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RESUMEN

En este trabajo se estudio la sintesis de moléculas de estructura semejante
al acido 2(S)-amino-6-boronohexanoico (ABH), que al igual que este ultimo
pudieran tener algin efecto en la inhibicion de la enzima arginasa, buscando una
ruta sintética que utilice reactivos mas econdmicos. Usando dos materiales de
partida distintos, malonato de dietilo y N-(difenilmetilen)glicinato de etilo, se
probaron diferentes condiciones para la alquilacién con bromuro de alilo y 1-
bromo-4-buteno, de modo de obtener ABH racémico, el homoélogo inferior de
ABH, y 4cido 6-boronohexanoico, que no contiene el grupo amino. La
hidroboracién subsiguiente se ensayd de acuerdo a dos metodologias: reaccion
directa de adiciéon de catecolborano, y adiciéon de pinacolborano catalizada por
una sal de iridio. La sintesis resultdé mas conveniente por el segundo método. Para

acceder al producto final se realiz6 una hidrélisis y descarboxilacion. La ruta

(e}
o™ R,
Rs
( )n: 203 -
B
> Ho-
Ry= -COOCH,CHj, -NC(Ph), Ry= -(CHy);.,CHCH, , -H

R3=-(CHyz);2CH2CH,BO,C5(CH3)4 , -H R4= -(CHy)1.2CH,CH,B(OH),, -H

sintética se muestra a continuacion:

0 H R
o = R o0 T+ B
B : v N
R1\)Lo/\ * n=102 Ry o © o
9)n=1 02 ﬁ_%

(
B

o)
i)LOH
)n= 203
OH
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ABSTRACT

Synthesis of derivatives of acids and amino acids organoboronates with
potential inhibitory activity towards arginases

In this work, the synthesis of a set of molecules with structures similar to
that of 2-(S)-amino-6-boronohexanoic acid (ABH), with potentially similar effect
in arginase enzyme inhibition, looking for a synthetic route that uses cheaper
reagents, was studied. Using two different starting materials, diethyl malonate
and ethyl N-(diphenylmethylene)glycinate, several conditions for their alkylation
with allyl bromide and 1-bromo-4-butene were tested, in order to obtain racemic
ABH, its lower homolog, and 6-boronohexanoic acid, lacking an amino group.
The subsequent hydroboration was attempted using two different methods: direct
addition of catecholborane, and an iridium salt-catalyzed addition of
pinacolborane. The synthesis was more convenient by the second method. In
order to obtain the final product, a hydrolysis and decarboxylation was held. The

synthetic route is shown below:

7 (0]
o H R O/\ R4 .
0 Nz ;R1 o >+ ,F-I”\ X Ra :
':{1\)k /\+Br n=102 Ry o © )n=203 —
o 9)n . ﬁ—% 0-B l(3)n=203
= HO—B
OH

Xé)
R1= 'COOCHQCHs, 'NC(Ph)2 R2= '(CH2)1_ZCHCH2 ) -H

R3= -(CHyz);2CH;CH,BO,C5(CH3)4 , -H R4= -(CHy)1.2CH,CH,B(OH),, -H
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales:

La hipertension arterial es el término utilizado para describir la presion
arterial alta, que se produce contra las paredes de las arterias a medida que el
corazén bombea sangre al cuerpo " Se considera una persona hipertensa aquella
cuyos valores estan por sobre 140 y 90 mmHg de presion sistdlica y diastélica,
respectivamente ”. Es una enfermedad que rara vez provoca sintomas y es un
factor de riesgo clave en las enfermedades coronarias, en accidentes
cerebrovasculares, en la insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal ©.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la hipertension es una
enfermedad que causa el 45% de las muertes por cardiopatias y el 51% de las
muertes por accidente cerebrovascular, y se considera que anualmente 9,4
millones de personas fallecen por su causa ¥

En Chile, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del afio 2009-
2010, esta enfermedad afecta a 28,7% de los hombres y a 25,3% de las mujeres,
siendo la gente de menor nivel educacional la afectada, con mas del 50% de los
casos .

Los principales factores hipertensiogénicos son: sobrepeso u obesidad,
resistencia a la insulina, ingesta elevada de alcohol, tabaquismo, ingesta elevada
de sal (en pacientes sensibles a esta), edad y sexo, sedentarismo, estrés y baja

ingesta de calcio y potasio © .



1.2. Regulacion de la hipertension

El organismo tiene una amplia variedad de sistemas fisioldgicos que
influyen en la presion sanguinea. Entre estos sistemas estan incluidos los
barorreceptores, que detectan cambios agudos en la presion en los vasos
sanguineos, los péptidos natriuréticos producidos por el cerebro y el corazén en
respuesta al aumento de la presion en estos oOrganos, el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, que influye en la homeostasis del volumen vascular y
del tono vascular, el sistema cinina-calicreina, que afecta el tono vascular y el
manejo de la sal renal, el sistema receptor adrenérgico, que influye en la
frecuencia cardiaca, la contraccion cardiaca y el tono vascular, y los factores
producidos por los vasos sanguineos que causan vasodilatacion, como el 6xido

nitrico

. Es precisamente el estudio de este ultimo sistema el que le valio el
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina en el afio 1998 a Robert F. Furchgott,
Louis J. Ignarro y Ferid Murad ® .

La mayoria de los organismos pueden sintetizar oOxido nitrico
enzimaticamente a partir del aminoacido L-arginina. Este proceso se efectua por

la enzima denominada oOxido nitrico sintasa (NOS por sus siglas en inglés)

mediante dos reacciones sucesivas que requieren de NADPH y O,. Hasta la fecha

se han descrito tres isomorfas de NOS, es decir, tres proteinas similares que
sintetizan el mismo producto, pero en diferentes tejidos. Una de las enzimas se
encuentra en la cara interna de los vasos sanguineos y se le denomina endotelial o
eNOS, otra isomorfa se localiza en el tejido nervioso y se le conoce como nNOS.
Hay una tercera isomorfa que sintetiza NO cuando las células reciben un estimulo
y se le conoce como iNOS. Tanto la nNOS como la eNOS se localizan en el
citoplasma y se producen continuamente, ambas son conocidas como enzimas

constitutivas y requieren iones calcio. La eNOS y la nNOS liberan cantidades



muy pequefias de NO por cortos periodos de tiempo. La iNOS se sintetiza en
algunas células del sistema inmunoldgico, principalmente en los macroéfagos y los
neutrofilos. Esta enzima sintetiza cantidades mayores de NO por periodos de

tiempo prolongados durante los procesos patologicos ©.

Esta reaccion enzimadtica es un proceso de oxido-reduccion en el que el
atomo de nitrogeno del grupo guanidinio de la arginina se oxida de -3 a +2 (el
estado de oxidacion formal del carbono no varia). El agente oxidante es el
oxigeno molecular, cuyo estado de oxidaciéon pasa de 0 a —2. El proceso es

NADPH (dinucle6tido de nicotinamida y adenina fosfato) dependiente. La

reaccion transcurre en 2 etapas, con formacion del intermediario N®-hidroxi-L-
.. . . ’ roe ro 10
arginina y cuyos productos son L-citrulina y una molécula de 6xido nitrico '? tal

como se muestra en la figura 1:

H 2N © H 2N O H H 2N
=NH, =N =0
HN HN N
NADPH NADP+ 1/2 NADPH 1/2NADP+

u + NO
; i ; % 6xido nitrico

0, H0 0, H,0
©) ) ®
HaN HaN HaN
CO0o CO0®G CO0©o
L-Aarginina N-hidroxi-L-arginina L-Citrulina
Figura 1: Produccién bioldgica de 6xido nitrico catalizada por la enzima 6xido

nitrico sintasa. (Tenorio L y col ")



1.3. Arginasay sus inhibidores

La arginasa es una enzima fundamental en el ciclo de la urea, también
metaboliza la L-arginina, por lo que compite directamente con eNOS por su
sustrato comun, comprometiendo asi la produccion de NO. Por esta razon es que,
desde la década de 1990, se han desarrollado inhibidores especificos de arginasa
tales como N-hidroxi-guanidinio o N-hidroxi-nor-L-arginina, y derivados de
acido boronico, tales como acido 2-(S)-amino-6-boronohexanoico y 2-boronoetil-
L-cisteina, que pueden unirse al sitio activo de la enzima formando un puente
simétrico con el cluster binuclear de manganeso de la arginasa y asi inhibir su
actividad tal como se ilustra en la figura 2 %

El ABH es el primer inhibidor sintético de la arginasa, y su estructura es
un andlogo borado, o isostero, de la arginina a la que se le ha reemplazando el
grupo guanidino de la cadena latera por un boronato ‘. Ya en el afio 1936 se
creia en que el boro tenia gran importancia médica pues a una concentracion de
50 pg/g de tejido el boro llegaria a las células malignas y dejaria a los tejidos
sanos con una toxicidad muy baja '¥. Ademas, el pKa de los acidos boricos
borénicos se encuentra en un rango de 4,5 a 8,8 ') por lo que se puede establecer
que en condiciones fisioldgicas la molécula pasaria desde un boro neutro trigonal
planar sp® a un boro anidnico tetrahédrico sp’, el que formaria un complejo
similar al complejo de transicion de la enzima con el sustrato, para asi inducir la

inhibicién de la enzima "¢



Thr 135 Asn 130
o Glu 186

Gly 142

Asp 181

T > Thr 246
2.76

27 ..-="" HO

HO---""

O\(\ Asp 234
=

His 126
Figura 2: Esquema que ilustra las interacciones del inhibidor ABH de puentes de
hidrogeno (lineas punteadas negras) y las interacciones de coordinaciéon con el

magnesio de la arginasa (Fuente: Santhanam, L., Christianson, D. y col. (3 )).

La actividad inhibitoria del ABH se estudi6 analizando la estructura de
rayos X del complejo ternario de arginasa-ornitina-borato, en el que se comprobo
que el anion borato tetracoordinado imita el(los) estado(s) de transicion

, . .y y, . 1
tetrahédricos en la reaccion catalitica 7.

Este trabajo de tesis es una
continuacion de dichos estudios, y se centra en la sintesis de moléculas de

estructura semejante al ABH, con el foco en que se abaraten los costos de



produccion y se facilite la ruta sintética, pero siempre intentando mantener la

actividad inhibitoria.

1.4. Sintesis de ABH

El primer intento de sintetizar este compuesto fue desarrollado en el afio
1997 en la Universidad de Pennsylvania. Utilizando como material de partida
éster de tert-butilo del 4cido glutarico N-BOC protegido, al cual se le redujo su
cadena lateral al correspondiente alcohol primario, para luego transformarla al
aldehido mediante una oxidacion de Swern, y de esta forma se obtuvo el alqueno
correspondiente por medio de una reaccion de Wittig. El alqueno asi obtenido se
sometid a una hidroboraciéon con exceso de borano, que finalmente se convirtid
en el pinadiol boronato, el cual se desprotegio con tricloruro de boro, para dar
ABH; tal como se muestra en la figura 3. El rendimiento total de esa sintesis

lineal llegé solo al 1,3% 7.
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Figura 3: Primeros intentos sintéticos de ABH (Fuente: Baggio, R. Y col !")

El segundo método reportado para la sintesis de ABH, se llevd a cabo
mediante la alquilacion del complejo entre Ni(II) y la base de Schiff derivada de
glicina y (S)-2-[N-(N-bencilprolil)amino]benzofenona (BPB), con un -
bromoalqueno u o-bromo-alquino '®. Esta metodologia general que se muestra
en la figura 4, desarrollada por Belokon y col., proporciond un buen exceso
diastereoisomérico bajo condiciones de equilibrio termodindmico. Sin embargo,
los propios autores hacen notar, que las metodologias utilizadas para la
preparacion de BPB no son las més adecuadas, y que serian un problema en la

preparacién de cantidades importantes de estos productos y sus derivados .
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Figura 4: Sintesis estereoselectiva de ABH (Fuente: Belekon y col. )

1.5. Ruta sintética propuesta

En este trabajo se tiene como objetivo sintetizar compuestos de estructura
similar al ABH, para lo cual se hicieron sintesis de tipo linear que consistian en 3
pasos: alquilacién, hidroboracion e hidrolisis.

En el primer paso de alquilacion, se usaron 2 materiales de partida distintos:
malonato de etilo (férmula quimica: C;H;,04; peso molecular: 160,17 g/mol; pto
de ebullicion: 199 °C; densidad: 1,055g/mL) y N-(difenilmetiliden)-glicinato de
etilo (formula quimica: C;;H;;NO,; peso molecular: 267,32 g/mol; pto de
ebullicion 110 °C) a los que mediante un tratamiento con base se desproton6 el

carbono a que estd unido a dos grupos éster (pKa = 13). El carbanion resultante



reaccion6 con un Bromuro de alquilo primario (de 3 o 4 carbonos), que mediante

(20)

un mecanismo SN, formo un éster maldnico sustituido en o "’ como se muestra

en la figura 5:

R1= 'COOCHchs, 'NC(Ph)2 R2= '(CH2)1_20HCH2 y 'H

Figura 5: Alquilacion

A pesar de que la alquilacion es una reaccion sencilla, hasta el dia de hoy
aun se intenta buscar nuevos métodos para asi obtener mejores rendimientos;
trabajos recientes reportan el uso de malonato de dietilo junto con K,CO; en fase

solida y el uso de un catalizador de transferencia de fase como el TEBAC

(cloruro de trietilbenzilamonio) llegando a rendimientos de 87% .

El segundo paso de hidroboracion es un método ampliamente utilizado para

la obtencion de alcoholes, que fue desarrollado por el Profesor Herbert C Brown

@2 Esta reaccién ocurre en un solo paso, en donde tanto el boro como el

hidrégeno (del compuesto borado) forman nuevos enlaces por la misma cara del
doble enlace del alqueno, obteniendo asi el producto de una adicion syn-anti-

Markovnikov, porque el enlace del boro estd favorecido hacia el carbono de

(23)

menor impedimento estérico del alqueno Se han estudiado diversos

mecanismos de reaccion catalizados principalmente por complejos de iridio y de

(24-25)

rodio, usando principalmente catecolborano . Sin embargo, tal como se

ilustra en la figura 6, en este trabajo se prefirié usar pinacolborano debido a que

es mas sencilla su manipulacién, y la de los productos obtenidos .



R1= 'COOCH20H3, 'NC(Ph)2 R2= '(CH2)1_QCHCH2 , 'H
R3s=-(CH3)1.2CH,CH,BO,Cx(CH3),, -H

Figura 6: Hidroboracion

Finalmente, el paso de hidrolisis y descarboxilacion es la etapa donde se
eliminan los grupos protectores , como aparece en la figura 7, y asi se obtiene el
aminoacido o acido que se quiere. En la hidrélisis acida de los ésteres, se procede
a través de un intermedio tetraédrico y la ruptura del acilo. Se ha llegado a la
conclusion de que este mecanismo requiere dos moléculas de agua en el paso
intermedio, una molécula que actia como un donante de protones y otro como

nucleédfilo simultaneo @7,

i O
i o™ R
Rs OH
( )n=203 —
O—‘B ( )n=203

0 HO-B
OH

R;= -COOCH,CHg, -NC(Ph),  Ry= ~(CH,);.,CH5CH4BO,Co(CHa), , -H
R3=-(CH3)1.,CH,CH,B(OH),, -H

Figura 7: Hidro6lisis
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2. HIPOTESIS:

Se propone la sintesis de nuevas moléculas con estructura similar al dcido
2-(S)-amino-6-boronohexanoico (ABH), que puedan servir como una alternativa
menos costosa y de menor complejidad sintética. Haciendo algunas
modificaciones con respecto al ABH, como usar una cadena lateral mas corta,

eliminando el grupo amino o reemplazandolo por otro grupo carboxilo.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general:
Sintetizar, purificar e identificar compuestos que contengan los grupos
funcionales 4cido carboxilico, amina y acido bordnico, que potencialmente

mantengan las propiedades inhibitorias sobre la enzima arginasa.

3.2. Objetivos especificos:

Estudio de sintesis y caracterizacion de los siguientes productos:

o acido-4-borono-2-(2-boronoetil) butanoico
o acido-2-(3-boronopropil) malonico

J acido-2-amino-5-boronopentanoico

o acido-2-amino-6-boronohexanoico

11



4. MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS
4.1. Materiales:
4.1.1. Solventes

Los solventes utilizados como medio de reaccion fueron: acido clorhidrico
fumante 37% (Merck, p.a.), amoniaco 25% (Merck, p.a.) etanol (Merck, p.a.),
metanol (Merck, p.a.), tetrahidrofurano (THF) (Merck, p.a).

Otros solventes de uso para cromatografia en capa fina y cromatografia en
columna como hexano y acetato de etilo de grado técnico fueron destilados previo
a su uso, de igual modo se us6 diclorometano que fue mezclado con cloruro de
calcio durante 18 horas y luego destilado con pentdxido de fosforo para secarlo.
4.1.2. Reactivos

e Malonato de dietilo

o 445 5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolano, “Pinacol borano” (Sigma-Aldrich

97%)

e N-(difenilmetiliden)-glicinato de etilo (Sigma-Aldrich)

¢ 4-Bromo-1-buteno (Merck)

e tert-Butoxido de potasio (Merck 95%)

e Etoxido de sodio (Sigma-Aldrich 95%)
4.1.3. Equipos

Para la espectroscopia de '"H-RMN, C-RMN y '"B-RMN se utilizaron
espectrometros Bruker modelo Avance 200 y Avance III HD 400. Para estos
analisis se utilizd deuterocloroformo (CDCIs) y agua deuterada (D,O) de purezas
isotopicas del 99,9%. Los desplazamientos quimicos se expresaron en ppm (3). El
estandar interno que se utilizd para la determinaciéon de los espectros fue
tetrametilsilano (TMS), o bien la sefial residual del solvente. Para la
espectroscopia de masas se utilizé un Equipo ABSCIEX triple quadrupolo 4500

(fuente ionizante ESI).
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S. PARTE EXPERIMENTAL:

5.1. Sintesis de 2,2-dialilmalonato de dietilo (1a)

1) EtOH
2) 25° C, 30 min

O O
/\OMO ~_ + CH;CH,0Na >
NF
3) Br
4) N,, 25° C, 18 horas

En un balon de 50 mL y con agitacion de una barra magnética se disuelve

etoxido de sodio (896 mg, 13,17 mmoles) en etanol, lo que resulta en una
solucion de color anaranjado. A continuacion, se anade malonato de dietilo (1,055
g, 6,59 mmoles) y se deja con agitacion magnética durante 30 min a una
temperatura de 25 °C. Luego se afiade bromuro de alilo (1,904 g, 15,74 mmoles)
y la reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente y en una atmosfera de
nitrégeno durante 18 horas. Para purificar el producto, se realiza una extraccion
por solvente con agua y DCM usando un embudo de extraccion. La fase organica
se seca utilizando sulfato de sodio anhidro, luego se filtra usando un embudo de
vidrio y algodon y se concentra a presion reducida en un evaporador rotatorio.
Finalmente, para quitar toda traza de solvente, el balon se conecta a una bomba
mecanica de alto vacio directamente durante 30 minutos usando un bafio de agua
caliente para ayudar a la evaporacion del solvente. El producto es un aceite opaco
de tonalidad amarillo.
'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,12 (t, J= 14,1 Hz, 6H, a-H), 2,51 (d, J=
7,5 Hz, 2H, e-H), 4,06 (c, J= 7,1 Hz, 4H, b-H), 4,956-4,99 (m, 4H, g-H), 5,48-
5,59 (m, 2H, f-H)/ *C RMN (100,62 MHz, CDCl;) & (ppm): 14,09 (a-C); 36,76
(e-C); 57,22 (d-C); 61,15 (b-C); 119,031 (f-C); 132,369 (g-C); 170,63 (c-C)/
Rendimiento: 71,3 %.
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5.2. Sintesis de 2,2-bis(3-(3,3,4,4-tetrametilborolan-1-il)propil)malonato de
dietilo (1b)

o 2 E 1) 3 mol-% [Ir(COD)ClI],
-0 07N+ o o 2 6mol-% DPPM g
— S ﬁ——% 3) DCM, Ny, 25° C, 24 horas ijog\é oo
. i i%i

En un balén de 2 bocas de 50 mL en ambiente de N, provisto de agitacion

magnética, se afiade [Ir(cod)Cl], (4,2 mg, 0,208 mmoles), DPPM (0,48 mg, 0,208
mmoles) y 5 mL de diclorometano, la soluciéon de color anaranjada se deja hasta
completar la disolucion. A continuacidn, se agrega pinacolborano (63,9 mg, 0,499
mmoles) mediante el uso de una jeringa de vidrio, y del mismo modo 2,2-
dialilmalonato de dietilo (50mg, 0,208 mmoles). La reacciéon se deja a
temperatura ambiente y atmosfera de N, por 24 horas. Comprobado el término de
la reaccion mediante TLC, la mezcla se concentra a presion reducida en un
evaporador rotatorio y se realiza una extraccion por solvente usando
diclorometano y agua. Para la purificacion del compuesto, se utiliza una columna
de silica gel como fase estacionaria y diclorometano como fase movil. Después se
colectan las fracciones que tienen el producto de interés, se concentran en un
balon conectado a un evaporador rotatorio y luego se deja durante 30 minutos
conectado a una bomba mecénica de alto vacio en un bafio de agua caliente hasta
obtener un aceite color naranja.
'H RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 0,68(t, J= 7,1 Hz, 4H, g-H), 5 1,14 (s, 34H,
a-H, f-H y i-H), 1,77-1,81 (m, 4H, e-H), 4,06-4,10 (m, 4H, b-H) / °C RMN
(100,62 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 11,42 (g-C); 14,05 (a-C); 24,79 (i-C); 34,37 (e-
C); 57,59 (d-C); 60,79 (b-C); 82,89 (h-C); 171,89 (c-C) / ''B RMN (128,38 MHz,
CDCl;) 6 (ppm): 19,610 / Rendimiento: 81,54 %
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5.3. Sintesis de acido 5-borono-2-(3-boronopropil) pentanoico (1¢)

1) HCL 1,5 N/ CH3CH,0OH

b

2) Reflujo, Ny, 24 horas

HO™ on

HO” "OH

En un balon de 2 bocas se agrega el producto obtenido de la
columna de purificacion anterior (168,4 mg, 0,3393 mmoles). Se afiade EtOH
(5,8 mL) y HCI 1,5 N (3,8 mL), y la solucion se deja en agitacion a reflujo en
atmoésfera de N, durante 24 horas. Para comprobar el avance de la reaccion, se
usa una mezcla de butanol: acido acético: agua (en una razéon de 4:1:1
respectivamente) como eluyente para las placas de cromatografia fina; este
método se utiliza en todos los pasos de hidrolisis de esta investigacion debido a la
gran polaridad de la molécula objetivo. Para finalizar la reaccion se agrega una
solucion de NH4OH hasta lograr un pH neutro.

Para la purificacion de este producto se utiliza una columna de
resina de intercambio i6nico en la que se siembra la muestra (asegurandose que
tenga un pH neutro) y se eluye con agua destilada. Se colectan fracciones hasta
que no se detecte la presencia de cloruros cuando se agregan 2 gotas de solucion
acuosa de nitrato de plata al 1%, a continuacion, se cambia la fase movil a NH; 2
M y se colecta en un matraz de 500 mL. La fase amoniacal se evapora a sequedad

en evaporador rotatorio. Finalmente se obtiene un solido color café.

Espectroscopia de masas: 233 m/z (M", 5,28 %), 215 m/z (100 %), 187 m/z
(5,77 %), 169 m/z (9,62 %), 141,1 m/z (7,31 %). Rendimiento: 18,5%
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5.4. Sintesis de 2-alilmalonato de dietilo (2a)

o o 1) EtOH
PN M A~ T KOs o
o o 2) Br~ " 0°C, 30min
3) N, 25° C, 28 horas

En un balén de 25 mL se afiaden malonato de dietilo (0,2 g, 1,25 mmoles),
5 mL de etanol y K,CO; (173 mg, 1,25 mmoles) y se deja en agitacion hasta que
se disuelva la base. A continuacion, se agrega bromuro de alilo (0,19 mL, 1,875
mmoles) y el sistema se sumerge en un bafio de sal-hielo a 0°C durante 30
minutos. La reaccién se deja durante 28 horas a temperatura ambiente y
finalmente el producto se obtiene mediante extraccion por solvente en un embudo
de decantacion utilizando diclorometano y agua. La fase organica se seca usando
sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra en el evaporador rotatorio. Se

obtiene un producto aceitoso anaranjado.

'"H RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 1,21 (t, J= 7,1 Hz, 6H, a-H), & 2,58 (t, J=
6,8 Hz, 2H, e-H), 3,36 (t, J= 7,5 Hz, 1H, d-H), 4,14 (c, J= 7,1 Hz, 4H, b-H), 4,99-
5,09 (m, 2H, g-H), 5,63- 5,78 (m, 1H, f-H) /"*C RMN (100,62 MHz, CDCl;) &
(ppm): 14,17 (a-C); 32,95 (e-C); 51,78 (d-C); 61,44 (b-C); 117,53 (g-C); 134,24
(f-C); 168,97 (c-C)/ Rendimiento: 93,9 %
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5.5. Sintesis de 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)propil)
malonato de dietilo (2b)

O O H
1) 1.5 mol-% [Ir(COD)Cl],

+ O O 2) 3 mol-% DPPM
3) DCM, 25° C, 48 horas
\ 4) Reflujo, 4 horas

En un balén de 2 bocas de 25 mL y bajo atmdsfera de argon se anaden los
reactivos en el siguiente orden, primero [Ir(cod)Cl], (3,3 mg, 0,00417 mmoles),
segundo DPPM (3,8 mg, 0,0099 mmoles), luego se agregan 5 mL de
diclorometano resultando en una mezcla de color anaranjado. A continuacion, se
adiciona pinacolborano (1,1 mL, 7,49 mmol) usando una jeringa de vidrio y
finalmente 2-alilmalonato de dietilo (200 mg, 0,998 mmoles). La solucion
resultante se deja a temperatura ambiente durante 48 horas, pero al comprobar
que no habia cambios en el producto de partida mediante el uso de cromatografia
de capa fina, se procede a calentar a reflujo durante 4 horas. El producto se aisla
de una columna cromatografica, usando como eluyente DCM. Una vez
identificadas las fracciones que contienen el producto, se juntan y se les evapora
el solvente con la ayuda de un evaporador rotatorio. Se obtiene un aceite de color
amarillo.

'H RMN (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 0,71-0,78 (m, 2H, g-H), & 1,19 (s,
20H, a-H, f-H y i-H), 1,82-1,86 (m, 2H, e-H), 3,28 (t, J= 7,5 Hz, 1H, d-H), 4,09-
4,17 (m, 4H, b-H) / >C RMN (100,62 MHz, CDCl;) & (ppm): 11,52 (g-C); 14,16
(a-C); 24,91 (i-C); 34,49 (e-C); 52,05 (d-C); 61,25 (b-C); 83,01 (h-C); 171,89 (c-
C)/'"'B RMN (128,38 MHz, CDCl3) & (ppm): 19,610. Rendimiento: 36,48 %.
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5.6.  Sintesis de acido-2-(3-boronopropil) malonico (2¢)

1)EtOH, HCI 6[N]

2) Reflujo, 18 horas

O-B
b 3) HCI 12[N], Reflujo, 6 horas  HO-g
OH

Para el paso de la hidrolisis se utiliza un balon de 2 bocas de 25 mL
y se agrega el compuesto a hidrolizar (50 mg, 0,152 mmoles) junto a 3 mL de
acido clorhidrico 6N y 3 mL de metanol. La reaccion se deja a reflujo durante 18
horas revisando el progreso mediante cromatografia de capa fina. Como no hubo
avance de la reaccion se anaden 2 mL mas de acido clorhidrico 12N y se dejo
durante 6 horas mas a reflujo. Para separar el compuesto final se realiza una
extraccion por solvente empleando agua y DCM. Al comprobar que en la fase
acuosa estd la molécula de interés, se procede a remover el agua empleando un
evaporador rotatorio y finalmente una bomba mecanica de alto vacio durante 30
minutos para asegurarse de remover cualquier traza de humedad. El producto

obtenido es un sélido color café.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 0,84(t, J= 7,1 Hz, 2H, e-H), § 1,41 (q, J=
7,5 Hz, 2H, d-H), 1,87 (¢, J= 7,6 Hz, 2H, ¢-H), 3,38 (t, J= 7,1 Hz, 1H, d-H)/ °C
RMN (100,62 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,49 (e-C); 22,10 (d-C); 31,03 (c-C);
52,86 (b-C); 170,47 (c-C) / ''B RMN (128,38 MHz, CDCl3) & (ppm): 30,839/
Rendimiento: 86,69 %.
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5.7. Sintesis de 2-((difenilmetilen)amino)-4-pentenoato de etilo (3a)

1) EtOH, Reflujo, 30 min

2) Br/\/
3) Ny, 25° C, 14 horas

En un tubo de reaccion se anade N-(difenilmetilien)-glicinato de etilo (300
mg, 1,122 mmoles), 3 mL de etanol, y a continuacién la base (0,272 g, 0,0022
mmoles). La mezcla se deja a reflujo durante un lapso no mayor a 30 min, para
luego anadir bromuro de alilo (0,204 mg, 0,0017 mmoles). La solucién se
adquiere de color amarillo al agregar el compuesto alquilante y se deja reaccionar
durante 14 horas aproximadamente en condiciones de reflujo. Transcurrido el
tiempo y utilizando la técnica de TLC para confirmar el avance de la reaccion, se
procede a extraer la muestra mediante el empleo de un embudo de decantacion
usando DCM vy agua destilada. La fase organica se seca con sulfato de sodio
anhidro, se filtra y se evapora el solvente en un evaporador rotatorio. El resultado

es un aceite opaco con una leve tonalidad amarilla.

'"H RMN (200 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,23 (t, J= 3H, a-H), 2,62-2,71 (m, 2H, -
H), 4,11-4,2 (m, 3H, b-H y d-H), 5 (t, J= 14,1 Hz, 2H, h-H), 5,59-5,80 (m, 1H, g-
H), 7,15-7,79 (m, 10H)/ '>C RMN (50,31 MHz, CDCL;) & (ppm): 14,27; 38,16;
60,88; 65,34; 170,53; 171,74/ Rendimiento: 60,01 %.
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5.8. Sintesis 2-((difenilmetilen)amino)-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3-2-dioxaboro-
lan-2-il) pentanoato de etilo (3b)

N 1) 1.5 mol-% [Ir(COD)ClI],
+ O 0 2) 3 mol-% DPPM

p ﬁ—% 3) DCM, 25 ®C, 14 horas

En un tubo de reaccion se afiaden cuidadosamente el catalizador
[Ir(cod)Cl], (1,29 mg, 1,93x10” mmoles), DPPM (1,43 mg, 3,85x10~ mmoles),
luego 3mL de DCM, el alqueno (0,193 g, 0,964 mmoles) y finalmente
pinacolborano (0,328 mL, 2,89 mmoles). Previo a cerrar el sistema, se intenta
dejar una atmosfera inerte pasando una pequefia corriente de argon para desplazar
el aire, tomando ventaja de la mayor densidad de este gas. El sistema se deja en
agitacion a temperatura ambiente durante 14 horas y se revisa el progreso de la
reaccion con TLC. Finalizado el tiempo, la muestra se evapora a sequedad, y se
purifica en una columna de silica gel usando como eluyente DCM. Se obtiene un

aceite de color amarillo.

'H RMN (400 MHz, CDCLs) & (ppm): 0,72 (t, J= 7,3 Hz, 2H, h-H), 1,25 (s, 15H,
a-H y j-H), 1,39-1,47 (m, 2H, g-H), 1,95 (q, J= 8 Hz, 2H, f-H) 4,06 (t, J= 6,3 Hz,
1H, d-H), 4,13-4,21 (m, 2H, b-H), 7,17-7,79 (10H) / *C RMN (100,62 MHz,
CDCls) & (ppm): 10,89; 14,15; 20,47; 24,46; 36,14; 60,58; 65,39; 82,84; 170,08;
172,29/ ''B RMN (128,38 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 21,308/ Rendimiento: 95,84 %
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5.9. Sintesis acido 2-amino-5-boronopentanoico (3c)

Ph)_ 0 0
_N ~
Ph ?LO 1)EtOH, HCI 3[N] HaN2 - on

b

C

2) Reflujo, 2 horas d

-0
B 3) HCI 6]N], Reflujo, 16 horas .
0O B
HO~ OH

Dentro de un tubo de reaccidén con tapa roscada de teflon, se agregan el
compuesto hidroborado (281 mg, 0,645 mmoles), 3 mL de MeOH y 3 mL de HCI
3N. La solucion se deja a reflujo durante 2 horas, pero al realizar una placa de
capa fina no se aprecia un cambio en el progreso de la reaccidon, por lo que se
decide agregar 1 mL mas de HCI 6N y dejarla durante 16 horas mas. Finalizado el
tiempo, la solucidon se neutraliza usando exceso de NH4,OH concentrado y la
solucion amoniacal se purifica usando una columna de resina de intercambio
io6nico, eluyendo con hidroxido de amonio 2M. Las fracciones de interés se

combinaron y concentraron en un evaporador rotatorio.

'H RMN (200 MHz, CDCL3) & (ppm): 0,72 (t, J= 7,3 Hz, 2H, e-H), 1,39-1,43 (m,
2H, d-H), 1,68-1,79 (m, 2H, c-H), 3,64 (t, J= 6,1 Hz, 1H, b-H) / °C RMN (50,31
MHz, CDCL) & (ppm): 14,21; 19,65; 32,83; 54,95; 175,41/ ''B RMN (64,19
MHz, CDCl;) 6 (ppm): 19,24 ppm/ Rendimiento: 77,87 %
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5.10. Sintesis 2-(3-buten-1-il) malonato de dietilo (4a)

1) EtOH, Reflujo, 30 min

O O ©)
+ %*OK
/\OMO/\ ® 2 BI’/\/\

3) Reflujo, 14 horas

Usando un tubo de reaccion se masan el malonato de dietilo (0,4 mg, 2,49
mmoles), tertbutoxido (588,4 mg, 5,22 mmoles) y se agregan 3 mL de etanol; la
solucion se deja en condiciones de reflujo durante 30 minutos y luego se anade el
alquilante (403 mg, 2,98 mmoles) tornando la solucioén de color amarillo. Se deja
la reaccion en condiciones de reflujo durante 14 horas mas y se verifica la
formacion del producto final mediante TLC. El compuesto se aisla utilizando una
columna cromatografica, donde se juntan las fracciones de interés y se les
remueve el solvente empleando un evaporador rotatorio. El producto final es de

color amarillo y de aspecto aceitoso.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,2 (t, J= 7,1 Hz, 6H, a-H), 1,94 (t, ]= 7,4
Hz, 2H, e-H), 2,03 (t, J= 7,1 Hz, 2H, f-H), 3,27-3,30 (m, 1H, d-H), 4,12-4,15 (m,
4H, b-H), 4,93- 5,02 (m, 2H, g-H), 5,67-5,75 (m, 1H, h-H)/ *C RMN (100,62
MHz, CDCl3) & (ppm): 14,19 (a-C); 27,97 (e-C); 31,41 (f-C); 51,31 (d-C); 61,39
(b-C); 116,04 (h-C); 137,01 (g-C); 169,49 (c-C)/ Rendimiento: 87,30 %
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5.11. Sintesis de 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)propil)ma-
lonato de dietilo (4b)

0 o0 H 1) 1.5 mol-% [Ir(COD)Cl],
+ o0 2 3mol-% DPPM

3) DCM,Ar, 25° C, 14 horas

En un tubo de reaccion se anade en una primera instancia los catalizadores

de [Ir(cod)Cl], (0,0293 mg, 4,36x10” mmoles) y DPPM (0,0335 mg, 8,72x107
mmoles) a continuacién se agregan 3 mL de DCM previamente secados. Luego
se afade pinacolborano (0,837 mg, 6,54 mmoles) y dietil 2-(3-buten-1-il)
malonato (467,1 mg, 2,18 mmoles), se deja con agitacion en una atmoésfera inerte
con argdn por un periodo de 14 horas. Al constatar el avance de la reaccion
mediante TLC, el producto se purifica en una columna de silica gel usando como
fase movil hexano y acetato de etilo. Las fracciones de interés se juntan en un
balén y se les remueve el solvente utilizando un evaporador rotatorio y luego una
bomba mecanica de alto vacio. Se obtuvo un producto aceitoso de color
anaranjado.
'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 0,72 (t, J= 7,4 Hz, 2H, h-H), 1,19 (s, 18H,
a-Hy j-H), 1,28 (q, J= 7,5 Hz, 2H, g-H), 1,39 (q, J= 7,5 Hz, 2H, f-H), 1,84 (c, J=
7,5 Hz, 2H, e-H), 3,26 (t, J= 7,5 Hz, 1H, d-H), 4,12-4,17 (m, 4H, b-H) / °C
RMN (100,62 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,88 (h-C); 14,11 (a-C); 23,67 (g-C);
24,84 (j-C); 28,53 (f-C); 29,89 (e-C); 51,93 (d-C); 61,05 (b-C); 82,90; 169,41/
"B RMN (128,38 MHz, CDCl3) & (ppm): 19,610/ Rendimiento: 75,24 %
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6. DISCUSION

Al finalizar los experimentos es posible establecer que el objetivo
primordial de sintetizar compuestos derivados de dacido 2(S)-amino-6-
boronohexanoico fue posible en su gran mayoria, lo que permitira posteriormente
realizar estudios sobre su potencial actividad bioloégica como inhibidor de la
enzima arginasa. Los resultados de la espectroscopia RMN y de masa, ayudan a

dilucidar el resultado obtenido y poder caracterizar los compuestos.

6.1. Mecanismos propuestos:

A continuacion, se proponen los mecanismos que son comunes en las 4

sintesis:

Alquilaciéon: El producto de partida (malonato de dietilo o N-(difenilmetilien)-
glicinato de etilo) al ser tratado con una base origina un carbanién en el carbono
o, que genera estructuras resonantes, que luego ataca al haluro de alquilo para asi

formar el producto mediante una reaccién SN, (28), tal como se ilustra en la figura

8:
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Figura 8: Mecanismo de alquilacion

Hidroboracion: La hidroboracion de alquenos involucra un mecanismo de adicion

. 4 : L 29
electrofilica de un solo paso a través de un estado de transicion *”, tal como se

muestra en la figura 9:

HC=CH, H,C—CH,

d\sz é - Hfo AL
ra s I 6=

Figura 9: Mecanismo de hidroboracion de una olefina.
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La reaccion comienza cuando la olefina ataca al boro del pinacolborano
formando el estado de transicién, que luego da paso al producto syn anti-
Markovnikov favorecido por el impedimento estérico presente en la molécula,
que generan los grupos ésteres. Por otra parte, en este experimento se trabajé con
un complejo de iridio, por lo que existen diferencias con el mecanismo anterior.

En la figura 10, es posible observar como se desarrolla la hidroboracion
catalizada por iridio y ademads se realiza una comparacion con un mecanismo de

hidroboracién usando un complejo analogo de rodio.

R1 R2 \ITI R1 R2
H M-Bcat W/KBcat
N ‘1 N
C:/I\I/I—Bcat Cl C;/M_H
Cl L Cl

N,c’;“?; W

Figura 10: Ciclo catalitico de hidroboracion utilizando complejos de Iridio y

Rodio
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La bibliografia establece que los complejos de iridio poseen una
regioselectividad superior que los complejos de rodio ©”. Al observar la figura 7,
y asumiendo que R; es una cadena de hidrocarburos y R, un hidrogeno, el
complejo de iridio catalizard y producird la hidroboracion del carbono terminal
llegando a obtener incluso a un 100% de rendimiento. Por el contrario, el
resultado que se obtiene realizando una hidroboracion catalitica con complejos de
rodio, resulta en una mezcla con una razéon de 3:1 entre productos que se
hidroboran siguiendo la regla de Markovnikov y los productos anti-Markovnikov.

Otra ventaja comparativa que poseen los catalizadores de iridio con
respecto a otros, es su valor economico ©'>?. El precio de este catalizador es
menos de la mitad de lo que cuesta su homologo de rodio. Esta caracteristica es
de gran relevancia al momento de hacer una proyeccioén de la sintesis a mayor
escala, pues cumple con unos de los objetivos primordiales de este trabajo, que es
el de abaratar los costos.

El catalizador ocupado en esta investigacion fue el dicloruro de bis(1,5-

ciclooctadieno)diiridio (I) que posee la siguiente estructura:

N

Ir Ir/\|
CI p

Figura 11: Estructura de [Ir(cod)Cl],
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Este catalizador es un dimero que se ocupa como precursor para la
catalisis. Es un so6lido de color naranja y es soluble en solventes orgéanicos.

Ademas del catalizador, para poder llevar a cabo esta reaccion es necesario
un ligando. La eleccion del ligando se realizd segun la experiencia de Yasunori
Yamamoto y col. ®¥, debido a que el mayor rendimiento de hidroboracion se
obtuvo al utilizar el complejo de [Ir(cod)Cl], junto con dppm, aventajando con un
89% de rendimiento a otros ligandos de fosfina utilizados tales como: dppe, dppp

y dppb que se muestran en la figura 12.

»
2 oo

)

dppe

O
Q 7\
Q@W% e

dppp
dppb

Figura 12: Distintos tipos de ligandos de fosfina usados por Yasunori Yamamoto

y col ¥,
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La adicion de un ligando al proceso de hidroboracion catalitica tiene 2
propdsitos importantes: i) garantizar un sitio de coordinacion requerido para la
adicion oxidativa del pinacolborano y ii) desestabilizar el enlace Ir-B como
consecuencia de su naturaleza electro-atractora y por tanto facilitar la formacion
del nuevo enlace C-B ©”.

Hidrdlisis: En esta investigacion se utilizoé la hidrolisis dcida con etanol y

acido clorhidrico. El mecanismo hidrolitico procederia segiin se muestra en la

figura 13 ¥

7 Ne OH COH

O H ®
R . N
R @/ HOY o

| L * H;0
i Ao

Figura 13: Mecanismo de hidrdlisis acida del grupo éster.

Para el caso de la hidrélisis de la imina que protege al aminoacido el

mecanismo seria el que se ilustra en la figura 14 @
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Figura 14: Mecanismo de hidrolisis de una imina

Por ultimo, para la formacion del 4cido boérico, la hidrélisis procederia

seglin se explica en la figura 15 @

R R ® H R
Ly~ X\ H o -0 or-OH
/B\ O /B\ H /B\ @
o) oM = GO=H

T TR

P —
~
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B H—0 ©¢0-A
HO OH ﬁ—%

Figura 15: Mecanismo de reaccion de la hidrolisis del pinacolborano

/
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6.2. Sintesis:

6.2.1. Sintesis 2,2-dialilmalonato de dietilo (1a):

Esta sintesis tedricamente no representa gran complejidad, pues el
tratamiento con etdxido de sodio en relacion 2,2 : 1 con respecto al malonato de
dietilo basta para hacer efectiva la dialquilaciéon con bromuro de alilo se produzca
sin problemas. Sin embargo, para esta sintesis se intenta replicar y por tanto
seguir las mismas especificaciones que la sintesis de ABH previamente realizadas
en el proyecto FONDEF D11/1098 ©” y de este modo corroborar si esta
condicién es necesaria para una alquilacion exitosa. La purificacion de este
compuesto también resultd sencilla, porque luego de haber realizado un
seguimiento mediante placas de TLC y evidenciar que el material de partida
desaparecio, solo bastd una extraccion con solvente para separar en la fase acuosa
la base y en la organica el compuesto de interés.

Con la ayuda de la espectroscopia es posible verificar la existencia del
compuesto. En la espectroscopia 'H RMN, se aprecia la ausencia de la sefial
tipica de los protones alfa del malonato de dietilo que poseen un desplazamiento
quimico en 3,4 ppm y que afecta también a la sefal del carbono que pasa desde
41,6 ppm a 57,22 ppm, sefial que en la espectroscopia DEPT no se ve pues
pertenece a un carbono cuaternario, comprobando que la alquilacion resulto.
Otras sefiales que dan cuenta de la formacion del producto, son las de los
protones pertenecientes al alqueno, que integra para 2 y 4 protones y poseen un
desplazamiento quimico de 5,48-5,59 y 4,96-4,99 ppm respectivamente, siendo la
prueba de que existe una dialquilacién. Analizando el espectro °C, se aprecian
las sefales que confirman la presencia de los carbonos pertenecientes al doble

enlace cuyos desplazamientos quimicos son 119,03 y 132,37 ppm.
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6.2.2. Sintesis de 2,2-bis(3-(3,3,4,4-tetrametilborolan-1-il)propil)malonato de
dietilo (1b):

Para la obtencion de este producto se siguieron los pasos ocupados en la
literatura ®*. Empleando como catalizador un complejo de iridio, un ligando de
fosfina, DCM (que se debia secar previamente dejandolo una noche con cloruro
de calcio y luego destilarlo usando pentoxido de fosforo bajo una atmdsfera de
nitrogeno °¥) y pinacolborano se realizd una nueva sintesis, con reactivos
distintos a los utilizados previamente en el proyecto FONDEF D11/1098 ©”. Uno
de los reactivos que se cambid fue el catecolborano, debido a que es muy sensible
al aire y suele descomponerse con facilidad resultando en una solucién coloidal
de coloracion negra, y en su lugar se utilizd pinacolborano que no presenta este
problema ©%.

Tal como indica Y. Yamamoto y col ®¥, el compuesto se purifico con el
uso de una columna de silica gel y como fase mévil DCM donde finalmente se
consigui6 un aceite de color naranja que no estaba totalmente puro, razén
atribuible a que solo se utilizd una elucion que carecid6 de una gradiente de
polaridad.

Al analizar la espectroscopia 'H RMN, se comprueba que el compuesto
obtenido no presenta las sefiales de los protones del doble enlace, porque en su
lugar la hidroboracion anti-Markovnikov deja sefiales caracteristicas de un
metileno a alto campo en 0,68 ppm. También es apreciable el aumento en la
integral de los protones con desplazamiento en 1,14 ppm correspondiente a los
metilos del pinacolborano. En la espectroscopia *C RMN las sefiales mas
importantes son las que corresponden a los carbonos cuaternarios del
pinacolborano cuyo desplazamiento quimico es de 82,89 ppm, y también los
carbonos de los metilos del pinacolborano que poseen un desplazamiento de

24,79 ppm.

32



6.2.3. Sintesis de acido 5-borono-2-(3-boronopropil) pentanoico (1¢)

La hidrolisis del producto anterior se realiz6 con el fin de remover los
grupos protectores de la molécula, es decir, el etilo y pinacol. Ambas remociones
no deberian presentar mayor problema, sin embargo, bajo condiciones muy
fuertes, el pinacolborano podria presentar los problemas antes mencionados y
también podria ser reemplazado por un grupo hidréxilo, segun experiencias
previas en esta investigacion para este mismo paso sintético.

Para intentar purificar este producto, no se puede utilizar una columna de
silica gel, pues el compuesto presenta gran polaridad y no eluye con ningun
solvente orgéanico. Es por esto que mediante el uso de una mezcla de: 1-butanol,
acido acético glacial y agua (en una relacion 4:1:1 respectivamente) se eluyeron
placas TLC para asi lograr un mayor Rf del compuesto y compararlo con el
precursor para comprobar el avance de la reaccion. La obtencion del producto
final se intent6 realizar en una columna de intercambio i6nico con el fin de que
los compuestos polares quedaran retenidos y los organicos eluyeran primero. El
resultado final fue un rendimiento bastante bajo, por lo que se puede establecer
que la metodologia no fue la dptima.

Con tan poca cantidad de muestra, fue preferible realizar una
espectroscopia de masas para identificar el compuesto. La masa del ién molecular
coincide con el peso molecular del compuesto esperado, y el pico base
corresponde a la ruptura de un grupo hidroxi del compuesto, asi como el que
aparece en 169 m/z. El segundo pico secundario de 187 m/z corresponde a la
pérdida de un grupo boronico, al igual que el correspondiente al pico que aparece

en 141 m/z.
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6.2.4. Sintesis de 2-alilmalonato de dietilo (2a)

Para lograr la monoalquilacién del malonato de dietilo, se utiliz6 una base
con una equivalencia de 1:1 con respecto al material de partida y ademas se
agregd un pequefio exceso de material alquilante. Utilizando una base débil se
intenta la abstraccion del proton alfa y lograr la formacion del nucledfilo.
También se limit6 la cantidad de electrofilo para lograr el mismo objetivo de
monoalquilar.

En este paso se logrd un alto rendimiento, y ademas el producto se pudo
verificar con los resultados de la espectroscopia RMN. Las sefiales mas
destacadas son: la sefial que integra para 1 protén entre 3,36 ppm, corresponde al
unico proton en posicion alfa que queda en el malonato de dietilo y cuyo carbono
sufre un desplazamiento a 51,78 ppm; Las sefiales de bajo campo a 4,99- 5,09 y
5,63- 5,78 ppm indican la presencia de protones del alqueno que integran para 2 y
1 protones respectivamente, que en el espectro de BC RMN aparecen en 11,53 y
134,24 ppm.

En la espectroscopia de ° C RMN DEPT es posible apreciar que en 51,77
ppm existe una sefial correspondiente a un metino, que seria el carbono o.
También se aprecia la existencia un pico que apunta hacia arriba 134,22 ppm y
otro hacia abajo en 117,52 ppm correspondientes al metino y metileno del doble

enlace.
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6.2.5. Sintesis de 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)propil)
malonato de dietilo (2b)

Este paso de hidroboracion tuvo un mal rendimiento pese a tomar todas las
medidas necesarias, como haber secado previamente el DCM a utilizar y haber
agregado el pinacolborano pinchando con una jeringa de vidrio a través del frasco
contenedor y luego agregandolo al sistema que se encuentra purgado con argon.
Otro posible factor que haya afectado el resultado, es la utilizacion de la columna
de silica con una eluciéon unica de DCM.

Las principales sefiales de espectroscopia a analizar en esta molécula son:
la desaparicion del enlace m del doble enlace que fueron reemplazados por un
enlace con un proton y a con grupo borado. Las sefales de los protones del
carbono terminal de la cadena unido a boro, tienen un desplazamiento quimico de
0,71- 0,78 ppm y en la espectroscopia de *C-RMN este carbono tiene una sefial
de forma gaussiana en 11,52 ppm. El aumento de la integral en la sefial de 1,19
ppm es la suma de los protones de los metilos del malonato de dietilo, del
pinacolborano y al metileno vecino al carbono enlazado al boro; que en conjunto
completan los 20 protones de la integral.

En la espectroscopia ''B RMN se puede observar la apariciéon de una sefial

en 19,61 ppm, corroborando la adicion del pinacolborano a la estructura.
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6.2.6. Sintesis de acido-2-(3-boronopropil)malénico (2¢)

En base a la experiencia anterior, se realiz6 la hidrolisis aumentando la
concentracion de acido en el medio y se procur6 no terminar con la reaccion hasta
que los resultados que revelo el TLC no fueran los esperados. Luego de
comprobar que lo antes mencionado se cumpliera, se decidi6 realizar una
extraccion por solvente con agua y DCM. Este hecho probablemente puedo haber
influido positivamente en el rendimiento final de la molécula, ya que, con la
extraccion se evitd una mayor pérdida de lo que podria provocar en la columna de
resina de intercambio i6nico.

En este caso, la primera sefnal de interés para revisar si las condiciones de
mayor acidez en el medio no afectaron al grupo boronato, es la que arroja la
espectroscopia del ''B RMN en 30,84 ppm, que confirma la existencia del grupo
de interés. La ausencia de las sefales de los metilos (1,19 ppm y 14,16 ppm para
la espectroscopia '"H RMN y *C RMN respectivamente) y metilenos (4,9-4,17
ppm y 61,25 ppm en 'H RMN y ""C RMN respectivamente) confirman la
hidrélisis de los grupos éster del malonato de dietilo, y que en el caso del
pinacolborano la desproteccion se evidencia en la desaparicion de los carbonos
cuaternarios en 83,01 ppm.

En la espectroscopia *C RMN DEPT se puede apreciar con mayor
notoriedad la presencia de 3 sefiales de CH,, una en 14, 49 ppm, otra en 22,10
ppm y otra en 31,03 ppm que pertenecen a la cadena lateral con que se alquilé en
un principio. La sefial que apunta hacia arriba en 52,88 ppm indica la persistencia
del metino en la molécula, y que por lo tanto solo hubo hidrolisis y no una

descarboxilacion posterior.
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6.2.7. Sintesis 2-((difenilmetilen)amino)-4-pentenoato de etilo (3a)

En la sintesis de este aminoacido (ABP) se utiliz6 un compuesto que posee
como grupo protector un etilo para el acido carboxilico y una imina para la
amina. Se agregd una base débil para lograr la abstraccion de solo un proton.
Aunque se agrego en exceso, la monoalquilacion se logré dejando como reactivo
limitante el bromuro de alilo. La muestra se dejo durante el tiempo suficiente para
que reaccionara todo el material de partida. El bajo rendimiento podria haber
mermado debido a un posible impedimento estérico que afectara a la base al
abstraer el proton o, pues se encuentra cercano a una gran nube electronica dada
por el doble enlace de la imina y los grupos fenilos.

Analizando los resultados de la espectroscopia de '"H RMN, se puede ver una
sefial que integra para 3 protones en 4,11-4,2 ppm pertenecientes al metilo del
grupo etilo y al protoén alfa remanente en la molécula de partida; otras sefiales
importantes para esta molécula son las del grupo alilo, que se diferencian de las

aromaticas porque aparecen en 5y 5,59-5,8 ppm.
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6.2.8. Sintesis 2-((difenilmetilen)amino)-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3-2-dioxabo-

rolan-2-il)pentanoato de etilo (3b)

Para este paso se utilizé un exceso de pinacolborano bastante considerable
con el fin de asegurarse de que la hidroboracion se produzca. Por ultima vez en
esta sintesis se intentd purificar el compuesto con una elucion sin gradiente de
DCM en una columna de silica gel, y se obtuvieron mejores resultados pues el
pinacol sobrante de la reaccion eluy6 primero dejando el producto de interés para
el final.

Al igual que los otros casos de hidroboracion previos, las sefiales que son
las més importantes son: la que aparece a alto campo para la espectroscopia
'HRMN en 0,72 ppm (y 10,89 ppm para la C RMN) perteneciente a los
protones unidos al carbono terminal de la cadena vecino al boro del pinacol
borano; la presencia de este grupo en la sintesis también es apreciable debido a
las sefales en 1,25 ppm que integran para todos los protones de los metilos de la
molécula, pero que en °C RMN se diferencian, ya que, la sefial del grupo etilo es
de 14,15 ppm y en el pinacolborano esta sefial de los metilos se encuentra con un
desplazamiento quimico de 24,46 ppm.

En la espectroscopia C RMN DEPT se pueden ver las sefiales que
apuntan hacia abajo pertenecientes a los metilenos de la cadena lateral de 3
carbonos, en 10,89 ppm, 20,46 ppm y 36,14 ppm que van desde el carbono
adyacente al grupo boronato hasta el carbono 3 al carbonilo.

Por ultimo, la sefial de ''B RMN en 21, 31 ppm es la que termina por

confirmar la hidroboracion del alqueno.
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6.2.9. Sintesis acido -2-amino-5-boronopentanoico (3¢)

Durante esta hidrolisis se decidid partir de una concentracion de dcido mas
baja para no provocar alguna reaccion no deseada, sin embargo, transcurrido el
tiempo y al comprobar mediante TLC que la reaccidon atn no concluia, se decidio
agregar mayor concentracion de acido. Luego de la etapa de purificacion
mediante una columna de resina de intercambio i6nico, la muestra parece estar
limpia, pero al revisar los espectros obtenidos se demuestra que también tiene
impurezas.

Partiendo por el 4cido bordnico, el espectro ''B RMN revela la presencia
de este al mostrar una sefial en 19,24 ppm. El metileno adyacente a este grupo se
manifiesta con un triplete en 0,72 ppm para los protones y en 14,21 ppm para el
carbono. El grupo carbonilo de este aminoécido tiene una sefal caracteristica en
175,41 ppm en la espectroscopia °C RMN vy el carbono que se encuentra en
medio del grupo amino y acido presenta una sefial de 54,95 ppm y en 3,64 ppm
para su unico proton. Finalmente, los grupos metilenos restantes se diferencian
por tener un desplazamiento quimico singular debido a la cercania a distintos
grupos; el mas cercano al acido bdrico se encuentra menos desprotegido por lo
que sus protones tienen una sefal en 1,39-1,43 ppm y su carbono en 19,65 ppm,
mientras que los protones mas desapantallados del otro grupo metileno aparecen

en 1,68-1,79 ppm.
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6.2.10. Sintesis 2-(3-buten-1-il)malonato de dietilo (4a)

Esta reaccion en un principio presentd algunas dificultadas pues no se
lograba realizar la alquilacion, incluso afadiendo mas base o elevando
significativamente la temperatura, se pens6 que tal vez se estaba formando el 1,3-
butadieno y que por lo tanto la reaccion carecia de un electrofilo. Sin embargo,
cuando se reemplazo la base por la misma, pero de un frasco recién abierto, la
reaccion funciond. El paso de purificacion, se logré de mejor manera y esto
permitio que el rendimiento de la reaccion aumentara considerablemente.

Al observar los espectros obtenidos, se puede apreciar la alquilacion
mediante la sefal que hay en 3,27-3,30 ppm y que integra para 1 proton
perteneciente al proton o. En la espectroscopia 'H RMN existe una sefial en 2,03
ppm que integra para 4 protones correspondientes a los dos grupos metilenos del
bromobuteno, que se diferencian en las sefiales de °C RMN, pues el mas cercano
al doble enlace posee un desplazamiento quimico en 31,41 ppm y el otro en 27,97
ppm. Y por ultimo el metino del doble enlace tiene una sefal que integra para 1
en 5,67- 5,75 ppm y el metileno unido tiene una senal que integra para 2 protones
en 4,93- 5,02 ppm; los carbonos aparecen en 137,01 y 116,04 ppm

respectivamente.
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6.2.11. Sintesis 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)propil) malo-
nato de dietilo (4b)

Con ayuda de un tubo de reaccion tapado con una tapa rosca de teflon se
quiso lograr un sellado optimo que lograra mantener una atmodsfera inerte de
argon. A diferencia del resto de las hidroboraciones realizadas, la purificacion se
hizo con una gradiente de eluciones de acetato de etilo y hexano, obteniendo
mejores resultados; esta nueva forma de purificacion no se habia realizado antes
principalmente porque la bibliografia sugeria la utilizacion de DCM, para evitar
que cualquier traza de agua que existiera en el acetato pudiese reemplazar el
pinacolborano por un grupo hidroxilo.

Como evidencia de que la hidroboracion pudo concretarse, primero se
analizan las sefiales de 'H RMN, se puede observar que aparece una sefial que
presenta un singulete a alto campo, que integra para 2 protones y cuyo
desplazamiento quimico es de 0,72 ppm, correspondiente al metileno que se
encuentra unido a pinacolborano y cuyo carbono tiene un desplazamiento
quimico de 10,88 ppm. El carbono con posicién 3 con respecto al boro ahora
integra para 2 protones con un quinteto cuyo desplazamiento quimico es de 1,28
ppm y su carbono aparece en 23,67 ppm.

Al igual que las hidroboraciones anteriores es importante fijarse en las
seflales pertenecientes al pinacolborano, donde la espectroscopia ''B RMN,
muestra una clara sefial en 33,98 ppm. Para el caso de la espectroscopia C
RMN, las sefiales correspondientes a los metilos aparecen en 24,84 ppm y las
referentes a los carbonos cuaternarios aparecen en 82,90 ppm. Finalmente, en la
espectroscopia de 'H RMN, los metilos aparecen a alto campo y superpuestos con

los metilos del grupo etilo del malonato de dietilo con un desplazamiento de 1,19
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6.3. Comparacion de los pasos sintéticos de cada molécula objetivo

A continuacion, en la tabla 1 se muestran los porcentajes de rendimiento
de cada paso sintético realizado durante la investigacion. Estos datos permiten
realizar una comparacion entre cada molécula estudiada y ayudan a ver cudles son

las falencias y ventajas que present6 cada paso.

Tabla 1: Resumen de los rendimientos por paso y globales de cada molécula

expresados en porcentaje (%):

Alquilacion | Hidroboracion | Hidrolisis | Global

acido -4-borono-2-(2-boro-

noetil)butanoico 71,3 81,54 18,5 10,76

acido-2-(3-boronopropil)

malénico 93,9 36,48 86,69 29,69
acido -2-amino-5-borono-

pentanoico 60,01 95,84 77,87 44,79
acido 6-boronohexanoico 87,3 75,24 X 65,68

Al analizar esta tabla se pueden establecer algunos puntos:
o El paso de alquilacion es donde se obtuvo el mayor rendimiento. Sin
embargo, es posible apreciar que el menor valor se obtuvo al ocupar la imina
como compuesto de partida. Tal vez como se ocupd una base mdas débil

(tertbutoxido de potasio) y con una nube electronica mas voluminosa que el
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etoxido de sodio, presentd algin problema al intentar abstraer el proton, ademas
que los grupos fenilos también podrian haber influido en un posible impedimento
estérico que perjudico la reaccion. Por otro lado, la base que ayudd a mejorar el
rendimiento fue el K,COj3; pero se debe notar que las cantidades que se utilizaron
para este fin, fueron muy superiores a la empleada en los otros casos.

° En la hidroboracion, no se variaron las condiciones de reaccion entre las
distintas sintesis. Pero se observa de la tabla 1, que el menor rendimiento se
obtuvo cuando se requeria hidroborar dos grupos alquenos en la misma molécula.
Tal vez es necesario mas tiempo de reacciéon y/o agregar mayor cantidad de
catalizador. También es importante notar que una elucidon con gradiente de
acetato de etilo y hexano, también fue 1til al momento de realizar la purificacion.

o La hidrolisis 4cida realizada en las moléculas fue un paso bastante
complejo de realizar. Cuando se agregaron mayores cantidades de 4cido
clorhidrico y se mantuvo en condiciones de reflujo durante mucho tiempo,
ocurrié la hidrélisis esperada de los esteres o del grupo imina, pero existio la
posibilidad de que el pinacolborano fuera desplazado por un grupo hidroxilo.
Ademas, el paso final de la purificacion es bastante complejo, ya que, las
moléculas deseadas tienen una gran polaridad y separarlas mediante TLC no es
factible. Finalmente, la hidrélisis del ABH no se pudo concretar debido a la
posible contaminacion de algin reactivo, que se evidencio al comprobar que en
los espectros RMN de 'H existian sefiales que indicaban la presencia de sefiales

aromaticas y no aparecian las sefiales correspondientes a los metilenos.
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6.4. Efectos esperados en medicion de actividad biologica

Antes de discutir sobre resultados de bioactividades, es preciso aclarar que
el enfoque de esta investigacion era la sintesis organica de nuevas moléculas que
fueran potenciales inhibidores de arginasa, es por esta razon que se discutird de
modo hipotético que es lo que se esperaria de los ensayos biologicos.

(37

Previamente, Preite y col. , analizaron las bioactividades de dos

moléculas: el ABP y el ABH, cuyos los resultados aparecen en la figura 16:

5 60
A) 2
-
Ki= 35
LARG 160 m
A L-ARG 200 M
20 15 -0 5 o 5 10 15 20 5 20 -20 <15 -0 5 0 5 10 15 20 25 30 35
ABP, uM ABP, uM
14 8
= =
. .
12
6
10 4
Ki=12,3 uM
Ki=84uM
4
O LMAG v
. A LG 1% mM
2 O LARG 200 M
20 15 -10 5 o 5 10 15 20 25 0 35 20 -15 -10 5 0 5 10 15 20 25 30 35
ABP, uM ABH, uM

Figura 16: Graficos de Dixon para las moléculas de A) ABP y B) ABH
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La primera observacion que se puede hacer es que los graficos de Dixon
coinciden con un mecanismo de inhibicién enzimatica competitiva “”. Este
resultado es de gran importancia para corroborar que las moléculas objetivo
estarian cumpliendo su rol de inhibidoras y a su vez compiten con el sustrato (que
en este caso es la arginina) por el sitio activo de la enzima arginasa.

Un segundo analisis tiene que ver con el valor de Ki (constante de
inhibicion) de cada molécula. Se sabe que un menor valor de Ki implica una
mayor afinidad de la molécula por el sitio activo y en consecuencia se necesita
una menor concentracion de la droga para lograr el efecto inhibidor en la enzima
@D En vista de la caracteristica antes descrita, es posible observar que el ABP
posee un menor Ki con respecto al ABH, este hecho estaria dando a entender que
el largo de la cadena afecta el modo como el inhibidor se acopla en el sitio activo
de la enzima. Por esta razén es que se hace interesante estudiar si las otras
moléculas que se alquilaron con bromuro de alilo, también mejoran su afinidad al
tener un largo de cadena mas corta.

Una inquietud que también se podria aclarar con los bioensayos, es sobre
la importancia del grupo amino en la molécula. Esto podria resolverse utilizando
el 4cido-2-(3-boronopropil) maloénico, y ver como se afecta el valor de Ki. Tal
vez el tener 2 grupos acidos le dé la opcion de interactuar con otros residuos
aminoacidicos del sitio activo y afectar de modo positivo o negativo la inhibicion.

Finalmente, el 4cido-4-borono-2-(2-boronoetil) butanoico podria entregar
informacion si la adicion de un nuevo grupo boronato a la molécula potencia
sinérgicamente al inhibidor y ayuda a formar nuevas interacciones de
coordinacion con el cluster de magnesio dentro de la arginasa.

Con estas nuevas interrogantes planteadas, y sabiendo que una cadena de 5

carbonos parece ser la adecuada, se tendrian que realizar los nuevos bioensayos
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para determinar el valor de Ki y en base a los resultados saber cudl es la molécula
que con una menor concentracion logra inhibir la enzima arginasa y de este
modo, se podria elaborar un nuevo farmaco con un menor costo, ya que, una
dosis mas baja abarataria los costos de produccion y se cumpliria el objetivo de

este trabajo.
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7. CONCLUSIONES:

o Se logré la sintesis del acido-4-borono-2-(2-boronoetil) butanoico con un
rendimiento global de 10,76%, donde el paso de hidrélisis fue el que presentd
mayores problemas.

J El acido-2-(3-boronopropil) maldnico se sintetizd6 con un rendimiento
global de 29,69%. El paso de menor rendimiento fue la hidroboracién de los 2
grupos alquenos.

o En el caso del acido -2-amino-5-boronopentanoico, la alquilacion fue el
paso sintético que mermo¢ el rendimiento global que llego al 44,79%.

o El acido-2-amino-6-boronohexanoico no pudo sintetizarse, ya que, durante
la hidroélisis ocurrié una contaminacion que impidid obtener el producto deseado.
o Fue posible cumplir con 3 de los 4 objetivos especificos, sin embargo, en
trabajos posteriores, se podria realizar una sintesis convergente con el fin de
mejorar el rendimiento global de la reaccion. Para lograr esto, primero se deberia
hidroborar la cadena que posee el alqueno, y luego alquilar el 4cido o aminoécido
correspondiente. Sin embargo, se deberian estudiar bien las condiciones para no
hidrolizar accidentalmente el pinacolborano durante el proceso.

J Segun estudios realizados previamente en el proyecto FONDEF D11/1098
en el que se enmarca esta tesis, el ABP tendria una mayor afinidad por el sustrato
que el ABH. Esta nueva evidencia estableceria la importancia del largo de la
cadena con la que se realizo el paso de alquilacion. Se hace interesante entonces
saber que ocurrira con las nuevas moléculas sintetizadas, para poder establecer
que grupos funcionales son los que poseen una mayor influencia en el efecto
inhibidor de la enzima, y de este modo lograr la sintesis de una molécula

mejorada.
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9. ANEXO:

'H RMN (400 MHz, CDCl;) 2,2-dialilmalonato de dietilo (1a)
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C RMN (100,62 MHz, CDCls) 2,2-dialilmalonato de dietilo
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'H RMN (400 MHz, CDCI;) 2,2-bis(3-(3,3,4,4-tetrametilborolan-1-
il)propil)malonato de dietilo (1b)
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PC RMN (100,62 MHz, CDCl;) 2,2-bis(3-(3,3,4,4-tetrametilborolan-1-
il)propil)malonato de dietilo
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Espectro de masa acido 4-borono-2-(2-boronoetil) butanoico (1c¢)

B +MS2 (233.00): 108 MCA scans from Sample 1 (TuneSam...

1.008 2150

9.00e7-.
8.00&7-.
7.00&7-.
6.00e7:
5.0097:

Intensity, cps

4.00e7 1
3.00e7
2.0087:
1 .0097:

Max. 1.0e8 cps|

0.00H T Il‘ T - T M . T
100 120

56



'H RMN (400 MHz, CDCls) 2-alilmalonato de dietilo (2a)
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C RMN (100,62 MHz, CDCl5) 2-alilmalonato de dietilo

ppm
134,224
117,521

—61,438

—51,771
32,942

14,169

ol <
A o

rl' =T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm 120 100 80 60 40

58



'"HRMN (400 MHz, CDCl;) 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)propil)malonato de dietilo (2b)
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PC RMN (100,62 MHz, CDCly) 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)propil)malonato de dietilo
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'H RMN (400 MHz, CDCl;) 4cido 2-(3-boronopropil) malénico (2¢)
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PC RMN (100,62 MHz, CDCls) acido 2-(3-boronopropil)malénico
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'H RMN (200 MHz, CDCl;) 2-((difenilmetilen)amino)-4-pentenoato de
etilo (3a)
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C RMN (50,31 MHz, CDCls) 2-((difenilmetilen)amino)-4-pentenoato de
etilo
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'H RMN (400 MHz, CDCls) 2-((difenilmetilen)amino)-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3-2-dioxaborolan-2-il)pentanoato de etilo (3b)
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C RMN (100,62 MHz, CDCl5) 2-((difenilmetilen)amino)-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3-2-dioxaborolan-2-il)pentanoato de etilo
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"B RMN (128,38 MHz, CDCl;) 2-((difenilmetilen)amino)-5-(4,4,5,5-
tetrametil-1,3-2-dioxaborolan-2-il)pentanoato de etilo
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'H RMN (200 MHz, CDCl;) 4cido 2-amino-5-boronopentanoico (3C)
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PC RMN (50,31 MHz, CDCl;) 4cido 2-amino-5-boronopentanoico
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PC RMN (50,31 MHz, CDCl;) 4cido 2-amino-5-boronopentanoico

ppm

54,940

32,818

19,651

14,238

"B RMN (64,19 MHz, CDCl5) acido 2-amino-5-boronopentanoico

ppm
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'H RMN (400 MHz, CDCls) 2-(3-buten-1-il)malonato de dietilo (4a)
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C RMN (100,62 MHz, CDCl5) 2-(3-buten-1-il)malonato de dietilo
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C RMN (100,62 MHz, CDCl;) 2-(3-buten-1-il) malonato de dietilo
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'"HRMN (400 MHz, CDCl;) 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
il)propil)malonato de dietilo (4b)
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C RMN (100,62 MHz, CDCl3) 2-(3-(4.,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)propil)malonato de dietilo
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PC RMN (100,62 MHz, CDCly) 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)propil)malonato de dietilo

ppm
61,019
51,928
—29,859
—28,492
24,752
—23,618
—14,060
—10,805

"B RMN (128,38 MHz, CDCl;) 2-(3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)propil)malonato de dietilo
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