, la presencia del ani
llo de oxazolidina era, no s6lo importante sino, clave para
explicar las diversas rutas de fragmentacidén, en las sustan-
cias de este apartado el anillo de oxazolidina sélo sirve
como soporte de la cadena peptidica que es la que realmente
dirige las posibles fragmentaciones con produccidén de iones

exclusivos de este grupo de sustancias.
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I1.3.5. CARACTERIZACION POR ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA

Se han estudiado los espectros de absorcidn infra-
rroja (IR) de las sustancias descritas, obtenidos a partir
de muestras pulverizadas, mezcladas homogeneamente con KBr

seco y posterior formacién de comprimido.

Cuando la sustancia se describe como sirupo, la
muestra se dispone directamente entre dos comprimidos de KBr

formando una pelicula delgada entre ambos soportes.

Los espectros obtenidos se recogen en el Apéndice,
y la informacidén obtenida se sumariza seguidamente en ocho
tablas acompafiadas de la estructura general a la que atiende

el grupo considerado.
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TABLA 53
Sobretono vs,as CH Amida
Sust. VOH WNH SNH WH Ar  vs,as CH2 veo (1) SNH (II) &CH Ar
2.957
2.032
73 3.065 | 2.914 740
3.302 3.034 2.870 1.648 1.555 697
3.600 2.956
Zé a 2.933
3.150 3.289 3.081 2.873 1.643 1.558
CHzOnBu
0
nBu0
RO
HNAc
OMe
7 R= Bn
7 R= H




TABLA 54
vs,as CH Ester Amida
Sust. OH MCH Ar vs,as CH, W0 W0 SCH Ar
3.360
2.732 | 3.000 | 2.929
37 2.612 | 3.066 | 2.909 756
2.525 | 3.033 | 2.855 j 1.734 | 1.615 | 697
2.955
3§ 3.066 | 2.929 753
3.576 | 3.034 | 2.858 | 1.730 | 1.662 | 696
Ph 0
0
0
0
NCR
g OBn
H COOH
37 R= CH3
38 R= (CH,)CH,

-287-
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TABLA 55
vs,as CH Ester Amida
Sust. VCH Ar vs,as CHZ v (0 v (0 §CH Ar
2.957
40 | 3.067 | 2.908 754
3.034 | 2.860 | 1.748 | 1.674 | 697
2.956
41 3.066 | 2.920 756
3.035 | 2.855 | 1.747 | 1.675 | 697
2.955
42 3.065 | 2.921 753
' 3.034 | 2.850 | 1.742 | 1.671 | 694
| 3.064 | 2.955 [ 1.761
Y 3.032 | 2.909 | 1.726"| 1.663 | 712
2.986
3.077 | 2.947
69 3.059 | 2.897 704
3.03 | 2.850 | 1.762 | 1.658 | 702
2.992
2.956
L 2.907 761
3.040 | 2.851 | 1.747 | 1.669 | 701
2.960
78 2.932
2.875 |1.762 | 1.666

*v (00 del éster del 4cido bezdico

CH20R4

H

COOMe

1Rl AR NIR SR F ol b=

R

R, R

1 2 3 4
aBn CH 3 PhCH=
o Bn (CH2 ) 6CH 3 PhCH=
a Bn (CHZ ) i 4CH3 PhCH=
aBn CH 3 Bz Bz
BMe CH 3 PhCH=
oaMe CH 3 PhCH=
aMe CH 3 Bu Bu



TABLA 56
vs,as CH Ester Amida
Sust. VOH VCH Ar vs,as CH2 vCo vCO0 SCH Ar
2.957
§§ 3.065 2.931 765
3.333 3.034 2.892 1.758 1.670 704
2.958
§§ 3.417 2.935 1.748 1.642
2.956
52 2.932
3.456 2.857 | 1.745 | 1.631

~289-

L T

55 obn CH3

58 H CH,

59 H  (CHy)gCH,
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TABLA 57
vs,as CH Ester Amida
Sust. vOH NH vCH Ar  vs,as CH2 V€O vCo SNH (II) &CH Ar
2.970
43 3.338 | 3.065 | 2.906 756
3.151 3.033 2.875 1.698 1.651 700
3.001 2.978
éé 3.060 2.909 757
3.292 3.034 2.880 1.746 1.671 1.562 696
3.100
50 3.005 1.675 759
2.600 3.308 3.034 2.905 1.749* 1.629 1.572 701
2.982
45 3.004 2.938 756
3.206 3.033 2.880 1.740 1.674 1.553 700
3.089 | 2.974
49 3.065 2.906 757
3.283 3.032 2.881 1.737 1.670 1.556 698
2.977
{Z 3.066 2.920 760
3.323 3.037 2.883 1.746 1.673 1.544 700
3.608 3.090 2.983
§9 a 3.067 2.932 1.676 751
3.135 | 3.325 | 3.034 | 2.855 | 1.743 | 1.630 | 1.577 | 696
* L0 de a&cido
R1 R2 X
CHZOR2 49 PhCH? NH2
0 44  PhCH= GlyEt
0 §6 PhCH= Gly
0 %E PhCH= AlaEt
NAc 4§ PhCH= ValEt
OBn %Z -PhCH=  PheLlt
99 H H AlaEt
H COoX
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TABLA 58
vs,as CH Ester Amida
Sust. vOH VNH VCH Ar vs,as CH2 vCO vCO0 SNH (II) SCH Ar
3.002 2.956
48 13.067 | 2.922 754
3.201 3.035 2.857 1.747 1.669 1.557 606
3.093 | 2.955
49 3.067 | 2.928 753
a 3.285 3.034 2.858 1.744 1.672 1.557 696
3.000 | 2.955
51 2.045 3.065 2.928 752
- 2.535 3.285 3.033 2.859 1.730* 1.674 1.554 695
2.978
3.090 | 2.935
52 3.066 | 2.922 | 1.734 757
3.300 3.034 2.853 1.723 1.674 1.557 701
* v(0 de acido
Ph ° . R, R, X
0] é? Bn (CH2)6CH3 GlyEt
49 Bn (CH2)6CH3 AlaFEt
§} Bn (CH2)6CH3 Ala
NﬁRZOR §’2 Me CH3 PheEt

CoX
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TABLA 59
vs,as CH Ester Amida*
Sust. vOH vNH vCH Ar vs,as CH2 vCO0 v(0 SNH (II) &CH Ar
2.977
3.409 3.000 | 2.938 1.674
§§ 3.289 3.006 2.909 1.648 758
3.205 3.034 2.879 1.736 1.636 1.549 699
2.977
3.413 3.085 2.936 1.680
52 3.286 3.005 | 2.907 1.665 755
3.204 3.034 2.870 1.732 1.648 1.549 700
3.700 3.406 3.089 2.974
9} a 3.283 3.066 2.933 1.679 728
3.100 3.214 3.033 2.876 1.731 1.646 1.548 | 698
3.700 3.420 3.088 2.972
62 a 3.282 | 3.066 | 2.935 1.670 739
3.100 3.207 3.033 2.874 1.732 1.649 1.549 699
3.750 2.975
95 a 2.929
3.080 | 3.312 | 3.077 | 2.869 | 1.671 | 1.648 | 1.558 | 699
3.700
%é a
3.000 3.403 2.930 1.671 1.566

* Existe participacidn de &NH
**¥ V(0 de 4cido

2

R, R, R X

53 & Bn PhCHZ L-Ala-D-isoGlnBn
52 aBn PhCHZ L-Ala-L-isoGlnBn
61 aBn H H L-Ala-D-isoGlnBn

62 oBn H H L-Ala-L-isoGlnBn
@5 aBnh H H L-Ala-D-isoGln
26 H H H L-Ala-D-isoGln

H COX
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TABLA 60
vs,as CH Ester Amida
Sust. vOH vNH vCH Ar vs,as CH2 vC0 vC0 SNH (II) &CH Ar
2.959
3.416 3.000 2.926
54 3.283 3.065 2.900 1.671 750
3.200 3.033 2.857 1.733 1.636 1.551 695
3.700 3.412 3.088 2.950
éﬂ a 3.205 3.0064 2.927 1.672 735
3.100 3.200 3.033 2.856 1.734 1.645 1.544 696
3.700 3.089 2.960
ég a 3.065 2.929 1.680 736
3.100 3.293 3.034 2.856 1.730 1.648 1.548 697
3.363 2.978
70 3.282 | 3.068 | 2.937 1.673 757
3.202 3;038 2.860 1.734 1.649 1.549 700
3.775
%§ a
3.075 | 3.349 2.933 1.673 1.566
3.360 2.959
Zg 3.280 3.067 2.936 1.681 750
3.204 3.035 2.874 1.735 1.652 1.551 697
3.750 2.960
%2 a 2.934 1.663
3.100 3.286 2.875 1.644 1.558
CH,OR, R R, Ry Ry X
0 54 oBn (CHy)(CH, PhCH® L-Ala-D-isoGlnBn
éé aBn (CH2)6CH3 H H L-Ala-D-isoGlnBn
0 ()3 aBn (CH2 )6CH 3 H H L-Ala-L-isoGlnBn
wer ORy 70 aMe cHy PhCHZ L-Ala-D-isoGlnBn
. 2 28 BMe CH, H H L-ala-D-isoGln
Z? aMe CH3 Bu Bu L-Ala-D-isoGlnBn
f COX gi) oMe CH 3 Bu Bu L-Ala-D-isoGln
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ITr.1. METODOS GENERALES

Las evaporaciones de disolventes se efectuaron a
temperaturas inferiores a 602C a presidén reducida (15 a 25mm

de mercurio).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato

GALLENKAMP, estan sin corregir.

Las rotaciones épticas se midieron en un polarime-
tro automatico PERKIN-ELMER 241-MC, empleando luz amarilla

de sodio (A= 589 nm). La notacidén utilizada para esta magni-

t
D

tud es |a]
Los analisis elementales han sido realizados en el
Laboratorio de Microanalisis del Instituto de Quimica Organi
ca General del C.S.I.C. de Madrid, en el Servicio de Anali-
sis Elemental de los Servicios Técnicos de la Universidad de
Granada y en el Servicio de Analisis Elemental del Departa-
mento de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica de la

Universidad de Sevilla.

Cromatografia en capa fina (c.c.f.)

Esta técnica se ha utilizado como método analitico
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cualitativo, empleando cromatoplacas comerciales (Merck,
60F254) de un espesor de capa de 0,25 mm y cromatofolios Al
(Merck, 60F254) de un espesor de capa de 0,20 mm.

Los reveladores empleados fueron acido sulfirico
al 50%, yodo, verde de bromocresol y la mezcla: anisaldehido
—4cido sulfurico-acido acético-etanol 95% (25:25:1:450). Las
sustancias que absorben al UV se detectaron por exposicidn a

una fuente de dicha luz de longitud de onda 254 nm.

Los eluyentes empleados fueron mezclas, en diferen

tes proporciones, de cloroformo-metanol y cloroformo-meta-

nol-agua.

Cromatografia en columna

Este procedimiento se utilizé con fines preparati-
vos. La técnica empleada ha sido la de la columna himeda. E1
soporte empleado fue gel de silice 60 (Merck) con una granu-
lometria de 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) y en una pro-
porcién de 30 a 40 gramos de gel de silice por gramo de mez-
Cla a separar. Las fracciones colectadas fueron analizadas

por c.c.f.
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Espectros de absorcidén en el IR

Se registraron en espectrofotémetro BOMEM MICHEL-
SON 100. Los espectros de muestras sdélidas se registraron
en comprimidos de bromuro potasico (KBr) y los de consisten-

cia siruposa se registraron en estado puro (pelicula).

Espectros de 1H— y 13C—RMN

Se registraron en espectrémetros BRUKER WP-80-SY a
80 MHz (1H) y 20,1 MHz (13C) y VARIAN XL-200 a 200 MHz (IH)
y 50,3 MHz (13C). Se han empleado como disolventes C13CD y
DMSO—dé)rcomo referencia interna TMS. Para el desplazamiento

quimico se usa el parametro 3.

La interpretacién de los espectros de 1H—RMN se
ha facilitado mediante experiencias de intercambio con deu-
terio y desacoplamiento homonuclear. Las constantes de aco-
plamiento (J) se dan en Hz y se han leido directamente sobre
el espectro o en los listados del ordenador. La asignacion
de 1las sefiales en el caso de los espectros de 13C—RMN se

facilité mediante el empleo de las técnicas APT y DEPT.
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Espectros de masas

Se registraron en espectrémefro de masas KRATOS,
modelo MS-80-RFA. Las muestras se introdujeron mediante una
sonda de sb6lidos calentada de 30 a 2802C. La temperatura de
la fuente de ionizacidén fue de 150 a 2502C segin las expe-

riencias realizadas, que fueron las siguientes:

-Ionizacién por impacto electrdénico a 70 eV, co-
rriente de ionizacién de 100 yA, voltaje acelerador de 4 KV,
resolucion 1.000 (definicidn del 10% de valle) y velocidad

de barrido de 3 s/dec.

-Ionizacidén por impacto electrénico a 70 eV, co-
rriente de ionizacidén de 100 uA, voltaje acelerador de 4 KV,
resolucidén 10.000 (definicidén del 10% de valle) y velocidad

de barrido de 10 s/dec.

-Ionizacidén quimica a 150 eV, usando como gas reac
tivo isobutano a una presidén de 0,8 bar, corriente de ioniza
cion de 500 uA, voltaje acelerador de 4 KV, velocidad de

barrido 3 s/dec.

-Adquisicién de metastables por ionizacidén por im-
pacto electronico a 70 eV, corriente de ionizacion de 100uA,

voltaje acelerador de 4 Kv, resolucién 1.500 (definicién del
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10% de valle) y velocidad de barrido de 10 s/dec.

I1T.2. SUSTANCIAS COMERCIALES

Se

ciales:

-~ Clorhidrato

~ Clorhidrato

-~ Clorhidrato

-~ Clorhidrato

-~ Clorhidrato

han utilizado las siguientes sustancias comer-

de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa (Merck)

del éster
del éster
del éster

del éster

etilico
etilico
etilico

etilico

- Acido D-glutamico (Sigma)

- Acido L-glutamico (Sigma)

- N-Hidroxisuccinimida (Merck)

- N,N"-Diciclohexilcarbodiimida

~ Acido dicloroacético (Merck)

- Alcohol bencilico (Merck)

- Sulfurico 98% (Merck)

- Trietilamina (Sigma)

- Dicarbonato de di-terc-butilo

- Diciclohexilamina (Fluka)

de glicina (Sigma)
de L-alanina (Sigma)
de L-valina (Ega)

de L-fenilalanina (Aldrich)

(Merck)

(Fluka)
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~ Acido p-

toluensulfénico monohidrato (Fluka)

- Acido trifluorocacético (Merck)

- Acido clorhidrico 35% (Panreac)

- Cloroformiato de metilo (Merck)

- Benzaldehido (Panreac)

- Anhidrido acético (Panreac)

- Hidruro

~ Bromuro

- Bromuro

- cloruro

- Bromuro

- Paladio

sédico (Merck)

de octanoilo (Merck)
de palmitoilo (Merck)
de benzoilo (Merck)
de n-butilo (Aldrich)

sobre carbén al 10% (Merck)

- Resina catidénica LEWATIT S100 G1 FII (Panreac)

IIT.3. SUSTANCIAS DE PARTIDA PARA LA SINTESIS DE LOS COMPUES-

TOS DESCRITOS EN ESTA TESIS

ITT.3.1.

SUSTANCIAS DESCRITAS EN LA BIBLIOGRAFIA

- 2-Acetamido-2-desoxi-D-glucosa (31)83

- Bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranédsido (32)84

- Bencil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-o-D-glucopira

nésido (33)%
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Bencil 2-amino-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-a-D-glucopiranési
do (34)%

Bencil 4,6-0-bencilidén-2-desoxi-2-octanamido-¢-D-glucopi-
ranésido (35)86

Bencil 4,6-0-bencilidén-2-desoxi-2-palmitamido-®-D-glucopi
randsido (36)86

Metil 2-~acetamido-2-desoxi-B8-D-glucopirandsido (66)90
Metil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-B-D-glucopira~
nosido (67)91

Metil 2-acetamido-2-desoxi-o-D-glucopiranésido (71)92

Metil 2-acetamido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-a-D-glucopira-
nésido (72)92

Metil 2-acetamido-3-0O-bencil-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-o -
D-glucopiranédsido (73)108

Metil 2-acetamido-3-0O-bencil-2-desoxi-a -D-glucopiranédsido

(74

116
N-terc-Butoxicarbonil-L-alanina

117
Ester Y-bencilico del &cido L(D)-glutamico
Ester Y-bencilico del &cido N-terc-butoxicarbonil-L(D)-glu

., . 118
tamico

. 119
Ester béncilico de N-terc-butoxicarbonil-L(D)-isoglutamina

119
Clorhidrato del éster bencilico de L{(D)-isoglutamina
Ester bencilico de N-terc-butoxicarbonil-L-alanil-L(D)-iso
. 120
glutamina
p-Toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-L(D)-iso

. 121
glutamina



ITT.3.2. SUSTANCIAS DE PARTIDA NO DESCRITAS ANTERIORMENTE
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I11.3.2.1. Metil 2-acetamido-3-O-bencil-4,6-di-O-n-butil-2-

desoxi-o-D-glucopiranésido (75)

CH,OnBu

nBuO
BnO

HNAc
OMe

A una suspensidén de metil 2—acetamido—3f0—bencil~
-2-desoxi-o-D-glucopirandsido (Zg)w8(4 g; 12,3 mmol) en dio-
xano seco (250 ml), conteniendo hidruro sédico (0,72 g; 30
mmol), se afiade bromuro de n-butilo recien destilado (5,5
ml; 51,2 mmol). Después de cuatro horas a reflujo con buena
agitacién, se destruye el exceso de hidruro sédico por adi-
cién de agua (gota a gota). La suspensidn resultante se fil-
tra y evapora hasta un tercio de su volumen inicial. La diso
lucién obtenida se vierte sobre agua-hielo. El sélido preci-
pitado se filtra y seca. Cristaliza para anéliéis de etanol.
Rendimiento, 4,9 g (92%). P.f. 148-149°C. laﬁ)g +107¢ (c 0,7;
cloroformo).

Andlisis calculado para C24H39N06:

c, 65,88%; H, 8,98%; N, 3,20% Encontrado:

cC, 66,12%; H, 8,71%; N, 3,49%

Espectro IR: Tabla 53; Figura 106-A
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I1T.3.2.2. Metil 2-acetamido-4,6-di-0O-n-butil-2-desoxi-a-D-

-glucopirandésido (76)

CH,OnBu

nBuO
HO
76

HNAc
OMe

A una disolucidén de metil 2-acetamido-3-O-bencil-
-4,6-di-0-n-butil-2-desoxi- @ -D-glucopirandsido (Zé) (3 g;
6,8 mmol) en una mezcla de dioxano-metanol 1:1 (100 ml), se
hidrogena a 40 psi en presencia de paladio sobre carbédén al
10% (200 mg) durante 7 horas, al cabo de las cuales la
c.c.f. indica la existencia de un solo compuesto. Se filtra
el catalizador y se lava con metanol. El combinado de filtra
dos se concentra a sequedad. El s6lido obtenido se purifica
por cromatografia sobre columna de gel de silice, utilizando
cloroformo como eluyente. Rendimiento, 1,92 g (81%). P.f.

19

128-129¢cC. la% +562 (C 0,99; cloroformo).

Analisis calculado para C17H33NO6:
C, 58,77%; H, 9,57%; N, 4,03% Encontrado:

CJ 59;06%; H) 9}23%; NJ 4;12%

Espectro IR: Tabla 53; Figura 107-A



IIT.4. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS OBJETOS DE ESTA TESIS




IIT.4.1. SINTESIS DE ANALOGOS RIGIDOS DEL ACIDO MURAMICO:

FORMACION DEL ANILLO DE OXAZOLIDINA




_3]_3_

IIT.4.1.1. 3-Acetil-2-carboxi-{(1-O-bencil-4,6-0O-bencilidén-

—2,3~didesoxi—a—D~glucopirén)—|2,3—d|—oxaéolidina (37)

ph 0
0
0
37
0 L d
NAc
OBn
H COOH
Bencil 2-acetamido-4,6-0O-bencilidén-2-desoxi-a -

-D-glucopiranésido (33)8%5 g; 12,5 mmol) se disuelve en dio-
xano seco (350 ml). A esta disolucidén se adiciona cuidadosa-
mente hidruro sédico (2,4 g; 100 mmol) y una disolucién de
4cido dicloroacético (3,1 ml; 37,5 mmol; exc. 200%) en dioxa
no seco (15 ml). La suspensidén resultante se calienta a re-
flujo durante 4 horas con agitacién vigorosa. Después de en-
friar a temperatura ambiente se destruye el hidruro sédico
excedente por adicién de agua (gota a gota), se filtra y
concentra hasta un tercio de su volumen. Con ayuda de agita-
cidén se le aflade agua hasta turbidez incipiente. Por adicién
de pequefias porciones de acido clorhidrico al 8% se lleva la

disolucién a pH 3,5 y el sélido blanco obtenido se recoge
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por filtracién y lava con abundante agua. La sustancia obte-
nida estd 1lo suficientemente pura como para ser usada con
fines sintéticos. Rendimiento, 5,57 g (83%). Para andlisis

se cristaliza de etanol. P.f. 210-212°C (d). lotlé9

+126°9
(c 0,27; cloroformo).

Analisis calculado para.C24H25NO8:
c, 63,29%; H, 5,53%; N, 3,08% Encontrado:

c, 63,10%; H, 5,58%; N, 3,17%

Espectro de lH_RMN: Tabla 6; Figura 1-A

Espectro IR : Tabla 54; Figura 108-A
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ITT.4.1.2. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(1-O-bencil-4,6-0-benci

lidén-2,3-didesoxi- o -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (40)

Ph

40

NAc
OBn

H CooCH

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-(1-0O-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazo
lidina (3]) (1 g; 2,2 mmol) en metanol (100 ml), enfriada en
un bafio de hielo, se lé afiade una dilucidn etérea de diazome
tano (0,5 g; 11,9 mmol). Se deja estar una noche a 02C, tras
lo cual se evapora el disolvente a presidén reducida, obte-
niéndose un sbélido blanco cromatogrificamente puro. Rendi-
miento, 1,03 g (100%). Se cristaliza‘para analisis de meta-

nol. P.f. 176-1772C (d). |a |§0

+1362 (c 0,83; cloroformo).
Analisis calculado para C25H27NO8:
c, 63,96%; H, 5,80%; N, 2,98% Encontrado:

C, 64,20%; H, 5,59%; N, 3,25%
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Espectro
Espectro
Espectro

Espectro

de ~H-RMN
13

de masas

iR

C-RMN:

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

9;
36;
55;

Figura 2-A a 9-A

Figura
Figura

Figura

12-A,
66-A;

110-A

14-A y 15-A

Esquema 27
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I11.4.1.3. 2-Carboxi-3-n-octanoil-(1-0-bencil-4,6-0-bencili-

dén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (38)

Ph

H COOH

R= (CH2)6CH3

Una suspensién de bencil 4,6-0O-bencilidén-2-deso-
xi-2-n-octanamido-a-D-glucopiranédsido (%éfﬁ (430mg; 0,9mmol)
e hidruro sédico (1,7 g; 7,2 mmol) en dioxano seco (25 ml)
se refluye suavemente durante 15 minutos, tras lo cual se
adiciona (gota a gota) una disolucién de &cido dicloroacéti-
co (0,22 ml; 2,7 mmol) en dioxano seco (5 ml). La suspension
resultante se refluye durante cuatro horas con agitacién vi-
gorosa. Después de enfrigr a temperatura ambiente se destru-
ye el hidruro sédico excedente por adicién de agua (gota
a gota), se filtra y concentra hasta mitad de su volumen, se
diluye con agua (200 ml) y el precipitado se filtra, lava

con agua y seca. El s6lido blanco obtenido se cristaliza de
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metanol. Rendimiento, 460mg (91%). P.f. 201-203¢C. la%g+1019
(c 0,91; cloroformo).

Analisis calculado para C30H36N08Na H20:
C, 62,05%; H, 6,77%; N, 2,41% Encontrado:

c, 62,41%; H, 6,79%; N, 2,85%

Esta sal sbédica disuelta en la minima cantidad de
metanol y acidulada hasta pH 3 con clorhidrico concentrado,
se vierte rapidamente sobre agua y filtra, lava con abundan-
te agua y seca, obteniendose la sustancia buscada. Se crista
liza de dioxano-agua. P.f. 136-1372C (d). lal§+1189 (c 0,89;
cloroformo).

Anidlisis calculado para C30H37NO8:
C, 66,77%; H, 6,91%; N, 2,00% Encontrado:

C: 66;53%; H) 6)73%9 N; 2579%

Espectro IR: Tabla 54; Figura 109-A
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111.4.1.4. 2-Metoxicarbonil-3-n-octanoil-(1-0O-bencil-4,6-0-

-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-[2,3-d|-oxazolidina

(41)

—

Ph

41

H COOCH

R= (CH2)6CH3

2-Carboxi-3-n-octanoil-(1-0-bencil-4,6-0-bencili--
dén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (38)
(2,5 g; 4,6 mmol) se disuelve en metanol (240 ml). La disolu
cién obtenida se enfria en bafio de hielo y se le afiade una
disolucién etérea de diazometano (1 g; 23 mmol). Se deja
estar una noche a 02C, tras lo cual se evapora el disolvente
a presién reducida, obteniéndose un sélido blanco cromato-
graficamente puro. Se cristaliza para analisis de metanol.

. 20
Rendimiento, 2,3 g (91%). P.f. 142-1439C. IalD +1199 (c 1;

cloroformo).
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Analisis calculado para C31H39N08:
c, 67,25%; H, 7,10%; N, 2,53% Encontrado:

C, 66,99%; H, 6,76%; N, 2,82%

Espectro de 1H—RMN : Tabla &; Figura 10-A y 17-A
Espectro de 13C—RMN : Tabla 10; Figura 16-A
Espectro de masa : Tabla 36; Figura 69-A. Esquema 27

Espectro IR : Tabla 55; Figura 111-A
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ITTI.4.1.5. 2-Metoxicarbonil-3-palmitoil-(1-0O-bencil-4,6-0-

-bencilidén-2,3-didesoxi-oa-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina

(42)

—~

Ph

H COOCH

R:‘(CH2)14CH3

A una suspensién de bencil 4,6-0O-bencilidén-2-deso
xi-2-palmitamido- a -D-glucopirandsido (@9?6 (4 g; 6,72 mmol)
en dioxano seco (400 ml) se le adiciona hidruro sédico (1,8g
; 75mmol) y se refluye suavemente durante 10 minutos. A esta
suspensién se le adiciona una disolucién de dcido dicloroacé
tico (1,7 ml; 21,16 mmol; exc. 200%) en dioxano seco (15 ml)
y se refluye con agitacién durante tres dias. Después de
enfriar a temperatura ambiente, se destruye el hidruro sédi-
co excedente por adicién de agua (gota a gota), completando
su volumen hasta un total de un litro. Se adiciona acido
clorhidrico al 8% hasta pH 3,5 y el precipitado obtenido se

recoge por filtracidén y lava con abundante agua, seca y di-
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suelve en cloroformo. La solucion cloroférmica enfriada en
bafio de hielo se le afiade una solucidén etérea de diazometano
(1,4 g; 33,5 mmol). Se deja estar una noche a 02C, tras lo
cual se evapora el disolvente a presidén reducida. El1 sélido
obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel
de silice, utilizando cloroformo como eluyente. Rendimiento,
3,5 g (79%). P.f. 116-1179C. |a[é9 +952 (¢ 0,89; cloroformo).

Analisis calculado para C39H55N08:

C, 70,35%; H, 8,33%; N, 2,10% Encontrado:

c, 70,83%; H, 8,54%; N, 1,89%

Espectro H-RMN : Tabla 8; Figura 11-A

13C—RMN : Tabla 10; Figura 18-A

Espectro
Espectro de masas: Tabla 36; Figura 70-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 55; Figura 112-A
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I11.4.1.6. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(4,6-0O-bencilidén-2,3-

-didesoxi-1-0-metil-8-D-glucopiran)-|2,3-d|-~oxazolidina (69)

Ph

0) OMe
NAc ~

H COOCH

A una disolucidén de metil 2-acetamido-4,6-0O-benci-
lidén-2-desoxi- B-D-glucopirandsido (Q])91 (2 g; 6,18 mmol) en
dioxano seco (200 ml) se le adiciona cuidadosamente hidruro
sédico (1,2 g; 50 mmol) y una disolucién de &cido dicloroacé
tico (1,5 ml; 18,5 mmol; exc. 200%) en dioxano seco (15 ml).
La suspensién resultante se refluye con agitacién durante
cuatro horas. Después de enfriar a temperatura ambiente se
destruye el hidruro sédico excedente por adicién de agua
(gota a gota) y se concentra a sequedad. Se disuelve en la
minima cantidad de agua y se acidula con 4dcido clorhidrico
al 8% hasta pH 3,5, se filtra y lava con abundante agua. El
s6lido obtenido se disuelve en metanol, se enfria en bafio

de hielo, se afiade una disolucién etérea de diazometano
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(1,26 g; 30 mmol) y se deja estar una noche a 02C. Pasado
este tiempo, se evapora el disolvente a presign reducida y
el sélido obtenido se purifica por cromatografia en columna
de gel de silice, utilizando éter-hexano 3:1 como eluyente.
Rendimiento, 1,9g (78%). P.f. 191-192¢9C. |a|? -54° (c 0,10;
cloroformo).

Analisis calculado para C19H23N08:
C, 58,00%; H, 5,89%; N, 3,506% Encontrado:

C, 57,78%; H, 6,16%; N, 3,41%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 11; Figura 19-A a 22-A

I3C_RMN : Tabla 24; Figura 60-A y 601-A

Espectro de
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 68-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 55; Figura 114-A
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ITT.4.1.7. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(4,6-0-bencilidén-2,3-

~didesoxi-1-0-metil-o-D-glucopirin)-|2,3-d|-oxazolidina (81)

Ph

NAc —~
OMe

H COOCH

A una disolucidén de metil 2-acetamido-4,6-0-benci-
lidén-2-desoxi- a -D-glucopirandsido (ngz (1 g; 6,1 mmol) en
dioxano seco (100 ml) se le adiciona cuidadosamente hidruro
s6dico (0,6 g; 25 mmol5 y una disolucién de acido dicloroacé
tico (0,75 ml; 9,3 mmol; exc. 200%) en dioxano seco (10 ml).
La suspensién resultante se refluye en agitacién durante cua
tro horas. Después de enfriar a temperatura ambiente se des-
truye el hidruro sédico excedente por adicidén de agua (gota
a gota) y se concentra a sequedad. Se disuelve en la minima
cantidad de agua y se acidula con acido clorhidrico al 8%
hasta pH 3,5, se filtra y lava con abundante agua. El so6lido
obtenido se disuelve en metanol, se enfria en bafio de hielo

y afiade una disolucién etérea de diazometano (0,7 g; 16,7
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mmol). Se deja estar una noche a 02C, tras lo cual se evapo-
ra el disolvente a presion reducida. El sé6lido obtenido se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice, uti-
lizando éter-hexano 3:1 como eluyente. Rendimiento, 0,97 g

(804). P.f. 173-174¢9°C. Idﬁo +1312 (c 0,22; cloroformo).

Analisis calculado para C19H23NO8:
C, 58,00%; H, 5,80%; N, 3,5606% Encontrado:

C, 58,12%; H, 6,26%; N, 3,25%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 11; Figura 23-A
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 67-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 55; Figura 115-A
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I11.4.1.8. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(4,6-di-O-n-butil-2,3-

-didesoxi-1-0O-metil-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (78)

CHZOnBu
0

nBuO

NAc
OMe

H CO0OCH

A una suspensién de metil 2-acetamido-4,6-di-O-n-
-butil-2-desoxi-o-D-glucopiranésido (76) (1,85 g; 5,33 mmol)
en dioxano seco (200 ml) se le adiciona cuidadosamente hidru
ro sdbédico (1 g; 43 mmol). Se refluye con agitacidn durante
cinco minutos y se adiciona un disolucidén (gota a gota) de
dcido dicloroacético (1,32 ml; 16 mmol) en dioxano seco (10
ml). La mezcla se refluye con agitacién durante 8 horas, se
lleva a temperatura ambiente y se destruye el hidruro sédico
excedente por adicidén de agua (gota a gota). Se concentra
hasta wun cuarto de su vqlumen a presién reducida, se diluye
con agua y se acidula con 4cido clorhidrico al 8% hasta pH
3,5. Se extrae con cuatro porciones de cloroformo (4 x 25
ml), 1la fraccién clorofdrmica se seca con Na2504, filtra y

lava con cloroformo. El combinado de filtrados se enfria en
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bafio de hielo y se metila con una disolucidn etérea de diazo
metano (1,4 g; 26,6 mmol) durante una noche a 02C. Se concen
tra a presion reducida y el residuo obtenido se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando diclo-
rometano como eluyente. Rendimiento, 1,36 g (60%) de una sus
tancia siruposa. Ia(éo+1499 (c 1,26; cloroformo).

Anadlisis calculado para C NOg:

2035
C, 57,54%; H, 8,45%;N, 3,35% Encontrado:

C, 57,02%; H, 8,31%;N, 3,24%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 11; Figura 24-A
Espectro de masas : Tabla 45; Figura 87-A; Esquema 49

Espectro IR : Tabla 55; Figura 116-A
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111.4.1.9. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(1-0-bencil-2,3-dideso-

xi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (55)

CHZOH

HO

NAc

OBn i§

H COOCH

Una disolucién de 3-acetil-2-metoxicarbonil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- @ -D-glucopiran)-[2,3-
-d|-oxazolidina (49) (500 mg; 1,25 mmol) en metanol (50 ml)
se hidrogena a una presién de 40 psi en presencia de paladio
sobre carbén al 10% (150 mg) hasta que la c.c.f. desarrollada
con cloroformo-metanol 10:1 indica la ausencia de 40. Se fil
tra el catalizador y se lava con metanol. E1 combinado‘de
filtrados se lleva a sequedad, se disuelve en diclorometano
(50 ml) vy se extrae con cuatro porciones de agua destilada
(4 x 25 ml). La fraccidén orgdnica se recoge y seca con sul-
fato sbédico, filtra, lava con diclorometano (25 ml) y concen
tra a presién reducida, obteniéndose la sustancia deseada lo
suficientemente pura como para ser usada con fines sintéti-

cos. Rendimiento, 409 mg (98%). Para analisis se purifica
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por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando

como eluyente diclorometano-metanol 20:1. P.f. 146-148¢C.
|a@0~+2209 (C 0,50; metanol).

fas . 1 .

Analisis calculado para C18H23N08 2HZO.

C, 55,38%; H, 6,19%; N, 3,59% Encontrado:

C) 55}32%; H) 6)23%; NJ 3366%

Espectro de lH.RMN : Tabla 12; Figura 25-A y 26-A
Espectro de masas : Tabla 45; Figura 83-A y 88-A; Esquema 42

Espectro IR : Tabla 56; Figura 117-A
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ITT.4.1.10. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(2,3-didesoxi-D-gluco-

pirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (58)

CHZOH
HO

~H, OH
NAc

H COoOCH

Una disolucidn de 3—acetil—Z—metoxicarbonil—(1;O—
bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d]
-oxazolidina ({9) (500 mg; 1,25 mmol) en metanol (50 ml) se
hidrogena a una presién de 100 psi en presencia de paladio
sobre carbén al 10% (150 mg) durante 96 horas, al término
de las cuales se filtra el catalizador y lava con metanol.
El combinado de filtrados se lleva a sequedad y el sirupo
resultante se purifica por cromatografia en columna de gel
de silice, wutilizando como eluyente diclorometano-metanol
15:1. Rendimiento 198 mg (64%) de una sustancia siruposa.

|a|;9 +82 (c 0,23; metanol).
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Analisis calculado para C11H17NO8 HZO:
C, 42,72%; H, 6,19%; N, 4,53% Encontrado:

C; 43)07%5 H: 5392%3 N, 4,82%

Espectro de TH-RMN : Datos en pag.135; Figura 30-A a 32-A
Espectro de masas : Tabla 46; Figura 90-A y 92-A
Esquema 54

Espectro IR : Tabla 56; Figura 118-A
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I1T1.4.1.11. 3-Acetil-2-metoxicarbonil-(1-0-bencil-4,6-di-

-0-benzoil-2,3-didesoxi- & -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina

(57)

—~

CHZOBZ
0

BzO

NAc s
OBn §Z

H COOCH

3-Acetil-2-metoxicarbonil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi
- o -D-glucopiran)-}2,3-d|-oxazolidina (§§) (0,83 g; 2,1 mmol)
se disuelve en piridina (10 ml), se le afiade cloruro de ben-
zoilo (3 ml) y se deja estar 12 horas. La solucidn resultan-
te se vierte sobre agua destilada (100 ml) y se extrae con
cuatro porciones de cloroformo (4 X 30 ml). Se colectan las
fracciones organicas y se lavan sucesivamente con agua (2 X
30 ml), acido clorhidrico 2 N (3 x 30 ml), agua (2 x 30 ml),
solucidén acuosa de bicarbonato sédico (3 x 30 ml) y finalmen
te con agua hasta pH neutro. Se recoge la fraccidén organica,
seca con sulfato sédico, filtra y concentra a sequedad. El
sirupo resultante se purifica por cromatografia en columna

de gel de silice, usando diclorometano-acetona-hexano 1:1:5
19
|

como eluyente. Rendimiento, 667 mg (54%). P.f. 73-74°C. |a 0

+992 (¢ 0,82; cloroformo).
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C, 65,19%; H, 5,30%;
C, 65:56%; H, 4599%3

Espectro de 1H—RMN
Espectro de masa

Espectro IR

Analisis calculado para C

N, 2,38%
N, 2,64%

Tabla 12;
Tabla 45;

Tabla 55;

32H31N010:

Encontrado:

Figura 27-A a 29-A

Figura 86-A;

Figura 113-A

Esquema 47
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ITT.4.1.12. 2-Metoxicarbonil-3-n-octanoil-(1-0O-bencil-2,3-

-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (ié)

CH, OH
0
HO
0]

CR
I 56
O OBn

H COOCH3

R= (CH2)6CH3
Una disolucidén de 2-metoxicarbonil-3-n-octanoil-
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a -D-glucopiran)-
-12,3-d|-oxazolidina (41) (1 g; 1,8 mmol) en metanol-dioxano
3:1 (100 ml) se hidrogena a una presién de 40 psi en presen-
cia de paladio sobre carbén al 10% (200 mg) durante 16 ho-
ras. Se filtra el catalizador y se lava con metanol. El com-
binado de filtrados se concentra a sequedad, obteniendose
un sé6lido blanco cromatograficamente puro. Se cristaliza de
metanol-agua. Rendimiento, 810 mg (96%). P.f. 105-106¢°C.
Anilisis calculado para C24H35N08:
c, 61,92%; H, 7,58%; N, 3,01% Encontrado:
C, 62,05%; H, 7,64%; N, 2,81%
Espectro de 1H——RMN : Tabla 13; Figura 33-A

Espectro de masas : Tabla 45; Figura 84-A; Esquema 43
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ITT.4.1.13. 2-Metoxicarbonil-3-n-octanoil-(2,3-didesoxi-D-

-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidina (59)

CHZOH

HO

H COOCH

R= (CH2)6CH3
Una disolucién de 2-metoxicarbonil-3-n-octanoil-
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-o -D-glucopiran)-
-12,3-d| -oxazolidina (4}) {1 g; 1,8 mmol) en dioxano-metanol
1:1 (150 ml) se hidrogena a una presién de 100 psi durante
96 horas en presencia de paladio sobre carbdén al 10% (250mg)
al término de las cuales se filtra el catalizador y lava con
metanol. El combinado de filtrados se lleva a sequedad y el
producto resultante se purifica por cromatografia en columna
de gel de silice, utilizando como eluyente diclorometano-me-
tanol 1§:1. Rendimiento,_460 mg (68%). P.f. 87-88eC. |a ﬁ%&lQ

(c 0,35; metanol).
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Analisis calculado para C17H29N08:
C, 54.39%; H, 7,79%; N, 3,73% Encontrado:
C, 54308%3 H, 8:16%5 N, 3,47%
Espectro de 1H—RMN : Tabla 13; Figura 34-A y 35-A
Espectro de masas : Tabla 46; Figura 91-A; Esquema 54

Espectro IR : Tabla 56; Figura 119-A



IT11.4.2. CONDENSACION DE ANALOGOS RIGIDOS DEL ACIDO MURAMICO

CON AMONTACO Y AMINOACIDOS
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I111.4.2.1. 3-Acetil-2-carboxamido-{(1-0O-bencil-4,6-0-bencili-

dén—Z,3—didesoxi—a—D—glucopirén)—|2,3—dl—6xazolidina (43)

Ph

NAc -~
OBn

H CONH

3-Acetil-2-carboxi-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-
-2,3-didesoxi-¢-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (QZ) (0,96
g; 2,1 mmol) se disuelve en dioxano seco (30 ml). A esta di-
solucién se le adiciona N-hidroxisuccinimida (304 mg; 2,6
mmol; exc. 25%) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (523 mg; 2,5
mmol ; exc. 20%). La mezcla se mantiene 30 minutos en agita-
cidén tras lo cual se filtra la diciclohexilurea formada y
lava con dioxano seco (10 ml). Sobre el combinado de filtra-
dos se hace pasar una corriente de gas amoniaco seco durante
10 minutos. Inmediatamente aparece un abundante precipitado
que se mantiene en agitacidén durante una noche. Se vierte
sobre agua destilada (100 ml) y filtra. El1 sélido blanco ob-

tenido se suspende en etanol en caliente (100 ml) y se deja
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estar una noche. Se filtra y obtiene un producto cromatogra-

ficamente puro. Rendimiento, 717 mg (75%). Se cristaliza pa-
20

ra analisis de etanol absoluto. P.f. 281-2829C. [a|, +114°

(c 0,34; dimetilsulfoxido).

Analisis calculado para C24H26N207:
C, 63,43%; H, 5,77%; N, 6,16% Encontrado:

c, 63,20%; H, 6,01%; N, 5,85%

Espectro de 'H-RMN : Tabla 14; Figura 36-A
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 71-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla §57; Figura 120-A
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ITI.4.2.2. Ester etilico de 3-acetil-(1-0O-bencil-4,6-0-benci

lidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-car-

bonilglicina (44)

Ph

NAc ~
OBn

H CONHCHZCOOEt

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-(1-0O-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazo
lidina (37) (600 mg; 1,32 mmol) en dioxano seco (10 ml) se
le adiciona N-hidroxisuccinimida (186 mg; 1,65 mmol; exc.
25%) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (326 mg; 1,58 mmol; exc
20%). La mezcla se mantiene 30 minutos en agitacién, tras
lo cual se filtra la diciclohexilurea formada y lava con
dioxano seco (5 ml). Al combinado de filtrados se le adicio-
na clorhidrato del éster etilico de glicina (184 mg; 1,32
mmol) y trietilamina (0,18 ml; 1,32 mmol). Después de una
noche en agitacidén a temperatura ambiente se adiciona agua

destilada (25 ml). El precipitado obtenido se filtra y sus-
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pende en etanol en caliente (40 ml), se deja enfriar a tempe
ratura ambiente y filtra. Se obtiene un producto blanco cro-
matograficamente puro. Rendimiento, 512 mg (72%). Para anéli
sis se cristaliza de cloroformo-acetato de etilo. P.f. 260-

270eC (d). |a|ég+939 (c 0,4; cloroformo).

Analisis calculado para C28H32N209:
c, 62,21%; H, 5,97%; N, 5,18% Encontrado:
C, 62,60%; H, 6,05%; N, 5,29%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 14; Figura 37-A

Espectro de masas : Tabla 36; Figura 72-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 57; Figura 121-A
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I11.4.2.3. 3-Acetil-(1-O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-dideso-

xi-o-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonilglicina (59)

Ph

OBn

H CONHCHZCOOH

A una disolucién del éster etilico de 3-acetil-(1-
-O-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3
-d|-oxazolidin-2-carbonilglicina (4&) (100 mg; 0,18 mmol) en
dioxano (30 ml) se le adiciona hidréxido sédico 0,5 N (2ml).
Se deja estar 30 minutos a temperatura ambiente y adiciona
agua destilada (30 ml) y acido clorhidrico 0,5 N (2,5 ml).
El precipitado obtenido se filtra y lava con abundante agua
destilada. Se cristaliza de etanol absoluto. Rendimiento,
88 mg (93%). P.f. 224—2259C (a).

Analisis calculado para C26H28N209:
c, 60,93%; H, 5,51%; N, 4,47% Encontrado:
C, 60,90%; H, 5,74%; N, 4,77%
1

Espectro de "H-RMN : Tabla 14; Figura 50-A

Espectro IR : Tabla 57; Figura 122-A
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IIT.4.2.4. Ester etilico de 3-acetil-(1-O-bencil-4,6-0-benci

lidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-car-

bonil-L-alanina (45)

Ph 0
0
§]
0]
NAc {5
Bn
L
H CONH-CH-COOEt
CH
3

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-{1-0-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo
lidina (37) (1 g; 2,2 mmol) en dioxano seco (20 ml) se le
adiciona N-hidroxisuccinimida (322 mg; 2,8 mmol) y N,N -dici
clohexilcarbodiimida (543 mg; 2,63 mmol). La mezcla se man-
tiene 30 minutos en agitacidén, se filtra la diciclohexilurea
formada y lava con dioxano seco (10 ml). Al combinado de fil
trados se le adiciona clorhidrato del éster etilico de L-ala
nina (337 mg; 2,2 mmol) y trietilamina (0,3 ml; 2,2 mmol).
Después de wuna noche en agitacién a temperatura ambiente,

se adiciona agua destilada (50 ml) y se recoge por filtra-
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cién el precipitado. El sdélido obtenido se suspende en eta-
nol en caliente (75 ml) y se deja estar una noche a tempera-
tura ambiente, se filtra y obtiene un producto blanco croma-

tograficamente puro. Cristaliza de cloroformo. Rendimiento,

19

0 +812 (¢ 1,11; cloroformo).

1 g (82%). P.f. 246-2482C {d). lal
Analisis calculado para C29H34N209:
c, 62,80%; H, 6,17%; N, 5,05% Encontrado:

C, 62,45%; H, 5,87%; N, 5,34%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 15; Figura 39-A y 40-A
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 73-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 57; Figura 123-A
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IIT.4.2.5. Ester etilico de 3-acetil-(1-0O-bencil-4,6-0-benci

lidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-car-

bonil-L-valina (46)

Ph 0
0
0
0]
NAc 4?
OBn
L
H CONH-CH-COOEt
CH(CH3)2

A una disolucidn de 3—acetil—2—carboxi—(l—O—bencii
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo
lidina (%]) (850 mg; 1,86 mmol) en dioxano seco (25 ml) se
le adiciona N-hidroxisuccinimida (272 mg; 2,36 mmol) y N,N -
diciclohexilcarbodiimida (506 mg; 2,45 mmol). La mezcla se
mantiene 30 minutos en agitacidén, tras lo cual se filtra la
diciclohexilurea formada y se lava con dioxano seco (10 ml).
Al combinado de filtrados se le adiciona clorhidrato del és-
ter etilico de L-valina (338 mg; 1,86 mmol) y trietilamina
(0,26 ml; 1,86 mmol). Después de una noche en agitacién a

temperatura ambiente, se adiciona agua destilada (50 ml) y
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se recoge por filtracién el precipitado. El sélido obtenido
se suspende en etanol en caliente (50 ml) y se deja estar
una noche, se filtra y obtiene un producto blanco cromatogra
ficamente puro. Rendimiento, 845 mg (78%). Para analisis se

cristaliza de cloroformo-acetato de etilo. P.f. 228-2309C

(d). |a|éo+919 (c 0,55; cloroformo).
P 1 .
Analisis calculado para C31H38N209 2H20.
C, 62,93%; H, 6,47%; N, 4,73% Encontrado:

C, 62,95%; H, 6,48%; N, 4,81%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 15; Figura 42-A
Espectro de masa : Tabla 36; Figura 74-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 57; Figura 124-A
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I1T1.4.2.6. Ester etilico de 3-acetil-(1-O-bencil-4,6-0-benci

1idén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-car-

bonil-L-fenilalanina (47)

Ph 0
0
0
0
NAc 4]
OBn
L
H ONH-CH-COOEt
CHZPh

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-(1-0O-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-oa-D-glucopiran)-|2,3~-d|-oxazo
lidina (%Z) (500 mg; 1,1 mmol) en dioxano seco (20 ml) se le
adiciona N-hidroxisuccinimida (161 mg; 1,4 mmol) y N,N'-dici
clohexilcarbodiimida (268 mg; 1,3 mmol). La mezcla se mantie
ne 30 minutos en agitacién, tras lo cual se filtra la dici-
clohexilurea formada y se lava con dioxano seco (10 ml). Al
combinado de filtrados se le adiciona clorhidrato del éster
etilico de L-fenilalanina (253 mg; 1,1 mmol) y trietilamina
(0,15 ml; 1,1 mmol). Después de una noche en agitacién se

adiciona agua destilada (50 ml) y se recoge por filtracion
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el precipitado. El sélido obtenido se purifica por cromato-
grafia en columna de gel de silice, utilizando diclorometano
como eluyente. Rendimiento, 478 mg (69%). P.f. 223-2252C

(d). |a|;0+1209 (c 0,96; cloroformo).

P N :
Analisis calculado para C35H38 2O9
C, 66,65%; H, 6,07%; N, 4,44% Encontrado:

C, 66,43%; H, 6,36%; N, 4,17%

Espectro de 'H-RMN : Tabla 15; Figura 41-A
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 75-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 57; Figura 125-A
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IIT.4.2.7. Ester etilico de 3-acetil-(1-O-bencil-2,3-dideso-

xi-o -D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanina.

(60)

OBn —~

L
H CONH-CH-COOEt

CH3

A una disolucién de 3-acetil-2-metoxicarbonil-(1-
-0-bencil-2,3-didesoxi-o-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina
(ié) (1,17 g; 3,07 mmol) en metanol (50 ml) se le adiciona
NaOH 1 N (8 ml) y se deja estar a temperatura ambiente dos
horas, se neutraliza con resina catidénica (LEWATIT S100 Gl
Fuerte II), se filtra, lava con metanol y concentra‘a seque-
dad a presién reducida. El acido obtenido se disuelve en
N,N-dimetilformamida (15 ml) y tetrahidrofurano (40 ml). La
disolucién obtenida, tras enfriar en bafio de agua-hielo, se
le adiciona N-hidroxisuccinimida (441 mg; 3,83 mmol) y N,N"-
diciclohexilcarbodiimida (759 mg; 3,68 mmol). La mezcla se
mantiene 10 minutos en agitacidén y se le adiciona clorhidra-

to del éster etilico de L-alanina (467 mg; 3,07 mmol) y trie
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tilamina (0,43 ml; 3,07 mmol). Se deja alcanzar la temperatu
ra ambiente en agitacidén durante una noche. Con ayuda de una
bomba de vacio se concentra a sequedad el producto. El resi-
duo se disuelve en diclorometano (75 ml) y se extrae con
tres porciones de agua destilada (3 x 50 ml). La fraccion
organica se recoge, seca con sulfato sédico, filtra y concen
tra a sequedad obteniéndose un compuesto blanco que se puri-
fica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizan
do como eluyente diclorometano-metanol 20:1. Rendimiento,
726 mg (51%). P.f. 147-149°C (d). |o¢[;0+1159 (¢ 0,26, meta-
nol).

Analisis calculado para C22H30N209:
C, 56,64%; H, 6,48%; N, 6,01% Encontrado:

C, 59,78%; H, 6,32%; N, 5,73%

Espectro de masas : Tabla 45; Figura 85-A. Esquema 45

Espectro IR : Tabla 57; Figura 126-A
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I1T.4.2.8. Ester etilico de 3-n-octanoil-(1-O-bencil-4,6-0-

-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-{2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonilglicina (48)

Ph 0
0
0
0
NﬁR 4§
0 OBn
H CONHCHZCOOEt

R= (CH2)6CH

A una disolucién de 2-carboxi-3-n-octanoil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a-D-glucopirdn)-|2,3-
-d|-oxazolidina (§§).(500 mg; 0,92 mmol) en tetrahidrofurano
seco (20 ml) se adiciona N-hidroxisuccinimida (132 mg; 1,15
mmol) y N,N -diciclohexilcarbodiimida (227 mg; 1,1 mmol). La
mezcla se mantiene 30 minutos en agitacidén, tras lo cual se
filtra la diciclohexilurea formada y lava con tetrahidrofura
no seco (10 ml). Al combinado de filtrados se le adiciona
clorhidrato del éster etilico de glicina (130 mg; 0,92 mmol)
y trietilamina (0,15 ml; 0,92 mmol). Después de una noche a

temperatura ambiente se filtra la suspensién y lava con te-
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trahidrofurano. El filtrado se evapora hasta la mitad de su
volumen, se diluye con agua y se filtra el sbélido formado,
lava con agua y seca. Se cristaliza de etanol. Rendimiento,

415 mg (72%). P.f. 225-226°C (d). |a{é9+959 (¢ 0,29; cloro-

formo).

Analisis calculado para C34H44N209:
C, 65,37%; H, 7,10%; N, 4,48% Encontrado:
C, 65,27%; H, 7,19%; N, 4,40%
Espectro de 1H—RMN : Tabla 16; Figura 43-A y 44-A
Espectro de masas : Tabla 36; Figura 77-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 58; Figura 127-A
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I11.4.2.9. Ester etilico de 3-n-octanoil-(1-O-bencil-4,6-0-

-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonil-L-alanina (49)

h 0
0
0
0
NCR 49
0 OBn
L
i CONH-CH-COOEt
R= (CH,)CH, CH,

A una disolucidén de 2-carboxi-3-n-octanoil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a -D-glucopirdn)-|2,3-
-d|-oxazolidina (%§) (1 g; 1,85 mmol) en tetrahidrofurano
seco (40 ml) se le adiciona N-hidroxisuccinimida (266 mg;
2,31 mmol) y N,N’-diciclohexilcabodiimida (458mg; 2,22mmol).
La mezcla se mantiene 30 minutos en agitacidn, tras lo cual
se filtra la diciclohexilurea formada y lava con tetrahidro-
furano seco (15 ml). Al combinado de filtrados se le adicio-
na clorhidrato del éster etilico de L-alanina (300 mg; 1,85
mmol) y trietilamina (0,30 ml; 1,85 mmol). Después de una

noche a temperatura ambiente se filtra la suspensién y lava



-358-

con tetrahidrofurano. El1 filtrado se vierte sobre agua desti
lada (200 ml) y filtra el sélido formado, lava con agua y
seca. Se cristaliza de etanol. Rendimiento, 900 mg (76%).

P.f. 231-2332C (d). IaI? +862 (c 1,18; cloroformo).

Anadlisis calculado para C35H46N209:
C, 65,81%; H; 7,26%; N, 4,38% Encontrado:

C, 66308%3 H, 7525%5 N, 4343%

Espectro de masas : Tabla 36; Figura 78-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 58; Figura 128-A



-359-

ITT.4.2.10. 3-n-Octanoil-{1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2, 3~

-didesoxi- a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L--

-alanina (51)

Ph 0
0
0
0
NﬁR il
o OBn
L
H CONH-CH-~COOH
R= (CH2)6CH3 CH3

A una disolucién del éster etilico de 3-n-octanoil
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a -D-glucopiran)-
-]2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanina (49) (2 g; 3,lmmol)
en dimetilsulféxido (170 ml) se le adiciona hidréxido potasi
co 5M (1,5 ml) y se mantiene en agitacidén durante dos horas
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se diluye
con agua y acidula con 4cido clorhidrico al 8%, precipitando
un sélido que se filtra, lava con agua y seca. Se cristaliza
de etanol. Rendimiento, 1,6 g (84%). Para analisis se crista
liza de acetato de etilo-cloroformo. P.f. 223-225°C (d).

20
|

0 +1012 (¢ 0,34; cloroformo).

|
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Analisis calculado para C33H42N209:
C, 64,90%; H, 6,93%; N, 4,59% Encontrado:

C, 04,54%; H, 6582%3 N, 4,98%

Espectro de 'H-RMN : Tabla 16; Figura 45-A

Espectro IR : Tabla 58; Figura 129-A
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IIT.4.2.11. Ester etilico de 3-acetil-(4,6-0O-bencilidén-2,3-

-didesoxi-1-0-metil-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-car

bonil-L-fenilalanina (82)

Ph 0
0
0
0
NAc §g
OMe
L
H CONH-CH-COOEt
CHZPh

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-(4,6-0-ben-
cilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil-a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo
lidina (80) (1 g; 2,63 mmol) en dioxano seco (50 ml) se le
adiciona N-hidroxisuccinimida (378 mg; 3,29 mmol) y N,N’"-di-
ciclohexilcarbodiimida (650 mg; 3,16 mmol). La mezcla se man
tiene 30 minutos en agitacién, tras lo cual se filtra la di-
ciclohexilurea formada y lava con dioxano seco (10 ml). Al
combinado de filtrados se le adiciona clorhidrato del éster
etilico de L-fenilalanina (605 mg; 2,63 mmol). Después de
una noche en agitacién, se adiciona agua destilada (100 ml)

y se recoge por filtracién el precipitado. El1 sélido obteni-
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do se purifica por cromatografia en columna de gel de silice
utilizando diclorometano como eluyente. Rendimiento, 977 mg

(67%). P.f. 230-2312C (d). |a|§°+1109 (c 0,50; cloroformo).

Anilisis calculado para C29H34N209:
c, 62,80%; H, 6,18%; N, 5,05% Encontrado:

C; 62:45%5 H, 6929%3 N, 5;31%

Espectro de masas : Tabla 36; Figura 76-A; Esquema 27

Espectro IR : Tabla 58; Figura 130-A



IIT.4.3. ANALOGOS RIGIDOS DEL MURAMOIL DIPEPTIDO
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I1T.4.3.1. Ester bencilico de 3-acetil-(1-O-bencil-4,6-0-

-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonil-L-alanil-L-isoglutamina (52)

Ph 0
0
0
0
NAc 52
OBn
L L
f CONH-CH-CONH-CH-CH, ~CH, -CO0Bn
| |
CH, CONH,

A una disolucidn de 3—acetil—2—carboxi—(l—O—bencii
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo
lidina (iZ) (674 mg; 1,48 mmol) en dioxano seco (30 ml) se
le adiciona N-hidroxisuccinimida (213 mg; 1,85 mmol) y N,N -
diciclohexilcarbodiimida (367 mg; 1,78 mmol). La mezcla se
mantiene 30 minutos en agitacién; tras lo cual se filtra 1la
diciclohexilurea formada y lava con dioxano seco (10 ml).
Al combinado de filtrados se le adiciona una disolucién de
p-toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-L-isoglu-
tamina (707 mg; 1,48 mmol) en N,N-dimetilformamida (1,3 ml),

dioxano (12 ml) y trietilamina (0,2 ml; 1,48 mmol). Después
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de una noche en agitacién, se adiciona agua destilada (75ml)
y filtra. El s6lido obtenido se suspende en agua destilada
en caliente (75 ml) y filtra, se vuelve a suspender en eta-
nol en caliente (75 ml) y se deja alcanzar la temperatura
ambiente. Se filtra y obtiene una sustancia blanca cromato-
graficamente pura. Rendimiento, 820 mg (75%). Para analisis
se cristaliza de dioxano. P.f. 276-277°C (d). | dlm +44°

D
(c 0,40; dimetilsulféxido).

Analisis calculado para C39H44N4011:
C, 62,89%; H, 5,95%; N, 7,52% Encontrado:

C, 63:11%5 H, 5578%5 N, 7:67%

Espectro IR : Tabla 59; Figura 132-A

Espectro de masas: Tabla 50; Figura 93-A
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ITI.4.3.2. Ester bencilico de 3-acetil-(1-O-bencil-4,6-0-

~bencilidén-2,3-didesoxi-o-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (53)

Ph 0
0
0
0
NAc §§
OBn
L D
H CONH—CH—CONH—CH—CHZ—CHZCOOBn
CH3 CONH2

A una disolucién de 3-acetil-2-carboxi-(1-0-bencil
-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazo
lidina (37) (1 g; 2,2 mmol) en dioxano seco (60 ml) se le
adiciona N-hidroxisuccinimida (316 mg; 2,75 mmol) y N,N'—di—
ciclohexilcarbodiimida (525 mg; 2,64 mmol). La mezcla se
mantiene 30 minutos en agitacidn, tras lo cual se filtra la
diciclohexilurea formada y 1lava con dioxano seco (15 ml).
Al combinado de filtrados se le adiciona una disoludién de
p-toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-isogluta
mina (1,05 g; 2,2 mmol) en N,N-dimetilformamida (3 ml), dio-

xano (20 ml) y trietilamina (0,3 ml; 2,2 mmol). Después de
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una noche en agitacidén se adiciona agua destilada en calien-
te (100 ml) y filtra. Se suspende nuevamentehen etanol en
caliente (75 ml) y se deja alcanzar la temperatura ambiente,
se filtra y obtiene una sustancia blanca cromatograficamente

pura. Rendimiento, 1,38 g (84%). Para analisis se cristaliza

19

de dioxano. P.f. 283-284¢°C (d). |ub

+422 (¢ 0,33; dimetil-
sulféxido).

Anilisis calculado para C39H44N4011:
c, 62,89%; H, 5,95%; N, 7,52% Encontrado:

C, 63,16%; H, 6,21%; N, 7,34%

Espectro de 'H_RMN : Tabla 17; Figura 46-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 94-A

Espectro IR : Tabla 59; Figura 131-A
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IIT.4.3.3. Ester bencilico de 3-acetil-(1-O-bencil-2,3-dide-

soxi- o-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-

-L-isoglutamina (62)

CHZOH
0]
HO
0
NAc
OBn @E
L L

H CONH—CH—CONH—CH—CHZ—CHZ—COOBn

CH3 CONH2

A una disolucidén de 3-acetil-2-metoxicarbonil-(1-
~--0-bencil-2,3-didesoxi- a—D—glucopirén)—l2,3—d[—oxazolidina
(§§) (890 mg; 2,34 mmol) en metanol (50 ml) se le adiciona

NaOH 1 N (8 ml) y se deja estar a temperatura ambiente dos
horas. Pasado este tiempo se neutraliza con resina catiodnica
(LEWATIT $S100 Gl Fuerte II), se filtra, lava con metanol y
concentra a presién reducida. La sustancia obtenida se di-
suelve en N,N-dimetilformamida (10 ml) y tetrahidrofurano
(25 ml1), tras lo cual se enfria en bafilo de agua-hielo y adi-
ciona N-hidroxisuccinimida (337 mg; 2,93 mmol) y N,N'-dici-
clohexilcarbodiimida (580 mg; 2,81 mmol). La mezcla se man-

tiene en agitacién 15 minutos y se le adiciona una disolu-
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cién de p-toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-L-
isoglutamina (1,12 g; 2,34 mmol) en N,N-dimetilformamida (5
ml), tetrahidrofurano (15 ml) y trietilamina (0,33 ml; 2,34
mmol). Se deja alcanzar la temperatura ambiente en agitacidn
durante una noche y filtra la diciclohexilurea formada. Con
ayuda de una bomba de vacio se concentra a sequedad el fil-
trado. El producto obtenido se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice, utilizando como eluyente diclorome

tano-metanol 15:1. Rendimiento, 841 mg (65%). P.f. 220-222°C

(d). |aﬁ0 +659 (¢ 0,26; metanol).
Analisis calculado para C32H40N4011 HZO:
C, 56,96%; H, 6,27%; N, 8,30% Encontrado:

CJ 57}35%; H) 6’15%; NJ 8340%

Espectro IR : Tabla 59; Figura 134-A

Espectro de masas: Tabla 50; Figura 95-A
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I1IT.4.3.4. Ester bencilico de 3-acetil-(1-O-bencil-2,3-dide-

soxi—a—D—glucopiréh)—I2,3—d|—oxazolidin—Z—carbonil—L—alanil—

-D-isoglutamina (é})

CHZOH
0]
HO
0
NAc
OBn Qi
L D

H CONH—CH-CONH—CH—CH2—CHZ—COOBn

CH3 CONH2

A una disolucién de 3-acetil-2-metoxicarbonil-
-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidi-
na (§§) (810 mg; 2,13 mmol) en metanol (50 ml) se le adicio-
na NaOH 1 N (8 ml) y se deja estar a temperatura ambiente 2
horas. Pasado este tiempo se neutraliza con resina catiédnica
(LEWATIT S100 Gl Fuerte II), se filtra, lava con metanol y
concentra a presién reducida. La sustancia obtenida se di-
suelve en N,N-dimetilformamida (10 ml) y tetrahidrofurano
(25 ml), tras lo cual se enfria en bafio de agua-hielo y adi-
ciona N-hidroxisuccinimida (306 mg; 266 mmol) y N,N'-dici-
clohexilcarbodiimida (527 mg; 2,55 mmol). La mezcla se man-

tiene en agitacién 15 minutos y se le adiciona una disolu-
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cién de p-toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-
isoglutamina (1,02 g; 2,13 mmol) en N,N-dimetilformamida (5
ml), tetrahidrofurano (15 ml) y trietilamina (0,3 ml; 2,13
mmol). Se deja alcanzar la temperatura ambiente en agitacién
durante una noche y filtra la diciclohexilurea formada. Con
ayuda de una bomba de vacio se concentra a sequedad el fil-
trado. La sustancia obtenida se purifica por cromatografia
en columna de gel de silice, utilizando como eluyente diclo-
rometano-metanol 15:1. Rendimiento, 741 mg (63%). P.f. 212-

214°C (d). |o¢|é9+709 (c 0,32; metanol).

32H40N4O11 HZO:

C, 56,96%; H, 6,27%; N, 8,30% Encontrado:

Analisis calculado para C
C, 56,83%; H, 6,20%; N, 8,57%
Espectro de 1H—RMN : Tabla 18 y 19; Figuras 47-A a 49-A

Espectro de masas : Tabla 50; Figura 96-A

Espectro IR : Tabla 59; Figura 133-A
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IIT.4.3.5. 3-Acetil-(1-0O-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)

~-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (65)

CHZOH
0]
HO
0
NAc
OBn 95
L D

H CONH—CH—CONH—CH—CHZ—CHZ—COOH

CH3 CONH2

A una disolucién del éster bencilico de 3-acetil-
(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-
-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (Q}) (300 mg; 0,46 mmol)
en metanol (50 ml) sé hidrogena a una presién de 40 psi en
presencia de paladio sobre carbén al 10% (100 mg) durante 6
horas. Se filtra el catalizador y lava con metanol. El1 combi
nado de filtrados se lleva a sequedad y se purifica por cro-
matografia en columna de gel de silice, utilizando como elu-
yente diclorometano-metanol 5:3. Rendimiento, 160 mg (62%).

P.f. 218-220°C (d). laléo +632 (c 0,16; dimetilsulféxido).
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Andlisis calculado para C H,O0:

25H34N4011 By
C, 51,37%; H, 6,21%; N, 9,59% Encontrado:

C, 51,72%; H, 5,95%; N, 9,17%

Espectro de 'H-RMN : Tabla 20; Figuras 50-A y 51-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 97-A

Espectro IR : Tabla 59; 135-A
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I11.4.3.6. 3-Acetil-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxa-

zolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (26)

CHZOH
0
HO
0
\"H, OH
NAc 2’\@
L D
H CONH—CH—CONH—CH-CH2—CHZ—COOH
CH3 CONH2

Una suspensién del éster bencilico de 3-acetil-
-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- a -D-glucopiran)-
-]2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (ig)
(900 mg; 1,21 mmol) en dioxano (150 ml) se hidrogena a una
presion de 400 psi a 50°2C en presencia de paladio sobre car-
bén al 10% (250 mg) durante 4 dias. La mezcla de hidrogena-
cién se lleva a sequedad a presidén reducida, se disuelve en
metanol (100 ml) y tras afiadir nuevamente paladio sobre car-
bén al 10% (100 mg) se vuelve a hidrogenar en las mismas con
diciones, ahora, durante cinco dias. Al término de este tiem
po se filtra el catalizador, lava con metanol-agua 2:1 y con
centra a sequedad el filtrado. Se purifica por cromatografia

en columna de gel de silice, utilizando como eluyente diclo-
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rometano-metanol 1:1. Rendimiento, 296 mg (51%) de una sus-

20
|

tancia siruposa. ldD -132 (¢ 1,41; metanol-agua 1:1).

4O11 3H20:

C, 40,76%; H, 6,46%; N, 10,56% Encontrado:

Analisis calculado para C18H28N

C, 40941%5 H, 6359%3 N, 10317%

Espectro de 1H—RMN: Tabla 20; Figuras 52-A y 53-A

Espectro de masas : Tabla 50; Figura 98-A

Espectro IR : Tabla 59; Figura 136-A
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IT1.4.3.7. Ester bencilico de 3-n-octanoil-(1-O-bencil-4,6-

-0-bencilidén-2,3-didesoxi- o -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazoli-

din-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (54)

Ph 0
0
0
0
NﬁR éé
0 OBn
L D
H CONH—CH—CONH—CH—CHZ—CHZ—COOBn
R= (CH2)6CH3 CH3 CONH2
Método A: a una disolucidn de 2-carboxi-3-n-octa-

noil-(1-0-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi- @ -D-glucopi-
ran)-|2,3-d|-oxazolidina (§§) (930 mg; 1,72 mmol) en dioxano
seco (30 ml) se le adiciona N-hidroxisuccinimida (247 mg;
2,15mmol) y N,N -diciclohexilcarbodiimida (426mg; 2,06mmol).
La mezcla se mantiene 30 minutos en agitacién, tras lo cual
se filtra 1la diciclohexilurea formada y lava con dioxano
(10 ml). Al combinado de filtrados se le adiciona una disolu
cién de p-toluensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-
isoglutamina (822 mg; 1,72 mmol) en N,N-dimetilformamida (3

ml), dioxano (12 ml) y trietilamina (0,23 ml; 1,72 mmol) .
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Después de una noche en agitacidén, la suspensidén se evapora
a sequedad y el residuo se purifica por cromatoérafia en co-
lumna de gel de silice, utilizando como eluyente diclorometa
no al principio y diclorometano-metanol 50:1 posteriormente.
Rendimiento, 1 g (77%). Se cristaliza para analisis de dioxa

no. P.f. 237-2382C (d). |a|§° +30° (¢ 0,23; dimetilsulféxido)

Andlisis calculado para C45H56N4011:
c, 65,20%; H, 6,81%; N, 6,76% Encontrado:

C, 64,96%; H, 6,90%; N, 6,61%

Método B: a una disolucién de 3-n-octanoil-(1-0-
-bencil-4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-a -D-glucopiran)-|2,3-
~d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanina (5}) (100 mg; 0,16 mmol)
en dioxano seco (10 ml) se le adiciona N-hidoxisuccinimida
(23 mg; 0,2 mmol) y N,N -diciclohexilcarbodiimida (40 mg;
0,19 mmol). Al cabo de 30 minutos en agitacidén a temperatura
ambiente, se filtra la diciclohexilurea formada. Al filtrado
se le adiciona una disolucién de clorhidrato del éster
bencilico de D-isoglutamina (44 mg; 0,16 mmol) en
N,N—dimetilfofmamida (1 ml), dioxano (5 ml) y trietilamina
(0,02 ml; 0,16 mmol). La mezcla se mantiene una noche a tem-
peratura ambiente, y 1la suspensidén resultante se procesa

igual que en el Método A. Rendimiento, 94 mg (69%).
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Espectro de masas : Tabla 50; Figura 99-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 137-A
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I1IT.4.3.8. Ester bencilico de 3-n-octanoil-(1-O-bencil-2,3-

didesoxi-a-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-ala

nil-L-isoglutamina (63)

CHZOH
0
HO
0
NCR
L L
H CONH—CH—CONH—CH-CHZ—CHZ—COOBn
R= (CH2)6CH3 CH3 CONH2

A una disolucidén de 2-metoxicarbonil-3-n-octanoil-
-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-o -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidi-
na (ié) (636 mg; 1,37 mmol) en metanol (50ml) se le adiciona
NaOH 1 N (4 ml) y se deja estar a temperatura ambiente 2 ho-
ras. Pasado este tiempo se neutraliza con resina catiodnica,
se filtra, lava con metanol y concentra a presién reducida.
La sustancia obtenida se disuelve en N,N-dimetilformamida
(10 ml) vy tetrahidrofurano (20 ml), tras lo cual se enfria
en bafio de agua-hielo y adiciona N-hidroxisuccinimida (196
mg; 171 mmol) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (339 mg; 1,64
mmol). La mezcla se mantiene en agitacién 20 minutos y se

le adiciona una disolucién de p-toluensulfonato del éster
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bencilico de L-alanil-L-isoglutamina (656 mg; 1,37 mmol) en
N,N-dimetilformamida (5 ml), tetrahidrofurano (15 ml) y trie
tilamina (0,2 ml; 1,37 mmol). Se deja alcanzar la temperatu-
ra ambiente en agitacidén durante una noche y filtra la dici-
clohexilurea formada. Con ayuda de una bomba de vacio se con
centra a sequedad el filtrado. El producto obtenido se puri-
fica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizan
do como eluyente diclorometano-metanol 15:1. Rendimiento,

597mg (59%). P.f. 209-2112C (d). |a|[2)0+649 (c 0,36; metanol)

Analisis calculado para C38H52N4011:
c, 61,61%; H, 7.07%; N, 7,56% Encontrado:

C, 61,76%; H, 6,65%; N, 7,92%

Espectro de Masas : Tabla 50; Figura 100-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 139-A
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ITT.4.3.9. Ester bencilico de 3-n-octanoil-(1-O-bencil-2,3-

didesoxi-a-D-glucopiran)-|[2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-ala

nil-D-isoglutamina (64)

CH, OH
0
HO
0
NCR
Il 0Bn Qé
L D
H CONH—CH—CONH—CH-CH2—CHZ—COOBn
R= (CH2)6CH3 CH3 CONH,,

A una disolucidén de 2-metoxicarbonil-3-n-octanoil-
-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidi-
na (ié) (500 mg; 1,07 ﬁmol) en metanol (50 ml) se le adicio-
na NaOH 1 N (4 ml) y se deja estar a temperatura ambiente 2
horas. Pasado este tiempo se neutraliza con resina catidnica
y filtra, 1lava con metanol y concentra a presidén reducida.
La sustancia obtenida se disuelve en N,N-dimetilformamida
(10 ml) vy tetrahidrofurano (20 ml), tras lo cual se enfria
en bafio de agua-hielo y adiciona N-hidroxisuccinimida (154
mg; 1,34 mmol) y N,N -diciclohexilcarbodiimida (265 mg; 1,28
mmol). La mezcla se mantiene en agitacién 20 minutos y se

adiciona una disolucién de p-toluensulfonato del éster benci
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lico de L-alanil-D-isoglutamina (512 mg; 1,07 mmol) en N,N-
dimetilformamida (5 ml), tetrahidrofurano (15 ml) y trietil-
amina (0,14 ml; 1,07 mmol). Se deja alcanzar la temperatura
ambiente en agitacidén durante una noche y filtra la diciclo-
hexilurea formada. Con ayuda de una bomba de vacio se concen
tra a sequedad el filtrado. La sustancia obtenida se purifi-
ca por cromatografia en columna de gel de silice, utilizando

como eluyente diclorometano-metanol 15:1. Rendimiento, 501

20
|

mg (63%). P.f. 190-1922C (d). |a 0

+702 (¢ 0,35; metanol).

Anidlisis calculado para C,goH_,N O %HZO:

3875274711
C, 60,87%; H, 7,12%; N, 7,47% Encontrado:

C) 60956%5 H; 7536%; N} 7;22%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 21; Figuras 54-A y 55-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 101-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 138-A
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I1T.4.3.10. Ester bencilico de 3-acetil-(4,6-0-bencilidén-

-2,3-didesoxi-1-0O-metil- 8 -D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (70)

Ph 0
0
0
0 OMe
NAc 29
L D
H CONH—CH—CONH—CH—CH2—CHZ—COOBn
CH3 CONH2

A una disolucién de 3-acetil-(4,6-0O-bencilidén-
-2,3-didesoxi-1-0-metil- B -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina
(§§) (260 mg; 0,66 mmol) en dioxano seco (30 ml) se le adi-
ciona N-hidroxisuccinimida (95 mg; 0,83 mmol) y N,N'-diciclo
hexilcarbodiimida (163 mg; 0,79 mmol). La mezcla se mantiene
30 minutos en agitacién,~tras lo cual se filtra la diciclohe
xilurea formada y lava con dioxano seco (10 ml). Al combina-
do de filtrados se le adiciona una disolucién de p-toluensul
fonato del éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina (316

mg; 0,66 mmol) en N,N-dimetilformamida (3 ml), dioxano (10
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ml) y trietilamina'(O,l ml; 0,60 mmol). Después de una noche
en agitacidon se adiciona agua destilada en caliente (50 ml)
y filtra. La sustancia obtenida se purifica por cromatogra-
fia en columna de gel de silice, utilizando diclorometano-
metanol 30:1. Rendimiento 344 mg (76%). P.f. 251-252°C (4d).

Ia|éo -719 (c 0,41; dimetilsulféxido).

Analisis calculado para C33H40N4011:
C, 59,27%; H, 6,03%; N, 8,38% Encontrado:

c, 59:36%5 H, 5;92%5 N, 8969%

Espectro de H-RMN : Tabla 22; Figuras 56-A y 57-A
Espectro de 13C—RMN: Tabla 24; Figura 62-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 102-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 140-A
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ITI.4.3.11. 3-Acetil-(2,3-didesoxi-1-0-metil-8-D-glucopi-

ran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina

(28)

CHZOH
0
HO
0 OMe 28
NAc
L D
H CONH—CH—CONH—CH—CH2—CHZ—COOH
|
CH3 CONH2

Una disolucidén del éster bencilico de 3-acetil-
-(4,6-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil- B -D-glucopiran)--
-12,3-d| -oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (Zg)
(265 mg; 0,4 mmol) en dioxano-metanol 1:1 (150 ml) se hidro-
gena a una presidén de 50 psi en presencia de paladio sobre
carbén al 10% (200 mg) durante 24 horas. Se filtra el catali
zador, lava con metanol y el combinado de filtrados se lleva
a sequedad a presién reducida. La sustancia obtenida se puri
fica por cromatografia en columna de gel de silice, utilizan
do como eluyente diclorometano-metanol 2:1. Rendimiento, 130

mg (67%). P.£. 195-1979C (d). |a|é9 ~48¢ (c 0,22; metanol).
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C, 46,52%; H, 6,16%;

C, 46,43%; H, 6,32%;

Espectro
Espectro
Espectro

Espectro

de 1H—RMN
de '3C_RMN:
de masas

IR

Anadlisis calculado para~C19H30N4011:

N, 11,42%

N, 11,19%

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

23;
24;
50;

60;

Encontrado:

Figuras 58-A y 59-A
Figura 63-A
Figura 103-A

Figura 141-A
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IIT.4.3.12. Ester bencilico de 3-acetil-(4,6-di-O-n-butil-

-2,3-didesoxi-1-0-metil- a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-

-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (79)

CHZOnBu
0]
nBul
0
NAc
OMe 29
L D

H CONH-CH—CONH—?H—CHZ-CHZ—COOBn

CH3 CONH2

A una disolucidén de 3-acetil-2-metoxicarbonil-
-(4,6-di-0-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-metil- o ~D-glucopiran)--
-]2,3-d|-oxazolidina (Z§) (480 mg; 1,15 mmol) en metanol (25
ml) se le adiciona NaOH 1 N (3 ml) y se deja estar 2 horas a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se neutraliza con
resina catiédnica, filtra, lava con metanol y lleva a seque-
dad con ayuda de vacio. El residuo obtenido se disuelve en
dioxano seco (30 ml) y afiade N-hidroxisuccinimida (165 mg;
1,44 mmol) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (285 mg; 1,38
mmol). La mezcla semantiene en agitacioén 30 minutos, filtra
y lava con dioxano (10 ml). Al combinado de filtrados se le

afiade una disolucién de p-toluensulfonato del éster bencili-
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co de L-alanil-D-isoglutamina (550 mg; 1,15 mmol) en N,N-di-

metilformamida (4 ml), dioxano (15 ml) y trietilamina (0,15

ml; 1,15 mmol). Después de una noche en agitacién se adicio-

na agua destilada caliente (50 ml) y filtra el sélido obteni

do. Se purifica por cromatografia en columna de gel de sili-

ce, utilizando diclorometano-metanol 30:1 como eluyente.
19

Rendimiento, 645 mg (81%). P.f. 191-193°C. |a |D +312 (¢ 0,54

cloroformo).

’ . . N H
Analisis calculado para C34H52 4O11
C, 58,94%; H, 7,57%; N, 8,00% Encontrado:

C, 59,08%; H, 7,41%; N, 7,78%

Espectro de 1H—RMN : Tabla 25; Figura 64-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 104-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 142-A
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I11.4.3.13. 3-Acetil-(4,6-di-O-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-me-

til- a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-

-D-isoglutamina (29)

nBuo

OMe %2
L D
H CONH—CH—CONH—CH—CHZ—CHZ—COOH
CH3 CONH2

A una disolucién del éster bencilico de 3-acetil-
-(4,6-di-0-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-metil- o -D-glucopiran)--
-]2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-alanil-D-isoglutamina (Z?)
(500 mg; 0,72 mmol) en metanol (40 ml) se le afiade NaOH 1 N
(1 ml) y se deja estar 20 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se neutraliza con resina catidnica, fil-
tra y lava con metanol. El combinado de filtrados se lleva a
sequedad a presidn reducida, el residuo obtenido se purifica
por cromatografia eh columna de gel de silice, utilizando
como eluyente diclorometano-metanol 10:1. Rendimiento, 225

mg (73%). P.f. 186-1882cC. |GI? +412 (¢ 0,26; cloroformo).
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Analisis calculado para C27H46N4011:
C, 53,81%; H, 7,69%; N, 9,30% Encontrado:

CJ 53)58%; H: 8>04%; N} 9;14%
Espectro de LH_RrMN : Tabla 26; Figura 65-A
Espectro de masas : Tabla 50; Figura 105-A

Espectro IR : Tabla 60; Figura 143-A
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PRIMERA. Se describe 1la sintesis de 3-acetil(n-octanoil,
palmitoil)—Z—carboxi—(1—0—bencil—4,6—0—bencilidén—2,3—didesg
xi-o-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidina (37, 38, 39) por reac
cién de bencil 2-acetamido(octanamido, palmitamido)-4,6-0-

-bencilidén-2-desoxi-a~D-glucopiranésido (33, 35, 39) con a-

cido dicloroacético (Tabla 61).

Por reaccién de los acidos 37, §§ y 39 con diazome
tano, amoniaco y aminodcidos se han obtenido los correspon-
dientes ésteres metilicos (49, 41, 42) y amidas (43, 44, 45,

—~ ~ —

49, 47, 18, 49) (Tabla 61).

Asimismo, por condensacidén de éstos acidos con el
paratoluensulfonato del éster bencilico de la L-alanil-L-iso
glutamina y paratoluensulfonato del éster bencilico de L-ala
nil-D-isoglutamina, se han obtenido los analogos rigidos del

MDP totalmente bloqueados (52, 53, 54) (Tabla 61).

—~
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Ph

NﬁR
0 OBn

CoX

TABLA 61

R= (CHZ)nCH3

X

n=0 n=6 n=14 OH OCH

3

NH, GlyEt L-AlaBt L-ValEt L-PheEt Gly L-Ala

37 b's X

38 X x

39 x x

40 X

41 b4

42 X X

43 x

44

45

46 x

47 X

48 x

X

52

L-Ala-L-isoGlnBn L-Ala-D-isoGlnBn

X

53

54 X
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SEGUNDA. Se describe la sintesis de 3-acetil-2-carboxi-(4,6
~-0-bencilidén-2,3-didesoxi-1-0-metil- B(6 a )-D-glucopiran)-
-12,3-d]|-oxazolidina (68, @9) por reaccidén de metil 2-aceta-
mido-4,6-0-bencilidén-2-desoxi-B (6 a)-D-glucopiranésido (68,
,?) con acido dicloroacético (Tabla 62).

Por reaccién de éstos acidos (68, 80) con diazome-
tano y aminodcidos se han obtenido los correspondientes éste
res metilicos (69, 81) y amidas (32) (Tabla 62).

Asimismo, por condensacién de 68 con el paratoluen
sulfonato del éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina,
se ha obtenido otro andlogo rigido del MDP totalmente blo-

queado (29) (Tabla 62).

Ph

NAc

H CoX
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TABLA 62
Rl R2 X
OCH3 H OCH3 H OH OCH3 L-PheEt L-Ala-D-isoGlnBn
68 x x X
80 x x X
69 X x
81 x X X
82 X x x
70 X X X

TERCERA. Se describe la sintesis de 3-acetil-2-carboxi-(4,6
-di-0-n-butil-2,3-didesoxi-1-0-metil-a-D-glucopiran)-|2,3-d|
-oxazolidina (77) por reaccién de metil 2-acetamido-4,6-di-
-0-n-butil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (Z?) con acido diclo

roacético (Tabla 63).

Por reaccidén de 77 con diazometano, se ha obtenido

el correspondiente éster metilico (78) (Tabla 63).

Asimismo, por condensacidn de 77 con paratoluensul
fonato del éster bencilico de L-alanil-D-isoglutamina, se
ha obtenido otro anadlogo rigido del MDP totalmente bloqueado

(79) (Tabla 63).
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CHZOCHZCHZCHZCH3
0
CH3CH2CH2CH20
0
NAc
H
oC 3
H COX
TABLA 63
77 X= OH

78 X= OCH3

70 X= L-Ala~-D-isoGlnBn

CUARTA. Se ha estudiado la desproteccién parcial de sustan
cias totalmente bloqueadas descritas en las conclusiones an-
teriores, obteniéndose los 3-acetil(n-octanoil)-2-metoxicar-
bonil-(1-0-bencil-2,3-didesoxi-a-D-glucopirdn)-|2,3-d|-oxazo
lidina (Eﬁ, 56) (Tabla 64) y el derivado del MDP parcialmen-

te bloqueado 65 (Tabla 64).

Asimismo, se describe la sintesis de sustancias
parcialmente desbloqueadas a partir de las sustancias 55 y
56, mediante saponificacién, seguido de condensacién con ami

nodcido (60) o dipéptidos adecuadamente bloqueados (parato-

luensulfonato del éster bencilico de L-alanil-D(6 L)-isoglu-
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tamina) (61, 62, 63, Q§) (Tabla 64).

~

CHZOH
0]
HO
0]
NCR
g OBn
H CoX
TABLA 64
R= (CHZ)nCH3 X
n= 0 n= 6 OCH3 L-Ala-D-isoGln L-Alaft L-Ala-D-isoGlnBn L-Ala-L-isoGlnBn
55 X X
56 X X
65 X X
60 X X
61 X X
62 X X
63 X X
64 X X
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QUINTA, Se ha estudiado la eliminacidén de todos los grupos
protectores presentes en las sustancias aescritas anterior-
mente. Se han obtenido de esta forma los 3-acetil(n-octa-
noil)-2-metoxicarbonil-(2,3-didesoxi-D-glucopiran)-|2,3-d|-

oxazolidina (58, 59) y los andlogos rigidos del MDP: 3-ace-
til-(2,3-didesoxi-D-glucopiradn)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbo-

nil-L-alanil-D-isoglutamina (%§), 3-acetil-(2,3-didesoxi-1-
-0-metil-g-D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-ala
nil-D-isoglutamina (28) y 3-acetil-(4,6-di-O-n-butil-2,3-di-
desoxi- a -D-glucopiran)-|2,3-d|-oxazolidin-2-carbonil-L-ala-

nil-D-isoglutamina (29) (Tabla 65).

H cox
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TABLA 65
R, R,=(CH,) CH, R, X

OH otOCH3 BOCH3 n= 0 n= 6 H (CH2)3CH3 OCH3 L-Ala-D-isoGln
58 x x X x
59 X x b x
26 x x x X
28 x x X
29 b X X
SEXTA. Se han estudiado los espectros de 1H—RMN y 13C—RMN

de las sustancias descritas, llegandose a la conclusién de
que en la reaccidén de obtencidén del anillo de oxazolidina
s6lo se obtiene uno de los dos diasteroisdémeros posibles.
Proponiéndose, por razones estereoelectrdénicas, la asigna-

cién S para el nuevo centro quiral generado. El estudio es-

pectroscdpico efectuado confirma las estructuras propuestas.

SEPTIMA. Se ha hecho un amplio estudio de espectrometria
de masas por impacto electrénico e ionizacidn quimica, que
comprende estudio de iones metastables y espectrometria de
masas de alta resolucidén, lo que permite proponer los esque-
mas de fragmentacidén de las sustancias descritas, asi como

confirmar las estructuras propuestas.
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