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1 Introduccio

L’ésser huma ha buscat en la Naturalesa la solucid a les seves necessitats des dels seus origens.
Els remeis naturals han estat la base per curar i prevenir les malalties de 'home des dels
primers escrits coneguts en les civilitzacions antigues; com documents trobats en I'antiga
Mesopotamia que inventariaren al voltant de 1.000 substancies derivades de les plantes, o
I’Ebers Papyrus que recolli fins 700 medicaments en I'any 1.500 a.C. Les civilitzacions xinesa,
hindu i grecoromana de forma paral-lela augmentaren aquests coneixements; i foren els arabs

els que ajuntaren i desaren tota aquesta saviesa durant I'edat mitjana.

El perque els remeis naturals poden curar es respongué en 1.805 quan Friedrich Serturner ailla
la morfina d’un cru d’opi,* fou el primer en isolar un producte natural farmacologicament
actiu. Comencava una era on es prenia consciencia de I'existéncia dels productes naturals: els
podrien aillar, purificar i estudiar. La prova es tingué pocs anys després, en 1.827 Merck tragué
al mercat la morfina, primer producte natural comercialitzat, i Bayer feu el mateix amb
I'aspirina en 1.899, primer farmac semisintétic analeg d’un producte natural. Pero el verdader
detonador de la recerca farmaceutica fou el descobriment de la penicil-lina per A. Fleming en
1.928.% Aixi s’inicia, després de la 22 Guerra Mundial, I’estudi massiu de microorganismes que

poguessin generar nous antibiotics.

Cap a I'any 1.990, el 80% dels medicaments eren productes naturals o analegs d’ells; amb
distints tipus d’activitats: antibiotics, com la penicil-lina o la tetraciclina, antiparasitaris, com
I’'avermectina, antimalaria, com la quinina o I'artemisinina, anticancerigens. En poc més d’un
segle, els productes naturals havien revolucionat la medicina i augmentat I'esperanca de vida

de I'ésser huma en més de 30 anys.

"F.W. Serturner Trommsdorf{’s J. Pharm. f. Arzte. Apoth. Chem., 1805, 13, 229
% A. Fleming Br. J. Exp. Path., 1929, 10, 226
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Fou al llarg d’aquesta década dels 90 quan l'interés per la quimica dels productes naturals es
frena. Els factors que provocaren I'allunyament de I'estudi dels productes naturals per part de

les companyies farmacéutiques foren:?

e L’aparicié de la bioanalisi d’alt rendiment (“high-throughput screening”, HTS) davant
de dianes terapéutiques concretes juntament amb el desenvolupament de la quimica
combinatoria facilitava la creacié de quimioteques de productes sintetics amb major
diversitat quimica i que podien ser avaluats biologicament en dies, i alhora induia a
abandonar les quimioteques d’extractes de productes naturals.

e Avancos en la biologia molecular, la biologia cel-lular i la gendOmica que augmentaven
el nombre de dianes moleculars i demanaven temps més curts en el descobriment dels
medicaments.

e Laminva d’interés de les companyies farmaceutiques en el tractament de les malalties

infeccioses (diana terapéutica classica dels productes naturals).®

Afortunadament, sembla que aquest allunyament dels productes naturals fou un petit
entrebanc. Alguns d’aquells factors que provocaren la desil-lusié en la quimica de productes

naturals, també han permés el reviscolament d’aquesta:

e Avancos en la tecnologia analitica, I'espectroscopia i I'HTS.
e La impotencia de la quimica combinatoria per sintetitzar un nombre significant de

nous farmacs amb certa complexitat molecular.

Aixi es dona un pas en fals al pensar que les noves técniques aparegudes en els anys 90
competien i venien a substituir a la quimica anterior. Realment, havien de combinar-se per

potenciar la quimica dels productes naturals.

L’analisi dels nous farmacs aprovats en el mén entre gener de 1.981 i juny de 2.006 remarca la
importancia dels productes naturals no sols com font directa de nous medicaments sind, i més
important, com font i inspiracié de noves estructures. Un 52% de les 1.184 noves substancies
publicades correspon a compostos que sén productes naturals o les seves estructures deriven
dels productes naturals d’alguna manera: sén analegs d’un producte natural, tenen el
farmacofor d’un producte natural o imiten al producte natural inhibidor d’una diana

terapeutica (Figurai.1).?

’F.E. Koehn, G.T. Carter Nat. Rev. Drug Disc., 2005, 4, 206
4S.. Projan Cur. Opin. Pharmacol., 2003, 3, 457
*D.J. Newman, G.M. Cragg J. Nat. Prod., 2007, 70, 461
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4% 14%

PN

5% 30%

S*/PNM
10%
S*
4% 10%

. S: farmac totalment sintétic

. S/PNM: farmac sintétic dissenyat per competir amb un producte

natural davant del centre actiu

S*. farmac sintétic que conté el mateix farmacofor que un

producte natural

. S*/PNM: farmac sintétic amb el farmacofor d’un producte natural

que competeix per centre actiu
. PN: producte natural
PNA: analeg d’un producte natural, generat normalment per una
modificacidé semisintéetica
V:vacuna
B: biologic, emprat per a grans peéptids (>45 aa) o proteines aillats

d’organismes o linies cel-lulars, o produits amb medis

biotecnologics en un organisme d’acollida

Figurai.1. Nous farmacs aprovats en el mén entre 01/1.981 i 06/2.006, segons la

seva font d’obtencié (N = 1.184 farmacs).’

Diversos investigadors han comparat les caracteristiques moleculars dels productes naturals

6,7,8,9

front a productes purament sintetics. En les estructures dels productes naturals cal

destacar:

e Elevada diversitat quimica, pel que fa a grups funcionals.
e Estructures quimiques complexes.

e Major nombre d’estereocentres.

M. Feher, J.M. Schmidt J. Chem. Inf. Comput. Sci., 2003, 43,218

"M.-L. Lee, G. Schneider J. Comb. Chem., 2001, 3, 284

8 F.L. Stahura, J.W. Godden, L. Xue, J. Bajorath J. Chem. Inf. Comput. Sci., 2000, 40, 1245
° T. Henkel, R.M. Brunne, H. Miiller, F. Reichel Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38, 643
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e Major nombre d’atoms d’oxigen i, en general, d’heteroatoms.
e Menor ratio d’atoms en anells aromatics front atoms pesats.
e Major nombre d’atom donadors i acceptors per formar enllagos d’hidrogen.

e Major rigidesa molecular.

A més, els productes naturals tenen activitats biologiques diverses, que freqiientment sén
selectives, especifiques i han permeés coneixer els mecanismes d’accié.’® Aixi, en conjunt, es
pot veure als productes naturals com un grup d’estructures privilegiades seleccionades per
I’evolucié per a interactuar amb una amplia varietat de proteines i altres dianes biologiques
amb finalitats molt concretes; és a dir, es poden considerar un potencial grup de candidats a

farmacs.

1.1 Productes naturals d’origen mari

L'estudi del mar com a font de productes naturals comenca a mitjans del segle XX. En 1.951,
W. Bergmann va presentar dos nucledsids aillats d’una esponja marina d’estructura
desconeguda fins aquella data.* Endemés, la derivatitzacié d’aquests compostos dona dos
nous nucledsids amb importants propietats anticancerigenes. Els posteriors treballs de J.
Faulkner, P.J. Scheuer, M.H.G. Munro, W. Fenical entre d’altres han accelerat I'estudi i, per

tant, el coneixement d’aquest camp.

La quimica dels productes naturals marins és més complexa que la dels terrestres perque
presenta unes dificultats addicionals. Aixi, els inconvenients que es troben al treballar amb

productes marins sén:

e Dificil reproductibilitat, perque canvis en I'entorn de I'ésser viu poden modificar el seu
organisme i alterar la produccié del producte natural que busquem.

e Possible extincié de la font d’extraccid i les restriccions sobre la recol-leccié de
biomaterials, tal i com va quedar patent en la Convencié de Diversitat Bioldgica de Rio
en 1.992."

e Dificultats per accedir als llocs on viuen els organismes portadors dels productes
naturals. En la terra pot ser dificil accedir a certes plantes per la seva altura, pero en el
mar aquesta dificultat s’accentua. La immersié a grans profunditats requereix de
sofisticats equips de submarinisme o, fins i tot, d’equips submergibles equipats amb

bracos robotics.

" DJ. Newman, G.M. Cragg, D.G.I. Kingston The Practice of Medicinal Chemistry (Ed.: C.G.
Wermuth), Elsevier, 2008, 159

""'W. Bergmann, R.J. Feeney J. Org. Chem., 1951, 16, 981

12 B.E. Kirsop J. Ind. Microbiol. & Biotech., 1996, 17, 505
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e Dificultats associades amb la reproduccié del medi de cultiu del producte natural.
Lligades amb la impossibilitat de cultivar molts organismes, com les esponges i la seva
fauna microbial, que han de ser recol-lectades per poder obtenir els valuosos
compostos que sintetitzen.

e Elevada quantitat inicial de la font del producte natural, necessaria per obtenir una
guantitat analitzable d’extracte que contingui la substancia bioactiva pura. A més de
les dificultats propies de I'aillament i la purificacié del producte.

e Dificultats en la sintesi del producte natural, degudes a la complexitat de les seves

estructures i la preséncia d’un gran nombre de centres quirals.

L'ocea és I'origen de moltes de les dificultats citades anteriorment, pero també és I'al-licient
per treballar amb els productes naturals marins, ja que és un entorn on viu una amplia varietat
de flora i fauna, incloent microorganismes. La quantitat d’espéecies marines conegudes
ascendeix a gairebé 275.000 i cada any es descriuen al voltant de 1.400 espécies noves.” A
més, els productes marins presenten una série de factors que els potencien davant dels

productes naturals d’origen terrestre.

e El mar ocupa el 71% de la superficie del planeta i conté major biodiversitat que el
conjunt d’espécies terrestres i d’aigua dol¢a.'

e L’habitat mari porta més temps evolucionant que el terrestre perque és on nasqué la
vida.

e La pressié evolutiva que trobem en molts ecosistemes marins, com els esculls de coral.
L'elevada densitat d’especies provoca una competitivitat molt intensa entre elles,
afavorint la supervivencia d’aquelles que milloren continuament els seus sistemes

d’atac i defensa.

El nombre de productes naturals s’estima en 153.000, dels quals al voltant de 22.000 sén
d’origen mari.”> Aquesta inferioritat numeérica dels productes marins es contraresta amb els
resultats de la bioanalisi de les quimioteques de productes naturals, perquée hi ha un

percentatge major de productes marins que presenten activitat in vitro.

Els productes marins sén responsables del ressorgiment dels productes naturals durant els

darrers anys. Prova d’acd es troba en tres farmacs aprovats per la Food and Drug

3 P. Bouchet The Exploration of Marine Biodiversity: Scientific and Technological Challenges (Ed.
Duarte CM), Fundacion BBVA, 2006, 33

14 J.S. Gray Biodivers. Conserv., 1997, 6, 153

' J.W. Blunt, B.R. Copp, M.H.G. Munro, P.T. Northcote, M.R. Prinsep Nat. Prod. Rep., 2011, 28, 196
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Administration (FDA) i un altre en I’Agencia Europea per a I’Avaluacié de Productes Medics
(EMEA):™

[ 1
H,N-CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC-CONH,
e

Citarabina (Ara-C): és un nucleosid pirimidinic sintétic desenvolupat a partir de
I’espongotimidina, un nucleosid aillat de I’esponja caribenya Tethya crypta (Figura i.2).
La FDA I'aprova en 1.969 per al seu Us de forma convencional (Cytosar-U®), per al
tractament de distints tipus de leucémia, o de forma liposomal (Depocyt®), indicat per
al tractament intratecal de la meningitis limfomatosa.

Vidarabina (Ara-A): és un nucledsid purinic sintetic analeg de I'espongouridina, un
nucleosid aillat originariament de I'esponja caribenya Tethya crypta (Figura i.2) i
actualment de la Streptomyces antibioticus. EI medicament Vira-A®, receptat per a
distints tipus de queratitis, fou aprovat per la FDA en 1.976, encara que la seva

presencia al mercat ha estat discontinua.

NH,
AN
N
| HoN
OH NA N =N
oo l \ )
OH N N
OH ;OQ;H
Citarabina
OH
Vidarabina

Figura i.2. Estructures de la citarabina i la vidarabina (esquerra) i I'esponja

Tethya crypta (dreta).

Ziconotida (Prialt®): és I'equivalent sintétic d’'un peptid natural, m-conotoxina MVIIA,
extret del veri d’'un cargol conic tropical mari, Conus magus (Figura i.3). Aprovat en
2004 per la FDA. Es un potent analgésic emprat en el tractament del dolor cronic en les

lesions de la medul-la espinal.

Ziconotida

Figura i.3. Estructura de la ziconotida (esquerra) i cargol mari Conus magus (dreta).

16 A M.S. Mayer, K.B. Glaser, C. Cuevas, R.S. Jacobs, W. Kem, R.D. Little, J.M. McIntosh, D.J.
Newman, B.C. Potts, D.E. Shuster Trends Pharmacol. Sci., 2010, 31, 255
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e Trabectedina (Yondelis®, ET-743): és un alcaloide derivat de la tetrahidroisoquinolina,
fou aillat del tunicat Ecteinascidia turbinata i aprovat en 2007 per 'EMEA (Figura i.4).

S’empra per al tractament de sarcomes en teixits tous.

Trabectedina

Figurai.4. Estructura de la trabectedina (esquerra) i tunicat Ecteinascidia turbinata (dreta).

A més, aquests quatre productes naturals sols representen la punta de l'iceberg del conjunt de
productes marins amb diferents activitats (antitumoral, analgésica, antiviral, etc.) que estan
sent avaluats en les distintes fases cliniques. Tot i que la gama d’activitats trobada entre els
productes naturals és molt amplia, I'activitat antitumoral és la més estudiada. En la Taula i.1
(pagina seglient) es veu l'augment piramidal del nombre de productes anticancerigens a
mesura que es retrocedeix en les fases cliniques; aixi, després de la citarabina i la trabectedina
que ja estan aprovades, es troben tres compostos més en fase lll, set en fase Il i vuit en fase I.
Les estructures i grups quimics sén molt variats: nucleosids, alcaloides, macrolids, per exemple,
i destacar una important quantitat de derivats peptidics. El mode d’accié d’aquests compostos
és variat, hi ha inhibidors de I’ADN polimerasa, agents que detenen el cicle cel-lular, agents
interferents dels microtubuls, etc. A més, els organismes que contenen aquests compostos van

des de petits, com bactéries o fongs, a grans, com taurons.

1.2 Estructures dels productes naturals amb I’hexahidropirrolo[2,3-
blindole

Dins de la varietat estructural que presenten els productes naturals, es poden trobar
agrupacions de nuclis que es repeteixen d’'un a un altre organisme, o dins mateix de
I'organisme, amb la preséncia de distints analegs d'un producte natural.
L’hexahidropirrolo[2,3-b]indole (HPI) és una d’aquestes estructures que es repeteixen (Figura
i.5)."

7 P. Ruiz-Sanchis, S.A. Savina, F. Albericio, M. Alvarez Chem. Eur. J., 2011, 17, 1388
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Taula i.1. Situacié clinica de compostos derivats marins antitumorals.*

Nom compost

Familia

Organisme

Mode d’accid

Companyia

Situacio

Citarabina, Nucleosid Esponja lnhlbld.or de 'ADN Berford, Enzon Aprovat
Ara-C polimerasa
Tra;:;c;‘e‘:;na Alcaloide Tunicat Detez::?luc::i cicle PharmaMar  Aprovat
Eribulina . . Agent interferent .
. Macrolid E . , E Inc. F ]
mesilada (E7389) acrott sponja dels microtubuls tsatinc ase
Soblidotina Peptid Bacteri mlitr:l:ce):]ebrjlzti :e:asnt Aska Fase lll
(TZT 1027) P . & Pharmaceuticals
interruptor vascular
Lactat Antagonista de la
’ . Aminoesteroide Tauré proteina vinculada Genaera Fase Il
d’escualamina
al Ca
Cemadotina Peptid Llimac mari Agent |.nterfferent Knoll Fase Il
dels microtubuls
Plinabulina Dicetopiperazina Fon Agent interruptor Nereus Fase Il
(NPI-2358) PP & vascular Pharmaceuticals
L . Inductor d
Plitidepsina Depsipeptid Tunicat n’ uctor .e PharmaMar Fase Il
I'apoptosi
Elisidepsina Depsipéptid Molusc - PharmaMar Fase Il
. . . . Detenci6 del cicl
Zalypsis® Alcaloide Nudibranqui etencio del cicle PharmaMar Fase Il
cel-lular
Tasidotina
! - . Agent interferent G
Sintadotina Péeptid Bacteri di(le:rr:ir]crz';l]egzrs Corenozt}gj:ice)n Fase Il
(ILX-651) P
i f
Discodermolida Policetid Esponja Agent |.nter tarent Novartis Fase |
dels microtubuls
S . Agent interferent
HT1286 Dipéptid Esponja dels microtibuls Wyeth Fase |
. Inhibidor de la
Derivat . . .
LAF389 b . Esponja metionina Novartis Fase |
d’aminoacid . .
aminopeptidasa
Kahalalida F Depsipéptid ciclic LI|mZTgr:ar|/ Lisosomotropic PharmaMar Fase |
KRN7000 (?L-Galac'Fo- Esponja  Immunoestimulador Kirin Fase |
silceramida
Briostatina 1 Policetid Ba.cterl/ Inhlblfiorfie la PKC Natlonall Cancer Fase |
briozou isozima Institute
Hemiasterlina S . Agent interferent .
(E7974) Tripeptid Esponja dels microtibuls Eisai Inc. Fase |
Mari ib, -
. arlzomlb. B-lactona-y- . Inhibidor del Nereus
Salinosporamida lact Bacteri roteasoma Pharmaceuticals Fase |
A; NPI-0052 actama P
LY355703, . . . . Agentinterferent .
f > -
CRYPTO 52 Criptoficina Cianobacteri dels microtabuls Preclinica
NSC 630176 peptid biciclic  Cianobacteri __"hipidor de la - Preclinica

histona deacetilasa

BT Bhatnagar, S.-K. Kim Mar. Drugs, 2010, 8, 2702
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H OH M
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HPI (+)-Allina (-)-Fisostigmina

OH
H
NHN o
NH
Ao
|
N =
H

(+)-Okaramina C

(+)-Acid plectosfaeroic A

Figura i.5. Productes naturals que contenen un unitat d’"HPI (en vermell).

Els primers productes naturals descrits que contenien I'HPI foren alcaloides, pero les millores
en l'aillament i la caracteritzacio dels productes naturals permeteren trobar altres estructures
peptidiques i amb distintes activitats. Biosintéticament, |'estructura HPI deriva d’'un Trp

mitjangant una ciclacié intramolecular.

(+)-Allina és el producte natural més petit amb el nucli d’"HPI; presenta un grup hidroxil en la
posicié C%i un metil en N.**% (—)-Fisostigmina és un important alcaloide aillat de les llavors de
les faves de la planta de Calabar, Physostigma venenosum. Aquest alcaloide, inhibidor de la
colinesterasa, s’ha utilitzat en el tractament de la miasténia greu, el glaucoma, I'Alzheimer i,

més recentment, en el tractament de la hipotensié ortostatica (Figura i.5).%

Altres estructures més complexes contenen I’'HPI condensat amb un nou aminoacid formant
una dicetopiperazina (DCP). Aquest és el cas de 'okaramina C* i la resta de la seva familia,
aillades del fong Penicillium simplicissum, la leptosina D,** I'acid plectosfaeroic A,** entre

d’altres (Figura i.5).

1% B. Tashkhodzhaev, K. Samikov, M.R. Yagudaev, T.P. Antsupova, R. Shakirov, S.Y. Yunusov Khim.
Prir. Soedin., 1985, 5, 687

2 K. Samikov, R. Shakirov, T.P. Antsupova, S.Y. Yunusov Khim. Prir. Soedin., 1986, 3, 383

iR, Witkop Heterocycles, 1998, 49, 9

2 H. Hayashi, T. Fujiwara, S. Murao, M. Arai Agric. Biol. Chem., 1991, 55, 3143

2 C. Takahashi, A. Numata, Y. Ito, E. Matsumura, H. Araki, H. Iwaki, K. Kushida J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1,1994, 1859

* G. Carr, W. Tay, H. Bottriell, S.K. Andersen, A.G. Mauk, R.J. Andersen Org. Lett., 2009, 11,2996
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Productes naturals amb més d’un nucli HPI en la seva estructura com I'amauromina,®®

que
presenta dues unitats HPlI condensades mitjancant una DCP, o la familia de les
quimonantines,”’ que tenen els dos HPI units pels respectius C** de cada unitat. Els
antagonistes de la neuroquinina (+)-WIN64821 i (+)-WIN64745 contenen, a més, una DCP en

28,29,30

cada unitat HPI. Idiospermulina conté tres unitats HPI; la cuadrigemina C amb quatre;*

fins la caledonina® amb set unitats d’HPI (Figura i.6).

A
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: z-=
; —°
ZT
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ZT
Iz
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-z ;
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Iz
T i
z
O

M NH
- © 7
R2
Amauromina (-)-Quimonantina R'=R2= Bn; (+)-WIN 64821
R'= Bn, R?= iBu; (+)-WIN 64745
H oy Ve

| |
Me Me N EN HH I\llle
H
H Me
Idiospermulina Cuadrigemina C Caledonina

Figura i.6. Productes naturals que contenen més d’una unitat HPI (en vermell).

En els darrers anys s’han aillat un grup de compostos que a més de la unitat HPI, presenten un

enllag entre el * de I'HPI i el N' d’una triptamina o Trp modificats. Aixi es presenta en

2 S, Takase, M. Iwami, T. Ando, M. Okamoto, K. Yoshida, H. Horiai, M. Kohsaka, H. Aoki, H. Imanaka
J. Antibiot., 1984, 37, 1320

'S, Takase, Y. Kawai, I. Uchida, H. Tanaka, H. Aoki Tetrahedron, 1985, 41, 3037

2" H.F. Hodson, B. Robinson, G.F. Smith Proc. Chem. Soc., 1961, 465

¥ C.J. Barrow, P. Cai, J.K. Snyder, D.M. Sedlock, H.H. Sun, R. Cooper J. Org. Chem., 1993, 58, 6016

2 D.M. Sedlock, C.J. Barrow, J.E. Brownell, A. Hong, A.M. Gillum, D.R. Houck J. Antibiot., 1994, 47,
391

3077, Oleynek, D.M. Sedlock, C.J. Barrow, K.C. Appell, F. Casiano, D. Haycock, S.J. Ward, P. Kaplita,
A M. Gillum J. Antibiot., 1994, 47, 399

3LF. Libot, C. Miet, N. Kunesch, J.E. Poisson, J. Pusset, T. Sévenet J. Nat. Prod., 1987, 50, 468

32V. Jannic, F. Gueritte, O. Laprevote, L. Serani, M.-T. Martin, T. Sévenet, P. Potier J. Nat. Prod., 1999,
62, 838
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"alcaloide psicotrimina®® o la familia de les epipolitiodioxopiperazines, amb la quetomina®**” i

i
les chaetocochines A i B,* entre d’altres. Novament els membres d’aquesta familia presenten

diverses bioactivitats: antitumoral, antimicrobial, antinematodal i citotoxicitat. Unes

estructures similars exhibeixen les kapakahines C i D,*” que sén péptids macrociclics formats

mitjancant un enllag entre el N d’un HPI localitzat en la posicié N-terminal d’una estructura

lineal i el C** d’una unitat o-carbolina proxima al C-terminal (Figura i.7).
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Figura i.7. Productes naturals amb una unitat HPI (en vermell) i enllag C**-N' o C**-N%.

En altres productes naturals I’'HPI esta integrat en una cadena peptidica, com I'omphalotina

D,*® la phakellistatina 3* o la himastatina®>*! (Figura i.8).

3 H. Takayama, I. Mori, M. Kitajima, N. Aimi, N.H. Lajis Org. Lett., 2004, 6, 2945
**'S.A. Waksman, E. Bugie J. Bacteriol., 1944, 48, 527

3 w.B. Geiger, J.E. Conn, S.A. Waksman J. Bacteriol., 1944, 48, 531
% G.-Y. Li, B.-G. Li, T. Yang, J.-F. Yan, G.-Y. Liu, G.-L. Zhang J. Nat. Prod., 2006, 69, 1374

STB.K.S. Yeung, Y. Nakao, R.B. Kinnel, J.R. Carney, W.Y. Yoshida, P.J. Scheuer, M. Kelly-Borges J.
Org. Chem., 1996, 61, 7168

3% E. Biichel, U. Martini, A. Mayer, H. Anke, O. Sterner Tetrahedron, 1998, 54, 5345

3 G.R. Pettit, R. Tan, D.L. Herald, R.L. Cerny, M.D. Williams J. Org. Chem., 1994, 59, 1593
%0 JE. Leet, D.R. Schroeder, B.S. Krishnan, J.A. Matson J. Antibiot., 1990, 43, 961

1 JE. Leet, D.R. Schroeder, J. Golik, J.LA. Matson, T.W. Doyle, K.S. Lam, S.E. Hill, M.S. Lee, J.L.
Whitney, B.S. Krishnan J. Antibiot., 1996, 49, 299
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Figura i.8. Productes naturals amb I'HPI (en vermell) formant part d’una cadena peptidica.

1.3 Mayotlida

Mayotlida (1) és un nou péptid heterociclic aillat recentment per PharmaMar, com a un
compost minoritari durant la purificacié (VLC, Lichroprep®; HPLC, SymmetryPrep™ Cis) de
fraccions actives extretes amb jso-propanol d’una mostra de Spongia sp (Figura i.9). La
mayotlida presenta activitat citotoxica davant de tres linies cel-lulars de cancer huma: MDA-
MB-231, A-549 i HT-29, en concentracions micromolars. La seva estructura es determina amb
tecniques d’espectrometria de masses, ressonancia magnética nuclear i estudis de degradacié

de Marfey, els quals demostraren la configuracié L dels aminoacids.*

Iz

; /
H 2
HPI o (0] N NH
Val
Ala

Figura i.9. Mayotlida (1).

2 R. Bhushan, H. Briickner Aminoacids, 2004, 27, 231
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L'estructura de la mayotlida presenta dos macrocicles peptidics. El cicle homodétic (anell B)
esta constituit per 8 aminoacids, amb dos residus de Trp en les posicions i i i+2, un dels quals
esta ciclat intramolecularment formant una unitat HPI. El cicle heterodétic (anell A), quée és el
petit, esta format per tres aminoacids: els dos Trp i una lle; com a caracteristica estructural
s’ha de destacar una unié interessant entre el ¢*° de I'HPI i el N indolic de I'altre Trp. Aquest
enllag C*°-N ja s’ha vist anteriorment en altres productes naturals, perd mayotlida és el primer

exemple d’un péptid bis-macrociclic que el conté.

Distints grups han estudiat les aproximacions sintetiques a aquest sistema Trp-Trp i fins el
moment han sigut descrites poques sintesis de productes naturals semblants. El grup de H.
Takayama fou el primer en sintetitzar la psicotrimina,* seguit de prop per P. S. Baran amb una
alternativa de sintesi per al mateix producte.** D’altra banda, J. D. Rainier i V. R. Espejo
descriviren estratégies alternatives per a la formacié de I'enllag N*-C%, a partir de la reaccié
entre un 3a-bromo-HPI i un analeg de I'indole.*** Tant el grup de P. S. Baran com el de J. D.
Rainier han aconseguit la sintesi d’alguns membres de la familia de les kapakahines.*”*® L’ Gltim
producte natural semblant descrit fins la data és la (+)-psicotetramina.”® Tots aquests treballs

sintetics s’han publicat durant el desenvolupament de la present tesi doctoral.

1.3.1 Aproximaci6 sintetica

L'analisi retrosintetica de mayotlida desenvolupada en aquest treball comenga amb la
desconnexié de la cadena pentapeptidica, des de la Val fins I’Ala. D’aquesta manera ens queda
el cicle heterodetic, on es pot escindir la lle per qualsevol dels dos enllagos peptidics, quedant
finalment el sistema Trp-HPI. Aqui es troben els majors reptes sintétics de la sintesi total de
mayotlida: la ciclacié intramolecular del Trp fornint I'HPI, i la unié entre el ¢*° de I'HPI i el N de

I'indole del Trp (Figura i.10, pagina seguient).

En aquesta tesi presentem I'aproximacio a la sintesi total de la mayotlida, aturant-nos al llarg
de la via sintética per fer una especial analisi, primer, en I'obtencié de I'HPI i, segon, en la unié
de I'HPI amb lindole del segon Trp. A més, també busquem explicar la relacid entre

I’estructura i I'activitat de la mayotlida amb la sintesi i estudi d’analegs.

Y. Matsuda, M. Kitajima, H. Takayama Org. Lett., 2008, 10, 125

# T. Newhouse, C.A. Lewis, P.S. Baran J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 10886

BVR. Espejo, J.D. Rainier J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 12894

%V R. Espejo, X.-B. Li, J.D. Rainier J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 8282

7 T. Newhouse, C.A. Lewis, P.S. Baran J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 6360

* V R. Espejo, J.D. Rainier Org. Lett., 2010, 12, 2154

# K. Foo, T. Newhouse, I. Mori, H. Takayama, P.S. Baran Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50,2716
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Introduccid i Objectius
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Figura i.10. Analisi retrosintetica de mayotlida.
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2 Objectius

L'objectiu fonamental d’aquesta tesi és la sintesi total de la mayotlida per a confirmar la seva
estructura, tant pel que fa a la constituci6 com a la seva configuracio. A més, el
desenvolupament i estudi de la metodologia sintética per a la formacié de I'enllag entre el ¢
de I'HPIli el N de I'indole del Trp; i la sintesi d’analegs per estudiar la relacié entre I'estructura i

I'activitat de la mayotlida. Cronoldgicament, els objectius que s’han plantejat sén:

e Sintesi del sistema Trp-HPI. Per a la formacio d’aquest sistema cal estudiar la reaccid
entre un Trp i un analeg halogenat de I’'HPI. Aixi, s’"ha d’estudiar la ruta sintetica i els
grups protectors més idonis per a I'obtencié del 3a-bromo-HPI (Br-HPI), a més de la
seva estereoquimica. En I'elaboracié de I'enllag entre el > del Br-HPI i el N indolic del
Trp, els grups protectors escollits han de possibilitar un creixement ordenat i selectiu

del sistema Trp-HPI; aixi que s’ha d’estudiar la seva ortogonalitat.

e Sintesi de I'anell A de la mayotlida. S’ha d’investigar el punt més adient per al
tancament de I'anell, tenint en compte els resultats obtinguts en la sintesi del sistema
Trp-HPI. S’ha de realitzar la determinacié estructural de I'anell i estudiar la seva

probable activitat, buscant I'origen de I'activitat de la mayotlida.

e Sintesi de la mayotlida. S’ha de sintetitzar la cadena lineal pentapeptidica de la
mayotlida, com es veu en l'analisi retrosintética (Figura i.10), seleccionant la millor
tecnica per aconseguir-ho. S’ha d’acoblar, primer, el pentapéptid a I’'anell A i, després,

ciclar I'anell B. Finalment, s’ha de comparar la mayotlida sintética amb la natural.
e Estudi de la relacié estructura-activitat de la mayotlida. S’han de sintetitzar analegs

de la mayotlida i assajar la seva activitat per justificar I'origen de I'activitat del

producte natural.
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Capitol 1

Grups Protectors Ortogonals
en la Sintesi del

Triptofan-Hexahidropirroloindole







1 Introduccio

Una caracteristica estructural important i atractiva de la mayotlida és la unitat HPI i I'enllag
entre el C* d’aquest HPI i el N indolic del Trp. L’analisi retrosintética plantejada (Veure
Introducciod, Figura i.10) es basa en la desconnexié de I'anell B de la mayotlida entre els
enllacos de la cadena pentapeptidica i I'anell A. Aquesta estructura de I'anell A és |'Unica part
de la mayotlida on dos aminoacids no estan units per un enllag¢ peptidic i presenta els reptes

sintetics que es descriuen en aquest capitol.

La formacié de I'enllag entre el ¢** de 'HPI i el N de I'indole del Trp s’ha plantejat fent Us d’una
reaccid de substitucid nucleofila entre I’'HPI halogenat i el Trp. A més, ambdds compostos
necessiten de grups protectors ortogonals que permetin el creixement selectiu i controlat de la

molécula des de I'aminoacid inicial fins la mayotlida final (Figura 1.1).

o o]
_GP -GP

N “GP N GP
_
X
NNy e 0

GP GP O N~ N “GP

GP GP O
Figura 1.1. Analisi retrosintética del sistema Trp-HPI

2 Sintesi del Br-HPI

La sintesi de l'alquil 3a-bromo-1,2,3,3a,8,8a-hexahidropirrolo[2,3-b]indole-2-carboxilat s’ha

realitzat seguint dos procediment diferents, que han sigut comparats per rendiment i
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estereoquimica. La primera ruta, descrita per Taniguchi i Hino, es basa en la ciclacié acida d’un
Trp, seguida per la proteccié de I'anilina i la bromacié benzilica de I’'HPI-2-carboxilat d’alquil
(Figura 1.2).

Ruta A
o 1. HsPO, 85%
2. Proteccié N8 Br
| R3  3.NBS, AIBN, CCl, %
o AN 8 ] R®

Figura 1.2. Ruta A per I'obtencié del Br-HPI.

La segona ruta parteix d’un Trp totalment protegit, per aconseguir una bromacié-ciclacié del
Trp en un sol pas, emprant N-bromosuccinimida (NBS) i el medi lleugerament acid generat per

la sal de p-toluensulfonat de piridini (PPTS) (Figura 1.3).2

o]
Ruta B 3aBr
| R® NBS,PPTS,DCM _
- 8 1 R3
e e VN
! R R2 O

R

Figura 1.3. Ruta B per |'obtencio del Br-HPI.

La proteccié de I'amina del Trp ha sigut necessaria en nombroses ocasions al llarg de la present
tesi. Aixi, partint de I'L-Trp-OMe s’ha fornit 2, en condicions basiques de TEA o NaOH, bé
formant un carbamat al reaccionar amb el cloroformiat del grup protector desitjat o el
dicarbonat de di-terc-butil (quan R*= Boc), o bé formant I'ftalimida al reaccionar amb I'anhidrid
ftalic. També, s’ha provat de protegir el N* del Trp amb una Ala protegida. En alguns casos,
I'ester metilic s’ha substituit per ester terc-butilic per ortogonalitat amb altres grups
protectors. D’aquesta manera, I'ester metilic s’ha hidrolitzat en medi basic i la sal de I'acid
resultant s’ha fet reaccionar amb el bromur de terc-butil per obtenir I'ester desitjat (Taula 1.1,

pagina seglient).

La proteccié de I'indole del Trp 2 per obtenir 3, s’ha dut a terme amb I’halogenur o I'anhidrid
d’acid, una base forta com NaOH amb Bu;NHSO,, com a agent de transferencia de fase, i DCM
per dissoldre-ho (Taula 1.2, pagina segiient). EI PhSO,, el Ns i el Boc sén els grups protectors

gue s’han emprat per protegir I'indole, donant els millors rendiments per al primer d’ells.

'M. Taniguchi, T. Hino Tetrahedron, 1981, 37, 1487
ZC. Silva-Lopez, C. Pérez-Balado, P. Rodriguez-Granja, A.R. de Lera Org. Lett., 2008, 10, 77
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Grups Protectors Ortogonals en la Sintesi del Triptofan-Hexahidropirroloindole

Taula 1.1. Sintesi de 2.

O o}
| T o~ Reactius | N O’Rs
N 2 N “R?
H L-Trp-OMe 2 H
Compost R? R? Reactius Rendiment (%)
2a Moc Me ClMoc, TEA, DCM 95
2b Troc Me ClTroc, TEA, DCM 99
2c Al-loc Me ClAl-loc, TEA, DCM 84
2d Boc Me Boc,0, TEA, DCM 78
2e Ftal Me 1. TEA, DEM 88
2. Anhidrid ftalic, 150 °C
2f Cbz Me ClCbz, NaOH, dioxa 95
2g Moc tBu 3 etapes 580
2h Troc tBu “ 550
2i Al-loc tBu “ 40%
2j Cbz tBu “ g4t
R N®-Alloc-Ala-OH, EDC,
2k N“-Al-loc-Ala Me 58
HOBt, DIEA, DCM

[a] El rendiment engloba: la hidrolisi del corresponent N"‘—RZ—Trp—OMe amb LiOH en
THF:H,0 (10:1), i I'esterificacié de I'acid resultant amb BnEt;NCI, K,CO;, tBuBr en
MeCN.

Taula 1.2. Proteccio de I'indole de 2.

R3 Agent Acilant, NaOH, R3
o/ BU4NHSO4, DCM - O’

Compost Agent Acilant Rendiment (%)
3a PhSO, Moc Me 82
3b PhSO, Moc tBu 93
3c PhSO, Boc Me PhSO,CI 87
3d PhSO, Cbz Me 92
3e PhSO, Chz tBu 80
3f Ns Troc Me 43
3g Ns Troc tBu NsCl 46
3h Ns Cbz tBu 80
3i Boc Boc Me 88
3j Boc Troc Me Boc,0 42
3k Boc N*-Al-loc-Ala Me 16
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2.1 RutaA

El primer pas de la ruta A és la ciclacié intramolecular catalitzada per acid, bé amb H;PO, 85%
o amb TFA, del Trp protegit 2. El mecanisme d’aquesta reaccié transcorre mitjancant la
protonacié de I'indole en la posicié €, seguida de la captura de la sal d’imini resultant per
I’'amina protegida de la cadena lateral, resultant dos diastereomers de I’"HPI amb una proporcid
termodinamica molt favorable al producte endo-4 (Taula 1.3). La formacid del compost 4 s’ha
comprovat facilment amb un 'H-RMN perqué apareix una senyal caracteristica amb un
desplacament quimic dins de I'interval 6-7 ppm, que correspon al proté d’aminal de la posicié
C* de I'HPI.

Taula 1.3. Reaccid i mecanisme de la ciclacié catalitzada per acid del Trp.

t
o] - ’ o} ! H
O/ H+ O/ H
R O N — o’ o
N R? oN o R? N g N h N'g N A
2 endo-4 R2 o exo-4 R2 (0]
Compost R? H* Rendiment (%) endo:exo'™
4a Moc H;PO, 85% quant. 90:10
4b Troc TFA quant. 52:48
4c Cbz TFA 73 61:39

[a] Relacié determinada per *H-RMN.

El fet d’utilitzar un medi fortament acid condiciona els grups protectors que es poden utilitzar
per protegir el N*. El metoxicarbonil (Moc) ha sigut el grup protector que millor resultat ha
donat perque s’obté amb bon rendiment i un elevat percentatge de producte endo. En canvi,
el 2,2,2-tricloroetoxicarbonil (Troc) i el benziloxicarbonil (Cbz) han resultat amb una proporcid
endo:exo més igualada (Taula 1.3). Altres grups protectors com I'Fmoc, el PNZ o I’Al-loc no han
donat el producte de ciclacio. El N* del Trp també s’ha protegit amb una N*-Al-loc-L-Ala, per
tenir afegit un aminoacid més de la mayotlida buscant una convergencia de la ruta total, pero
al reaccionar amb I’acid ha donat el producte de dimeritzacid 6, enlloc del compost esperat 5.
La dimeritzacié de 6 s’ha determinat per RMN, pero es comprova més rapidament al realitzar
un espectre de masses (ESI+) i veure que hi ha més proporcié de la massa del dimer que de la
del mondomer; a més, la formacié del dimer no s’ha produit quan s’ha repetit la reaccié en
condicions molt diluides (1 mM). Aquesta dimeritzacié es deu a la falta de nucleofilia del N*
protegit en forma d’amida (Figura 1.4), fet que no ocorre quan el N* forma part d’'un carbamat.
Aquest resultat és important a nivell sintetic perqué elimina la possibilitat d’utilitzar un

dipéptid per a la formacié de I'HPI.
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Figura 1.4. Sintesi de 6 (superior) i espectres de masses de 2k (inferior esquerra) i

6 (inferior dreta).

El segilient pas de la ruta sintética és la proteccié de la indolina de 4 (Taula 1.4). Una base com
la piridina i I'halogenur d’acid corresponent han permeés obtenir 7 a partir de 4. L’ester terc-

butilic 7b s’ha sintetitzat mitjancant la hidrolisi de I'ester metilic 7a i posterior esterificacid.

Taula 1.4. Proteccio de la indolina de 4.

H H
AgentAcilant, py
VI VYR
4 RZ O 7 R' R2 O

Compost R! R? R® Agent Acilant  Rendiment (%)
7a PhSO, Moc Me PhSO,CI 80
7b PhSO,  Moc tBu 3 etapes g1t
7c Ns Troc Me NsCl 65
[a] El rendiment correspon a: la saponificacié de 7a i esterificacié de |'acid
resultant.

L'dltima etapa d’aquest metode és la bromacié benzilica de 7 mitjancant un procediment

radicalari (Taula 1.5). Els reactius emprats han sigut AIBN, com a iniciador radicalari, NBS, que
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és la font de brom, i CCl, de dissolvent. La reaccié s’ha escalfat a temperatura de reflux per
fornir 8 a partir de 7. La combinacié de grups protectors R'=PhSO,, R>=Moc i R*=Me, ha sigut |a

gue millor rendiment ha donat, amb un 49%, a més de recuperar producte de partida.

Taula 1.5. Bromacioé radicalaria de I’'HPI.

H AIBN, NBS, Br
_CCly, reflux _
Ny R T S
7 R' R2 O 8 R' R O
Compost R R? R®  Rendiment (%)
8a PhSO, Moc Me 49
8b PhSO, Moc tBu 46
8c Ns Troc Me 14

2.2 RutaB

Amb el Trp totalment protegit (3) s’ha realitzat la reaccié de bromacid i ciclacié en un sol pas
seguint les condicions descrites per A.R. de Lera i col-laboradors;? els resultats assolits estan
indicats a la Taula 1.6. En el treball desenvolupat per Lera s’empraren algunes de les
combinacions de grups protectors de la Taula 1.6, pero els compostos resultants foren distints
perque el producte de partida fou el D-Trp, mentre que en el nostre projecte s’ha utilitzat I'L-

Trp.

Taula 1.6. Bromociclacié del Trp.

_R3 NBS, PPTS, Br
| 3 o] DCM 5
VTR NN R
3 R 8 R' R O
Compost R R? R Rendiment (%)

8a PhSO, Moc Me 96
8b PhSO, Moc tBu 58
8c Ns Troc Me 57
8d PhSO, Boc Me 92
8e PhSO, Cbz Me 82
8f PhSO, Cbz tBu 83
8g Ns Troc tBu 59
8h Ns Cbz tBu 80
8i Boc Boc Me 86
8j Boc Troc Me 77
8k Boc N®-Alloc-Ala Me 47
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2.3 Comparacio delesrutesAiB

En la Taula 1.7 es poden comparar els rendiments assolits per les dues vies, que tenen en
comu l'elevat cost de la transformacié global des d’L-Trp-OMe fins el Br-HPI; la mitjana dels
rendiments gairebé arriba al 50%. La ruta B té menys etapes de reaccid, fet que afavoreix que
tingui majors rendiments globals, com queda patent al arribar al mateix Br-HPI seguint camins
diferents (Entrades 1, 2 i 3). El millors rendiments de la ruta B els presenten els compostos 8a,
8d, 8e i 8i. Mentre que en la ruta A es troben quan R® és el grup Moc, enlloc del Troc (Entrades
1i2,i3 respectivament). D’altra banda, les condicions suaus emprades en la ruta B permeten

la utilitzacié d’una major varietat de grups protectors per al N* del Trp.

Taula 1.7. Analegs del Br-HPI.

Q Br
e Ruta Ao B
| ol —=2=
\ NH, NN O-ra
H LH L ')
L-Trp-OMe g R R

Compost R!

(Rendiment)
A (37%) endo™!
1 8a PhSO, Moc Me B
B (75%) 5:95
A (28%) 91:9!
2 8b PhSO, Moc tBu [b]
B (30%) 25:75
A (9%) endo™!
3 8c Ns Troc Me B
B (24%) 8:92
4 8d PhSO, Boc Me B (79%) 7:93%
5 8e PhSO, Cbz Me B (72%) 4:96"
6 8f PhSO, Cbz tBu B (53%) exo™
7 8g Ns Troc tBu B (15%) 6:94°
8 8h Ns Cbz tBu B (51%) 7:93
9 8i Boc Boc Me B (75%) 4:96"
10 8j Boc Troc Me B (32%) 11:89™
11 8k Boc  N%Alloc-Ala Me B (4%) exo™

[a] Relacié determinada per HPLC.? [b] Relacié determinada per *H-RMN.

El fet més important que diferéencia ambdues rutes és I'obtencié de distints diasteredmers del
producte final; mentre la ruta A forneix el producte endo-Br-HPI majoritariament (proporcié
diastereomerica determinada en el pas de la ciclacié acida del Trp), la ruta B déna el producte
cinétic exo-Br-HPI, principalment. La diferéncia entre aquests diastereomers es pot veure al

comparar els espectres de 'H-RMN del compost 8c obtingut pels dos camins; hi ha un

3 Columna Waters XBridge Cig (75 x 4,6 mm, 2,5 um), MeCN:H,O (des de 30:70 fins 100:0 en 8 min).
A= 254 nm.
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important canvi en els desplagaments quimics de les senyals corresponents al proté de la
posicié € (6 4,67 o 3,98 ppm) i al metil de I'ester (6 3,21 o 3,74 ppm) (Figura 1.5). Les
variacions en els desplacaments quimics son degudes a I'efecte d’anisotropia de I'anell de
benzé que apantalla al metil en el producte endo (6 3,21 ppm) i al proté en el producte exo (6
3,98 ppm), que, tal i com es pot veure en la Figura 1.5, cauen en la zona diamagnética creada
per les corrents d’anell.* Aixi s’ha determinat I'estereoquimica del producte obtingut per la
ruta A com endo-8c, i I'obtingut pel cami B, exo-8c. El mateix fet s’"ha comprovat en les parelles
de compostos 8a i 8b (entrades 1 i 2). En els diastereomers 8a, aquest canvi es veu en els
desplacaments quimics de les senyals corresponents al metil ester i el protd alfa, les quals
s’han trobat en 6 3,17 i 4,61 ppm, respectivament, en el producte endoien 6 3,75 3,87 ppm,
respectivament, en el producte exo. En els 8b, el desplagcament quimic corresponent al terc-
butil ester varia entre § 1,08 i 1,45 ppm, i el del proté alfa entre & 4,47 i 3,75 ppm, per a endo-

i exo-8b, respectivament.

Br

4 67 ppm 3,98 ppm
oH
COzMe III N™ "CO,Me
s Troc 3,21 ppm NSH 'Irroc 3,74 ppm
endo-8c exo-8¢c

r T T T T - T . . ¥ - . . 7 = = = -~ - =
4.8 4.7 4.6 45 4.4 4.2 4.2 4.1 4.0 39 2.8 37 3.6 25 3.4 33 3.2

Figura 1.5. Comparacié dels desplacaments en els productes endo/exo-8c i

simulacié 3D dels isomers.’

* N.H. Martin, N.W. Allen III, K.D. Moore, L. Vo J. Mol. Struct. (Theochem), 1998, 454, 161
> Model 3D de Br-HPI calculat amb Gaussian® 03W V 6.0 (Gaussian Inc.) i construit amb ChemBio3D
V 11.0 (CambridgeSoft).
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La relacié endo:exo dels compostos 8d-8k, que sols s’han sintetitzat per un cami, s’ha
determinat per combinacié de les dades obtingudes en *H-RMN i HPLC. En els compostos 8d,
8¢, 8g i 8i, els desplagaments quimics de les senyals corresponents al substituent i el proté de
C? han revelat la preséncia majoritaria de I'isbmer exo, perd el cromatograma de 'HPLC ha
mostrat dos pics que tenen temps de retencid molt proxims, el mateix espectre d’'UV i la
mateixa massa; aixi, la relacié endo:exo s’ha establert amb les arees d’aquests pics.
L’estereoquimica exo dels compostos 8f i 8k s’ha determinat pels desplagaments quimics de
les senyals del proté alfa i R®. Els espectres d’*H-RMN dels compostos 8h i 8j han mostrat les

senyals corresponents als dos diasteredomers i han permés determinar la seva relacié.

3 Sistema Trp-HPI

Durant la realitzacié de la present tesi, es sintetitza el primer producte natural que presenta la
unié entre el C* de I'HPI i el N d’un indole, la (+)-psicotrimina.® La ruta sintética comenga amb
la formacié de I'enllag entre els futurs N*-C*°, utilitzant com a precursors la indolina (9) i el 2-
bromobenzaldehid (10) a través d’una reaccié de Strecker que ddna el nitril 11. L’elaboracié
posterior dels dos anells heterociclics pentagonals proporciona el compost 14, precursor de la

(+)-psicotrimina (Figura 1.6).

1. NHMDS, CH,=CHNO,,

CHO THF, -78 °C |
Br KCN, HCl aq., 2. DDQ 1,4-dioxa, 50 °C,
@j + MeCN, ta., 92% _ N 90% (2 etapes)

Br

g H 10
11
1. Boc,O, i-Pr,NEt, MeCN,

rt, 88% (2 etapes)
2. Cul, K3PO4, DMSO,

80 °C, 91%
Fe pols, HCl aq., | 3. Red-Al, tolue, 0 fins |
EtOH, reflux N 90 °C, 60%
— = - —
I T
N J
13 BrNH, @g\/NHMe

(£)-psicotrimina

NHMe

@

Figura 1.6. Sintesi de 14, intermedi de la sintesi total de la (+)-psicotrimina.®

%Y. Matsuda, M. Kitajima, H. Takayama; Org. Lett., 2008, 10, 125
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Una segona proposta fou presentada per P.S. Baran i col. casi alhora que el treball comentat de
H. Takayama, i per a la sintesi del mateix producte natural.” En aquest cas es mostra una
elegant reaccid entre una triptamina 15 i el N d’'una iodoanilina 16 que aconsegueix la unié N-
C** al mateix temps que forma el sistema HPI 17. A continuacid, la triptamina es fa créixer

sobre la iodoanilina emprant un anellatge quimioselectiu de Larock, fornint 18 (Figura 1.7).2

|

| NIS, TEA, MeCN, NH
| + -45 fins 23 °C, 61-67% - H
N NHCO,Me
H

Br
15 COzMe

Pd(OAc),, Na,COs, mHCOQMe (:[ j NHMe
LiCl, DMF, 102 °C, 85%
- -
_ —
Me

NHCO,Me COzMe e

T

T

fieslt

(*)-psicotrimina

Figura 1.7. Sintesi de 18, intermedi en la sintesi total de la (+)-psicotrimina.’

Una aproximacioé sintetica molt propera a la presentada en aquesta tesi fou publicada per J.D.
Rainier i V.R. Espejo, basada en una reaccié de substitucié nucleodfila entre un derivat de
I'indole, nucleofil, i I'HPI bromat en la posicié benzilica, c®? pel gue fa a les condicions de
reaccid, tant J.D. Rainier’ com A.R. de Lera' conclouen que el KOtBu i el MeCN sén la millor
combinacié de base i dissolvent, respectivament, per arrencar el proté de I'indole d’un analeg

de Trp i dirigir la reaccié de substitucié nucleofila cap a la formacié de I'enllag N'-C*°.

Els productes de partida que s’han emprat en el present treball per formar la unié N-C** sén el
Br-HPI 8 i un Trp amb N i C protegits. Aquests grups protectors del Trp han de ser ortogonals
entre si i amb els grups protectors que porta el Br-HPI, per permetre una reactivitat selectiva
del sistema Trp-HPI. A més dels analegs de Trp 1, se n’han sintetitzat dos més que tenen el N*
del Trp protegit amb una L-lle, aixi s’ha buscat una major convergencia de la ruta sintetica. Els

dipéptids sintetitzats han sigut 19a i 19b (Taula 1.8).

" T. Newhouse, P.S. Baran J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 10886

8 R.C. Larock, E.K. Yum J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 6689

? V.R. Espejo, J.D. Rainier J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 12894

19 C. Pérez-Balado, A.R. de Lera Org. Biomol. Chem., 2010, 8, 5179
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Taula 1.8. Sintesi de 19.

1. CsCO3, MeOH
2. Al-lilBr, DMF, quant.
3. TFA:DCM (1:1)

N-Al-loc-L-lle-OH, o) 4. Boc-L-lle-OH, EDC, 0
J< EDC, HOB, R2 HOBt, DCM:DMF
. DCM, 62% __ | o (1:1), 60% | OH
HN O
” N HN\Boc
L-Trp-OtBu 19 N,R1 H Boc-L-Trp-OH
H
Compost R R? Rendiment (%)
19a Al-loc tBu 62
19b Boc Al-lil 60

En la present tesi s’han provat diverses combinacions de base i dissolvent, com: NaH i THF,
NHMDS i THF, o esponja de protons i THF, inclos s’han provat les condicions descrites per
Rainier i col.;” perd cap d’elles ha aconseguit millorar els rendiments obtinguts per la
combinacié de NaH i DMF anhidra (les condicions de sequedat tant del dissolvent com dels
reactius s6n importants per al correcte funcionament de la reaccid), escalfant la reaccié a 70 °C
durant 1,5 hores (més enlla de I’hora i mitja de reaccid, el sistema arriba a un equilibri i no
avanca més). La Taula 1.9 (en la pagina segiient) presenta la reaccié entre el Trp i el Br-HPI, i
resumeix les combinacions de grups protectors que han donat millors rendiments en aquesta

reaccié de substitucidé nucleofila.

Els millors rendiments de la reaccié de substitucié nucleofilica els han donat els bromurs 8a i
8b (Entrades 1,2 i 4 en la Taula 1.9). Rendiments més moderats han tingut els bromurs 8c i 8i
(Entrades 5, 6, 11 i 12 en la Taula 1.9). La resta de bromurs 8d, 8g, 8h, 8j i 8k han reaccionat
amb diferents Trp que contenien dos grups protectors addicionals, pero no han donat el

producte desitjat.

Els resultats obtinguts amb el dipéptid protegit lle-Trp (Entrades 1, 4, 8 i 9) son interessants
perque obren un nou cami en la sintesi de productes naturals que contenen peéptids; endemés
permet replantejar la sintesi del sistema Trp-HPI, buscant una ruta més convergent al portar la

Ile acoblada al Trp o a I’HPI abans de fer la reaccid de substitucid.
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Taula 1.9. Sintesi del sistema Trp-HPI (20).

r 0
| O’RS (@]
Br N HN- 4 0/Rs
2 H NaH | HN
©\—4b\(o\ + < o DMF anh. N R*
VENTY R @\j/\)koﬁs gww
8 R'" R2 O . | HN. O ’Tj N O\Rs
19 H /\; RS 20 R' R2 O
q H Per a 2: R*= R*
Per a 19: R*= N%-R*-L-lle
# 8 2019 81 2019® 201  compost (%)
1 endo-8a 19a - 24 50 20a (41)
2 endo-8a 2a - 1 91 20b (77)
3 8a 2a 37 9 42 20c™
4 8b 19b 29 20 48 20d (30)
5  endo-8c 2c 24 21 48 20e (29)
6 8¢ 2i 62 22 15 20f (22)
7 8¢ 2e 48 23 3 20g'?
8 8e 19b 49 18 33 20h'
9 8f 19b 5 40 16 20i
10 8f 2f 37 13 5 20j¢
11 8i 2a 49 22 29 20k (20)
12 8i 2e 66 11 24 201 (21)

[a] Percentatge de cada compost en el cru de reaccié, mesurat per HPLC.? [b]
Rendiment de compost aillat. [c] Compost caracteritzat per HPLC® i ESI+.

Cal mencionar la reaccié entre el bromur 8k i 2e que ha donat I'inesperat compost 21 amb les
condicions emprades per a la substitucié nucleofila. Aquest producte s’ha caracteritzat amb
espectres mono- i bidimensionals d’'RMN i HRMS. Les dades espectrals del compost 21
indiquen que no hi ha Br ni el proté a del Trp, a més, els dos protons del ciclopropa CH, (2d, J =
15,4 Hz, a 6 3,43 i 3,91 ppm) sols presenten una constant d’acoblament geminal. D’altra
banda, el diferent desplagament quimic que presenta el proté a de I’Ala en els compostos 8k
(65,02 ppm) i 21 (6 4,11 ppm) es pot deure a els diferent efectes electronics de cada compost.
Un mecanisme hipotetic que pot seguir 8k per transformar-se en 21 comenga amb la
desprotonacié del ¢? de I'HPI, permes per les condicions basiques de la reaccid, seguit d’un
desplacament intramolecular del Br i formacié del ciclopropa. La alta tensié del sistema B
podria originar I'obertura de I'aminal i posterior ciclacié, formant un ciclohexa més relaxat
(Figura 1.8).
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Br
: N I N~ “CO,Me

B CBr
base ’/‘\
€] ka3
N 1°N" “CO,M N“I°N" “CO,M
I H I H 2Me | H 2iie
gk Boc A Boc B Boc
O % —NH O >N O N—NH
‘Alloc B Alloc Alloc
COzMe COzMe COzMe
N™ o N

Figura 1.8. Mecanisme proposat per a la formacié de 21.

Els compostos 20a, 20b, 20d, 20e, 20f, 20k i 20l s’han aillat i caracteritzat amb espectres

d’RMN, IR i masses exactes; la forma més rapida per comprovar que son el compost desitjat es

trobar les senyals d’/RMN corresponents al grups protectors (Figura 1.9 i 1.10). Com a senyal

representativa i indicativa de la substitucié esta el desplagament quimic del carboni quaternari

C* el que en 20 (6 72,4-82,2 ppm) es troba més desapantallat que en el bromur 8 (6 53,7-67,9

ppm). Tanmateix la reaccié s’ha seguit amb un HPLC-PDA perque 20 té un temps de retencid i

un espectre d’UV diferent dels productes de partida; d’aquesta manera, juntament a un

espectre masses ionitzat amb ESI+, s’han caracteritzat els compostos 20c, 20g, 20h, 20i i 20;j.

Ll

&,|‘" lLM

f A i

WJUAL H _f“"-\_Mh, ,-’\‘_ﬁ’ﬁa_,ll‘l "\LL.:"L sl 'Ll- ; _.J"J'L ALY l"‘l “J_.J l\L_, S

(0]
@j/\)%k 2Me-lle ¢
W HN_O CH;-TrP )~ CHylle !
H,AI-Ioc 3Ha 4 2tBu
L e NOC'N CH-lle
PhOzé Moc O j< . .)' ) 'CHz-le
CH,CH=CH,
H8a
CH,CH=CH,
" ¢ CH,CH=CH,

— T
2.0 1.5 1.0 0.5
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2 (ppm)

Figura 1.9. Espectre de correlacié gHSQC de 20a.
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H1 ¢ s2pul { Mercury-400
cdel3 f Temp: 25 °C/ N reg: D-PCBE2211068030543

/\(\/EN,BOC
H

PhO,S Moc O
’ Moc Y\
/' 2Me-lle
CH,CH=CH,
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2CH,-Trp i HPI
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Figura 1.10. Espectre d’*H-RMN del compost 20d.

En aquest capitol s’han desenvolupat les passes prévies a la formacié de I'anell A de la
mayotlida. D’una banda s’han comparat els dos camins possibles per I'obtencié del Br-HPI,
sent conscients que cada ruta condueix a un diastereomer diferent, i escollint els grups
protectors que major rendiment donen i, alhora, sén els més idonis per continuar la sintesi del
sistema Trp-HPI. També, s’han optimitzat les condicions de la reaccié de formacié de I'enllag
C*°-N; s’han estudiat els grups protectors que permeten la reaccid i sén els més adequats per
continuar amb la sintesi de la mayotlida. Els compostos 20a, 20f i 20h contenen cinc grups
protectors ortogonals; altres compostos com 20d, 20e, 20g, 20i i 20j contenen quatre grups
protectors ortogonals perqueé: bé perque el seglient pas de la via sintéetica seria la desproteccid
simultania dels dos grups que no sén ortogonals, o bé, perque la desproteccié simultania dels
grups Boc en les posicions N' i N® forneix dues amines amb una reactivitat diferenciada.’”*?
Finalment, la possibilitat de realitzar la reaccié amb la lle ja enganxada a un dels Trp, permet

plantejar una ruta més convergent cap a la formacid de 'anell A.

"' T M. Kamenecka, S.J. Danishefsky Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 2993
'> T.M. Kamenecka, S.J. Danishefsky Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 2995
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Sintesi Total de la Mayotlida







1 Introduccio

La quimica dels productes naturals amb unitats HPI enllacades per la seva posicié C** al N-
indolic d’'un Trp ha comencat a desenvolupar-se en els darrers anys. El nombre de grups que
han estudiat la formacié de I'enllag C*%-N o la sintesi d’un producte natural amb aquesta
caracteristica és bastant reduit. L'actualitat del tema juntament amb |'estructura complexa de

la mayotlida emfatitza la importancia de la seva sintesi.

La sintesi de la mayotlida busca complir dos objectius: un, és la cerca d’'un cami sintétic per
assolir la mayotlida sense haver de recérrer a I'extracciéd de la seva font natural; dos, la

confirmacié de I'estructura i I’estereoquimica proposades per a la mayotlida.

En aquest capitol s’aborda la segona part de la sintesi de la mayotlida: la formacid i

I’estereoquimica de I'anell A, la sintesi de la cadena pentapeptidica i el tancament de I'anell B.

2 Sintesi i estereoquimica de I’anell A

L'anell A de la mayotlida esta composat per tres aminoacids que estan units per dos enllacos
peptidics i un enllag C*-N. En aquesta tesi s’han estudiat tres vies alternatives de macrociclacié

utilitzant els esmentats enllagos com a possibles punts de ciclacié de I'anell A (Figura 2.1).

Figura 2.1. Punts de tancament de I'anell A.
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2.1 Ciclacio per I'enllag¢ Trp-HPI

Els assajos de ciclacié de I'anell A pel punt d’unié entre I'HPI i el Trp s’han estudiat en
dissolucio i en fase solida, emprant la metodologia desenvolupada en I'anterior capitol per a la

formacid d’aquest enllag.

2.1.1 En dissolucio

Partint del Br-HPI 8e o 8i (Veure Capitol 1, Apartat 2.2), s’"han acoblat successivament els altres
dos aminoacids que constitueixen I'anell A per fornir el corresponent compost 22 (Taula 2.1).
La sintesi de 22a ha comengat amb la hidrolisi de I'ester metilic de 8e en medi basic de LiOH,
seguit de I'acoblament de la L-lle-OAl:lil, emprant EDC i HOBt com a agents d’acoblament,
després s’ha desprotegit I’acid de la lle amb PhSiH; i Pd(PPhs), i s’ha acoblat el L-Trp-OMe amb
EDC i HOBt, obtenint un cru que s’ha purificat amb columna cromatografica de gel de silice i ha
fornit 22a amb un 34% de rendiment global. D’altra banda, 8i ha sigut el producte de partida
de la sintesi de 22b. Aixi, s’"ha preparat el dipeptid L-lle-L.-Trp-OBn, a partir de I'acoblament de
la N*-Boc-L-lle sobre el L-Trp-OBn amb EDC i HOBt, i posterior eliminacié del grup Boc en un
medi acid de TFA. Paral-lelament, s’ha hidrolitzat I'ester metilic de 8i i se li ha acoblat el
dipeptid L-lle-L.-Trp-OBn, emprant EDC i HOBt com a agents d’acoblament; després de la
purificacié s’ha obtingut 22b amb un 35% de rendiment. Els compostos 22a (Figura 2.2) i 22b

(Figura 2.3) s’han caracteritzat amb espectres de masses i d’'RMN.

Ambdés compostos, 22a i 22b, s’han sotmeés a les condicions de reaccid estudiades per a la

substitucid nucleofila, pero els assajos no han permes obtenir I'anell A 23.

Taula 2.1. Reaccid de substitucio nucleofila per intentar fornir I'anell A 23.

o)
_R®

| O
NaH, N HN_ _O
Br %_<— DMF anh., A | \§_<7
— »
L
NN NN
1 2 1 2
g R R 3 R R O
e PhSOz
i Boc Boc b Bn
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Figura 2.2. Cromatograma™ d’"HPLC i espectre de masses de 22a.
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Figura 2.3. Cromatograma’ d’HPLC i espectre de masses de 22b.

2.1.2 En fase solida

Proves semblants a les descrites en I'anterior apartat s’han desenvolupat en fase solida. En

aquest cas, s’ha sintetitzat la seqiiencia peptidica de I'anell B manualment sobre la resina 2-

clorotritil, amb una funcionalitzacié d’1 mmol/g, s’ha seguit una estratégia d’Fmoc-aminoacid,

escollint 'EDC i la DIPC com a agents d’acoblament, i emprant un excés de 3 equivalents. El Br-

HPI ha sigut I'Gltim aminoacid en acoblar-se amb les mateixes condicions de reaccié que els

anteriors. A continuacid, s’ha pres una petita quantitat de resina 24 per escindir el péptid

" Columna Symmetry C18 (5 um, 4,6 x 150 mm) MeCN:H,O gradient des de 50:50 fins to 100:0 en 15
minuts. A= 254 nm.
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sintetitzat i comprovar la seva puresa en un HPLC, abans de continuar fent assajos amb ell
(Figura 2.4).

100+ 1298

1299
1297

AU

28a-1 1298}
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Figura 2.4. Cromatograma’ d’HPLC i espectre de masses del peptid escindit de 24.

Aleshores, el peptid ancorat a la resina s’ha sotmeés a les condicions optimitzades de la reaccié
de formacié de I'enllag C**-N: DMF anhidra i escalfant a 70 °C; s’han provant diferents excessos
de NaH, aplicant-los en tractaments de 30 minuts. Lamentablement, aquests intents per

formar I'anell A no han resultat amb el producte desitjat 25 (Figura 2.5).

HN__~

E2a % QQAIW oo
% JN N

Boc Boc

24 NaH, DMF anh., A

3 NJL 4() - TYU%O
@rbf

Boc Boc O

Figura 2.5. Proba de ciclacié de I’anell A en fase solida.

% Columna Symmetry C18 (5 pum, 4,6 x 150 mm) MeCN:H,O gradient des de 70:30 fins to 80:20 en 15
minuts. A= 220 nm.
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2.2 Ciclacio per I’enllag Ile-HPI

Aquesta aproximacid a la sintesi de la mayotlida parteix del compost 20d (Veure Capitol 1,
Apartat 3) i consisteix en la macrociclacié per formacié de I'enlla¢ amida entre el N* de la lle i
I'acid de la posicid 2 de I'HPI. 20d s’ha tractat amb una barreja de TFA:DCM (1:1) per eliminar
alhora el grup Boc de la lle i I'ester terc-butilic de I’HPI; el producte resultant d’aquesta reaccio,
directament, s’ha dissolt en una barreja de DCM:DMF (9:1), amb suficient quantitat per tenir
una concentracié de 3 mM, i s’han afegit HOAt, PyAOP i DIEA. Després de 18 h de reaccié s’ha
obtingut un cru que s’ha purificat amb un columna Cyg i ha fornit 26 amb un rendiment del
45% (Figura 2.6). El compost 26 ha mostrat dos pics en el cromatograma d’HPLC, els quals
tenen temps de retencié similars, idéntics espectres d’UV i mateixa massa. L'experiment de
RMN de gHSQC ha estat la principal eina per caracteritzar el compost 26; ha permes identificar
els metils de la lle, els CH, corresponents al Trp i de I’HPI, el metil del grup Moc, els protons

alfa dels tres aminoacids, el H* i les senyals pertanyents a I'al-lil (Figura 2.7).

y HN,Boc
N 1. TFA:DCM (1:1) o NF
: | 2. HOAt, PyAOP, DIEA, |
DCM:DMF (9:1), N HN. _O
|\/ 45% (2 etapes) \§_<7
NH
: ﬂ NN

PhOZS Moc o PhO,S Moc O
26

Figura 2.6. Ciclacié de I'anell A 26.
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Figura 2.7. Espectre de correlacié gHSQC del compost 26.
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2.3 Ciclacio per I'enllag Trp-Ile

Un nou intent de sintesi de la mayotlida comenga amb I'eleccié del bromur 8i perqué s’ha
obtingut amb un bon rendiment i té les dues amines protegides amb el mateix grup protector,
que poden ser desprotegides alhora just abans de I'Ultima macrociclacié per obtenir la
mayotlida. Com ja s’ha comentat en el Capitol 1, una vegada desprotegides ambdues amines
tenen diferent reactivitat, perqué una pertany a una amina secundaria, mentre que N8 és una
anilina. Aixi, partint del 8i, s’ha hidrolitzat I'ester metilic i s’"ha acoblat la lle, emprant HBTU
com a agent d’acoblament, DIEA com a base i DCM com a dissolvent, fornint 27 (Figura 2.8).

1. LIOH 2M, THF:H,0 (10:1), reflux
2. L-lle-OAl'lil, HBTU, DIEA, DCM,

41% (2 etapes)
(ONg > N NJJ\O/\/

I H H :
8i Boc Boc O 27 Boc Boc (0] / ”

Br Br

Figura 2.8. Sintesi de 27.

D’altra banda, la preséncia d’un grup protector com la ftalimida protegint I'amina del Trp
permet dirigir cap al N de I'indole la reaccid entre el Trp i la base escollida. D’aquesta manera,
2e reacciona amb NaH, emprant DMF anhidra com a dissolvent, i després s’ha afegit 27. La
mescla de reaccié s’ha escalfat a 70 °C durant 1,5 hores; transcorregut aquest temps, la reaccid
no ha avancat més. Llavors, el cru obtingut s’ha purificat amb una columna cromatografica de
gel de silice, emprant una barreja d’hexa:EtOAc (70:30), i ha fornit 28 amb un rendiment del
30% (Figura 2.9), el qual s’ha caracteritzat amb espectres d’'RMN i masses. El cromatograma
d’HPLC de 28 ha presentat quatre pics amb temps de retencié molt proxims (Figura 2.10),
idéntics espectres d’UV i mateixa massa. Aquests pics poden correspondre a distints isomers
del compost 28 que es deuen a la preséncia de la lle enganxada en el ¢? del Br-HPI, ja que sols
s’han obtingut dos pics quan s’ha trobat un metil ester en aquesta posicid. Probablement, al
emprar el bromur 27 s’han produit no sols els isomers endo i exo, siné també I'epimeritzacié
del C* de la lle. Davant la impossibilitat d’aillar els quatre compostos, s’ha decidit continuar

endavant en la via sintetica amb la barreja d’isomers.

O

o/

Br NaH, DMF anh., NFtaI
_ A30% N
NFt I
NN : 2
27 Boc Boc o} / "
Boc Boc o

Figura 2.9. Sintesi de 28.
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Figura 2.10. Cromatogrames® del cru de la reaccié de substitucié

(superior) i de la purificacié de 28 (inferior).

La desproteccio de I'amina per eliminacié del grup ftalimida s’ha assolit al tractar un dissolucié
de 28 en EtOH abs. amb una dissolucié H,NNH, 1M en THF. Sense purificar, s’ha desprotegit
I'acid carboxilic de la lle amb PhSiH; i Pd(PPh;),. El compost desprotegit s’ha sotmes
directament a la macrociclacié per construir I'anell A, la qual s’ha aconseguit amb PyAOP i
HOAt, com a agents d’acoblament, i DIEA en una solucié molt diluida (3 mM) de DCM:DMF
(9:1). Després de 23 hores de reaccidé a temperatura ambient i la purificacié amb una columna
Cig-semipreparativa, amb un gradient d’eluents MeCN:H,0, s’ha obtingut 29 amb 37% de
rendiment (Figura 2.11). El cromatograma d’HPLC de I’anell A després de la primera purificacié
presenta quatre pics que corresponen a distints isomers de I'anell A (Figura 2.12, superior).
Una segona purificacid, novament amb una columna Cig-semipreparativa, ha permes aillar un

d’aquests isomers (Figura 2.12, inferior) i estudiar la seva estereoquimica.

3 Waters SunFire C g (100 x 4,6 mm, 3,5 um). Gradient MeCN:H,O des de 70:30 fins 100:0 en 8 min, A=
254 nm.
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o 1. H,NNH, 1M (THF), EtOH abs. —
| 2. PhSiH3, Pd(PPhj),, DCM anh. |

NFtal Z  3.HOAt, PyAOP, DIEA, N~ HN< O
DCM:DMF (9:1), 37% (3 etapes) _
Ho 9 B
NN o vy
28 Boc Boc O 29 Boc Boc O

Figura 2.11. Eliminacié de la ftalimida i I’al-lil de 28 i formacioé de I'anell A 29.
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Figura 2.12. Cromatogrames® d’HPLC de I'anell A després de la primera purificacié

(superior) i de 29 després de la segona purificacié (inferior).

2.4 Estereoquimica de I'anell A

L'estereoquimica del producte 28 no fou estudiada, perdo es coneix la configuracié dels
productes de partida i s’ha estudiat la configuracid del producte 29, mitjancant espectres
monodimensionals de NOE que irradiaven en el proté de la posicié €? de I'HPI. Aquests

experiments han permeés veure que existeix NOE entre els protons de les posicions i
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aquest NOE es indicatiu d’una estereoquimica trans entre els substituents de les posicions C? i
C** de I'HPI. També s’observa NOE entre el proté del €’ i un dels protons de la posicié C* i un
dels protons del CH, de la lle (Figura 2.13). Aixi doncs, la configuracié del Br-HPI 8i ha canviat al
llarg d’aquests processos de reaccié per a I'obtencié de I'anell A amb el substituent endo en el
C’ de I'HPI.

\ CH2 / { CHylle |
- \ 1 S - P4

MWMMWWWMVWWWWW W‘“W M#ﬁﬁwwmwﬁr'mmw
.

| |
| |
T T T T T T T T T T T T T
7E 70 3 6.0 31 50 4.5 an EX 20 25 2.0 LE
Fi (ppm)

Figura 2.13. Senyals de NOE vistes per al proté de ¢ de I’'HPI en el producte 29.

3 Sintesi de la cadena pentapeptidica

Paral-lelament a la sintesi de I'anell A, s’ha preparat la cadena pentapeptidica que forma part
de I'anell B de la mayotlida. La sintesi en fase solida ha sigut el metode escollit per a obtenir
aquest peptid, perqué és la forma més rapida, eficient i neta per sintetitzar aquesta classe de

péptids.

La resina escollida ha sigut el clorur de 2-clorotritil (30) i s’"ha seguit una estratégia d’Fmoc-
aminoacid per elongar el peptid; amb I'EDC i la DIPC com a agents d’acoblament. Els excessos
d’aminoacid han sigut de tres equivalents per cadascu i els tractaments d’acoblament han
durat dues hores. Després de cada acoblament s’ha realitzat el test de la ninhidrina o del
cloranil (segons correspongui) per comprovar que no quedava aminoacid desprotegit ancorat a
la resina. Aixi, comengant per la Fmoc-L-Ala i continuant amb la Fmoc-L-Val, la Fmoc-L-Phe, la
Fmoc-L-Pro i, I’dltim, la Boc-L-Val s’ha obtingut la seqliéncia desitjada (Figura 2.14). El procés es

pot seguir facilment amb un HPLC-MS, per a lo qual s’han de prendre petites mostres de la
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resina i escindir el peptid intermedi. A la fi, la resina s’ha tractat amb 1% TFA:DCM per escindir
el peptid 32; I'acid del qual s’ha protegit formant I'ester al-lilic 33 en dissolucié. La preséncia de
les senyals de I'al-lil i el terc-butil en I'espectre d’*H-RMN, juntament amb la massa donada per
ESI+, ha permeés una rapida identificacié del compost 33 (Figura 2.15). Després 33 s’ha dissolt
amb TFA:DCM (1:1) per eliminar el grup Boc i s’"ha obtingut 34, que s’ha d’acoblar sobre I'anell
A.

1. Pip:DMF (2:8)
2. Fmoc-L-AA o Boc-L-Val, O
EDC, DIPC, DMF 0 Fmoc-L-Ala,

H
i N DIEA, DCM
< (Repetir 4 vegades) Emoc” \)J\O—O < 2/EA DCM CI_O cl O ()
1.1% TFA:DCM

31 30 o]
O
2. CsCO3, MeOH

3. tBuBr, DMF, 62% (3 etapes) \)J\ _)J\ \)J\ _O

A
j j
y O o] H © TFA:DCM
H,N N\)J\N—._)J\N N\/go <~ Boosy \)L —)L \/&

Y L
3 S

Figura 2.14. Sintesi en fase solida i solucié de 34.

-

100

673

020 ‘ 1344
&
326

e T — B 1 S s AT 1346
616
2T 497849

arie

167 916 1262 ‘347

675
0.00 100 200 300 4.00 800 8.00 7.00 800 N 195 324 i l 757 771 \10141035 1059/1145 pa
Ot g ol b T T
Minutes 200 400 600 800 1000 1200 1400

IE

Figura 2.15. Cromatograma® i espectre de masses de 33

Una vegada aconseguida la sintesi d’aquesta cadena peptidica manualment, s’ha adaptat el
procés per realitzar-lo en un sintetitzador automatic de peéptids assistit per microones. Aixi,

primer s’ha acoblat manualment la Fmoc-L-Ala a la resina 30 i després s’ha portat al

* Waters SunFire Cg (100 x 4,6 mm, 3,5 um). Gradient MeCN:H,O des de 30:70 fins 100:0 en 8 min, A=
220 nm.
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sintetitzador on s’ha elongat el peptid, emprant HBTU i DIEA per a realitzar els acoblaments. El
sintetitzador automatic realitza acoblaments de duraci6 més curta que quan es realitzen
manualment, reduint aixi, el temps total necessari per obtenir el péptid; a més, permet a

I'investigador desenvolupar uns altres quefers durant el temps que es realitza la sintesi.

4 Ciclacio de I'anell B i formacio de la mayotlida

Un cop obtinguts I'anell A, compostos 26 o 29, i la cadena pentapeptidica 34 (Veure Apartats
2.2, 2.3i 3, respectivament, d’aquest capitol) hi ha dues possibilitats de continuar la sintesi de
la mayotlida: fent I'acoblament pel N-terminal del pentapeptid sobre I'acid carboxilic de I'anell
A (Opcié A) o bé pel C-terminal del pentapéptid sobre el N* de I’'HPI (Opcié B) (Figura 2.16). Per
evitar impediments estéerics en la macrociclacid final, s’ha decidit que I'enllag entre el Trp i la

Val és I’optim per introduir la cadena pentapeptidica en I'anell A.

0
O

N

H HN
N

| NH O
(I j: l NH ) N
o TN /{

|
GP GP O N

| H

H
N~ O N

GP
o)
NH HN
|
Gpoﬁ\o o
O

Figura 2.16. Possibilitats d’acoblament de la cadena pentapeptidica sobre I'anell A.

o
Iz
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4.1 Aproximacio sintetica a la mayotlida amb 26. Desproteccio del
Moc.

Cronologicament, el primer intent d’aproximacié a la sintesi de la mayotlida s’ha realitzat amb
26. Aixi, després de I'eliminacié del protector al:-lil de 26, el pentapéptid 34 s’ha acoblat sobre
I'acid, emprant HOAt i PyAOP. El cru obtingut s’ha purificat amb una columna C;3, amb una
barreja de MeCN:H,0, i ha fornit el compost 35 (Figura 2.17), que s’ha caracteritzat amb
espectroscopia de masses i RMN. L'espectre de gHSQC ha mostrat les senyals corresponents
als metils de la lle, la Ala i les Val, el CH, de I'HPI, el metil del grup Moc, els protons alfa i un
CH, de I'al-lil (Figura 2.18).

0
0 0
N
N" HN

0~ 1.PhSiHy, Pd(PPhs),, DCM

| 2. 34, HOAt, PyAOP, DIEA,

HN

N 0 DCM:DMF (9:1) _ | NH
> o
NN NH

©
NH
N~ N ", NH

O
(e}
) I /(
26 PhO;S Moc O O HN

I
PhO,S  Moc O
)
35 H
§/\O

Figura 2.17. Acoblament de la cadena pentapeptidica sobre I'anell A 26.
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Figura 2.18. Ampliacio de I'espectre de correlacié gHSQC del compost 35
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Els seglients passos de la via sintetica impliquen les desproteccions de I'acid carboxilic de la
cadena peptidica i el N* de I'HPI. Perd, ha sigut impossible treure el grup Moc de la posicié N
de I'HPI.

Per a resoldre aquest problema, s’ha intentat posar a punt la desproteccié del N’-Moc,
utilitzant una molécula sinteticament més accessible com el compost 7a. S’han provat distints
tipus de reaccions: medis basics per hidrolitzar el Moc, o distints nucleofils que acomplexin al
Moc i el converteixin en un millor grup sortint. També s’ha assajat amb diversos dissolvents,
com THF, dioxa, HMPA, etc., i distintes condicions de reaccid, des de temperatura ambient fins
escalfar a la temperatura de reflux del dissolvent, o provar reaccions amb el microones.
Lamentablement tots els intents han estat infructuosos (Taula 2.2). Aquest entrebanc ha
provocat la necessitat de canviar el Moc per un altre grup protector i, per tant, el

replantejament de tota la via sintética.

Taula 2.2. Condicions de reaccio assajades per la hidrolisi del carbamat de metil 7a.

H H
—X>
. oy ~ N
PhO,S  Moc O PhO,S 0
7a 36
Reactius Dissolvent T(°C)
THF:H,0 reflux
. Dioxa:H,0 reflux
LiOH
MeOH:H,0 reflux
Dioxa:H,0 50-150 (MW)
BnSLi t.a.
] HMPA 50
LiSCH,CH,0OH
50-150 (MW)
DCM reflux
TMSI
MeCN reflux

4.2 Aproximacio sintetica a la mayotlida amb 29

El compost 29 s’ha emprat per a la darrera aproximacid sintética a la mayotlida. D’aquesta
forma, s’ha hidrolitzat I'ester metilic de 29, per poder acoblar sobre I'acid lliure el peptid 34
amb la 2-ciano-2-hidroximinoacetat d’etil, PyOxP i DIEA en una mescla de DCM:DMF (1:1).
Després de 4,5 hores, s’ha parat la reaccid. El cru s’ha purificat amb una columna Cg, per
obtenir 37 (Figura 2.19), que fou caracteritzat per RMN i masses d’alta resolucid. En els

espectres d’'RMN de correlacié "H-C (Figura 2.20) s’han identificat les senyals corresponents
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als metils de la lle, Ala i Vals, els terc-butils dels grups Boc, el CH, de I'HPI, fins quatre protons

alfa, els CH, de I'allil i el protd de la posicid % de I’HPI; aixi s’ha continuat amb la via sintética.

o~ 1. LiOH 2M, THF:H,0, reflux
| HN o 2. 34, 2-ciano-2-hidroximinoacetat d'etil,
N PyOxP, DIEA, DCM:DMF (1:1),
\§_<7 25% (2 etapes) - i:

0]

N N NH
) ) (@) HN

29 Boc Boc O 37 Boc Boc (¢} H o
§/\O

Figura 2.19. Acoblament de la cadena pentapeptidica en I'anell A 29.
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Figura 2.20. Ampliacié de I'espectre de correlacié gHSQC de 37.

El segiient pas ha sigut la desproteccio de I'allil ester de 37, seguint el procediment descrit

anteriorment, amb I’Us de PhSiH; i Pd(PPhs),. L'acid obtingut s’ha dissolt en una barreja de
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TFA:DCM (1:1) per eliminar els dos grups Boc, fornint aixi el precursor del producte final.
Aquest s’ha dissolt en una barreja de DCM:DMF (9:1) fins obtenir una concentracié 4 mM; s’ha
afegit HOAt, PyAOP i DIEA, i s’ha agitat durant 16 hores a temperatura ambient. El cru de
reaccié s’ha purificat amb una columna de fase inversa per fornir finalment 1 amb un 10% de

rendiment (Figura 2.21).

o~<,_40

N
HN 1. PhSiHg, Pd(PPh3),,

DCM anh., 79%

2. TFA: DCM (1:1), quant.

3. HOAt, PyAOP, DIEA

DCM:DMF (9:1), 13%
Boc Boc o O HN o

Q/\O O

W

-
O Iu

37

Figura 2.21. Ciclacié de I'anell B i obtencié d'1.

El compost 1 i una fracci6 de mayotlida natural s’han comparat mirant els seus temps de
retencié en un HPLC;> ambdds compostos han coeluit al mateix temps, 8,94 minuts (Figures
2.22,2.23i 2.24). Llavors, es pot pensar que s’ha sintetitzat la mayotlida; amb lo qual s’hauria
corroborat la seva estructura i la seva estereoquimica propostes. Per aconseguir aquest fi, s’ha

seguit una via sintética basada en una combinacié de metodologies de fase solida i solucid.
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Figura 2.22. Cromatograma d’HPLC’ de I'extracte de la mayotlida natural.

> Columna Symmetry C18 (5 pum, 4,6 x 150 mm) MeCN:H,O gradient des de 30:70 fins to 100:0 en 22
minuts. A= 220 nm.

51



Capitol 2

- ~o

" Mayotlida :,‘

0.40] b e -

AU

(=}
?
4.009
14.842
19.961

|

3
|
|
1

FT 7.467
H —11.222
P=—12.183

8

|

|

|

.},_
-'-3—6.814

AVAN

1

/

[
[
L

T U U O
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

Minutes

Figura 2.23. Cromatograma d’HPLC’ de la mayotlida sintetica.
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Figura 2.24. Coelucié® de la mayotlida natural i la sintética.

Aquesta reaccid s’ha realitzat a petita escala, aillant-se 11 mg d’1 un cop purificat. Aquesta
guantitat, juntament amb el tamany i la complexitat de la molécula han fet que les dades

espectroscopiques siguen dificils d’assignar.
Aixi doncs, es continua treballant en la sintesi total de la mayotlida, intentant:

e Millorar la sintesi de I'anell A, amb els grups protectors dels N* i N® diferenciats.
e Millorar la preparacié de l'anell B, canviant I'enllag pel que es produeix la

macrociclacio.
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Estudi de la Relacio

Estructura-Activitat de la Mayotlida







1 Introduccio

Freqlientment el descobriment d’un nou producte natural actiu va lligat a la troballa d’una
familia de compostos estructuralment relacionats, és a dir, analegs del producte que es troben
dins del mateix organisme, pero que poden tenir activitat o no. S’han invertit molts esforcos en
respondre el perque els organismes sintetitzen compostos semblants, independentment de la
seva activitat. El punt de partida de la discussié és que la produccid de qualsevol producte
natural origina un cost energéetic a I'organisme, per tant, aquest producte hauria de suposar un

benefici d’'una o una altra forma per a qui el produeix.

Un primer aproximament evolutiu diu que qualsevol producte sintetitzat per I'organisme ha de
tenir una funcié que repercuteixi en la millora de la salut de I'ésser viu; després la seleccié
natural triara i donara continuitat a aquells compostos que més afavoreixin a I'organisme
productor. Perd aquest raonament no és prou per explicar I'existéncia de la diversitat quimica
que es pot trobar dins d’un sol ésser viu, el perque genera compostos semblants i el perque els

manté, malgrat no tinguin una funcié concreta.

La hipotesi més acceptada per explicar la diversitat quimica dins dels organismes és la hipotesi
de la bioanalisi. Es un model basat en una simple proposta: I'activitat bioldgica potent és una
propietat excepcional per a una Unica molécula;® aixi es necessita un elevat nombre de
compostos per trobar-ne un que sigui actiu. Aquesta teoria assumeix que la seleccié natural
tindria un inconvenient important si totes les noves molecules biosintetitzades, fruit de les
mutacions, tinguessin activitat biologica, perque seria més dificil descartar-les. Llavors,
I’evolucié afavoreix a aquells organismes que sén capacos de crear una elevada diversitat
guimica amb un baix cost energéetic, perqué quant major sigui la quantitat de compostos
creats, major sera la probabilitat de crear un que tingui una activitat biologica potent.? |
d’aquesta manera els organismes creen la seva propia diversitat quimica, en busca d’uns

metabolits on la relacié estructura-activitat sigui optima.

"'C.G. Jones, R.D. Firn Philos. Trans. R. Soc. London, Ser. B, 1991, 333, 273
2R.D. Firn, C.G. Jones Recent Advances in Phytochemistry (Ed.: J.T. Romeo, J.A. Saunders, P. Barbosa)
Plenum Press, 1996, 295
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La quimica dels productes naturals intenta emular a aquests organismes. Aixi, el descobriment
d’un nou compost bioldogicament actiu, continua amb I'estudi de la seva sintesi i la dels seus
analegs, buscant crear una quimioteca on es pugui escollir el compost que tingui el perfil
farmacologic més adequat. En el present capitol es pretén aprofundir en el coneixement de la
relacié entre I'estructura i I'activitat de la mayotlida amb I’assaig de I’activitat de I'anell Ai la

sintesi d’'un analeg de la mayotlida.

2 Activitat de la mayotlida

La mayotlida presenta una activitat inhibidora del creixement (Gl 50)° de I'ordre nanomolar en
tres linies tumorals: HT-29 (colon), A-549 (pulmd) i MDA-MB-231 (mama) (Taula 3.1). Una de
les caracteristiques de la mayotlida és que esta composada per dos anells peptidics; aixi, s’ha

estudiat I'activitat d’ambdds anells.

Taula 3.1. Activitat inhibidora del creixement de la mayotlida.

HT-29 A-549 MDA-MB-231
Colon (10°) Pulmé (10°®) Mama (10°®)
GI50 3,81 3,91 3,91
2.1 AnellA

Un cop preparat el compost 29 (Capitol 2, Apartat 2.3), el qual conté I'anell A de la mayotlida,
s’ha estudiat la seva activitat; per a lo qual s’han eliminat els grups Boc que presenta 29 i s’ha
obtingut el compost 38 (Figura 3.1). El compost 38 s’ha caracteritzat amb espectroscopia de
masses i d’RMN (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Sintesi de 38.

3 Assajos de GI50 detallats en la part Experimental.
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Figura 3.2. Espectre d’*H-RMN de 38.

L'activitat dels compostos 29 i 38 ha sigut assajada pels laboratoris de la companyia
PharmaMar en les tres linies tumorals esmentades, pero en cap d’elles els compostos han
resultat actius (Taula 3.2). Aleshores, podem descartar que I'anell A sigui, per ell mateix,

responsable de I'activitat antitumoral de la mayotlida.

Taula 3.2. Assajos d’activitat (GI50) dels compostos 29 i 38.

HT-29 A-549 MDA-MB-231
Compost . olon (10%)  Pulm6 (10%)  Mama (10°)
29 >1,40 >1,40 >1,40
38 > 1,94 > 1,94 > 1,94

2.2 Analegs de la mayotlida

Enfront dels resultats de no activitat de I'anell A, cab la possibilitat de que l'activitat de la
mayotlida (1) resideixi en I'anell B; aixi, s’ha plantejat la sintesi de dos analegs 39 i 40. El
compost 39 reprodueix la seqiiéncia peptidica de I'anell B d’1, perd no té I'enllag C**-N' entre
I'HPI i el Trp. EIl compost 40 és un octapeptid ciclic que presenta la mateixa seqléncia
d’aminoacids que la mayotlida, amb els dos Trps sense modificar i, per tant, sense I'enllag ¥
N’ (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Estructura de la mayotlida (1) i dels analegs 39 i 40.

2.2.1 Sintesi de I’analeg 39

La ruta sintetica plantejada per a I'obtencié de I'analeg 39 ha requerit la sintesi de I'HPI en
dissolucid i el seu posterior acoblament sobre la resta de cadena peptidica, sintetitzada en fase
solida. En 39 no hi ha unid Trp-HPI, per tant, s’"ha optat per obtenir 'HPI mitjancant la ciclacié

amb acid perque no cal sintetitzar el Br-HPI.

La ciclacié en medi acid que ha funcionat molt bé amb el N* protegit en forma de carbamat de
metil, ha donat problemes de desproteccié d’aquest grup Moc un cop format I’'HPI (Veure
Capitol 2, Apartat 4.1) impossibles de resoldre. Aquests problemes juntament amb la recerca
d’una via sintética convergent han conduit a assajar el dipeptid 2k per a aconseguir la seva
ciclacié amb acid. El resultat no ha sigut I'esperat 5 i com s’explica en el Capitol 1 (Apartat 2.1)

s’ha obtingut el producte de dimeritzacio 6 (Figura 3.4), fet que ha truncat la sintesi de 39.

N
o) / NH
HN O Alloc
o~ TFA o~ o
0 I w0 | |
N N ~ N (e} (@]
H o H Al HN (@) AI\IIoc
5 \(go 2k H’ oc N NH
At
Alloc 6

Figura 3.4. Reacci6 de dimeritzacié de I’N*-Al-loc-L-Ala-L-Trp-OMe.
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Aleshores, per a aconseguir la ciclacid del Trp amb acid no podem fer servir una amida per
protegir el N del Trp, perqué fem que aquest N sigui menys nucledfil que I'indole; hem de
recorrer a la formacid de carbamats per protegir-lo. Possiblement la ciclacié del Trp-OMe amb
el N protegit amb Cbz, seguit de la proteccié del N® de I'HPI format amb un grup protector
ortogonal, permetria la preparacié d’un HPI-carboxilat de metil sintéticament adient per a la

preparacio de 39.

2.2.2 Sintesi de I'analeg 40

Per sintetitzar I'analeg 40 s’"han combinat procediments de fase solida i dissolucié. La sintesi ha
comencat amb I'ancoratge manual d’un equivalent de I'Fmoc-L-Ala sobre la resina 2-clorotritil
(30). L'experiéncia previa en la sintesi la cadena peptidica de la mayotlida ha permeés elongar el
péptid 41 directament en el sintetitzador automatic assistit per microones. Aixi, s’han emprat
Fmoc-L-aminoacids, amb un excés de 3 eq, i s’ha escollit ’'HATU com a agent d’acoblament;
I’N*-Fmoc-L-Trp(Boc)-OH ha sigut I'Gltim aminoacid en acoblar-se. Després de |'eliminacié del
grup Fmoc del Trp i I'escissié del péptid de la resina, aquest s’ha dissolt en una barreja de
TFA:DCM (1:1), per treure els grups Boc dels Trp de la cadena, fornint 42 amb rendiment
quantitatiu. La macrociclacié de 42 s’ha realitzat en solucié molt diluida, concentracié 3 mM, i
s’han emprant 2 eq de cadascun dels agents d’acoblament HOAt i PyAOP, per obtenir I'analeg

40 (Figura 3.5). 40 ha sigut caracteritzat per HPLC-masses (ESI+) (Figura 3.6).

1. Pip:DMF (2:8)
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Figura 3.5. Sintesi de I'analeg 40.
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Figura 3.6. Cromatograma4 i espectre de masses de 40.

L'activitat del compost 40 s’ha estudiat en tres linies tumorals: HT-29, A-549 i MDA-MB-231,
pero no ha resultat actiu en cap d’elles (Taula 3.3). Aixi doncs, la seqiiencia peptidica i ciclada

gue conforma I'anell B no és I'origen de I'activitat de la mayotlida.

Taula 3.3. Assajos d’activitat (Gl 50) del compost 40.
HT-29 A-549 MDA-MB-231

Colon (107) Pulmé (10) Mama (10°)
GI50 > 1,00 > 1,00 > 1,00

Els resultats obtinguts porten a pensar que I'activitat de la mayotlida es deguda al conjunt de
tota I'estructura. Aixi, els posteriors estudis de la relacidé estructura-activitat de la mayotlida
haurien de sintetitzar analegs que mantinguessin I'estructura Trp-HPI dins de la molécula:
canviant aminoacids de [I'estructura original, sintetitzant compostos biomimetics que
mantinguessin bé I|'estructura monociclica o la policiclica per dirigir I'estereoquimica o el

plegament de la conformacié molecular.

* Waters XBridge Cys (75 x 4,6 mm, 2,5 um). Gradient MeCN:H,O des de 50:50 fins 100:0 en 8 min, A=
254 nm.
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1 Conclusions

e En l'estratégia sintética proposada per a I'obtencié de la mayotlida, el Br-HPI és el seu
precursor i el de molts altres productes naturals que contenen I'HPI en la seva
estructura. S’han assajat dues vies alternatives per a la sintesi del Br-HPI amb diferents
grups protectors en les dues amines i el carboxilat.

o Comparant les dues rutes per arribar al Br-HPI a partir del Trp s’"ha comprovat
que la ruta A condueix, majoritariament, a I'isomer endo del Br-HPI, que és el
producte de control termodinamic; mentre que les condicions de reaccid de la
ruta B afavoreixen la formacio del producte de control cinétic, I'isomer exo.

o L'*H-RMN ha servit com a eina per a la diferenciacié dels isomers endo i exo
del Br-HPI. L'estereoquimica dels analegs de Br-HPI sintetitzats s’ha establert
comparant una parella d’isomers del Br-HPI sintetitzats per les dues vies
anomenades A i B. S’ha comprovat que hi ha una variacid6 en els
desplacaments quimics del proté de la posicié ¢ de I'HPI i de I'alquil (Me o
tBu) que esterifica el carboxilat, segons sigui exo o endo, per l'efecte
d’anisotropia de I'anell aromatic de I'HPI.

o L'ortogonalitat dels grups protectors per sintetitzar el Br-HPI és important
perque ha de permetre el creixement quimioselectiu de la molécula per
arribar al producte natural; perd sense oblidar que la propia unitat HPI
presenta quimioselectivitat al tenir diferent reactivitat les amines N i N® de
I"'HPI.

e S’ha estudiat la formacié de I'enllag entre el C? de I'HPI i el N indolic del Trp, per fornir
el sistema Trp-HPI.
o Les condicions de reaccié optimes s’han aconseguit amb NaH com a base, DMF

anhidra com a dissolvent, escalfant la reaccié a 70 °C durant 1,5 hores.
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La proteccio de l'acid del Br-HPI en forma de metil ester en la reaccid de
substitucié ha donat majors rendiments que quan estava protegit amb un terc-
butil ester.

Al buscar la convergéncia de la ruta sintética, la formacié de I'enllag C**-N/,
tenint acoblada la lle a I’'HPI i protegint I'amina del Trp amb ['ftalimida, ha

originat quatre isomers del producte de substitucié.

e S’ha assolit la sintesi de I'anell A que forma part de la mayotlida. Aquest estudi ha

permes:

©)

Comprovar que els dos enllagos amida de I'anell sén els idonis per tancar
I'anell A.
L'estudi de la seva estereoquimica mitjancant experiments NOE ha indicat una

estereoquimica trans entre el substituents de les posicions €’ i > de I'HP!I.

e S’ha estudiat la ruta sintética que condueix a la mayotlida i s’ha aillat la quantitat

suficient per comparar el producte natural amb el sintétic.

@)

La fase solida és la tecnica més adient per la sintesi de la cadena
pentapeptidica. A més, s’ha adaptat la seva sintesi per realitzar-la en un
sintetitzador automatic de peéptids, amb la resina 2-Cl-Tr, seguint una
estrategia de Fmoc-aminoacid i amb HBTU com a agent d’acoblament.

S’ha sintetitzat un compost que presenta el mateix temps de retencié i la
mateixa massa que la mayotlida natural, amb lo qual s’ha corroborat

I’estructura proposta de la mayotlida.

e S’han realitzat estudis preliminars de la relacié entre I'estructura i I'activitat de la

mayotlida.

@)

L'activitat de la mayotlida no es deu sols a I'anell A, perque I'assaig de
I'activitat de I'anell A, tant protegit com desprotegit en les amines de I'HPI, no
presenta cap activitat.

L'anell B tampoc és el responsable de I'activitat de la mayotlida per ell mateix.
Tal i com demostra 'assaig de l'activitat d’un analeg de la mayotlida que
presenta la seva mateixa seqliencia peptidica, pero no conté la unitat HPI ni la
unié entre el C** d’aquesta i el N indolic de I'altre Trp.

L'activitat de la mayotlida és deguda al conjunt de tota I'estructura. Per tant,
I'estudi d’analegs s’ha de dirigir cap a modificacions dels aminoacids que
constitueixen I'anell B o compostos biomimétics que mantinguin I'essencia de

I'estructura de la mayotlida: la unié entre el ¢** de I'HPI i el N indolic del Trp.



