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Resumen

Las biomoléculas que tienen a los bencimidazoles y aminoécidos como parte de
su estructura han sido empleadas en el sector salud. Los derivados de
aminoacidos e imidazol tienen relevancia en la maquinaria celular, porque pueden
interaccionar con iones metalicos de Cu, Zn, As, Ni, Pd, etc.1? Por otra parte, el
pH y la presencia de iones metalicos son variables que afectan el comportamiento
quimico de estos compuestos y que puede promover o restringir su reactividad
molecular.® Un ejemplo tipico de biomoléculas son las proteinas. Estos polimeros
contienen residuos de aminoacidos con grupos amina, imidazol y amida que son
necesarios para que ocurran los procesos biolégicos.* Por ello, en esta tesis se
presenta la sintesis de tres pseudopéptidos, el estudié de la reactividad del
pseudopéptido derivado de alanina hacia el Zn(ll), acrilonitrilo y compuestos de
arsénico. Ademas, se estimaron las contantes de acidez del pseudopéptido
derivado de alanina en ausencia y presencia del idn zinc.

En este contexto, la presente tesis consta de tres capitulos y la numeracion es
independiente en cada capitulo:

En el capitulo | se describe la sintesis y caracterizacion por RMN de H y 3C de
los pseudopéptidos 1-3 derivados de bencimidazol y a-aminoacidos. También, se
determiné la resonancia magnética nuclear de **N de los compuestos 1-8 que
fueron previamente obtenidos a diferentes valores de pH (7.0, 8.0 y 9.0). Los datos
de N contribuyeron a determinar si estos compuestos sufren procesos de la
isomerizacion de la amida o la epimerizacion de centros estereogénicos. El
estudio de la estructura molecular se complementé con la determinacion de la
energia electronica de los isobmeros Z y E del compuesto 1. Asimismo, en este
capitulo se describe el estudio cristalografico de la especie monoprotonada del
compuesto 1y la estimacion de su contante de acidez.
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1. R1=R2=CH3

2. R1=R2=CH(CH3)2

3. R1=R2=CH20H(CH3)2
4.R,=R,=H

5. R1=H, R2=CH3

6. R;=H, R,=CH(CHs),

7. R1=H, R2=CH2CH(CH3)2
8. R»]:H, R2=CH206H5

Estructura de los compuestos 1-8.



En el capitulo Il se describe la sintesis y estudio estructural de los complejos 1lay
2a por medio de la RMN a diferentes valores de pH. Se presenta el analisis por
difraccion de rayos-X de 1la y el célculo de las constantes de acidez de los
compuestos 1 y 2 en presencia del ion Zn(ll). Ademas, se estudia la reactividad
del compuesto 1 hacia el acrilonitrilo a diferentes valores de pH y el efecto que
ejerce el Zn(ll) en las reacciones de aza-adicion tipo Michael.
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1,1a R1=R2=CH3
2, 2a R1=H; R2=CH3

Sintesis de los compuestos la-2a.

En el capitulo 1l se muestra el estudio de la reactividad del compuesto 1 hacia
diferentes reactivos de arsénico (AsCls y acido fenilarsonico). También, se
describe la importancia del pH en la determinacion de las estructuras moleculares.
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CAPITULO I: SINTESIS Y ESTUDIO
ESTRUCTURAL DE PSEUDOPEPTIDOS
DERIVADOS DE a-AMINOACIDOS



1. 1 Introduccién

El anillo bencimidazélico se encuentra presente en diversos compuestos con
propiedades antibacterianas?, antidepresivas?y desparasitantes®. Un ejemplo es el
compuesto 9 derivado de bencimidazol y a-aminoacidos, el cual presenta actividad
antibacteriana o fungicida (Figura 1).* Este tipo de compuestos se han utilizado en
la sintesis organica como inductores asimétricos en la sintesis de alcoholes
quirales.>® Asimismo, el compuesto 10 ha sido utilizado para catalizar reacciones
de hidrogenacion de transferencia asimétrica.® Asi, las aminoamidas con una
estructura molecular semejante a los compuestos 9 y 10 son sustancias
guimicamente interesantes, porque contienen centros reactivos distintos (tres
atomos de nitr6geno y un atomo oxigeno) los cuales le confieren versatilidad como
ligantes polidentados o en los fenémenos acido-base.*®

o (o) H
et NS
Ny OFF

9 10

Figura 1

En el presente capitulo se describe la sintesis de las amidas 1-3 y el estudio por
resonancia magnética nuclear en DMSO-d6 de los pseudopéptidos 1-8 a tres pH
distintos (7, 8 y 9) [Figura 2]. Se estimo la constante de acidez del compuesto 1 en
medio acuoso y con la ayuda de célculos tedricos se establecieron los factores
estructurales y energéticos por los cuales uno de los isomeros del grupo amida (Z
0 E) es mas estable.

. R1=H, R2=CH(CH3)2
. R1=H, R2=CH2CH(CH3)2
. R1=H, R2=CH206H5

S
H R @ az 1. Ry=R,=CH,
NW)\NJ\(N'% 2. R4=R,=CH(CH;),
®) H 3. R{=R,=CH,CH(CHy),
NH 11 R2 4. R1:R2:H

5. R4=H, R,=CHj,4

6

7

8

Figura 2

Una técnica de gran utilidad en el andlisis estructural de compuestos nitrogenados
es la resonancia magnética nuclear de '°N, porque permite obtener informacién de



la geometria de los atomos de nitrégeno3* y de los cambios en la densidad
electronica sobre este atomo.* De esta manera se pueden distinguir los diferentes
atomos de nitrogeno presentes en distintos grupos funcionales (amida, amina,
amonio, imina, etc.)®3% Por lo tanto, esta técnica es un excelente complemento
para estudiar a los pseudopéptidos que se sintetizaron en el presente trabajo.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Sintesis de amidas

En la literatura se han reportado métodos diversos para la sintesis de amidas. En
el esquema 1.1 se muestra la condensacion de una amina con el 4cido carboxilico
o sus derivados (los haluros de acilo, anhidridos y ésteres).”*® En algunas
reacciones es necesario activar el acido carboxilico mediante el uso de agentes de
acoplamiento [como la diciclohexilcarbodiimida (DCC)] que favorecen la
deshidratacion y el ataque nucléofilico de la amina y por lo tanto la formacion de
la amida correspondiente.!!

o JAN i
R,J\OH R NHR
0
DCC )k
' > R' NHR

(o)
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R P

— R’ NHR

NH,-R —— Q0
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R' (0] R'
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R' NHR

0
L o NR
0
o
0
o) o}

e S
L
R' NHR

Esquema 1.1. Reacciones para la obtencion de amidas a partir de aminas.




Otros métodos de sintesis de amidas (11 y 12), involucran la reaccién de
alcoholes con aminas primarias o haluros de arilo con isocianato en presencia de
catalizadores de rutenio y paladio respectivamente (Esquema 1.2).1213

5% Ru(COD)CI, o
20% 'BuOK
R/\OH + H2N_R' 2 o )k .
R NHR
tolueno: 110°C 11

11a. R=Bn; R'=Bn
11b. R=Ph; R’=Bn
11c. R=Bn; R"'=CH,(CH,),CH;

5% PdCl, o
5%PPh,
T O & CsF, DMSO/H,0 N
\| / + C=NR, > NHR;
| X= Cl, Br, | RS
R, 1 12

12a. R»]:Me;Rz:t'BU
12b. R1=Et;R2=t'BU
12c. R1=H;R2=t'BU

Esquema 1.2. Sintesis de amidas a partir de alcoholes y haluros de arilo.

Por otra parte, las microondas o el ultrasonido son métodos alternativos para
mejorar el rendimiento y selectividad en la obtencion de amidas. Una ventaja
adicional del uso de las microondas consiste en que estas reacciones se pueden
efectuar en ausencia de disolvente y en menor tiempo. Otra de las ventajas de
utilizar métodos alternativos de induccion energética se refiere a que tanto con
microondas como con ultrasonido se pueden emplear catalizadores.*4%°

Las reacciones de condensacion en las cuales se han utilizado a las microondas
comprenden el empleo de imidazol, acido polifosférico, acido p-toluensulfénico y
silicagel como catalizadores.** Mientras tanto, Maryam et al han reportado la
sintesis de las amidas 13 a partir de alcoholes bencilicos y aminas secundarias,
en presencia de oxido de grafito (OG) como catalizador y ultrasonido (US) como
fuente energética (Esquema 1.3).%°



H. R, GOUS J’\
A SoH N CH3CN, 50°C . Ar N/Rz
R,
13
13a. Ar=Bn;R{=Bn;R,=H

13b. Ar=Bn;R;=Ph;R,=H
13c. Ar=Bn;R,=Ph;R,=Ph

Esquema 1.3. Sintesis para la obtencion de amidas mediante el uso de
ultrasonido.

1.2.2 Sintesis de bencimidazoilamidas.

Las bencimidazoilamidas (o aminoamidas) se han sintetizado por diferentes
métodos. Algunos de ellos conllevan el uso de procesos en donde se deben de
utilizar métodos de N-proteccion. Asi, Maekawa y Ohtani reportaron la preparacion
de amidas N-protegidas 14.# Para la sintesis de las amidas se utilizaron dos rutas
diferentes. Uno es el método de ciclizacion, donde el péptido N-protegido se hace
reaccionar con la o-fenilendiamina. (Esquema 1.4)

0 R, R, O

NH: NHZ \ OH H N NHZ
+ Hool 1)tBuOH/THF/DCC,0°C©/L H

NH, R R
2)AcOH, Reflujo 15 min.
3)NH,OH 14

Z= Acetilo (Ac); Carbobenciloxi (Cbz); Benzoilo
R{,R,=H;CH3;CH(CH;),;CH,CgH5;CH,CH(CH3),

Esquema 1.4. Método de ciclizacion.

Otro método utilizado se denomina “de elongacion” en donde el aminoacido
protegido se hace reaccionar con el bencimidazol correspondiente (Esquema 1.5)



o Ry ©O

H
N%NJJ\KNHZ
/>_< OH 1)MeOH/Pd, 2hrs. C}/L N

R
tBuOH/THF/DCC 0°C
3)AcOEt

14

Z= Acetilo (Ac); Carbobenciloxi (Cbz); Benzoilo
R1,R2=H,CH3,CH(CH3)2,CH206H5,CH20H(CH3)2

Esquema 1.5. Método de elongacion.

Por otra parte, Li et al obtuvieron amidas con dos centros de quiralidad a partir de
la condensacion de (R)-1-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etilamina con los aminoacidos
(.-alanina, L-valina, -prolina) protegidos con tert-butoxicarbonilo (Boc) y utilizando
1,3-diciclohexil-carboiimida (DCC) como agente de acoplamiento. Seguido de la
desproteccion en medio acido (Esquema 1.6).°

H R
N R H HN
B H
Y, + Oc\N/|\’(0 CH,Cl, Boc\ N =N
N NH, H ! I H
bce 0 15
R= Me, i-Pr 10a. R= Me
10b. R= i-Pr
AcOEt
HCI
R HN
N
—~—
H,N N
o 16
11a. R= Me
11b. R= i-Pr

Esquema 1.6. Sintesis de amidas a partir del (R)-1-(1H-benzo[d]imidazol-2-
iletilamina y a-aminoacidos.

Cabe sefialar que en los métodos de sintesis antes mencionados los procesos de
purificacion son muy largos.

Por otro lado, Falcén-Ledn, Avila-Montiel y Lechuga reportaron un método eficiente
y sencillo para la sintesis de los clorhidratos aminoamidas de uno y dos centros de



quiralidad (17 y 18).516-17 Los compuestos fueron obtenidos mediante la reaccion
de 2.5 equivalentes de aminoacido con un equivalente de 2-AMBZ u o-
fenilendiamina respectivamente en presencia de HClI como agente de
condensacion (Esquema 1.7).

) ©
Clo s y™
o @/\H
17

»
17a. R=H

17b. R=CH,
HZN\HJ\OH 17C. R=CH2C6H5
R 20T
R (0]
N N(?u—l

» 3

NH, ®) N

NH
18

NH,

18a. R=CHj
18b. R=CH,CH(CH,),

Esquema 1.7. Sintesis de clorhidratos de aminoamidas.

1.2.3 Estructura'y comportamiento dinamico de amidas

1.2.3.1 Estereoisomeria E/Z en amidas

Las amidas representan un modelo sencillo de los enlaces peptidicos. Se sabe
gue el proceso de isomerizacion E/Z en los enlaces peptidicos es de gran
importancia en el plegamiento de proteinas y en procesos biocataliticos. De tal
manera, que en los péptidos la conformacion E es la mas favorecida porque hay
menos impedimento estérico entre las cadenas laterales de los residuos de
aminoacido.?* Los descriptores E/Z en proteinas hacen referencia a la disposicion
espacial de las cadenas lateral (Ca) de los aminoacidos y no siguen las reglas de
Cahn, Ingold y Prelog (Esquema 1.8 a).?* Por otra parte, la asimetria del nitrégeno
amidico en las amidas secundarias y terciarias hace que surja la posibilidad de
formar dos isdbmeros [trans (E) y cis (Z)] considerando la disposicién espacial entre
el oxigeno y el grupo N-sustituyente (R1) de mayor prioridad, segun lo establecen



las reglas de Cahn, Ingold y Prelog (Esquema 1.8 b).18-1° En este trabajo de tesis
se seguiran las reglas de Cahn, Ingold y Prelog para usar los descriptores E/Z.

(0] (0]
(0} Ca 0 H

/ N/ _Ry _H

N\ . \ R 'il _— R [i]

Ca Ca

COL H H R1

trans (E) cis (Z) cis (Z) trans (E)
a b

Esquema 1.8. Isémeros del grupo amida a) en proteinas; b) amidas secundarias.

La preferencia isomérica de las amidas ha causado controversia y aun no estan
bien establecidas las causas que determinan el predominio de un isbmero sobre
otro.?® Sin embargo, se ha reportado que el impedimento estérico?!, efectos
electrénicos?? y el pH?3, son factores que influyen en la formacién de los isémeros
ZoE.

1.2.3.2 Impedimento estérico.

La isomerizacion de amidas terciarias ha sido ampliamente investigada y solo se
han reportado algunos estudios cinéticos sobre la isomerizacion de amidas en
dipéptidos (amidas secundarias). Por lo cual, aqui se mencionaran algunos
aspectos que intervienen en los procesos de isomerizacion de amidas terciarias.

Se sabe que en las N-metilacetanilidas el isémero E es el mas favorecido.?>-26
Esto se debe a que en el isbmero Z existe repulsion electron-electron entre el par
de electrones libres del oxigeno (grupo carbonilo) y el sistema 1 del anillo
aromatico.

En este contexto, Curran et al reportarébn la isomerizacion de o-tertbutil-
acetanilidas por RMN de 'H (Esquema 1.9 y Tabla 1.1).?! En los espectros se
observan dos sefiales para el grupo N-metilico. Dichos autores asignaron la sefial
gue aparece a frecuencia alta al grupo N-metilo del isbmero Z y el que se
encuentra a frecuencia baja al isémero E.?” Asi, ellos concluyeron que el isémero
E es el mayoritario, debido a que en el isbmero Z el grupo tert-butilo sufre
impedimento estérico causado por los pares de electrones libres del &tomo de
oxigeno.



tBu
1 v Q
P 3
R N R N RM

‘Bu cI:H3
RM
trans (E) cis (Z)
19 19

Esquema 1.9. Isomerizacién del grupo amida en o-tertbutil acetanilidas.

Tabla 1.1. Relacidon de isomeros de los compuestos 19a-19e.

Molécula R RmM CDCls
(E/2)
192 CH>=CH H 60/1
19b Me t-Bu 37/1
19c Me H 22/1
19d Ph H 2.2/1
19e CH>=C(CH3) H 1.5/1

1.2.3.3 Efectos electrénicos

Yamasaki et al en 2003 estudiaron por RMN y difraccion de rayos-X a las N,N-
diarilamidas.?® Ellos encontraron que el efecto electrénico influye en la isomeria
E/Z de dichas amidas.

El espectro de RMN de *H mostré cuatro sefiales para hidrégenos orto y cuatro
para hidrogenos meta lo cual indica la presencia de los dos isémeros. El isdmero
mayoritario es en donde el anillo mas electrodeficiente se encuentra en posicion
cis al grupo carbonilo porque hay un efecto de estabilizacién de la amida cuando
el &tomo de oxigeno se encuentra cis a grupos electrodeficientes (Esquema 1.10).

Esto se debe a que el grupo -NO> pueden aceptar un par de electrones del anillo
de benceno por efecto de resonancia dejando al anillo aromatico electrodeficiente.
En contraste, los grupos —OCHs y N(CHz)2 tienen electrones libres que pueden
entrar en resonancia con el anillo aromatico y aumentar su densidad electronica.
Por lo tanto, habra repulsion electrénica del anillo aromético con el atomo de
oxigeno.
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Las estructuras obtenidas por difraccion de rayos-X mostraron la presencia de los
dos isbmeros y corroboraron que el isomero E es el mayoritario.

Hm
Hm
Ho X
(0] Ho Y
)k O
R7ON PN
H R N
o
Hm
Hm
Y
X

20a. R=CH3; X=NO,; Y=OCH,
20b. R=CH,; X=H ; Y=N(CH3),
20c. R=Ph; X=NO,: Y=OCHj

Esquema 1.10. Proceso de isomerizacion del grupo amida en los compuestos
20a-20c.

1.2.3.4 Efectos acido-base

En 2016 Ai Ito et al reportaron la sintesis de N-aril-N-troponilamidas y el cambio
de la isomeria de estos compuestos inducido por el ambiente acido-base
(Esquema 1.11).2% Los espectros de RMN de 'H de los compuestos 21-25 mostro
sefales para cada tipo de hidrégenos de -OCH3z, —CeHs-CHz y —COCH3 a
temperatura de 303 K (29.85°C). Pero, al disminuir la temperatura hasta 283-273
K (11.85 a -0.15 °C) las sefiales coalescieron hasta observarse soélo dos tipos de
hidrogenos que correspondieron a los isomeros E y Z. El isbmero Z se favorece
debido a la mayor densidad electrénica presente en cada anillo aromatico.
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o N \H/N
T L L
R R
cis (Z) trans (E)
21. R=0CHj;; R'=CHj3
22. R=H; R'=CHj4
23. R=CHj; R'=H
24. R=0OCHj; R'=H
25. R=H; R'=H
23a. R=CHj; R'=Na
24a. R=0OCHj; R'=Na
25a R=H; R'=Na

Esquema 1.11. Estructura de los compuestos 21-25y 23a-25a.

Esta preferencia estructural se puede explicar considerando que el grupo troponil
puede presentar las mismas caracteristicas que la tropolona, la cual puede estar
en su forma catidnica o anidnica. Esto se debe a que el pKa de esta sustancia es

de 6.92 y facilmente puede pasar a la especie acida o basica en funcion el pH del
medio (Figura 1.1).%°

HO OH o) OH

Acido Base

Figura 1.1. Especies &cida, neutra y basica de la tropolona.

Para demostrar que las N-aril-N-troponilamidas pueden estar en su forma
catiénica o anionica, se colocaron en acido trifluoroacético (TFA) o el complejo de
éter dietilico de acido tetrafluroborico (HBFs*Et2O) a los compuestos 21-25.
Mientras que para evaluar las condiciones en las cuales pueden obtener las
especies basicas, se les agregd etéoxido de sodio a las amidas 23-25. Ellos
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observaron por RMN de 'H que la conformacién Z de 21-23 continuaba siendo el
isbmero mayoritario en condiciones acidas. Lo cual confirm6 que el anillo troponil
se encuentra electrodeficiente en estas condiciones. Por el contrario, en medios
bésicos se favoreci6 al isomero E, (Esquema 1.12 y Tabla 1.2).

cis (2) cis (Z) trans (E)

Esquema 1.12. Proceso de isomerizacion del grupo amida por efectos acido-base.

Tabla 1.2. Condiciones acido-base de los compuestos 21-25 y resultados
obtenidos por RMN de H.

Amida R R1  Aditivo Disolvente Isomero T (K)
21 OCHs CHs HBFs*Et2O CD2Cl2 Z (86%) 233
22 H CHz HBF3*Et2O CD2Cl> Z(77%) 213
23 CHs H TFA-d CD2Cl2 z -
23a CHs Na - DMF-d- E (73%) 233
24 OCHs H TFA-d CD2Cl2 z -
24a OCHs: Na - DMF-d- E (71%) 243
25 H H TFA-d CD2Cl2 z -
25a H Na - DMF-d- E (78%) 243

Considerando que los ambientes acido-base son importantes en los procesos de
isomerizacién de amidas, es necesario conocer algunos métodos para determinar
las constantes de acidez.

1.2.3.5 Determinacion de constantes de acidez de grupos amina,
bencimidazol y amida

Bezencon et al usaron la RMN de 'H para obtener las constantes de &cidez de
compuestos organicos derivados de anilina, acido barbiturico y pirazolona, cuyas
estructuras contienen grupos ionizables (Figura 1.2).3° Los cambios del
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desplazamiento quimico de los protones adyacentes a los atomos de nitrégeno
con cada variacion del pH fueron graficados y el pKa se obtuvo del punto de
inflexion. Para el compuesto 26 se consideraron los datos de los hidrogenos
aromaticos, metileno y metilo. En cambio, para 27 se usaron los protones
metilénicos y para 28 se emplearon los del grupo metilo.

Ho O 0
® \ NH
H;N Hm S
Ho 0
26 27 28
Hidrogeno de Hidrogeno de Hidrégeno de
pKa referencia pKa  referencia PKa  referencia
2.18 Ho 7.23 CH, 0.91 CH;
217 Hm
2.16 CH,
217 CH;

Figura 1.2. Estructuras de los compuestos 26-28 y valores de pKa

Por su parte, Sierra y colaboradores reportaron las constantes de acidez del 2-
AMBZ.3! Estas constantes fueron determinadas por RMN de '3C,
espectrofotometria de UV-visible y potenciometria. Ademas, con la informacion
obtenida en la RMN de *3C dichos autores obtuvieron informacién suficiente para
establecer el mecanismo de desprotonacion del compuesto 2-AMBZ y se
determinaron tres constantes de acidez (Esquema 1.13).

El clorhidrato del 2-AMBZ fue estudiado en un rango de valores de pHs que
abarcé desde 1.1 hasta 13.2 (en intervalos de 1 unidad de pH). Asi, al aumentar el
pH desde 1 hasta 4, se observo que los nucleos C-8 y C-9 se desplazaban hacia
frecuencias altas. Después de pH = 4 (y hasta pH = 11) dichas resonancias
mantuvieron sus valores constantes. Asi, se pudo deducir que el primer sitio de
desprotonacién del 2-AMBZ corresponde al nitrégeno imidazélico. El segundo sitio
de desprotonacion del 2-AMBZ corresponde al grupo amonio. Esto se evidencio al
observar que después de la primera desprotonacién los nucleos C-5y C-6 no se
desplazaron a frecuencias bajas. Lo cual indica que no se desproton6 el segundo
NH-imidazdlico.
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© H
N NH, +H N NH,
/> -— />
N + N
29c pKas 29b

Esquema 1.13. Proceso de desprotonacion del 2-AMBZ.

La técnica de espectrofotometria de UV-visible, permite determinar los puntos
isobésticos. De esta manera, Sierra y colaboradores también determinaron para el
2-AMBZ dos puntos isobésticos. Uno se encuentra localizado a pHs acidos y otro
mas en la zona bésica y corresponden a pKa: y pKas. En el rango de pH neutro,
no les fue posible observar el punto isobéstico debido a los cambios tan pequefios
en absorbancia. Los resultados obtenidos mostraron que cuando el 2-AMBZ esta
en medios con pH mayores a 12 se genera el amiduro del imidazol 29c. De este
modo, las matrices de absorbancia evidenciaron la presencia de cuatro especies
en el intervalo de pH estudiado.

Por otra parte, la potenciometria condujo a la medicion de solo dos constantes de
acidez, porque se utilizaron concentraciones bajas de NaOH y no se cubrio el
rango de pH necesario. Es importante mencionar que los datos obtenidos en
RMN, espectrofotometria y potenciometria, fueron refinados por los programas
HypNMR, SQUAD y SUPERQUAD, respectivamente para obtener los valores de
pKa. (Tabla 1.3)
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Tabla 1.3. Valores de pKa para el 2-AMBZ.3!

Método I((NaClO4) [2-AMBZ]/M pKai pKay pKas

RMN variable 0.1 3.103+0.079 7.624+0.063 12.540+0.038
UV-vis variable 2-15x107° 2.777+x0.111 7.481+0.073 12.593+0.010
UV-vis 1 2-15x107° 2.982+0.116 7.887+0.082 12.487+0.015

Potenciometria variable 1-50x10°3 2.996+0.006 7.569+0.003 ND
Potenciometria 0.1 1-10x1073 3.044+0.016 7.611+0.008 ND

Por otra parte, Sari y Covington reportaron las constantes de acidez del acido 4-
(2’-bencimidazoil)-tiabutanoico (BTBA) 30, asi como de algunos de sus derivados
(31y 32) (Figura 1.3).%2 Estas constantes fueron obtenidas mediante una titulacién
potenciometrica con (CHz)sNOH. Los datos fueron colectados y refinados con el
programa SUPERQUAD. Asi, el primer pKai: para los compuestos 30-32
corresponde a la desprotonaciéon del grupo carboxilico y posteriormente ocurre la
desprotonacién de un HN-imidazol (pKaz). Los autores atribuyeron los resultados
de la segunda desprotonaciéon al efecto inductivo del anillo de aromatico. En el
caso del compuesto 32 hay un grupo amonio, y por lo tanto, el tercer pKas
corresponde a su desprotonacion. El pKaz de los compuestos 30-31 y el pKas del
compuesto 32 corresponden a la desprotonacion del nitrogeno imidazolico
generando los amiduros del imidazol correspondientes (Tabla 1.4).

@®
NH; @
NH o] NH HO. / r\<H
ﬁ)\/ \/U\ %/ OH N
H OH H 0 H
(0]
30 31 32
Figura 1.3. Estructuras de los compuestos 30-32
Tabla 1.4. Valores de pKa para los compuestos 30-32
Compuesto Nombre pKa: pKaz pKas pKas
30 Acido 4-(2-bencimidazoil)-tiobutanoico 3.33 546 11.32
31 Acido 3-(2-bencimidazoil)-propionico 3.75 6.37 11.71
32 Acido 2-amino-3-(4-imidazoil)- 202 6.10 9.19 11.16

propionico

Bryantsev et al utilizaron los métodos computacionales, para poder predecir las
constantes de equilibrio de diversos compuestos.2? Ellos utilizaron la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT), y un ciclo termodinamico para obtener las
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constantes de acidez de moléculas del tipo aminas, diaminas y aminoamidas
(Esquema 1.14).

AG°g. (BHY)

BH* (g) » B(g) + H* (g)
AG°solv (BH+) AG°solv (B) AG°solv (H+)
BH* (ac) > B (ac) + H* (ac)

AG°ac. (BH*)

Figura 1.4. Ciclo termodinamico para el calculo de pKa’s, utilizado por Bryantsev
et al.®3

De los calculos tedricos se obtienen las energias de desprotonacion, y las
energias de solvatacion. Estos datos se sustituyen en la ecuacion 1.1 para
determinar los valores de pKa.

AG°aq.deprot(BH+)
(2.303RT)

pKa = —logKa =

Ecuacion 1.1. Ecuacion para el calculo de pKa's, utilizada por Bryantsev et al.®

1.2.3.6 Estudios estructurales de sales benzoilamidas.

Avila Montiel et al estudiaron las sales aminoamidas 33a-33c por RMN de *H, 13C,
IR y difraccion de rayos-X.'® Dichos autores determinaron con la ayuda de la RMN
gue la acidez de los hidrogenos (-NH) bencimidazolicos esta afectada por el
tamafio y geometria del contraion. Asi, la RMN de 'H mostré que los hidrégenos
del anillo imidazdlico se desplazan a frecuencias mas altas cuando el anion es el
cloruro. Esto se debe a que el Cl- es un anion de tamafio pequefio e interacciona
fuertemente con estos hidrogenos, provocando un aumento en su acidez. En
cambio, los nitratos y tetraclorozincatos al ser iones mas grandes, la densidad de
carga negativa se distribuye en sus &tomos de oxigeno y cloro respectivamente, y
las interacciones con estos hidrogenos son mas débiles. Lo cual ocasiona que
dichos atomos de hidrégeno no sean tan acidos y que sus desplazamientos
guimicos se vayan frecuencias bajas (Esquema 1.14).
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(33 202 _2HNOs NH ZnCly/HCI (33) znc1,29
H,0 H,O
[33] 201°
33a. R=H
33b. R=CHj

33c. R=CH,CgHs

Esquema 1.14. Intercambio de anion del compuesto 33.

Ademas, Lechuga reportd la RMN de 'H, 3C en D20 vy difraccion de rayos-X de
las sales amino amidas 34a y 34b que contienen en su estructura dos carbonos

quirales (Figura 1.5).5
S]

34

34a. Ry= CH,
34b. R1= CH2CH(CH3)2

Figura 1.5. Estructura del compuesto 34

La difraccidén de rayos-X mostré que para 34ay 34b se obtiene la mezcla racémica
(10R, 13S; 10S, 13R). En los compuestos 34a y 34b se generan pseudociclos
S,1(10), debido a las interacciones (N-Hee+Cles*H-N) puente de hidrégeno de un
atomo de cloro con el nitrégeno imidazélico (2.317 A) y con el nitrégeno del grupo
amonio (2.231 A) [Figura 1.6]
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Figura 1.6. Estructura cristalina de los compuestos 34ay 34b

Los espectros de RMN de 3C de 34 mostré que el tamafio del sustituyente afecta
los desplazamientos de los carbonos metino C-10 y C-13. Esto se debe a la
presencia de los efectos a, By y de la cadena alifatica. En el compuesto 34a, solo
existen efectos a, por lo cual la resonancia de los nucleos C-10 y C-13 esta
desplazada a frecuencias mas bajas en comparacién con los nucleos de carbono
homologos del compuesto 34b, donde los efectos a, By y si estan presentes. Por
otra parte, en la RMN de 'H de estos compuestos se observé que los protones
metinicos H-10 se encuentran a frecuencias mas altas que los H-13. Esto se debe
a que la protonacion del anillo imidazdlico ejerce un efecto electroatractor mayor
sobre H-10 que el grupo amino.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Estudiar la isomerizacion de pseudopéptidos derivados de a-aminoacidos que
pueden ser modelos moleculares que permitan entender la reactividad quimica y
biolégica de las proteinas.

1.3.2 Objetivos Especificos

Sintetizar los pseudopéptidos 1-3 constituidos por dos carbonos quirales,
bencimidazol, amida y amonio.

Determinar las estructuras moleculares de 1-3 por medio de RMN de H, ¥ Cy
5N, experimentos COSY, HSQC y HETCOR en dimetilsulféxido-d6 y D-O.

Realizar el estudio de isomerizacion de los pseudopéptidos 1-8 por RMN de H,
13C y 15N utilizando DMSO-d6 como disolvente.

Estimar las constantes de acidez del pseudopéptido 1 por RMN de 'H y 3C
utilizando DO como disolvente y 1,4-dioxano como referencia.

Optimizar las estructuras moleculares de los isdmeros Z y E del pseudopéptido 1
para determinar la energia electronica del isbmero mas estable, mediante calculos
DFT.

1.4 Resultados y Discusion.

1.4.1 Sintesis de pseudopéptidos derivados de a-aminoéacidos.

Las sales de los pseudopéptidos 1-3 se sintetizaron a partir de un equivalente de
o-fenilendiamina con 2.3 equivalentes de a-aminoacidos (g-alanina 1; -leucina 2;
L-valina 3) en HCI como agente de condensacion (Esquema 1.15).6 Cabe sefialar
gue la estructura molecular del pseudopéptido 2 derivada de la (-valina se
presenta por vez primera en este trabajo de investigacion.
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2

NH, o R o ®_|
H
©: 4+ 23 HZN\HJ\OH 1)HCI H . N,
— >
NH, ) ®) H
NH R

R 2)MeOH

1. R= CH3
2. R= CH(CH3)2
3. R= CH,CH(CHs),

Esquema 1.15. Sintesis de las sales de pseudopéptidos 1-3.

Las reacciones de condensacién proceden con la epimerizacién del centro de
quiralidad del aminoécido, y por lo tanto, los crudos de reaccion estan constituidos
basicamente por mezclas de esteroisomeros. Sin embargo, por precipitacion es
posible separar uno de los pares de enantiomeros del compuesto 1 (R,Sy S,R) y
dos mezclas racémicas para 2 y 3 (R,S:SR y S,S:R,R). La relacion de
estereoisémeros determinada por RMN de H en DMSO-d6 es 78/22 % para 2 y
65/35 % para 3. No fue posible separar esta mezcla de estereoisomeros mediante
la precipitacion y esto puede atribuirse a la presencia de fuerzas intermoleculares
entre los cuatro estereocisdémeros que los mantienen unidos (Figura 1.7).

3) .
(RS5R) |

N WD VO N IS Wit v e & MWL
2) I (R,SSR) ‘

[(SSRR) |

|. II l \
1) . ‘ (RS:ER) ‘ .

o -"Ill-\_I | 'l M '—-‘IL_ _||a..l'-—~_ —

5w s & 7 & s 4 C 2 i

Figura 1.7. Espectros de RMN de 'H en DMSO-d6, para 1(azul), 2(verde), 3(rojo).
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Las aminoamidas fueron estudiadas a diferente pH por RMN en DMSO-d6 y D-O
utilizando como referencia el DMSO y 1,4-dioxano respectivamente.

1.4.2 Estudio estructural de los pseudopéptidos 1-3.

Los datos de RMN 'H en DMSO-d6 para 1 y 3 ya han sido reportados por
Lechuga.® Sin embargo, aqui se presenta la RMN de '3C que contribuye a
establecer fendbmenos de isomerizacién del grupo amida. La asignacion de los
pseudopéptidos en RMN se realiz6 por medio de experimentos de dos
dimensiones COSY, HETCOR o HSQC.

1.4.2.1 RMN de H de los pseudopéptidos 1-3.

En la Tabla 1.5 se muestran los desplazamientos quimicos de los protones de los
cloruro de amidas 1-3. La seflal NH-amida (NH-11) es una sefial doble debido a su
acoplamiento con el proton metinico (H-10). Comparando los efectos del
sustituyente se sugiere que el grupo isopropilo vecino al bencimidazol en el
compuestos 2 genera un efecto de proteccion sobre los NH amida y CH metino (H-
10,) ya que se encuentran desplazados a frecuencias mas bajas con respecto a
los mismos atomos de hidrogeno de las amino amidas 1,3. De forma similar a los
resultados obtenidos con los compuestos 1,3, el hidrogeno metino H-10 del
pseudopéptido 2 esta desplazado a frecuencia mas alta que hidrégeno metino H-
13.

NH
! 4 3 1
6 5
1. R= CH,
2. R= CH(CH),
3.R= CH2CH(CH3)2

Figura 1.8. Numeracion de la cadena principal de los compuestos 1-3.
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Tabla 1.5. & de 'H (ppm) en DMSO-d6

Compuesto H-11 H-1, H-3, H-5yH-8 H-6yH-7 H-10 H-13
NHs*

1 9.66 8.47 7.80 7.53 5.38 4.08

2 9.48 8.57 7.82 7.54 5.28 3.97

3 9.76 8.55 7.80 7.53 5.33 3.97

Los experimentos COSY de las sales 1-3 permitieron localizar a los protones
amonio (-NHs) en el mismo intervalo de desplazamiento quimico que los protones
NH- imidazdlicos (8.47-8.57 ppm). Informacion que es similar a lo reportado por
Lambert para NH en las sales de amonio (6-8.5 ppm).3” En la figura 1.9 se puede
ver la correlacion de la sefial multiple del metino H-13 con el grupo NHz (8.57 ppm)
y el metino adyacente a frecuencia baja. Ademas del NH amida acoplada con el
proton metino a frecuencia alta.

H-1,H-3 l
NH+3
H11 " H-10 H-1;\L‘J
| i | I
L_-_j_" W J. qu
Mayo_2016_Bruker
Mar39new_DMS0_25052016_C0SY )
I 1

H-10

1 {ppm)

i

H-1,H-3
NH+3

H-11

Figura 1.9. Experimento COSY para el compuesto 2.
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Asimismo, los espectros de proton de las amidas 2 (verde) y 3 (rojo) mostraron las
sefiales para los cuatro grupos metilo diastereotopicos. Sin embargo, las sefiales
dobletes de los metilos de la amida 3 tienen desplazamientos quimicos muy
similares y no fue posible asignarlas (Figura 1.10).

1.05 1.00 095 09 085 100 0.95 0.90 0.85 0.80
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 1.10. Espectros de RMN de *H en DMSO-d6 para 2 (verde) y 3 (rojo).

1.4.2.2 RMN de *C de pseudopéptidos 1-3.

En la figura 1.11 se muestra como las asignaciones de los espectros de RMN de
13C para 1-3 se dedujeron de los experimentos COSY, HETCOR y HSQC. La RMN
de 3C de los cloruro amino amidas mostré 3 sefales para los carbonos C-4, C-5,
C-6 aromaticos indicando la equivalencia quimica y magnética con C-9, C-8 y C-7.

Dentro de este contexto, podemos notar que los desplazamientos quimicos de
estos nucleos son iguales en los tres pseudopéptidos. Por lo tanto, los
sustituyentes en los carbonos quirales no afectan el desplazamiento quimico de
los carbonos aromaticos. El carbono C-2 imidazélico del compuesto 2 aparece a
frecuencia mas baja (152.8 ppm) que en 1, 3 (1.7 y 1.3 ppm respectivamente), lo
gue significa que el metilo debe generar un efecto estérico protector. Por el
contrario, los desplazamientos quimicos de los metinos para 2 estan a frecuencias
mas altas que los nucleos de los derivados de alanina 1 (6 = 6 ppm) y leucina 3
(6= 10 ppm). Este resultado muestra que en los nucleos de carbono metino del
pseudopéptido 2 hay un aumento de la contribucién paramagnética debido a la
presencia del grupo isopropilo.
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Figura 1.11. Asignacién de los compuestos 1-3 por RMN de **C en DMSO-d6.

1.4.3 Estudio estructural de los pseudopéptidos 1-8 por RMN de *H, *C y °N
en DMSO-d6.

1.4.3.1 RMN de 'H y C de pseudopéptidos 6, 7

Las amidas 6 y 7 fueron sintetizadas por Avila y caracterizadas por RMN en
MeOD.!¢ Pero, aqui presenta la caracterizacion por RMN de *H y 3C en DMSO-d6
porque los datos se utilizaran mas adelante para compararlos con los resultados
obtenidos de la titulacion de estos compuestos con NaOH.

En la figura 1.10 se muestra que la RMN de 'H y *3C indican que el efecto estérico
del grupo isopropilo es mayor que el grupo isobutilo. Esto se deduce a partir de
observar que la frecuencia del metino adyacente al grupo carbonilo (C-12) del
derivado de la valina esta a frecuencias mas altas que el carbono analogo en la
amida derivada de la leucina. Ademas, los grupos bencimidazol de 6 y 7 presentan
el mismo ambiente quimico y magnético porque las sefales tienen
desplazamientos quimicos similares. Con base a los resultados se propone que en
disolucién el isbmero que observamos en RMN es el Z porque representa menos
repulsion estérica entre las cadenas laterales (bencilo y alquilo).
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Figura 1.12. Asignacion de los compuestos 6 y 7 por RMN de *H y 3C en DMSO-
dé.

1.4.3.2 RMN de Hy *3C de los pseudopéptidos de 1-8 a pH diferente.

Los pseudopéptidos 1-8 fueron estudiados a diferente pH, pero primero se
describe el estudio del compuesto 1. Este compuesto se caracteriza por contener
dos carbonos quirales y en la RMN podriamos observar los isomeros resultantes
de los fendbmenos de epimerizacion o de la isomerizacion Z/E (Figura 1.13).

S

1 Ry, O 2

H 13 @ 1. R1=R2=CH3
g 9N~ 2 N NH; 2. Ry=R,=CH(CHs),

@NHW | 12 1 i. R,=R,=CH,CH(CH3),

7 H 2 . R1=R2=H

4 3 5. Ry=H, R,=CH,

6 5 i 6. R1=H, R2=CH(CH3)2
Isbmero Z . R4=H, R,=CH,CH(CH,),

7
8. R1=H, R2=CH2C6H5

Figura 1.13. Estructuras de los cloruros de aminoamidas 1-8.

La amida 1 fue estudiada en un rango de pHs que comprendio valores desde 4.0
hasta 11.0. Los intervalos de pH de estudio (5 y 1.0) se establecieron con la ayuda
de NaOH 2.0 M. Las titulaciones fueron llevadas a cabo en tubos de ensaye,
seguido de la evaporacion del medio acuoso. La RMN de 'H y 13C en DMSO-d6
fue obtenida y permitié observar las sefiales NH-amida, NH-imidazol y NH-amonio.

En la figura 1.14 se presentan tres espectros de 'H a pHs de 4, 5y 8 (valores de
pH antes de evaporar el disolvente acuoso) en los cuales podemos observar que
la sefial del NH-imidazdlico y NH-amonio (8.5 ppm) comienzan a desaparecer con
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el aumento de la concentracion de iones hidroxilo. Es decir, se pierde un NH-
imidazolico pero se mantiene el equilibrio tautomeérico del segundo NH imidazol. A
pH = 8 no es posible observar el segundo NH-imidazdlico y el NHz porque estos
hidrégenos son labiles y el disolvente contiene humedad.

NH-amida
pH=8 NH-amid
I

NH-amida HH-imid.azuI
| | y ameonio
[

pH=5 L A~ ,||
| NH-imidazoli
¥ amaqin

PH =4 | ._.'I ' [ ?I

12 11 10 9 ] 7

Figura 1.14. Espectros de RMN de *H en DMSO-d6 de 1 a pH=4 (rojo), pH=5
(azul) y pH=8 (verde).

La variacion del desplazamiento quimico de los nucleos de 'H y '3C del compuesto
1 se graficaron con respecto al pH (pH: 4 a 11). En la figura 1.15 se muestra como
los carbonos C-2 del imidazol y C-13 del metino adyacente al NH3* se desplazan
hacia frecuencias altas al aumentar el pH. Esto se debe a la presencia del par de
electrones libres resultante de la pérdida de los hidrogenos H-imidazolicos y H-
amonio respectivamente. El grupo carbonilo a pH’'s de 7, 8 y 9 sigue esta misma
tendencia, obteniéndose valores de desplazamiento quimico de 170.4 ppm, 172.9
ppmy 175.6 ppm respectivamente. Estos datos sugieren que a pH de 7,8y 9 es
posible obtener a los ligantes mono y didentado con el par de elecrones libres en
los nitrégenos imino y amina.
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Figura 1.15. Gréficas de 6 de '3C vs pH para los nuicleos C-2 y C-13 del
compuesto 1. Los valores de pH fueron determinados antes de evaporar el
disolvente acuoso.

Por otra parte, los espectros de H y 3C a pH de 10 mostraron un segundo grupo
de sefales, las cuales se pueden atribuir a otro isomero amino amida (Figura
1.16). Entonces, se propone la rotacion del enlace nitrégeno-carbonilo (N-CO)
para dar la isomeria Z/E. El isbmero mayoritario en disolucién es el Z porque
muestra una repulsion menor entre las cadenas laterales de la molécula. En
contraste, la epimerizacion en amidas no se propone debido a la estabilidad de la
geometria plana de la amida que impide el equilibrio cetoendlico de los sistemas

colocados en posicion alfa al carbonilo.
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Figura 1.16. Espectros de RMN de 'H y 3C en DMSO-d6 para el compuesto 1 a
pH=10.

En funcion de los resultados obtenidos en el estudio del comportamiento de la
RMN del compuesto 1, se realizaron los estudios correspondientes para los
clorhidratos 2-8. Estos compuestos se titularon con NaOH 1.0 M a pHs de 6.5, 7, 8
y 9. Ademas, como informacion complementaria se reviso el efecto que ejerce la
temperatura sobre el comportamiento molecular de algunas muestras.

En la grafica de la figura 1.17 se muestran las tendencias hacia frecuencia alta de
los carbonos imino (C-2) al alcanzar el pH de 8. Notese que con excepcion del
compuesto 2 (derivado de la valina) la tendencia es ascendente. La explicacion de
esta tendencia para 1, 3-5, 8 es la desprotonacion del NH imidazélico que ocurre
entre pH 7 y 8. Es decir, el par de electrones libres del atomo de nitrdgeno
imidazdlico genera un efecto electroatractor sobre C-2, aunque el equilibrio
tautomérico en el bencimidazol se mantiene.
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Por otra parte, la amida 2 con dos carbonos quirales derivada de valina solo es
estable como clorhidrato, mientras que la amidas 6 y 7 derivadas de Leucina y
valina con un solo carbono quiral son estables hasta pH de 6.6 y 7
respectivamente. El resultado indica que el sustituyente voluminoso contribuye en
el aumento de la hidrdlisis del compuesto cuando el pH aumenta.

C-2

Compuesto 1
/ Compuesto 2

Compuesto 3

157

I
vl
H 01O

Compuesto 4

e
= Compuesto 5

6 de!3Cen ppm
=
(0]
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151 |
150 f Compuesto 6
3 4 5 6 7 8 9 10 Compuesto 7
pH Compuesto 8

Figura 1.17. Gréfica de 6 de '3C vs pH de C-2 para los compuestos 1-8. Los
valores de pH fueron determinados antes de evaporar el disolvente acuoso.

Por el contrario, el carbono C-6 y C-7 aromaticos se desplaza a frecuencia baja
cuando aumenta el pH lo que evidencia que el bencimidazol ya no se encuentra
en su forma catidnica (Figura 1.18).

127
£ 126 Compuesto 2
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g- 125 —Compuesto 1
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o
o 123 Compuesto 4
T
w 122 Compuesto 5
121 Compuesto 6
3 5 7 9 11

Compuesto 7

Figura 1.18. Gréfica de 6 de **C vs pH de C-6 y C-7 para los compuestos 1-8. Los
valores de pH fueron determinados antes de evaporar el disolvente acuoso
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Las gréficas de las figuras 1.17 y 1.18 mostraron que los carbonos arématicos C-
2, C-6, C-7 practicamente mantienen el desplazamiento quimico en pH=8 y pH=9.
Entonces se demuestra que no se forma la especie anionica del bencimidazol y
solo esta presente el equilibrio tautomérico del bencimidazol. Por otra parte, No
fue posible observar en los espectros de RMN de 3C todos los nlcleos de
bencimidazol (C-4=C-9, C-5=C-8) debido a la relajacién de los nucleos y a la
concentracion baja de la muestra.

El efecto de la pérdida de un proton imidazélico también se refleja en el carbono
C-10 (metileno o0 metino) vecino a benicimidazol porque se desplaza de 0.9 a 1.6
ppm hacia frecuencias altas en pH de 7 respecto al de los clorhidratos (Figura
1.19).

60 C to 1
ompuesto
E 55 P
g. 50 Compuesto 2
3 45 Compuesto 3
o 40 Compuesto 4
° 35 -
© —— Compuesto 5
30
3 4 5 6 7 8 Compuesto 6
pH Compuesto 7

Figura 1.19. Gréfica de 6 de '3C vs pH de C-10 (metileno o metino) para los
compuestos 1-8. Los valores de pH fueron determinados antes de evaporar el
disolvente acuoso.

De la misma manera se graficaron los desplazamientos quimicos de RMN de *C
de los metinos C-13 vs pH (7, 8 y 9) de los compuestos 1-8 (Figura 1.20). Como
se puede observar en las gréficas, a partir de pH = 8-9 la resonancia de C-13 se
desplaza hacia frecuencias altas. Esto se debe a que a estos valores de pH el
grupo amonio se desprotona.
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Figura 1.20. Gréfica de 6 de '3C vs pH de C-13 para los compuestos 1-8. Los
valores de pH fueron determinados antes de evaporar el disolvente acuoso

La pérdida del proton amonio también afecta el desplazamiento quimico de C-12,
el cual se desplaza de 2.2 a 4.0 ppm hacia frecuencias altas con respecto a su

desplazamiento a pH = 7 (Figura 1.19).
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Figura 1.19. Gréfica de 6 de 3C de C=0 (C-12) vs pH de para los compuestos 1-
8. Los valores de pH fueron determinados antes de evaporar el disolvente acuoso.

Finalmente,

con el

presente estudio se demuestra que

los compuestos

monodentados de 1,3-5 y 8 derivados de la desprotonacion del Nitrégeno
imidazdlico se pueden aislar en un intervalo de pH 7-8. Mientras, que los ligantes
didentados (desprotonacion de nitrégenos imidazol y amonio) se pueden obtener a
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pH de 8-9. En contraste, las amidas 2 y 6 se hidrolizan al aumentar el pH. Asi, 2
(que contiene dos carbonos quirales) es una molécula estable es su forma de
clorhidrato, y 6 (con un carbono quiral) forma al ligante modondentado a pH = 6.6.
De tal manera que es posible concluir que el efecto estérico que ejercen los
grupos isopropilo afecta a la estabilidad de la amida cuando pH del medio
aumenta.

1.4.3.3 Estudio por RMN de 'H y BC del efecto de la temperatura en los
pseudopéptidos 1,2y 4.

Lechuga propuso que la epimerizacion del compuesto 1 ocurre a temperatura alta
sin la presencia de disolvente.® Pero, en el presente trabajo también se encontrd
gue la isomerizacion Z/E de los compuestos 1-8 por factores térmicos también es
posible. Asi, los hidrocloruros de las amidas 1, 2 y 4 (derivados de la alanina,
valina y glicina, respectivamente) fueron calentados en disolucion de DMSO-d6 a
115 °C para corroborar la formacion de sus posibles isomeros (Esquema 1.16).

11 13
q B | A
2 11 13 NH
; QN@W%N% i N g, Re
; NH ; R, — g ¥ @2 ™
7R NH
6 5 7 4 3

Isbmero Z 1. R4=R,=CH; 6 5 Isbmero E
2. R1=R2=CH(CH3)2
4, R1=R2=H
Esquema 1.16. Proceso de isomerizacion del grupo amida en los compuestos 1, 2
y 4.

Los espectros de 'H y *C mostraron dos grupos de sefiales para el hidrocloruro
de la amida 1, lo que sugiere que la isomerizacion Z/E ocurre a temperaturas
altas. Sin embargo, el resultado con el derivado de la glicina (4) descarté la
epimerizacion del compuesto porque no contiene atomos quirales y también
mostroé en la RMN dos grupos de sefales que deben pertenecer a los isbmeros
Z/E (Figura 1.22).
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Figura 1.22. Espectros de RMN de *H en DMSO-d6 de los compuestos 1y 4 a
115°C.

Asimismo, cuando el compuesto 1 a pH de 7 y 8 fue calentado hasta 115 °C, los
espectros de RMN mostraron una vez mas que el grupo amida se isomeriza. Esto
se deduce porque en los espectros se observa un segundo grupo de sefiales con
diferencias de tan solo 0.2 ppm en 3C (Figura 1.23). Por lo tanto, se propone que
el isbmero Z de la amida 1 es el predominante tanto en su forma protonada como
ligante mono y bidentado (pH de 7 y 8 respectivamente).

En el caso de la amida 2 la muestra se calent6é a una temperatura menor a 115 °C
y no ocurrié la isomerizacion. Pero a 115 °C, el compuesto se destruye. Esto
posiblemente se debe que el efecto estérico que producen los sustituyentes
impide la rotacion del enlace carbono nitrégeno de la amida.
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Figura 1.23. Espectro de RMN de *3C en DMSO-d6 del compuesto 1apH =8y
calentado hasta 115°C.

1.4.3.4 RMN de N de los pseudopéptidos de 1-8 a diferente pH vy
temperatura

La RMN de **N permite evidenciar la geometria de los atomos de nitrégeno en las
moléculas. Por lo tanto, se obtuvieron los espectros de °N de los compuestos 1-8
(Tabla 1.6). Asi, en estos compuestos se observaron los grupos amonio en 336.2
a -349.7 ppm los nitrdgeno amida en -259.3 a -274.4 ppm.® Por otra parte, se
sabe que los atomos de nitrogeno de amida tienden a tener geometria trigonal
plana y que son grupos donadores hacia el grupo carbonilo.®® Sin embargo,
encontramos que en los compuestos 1-3 los desplazamientos quimicos para estos
nacleos aparecen a frecuencias mas altas que en 5-7 (Ad= 9.8-13.7 ppm).
Ademas, las sefales de los grupos N-amida en 4 y 8 (derivados de glicina y
fenilalanina respectivamente) aparecen también a frecuencias mas bajas que 1y
3. Por lo tanto, se propone que en las amidas 5-7 el nitrdgeno amidico pierde
planaridad debido a la repulsion estérica sobre el atomo de oxigeno que ejercen
los sustituyentes R: y R2. Es decir el angulo de torsion O-C-N-C puede ser
diferente de cero, el atomo de nitrégeno cambiaria su geometria a piramidal y el
par libre de electrones del nitrdgeno amidico produciria una contribucion
paramagnética pequefa.

R o) 2 ° 0 —|2 ?
H @
N NEIH\a, H NH;3
oy ol
NH, |L R, NH, 4 Ry
1- -

3 4-8

Figura 1.24. Estructuras de los compuestos 1-8

35



Tabla 1.6. d de **N (ppm) 1-8 y AS de **N (ppm) en DMSO-d6

Ri=R2 NH NH R NH NH Ad
amida amonio amida amonio  (NHamida)
1 CHs -260.1 -336.2 5 CHs -273.7 -335.6 13.7
2 CH(CHs3)2 -260.1  -336.2 6 CH(CHs3): -269.9 -339.1 9.8
3  CH2CH(CHs)2  -259.3 -336.3 7 CH2CH(CHs) -271.3 336.4 12,0
4 H -274.4  -349.7 8 CH2CsHs -270.8  -337.3

En la Tabla 1.7 se presentan los desplazamientos quimicos de °N de los
compuestos 1-8 a diferentes valores de pH y temperatura. Es relevante notar que
a pH de 7, se corroboran la pérdida de un proton imidazolico puesto que los
nacleos de nitrégeno se desplazan a frecuencias altas comparados con sus
respectivas sales (cerca de 3 ppm). Pero, a pHs de 8 y 9 no existe una tendencia
como tal, ya que algunas sefales no cambian y otras se desplazan hacia
frecuencias diferentes (Tabla 1.7). Esto se puede atribuir al acomodo espacial de
las moléculas, es decir menos restriccion conformacional y mas interacciones
intermoleculares con el disolvente. Puesto que el DMSO-d6 no fue secado y
presenta residuos de agua, en solucion de la amida debe suceder el intercambio
de los NH-imidazdlicos y NH-amina con agua.

Tabla 1.7. & de *N (ppm) 1-8 en DMSO-d6

Sin tratamiento térmico Con tratamiento térmico 115 °C
pH* pH*
Sal 7 8 9 Sal 7 8

1 -260.1 -256.4 -257.6 -255.2 -258.9 -256.2 -258.0
-258.4 -256.5 -258.9

2 -260.1 -257.7 -258.3
-244.8

3 -259.3 -254.9 -259.5 -259.5

4 2744 -270.2 -271.5 -273.1 -272.3

5 -273.7 -271.4 -273.1 -270.2

6 -269.9 -266.8 -271.5 -271.6

7 -271.3 -273.2

8 -270.8 -267 -268.1 -272.5

* Los valores de pH fueron determinados antes de evaporar el disolvente acuoso.
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Por otra parte, los pseudopéptidos 1, 2 y 4 también se calentaron hasta 115 °C
(Tabla 1.7). En el caso del compuesto 1, las tres especies quimicas participantes
de los equilibrios acido-base (diprotonada, monoprotonada y neutra) mostraron en
la RMN de ®*N dos sefiales en la regién de los nitrdgenos amida. Pero, los
desplazamientos quimicos tienen diferencias pequefias con respecto a la muestra
sin calentar (A6 = 0.2 a 2.1 ppm). Este resultado se puede atribuir a una pérdida
ligera de la planaridad de la geometria trigonal del nitrdgeno amidico. Asi mismo,
en los espectros de las muestras sometidas a temperatura elevada ya no se
observan las sefiales correspondientes al grupo amonio.*® Esto se debe a que a
temperatura alta aumenta la velocidad de intercambio de los hidrogenos labiles
con la humedad del disolvente y puede llegar a suceder la pérdida de HCI. Por
otra parte, la RMN muestra que el compuesto 2 se descompone después del
tratamiento térmico. La integracién de las sefiales de RMN de H muestran la
presencia de una aminoamida y otro compuesto. Sin embargo, en la RMN *N se
observa la presencia de dos nitrégenos amidicos. Asi, la sefial en -258.3 ppm
corresponde a la aminoamida y la resonancia a -244.8 ppm podria atribuirse a la
amida resultante de la hidrélisis del bencimidazol. Finalmente, la RMN de °N de la
amida derivada de glicina solo mostr6 una sefial lo que indica que no hay
restriccion conformacional.

1.4.4 Estimacion de las constantes de acidez del pseudopéptido 1

Aunque los estudios de RMN en DMSO del compuesto 1 nos permitieron proponer
el pH de formacién del ligante didentado, la medicion de los pKas son importantes
porque nos dan informacién sobre las propiedades, quimicas y bioquimicas del
pseudopéptido.

De esta manera, en el presente trabajo se lograron determinar las constantes de
acidez del pseudopéptido 1 por medio de la RMN de *H y 3C. Los espectros
iniciales de RMN de 'H y 3C se obtuvieron de una solucién [0.1312 M] de 1 en
D20. A esta muestra se le fue modificando el pH al adicionar NaOD [0.7580 M]. El
pH inicial de la muestra fue de 3.25 y el pH final fue de 10.75.
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Figura 1.25. Numeracion del compuesto 1.
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En los espectros de RMN de 'H en DO se observan solo las sefiales para los
hidrégenos enlazados a carbono porque los NH-imidazol, NH-amida y NH-amonio
son l4biles. Para los hidrégenos aromaticos, solo se observan dos sefiales
multiples debido a la simetria del anillo imidazolico causada por los fenbmenos
tautoméricos del sistema que hace equivalentes a dos nitrégenos aromaticos. Asi
mismo, las sefiales de los hidrogenos metinos (H-10 y H-13) tienen una
multiplicidad cuadruple y los metilo doble (Figura 1.26)

| ' H-15 H-14
H-10 H-13 n ” |
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Figura 1.26. Espectros de RMN de *H en D20 para el compuesto 1.

Para asignar correctamente los espectros de RMN de 'H y 3C se realizaron
experimentos bidimensionales COSY, HSQC y HETCOR.

En el espectro HETCOR para el compuesto 1, se muestra la correlacion del C-15
(metilo) a frecuencias mas altas que el C-14 (metilo), debido al efecto desprotector
por parte del anillo imidazolico (Figura 1.27).
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Figura 1.27. Experimento HETCOR para el compuesto 1.
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En la Figura 1.28 Se muestran los espectros de RMN de 'H del compuesto 1 a
diferente pH. Con respecto a la especie bis-clorhidrato inicial todas las sefiales de
los protones se desplazan a frecuencias bajas al aumentar el pH. Esto indica que
la pérdida de los hidrogenos NH-imidazol y NH-amonio, cambia la acidez del
pseudopéptido. Por lo tanto, tendriamos en el equilibrio a las especies
monoprotonadas, diprotonadas y neutras como predominantes aunque siguen

siendo labiles los hidrégenos imidazol, amida y amonio.

H- aromaticos H-10 H-13 H-15 H-14

. )
: e L L "
T
-

Figura 1.28. Espectros apilados de *H a diferentes pH’s para el compuesto 1.

Por otra parte, en los espectros de RMN de *3C se puede observar que conforme
se aumenta el pH, las sefiales adyacentes a los nitrégenos imidazdlicos se
desplazan a frecuencias mas altas. Esto se debe al aumento del efecto inductivo
gue ejercen los pares electrones que se liberan al desprotonarse dichos

nitrégenos (Figura 1.29).
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Figura 1.29. Espectros apilados de 3C a diferentes pH’s para el compuesto 1.

En la figura 1.28 se puede observar la dependencia de los desplazamientos
guimicos de los carbonos aromaticos C-4, C-9 con respecto a la variacion del pH
(3.25 a 6.50). En dicha gréafica se puede observar que de pH igual a 3.25 hasta
6.24 hay una variacion considerable del desplazamiento quimico de dichos
nucleos (Ad= 6.55 ppm). Dicho comportamiento se puede explicar si se asume
gue éste es el primer sitio de desprotonacion es en el anillo imidazdlico.
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Figura 1.28. Grafica de & de '3C vs pH para C-4 y C-9 del compuesto 1.

Por otra parte, resultd interesante el cambio del desplazamiento quimico de los
grupos metilo (C-14 y C-15) porque se encontro que el efecto de la desproteccion
de los atomos de nitrégeno de la molécula afectan de manera diferente a estos
nalecos. En la figura 1.29 se puede observar como cambia el desplazamiento de
C-14 y C-15 con respecto al pH. Cuando se varia el pH de la solucion desde 5.0
hasta 7.83 las sefales de los metilos tienden a juntarse (el desplazamiento
guimico tiene tan solo una diferencia de Ad= 0.53). Sin embargo, a valores de pH
por encima de 7.83 las sefiales tienden a separarse. Esto se puede atribuir a que
el grupo amonio se desprotona cuando aumenta la basicidad del medio (Figura
1.30). Asi, el efecto electroatractor fuerte que ejerce el par de electrones libres del
nitrégeno desplazan hacia frecuencias altas al metilo vecino al grupo amino.

cC-14 C-15
LPH=8.86
C-14 C-15
pH=8.61 1L
C-15|| C-14

pH=7.83 |

Figura 1.30. Espectros de RMN de *3C para el compuesto 1 a diferentes valores
de pH.
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Para asignar los ndcleos de carbono de los grupos metilo fue necesario obtener
los espectros COSY y HSQC del compuesto 1 a valores de pH de 7.0, 8.21y 11.0.

Por medio de los espectros COSY se observdé que las tendencias de los
desplazamientos quimicos de los metilos se mantiene a los diferentes pHs. Sin
embargo, con los experimentos HSQC se demostré que el metilo geminal al
nitrdgeno amina esta desprotegido por el aumento de la electronegatividad vecinal
del nitrogeno amina. (Figura 1.32). El resultado muestra que el efecto de la
desprotonacion los desplazamientos quimicos de los grupos metilo en RMN de *H,
pero si en RMN de *C en donde su resonancia es mas sensible al par de
electrones libres.
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Figura 1.32. Experimentos COSY y HSQC para el compuesto 1.
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Después de asignar los espectros de RMN del pseudopéptido a diferente valores
de pH, se procesaron los datos de desplazamiento quimico de C-2, con el
programa WinEQNMR2.4° De esta manera, se determinaron las constantes de
acidez para el compuesto 1. Para corroborar la medicién de las constantes de
acidez, también se trataron los datos de desplazamiento quimico de los protones
aromaticos (H-6 y H-7) [Tabla 1.8].

Para corroborar que los datos de pKa obtenidos por *3C y 'H fueran equivalentes
se realiz6 una prueba de contraste F para comprobar que no existe diferencia
entre las desviaciones estandar, y posteriormente se realiz6 la comparacion de las
medias experimentales con un contraste t. Se encontré que para los valores de
pKai, debido a los valores tan pequefios de desviacion estandar (s), es imposible
asegurar que los valores son equivalentes a pesar de su cercania. Por otra parte,
los valores de desviacién estandar para el pKa> son muy grandes, por lo cual se
concluye que los valores obtenidos por *3C y 'H son equivalentes a pesar de tener
mayor diferencia entre ellos (Tabla 1.8). Es importante mencionar que al hacer el
analisis de x? de los residuos en todos los casos se comprobd una distribucion
normal de estos, sugiriendo que no existe sesgo en el calculo de los pKa's.

Tabla 1.8. Valores de pKa encontrados por el programa WIinEQNMR2.

Nucleo pKai Error(s) texp ttan pPKaz Error(s) texp tra
utilizado

C-2 4975 0.0032 8.333 0.2015

H-6 y H-7 5.064 0.0020 81.70 2.50 8.020 0.1509 053 3.0

Con los datos obtenidos del comportamiento acido-base de 1 se puede proponer
gue la primera desprotonacion ocurre en el grupo N-H imidazdlico. Por
consiguiente, la segunda desprotonacion corresponde al grupo amonio (Esquema
1.17).
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Esquema 1.17. Equilibrios acido-base en el compuesto 1.

1.4.5 Analisis cristalografico de la especie monoprotonada de 1.

El clorhidrato del pseudopéptido 1 se fijé a un pH = 7.0 con hidroxido de sodio.
Después, el medio acuoso fue evaporado y el solido obtenido fue disuelto en
MeOH para su cristalizacion. Asi, la especie monoprotonada cristalizd en un
sistema triclinico con un grupo espacial P-1 (Figura 1.33). El estudio detallado de
la celda cristalina muestra que la estructura molecular del compuesto esta
estabilizada por un atomo de cloro y una molécula de agua. El grupo espacial (P-
1) contiene un centro de inversion lo cual corrobora que 1 esta constituida por una
mezcla racémica (centros estereogénicos R,S:S,R).

Figura 1.33. Estructura cristalina del compuesto 1 a pH = 7.
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Asimismo, en la figura 1.33 se puede observar que el anillo imidazolico a pH = 7.0
se encuentra desprotonado. La presencia del par de electrones libre genera una
interaccion por puente de hidrégeno con una molécula de agua. Por su parte, el
atomo de cloro interacciona con un hidrogeno imidazélico [2.389(17) A] y con un
hidrogeno del grupo amonio [2.360(3) A] generando un pseudociclo con serie
grafica S3(10) (Figura 1.33).

Ademas, el atomo de cloro interacciona con un hidrégeno del grupo amonio de
una molécula vecina generando especies pseudo-diméricas. Estas especies
pseudo-diméricas dan lugar a la formacion de anillos con series graficas R2(8) y
R3(20) (Figura 1.34).

Figura 1.34. Especie pseudo-dimérica del compuesto 1 a pH = 7.

A continuacién se muestra una comparacion de la estructura del compuesto 1 a
pH = 7 (monoprotonado) y de la sal del compuesto 1 (diprotonado) [Figura 1.35]
reportada por Lechuga (Tabla 1.9).8
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Figura 1.35. Estructura cristalina del compuesto 1y 1 a pH=7.5

La sal del compuesto 1 presenta distancias N1-C1 y N2-C1 similares porque
ambos atomos de nitrogeno estan protonados. Por el contrario, la especie
monoprotonada muestra distancias N1-C1 y N2-C1 ligeramente diferentes debido
a la desprotonacion del atomo de nitrégeno, N2. Sin embargo, en ambos casos el
anillo imidazdlico mantiene interacciones por puente de hidrogeno.

Tabla 1.9. Distancias de enlace en A para el compuesto el bis-clorhidrato (sal) y el
mono-clorhidrado (pH = 7) del compuesto 1.

Sal pH=7**
N1-C1 1.326(3) 1.349(2)
N2-C1 1.329(3) 1.314(2)
C10-N3 1.333(3) 1.340(2)
C10-01 1.226(3) 1.219(19)
H1ee«CI1 2.277 2.389(17)
H4’<+<Cl1 2.545 2.360(3)

**E| valor de pH fue determinado antes de evaporar el disolvente acuoso.

Al superponer las estructuras de rayos-X de la sal del compuesto 1 y del
compuesto obtenido a pH=7 (figura 1.36), podemos observar que son similares.
Los angulos de enlace y angulos de torsion de la sal muestran que ambas
moléculas presentan conformacién Z y geometria trigonal plana para los
nitrégenos amida. El resultado corrobora el fenbmenos de resonancia electrénica
entre el par libre del nitrégeno con el enlace doble C=0 (Tabla 1.10).
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Figura 1.36. Estructura superpuesta del compuesto 1y 1 a pH=7.

Tabla 1.10. Angulos de enlace y torsion (en °) para la especie bis-clorhidrado (sal)
y la especie mono-clorhidrato de 1.

Sal pH=7
H3-N3-C8 119.25(4) 118.70(12)
C8-N3-C10 121.54(5) 123.51(14)
H3-N3-C10 119.20(5) 117.20 (12)
C8-N3-C10-01 4.71(4) 5.80(4)
C8-N3-C10-C11 -174.24(4) -171.00(2)
N3-C8-C1-N1  0.56(5) 22.1(5)
N3-C8-C1-N2  179.93(5) -158.78(16)

Por otra parte, se realizaron calculos tedricos del compuesto 1 (R,S) en
conformacién E y Z del grupo amida para conocer la energia electronica. Los
calculos se realizaron con el programa GaussView*' con la base B3LYP nivel
tedrico 3-31G.

En la figura 1.36 se muestra la energia electronica minima sin correccion para la
conformacién E y Z del grupo amida. El conféormero Z tiene un valor de energia
menor que el isbmero E, y por lo tanto Z es la mas estable. Este resultado coincide
son los obtenidos por difraccion de rayos-X y RMN.
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Figura 1.36. Energia de optimizacion del compuesto 1.

Tabla 1.11. Angulos de enlace (en °) y torsién tedricos de la conformacion Z y E
para el compuesto 1.

E Z
H3-N3-C8 120.5194 118.675
C8-N3-C10 119.1503 123.51
H3-N3-C10 120.3255 117.168
C8-N3-C10-O1 179.6947 1.137
C8-N3-C10-C11 1.137 179.6947
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1.5 Conclusiones

Se sintetizaron las aminoamidas 1-3 derivada de aminoé&cidos. El efecto estérico
de los sustituyentes en 1-3 y 6, 7 se evidencio en los espectros de RMN de *C
obtenidos en DMSO-d6. Asi, el grupo isopropilo (2 y 6) genera repulsion estérica
mayor que el isobutilo (3y 7).

Del estudio del efecto del pH y temperatura sobre el comportamiento quimico y
fisico de los compuestos 1-8 se estableci6 que a un pH mayor a 9.0 6 un
tratamiento térmico de la muestra a 115°C, favorece la isomerizacion del grupo
amida. La RMN de 'H y 3C en DMSO-d6 mostr6 los dos grupos seiales
correspondientes a los isémeros Z y E. La RMN de N confirmé que la geometria
de la amida es trigonal a pH acido, pero a pH = 7.0 es factible que el nitrégeno
pierda su planaridad. Asimismo, se demostré que se puede preparar la especie
monoprotonada del pseudopéptido a pHs entre 6.5 — 8.0. Adicionalmente, es
posible preparar al ligante neutro a pHs entre 8 y 9.

Se realizé un estudio de pH para el compuesto 1 y este proceso se siguié por
RMN de 'H y 13C en DO (referencia 1,4 dioxano). Los datos obtenidos fueron
procesados con el programa WIinEQNMR?2 para obtener los valores pKa: y pKao.
Asi, el pKa: corresponde a la desprotonacion del nitrégeno imidazolico y el pKaz a
la desprotonacion del grupo amonio.

Se obtuvieron cristales del compuesto 1 a pH = 7. La difraccion de rayos-X
corroboro que el primer sitio de desprotonacion ocurre en el anillo imidazélico.

Se calculo la energia electronica del compuesto 1 (R,S) con isomeria Ey Z de la
amida. Los resultados mostraron que la conformacion cis (Z) es la mas estable, lo
cual corrobora lo obtenido experimentalmente.

49



1.6 Desarrollo experimental

Sintesis del compuesto 1. diclorhidrato de 2-[(1R)-1-{[(2S)-2-
amoniopropanoillamino}etil]-1H-bencimidazol-3-io.

Una mezcla de _-alanina (9.4768 g, 106.37 mmol) y o-fenilendiamina (5.0159 g,
46.40 mmol) se disolvio en 10.0 mL de HCI concentrado y 2 mL de agua
desionizada. La mezcla se agit6 y calentd hasta lograr la homogenizacion. El
calentamiento se detiene al evaporarse el agua y el acido, y obtener un liquido
viscoso color café oscuro.

Posteriormente, la precipitacion de 1 se indujo por la adicion de metanol. El
precipitado obtenido se filtr6 al vacio y se lavé con metanol, obteniéndose un
solido blanco-beige (3.5008g, 24.72%)

81 (400 MHz, DMSO-d6): 1.43 (3H, d, H-14), 1.70 (3H, d, H-15), 4.08 (1H, m, H-
13), 5.38 (1H, m, H-10), 7.53 (2H, m, H-6 y H-7), 7.80 (2H, m, H-5 y H-8), 8.47
(5H, a, H-1, H-3 y NHs*), 9.66 (1H, d, H-11); 8¢ (100 MHz, DMSO): 16.5 (C-14),
18.5 (C-15), 43.0 (C-10), 48.6 (C-13), 114.1 (C-5 y C-8), 125.8 (C-6 y C-7), 131.1
(C-4 y C-9), 154.5 (C-2), 170.2 (C-12); &n (40 MHz, DMSO-d6) -336.2 (NHs*), -
260.1 (NHCO).

81 (400 MHz, D20, 1,4-dioxano): 1.63 (3H, d, H-14), 1.81 (3H, d, H-15), 4.26 (1H,
m, H-13), 5.52 (1H, m, H-10), 7.58 (2H, m, H-6 y H-7), 7.75 (2H, m, H-5 y H-8); 8¢
(100 MHz, D0, 1,4-dioxano): 17.0 (C-14), 18.0 (C-15), 44.0 (C-10), 49.8 (C-13),
114.4 (C-5 y C-8), 127.0 (C-6 y C-7), 131.2 (C-4 y C-9), 153.7 (C-2), 171.78 (C-
12).

Sintesis del compuesto 1 a pH=7. clorhidrato de 2-[(1R)-1-{[(2S)-2-
amoniopropanoillamino}etil]-bencimidazol-3-io.

Se pesaron 0.5077 g (1.6651 mmol) del compuesto 1 y se disolvieron en 2 mL de
agua desionizada. Posteriormente, ésta solucion se llevé a un pH= 6.99 con una
solucion de NaOH 2M. Después, el agua se evapordé con aire, y el sélido
resultante se lavo con MeOH.

Se obtuvo un sodlido cristalino de color amarillo claro (0.314 g, 70.26%). El
producto se recristaliz6 con MeOH.

81 (400 MHz, DMSO-d6): 1.38 (3H, d, H-14), 1.54 (3H, d, H-15), 3.87 (1H, m, H-
13), 5.16 (1H, m, H-10), 7.14 (2H, m, H-6 y H-7), 7.51 (2H, m, H-5 y H-8); 8¢ (100
MHz, DMSO): 17.8 (C-14), 20.0 (C-15), 43.9 (C-10), 48.9 (C-13), 121.7 (C-6 y C-
7), 155.8 (C-2), 170.4 (C-12); n (40 MHz, DMSO-d6) -256.4 (NHCO).

81 (400 MHz, D20, 1,4-dioxano): 1.59 (3H, d, H-14), 1.66 (3H, d, H-15), 4.13 (1H,
m, H-13), 5.24 (1H, m, H-10), 7.31 (2H, m, H-6 y H-7), 7.60 (2H, m, H-5 y H-8); 8¢
(100 MHz, D0, 1,4-dioxano): 17.5 (C-14), 18.9 (C-15), 45.2 (C-10), 50.0 (C-13),
115.4 (C-5y C-8), 123.6 (C-6 y C-7), 138.1 (C-4 y C-9), 156.3 (C-2), 171.9 (C-12).
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Sintesis del compuesto 2: diclorhidrato de 2-[(1R)-1-{[(2S)-2-
amoniometilbutanoillamino}-2-metilpropil]-1H-bencimidazol-3-io

Una mezcla de -valina (12.4585 g, 106.35 mmol) y o-fenilendiamina (5.0081 g,
46.37 mmol) se disolvio en 10 mL de HCI concentrado. La mezcla se agité y
calentd hasta lograr la homogenizacion. El calentamiento se detuvo al evaporarse
el &cido, y obtener un liquido viscoso color café.

Posteriormente, la precipitacion se indujo por la adicién de metanol. El precipitado
obtenido se filtré al vacio y se lavd con metanol, obteniéndose un soélido blanco
(1.237 g, 7.39%)

84 (400 MHz, DMSO-d6): 0.97 (3H, d, H-19), 0.98 (3H, d, H-15), 1.01 (1H, m, H-
18), 1.02 (1H, d, H-16), 2.13 (1H, m, H-14), 2.65 (1H, d, H-17), 3.97 (1H, m, H-13),
5.28 (1H, m, H-10), 7.54 (2H, m, H-6 y H-7), 7.82 (2H, m, H-5 y H-8), 8.57 (5H, a,
H-1,H-3, NH3%), 9.48 (1H, d, H-11); 8¢ (100 MHz, DMSO): 17.3 (C-19), 18.1 (C-18),
18.3 (C-15), 18.5 (C-16), 29.3 (C-14), 30.6 (C-17), 52.7 (C-10), 57.6 (C-13), 114.0
(C-5y C-8), 125.8 (C-6 y C-7), 131.0 (C-4 y C-9), 152.8 (C-2), 169.6 (C-12); & (40
MHz, DMSO-d6) -336.2 (NH3"), -260.1 (NHCO).

Sintesis del compuesto 3: diclorhidrato de 2-[(1R)-1-{[(2S)-2-
amoniometilpentanoillamino}-3-metilbutil]-1H-bencimidazol-3-io

Una mezcla de .-leucina (4.1905 g, 31.94 mmol) y o-fenilendiamina (1.5040 g,
13.91 mmol) se disolvi6 en 12 mL de HCI concentrado y 4 mL de agua
desionizada. La mezcla se agitd y calentd hasta lograr su homogenizacion. El
calentamiento se detuvo al evaporarse el agua y el acido obteniendose un liquido
viscoso de color café oscuro.

Posteriormente, la precipitacion se indujo por la adicion de metanol. El precipitado
obtenido se filtré al vacio, y se lavé con metanol, obteniéndose un solido blanco
(2.1078 g, 38.92%)

S+ (400 MHz, DMSO-d6): 0.84 (3H, d, H-17), 0.86 (3H, d, H-20), 0.91 (3H, d, H-
16), 0.93 (3H, d, H-21), 1.62 (1H, m, H-15), 1.77 (1H, d, H-19), 1.98 (2H, m, H-14,
H-18), 3.95 (1H, m, H-13), 5.31 (1H, m, H-10), 7.53 (2H, m, H-6 y H-7), 7.80 (2H,
m, H-5 y H-8), 8.55 (5H, a, H-1,H-3, NHs*), 9.76 (1H, d, H-11); 8¢ (100 MHz,
DMSO): 20.5 (C-16), 22.2 (C-20), 22.6 (C-17), 23.09 (C-21), 24.0 (C-15), 24.3 (C-
19), 39.5 (C-14), 40.5 (C-18), 45.6 (C-10), 51.3 (C-13), 114.0 (C-5 y C-8), 125.8
(C-6y C-7), 131.0 (C-4 y C-9), 154.1 (C-2), 170.0 (C-12); &x (40 MHz, DMSO-d6) -
336.3 (NHs*), -259.3 (NHCO).
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CAPITULO II: INFLUENCIA DEL ZINC Y DEL
pH EN LA FORMACION DEL ADUCTO
DERIVADO DE PSEUDOPEPTIDO Y
ACRILONITRILO
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2.1 Introduccién

La quimica de coordinacion desempefia un papel relevante en los procesos
bioquimicos. Los diferentes procesos quimicos involucrados en el metabolismo de
las células no podrian efectuarse sin la presencia de iones metalicos tales como:
Cu(ll), Cd(ll), Ni(ll) y zn(ll).*?> Por ejemplo, los complejos ternarios formados por
iones metdlicos y aminoacidos (o péptidos) son considerados como modelos de
las interacciones sustrato-metal, metal-enzima, asi como de algunas interacciones
bioquimicas.3

Se sabe que el zinc es uno de los metales esenciales para los humanos y
animales. La deficiencia de este elemento estd asociada a problemas como el
hipogonadismo, asi como de disfunciones neurolégicas y defectos de
crecimiento.*®> Se han reportado mas de 300 enzimas donde el &tomo de Zn tiene
una funcion importante, ya sea como catalizador, co-atalizador o como
estabilizante estructural.®

Por otra parte, se ha demostrado que los sitios reactivos de las metalo-enzimas
contienen residuos de histidina en donde el Zn(ll) se coordina a los grupos
imidazolicos.”® Por lo cual, el estudio de complejos que contengan grupos
imidazdlicos o bencimidazoélicos se ha vuelto un tema muy importante para la
explicacion quimica y biologica de las interacciones metal-enzima y del rol de los
metales en el cuerpo humano.’

En la literatura se ha reportado que la presencia de Zn(ll) en las metalo-enzimas
desempenia un rol inhibitorio en la adicion de acrilonitrilo a los residuos de histidina
presentes en los centros reactivos de las enzimas.? Por esta razén, el estudio de
la reactividad de los grupos imidazoles y aminas frente al acrilonitrilo es importante
en la sintesis de compuestos nuevos.®

En este capitulo se presenta la sintesis y estructura del complejo de zinc derivado
de la alanina (1a en la figura 2.1), la estimacion de la constante de acidez del
pseudopéptido en presencia del ZnCl; y el estudio de la influencia del zinc en las
adiciones 1,4 del pseudopéptido en el acrilonitrilo.

1a

Figura 2.1. Estructura del compuesto 1a.
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2.2 Antecedentes

El estudio de compuestos de coordinacién biolégicamente importantes, como la
hemoglobina y las metalo-enzimas, ha sido de gran importancia en la quimica vy,
en particular, en la comprensién del papel que juegan estos compuestos en el
metabolismo de los seres vivos.!1?

El imidazol y bencimidazol son ligantes con actividad biolégica relevante. 2 Por ello
han sido usados para formar diversos complejos metalicos y se han hecho
estudios estructurales, de reactividad y actividad biolégica.

2.2.1 Complejos metélicos derivados de bencimidazoles.

El bencimidazol tiene similitud estructural con compuestos derivados de la purina.
Ademés, los grupos bencimidazdélicos estan presentes en compuestos con
actividad biolégica como la vitamina B12. 214

Por esta razon, el bencimidazol ha formado complejos de V(V), Cr(ll), Cr(lll), Cu(ll),
zZn(ll), Nidl), Au(l) y Mn(ll). 19101518 Estos compuestos han sido estudiados
ampliamente por su aplicacion posible en farmacologia, en la fabricacion de
dispositivos emisores de luz y en la fabricacién de materiales nuevos. 151917

Figura 2.2. Estructura de un compuesto de manganeso birrefringente *°

Por otra parte, los complejos de coordinacion derivados del 2-(aminometil)
bencimidazol (2AMBZ) presentan propiedades relevantes. 2° Por ejemplo, los
complejos ternarios en donde participan 2AMBZ y &cidos dicarboxilicos tienen
actividad antihistaminica.'® Asi, la sintesis de estos compuestos es importante
porque ellos pueden servir como farmacos nuevos con propiedades
antibacteriales, antitumorales, fungicidas o citotéxicas (figura 2.3).%1320-2
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Figura 2.3. Estructura molecular de compuestos de coordinacion derivados de
2AMBZ con propiedades antibacterial (4) y fungicidas (5).2%°

H,0

2.2.2 Complejos de Cu(ll) y Zn(ll) derivados de bencimidazoil aminoamidas.

Como se ha mencionado arriba, los complejos de coordinacién derivados de
amino-amidas pueden llegar a tener propiedades quimicas relevantes y Utiles en
campos diversos de la tecnologia, medicina y ciencia. Por esta razon, desde hace
tiempo en nuestro grupo de trabajo tenemos interés en la sintesis de estos
compuestos. Asi, Falcon y colaboradores reportaron la sintesis y estudio
estructural de complejos de Cu(ll) y Zn(ll) derivados de bencimidazoil
aminoamidas que contienen un carbono quiral.®

Los complejos de Cu 6a-8a fueron obtenidos a partir de las amino amidas y sales
de cobre como: CuCOs, Cu(OH). y Cu(CH3COOQO)2 en medio acuoso y en un rango
de pHs de 2.5 a 4.0 (Esquema 2.1). De este modo, el estudio cristalografico de 6a
y 8a mostré que en estos compuestos el atomo de cobre tiene una geometria
cuadrada plana distorsionada, con enlaces covalentes con un atomo de cloro y el
nitrdgeno amidico. También, se observd que la presencia de una molécula de
agua en la celda cristalina es importante porque estabiliza la estructura
supramolecular y que la presencia de interacciones puente de hidrogeno
intermoleculares (N-Hes«O-H+++O=C) da lugar a pseudo-ciclos.
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6, 6a, 6b. R=H
7,7a,7b,7c. R=CH,
8, 8a. R=CH2C6H5

Esquema 2.1. Sintesis de compuestos de Cu y Zn reportados por Falcén.®

Para obtener a los compuestos de zinc, se llevaron a cabo las reacciones de las
aminoamidas con ZnClz y en medio acuoso en un rango de pH de 1.0 a 4.8. En
estas condiciones de reaccion se formaron principalmente las sales de
aminoamidas 6b-8b en donde el contraidbn correspondié al tetraclorozincato
(Esquema 2.1). La difraccion de rayos X mostré que para los compuestos 6b y 7b
existen interacciones intermoleculares por puente de hidrogeno a través de los
atomos de cloro del ion tetraclorozincato con la aminoamida protonada. Esto da
lugar a estructuras moleculares con estructuras pseudociclicas de nueve
miembros (N-Himidazoi***Cloroes*H-Namida). Sin embargo, el andlisis por RMN de 3C
y difraccién de rayos-X de los cristales que se obtuvieron de la reaccion de la
aminoamida derivada de la alanina con ZnCl, (a pH=3.5) mostraron la formacion
del compuesto 7c. En esta molécula, el &tomo de zinc se encuentra unido a un
nitrégeno imidazélico mediante un enlace de coordinacién (Esquema 2.1). Asi
mismo, la estructura cristalina de este compuesto esta estabilizada por la
presencia de una molécula de agua que genera pseudo-ciclos de diez y trece
miembros (C-He*¢Cle*¢H-Namonio).

Asimismo, Lechuga y colaboradores reportaron la estructura cristalografica de los
complejos de cobre 9 y 10 derivados de aminoamidas con dos centros de
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quiralidad.! Estos complejos se obtuvieron haciendo reaccionar las amino-amidas
correspondientes con acetato de cobre monohidratado en medio acuoso. Dichos
autores encontraron que la formacién de los complejos de Zn es dependiente del
pH. Es importante hacer notar que la formacién de los enlaces N—Cu ocurre a un
pH &cido de 3.5 (Esquema 2.2). La estructura de rayos X del complejo 9 es similar
a las estructuras reportadas por Falcon.® En esta molécula el &tomo de cobre esta
enlazado covalentemente con un atomo de cloro y con los nitrdgenos amidico e
imidazodlico forma enlaces de coordinacién. Una vez mas, la presencia de una
molécula de agua estabiliza la estructura cristalina mediante interacciones puente
de hidrégeno.

Por otro lado, Lechuga también describe la sintesis de complejos de zinc
obtenidos a diferentes valores de pH (3.5 - 5.02) [Esquema 2.2].1 La propuesta de
estructura molecular para los complejos 1a reportada por dicho autor se baso6 en
funciéon de los datos de RMN de 'H y 3C e infrarrojo. Sin embargo, ahora
sabemos que los cloruros de pseudopéptido se encuentran en equilibrio acido-
base dependiendo del pH (capitulo 1 de esta tesis). Por tal razon, el pH del medio
puede causar cambios en el desplazamiento quimico de los nucleos y no da
certeza de que el atomo de zinc forma parte de la estructura. Asi, en este capitulo
se retoma este trabajo para revisar y reproducir los resultados de reactividad de
los pseudopéptidos con el cloruro del zinc y el pH.

R O ©
H ® |2
N N NH3 CU(CH3COO)2 20
@) H H,O
ZnCl, 9,10
H,O
1a) pH=3.5
1a’) pH=4.60
1a”’) pH=5.02
Y
R (o] R (o] R (o]
H @ H
NYK /lj\rNHs Nw)\ /[S/R R
N N
L M A
AN © R T™Zn H;N® \ZnA/NHZ
Zn / 0\
1a 1a' a

1a,1a’,1a",9. R=CH,
10. R=CH,CH(CH,),

Esquema 2.2. Sintesis de compuestos de Cuy Zn reportados por Lechuga.*
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2.2.3 Reacciones de adiciéon aza-Michael

La reaccion de adicion aza-Michael ha sido de gran importancia ya que a través de
ella se sintetizan productos naturales biolégicamente activos, asi como
precursores de antibiéticos, intermediarios farmacéuticos y -amino alcoholes.??

Se sabe que compuestos con grupos funcionales como las aminas e imidazoles
son susceptibles a llevar a cabo reacciones de adicibn 1,4, con etilenos
conjugados como el acrilonitrilo.® También, algunos aminoacidos como la histidina,
cisteina y valina pueden llevar reacciones de adicion 1,4 con acrilonitrilo y
acrilamida (Figura 2.4).%

(o) (0]
N HN N
(o)
1 12

Figura 2.4. Productos de adicion de valina hacia acrilonitrilo (11) y
acrilamida(12).%

Por otra parte, se ha documentado que en las metalo-enzimas de Zn los
nitrogenos imidazolicos de los residuos de histidina no reaccionan con el
acrilonitrilo. Pero, en los grupos amino de residuos como la lisina si se lleva a cabo
la reaccion de adicion.®1°

2.2.3.1 Reactividad de aminas hacia acrilonitrilo.

En la literatura se encuentran diversos reportes de adiciones de acrilonitrilo hacia
aminas primarias y secundarias. Por lo cual se citan los trabajos mas recientes
sobre este tema.

Mandal et al llevaron a cabo la reaccion de adicion aza-Michael de aminas
primarias como la etilendiamina y aminas secundarias hacia compuestos q,B-
insaturados como el acrilonitrilo, acrilato de metilo y acrilato de butilo.??> La
reaccion es catalizada por biocelulosa basada en un complejo de cobre con acido
polihidroxamico (Esquema 2.3).
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CuN@PHA Ri—\ /R

NH,-CH,CH-NH; + AR, > N-CH,CH,-N
MeOH, TA, 6 Hrs. R,—/ R4
R,= COOMe 13
COOBu
CN

Esquema 2.3. Reacciones de adicion de la etilendiamina hacia acrilonitrilo,
acrilato de metilo y acrilato de butilo.??

Por su parte Kim et al estudiaron la reaccién de adicion aza-Michael de aminas
aromaticas hacia acrilonitrilo y otras olefinas a,B-insaturadas.?* En este trabajo
dichos autores reportaron que al efectuar las reacciones en presencia de CuCl, se
pueden obtener rendimientos mayores a comparacion con otras condiciones de
reaccion reportadas (Esquema 2.4).

NH, CuCl/SIMes/KOt-B H\/\
u es -bu
CN
™ - (Y
R Tolueno, 22 °C, 15 Hrs. R
14
R=H
F

OMe
Me

Esquema 2.4. Reacciones de adicion de anilinas hacia acrilonitrilo.?*

2.2.3.2 Reactividad de bencimidazol hacia acrilonitrilo.

El becimidazol, al poder actuar como nucleéfilo, se ha utilizado para la formacién
de aductos con acrilonitrilo. Se ha reportado que este tipo de procesos necesitan
compuestos metalicos y liquidos i6nicos como promotores de esta reaccion
(Esquema 2.5).%°
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CN

Cu(acac),/[bmim][BF 4] N
>

P

N
/> + 12 Z ¢eN
N 60°C, 6 Hrs.

15

Esquema 2.5. Reacciones de adicién del bencimidazol hacia acrilonitrilo.?®

Recientemente, técnicas como el ultrasonido y microondas han ayudado a hacer
mas eficientes a estas reacciones.?®?” Asi, Zbancioc y colaboradores reportaron la
sintesis de sales de imidazolio, comparando los rendimientos y tiempos de
reaccion cuando se aplica ultrasonido (US) y cuando se lleva la reaccion a
temperaturas elevadas.?® Entre los derivados de imidazol utilizados, se encuentra
el bencimidazol. El primer paso de la reaccion es la adicion del acrilonitrilo.
Posteriormente, el aducto se hace reaccionar con bromo acetato de etilo, o de
metilo, para generar la sal de imidazolio correspondiente (Esquema 2.6). Cuando
se usa ultrasonido la adicion sucede hasta el 90% en tan solo dos horas de
reaccion. Al efectuarse el proceso a altas temperaturas se utiliza tolueno como
disolvente vy trietilamina como catalizador. El rendimiento de la reaccion no se ve
afectado bajo estas condiciones, aunque, los tiempos se amplian hasta 36 horas.

CN
s - i
N
N R=Me
16 Et
J us

CN

N/J
(Lo
© \\(OR
17 ©
Esquema 2.6. Sintesis de sales de imidazolio reportad por Zbancioc et al 2°
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Tambien, dichos autores sugieren que al utilizar temperaturas altas, y trietilamina
como catalizador, el enlace N-H se rompe heteroliticamente formando el ion
imidazolio. Asi, el anion puede atacar nucleofilicamente al acrilonitrilo formando un
carbanion sobre el &tomo de carbono en posicion alfa al grupo nitrilo. Por ultimo, el
amonio formado cederd un protdn para neutralizar al aducto correspondiente
(Esquema 2.7).

CN

Esquema 2.7. Mecanismo de reaccion de la adicion del bencimidazol hacia
acrilonitrilo propuesto por Zbancioc y colaboradores. %6

Uno de los topicos mas estudiados sobre los proceso de aza-adicion se refiere al
efecto que tienen sobre esta reaccidon la presencia de iones metalicos. De este
modo, Falcon et al reportaron la influencia de iones metalicos (como Na*, K* y Li*)
en la adicion del 2AMBZ hacia acrilonitrilo en agua.® Sin embargo, dichos
investigadores encontraron que estos iones solo son especies quimicas
espectadores en el proceso y que variables como el pH tienen relevancia
significativa en la reaccion (Esquema 2.8). Asi, en la RMN de *C y 'H se puede
observar que a pH = 3.8 se forma el monoaducto 18, con rendimientos del 7%.
Pero, a pH = 6.8 se forman el monoaducto 18 y los diaductos 19 y 20. Aunque,
bajo estas condiciones solo se pudo separar el diaducto 19.
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Por otra parte, cuando se utiliza como medio de reaccion una mezcla de
DMSO/H>20, y un pH=7.8, se obtiene al monoaducto 18 (con rendimiento del 62%).
Si bien, a pH = 3.5 en la mezcla DMSO/D20 no sucede la reaccion de aza-adicion.

CN

o
H
N @_| 2 H
@ANH;; H,0 N\(\N/\/
NH + AN > L H

pH (LIOH,KOH,NaOH)

H
N CN CN
N % N
\/\CN
CN
19 20
Esquema 2.8. Sintesis de productos de adicion del cloruro del 2-AMBZ hacia

acrilonitrilo.®

Finalmente, estos autores también informaron sobre la reaccion del complejo de
zinc 21 con acrilonitrilo. De este modo, al llevar a cabo la reaccidon en agua, solo
se obtiene un 27% del mono-aducto 22 y materia prima sin reaccionar. Al cambiar
el disolvente por una mezcla DMSO/H20 el rendimiento aumenta hasta el 43%
(Esquema 2.9). Con esto se concluyé que la coordinacion del Zn (II) al 2AMBZ,
promueve la adiciéon del grupo amino hacia el acrilonitrilo y no permite una
segunda adicién en los nitrogenos imidazolicos

H H
N @ N CN
7/\NH3 PN DMSO/H,0 W/\H/\/
N o + Z ¢N > N o
Zn Zn
21 22 (43%)

Esquema 2.9. Reaccion de complejo 21 con acrilonitrilo.

Como fue demostrado por Falcén y colaboradores el Zn juega un rol importante en
los procesos de aza-adicion. Al parecer, este comportamiento quimico es
importante en sistemas bioldgicos. Esto hace que el estudio de la aza-adicidon
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sobre sistemas peptidicos sea relevante. Por esta razon, en el presente capitulo
se mostrard el estudio de la sintesis del complejo de zinc derivado de la alanina, el
analisis de los datos de RMN vy difracciébn de rayos-X, la estimacién de la
constante de acidez del pseudopéptido en presencia del ZnClz y el estudio de la
influencia del zinc en las adiciones 1,4 del pseudopéptido en acrilonitrilo.
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2.3. Objetivos

2.3.1 Objetivo General

Estudiar la influencia que ejerce la coordinacién del Zn(ll) y el pH en los procesos
de aza-adicion de un pseudopéptido con dos carbonos quirales sobre el
acrilonitrilo.

2.3.2 Objetivos Especificos

Sintetizar y caracterizar por RMN de *H y '3C a los complejos de zinc 1lay 2a
obtenidos a partir de los pseudopéptidos derivados de la alanina.

Estimar las constantes de acidez de los complejos 1a 'y 2a por RMN de *H y 13C
utilizando D>O como disolvente.

Realizar las reacciones correspondientes para estudiar la influencia del Zn(ll) y del
pH del medio en las aza-adiciones del pseudopéptido 1 sobre el acrilonitrilo.

Determinar la estructura molecular de los aductos obtenidos en el proceso de aza-
adicion por medio de la RMN de 'H y 3C.

2.4 Discusion de Resultados

Para facilitar y no hacer repetitiva la informacion y figuras, a continuacion se
muestra la numeracion, asi como las estructuras de materias primas y productos.
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2.4.1 Estudio de la Sintesis de los complejos de Zn derivados de alanina a pH
=4y pH=5.5.

Los complejos de zinc la y 2a se prepararon a partir de la solucién 0.10 M de la
sal de pseudopéptido y 0.01 M de cloruro de zinc titulada con NaOH 1.0 M hasta
pH de 4. El disolvente de reaccion se evapor6 y los sélidos se disolvieron en
MeOH:H>0 para obtener los cristales de lay le (Esquema 2.10).

R, O
H @
N NH,
N
L H
N

, © R
N@I)-I_3|2 ZnCl 1 2
@/Yk /u\( NaOiI +
pH: 4.00
[HZL]Z lHZI—]Z"
1,2 1e

1,1a R1=R2=CH3
2,23 R1=H; R2=CH3

Esquema 2.10. Sintesis de los compuestos la-le vy 2a.

La mezcla de ZnCl; 0.10 M y el bis-clorhidrado del pseudopéptido 1 (0 2 en su
debido caso) llevo hasta pH = 5.5 con el NaOH 1.0 M. Después de evaporar el
disolvente se obtuvo el complejo correspondiente 1b (o 2b) (Esquema 2.11).

© ZnCl,
[ H,L |2 ————= >  1b,2b
NaOH
1.2 pH: 5.5

Esquema 2.11. Sintesis de los compuestos 1b y 2b.

Por otra parte, tanto los bis-clorhidratos del pseudopéptido 1 (como los de 2) se
titularon con NaOH 1.0 M hasta dejar la mezcla de reaccion a pH = 4 y 5.5 en
ausencia ZnCl, para obtener los sdlidos amorfos 1c, 2c, 1d y 2d respectivamente
(Esquema 2.12).

69



NaOH

1c, 2¢c
H: 4
o P
[ HoL | 2
1,2
NaOH
— > 1d, 2d
pH: 5.5

Esquema 2.12. Sintesis de los compuestos 1c, 2c y 1d-2d

Todos los productos 1a-1d fueron caracterizadas por RMN de 'H y 3C en MeOD y
D.O. De este modo, los compuestos 1b y 2b fueron ligeramente solubles en
MeOD. EIl dato de la poca solubilidad de 1b y 2b indica que estos compuestos
tienen mayor polaridad que las materias primas. Ademas, la presencia de centros
donadores (N-H) y aceptores (Cl) de puentes de hidrégeno fomenta la presencia
de interacciones intermoleculares que disminuyen la solubilidad de estos
compuestos.

2.4.2 Estudio por RMN de 3C de los complejos de Zn derivados de alanina a
pH=4ypH=5.5.

La RMN de '3C en D20 de complejo 1a (compuesto que contiene dos carbonos
quirales y fue obtenido a pH=4) mostr6 solo cuatro sefiales para el anillo
bencimidazodlico. Esto se debe a que el enlace de coordinacién N—Zn es labil y en
solucion estan presentes los equilibrios C=Naromatico>ZNClz 2 C=Naromatico + ZNCla.
Asi mismo, este proceso de formacion y ruptura del enlace de coordinacion es un
proceso lento que permite el equilibrio tautomérico HN-C=N 2 N=C-NH sobre el
anillo imidazdlico. Los desplazamientos quimicos de los carbonos C-2 y C-4 (= C9)
del bencimidazol de 1a (con Zn) se desplazan hacia frecuencias mas altas (0.7 —
1.8 ppm) que los homadlogos de 1c (no contiene Zn). Esto se atribuye a que en el
equilibrio el a&tomo de Zn se enlaza al nitrdgeno imidazdlico. Por lo tanto, la
electronegatividad de estos nitrégenos aumenta y desprotegen a los carbonos
adyacentes (Tabla 2.1, Esquema 2.13). La interaccién del atomo de zinc con los
nitrégenos imidazolicos en la se corrobora porque los desplazamientos quimicos
de C-2, C4 (= C9) y C6 estan a frecuencia mas alta que los del bis-clohidrato del
pseudopéptido 1 (pH = 3.25). En la tabla 2.1 se puede observar que los nucleos
de carbono del metino, metilo y carbonilo de 1, 1la y 1c tienen desplazamiento
guimico similares, y por lo tanto, el grupo amonio se mantiene preferentemente
protonado en estas condiciones de reaccion.
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Tabla 2.1. & de *C (ppm) en D20 de los compuestos 1, lay 1c.*

Compuesto pH C-2 C4yC9 Cb6yC-7 C5yC-8 C-10 C-12 C-13

la 4.00 1546 133.6 125.8 114.8 444 1716 49.8
1c 400 1539 1318 126.7 1145 441 1717 498
1 3.25 153.7 131.2 126.9 114.4 440 171.8 49.8

*Referencia; 1,4-dioxano

H o Sel.zn 0
NJ (r?He, N1 ®
= T2 N 8_9/ N N NHs
- H
7 N o < . NH
4 4
9’ 0 6
N )H/ﬁH;;
T N
R
/ Zn

Esquema 2.13. Equilibrio tautomérico del compuesto la

Los datos de RMN de 3C de 2a (molécula que contiene Zn) y 2¢ (no contiene Zn)
demuestran que el atomo de zinc practicamente no interacciona con el
pseudopéptido (diferencia maxima de 0.6ppm). (Tabla 2.2 y Figura 2.5)

(o)
N RH
3
TN
N. o
/ Zn
Figura 2.5. Compuesto 2a en solucion.

Tabla 2.2. & de 3C (ppm) en D20 de los compuestos 2ay 2c.*

Compuesto pH C-2 C4yC9 Cb6yC-7 ChHyC-8 C-10 C-12 C-13
2a (con Zn) 4 150.2 131.8 126.8 1145 36.3 1724 49.8
2C 4 150.4 132.3 126.5 114.7 364 1724 49.8

*Referencia: 1,4-dioxano

Los desplazamientos quimicos en la RMN de '3C de los sélidos amorfos 1b y 1d

(obtenidos a pH = 5.5) mostraron una diferencia pequefna (A5 = 0.4) entre ellos
(Tabla 2.3). Esto indicaria que al aumentar la concentracion de iones hidroxilo se
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pierde la coordinacion N—Zn. Asi, esto probablemente se debe a que la
concentracion de Zn(lIl) disminuy6 debido a la formacién de Zn(OH)..

De la misma manera que los desplazamientos quimicos de 1b y 1d son similares
en la RMN de 3C, la resonancia de 2b y 2d es muy semejante. La diferencia
maxima es de tan solo 1.0 ppm en los nucleos C4 = C9 (Tabla 2.3 y Figura 2.6).

R, O
H, ® Ry, O o
N NH, N] NH
7 N R < = . NH R,
6 5 6 5

Figura 2.6. Equilibrio tautomérico de 1.

Tabla 2.3. & de *3C (ppm) en D20 de los compuestos 1b, 1d, 2b y 2d.*

Compuesto pH C-2 C-4yC-9 C-6yC-7 C-5yC-8

1b(con Zn) 5.5 156.0 136.0 124.6 115.2
1d 5.5 155.6 136.3 124.4 115.2

2b(con Zn) 5.5 151.9 136.8 124.3 115.3
2d 5.5 152.1 137.8 123.8 1154

*Referencia: 1,4-dioxano

2.4.3 Estudio del Efecto del Zn(ll) en la constante de acidez de los pseudo-
péptidos.

Las constantes de acidez de los bis-clorhidratos de los pseudopéptidos derivados
de la alanina fueron estimadas por RMN de *3C en presencia del ZnCl,. De esta
manera, el cloruro de zinc se adiciond a una solucion 0.0675 M del compuesto 1.
Los espectros de RMN se obtuvieron en un intervalo de pH que va desde 3.67
hasta 6.94. Sin embargo, el estudio no se pudo continuar después de pH = 7.0
porque se formo un precipitado de que corresponde al Zn(OH)2.

Por otra parte, en la RMN de 'H del complejo 1a se puede observar que la
resonancia de todos los nacleos de hidrogeno en la molécula se desplazan a
frecuencias mas bajas. Esto se debe a que se pierde uno de los hidrogenos
imidazdlicos y la carga positiva sobre el anillo de bencimidazol también se elimina.
Este mismo comportamiento se observa cuando no esta presente la coordinacion
N—Zn (Figura 2.7).
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H-Aromaticos H-10 I H13

5 4
f1 (ppm)

Metilos

Figura 2.7. Espectros apilados de RMN de *H del compuesto 1a (utilizando 1,4-
dioxano como referencia).

En la RMN de 3C se puede observar la tendencia contraria a la observada en *H.
La resonancia de los nucleos de los carbonos aromaticos se desplaza hacia
frecuencias altas cuando la especie mono-clorhidrato predomina en solucion.

Ademas, el efecto electroatractor no esta presente el

atomo de Zn. Al aumentar el

pH, aumenta el efecto inductivo por lo cual las sefiales se desplazan a frecuencias

mas altas. (Figura 2.8)
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Figura 2.8. Espectros apilados de RMN de *C del
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Es importante observar que a valores de pH menores a 5.5 la presencia del ion
Zn(ll) ocasiona que los nucleos de los carbonos bencimidazdlicos se desplace
hacia frecuencias mayores. Pero, dichas sefiales de resonancia no cambian
significativamente cuando el pH de la solucién es mayor a 5.5. Estos resultados
parecen indicar que a valores de pH menores a 5.5 el Zn(ll) tiene una interaccion
relevante con el anillo imidazélico del pseudo-péptido y modifica el equilibrio acido-
base. Sin embargo, la presencia del ion Zn(ll) no afecta los equilibrios acido-base
cuando el pH de la solucién es mayor a 5.5 (como se puede observar en la figura
2.9).

Compuesto 1

139 -
138 -
137 -
136 -
135 -
134 -
133 - C4yC-9
132 -
131 . . . ; ; . .

3.67 444 497 55 587 645 6.94

pH

C-4y C-9(Zn)

6 de 13C en ppm

Figura 2.9. Grafica de d de *°C vs pH de los carbonos C-4=C-9 en 1.

La curva azul corresponde al pseudo-péptido sin la presencia del ion Zn(ll). La
curva naranja corresponde al comportamiento del pseudo-péptido en presencia de
Zn(l).

El mismo procedimiento se realizé para el compuesto 2. En este caso en la RMN
de 3C de C'4(=C9) se observd que el atomo de Zn ejerce un efecto protector
sobre los carbonos bencimidazélicos. En comparacion con el ligante libre de Zn(ll),
los desplazamientos quimicos del complejo aparecen a frecuencias mas bajas
(Figura 2.10).
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Compuesto 2

139 -
138 -
€ 137 -
S 136 |
S 135 -
& 134 - —8—C-4yC9(zn)
v 133 4

]

w 132 -
131 -
130 T T T T T T 1

261 417 458 493 562 611 65

pH

—@—C-4yC-9

Figura 2.10. Grafica de 6 vs pH de C-4=C-9 para 2 con y sin Zn

Con la finalidad de corroborar el efecto que ejerce la coordinacién del Zn(ll) sobre
las propiedades &cido-base se decidio realizar la estimacion de las constantes de
acidez de los complejos 1 y 2. El calculo de pKa se realizo utilizando las graficas
de los desplazamientos quimicos en la RMN de *3C de los nucleos C4 y C9 vs pH
para el compuesto 1. Para determinar las constantes de acidez en el complejo 2
se utilizaron las frecuencias de los nucleos C-2 vs el pH (Figuras 2.11y 2.12).

Complejo 1a

139
138
E 137
2136
mg 135
P i:g C-4yC-9

(7<)
132
131
3.67 4.67 5.67 6.67 7.67

pH

Figura 2.11. Gréfica de & de 1°C de C-4, C-9 vs pH de para 1.
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Complejo 2a

& de 13C en ppm
[EEY
(03]
[uEY

1.62 3.62 5.62 7.62
pH

Figura 2.12. Grafica de & de '3C de C-2 vs pH para 2.

Los datos fueron procesados por el programa WinEQNMR2.28 Con los resultados
obtenidos solo fue posible calcular una constante para cada compuesto, debido a
la precipitacion del Zn(OH)2 y/o de la amida.

Como puede observarse en la tabla 2.4, la presencia del ion Zn(ll) aumenta
ligeramente el valor del pKa. Esto significa que al formarse el complejo de
coordinacion disminuye la acidez del sistema Nimidazslico-H. ESte cambio en el
comportamiento acido-base de los pseudo-péptidos 1 y 2 se puede atribuir a la
presencia del enlace de coordinacion N—Zn que bloquea a uno de los pares de
electrones libres del anillo imidazélico. Esto ocasiona que la presencia de las
interacciones por puente de hidrogeno tipo N-HessN=C estén menos favorecidas y
el equilibrio acido-base se desplace hacia la izquierda (Esquema 2.14).

CH, O CH; O
Hj/k NG-I)-I HW/‘\ )‘\‘/N&I)-I
3 3
N -H* N
®NH H H D = — !\1 H C
3 +H* H;
ZnCl, U

pKay
Esquema 2.14. Equilibrio de desprotonacion del compuesto 1a.
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Tabla 2.4. Valores de pKa encontradospor el programa WinEQNMR2

pKai ApKa
1sinZn 4.97531(6)
0.03625
1 con Zn 5.01156(19)
2 sinZn 4.82907(12)
0.20358
2 conZn 5.03265(2)

2.4.4 Andlisis estructural del complejo de zinc la y del tetraclorozincato 1le
por difraccion de rayos-X.

Los compuestos de pseudopéptido la y le cristalizaron en solucion MeOH/H20
(50:50). Los cristales de 1a y le fueron separados manualmente porque los de le
se formaron primero y después los de la. Asi, la difraccion de rayos-X de mono
cristal mostré la presencia de las estructuras moleculares del tetraclorozincato le
y del complejo del zinc 1a. En la el atomo de zinc esta enlazado al nitrogeno
imidazélico.

2.4.4.1 Andlisis estructural del compuesto 1a por difraccion de rayos-X.

El compuesto 1a cristalizé en un sistema triclinico con un grupo espacial P2i/n. En
la estructura se observa que esta presente un atomo de Zn(ll), que presenta una
geometria tetraédrica, ya que esta unido a un nitrégeno bencimidazélico N2¢++Zn1
[2.023(3) A] y a tres atomos de cloro.

Tabla 2.5. Distancias de enlace en A y angulos de enlace en ° para el compuesto

la.
Distancia Angulo

N2-Znl  2.023(3) N2-Zn1-CIL  107.98(11)

Znl-Cll  2.238(13) N2-Zn1-Cl2  112.84(10)

Znl-Cl2  1.279(13) N2-Zn1-CI3  105.07(11)

Zn1-CI3  1.266(13) Cl1-Zn1-Cl2  108.01(5)
02-H2++:CI3  2.260(8) Cl1-Zn1-CI3  113.18(6)
O3eeeH4-N4  2.545 Cl2-Zn1-CI3 109.83(5)

Se puede observar que la estructura cristalina se encuentra estabilizada por
puentes de hidrogeno con una molécula de metanol O2-H2++CI3 [2.66(8) A] y una
molécula de agua N4-H4s++03 [1.913(10) A] (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Representacion Ortep del compuesto l1a

Por otra parte, los atomos de cloro interaccionan con otra molécula de amida
generando especies diméricas. Las interacciones H3-N3esCI3" [2.461 A] y N1-
H1eseCI2" [2.34 A] dan lugar a un pseudo-ciclo con serie grafica RZ(9). En esta
especie dimérica se puede formar el pseudomacrociclo R3(19). (Figura 2.14)

Figura 2.14. Especie dimérica del compuesto la

Adicionalmente, al analizar la estructura polimérica del sistema se puede observar
gue las moléculas de agua participan (mediante puentes de hidrégeno con el
grupo amonio N3-H3---O3 [1.913(10) A] y atomos de cloro) en la formacion de
cadenas intermoleculares. y O3-H3---CI1” [2.458 A]. (Figura 2.15).
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Sty

Figura 2.15. Cadena generada por el compuesto la.

2.4.4.2 Andlisis estructural del compuesto 1e por difraccién de rayos-X.

El compuesto le cristalizo en un sistema triclinico con un grupo espacial P2:/n. La
estructura molecular del pseudo-péptido esta di-protonada, lo cual permite que la
estructura cristalina sea estabilizada mediante interacciones puente de hidrégeno
con una molécula de metanol y por el anion tetraclorozincato. Asi, las
interacciones intramoleculares entre el N2-H2++01 [2.330(3) A] dan lugar a un
pseudo-ciclo con serie gréfica Si(7). Mientras que las interacciones N2-H2++Cl1
[2.520(3) A] y N4-H4eeCI2 [2.710(3) A] forman dos pseudo-ciclos con series

gréficas, $3(9); S7(12) (Figura 2.16).

Figura 2.16. Estructura cristalina del compuesto le.
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Por otro lado, los atomos de cloro del tetraclorozincato pueden interaccionar con
hidrogenos de moléculas vecinas dando lugar a especies diméricas que
conforman pseudo-macrociclos de diecisiete y veintitrés miembros. [R3(17);

R3(23)] (Figura 2.17).

Figura 2.17. Especie dimérica en el compuesto 1e.

Los cloruros del tetraclorozincato le mantienen interacciones con cuatro
moléculas de pseudopéptido. En estos sistemas los cuatro cloros del anion
participan formando interacciones débiles. Asi, dos atomos de cloro son aceptores
de dos enlaces puente de hidrégeno que provienen de los grupos amonio. Los
otros dos cloros son aceptores de un solo puente de hidrogeno cuyo donador es el
grupo -CH adyacente al amonio (Figura 2.18).

Figura 2.18. Interacciones puente de hidrogeno del anién tetraclorozincato en el
compuesto le.
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2.4.5 Influencia del pH y del zinc en la adicién 1,4 del pseudopéptido en el
acrilonitrilo.

El estudio de la reactividad del compuesto 1 con acrilonitrilo se realizé a diferentes
valores de pH en presencia y ausencia de Zn(ll) (Esquema 2.15). La formacién de
los productos 1Pa-1Pg se siguié por RMN de 'Hy 3C en MeOD/D-0 debido a la
solubilidad. Sin embargo, la RMN mostrd que cuando los espectros se obtuvieron
solamente en MeOD fue factible revisar la interaccion del cation Zn(ll) con el
pseudo-péptido

2.4.5.1 Formacion del aducto del pseudopéptido derivado de la alanina

Los sélidos 1la y 1c (obtenidos a pH 4) se hicieron reaccionar con el acrilonitrilo en
la mezcla de disolventes metanol/agua (relacién molar 1:15). Sin embargo, en
estas condiciones de reaccion la aza-adicion (del pseudo-péptido al acrilonitrilo) no
ocurre.

CN
ZnCI2 —_
— s> 1a_—" o 1pa
NaOH
o S
H ® |2
N NH; pH: 4.00
o —
NH
[HoL|2Cl NaOH CN
1 ———————» 1 ———— » 1Pc

Esquema 2.15. Reacciones llevadas a cabo con acrilonitrilo a pH=4.00.

Los espectros de RMN mostraron solo las sefiales para 1a y 1c. Es decir, no se
observaron sefales en el intervalo de 2.5 a 3.2 ppm que deberian corresponder a
los productos 1Pa y 1Pc. Esto indica que el pseudo-péptido no contiene sitios
nucleofilicos y el Zn(ll) no promueve la adicién a este pH (Figura 2.19).
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1c 1a

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 2.19. Espectros de RMN de *H en MeOD de 1c y la.

La reaccion de aza-adicion de los pseudopéptidos tiene una dependencia directa
con respecto al pH. Asi, cuando el pH del proceso se fijo hasta un valor de 5.5, la
adicion del peudo-péptido hacia el acrilonitrilo si sucedio (productos 1Pb y 1Pd).
Esto se puede explicar porque a pH = 5.5 esta presente la especie monoacida del
pseudo-péptido (1b y 1d).

CN

ZnCl, _
=1 _—— & 1Pb
NaOH
_ pH:5.5
[HoL |2 o ———
1

NaOH CN

»1d ———— » 1Pd

Esquema 2.16. Reacciones de aza-adicidon del pseudo-péptido 1 hacia acrilonitrilo
apH=5.5.

En ambos casos, la RMN de 'H muestra sefiales multiples que corresponden a los
dos grupos metileno resultantes de la adicion 1,4 (2.5 a 3.2 ppm) [Figura 2.20].
Cabe mencionar que la adicion ocurre solo hasta un 50% en ambos casos
(determinado de la integral en RMN de 'H). Esto se debe a que a pH 5.5 esta
presente el equilibrio: -NHs* 2 -NH> + H* en los compuestos 1b y 1d. Asi, en
ambos casos el equilibrio esta desplazado preferentemente hacia la izquierda lo
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cual limita el rendimiento de la reaccion. Sin embargo, este proceso se desplaza
cuando la reaccion de adicion se realiza en la mezcla MeOH/H20.

1d 1b
1b |
1d y 1Pd 1d 1Pd by 1Pb
1Pd | 1Pb
| | 1 | 1Pd L |
I 1Pb |
Nar N | g_JLW, LA "0 11Pb
5:0 4.5 4.0 35 3.0 25 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 30 2.5
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 2.20. Espectro de RMN de 'H en MeOD. Para 1d (ausencia del zinc) y
para 1b (complejo de zinc)

Como experimentos adicionales a las muestras de 1, que se utilizaron para
determinar los pKa en presencia (pH de 6.5, 1f) y ausencia del zinc (pH 10.75,
1g), se les adiciono el acrilonitrilo.

CN
ZnClz 4
- 1f —— o 1pf
NaOH
[HoL|2Cr
1
NaOH CN

19— » 1Pg

Esquema 2.17. Reacciones de 1f (pH=6.5) y 1g (pH=10.75) con acrilonitrilo.

De este modo, se encontr6 que a pH = 6.5 la reaccién ocurre tan solo en un
31.45%. Pero, a pH=10.75 la aza-adicion da rendimientos del 100% (valores
determinados con la RMN de 'H). Por lo tanto, cuando el equilibrio se desplaza al
pseudopéptido neutro se favorece la adicion del nitrogeno amina en el acrilonitrilo
(Figura 2.19). Asi, en el espectro para 1g se puede observar un solo grupo de
sefales las cuales integran para el aducto correspondiente.
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Figura 2.21. Espectro de RMN de *H en D20 para 1f (pH =6.5) y 1g (pH =
10.75).

2.4.5.2 Analisis Estructural por RMN de 'H del aducto 1P

El espectro de RMN de 'H del compuesto 1Pd muestra un sistema AB para los
protones diasterotopicos H-16 (Figura 2.22). La sefial del sistema AB integra para
dos hidrogenos, mientras que la sefal triple que corresponde al metileno
adyacente al CN integra para un solo hidrogeno. Esto se debe a que en el proceso
de la aza-adicion puede participar uno de los deuterios labiles del disolvente el
cual se enlaza al carbono C-17. El resultado es similar a los reportes de adiciones
1,4 que indican que el protdn que se adiciona proviene del disolvente. (Fig. 2.22).
Cabe mencionar que la relaciéon de integrales para los protones H-13: H-16 : H-17
es de 1:2:2 cuando se utiliza MeOH/H>0O como medio de reaccion.

1d) 1b)
H-17 (1Pb)
H-13 (1b
H-13 (1d) iR H-17 (1Pd) )
U U ' H-16 (1Pd) R H-16 (1Pb)
- L JLAMN A o 'y WL

" o e s con o o

44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26
f1 (ppm) f1 (ppm)

W nse

Figura 2.22. Espectro de RMN de H en D20 para 1d (con Zn) y 1b (sin Zn). Falta
una o dos estructuras para entender la asignacion.
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La estructura del compuesto que se propone es la adicion del nitrdgeno amina en
el acrilonitrilo porque en la RMN de H solo se observan dos sefiales multipletes
para dos tipos de atomo de hidrogeno aromaticos. Esto indica que la simetria del
bencimidazol se mantiene debida a su equilibrio tautomérico.(Figura 2.23).
Ademas, se descarta la formacién de la amina terciaria porque la integral de los
metino H-13:H16 tiene una relacién 1:2.

H i ® Hﬁ/L NH
N NH N .o 2
v/LN 3 / H
[ H . N
N ~
pH>5.5

15
CH; O 17

H 10 H H D
NJ 13_N
DS e
N 11 CH, °© 18
4 3 14 qp

7
6 5

Figura 2.23. Mecanismo de reaccién propuesto para la formacion del aducto.

La tabla 2.6 muestra la asignacion de los aductos 1Pb-1Pg en RMN de 'H. Los
desplazamientos quimicos del aducto 1Pg se encuentran desplazados a
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frecuencias méas bajas que el resto de los aductos. Por otro lado, los
desplazamientos quimicos entre 1Pb y 1Pd presentan muy poca diferencia a pH
de 5.5. Entonces, se puede proponer que el ion Zn(ll) no est4 coordinado al
pseudo-péptido y la diferencia en desplazamiento quimico se debe a equilibrios de
tipo tautomérico de NH imidazol y de acido-base del grupo NH amonio.

Tabla 2.6. & de *H (ppm) en D20 para 1P

pH H-5yH-8 H-6yH-7 H-10 H-13 H-14 H-15 H-16 C-17

1Pb (con Zn) 5.5 7.64 7.38 526 383 148 168 3.11 2.79
1Pd 5.5 7.64 7.36 531 418 147 167 3.09 2.79
1Pf(con Zn) 6.5 7.60 7.33 523 407 132 163 282 2.59
1Pg 10.75 7.60 7.31 521 339 128 164 276 2.55

2.4.5.3 Andlisis Estructural por RMN de *°C del aducto 1P

El MeOD es un disolvente menos polar que el D2O. Por lo tanto, para evaluar la
interaccion del Zn(ll) o el efecto del pH en el aducto 1P, se realizé el estudio
estructural de este compuesto por RMN de *3C en ambos disolventes.

La tabla 2.7 presenta los desplazamientos quimicos de los nucleos de **C en
MeOD de los compuestos 1Pb, 1Pd y 1Pg. La diferencia en desplazamiento
guimico entre los aductos 1Pb y 1Pg (ambos de pH de 5.5) no siguen una
tendencia que indique que el zinc interacciona con algun atomo del pseudo-
péptido. Aunque, debe mencionarse que el solido que contiene Zn(ll) es
ligeramente soluble en MeOD/D>O y en presencia del acrilonitrilo se vuelve
soluble. Entonces podria suponerse que se pierde la coordinacion del zinc en
presencia del acrilonitrilo y las diferencias en desplazamiento se deben a un
cambio en el pH.

Tabla 2.7. & de *3C (ppm) en MeOD para 1Pb (con Zn(ll)), 1Pd y 1Pg.

pH C-2 C4y C5y C6y C10 C12 C-13 C-14 C15 C16 C-17 C-18

C-9 C-8 C-7
1Pb 5.5 157.4 137.6 1159 1245 457 1734 579 17.7 198 435 17.0 1184
1Pd 5.5 156.8 138.8 115.7 123.7 454 175.2 58.1 185 199 440 18.1 119.6
1Pg 10.75 156.7 140.0 - 1237 45.2 1774 578 19.2 19.8 43.7 18.2 120.8

La tabla 2.8 corresponde a los nlcleos de '3C de los aductos 1Pb-1Pg en D20O. los
desplazamientos quimicos son similares en los tres compuestos con una
diferencia 6A de 0.0 a 0.6. Esto indica que dichos compuestos tienen la misma
estructura molecular. Asi, la solvatacién del aducto es la misma en presencia y
ausencia del Zn(ll).
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Tabla 2.8. & de *C (ppm) en D20 para 1P.

pH C-2 C4y ¢c5y C6y C10 C-12 C-13 C-14 C-15 C-16 C-17 C-18
C.9 C-8 C-7
1Pb 5.5 156.1 136.7 1153 1242 451 173.6 57.1 172 188 425 - 119.3
1Pd 5.5 156.0 137.3 1153 1240 45.0 1742 57.2 171 188 425 - 119.5
1Pf 6.5 156.7 - 115.8 123.5 45.0 177.4 57.2 17.8 19.0 429 186 120.8
1Pg 10.75 - 137.8 1154 123.8 45.0 - 57.1 179 188 429 18.4 -

Las sefiales en la RMN de *3C de los carbonos metino (C-13), los dos metilenos

(C-16y C-17) y el nitrilo (C-18) dan evidencia que el aducto si se formé.
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2.5 Conclusioén.

Se estimaron los pKa de los pseudopéptidos en presencia del Zn(ll). Los valores
de pKa se modifican ligeramente debido a que a pH de 5.5 se pierde la interaccion
del Zn(ll) con el nitrégeno imidazdlico.

Se demostré que en disolucion a pH de 4 el ion Zn(ll) impide la adicion de N-
imidazol en el acrilonitrilo. Esto se debe a que la coordinacion N—Zn restringe
equilibrio tautomérico imidazdlico.

Por otra parte, se pudo corroborar que el nitrégeno imidazélico no se adiciona al
acrilonitrilo, pero los nitrdgenos de amina si se adicionan a partir de pHs &cidos de
5.5. La formacién del aducto del pseudopéptido que tiene dos centros quirales se
favorece a pH basico debido a que el equilibrié esta desplazado hacia la base. El
estudio demostré que el hidrégeno que se adiciona al carbono en posicién alfa al
grupo nitrilo proviene del disolvente.
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CAPITULO Ill;: REACTIVIDAD DEL
PSEUDOPEPTIDO DERIVADO DE ALANINA
FRENTE AL ARSENICO
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3.1 Introduccién

El arsénico es un elemento con el cual los seres humanos estamos continuamente
expuestos en la comida, agua, aire y suelo.! Se encuentra principalmente en dos
estados de oxidacion: As (ll) y As (VI). Pero, los estudios bioldgicos han
demostrado que el As (lll) es mas toxico que el As (VI).? A pesar de su toxicidad,
las generaciones pasadas hacian uso de este elemento como pigmento, pesticida
y medicamento en el tratamiento de ulceras, sifilis, malaria y cancer.*

La actividad citotoxica de compuestos de arsénico ha sido estudiada. Algunos de
estos compuestos se han utlizado como antitumorales (As20s) y como
medicamentos auxiliares para tratar algunos tipos de cancer.?

Sabemos que el arsénico forma enlaces con el &tomo de oxigeno y que presenta
un comportamiento dinamico de pseudorrotacion de Berry o de tutomeria.®

Sin embargo, resulta interesante conocer ¢cual seria la reactividad de los
pseudopéptios ya descritos en esta tesis frente a este elemento? Por esta razon,
en este capitulo se hablara sobre las reacciones del compuesto 1 con AsClz y con
el acido fenilarsonico. (Esquema 3.1)

N, /Tolueno/ A
————>

AsCly

I
(@)
@
_
N

NH; Tolueno/A
- >

Acido
fenilarsonico

Z
®
=

NH,

1 Ultrasonido
>

Tolueno/
Acido
fenilarsonico

Esquema 3.1. Reacciones del compuesto 1 con As.
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3.2 Antecedentes

3.2.1 El Arsénico en laindustria

El arsénico y muchos compuestos que lo contienen, han sido utilizados con fines
industriales. Dentro de estos se puede destacar su uso en la elaboracion de
aleaciones de plomo y cobre para la fabricacion de baterias.®> También, se ha
utilizado en la fabricacion de vidrio y semiconductores.* Un ejemplo de ello es el
arseniuro de galio (GaAs), que por sus propiedades se ha utilizado en
semiconductores de alta potencia.®

A pesar de la alta toxicidad del arsénico y sus derivados, se han encontrado
aplicaciones en actividades agricolas. El acetoarsenito de cobre (o bien conocido
como verde-paris) es un compuesto que se utilizaba como colorante. La alta
toxicidad de este compuesto condujo a la busqueda de nuevas aplicaciones y en
1900 se us6 como insecticida.! (Figura. 3.1)

?
As_ 0
4 cu?* ¢ 9 )I\
- As As y
o/ \O/ \0_ H3C (@)
L J2 [ ]2

4

Figura 3.1. Estructura del acetoarsenito de cobre.!

Otro ejemplo es el arseniato de plomo, el cual es un pesticida. Debido a los dafios
gue este compuesto ocasiona en las plantas, €l fue remplazado por compuestos
menos toxicos.! Actualmente, se utiliza el metanoarsonato monosédico como
herbicida para la fabricacién de algodén (Figura. 3.2).3°

o
l

S

S \O
OH

l
HsC |
5

Figura 3.2. Estructura del metanoarsonato monosadico.
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3.2.2 Arsénico en la medicina

El uso de arsénico en diferentes areas del quehacer humano no es nuevo. Se
piensa que personajes como Hipdcrates, Aristételes y Paracelso, hacian uso de
este elemento con fines medicinales.®’

En el siglo XVIII los médicos utilizaban la solucién de Fowler (1% arsenito de
potasio) para el tratamiento de enfermedades como la sifilis, malaria, eczema y
asma.® Ademas, Se han encontrado textos del siglo XIX, donde se reporta el uso
de pastas con arsénico, para el tratamiento de cancer de piel y pecho.®

Resulta interesante notar que, antes del descubrimiento de la penicilina, el
medicamento mas utilizado y eficaz para curar sifilis era el Salvarsan o
arsfenamina. La estructura correcta del compuesto ha causado controversia y se
cree que esta constituida por dos anillos de arsenico (uno de tres miembros y otro
de cinco) [Figura. 3.3].710

)
R
l R, As,
As As as-R
/\ \ /)
As-As As-As
R/ \R / \
R R
6 7
R=Q0H
NH,

Figura 3.3. Estructura del medicamento Salvarsan.

El tribxido de arsénico (As203) es uno de los compuestos mas utilizado en
medicina por sus propiedades antitumorales y sus efectos positivos contra la
leucemia (Figura. 3.4).2'! El mecanismo de accién en el organismo no se conoce
pero se propone sus propiedades se deben a su afinidad por el azufre, que afecta
la actividad de enzimas como la tirosina fosfatasa y tirosina quinasa que se
relacionan con la formacién de tumores.?

/AN
8/
As
8

Figura 3.4. Estructura del trioxido de arsénico.
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El Melarsoprol, es un heterociclo de arsénico que se utiliza para combatir la
tripanosomiasis africana, cominmente conocida como la enfermedad del suefio
(Figura. 3.5). &2

NH,

N—
H2N4<\N4/<N

T

9

Figura 3.5. Estructura del Melarsoprol.

Algunos efectos secundarios del melarsoprol, son convulsiones y la hipertension.
Por esta razdén se han llevado a cabo investigaciones nuevas para sintetizar
compuestos efectivos contra la enfermedad del suefio. Loiseau et al reportan
espiroarsoranos con buenos resultados para el tratamiento de esta enfermedad
(Figura 3.6).14

R
O\I/O
A
O O
o NH HN o
(CHZ)K
n R
10. 4 fenil
11. 4 metil-4 fenil
12. 4 amino-4 fenil
13. 6 acetoamida-4 fenil

Figura 3.6. Espiroarsoranos con actividad biolégica hacia la tripanosomiasis
africana.
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3.2.3 Arsénico y carbohidratos

En la naturaleza existen carbohidratos con arsénico en su estructura. A estos
compuestos se les conocen como arseno-azUcares. Estas sustancias se
encuentran principalmente en algas marinas y los dimetil arsinoil ribésidos son los
mas abundantes de la serie (Figura. 3.7).31°

i
H3C’A|S

CH,

14.
15.
16.
17.

(0

HO

HO OH

R
-OH
~OPO3HCH,CH(OH)CH,OH
-OSO;H

-SO3H

Figura 3.7. Dimetil arsinoil ribésidos encontrados en la naturaleza.

Las condiciones necesarias para sintetizar este tipo de compuestos han
provocado que ésta sea actualmente una linea de investigaciéon poco habitual.
Aunque, en la literatura se ha reportado la sintesis de carbohidratos con arsénico

en su estructura. 3

\>/
/cn\

Fos e

\>/
/cn\

Figura 3.8. Espiroarsoranos derivados de carbohidratos.
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De este modo, Betz et al reportardn la sintesis de espiroarsoranos a partir de la
reaccion del acido fenilarsénico con la metil B-D-ribofurandsido y la metil a-D-
manopiranosido, utilizando benceno como disolvente. (Figura 3.8).1% La reaccion
fue llevada en medio acuoso a un pH 3.6 y 7. En condiciones acidas se forma el
compuesto en bajos rendimientos. Y a pH neutro (pH=7), no se lleva a cabo la
reaccion.

Gaspar Lopez 2 reporta la sintesis de arsenatos derivados de carbohidratos. Para
la obtencion se usaron condiciones anhidras y AsClz (Figura 3.9).

HO

20 21

Figura 3.9. Arsenatos derivados de carbohidratos.

Los estudios estructurales por RMN de 'H y '3C mostraron que en solucién los
arsenatos existen en equilibrios tautomeéricos.

3.2.4 El a&tomo de nitrégeno en los compuestos de arsénico

Pérez Garcia et al reportaron la sintesis de espiroarsoranos derivados de 2-
aminofenoles y etanolaminas.!’” Estos compuestos se obtuvieron a partir de la
reaccion de un equivalente del acido fenilarsénico con dos equivalentes del
aminofenol o etanolamina (Esquema 3.2).
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HQ  NH, o0
Benceno As
/ \
EE— .
2 R, _ R;
Reflujo

22. R1= CH3 R2=H

9 23. R=H R,=CHj
A\S'IOH + 24. R1=H R2=H

OH
R1 R
NH (0]
e ay
N-AS;
R, H 'PhN_p
o

25. R1= H R2=H

Esquema 3.2. Sintesis de espiroarsoranos derivados de 2-aminofenoles y
etanolaminas.'’

En rayos-X se pudo observar que en estos compuestos el atomo de arsén
presenta una geometria BPT, en donde los atomos de oxigeno ocupan
posiciones axiales y los atomos de nitrogeno y carbono se encuentran en

ico
las
las

posiciones ecuatoriales. Ademas, Los estudios por HPLC y RMN de H y 3C

mostraron que el arsénico es un centro estereogénico y que la isomerizacion
por pseudorrotaciéon de Berry. De esta manera, el equilibrio de los isomeros

es
de

menor energia puede ser entre dos enantiomeros o diastereoisomeros

dependiendo de los carbonos quirales (Esquema 3.3).

R R
0] (o) :
R | ||IR
N/As «\NH =——— HN- AS\NH
/
H |'PhN_p g (PH|
(0] (@)
R R

Esquema 3.3. Proceso de isomerizacion de espiroarsoranos.
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En el presente capitulo se informa de los resultados obtenidos de las reacciones
del pseudopéptido derivado de alanina con cloruro de arsénico y &cido
fenilarsonico.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo General

Entender la reactividad del compuesto 1 con cloruro de arsénico y &cido
fenilarsonico para formar los heterociclos de arsénico.

3.3.2 Objetivos Especificos

Sintetizar los ligantes 1a, 2a, 3a a partir del pseudopéptido 1 apH 7,8y 9.
Llevar a cabo las reacciones de los ligantes con cloruro de arsénico.

Llevar a cabo las reacciones 1y 2a con &cido fenilarsénico respectivamente.

Mediante estudiois de RMN de 'H y 13C determinar la formacion de los
compuestos de arsénico

3.4 Discusion de Resultados.

3.4.1 Reactividad del compuesto 1 con AsCl;,

Previo a las reacciones con arsénico, se obtuvieron los ligantes la, 2a 'y 3a a
partir del clorhidrato amino amida 1. El disolvente fue evaporado y el solido se lavo
con metanol. La solucibn metandlica se evapora y el sdélido se secé con
calentamiento y vacio. (Esquema 3.4)

2
NaOH 1 N(?-I3 NaOH
H=7 =
myc® . P H12 13 _PH8 g el®

11 2a

NaOH
pH=9

[L]
3a
Esquema 3.4. Obtencion de los ligantes 1a, 2a, 3a.
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Los compuestos la y 2a se hicieron reaccionar con AsClz a reflujo en tolueno
bajo condiciones anhidras. Las reacciones se siguieron por RMN de H y 13C en
MeOD/D>0 y DMSO-d6. (Esquema 3.5)

© ©
1a = [HL] - [HL
b a As 5 2a = [HL] . 2

N,/ Tolueno N,/ Tolueno

3a=L

3b

Esquema 3.5. Reaccion de los ligantesla, 2a, 3a con AsCla.

La RMN de *C en MeOD/D,O muestra cambios de desplazamientos quimico en
los C-4, C-6 y C-12 de los compuestos la 1b y 1 respectivamente. (Tabla 3.1).
Aunque hay una diferencia de 1.83-4.06 ppm, se puede afirmar que el enlace As-
Nimidazol NO se formo. Esto se deduce de las cuatro sefiales que aparecen en los
espectros de 2C para el anillo bencimidazoélico, lo cual indica que el anillo
heterociclio tiene simetria alta debido a los fenOmenos de tautomeria H-N-C=N 2
N=C-N-H en el imidazol. Por otra parte, el desplazamiento quimico de C-13 de 1b
es similar al de 1ay 1, por lo cual, también se descarta la presencia del enlace As-
Namina. ESte resultado se atribuyo a que pH de la solucién es demasiado bajo y los
centros reactivos del pseudo-péptido no estaban disponibles para reaccionar con
el arsénico. Para corroborar dicha hipétesis se obtuvo el espectro de RMN de 3C
de 1b en DMSO-d6.

Tabla 3.1. & de *3C en MeOD/D,0O para la (pH=7) y 1b (As, pH=7)

Compuesto C-2 C-4yC-9 C-5yC-8 C-6yC-7 C-12 C-13
1b 155.3 134.7 115.3 126.0 171.7 50.3
12 156.6 138.7 115.8 123.8 173.6 50.6
1 154.7 131.8 114.9 127.6 172.0 50.3

Los desplazamientos quimicos de RMN de '3C (en DMSO-d6) para los carbonos
del compuesto 1b se compararon con los de lay 1 (pH de 4.5). La diferencia de
1.3-2.4 ppm entre 1ay 1b en el desplazamiento quimico de los ndcleos C-6 y C-
14 se debe al cambio del pH (Tabla 3.2), puesto que los desplazamientos
guimicos de 1b y 1 son similares (0.1 a 0.6 ppm). Es decir, EI AsCl; debio
reaccionar con la humedad residual del ligante para producir HCI y bloquear los
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sitios nucleofilicos. Por consecuencia el arsénico debid enlazarse a los atomos de
oxigeno para formar As(OH)3 y no el compuesto deseado.

Tabla 3.2. 8 de 3C en DMSO-d6 para la (pH=7), 1b (As, pH=7) y 1 (pH=4.5).

C-2 C5H5yC8 Cb6yC-7 C-12 C-10 C-13 C-14
1b 155.1 1145 124.0 169.9 43.4 48.6 16.8
12 1554 - 121.6 170.2 43.4 48.7 18.1
1 155.3 114.7 123.4 169.8 43.6 48.7 16.9

En el caso del producto 2b, la espectroscopia mostr6é que el producto obtenido fue
el bisclorhidrato del pseudopéptido 1. Los desplazamientos quimicos entre 2a y 1

son similares (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. & de 3C en DMSO-d6 para 1 (sal), 2b (As, pH =8) y 2a (pH = 8).

C2 C4yC9 C5yC8 C6yC7 C-12 C-10 C-13
2b 154.6  131.3 114.2 125.7 1702 431 486
2a 155.9 - - 121.7 1725 436 49.4
1 1545  131.1 114.1 1258  170.2 430 48.6

La reaccion de AsCls se llevo a cabo con 3a en ausencia del disolvente con
calentamiento. El resultado fue la sublimacion de un compuesto cuya estructura no

se pudo determinar.

La muestra 1b se calent6 a 115 °C, pero, en la RMN de *C no se observan
cambios significativos en los desplazamientos comparado con muestra sin
calentar. Pero, en los espectros se observo la presencia de conjunto nuevo de
sefales que se atribuyeron al isomero E. Esto corrobora que la temperatura
promueve la isomerizacion del grupo amida (Figura. 3.10). Lo que significa que el

arsénico no forma parte de la molécula.
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Figura 3.10. Espectros de RMN de 3C en DMSO-d6 para 1b (As, pH=7) a 115
°C.

Al comparar los desplazamientos de 1b a 115 °C con los del compuesto 1 a pH=7
y a 115°C, se observa que en los desplazamientos quimicos de los nucleos C-6 y
C-12 se diferencian por 0.58-1.32 ppm. Entonces, se corrobora que la reaccion
con AsClz no sucede y que los cambios en desplazamiento quimico se deben a
efecto del cambio de pH. (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. & de 3C en DMSO-d6 para 1b (pH=7), 1bA, y 1 (A, pH=7).

C-2 C4yC9 C-HyC8 Co6yC-r7r C-12 C-10 C-13

1b 155.1 134.5 114.5 124.0 1699 435 486
1b A 155.1 - 114.8 123.2 169.7 43.7 48.6
1 (pH=7,A) 155.8 - 115.0 121.9 170.3 44.0 48.9

3.4.2 Reactividad del compuesto 1 con el acido fenilarsénico.

Las reacciones del acido fenilarsbnico se llevaron a cabo con 1, 2a
respectivamente (Esquema 3. 6)
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1= [H,L] 2 H 2b=[HL] ©

1C «— \“AS\ 2c

/\/Tolueno

Esquema 3.6. Reacciones de los compuestos 1y 2b con acido fenilarsénico

Primero se llevd a cabo la fusion del compuesto 1 con el acido fenilarsonico.
Nuevamente, el espectro de RMN de *3C mostré que no hubo reaccion, ya que los
desplazamientos quimicos de 1c comparados con los del clorhidrato 1 son casi
iguales. Cabe mencionar que se observd un nuevo par de sefales
correspondientes a la isomerizacion de la amida. (Tabla. 3.5).

Tabla 3.5.  de °C en DMSO-d6 paraly lc.

C-2 C4yC9 C-HyC8 Cb6yC-7 C-12 C-10 C-13

1 154.5 131.1 1141 125.8 170.2 43.0 48.6
1c (2) 154.8 130.1 114.3 - 170.0 43.3 48.6
1c (E) 154,8 130.1 114.4 - 169.6 435 48.6

El producto 2c de la reaccion del acido fenilarsénico con el compuesto 2a en
reflujo de tolueno fue analizado por RMN de 3C. El espectro presentd las sefales
del acido fenilarsonico y los desplazamientos quimicos del pseudo-péptido fueron
similares a los del compuesto 1 reportado a pH=6.1 (Tabla 3.6). El
comportamiento de la reaccién fue similar al observado con AsCls. Es decir los
desplazamientos quimicos corresponden solo a un cambio del pH.

La reaccion de 2a con el acido fenilarsénico en tolueno se llevd a cabo por
segunda vez pero aplicando ultrasonido. En este caso se obtiene que los
desplazamientos quimicos de 2¢” que son similares a los del compuesto 1 a pH =
7 (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6. & de 3C en DMSO-d6 para 2b (pH = 8), 2c (As, pH = 8, reflujo), 1 (pH
=6.1),2¢c” (As,pH=8,US)y 1 (pH=7).

C-2 C4yC9 C-5yC8 CobyC-7 C-12 C-10 C-13

2c 155.6  133.9 115.2 121.8 1694 439 486
1(pH =6.1) 155.6 - - 121.7  169.4 439 48.6
2¢’ 155.7  132.2 115.0 1216 1704 43.8 488
1(pH=7) 155.8 - - 121.7 1704 439 48.9
1 1545  131.1 114.1 125.8  170.2 43.0 48.6

Se propone un equilibrio 4cido base de entre el ligante protonado (HL) y el &cido
fenilarsonico (acido de Bronsted-Lowry) porque disminuye el pH pero no ocurre la
formacion del pseudopéptido diprotonado. Esto puede ser factible porque el
DMSO-d6 no es un disolvente seco y puede haber intercambio de los NH-imidazol
con el agua y favorecer el equilibrio tautomeérico.

El mayor nimero de ejemplos en la literatura es para compuestos arsenito o
arsenato. Por lo que se planed oxidar al atomo de nitrogeno imidazolico y
posteriormente hacer la reaccion con arsénico. Sin embargo, solo se pudo avanzar
en la primera etapa que cito a continuacion.

El compuesto 1 fue sometido a la oxidacion para obtener un nitroxido (N-O)
usando el método reportado por Brick.® Los resultados obtenidos por RMN de 3C
mostraron que al hacer reaccionar el compuesto con OXONE (peroximonosulfato
de potasio) y acetona se formaba una mezcla de productos. Del proceso de
separacion por disolucion en diferentes disolventes se pudo observar en RMN de
13C la probablemente formacion del producto de oxidacion (Esquema 3.7).

OXONE
\ Acetona/CH,Cl, \
/N—H > N—O’
pH=7-8 (NaOH) /

Esquema 3.7. Reaccion para la obtencién de nitroxidos propuesta por Brick?8,
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3.5 Conclusion

Las reacciones del compuesto [L] con cloruro de arsénico o acido fenilarsénico
demostraron que el pseudopéptido es una base de Bronsted fuerte y no actua
como nucleofilo.

Se requiere aumentar la nucleofilia del pseudopéptido para formar el heterociclo
de arsénico. Es decir, introducir en la estructura molecular el grupo etanolamina el
cual ya sabemos que forma enlaces nitrégeno-arsénico y oxigeno-arsénico.

El &cido fenilarsonico modifica el pH y por lo tanto el cambio de desplazamiento
quimico de los nucleos de **C del ligante no da evidencia de la formacién de
enlaces con atomos de arsénico.
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ANEXOS

Compuesto 1apH=7 la le
Formula C12H19CIN4O2 C13H23CIsN4O3Zn C13H22ClaN4O2Zn
empirica
Peso molecular 286.76 455.11 473.52
Sistema Triclinico Monoclinico Monoclinico
Cristalino
Grupo espacial P-1 P21/n P21/n
a(A) 7.8714(4) 12.5300(9) 9.9168(3)
b (R) 10.1644(6) 10.6664(7) 7.9154(2)
c (A) 10.9091(5) 15.6356(12) 25.9550(7)
a(°) 116.239(6) 90 90.00
B(°) 100.769(4) 110.373(9) 100.102(3)
Y (°) 97.484(5) 90 90.00
Volumen (A3) 746.32(9) 1959.0(3) 2005.75(9)
Z 2 4 4
Pcaic (9/cm?) 1.2760 1.5430 1.568
M (mm™) 0.260 1.682 1.771
F(000) 304.4 939.3 968.0
20 (") 5.94 a 59.14 6.4 a59.24 6.06 a 59.4
Reflecciones 16963 21458 86093
Colectadas

Refleccciones
Independientes
(Rint)
Datos/resticcion
es/parametros
Confiabilidad
del ajuste sobre
FZ

indice final de R
[1>=20 (1)]

indices de R [all
data]

3783 (0.0269)

3783/0/201

1.076

R1=0.0419, wR2 =
0.1001

R1=0.0582, wR2 =
0.1126

4989 (0.0614)

4989/0/224

1.065

R1=0.0575, wRz2 =
0.1541

R1=0.0925, wR2 =
0.1877

5526 (0.0389)

5526/0/249

1.084

R1=0.0337, wR2 =
0.0737

R1=0.0487, wR2 =
0.0811
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