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RESUMEN

La L-carnitina es un nutrimento esencial, sintetizado de manera endégena por los
aminodcidos lisina y metionina o se puede obtener a partir de la dieta, principalmente
de la carne, la funcion principal de la L-carnitina es la de ser el sustrato de la enzima
carnitina palmitoiltransferasa 1, la cual cataliza el paso inicial en el transporte de
acidos grasos de cadena larga hacia el interior de la matriz mitocondrial. En los
ultimos afios la L-carnitina, sus derivados y andlogos ha atraido considerablemente la
atencion de grupos de investigadores debido a sus propiedades bioldgicas y a sus
aplicaciones farmacoldgicas. En este estudio se describe una nueva metodologia
sintética que permite la obtencion de dcido (2R, 35)-B-hidro xi-y-aminofosfénicos 9 y
la mezcla diastereomérica de los &cidos (3S)-B-hidroxi-y-aminofosfénicos 9/10
andlogos fosforados de carnitina.

OH <|3| QH h)
P\,OH p—OH
OH \OH
I” +NMeg I NMeg
(2R,35)-9 (2R, 35)9/(2S,39-10

La ruta sintética fue disefiada para poder ser escalable y de esta forma obtener
cantidades necesarias para la evaluacion posterior de dichos compuestos. Un
intermediario clave para la ruta de sintesis fue el vy-(N,N-dibencil)amino-[3-
hidroxifosfonato 4 obtenido a partir de la reduccion diastereoselectiva del y-(NV,N-
dibencil)amino-B-cetofosfonato 3, el cual a su vez fue obtenido facilmente a partir del
a-aminodcido L-leucina 1. Posteriormente, se procedid a la remocién de los grupos
protectores y la metilacion del grupo amino, finalmente; la hidrélisis de los ésteres
fosfonicos proporciond el dcido (2R, 3S)-B-hidroxi-y-aminofosfénico 9 (Esquema 1).
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Esquema. 1

La metodologia desarrollada permitié la obtenciéon del acido (2R,3S)-B-hidroxi-y-
aminofosfonicos 9 con una alta diastereoselectividad y excelente rendimiento
quimico. Esta misma metodologia se desarrolld para la obtencidén de la mezcla

diastereomérica de los dcidos (3S5)-B-hidro xiy-amino fosfénicos 9/10

Palabras clave: L-carniina, reduccion diastereoselectiva, andlogos fosfonicos



SUMMARY

The L-carnitine is an essential nutrient, so endogenously synthesized by the amino
acids lysine and methionine, or can be obtained from the diet, mainly meat, the main
function of L-carnitine is to be the substrate of the enzyme -carnitine
palmitoiltransferase 1, which catalyzes the initial step in the transport of long-chain
fatty acids into the mitochondrial matrix. In recent years the L-carnitine analogs or
derivatives has attracted considerable attention from groups of researchers because of
their biological and pharmacological applications. This study describes a new
synthetic methodology that afford of (2R, 35)-B-hydroxy-y-aminophosphonic acid 9
and mixtures of diastereomeric (3S)-B-hydroxy-y-aminophosphonic acids 9/10
phosphocarnitine analogs
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The synthetic route was designed to be scalable and thus obtain the quantities needed
for subsequent evaluation of these compounds. A key intermediary for the route of
synthesis was y-(N,N-dibenzyl)amino-B-hydroxyphosphonate 4 obtained from the
diastereoselective reduction of y-(N, N-dibenzyl)aminof-ketophosphonate 3, which in
turn the was obtained easily from a-aminoacid L-leucine 1. Subsequently, it ordered
removal of protective groups and the methylation of the amino group. Finally, the
hydrolysis of phosphonic esters provided of (2R, 35)-B-hydroxy-y-aminophosphonic
acid 9 (Scheme 1) o o
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Scheme 1

T©v=0

The  methodology  developed allowed  obtaining  (2R,35)-B-hydroxy-vy-
aminophosphonic acid 9 with a high diastereoselectivityd and good chemicals yield.
The same methodology was developed for obtaining the diastereomeric mixture of
(35)-B-hydroxy-y-aminophosphonic acids 9/10.

Keywords: L-carnitine, diastereoselective reduction, phosphonic analogues
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1. INTRODUCCION

En mamiferos, la L-carnitina (3-hidroxi-4-N-trimetilamino butirato) es un
nutrimento esencial, sintetizado de manera enddgena por los aminodcidos lisina y
metionina o puede ser obtenido a partir de la dieta, principalmente de la carne. Fue
descubierta en tejido muscular en 1903 y poco después, en 1927 se acept6 su formula
quimica C7H;sNOs;. Se trata de un polvo fino, blanco cristalino, con un punto de
fusion de 198 °C y rotacién 6ptica de -31° (C=10, H,O). (Feller y Rudman, 1988). La
funcion principal de la carnitina es la de ser el sustrato de la enzima carnitina
palmitoiltransferasa 1, la cual cataliza el paso inicial en el transporte de dcidos grasos
de cadena larga hacia el interior de la matriz mitocondrial (Rebouche, 1992). En los
ultimos afios la L-carnitina ha atraido considerablemente la atenciéon de grupos de
investigadores debido a sus propiedades biologicas y a sus aplicaciones
farmacéuticas. En la actualidad existen reportes en los cuales se describe la
preparacion de mezclas racémicas de carnitina y sus enantiomeros. En estos métodos
se involucra la formacién de sales quirdles y la separacion de sus diastereémeros
resultantes mediante procesos biologicos, sintesis asimétrica catalitica,
descarboxilacién oxidativa electroquimica y otros métodos. También se ha descrito la
sintesis de andlogos de L-carnitina, como los andlogos ciclicos sustituidos a-,3- y v-,
que contienen uno o dos grupo metilo en estas posiciones y andlogos con otro dtomo
en lugar de un carbono en el grupo carboxilico o en la posiciéon del oxigeno o
hidrégeno el grupo hidroxilo (Tadeusiak, 2004). Sin embargo los métodos descritos
son escasos, se llevan a cabo con una baja diastereoselectividad, bajos rendimientos
quimicos, por lo que aun se encuentran bajo investigacion, ademds de que no existen
reportes de que estos andlogos hayan sido evaluados bioldgicamente. Es por ello que
en el presente trabajo de investigacion se abordé la preparacion de compuestos
fosforados andlogos de L-carnitina a partir de materias primas de facil acceso (O~
aminodcidos) con una alta diastereoselectividad y alto rendimiento quimico y de esta

manera poder iniciar con los estudios biolégicos.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. L-carnitina
2.1.1 Definicion

En mamiferos la L-carnitina (3-hidroxi-4-N-trimetilamino butirato) es un
nutrimento esencial, sintetizado de manera enddgena por los aminodcidos lisina y
metionina o puede ser obtenido a partir de la dieta, principalmente de la carne. Su
nombre deriva del latin caro o carnis (carne), fue descubierta en extracto de tejido
muscular en 1905. Poco tiempo después se aceptd su formula quimica C7H;sNO3 y en
1927 su estructura (Wolf, 2006). Es una amina cuaternaria de peso molecular de
161.2 g/mol, muy soluble en agua polvo blanco fino cristalino, higroscépico con un

punto de fusién de 198 °C, rotacion 6ptica de -31° (c=10, H,O) (Tadeusiak, 2004).

2.1.2 Biosintesis de L-carnitina

La sintesis de la L-carnitina inicia con la metilacién del aminodcido L-lisina
por el S-adenosilmetionina (SAM) (Figura 1), en conjunto con magnesio, acido
ascorbico, hierro y el cofactor responsable de regenerar SAM de homocisteina (5
metiltetrahidrofolato, metilcabalamina y betaina). En humanos normales, la sintesis
de carnitina se estima en 1.2 pmol/kg por dia. Es regulada por la disponibilidad del ¢-

N-trimetilisina (Rebouche, 1992).

Se requiere de 3 metilaciones consecutivas del aminodcido L-lisina en donde
SAM es el donador de los grupos metilo, resultando en la formacién de trimetilisina.
En el siguiente paso la trimetilisina es hidroxilada a 3-hidroxi-6-N-trimetillisina en
una reaccion que se requiere de a-cetoglutarato, oxigeno, acido ascoérbico y hierro.
Posteriormente en la sintesis endogena de la L-carnitina se requiere de pridoxal 5°-
fosfato (vitamina Be) y resulta en la formacion de trimetilaminobutiraldehido, que se
transforma a trimetilbutirato (o y-butirobetaina) por acciéon del NADH (dependiente

2



de la vitamina Bj). Finalmente, el trimetilbutirato es hidroxilado a carnitina en una
reaccién en la cual es requerido a-cetoglutarato, oxigeno, dcido ascérbico y hierro

(Gregory y Kelly, 1998).
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| Glicina

CHCH2CH2CH2CH2NH2
| CH3

- T
NH3 Lisina OHCCH2CH2CH2'N — CH3
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NAD

3 S-Adenisilhomocisteina
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Figura.1. Biosintesis de L-carnitina (Adaptado de Gregory y Kelly, 1998).



2.1.3. Mecanismo de accion de la L-carnitina

La L-carnitina es un cofactor vital para la oxidacién de acidos grasos en la
mitocondria. Debido a esto la L-carnitina tiene la capacidad de aceptar grupos acilos
de cadena corta, mediana y larga de su respectivos tioéster de acil-CoA (Figura 2).
Los 4cidos grasos de cadena larga son transferidos a L-carnitina en una reaccidon
catalizada por la enzima carnitina palmitoiltransferasa I (CPTI) del exterior de la
membrana mitocondrial. El éster de acilcarnitina de cadena larga entra a la
mitocondria via carnitina acilcarnitinatranslocasa (CACT). En el interior de la matriz
mitocondrial, los &4cidos grasos de cadena larga son transferidos a coenzima A

catalizados por la carnitinapalmitoiltransferasa II (CPTII) (Vaz y Wanders, 2002).



CoA

Acetil-carnitina

'

Acetil-carnitina
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Carnitina =
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Acetil-carnitina CE 1
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larga cadenalarga
: Membrana Membrana Matriz
Qo) ot inferna mitocondrial

Figura 2. Funciones de la carnitina en el metabolismo de lipidos. En donde CPTI
(carnitina palmitoiltransferasa I); CACT (carnitina acetiltranslocasa), CPTII (carnitina
palmitoiltransfersasa II), CAT (carnitina aceltil transferasa). (Adaptado de Vaz y

Wanders, 2002).




2.1.4. Consumo de L-carnitina.

La principal fuente de carnitina en la dieta es la carne roja y sus productos
mientras que las frutas y verduras contienen cantidades minimas, por lo que el
consumo de carnitina puede variar. Un ejemplo lo representan los vegetarianos
estrictos que consumen menos del 0.1 umol/kg/dia, representando cerca de 1 mg/dia
para un adulto de 70 kg de peso. Mientras que para una persona adulta no vegetariana
el consumo diario es de 2 a 12 ymol/kg/dia, o 23 a 135 mg/dia (Lombard y col.,
1988).

Aunque los niveles de carnitina endégena son afectados por cambios en el
consumo de carnitina en la dieta y el estado nutricional, en condiciones normales una
persona sana puede sintetizar suficiente cantidad del compuesto, es la razén por lo

que no se considera una verdadera vitamina (Vaz y Wanders, 2002).

2.1.5. Distribucion en tejidos y transportadores de L-carnitina

Las pérdidas de carnitina endégena principalmente ocurren via excrecidon
renal en forma de L-carnitina, acetil-L-carnitina y esteres de cadena larga. En un
periodo de 24 horas, una persona sana consumiendo una dieta normal excreta entre
100 y 300 umol del total de carnitina, aunque el nivel de excrecién varia de acuerdo
al consumo (Lombard y col., 1989). El nivel de acetil-L-carnitina a L-carnitina en
orina tiende a exceder el nivel en plasma, posiblemente a las pérdidas minimas y a la

eficiente reabsorcion en los tibulos renales (Rebouche y Hermann, 1988).



La L-carnitina estd presente en casi todos los tejidos del cuerpo y existen
evidencias sobre su transporte a través de las membranas celulares en el higado,
rifién, intestino, cerebro y musculo esquelético. Los altas concentraciones de carnitina
en misculo parecen estar relacionadas en parte por el cotransportador de Na*/L-

carnitina (Evans y Fornasini, 2003).

Estudios recientes indican que el transportador principal que participa en la
absorcion de carnitina es el transportador de cationes organicos 2 (OCTN2) el cual se
encuentra ampliamente distribuido en una gran cantidad de tejidos en altas
concentraciones. E1 OCTN2 estd involucrado en la reabsorcion renal tubular de la L-
carnitina, es relativamente no especifico y es inhibido por algunas sustancias que

inducen deficiencia de carnitina (Tamai y col., 1998).

La proteina OCTN2 estéd altamente expresada en placenta, corazén, misculo
esquelético, pancreas, rifién, testiculos y epididimo y por el contrario poco expresada
en cerebro, pulmones e higado. Existen otros transportadores de carnitina que se han
identificado incluyendo OCTN1, OCTN3, pero las funciones de estos transportadores

en el metabolismo de carnitina aun no han sido establecidas (Ohashi y col., 1999).



Por otra parte Ohashi y colaboradores, (2000) propusieron un modelo
mediante el cual explican la dependencia de Na* para el transporte de carnitina por el
OCTN2, asi como la independencia para el transporte del cation orgdnico
tetraetilamonio (TEA) el cual se encuentra distribuido en una gran cantidad de tejidos
y excretado en orina por transportadores en el rifion (Figura 3). Después de que el
Na* se une al OCTN2 fuera de la superficie de la membrana (1), se activa el sitio de
unién para la carnitina (2). La carnitina es transportada a través de la membrana hacia
el interior (3 y 4) debido a la presencia del gradiente de Na". Ya en la membrana
interna, la afinidad del OCTN?2 por la carnitina se reduce y subsecuentemente éste se
une al tetraetilamonio (TEA) (5 y 6) y es transportado fuera de la célula, en ausencia

de Na* TEA es transportado hacia el exterior de las células (Ohashi y col., 2000).

Este modelo explica la dependencia de Na* para el transporte de carnitina y la
no dependencia de Na" para el transporte de TEA, ademds de que los dos sustratos
son transportados via un mecanismo de recambio, presentando un efecto de trans-
estimulacion mutua. Lo anterior se puede deber a que la carnitina es un zwiterion y el
tetraetilamonio es un cation por lo que las fracciones ani6nicas de la carnitina

requieren de sitios especificos de union (Wu y col., 1999).



OH

Figura 3. Modelo propuesto para el mecanismo de transporte de
carnitina y cationes organicos por OCTN2 (Adaptado de Ohashi y
col., 2000).



Asi mismo, el contenido de carnitina en varios tejidos y 6rganos del cuerpo
humano es notablemente diferente, un ejemplo es la concentraciéon de carnitina en
musculo esquelético (2000-4000 pmol/kg de peso) es 100 veces mds alta que en
plasma (Bertoli y col., 1981). Organos como rifién, higado, y cerebro contienen
valores intermedios de 300 a 1000 umol/kg. Sin embargo, las concentraciones
reportadas de carnitina en plasma, musculo esquelético y otros tejidos varfan de
acuerdo al método de determinacion (Wu y col., 1999). Los niveles de L-carnitina en
plasma en adultos sanos estdn generalmente reportados en valores de 40-50 umol/L.
Los niveles de acetil-L-carnitina, el éster mas abundante, esta normalmente en el
rango de 3-6 umol/L. la concentracidn total de L-carnitina (incluyendo L-carnitina y

acetil-L-carnitina) es de 50-60 pmol/L. (Lombard y col., 1988).
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2.1.6. Deficiencia de L-carnitina

La deficiencia principal de carnitina, puede ser categorizada como miopatia
sistémica, que puede deberse a diferentes causas, incluyendo defectos en la
biosintesis, perdidas excesivas en rifiones, problemas de absorcidon en los tejidos,
excesivo catabolismo y mala absorcion de la L-carnitina dietaria (Rebouche y col.,
1983). La deficiencia secundaria de carnitina puede ocurrir debido a pérdidas
excesivas durante hemodidlisis o por alteracion en el metabolismo durante nutricién
parenteral total. La administracion de algunos medicamentos también se ha asociado
con el desarrollo de deficiencias secundarias de carnitina. Rose y colaboradores
(1992) reportaron un paciente el cual desarrollo miopatia en musculo esquelético
asociado con deficiencia de carnitina después de 3 meses de tratamiento con
Pivampicilina, el cual inhibe al OCTN2, que estd involucrado de manera directa con
la movilizacién de L-carnitina en el musculo esquelético y reabsorcion tubular. El
medicamento es eliminado como pivaloil-carnitina, interfiriendo en el metabolismo

de L-carnitina.

A largo plazo la administracion de acido valpréico puede conducir a una
disminucién de los niveles plasméticos de carnitina, asi como la administracion de
zidovudina e ibuprofeno. A medida que se conoce mds sobre las funciones del
OCTN2 en el transporte de L-carnitina se conoce también la forma en que algunos
farmacos interfieren en el transporte de L-carnitina (antibidticos p-lactamicos,

quinidina, verapamil) (Ohashi y col., 2000).
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Dada la funcién del higado en la sintesis de L-carnitina asi como la
importancia del rifién en su conservacion, es de esperar que los pacientes que padecen
algun tipo de enfermedad tanto en higado como en rifion presenten algun grado de
deficiencia. La L-carnitina es eficientemente removida de la sangre durante
hemodiélisis y en conjunto con la disminucién progresiva de los niveles de L-
carnitina con el aumento del tiempo de hemodidlisis, los niveles en el musculo

esquelético se ven afectados (Sakurauchi y col., 1998).

La L-carnitina administrada ya sea para suplementacién o para uso terapéutico
muestra las caracteristicas farmacocinéticas que caracterizan a los pequefios
compuestos polares enddgenos incluyendo la dependencia de transportadores de

membrana.
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2.2. Administracion de L-carnitina exégena

En la actualidad existen reportes del uso de carnitina en padecimientos de
anorexia, fatiga crénica (Bremer, 1983), enfermedades vasculares coronarias, difteria,
infertilidad masculina, miopatias, sindrome de Retts, pacientes con didlisis (Brass,
1995) y personas infectadas con VIH (Hoopel, 2003). La L-carnitina ha atraido
considerablemente la atencién en los ultimos afnos debido a sus interesantes
propiedades bioldgicas y farmacéuticas, un ejemplo lo constituye el estudio realizado
por Derosa y colaboradores (2003) en cual evaluaron el efecto de la suplementacion
de L-carnitina sobre los niveles de lipoproteinas en pacientes diabéticos tipo 2 con
hipercolesterolemia. Se reporté una disminucidén considerable en los niveles de
lipoproteina en el grupo al que se le asigné tratamiento respecto a el grupo placebo,
concluyendo que en un periodo de 3 a 6 meses la L-carnitina disminuye
considerablemente los niveles de lipoproteinas en plasma frente a un grupo placebo
en pacientes hipercolesterolémicos con diagnostico de diabetes mellitus 2. Asi mismo
Rahbar y colaboradores (2005) investigaron el efecto de la administracion oral de L-
carnitina sobre los niveles de glucosa en plasma, hemoglobina glucosilada,
triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja
densidad, apolipoproteinas y lipoproteinas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2,
observando una disminucidn significativa en los niveles de glucosa pero un

incremento en los niveles de triglicéridos.

La L-carnitina exdgena, se puede administrar de forma oral, en solucidn,
tabletas, tabletas efervescentes y como infusion intravenosa. Los rangos de las dosis

van desde 10 a 50 mg/kg/dia (Evans y Fornasini, 2003).
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2.2.1. Absorcion de L-carnitina exégena

Se han realizado una gran cantidad de ensayos, que van desde preparacion de
intestinos de animales, muestras de intestino humano y células epiteliales,
encaminados a determinar el empleo de carnitina en células epiteliales del intestino
delgado. Se ha encontrando que la absorcion de L-carnitina en las células epiteliales
del intestino delgado se lleva a cabo en parte via acarreadores, y en parte por difusion

pasiva (Pace y col., 1978).

La absorcién de la L-carnitina se caracteriza por ser baja en mucosas, presenta
prolongado tiempo de retencion y lenta eliminacion. En humanos, el tiempo en el que
se alcanza la concentracion maxima en plasma después de una administracion oral es
de 4 a 6 horas, de igual manera la acetilacion de la L-carnitina se lleva a cabo durante

los procesos de absorcion (Evans y Fornasini, 2003).

Estudios realizados por Reboche y colaboradores (1994), encontraron que sélo
el 4% de una dosis administrada de L-carnitina marcada (0.09 umol) fue recobrada en
heces. Esto sugiere que las dosis grandes de L-carnitina saturan el sistema de
acarreadores involucrados en el proceso de absorcion del compuesto. La difusion
pasiva es la via de absorcién principal de carnitina tanto en humanos como en ratas,

para una dosis administrada por via oral (Li y col., 1992).
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A pesar de que algunos estudios farmacocinéticos indican que la
biodisponibilidad de la L-carnitina es incompleta, en todos los estudios en los que se
ha determinado su biodisponibilidad, los niveles después de la administracion
intravenosa exceden a aquellos que se administran en forma oral. Tal es el caso de
estudios realizados por Shahajwalla y colaboradores (1995) en el cual los niveles en
plasma de carnitina fueron de 700 pmol/L inmediatamente después de una
administracion intravenosa y ain cercana a 200 umol/L dos horas después. En
contraste, los niveles de L-carnitina en plasma observados después de una
administracion oral fueron de 70-80 pmol/L, dando una gran disparidad (Evans y

Fornasini, 2003).

La incompleta absorcion de la L-carnitina probablemente se deba a la alta
polaridad del compuesto la cual impide que se difunda libremente por la membrana
celular y a la limitada capacidad de los transportadores en el intestino. En adicion la
acetilacion del compuesto durante el movimiento en las células epiteliales puede

afectar su biodisponibilidad (Mancinelli y col., 2000).

2.2.2. Distribucion de L-carnitina

La L-carnitina y sus esteres de cadena corta no se unen a proteinas. Después
de una administracion intravenosa el volumen inicial de L-carnitina es de 0.2-0.3
L/kg el cual corresponde al volumen del fluido extracelular. Los niveles de L-
carnitina en plasma declinan dos o tres veces de manera exponencial con una vida
media inicial de 0.5 a 1 hora y una vida media terminal de 3-12 horas, por lo que el

valor de la vida media terminal puede variar (Brass, 1985).
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El movimiento de la L-carnitina en el musculo esquelético es un proceso muy
lento y dificil de caracterizar cinéticamente, particularmente si solo se determinan
concentraciones en plasma. Los cambios en la concentracién de carnitina en el
musculo son minimos en administraciones por periodos y cantidades pequefias en
sujetos sanos, esto es porque el movimiento de carnitina dentro y fuera del misculo

esquelético es un proceso lento (Rebouche y col., 1993).

Después de una administracién intravenosa, la L-carnitina es excretada
principalmente por rifiones con un recobro del 70-90% en orina con una dosis de 2 g
en un periodo de 24 horas. El resto de la dosis es incorporado en los tejidos como L-
carnitina u otros componentes (Evans y Fornasini, 2003). En estudios en humanos no
se ha detectado metabolitos de L-carnitina después de una administracion
intravenosa, lo que sugiere una degradacidn insignificante, con la excepcion de la
acilacién (proceso reversible), el metabolismo de la L-carnitina administrado por via

intravenosa es similar en ratas y en perros (Rebouche y col., 1993).

Por otra parte, en 1991 Rebouche estimé cuantitativamente el destino de una
dosis marcada de L-carnitina (L-[metil-3H]carnitina) en 5 hombres los cuales
recibieron una dieta alta en L-carnitina y suplementacion de L-carnitina. Después de
la administracién, se monitored la excrecion urinaria y fecal por un periodo de 5 a 11
dias. A la par se colectaron muestras de suero para determinar el curso de la L-
carnitina marcada y sus metabolitos. Se observé que la absorcion de L-[3H] carnitina
es lenta e incompleta con valores de tmax de 2-4.5 horas. Entre 20 y 50 horas después
de la administracion las concentraciones de L-carnitina en suero permanecieron
virtualmente constantes. Solo el 6.3% de la dosis fue recobrada sin cambios en orina
y un 34% como metabolito la mayoria [3H]-oxido-N-trimetilamina y alrededor de

22% de la dosis se recobré en heces mayoritariamente como y-butirobetaina.
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2.2.3. Excrecion y eliminacion de L-carnitina

La L-carnitina intravenosa se elimina casi exclusivamente por via renal.
Debido a que no se une a proteinas plasmaticas, la filtracion es similar al rango de
filtracién glomerular (GFR) (100-120 mL/min) y en concentraciones normales en
plasma de 40-50 pmol/L es filtrada alrededor de 8-9 mmol de carnitina por dia
(considerando que el total de carnitina en el cuerpo es alrededor de 128 mmol, y que
diariamente por biosintesis y absorcién por la dieta entra alrededor de 0.1-0.3 mmol).
En adultos sanos, bajo estas condiciones, la filtracion renal de carnitina (1-3 mL/min)
es menos que el GFR, lo que implica que el manejo renal de la L-carnitina involucra
una amplia reabsorcion tubular, el grado de reabsorcién normalmente es de 98-99%

bajo estas condiciones (Rebouche y col., 1993).

2.3. Compuestos analogos de L-carnitina

La importancia de la carnitina en la biologia de la células, en la fisiologia del
cuerpo humano y algunos aspectos importantes en farmacologia ha inducido a
muchos grupos de investigadores para el desarrollo de potentes andlogos
farmacoldgicos, entre ellos son muy importantes los andlogos fosfénicos.
Actualmente se han publicado algunos métodos de preparacion para la mezcla
racémica y sus enantiomeros. Estos métodos comprenden la formacion de sales
quirales y su separacion en los respectivos diasteredmeros, sintesis asimétrica,
sintesis asimétrica catalitica y descarboxilacion electroquimica oxidativa. Se han
descrito también la sintesis de andlogos de carnitina ciclicos, andlogos a-,[-,y-
sustituidos los cuales contienen uno o dos grupos metilo en esta posicién y andlogos
con heterodtomo en el grupo carboxilico, en el oxigeno o nitrégeno o bien con

diversos sustituyentes en el grupo hidroxilo (Tadeusiak y col., 2004).
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Tadeusiak y colaboradores (1999) prepararon la sal de potasio de
fosfocarnitina, a partir del éster fosfonico obtenido de la epiclorhidrina y del dimetil
(trimetilsilil) fosfito, el éster fosfonico se sometié a una desalquilacién a dcido 3-
cloro-2-hidroxipropilfosfonico en trimetilsilano (MesSil) en una mezcla de
metanol/agua. El rendimiento del dcido 3-cloro-2-hidroxipropilfosfonico fue del 81%,
el siguiente paso consistid en la sustitucion del cloro por el grupo trimetilamonio en
un tratamiento con exceso de trimetilamina en calentamiento a 40°C por 40 horas en
un medio acuoso, el rendimiento de la sal obtenida fue del 72%. El producto obtenido
se tratd con una cantidad equimolar de carbonato de potasio y de esta manera se
obtuvo la sal de fosfocarnitina con un rendimiento del 57%. La mezcla racémica de
sal de potasio de monopotasio de fosfocarnitina fue cristalizada y su estructura fue
confirmada por andlisis elemental y espectroscopia de masas, espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN 'H), Resonancia Magnética Nuclear
de Carbono (RMN '°C) y Resonancia Magnética Nuclear de fosforo (RMN *'P)
(Tadeusiak y col., 1999).

Por otra parte Mikolajczyk y colaboradores (2002) obtuvieron los
enantiomeros R y S de fosfocarnitina con un alto rendimiento mediante sintesis
enzimdtica. Los precursores de carnitina (R)-(+) y (S)-(-) fueron obtenidos de una
mezcla racémica. En el siguiente paso cada uno fue desalquilado utilizando
bromotrimetilsilano y asi obtuvieron acidos fosfénicos los cuales fueron tratados en
solucion acuosa de trietilamina resultando en sales de trietilamonio. Estas sales
fueron purificadas y separadas por cromatografia en columna para obtener

fosfocarnitina (R) y ().
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De igual manera Wang y colaboradores. (2003) llevaron a cabo la sintesis
enzimdtica de fosfocarnitina utilizando resolucién cinética mediada con lipasa, el
rendimiento total fue de 45% partiendo del 3-cloro-2-oxofosfonato. Se llevo a cabo
una esterificaciéon seguida de una posterior reduccién con borohidruro de sodio. El
producto de la reduccién se tratd con lipasa Mucor miehei (IM) para lograr una
resolucion cinética adecuada. El siguiente paso consistié en una aminacion seguida de

una posterior desalquilacion.

2.3.1 Acidos aminofosfonicos en la sintesis de farmacos

El papel de los aminoicidos en la quimica de la vida como unidades
estructurales de péptidos y proteinas ha cobrado gran interés en la quimica organica y
la biologia. Es por ello que en la busqueda de compuestos que permitan suplir o
mejorar las propiedades biologicas y quimicas de los aminoécidos se han descubierto
y preparado compuestos que imitan sus caracteristicas y funciones. Una clase
interesante son los dcidos aminofosfénicos, definidos bdsicamente como andlogos de

aminodcidos en los cuales el grupo carboxilico ha sido remplazado por un grupo

fosfénico o fosfinico (Kafarski y Lejczak, 2001).
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Los &cidos aminofosfonicos fueron casi desconocidos hasta 1959 cuando
Horiguchi y Kandatsu aislaron el 4cido 2-aminoetilfosfonico (ciliatina) de acido
hidrolizado de wuna preparacion de proteolipidos de rumen de oveja.
Subsecuentemente Kittredge y colaboradores, en 1962, obtuvieron evidencias de que
el mismo compuesto estd presente en la anemona de mar Anthopleura elegantissima
(Dawson y Kemp, 1967). La poca toxicidad que representan y su excelente capacidad
de imitar a los aminodcidos los convierte en antimetabolitos muy importantes ya que
compiten con sus contrapartes carboxilicos por sitios activos de enzimas y otros
receptores celulares. La sustitucion de los grupos carboxilicos por fracciones
fosfonicas tiene una serie de consecuencias de gran importancia derivadas de sus
diferencias tales como, forma, arreglo tetrahédrico (el 4tomo de fosforo frente a un
plano del atomo de carbono), acidez (el grupo fosfonico es significativamente mas
acido), el radio del dtomo de foésforo es mucho més grande que el de carbono, las
propiedades didcidas del 4tomo de fésforo con hibridacién sp3 modifican el tamafio y
estructura di y tridimensionales, asi como el punto isoeléctrico. Estas diferencias
influyen de manera notable en su reactividad quimica y por consiguiente en su

actividad biolégica (Kafarski y Lejczak, 2001).

Los 4cidos aminofosfonicos se consideran como andlogos estructurales de sus
correspondientes aminodcidos, ya que pueden actuar como inhibidores competitivos y
como falsos sustratos durante el metabolismo de un aminoacido. Por otra parte se han
encontrado numerosas aplicaciones para los dcidos aminofosfonicos, en el disefio de
inhibidores enzimdticos, como reguladores en el desarrollo de plantas, agentes
antibacteriales, compuestos neuroactivos, agentes antifingicos, herbicidas y agentes

anti-VIH (Naydenova y col., 2006).
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a) Acidos aminofosfonicos como inhibidores enzimaticos

La inhibicién de la actividad enzimdtica se lleva acabo de manera maés
controlada y mejor en sistemas bioldgicos por pequefias moléculas. Para un farmaco,
el objetivo podria ser una enzima implicada en el trastorno patolégico o una enzima
del mismo patdgeno. El conocimiento de la estructura del sustrato y de la reaccion

quimica catalizada por la enzima es esencial para el disefio de farmacos (Kafarski y
Lejczak, 2001).

La historia de los dcidos aminofosfénicos como inhibidores enzimaticos data
de 1959 e inici6 con el reporte de la inhibicion de la enzima glutamina sintetaza (EC
6.3.1.2) por los 4cidos fosfénico y fosfinico andlogos del &4cido glutdmico

(Naydenova y col., 2006).

Muchas proteasas estan involucradas en una gran cantidad de enfermedades,
estas enzimas han sido el objetivo para el desarrollo y disefio de inhibidores como
nuevos agentes terapéuticos potenciales. La actividad de la enzima leucina
aminopeptidasa (EC 3.4.11.1) se ha asociado con algunos desordenes patologicos
incluyendo céncer, cataratas de ojos y participa de manera importante en algunos
eventos durante la infeccion por VIH. Basdndose en la estructura cristalogréfica del
complejo que forma con el andlogo fosfonico de la leucina, uno de los inhibidores
mds potentes de esta enzima, se han estudiado y propuesto varios modelos para
determinar el mecanismo de interaccion de otros aminofosfonatos inhibidores de la

leucina aminopeptidasa (Kafarski y Lejczak, 2001).
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La aminopeptidasa A es una proteasa unida a membrana homodimérica
dependiente de zinc la cual cuenta con residuos N-terminal de glutamina y aspartato.
Se ha observado que estd involucrada en el metabolismo de angiotensina II y
colecistoquinina en el cerebro. La identificacion del papel fisiologico y la
comprension del mecanismo de la accién de la enzima han sido posibles gracias a la
capacidad de inhibidores especificos. Los andlogos fosfonicos del dcido glutdmico,
los cuales parecen ser uno de los mas potentes inhibidores de la enzima han sido
usados como sujetos de estudio en el papel de algunos aminodcidos presentes en la

amino peptidasa como sitio activo (Lejczak y col., 1987).

El éster difenil-1-aminoalcanofosfonato es uno de los mds efectivos
inhibidores de la serin proteasas. Este actiia como un inhibidor del sitio activo de
manera irreversible justo después de la formacién del complejo enzima-sustrato. El
mecanismo de accién de este inhibidor presumiblemente comprende un ataque
nucleofilico del grupo hidroxilo de la serina por el &tomo de fésforo con la formacién
de la enzima fosforilada el cual reensambla el intermediario tetrahédrico formado

durante la hidrélisis del sustrato del péptido (Olekszyn y col., 1991).

b) Aminofosfonatos como imitadores de aminoacidos

Las diferencias estructurales entre el grupo carboxilico y el grupo fosfénico
no interfiere en la posibilidad de que el acido aminofosfénico pueda ser utilizado
como sustrato por algunas enzimas que normalmente utilizan aminodcidos. Un
ejemplo es la interaccidn del andlogo fosfonico de tirosina con la enzima tirosinasa.
La simple sustitucion del grupo carboxilico por el grupo fosfénico da lugar a una
fraccion la cual es utilizada como un buen sustrato sintético de la tirosinasa. Esto
indica que la tirosinasa no diferencia entre la funcidon carboxilica y la funcion

fosfénica (Cook y col., 1978).

22



El melanoma maligno es una enfermedad dificil de tratar, no existe terapia
debido a su alto riesgo del estado I al estado III. La quimioterapia para el cancer ha
dado malos resultados, la inmunoterapia resulta virtualmente inefectiva. La
caracteristica biolégica de las células de melanoma radica en su tendencia a alterar la
bioquimica de los organelos involucrados en la conversidon de tirosina a melanina.
Este proceso comprende la conversion gradual de tirosina a un ndmero de
compuestos que polimerizan a productos finales. La reaccion inicial de esta ruta
catalizada por la tirosinasa es altamente elevada en melanoma. Por lo tanto los
andlogos de los precursores son capaces de afectar el mecanismo de accidon de esta
enzima como potenciales agentes anticancerigenos. En estudios preliminares se ha
visto que los dcidos aminofosfonicos que demostraron actividad para la tirosinasa

fueron citotdxicos para las células de melanoma B16 de raton (Lejczak y col., 1987).

¢) Bifosfonatos.

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica de los huesos mds comiin en
mujeres de edad avanzada, afectando de un 40-50% del total y de un 10-15% en
hombres. La enfermedad comprende la pérdida gradual de masa 6sea dando como
resultado un desbalance en la reabsorcidn 6sea de los osteoclastos y la formacion de
huesos por los osteoblastos. Los bifosfonatos con estructura no hidrolizable P-C-P
son andlogos del pirofosfato e inhiben fuertemente la reabsorcion del hueso, se han
utilizado como tratamiento para desordenes Oseos como la enfermedad de Paget,
céncer relacionado con hipercalcemia y osteoporosis postmenopausica. Alteran la
reabsorcion de los huesos a través de accion directa e indirecta sobre los osteoclastos.
Los bifosfonatos se unen a los cristales de hidroxipatita lo que hace mds dificil su
reconocimiento por los osteoclastos, la unién a los cristales de hidroxipatita, hace mas
dificil para los osteoclastos de reconocer las superficies desmineralizadas de los

huesos y con esto son directamente téxicos para los osteoclastos (Rogers y col, 2000).

23



d) Complejos metalicos de aminofosfonatos

El gran interés en los complejos del platino (II) se debe a la ya establecida
gran actividad anticdncer de estos compuestos. El descubrimiento del cisplatino y sus
sucesivas aplicaciones en las terapias de varios tipos de tumores ha originado cerca
de 3000 complejos de patino (II) y platino (IV) como agentes anticancer. Algunos
complejos de aminofosfonatos, con platino (II), han demostrado ser agentes
anticincer mas efectivos resistentes a la accion de otros fairmacos. El mayor problema
clinico de los pacientes con osteosarcoma es causada por la diseminacion del tumor,
la cual ocurre en los pulmones. La situacion clinica de los pacientes se ve mejorada
con respecto al tratamiento de la neoplasia inicial especialmente después de la
introduccion de la quimioterapia preoperativa, pero el problema de la metastasis es un
problema que aun no se resuelve satisfactoriamente. Los complejos de platino con
fosfonatos son prometedores no solo en la actividad antitumoral contra el
osteosarcoma inicial en ratas, al parecer presenta buena eficacia terapéutica contra la
metéstasis. Se ha observado que este efecto es significativamente elevado cuando el
compuesto se aplica en combinacién con un agente estidndar antimestatasico (Rogers

y col., 2000).
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3. JUSTIFICACION.

Actualmente se han desarrollado métodos de sintesis de L-carnitina y sus
andlogos con la finalidad de mejorar o incrementar la interacciéon con los receptores
en la membrana plasmaética, con los receptores de membrana mitocondrial, disminuir
la degradacién en el tracto gastrointestinal o aumentar la vida media. Los reportes de
preparaciones de compuestos andlogos de carnitina comprenden la formacion de sales
quirales con la separacién de los diasteredmeros resultantes, procesos bioldgicos,
sintesis asimétrica, sintesis catalitica asimétrica y descarboxilacién oxidativa
electroquimica. Los métodos descritos no han permitido una buena recuperacion y se
llevan a cabo con muy baja diastereoselectividad, bajos rendimientos quimicos y adn
se encuentran bajo investigacion. Asi mismo no existen reportes de que estos
andlogos hayan sido evaluados biolégicamente. Es por ello que en el presente trabajo
de investigacion se abordard el desarrollo de una ruta de sintesis que permita la
obtencién de compuestos fosforados andlogos de L-carnitina con una alta
diastereoselectividad y excelente rendimiento quimico, a partir de materias primas de
facil acceso (aminodcidos); ademds el proceso deberd de ser escalable para poder

obtener las cantidades necesarias para la realizacion de los estudios preclinicos.
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4. HIPOTESIS

La reduccion diastereoselectiva del dibencilamino B-cetofosfonato preparado
a partir del o-aminodcido L-leucina proporcionard los dibencilamino [-
hidroxifosfonatos syn:anti. La hidrélisis e hidrogendlisis proporcionardn los dcidos
amino B-hidroxifosfénicos los cuales son andlogos fosforados de la L-carnitina.

S. OBJETIVO GENERAL

Obtener andlogos fosforados de L-carnitina con una alta diastereoselectividad
y buen rendimiento quimico a partir de materias primas de ficil acceso (aminodcido

L-leucina).

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar una ruta de sintesis que permita obtener compuestos fosforados andlogos
de L-carnitina con una alta diastereoselectividad y buen rendimiento quimico.

2. Obtener la mezcla diastereomérica de compuestos andlogos de carnitina.
3. Preparar uno de los diasteredmeros andlogos de carnitina pticamente puro.

4. Identificar y elucidar la estructura de cada uno de los intermediarios y productos
finales de la ruta de sintesis disefiada.
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7. METODOLOGIA.

7.1 Informacion General.

El material de vidrio, barras de agitacion magnéticas, cdnulas, columnas
cromatograficas, solventes, materias primas, equipos € instrumentos requeridos para
la realizacién del proyecto de investigacion fueron proporcionados por el Centro de
Investigacion y Desarrollo Tecnolégico en Enfermedades Croénicas A.C.

(CINDETEC).

Los andlisis de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
proton (IH), carbono 13 (13C) y fosforo 31 (3 'P) se realizaron en el Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos

(UAEM) en la ciudad de Cuernavaca, Morelos.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrometro Varian Mercury
200 a 200 MHz para 'H y *'P y a 50 MHz para °C y en un espectrémetro Varian
Inova 400 a 400 MHz para 1H y a 100 MHz para "°C, utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCls) y metanol deuterado (CD3;OD) segin fue el caso y
como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Para el desplazamiento quimico se
utiliz6 el pardmetro & en ppm con referencia al TMS. La multiplicidad de las sefiales
se denoté con las siguientes abreviaturas: s (singulete), d (doblete), t (triplete), c
(cuarteto), m (multiplete), dd (doble de dobletes), dc (doble de cuartetos), dt (doble
de tripletes), ddd (doble de doble de dobletes), dddd (doble de doble de doble de
dobletes).

La purificacién de los productos obtenidos de las reacciones realizadas se
llevé a cabo por cromatografia en columna flash segin Still y colaboradores (1978)
utilizando silica gel Merck 60 (0.040-0.063mm ¢ 0.2-.5mm) o por cristalizacidn,

segln sea el caso.
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7.2 . Procedimiento general para la preparacion de la L-leucina tribencilada 2.

En un matraz redondo de tres bocas provisto de agitacion magnética,
refrigerante y termOometro se colocé el a-aminodcido L-leucina 1 (1 equivalente), una
mezcla de metanol/agua (4 volimenes) y carbonato de potasio (KoCOs) (1.7
equivalentes). A esta disolucion se le adicion6 lentamente bromuro de bencilo (BnBr)
(3.25 equivalentes.).Terminada la adicién la mezcla de reaccién se calentd a reflujo
durante 25 horas. El avance de reaccion se monitored por cromatografia en placa fina.
Transcurrido el tiempo de reaccidon el metanol se evapord a presion reducida y el
aceite resultante se suspendié en acetato de etilo (4 volimenes), se filtré y el filtrado
se evapor0 a presion reducida. Finalmente, el residuo resultante se purific por

cromatografia en columna o se utiliz6 sin purificar (De la Cruz y col., 2005).

7.2.1 Preparacion de L-leucina tribencilada 2.

En un matraz redondo de tres bocas de 250 mL provisto de agitacion magnética,
refrigerante y termoémetro se colocaron 5.0 g, (38.11 mmol) del a-aminoécido L-
leucina 1, 20 mL de mezcla metanol/agua y 8.95 g, (64.79 mmol) de K,COs. A esta
disolucion se le adiciona lentamente 21.18 g, (123.8 mmol) de BnBr, terminada la
adiciéon la mezcla de reaccidon se calentd a reflujo durante 25 horas. El avance de
reaccidén se monitored por cromatografia en placa fina. Transcurrido el tiempo de
reaccion se evapord el metanol a presion reducida y el aceite resultante se suspendid
en 20 mL de acetato de etilo, se filtr6 y el filtrado se evapor6 a presion reducida.
Finalmente, el residuo resultante se purific por cromatografia en columna utilizando
como eluyente una mezcla Hex/AcOEt (20:1), obteniendo 12.27 g de un aceite
ligeramente amarillo (80.2 % de rendimiento). [ot]p= -102.1 (c=3.6, CHCl;). RMN
'H (400 MHz, CDCl3) §0.59 (d, J=6.8 Hz, 3H, (CH;),CH), 0.81 (d, J=6.8 Hz, 3H,
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(CH3),CH), 1.50 (ddd, J=14.0, 8.4, 6.0 Hz, 1H, CH,CH(CH3)), 1.70 (ddd, J=14.0,
8.8, 5.2 Hz, 1H, CH,CH(CH3),), 1.73-1.80 (m, 1H, CH(CHj3),), 3.42 (dd, J=8.4, 6.0
Hz, 1H, CHN), 3.49 (AB, J=13.6 Hz, 2H, NCH,Ph), 3.89 (AB, J=13.6 Hz, 2H,
NCH,Ph), 5.14 (AB, J=12.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.26 (AB, J=12.4 Hz, 1H, OCH,Ph),
7.18-7.44 (m, 15H, Hyom). RMN C (100 MHz, CDCL3) & 21.7 ((CH3),CH), 23.4
((CH3)2CH), 24.6 (CH(CH3),), 38.75 (CH>CH(CHs),, 54.6 (NCH,Ph), 58.9 (CHN),
66.1 (OCH2Ph), 127.1 (Cpara), 128.3 (Cera), 128.4 (Corro), 128.6 (Cpara), 128.8 (Ciriera),
129.1 (Cori0), 136.3 (Cipso), 139.8 (Cipso), 173.4 (C=0).

7.2.2 Preparacion de L-leucina tribencilada 2 (Proceso ‘“One pot™).

En un matraz redondo de tres bocas de 500 mL provisto de agitacion
magnética, refrigerante y termémetro se colocaron 10.0 g, (76.23 mmol) del o-
aminodcido L-leucina 1, 40 mL de metanol y 17.91 g, (129.59mmol) de K,CO;. A
esta disolucidn se le adiciona lentamente 29.42 mL, 42.37 g, (247.75 mmol) de BnBr,
terminada la adicién la mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 25 horas. El
avance de reaccion se monitored por cromatografia en placa fina. Transcurrido el
tiempo de reaccidn se evaporo el metanol a presion reducida y el aceite resultante se
suspendié en 20 mL de acetato de etilo, se filtr6 y el filtrado se evapord a presion
reducida, para obtener 34.96 gr de un aceite (crudo de rxn. 1) el cual se utilizé sin

purificar en la siguiente reaccion.
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7.3 .Procedimiento general para la preparacion del dibencilamino p-cetofosfonato
3.

En un matraz de 3 bocas provisto de agitacion magnética, termdémetro de baja
temperatura y bajo atmdsfera de nitrégeno se colocé metilfosfonato de dimetilo (3
equivalentes), tetrahidrofurano (THF) anhidro (3 volimenes). El matraz se coloc6 en
bafio de hielo seco-acetona entre -50°C y -60°C, se adicion6 lentamente via cdnula n-
Butillitio 2.4 M en hexano (3.3 equivalentes.), cuidando que la temperatura no suba
de este rango. Terminada la adicidn, la disolucion se agité de 30 a 60 minutos a una
temperatura de -50°C a -60°C (durante este tiempo la disolucién se hizo lechosa, lo
cual indicé que la reacciéon de formacion del carbanion se realizd). El carbanion se
transfirio via canula a otro matraz que contenia una disolucion del éster bencilico 2 (1
equivalente.) en THF anhidro (2 volimenes), concluida la adicién la mezcla de
reaccion se agité a -45°C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo la reaccidn se
terminé mediante la adicion de 4cido clorhidrico al 2%. El disolvente se evapord a
presion reducida y el residuo resultante se diluyd en agua destilada (1 volumen) y se
extrajo con acetato de etilo (4x). La fase organica se secO sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y evapor6 a presion reducida. Finalmente, el producto obtenido se
purificé por cromatografia en columna o se utiliz6 sin purificar en la siguiente

reaccion segun sea el caso.
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7.3.1 Preparacion del dibencilamino f-cetofosfonato 3.

En un matraz de 3 bocas de 250 mL provisto de agitacion magnética,
termOémetro de baja temperatura y bajo atmdsfera de nitrégeno se colocaron 6.94 g,
(55.90 mmol) de metilfosfonato de dimetilo, 20 mLL de THF anhidro, el matraz se
colocé en bafio de hielo seco/acetona entre -50°C y -60°C, se adicion6 lentamente via
cénula n-Butillitio 2.4 M (24.63 mL, 61.59 mmol) en hexano, cuidando que la
temperatura no subiera de este rango. Terminada la adicidn, la disolucion se agit6 de
45 minutos a una temperatura de -50°C a -60°C (durante este tiempo la disolucion se
hizo lechosa, lo cual indicé que la reaccion de formacion del carbanion se realizd). El
carbanion se transfirié via cdnula a otro matraz que contenia una disolucién de 7.02 g,
(17.49 mmol ) del éster bencilico 2 en 15 mL de THF anhidro, concluida la adicién la
mezcla de reaccion se agit6 a -45°C durante 2 horas. La reaccidn se termind mediante
la adicion de 4cido clorhidrico al 2%. El disolvente se evaporé a presion reducida y el
residuo resultante se diluy6 en 10 mL de agua destilada y se extrajo con acetato de
etilo (4 x 10 ml). La fase orgédnica se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y
evapord a presion reducida, el crudo de reaccion se purificd por cromatografia en
columna utilizando como eluyente una mezcla de Hex/AcOEt (8:1) obteniendo 6.98 g
de un aceite ligeramente colorido (96.8% de rendimiento). [a]p = -99.9 (¢ = 3.8,
CHCl;). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 0.80, (d, J=6.6 Hz, 3H, (CH3),CH), 0.91 (d,
J=6.6 Hz, 3H, (CH3),CH), 1.34 (ddd, J=13.0, 9.2, 3.2 Hz, 1H, CH,CH(CH3),), 1.41-
1.51 (m, 1H, CH(CHa),), 1.84 (ddd, J=13.0, 9.2, 3.2 Hz, 1H, CH,CH(CHs),), 2.94
(dd, J=23.2, 14.0 Hz, 1H, CH,P), 3.42 (AB, J=13.0 Hz, 2H, CH,Ph), 3.45 (c, J=3.2
CHN), 3.48 (d, J=11.2 Hz, 3H, (CH30),P), 3.64 (dd, J=23.2, 14.0 Hz, 1H, CH,P),
3.65 (d, J=11.2 Hz, 3H, (CH30),P), 3.68 (AB, J=13.0 Hz, 2H, CH,Ph), 7.24-7.36 (m,
10H, Hyrom). RMN *C (100 MHz, CDCls) § 22.1 ((CH;)>CH), 23.8 ((CH3),CH), 25.6
(CH>CH(CH3)»), 30.5 (CH(CHs)2), 37.9 (d, J=128.3 Hz, CH,P), 52.8 (d, J=6.1 Hz,
(CH30),P), 52.9 (d, J=6.1 Hz, (CH30),P), 54.7 (CH,Ph), 64.7 (CHN), 127.5 (Cpara),
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128.6 (Ciera), 129.3 (Cori0), 139.3 (Cipso), 201.8 (d, J=6.8 Hz, C=0). RMN P (200
MHz, CDCls) § 24.59.

7.3.2 Preparacion del dibencilamino f-cetofosfonato 3 (Proceso “One Pot™).

En un matraz de 3 bocas de 500 mL provisto de agitacion magnética,
termOémetro de baja temperatura y bajo atmdsfera de nitrégeno se colocaron 35.1 g,
(282.96 mmol) metilfosfonato de dimetilo, 70 mLL de THF anhidro, el matraz se
colocé en bafio de hielo seco-acetona entre -50°C y -60°C, se adicion6 lentamente via
cénula 122.5 mL, (306.46 mmol) de n-Butilitio 2.4 M en hexano, cuidando que la
temperatura no suba de este rango. Terminada la adicion, la disolucién se agité 60
minutos a una temperatura de -50°C a -60°C (durante este tiempo la disolucion se
hizo lechosa, lo cual indicé que la reaccidon de formacién del carbanion se realizd).El
carbanion se transfirié via cdnula a otro matraz que contenia una disoluciéon de 34.96
g, (87.06 mmol) del éster bencilico 2 (crudo de reaccién 1) en 70 mL. de THF
anhidro, concluida la adicién la mezcla de reaccion se agité a -45°C durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo la reaccion se termind mediante la adicion de 4acido
clorhidrico al 2%. El disolvente se evapord a presion reducida y el residuo resultante
se diluy6 en 40 mL de agua destilada y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). La
fase orgénica se secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y evapord a presion
reducida, obteniendo 26.53 g de un aceite ligeramente amarillo (crudo de reaccion 2)

El cual se utiliz6 sin purificar en la siguiente reaccion.
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7.4 Método general para la reduccion del dibencilamino p-cetofosfonato 3.

En un matraz de 3 bocas provisto de agitacién magnética y termémetro se
coloco el dibencilamino B-cetofosfonato 3 (1 equivalente), se disolvié en una mezcla
de THEF/MeOH 10:1 (4 volimenes). La disolucién resultante se llevo a la temperatura
de reaccion deseada y se adicioné lentamente y en pequeiias porciones borohidruro de
sodio (NaBH,4) (0.91 a 1.2 equivalentes). Terminada la adicion, la mezcla de reaccion
se agitd por espacio de 4 horas. Transcurrido el tiempo la reacciéon se termind
mediante la adicidon de dcido clorhidrico hasta que el pH de la solucién fuera de entre
7 y 8. Posteriormente se evapor6 el disolvente mediante presion reducida y el residuo
obtenido se diluy6é en agua destilada (3 volimenes) y se extrajo con acetato de etilo
(3x). Los extractos orgdnicos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y
evaporaron a presion reducida. El crudo de reaccion se purificé por cromatografia en

columna o se utiliz6 sin purificar en la siguiente reaccidn, segin sea el caso.
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7.4.1 Preparacion de los dibencilamino p-hidroxifosfonatos 4-syn/5-anti (Proceso
“One Pot™)

En un matraz de 3 bocas de 250 mL provisto de agitacion magnética y
termémetro se colocaron 9.5 g, (22.75mmol) del dibencilamino B-cetofosfonato 3
(crudo de reaccion 2), se disolvié en 40 mL de una mezcla de THF/MeOH 10:1. La
disolucion resultante se llevé a una temperatura de 0-5°C agitando vigorosamente, a
esta temperatura se adiciond lentamente y en pequefas porciones 0.77 gr; (20.48
mmol) de NaBH,4 Terminada la adicidn, la mezcla de reaccion se agitd por espacio de
4 horas. Transcurrido el tiempo la reaccion se terminé mediante la adicion de dcido
clorhidrico, hasta que el pH de la solucion fuera de entre 7 y 8, posteriormente se
evaporo el disolvente mediante presion reducida y el residuo obtenido se diluy6 en 20
mL de agua destilada y se extrajo con acetato de etilo (3x ). Los extractos orgdnicos
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y evaporaron a presion
reducida, posteriormente se purificaron por columna utilizando como eluyente una
mezcla de Hex/AcOEt (3:1), obteniendo 8.7 g (92 % de rendimiento) de la mezcla .de
los B-hidroxifosfonatos 4-syn y 5-anti (86:14), respectivamente. RMN 3P (200 MHz,
CDCl3) 6 34.671 para el diastereémero 4-syn y & 35.367 para el 5-anti.

7.4.2 Preparacion del dibencilamino f-hidroxifosfonato 4-syn

En un matraz de 3 bocas de 250 mL provisto de agitacién magnética y
termdémetro se colocaron 9.38 g, (22.48 mmol) del dibencilamino B-cetofosfonato 3, se
disolvié en 40 mL de una mezcla de THF/MeOH 10:1. La disolucién resultante se
llevé a la temperatura de 0-5°C agitando vigorosamente, a esta temperatura se adicion6
lentamente y en pequefias porciones 1.02 g, (26.98 mmol) de NaBH4. Terminada la
adicién, la mezcla de reaccion se agitd por espacio de 4 horas. Transcurrido el tiempo
la reaccion se termind mediante la adicion de dcido clorhidrico. Hasta que el pH de la

solucidn fuera de entre 7 y 8, posteriormente se evaporo el disolvente mediante presion
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reducida y el residuo obtenido se diluyé en agua destilada (3 volimenes) y se extrajo
con acetato de etilo (3 x 10 mL). Los extractos orgdnicos se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro, se filtraron y evaporaron a presion reducida. El crudo de reaccion se
percol6 por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de
Hex/AcOEt (3:1), obteniendo 8.98 g de la mezcla de los B-hidroxifosfonatos 4-syn y 5-
anti (86:14), respectivamente. RMN *'P (200 MHz, CDCl;) § 34.67 para el
diasteredmero 4-syn y 8 35.36 para el 5-anti. Posteriormente, se volvi6 a purificar para
la obtencién del B-hidroxifosfonatos 4-syn como un aceite un aceite ligeramente
amarillo; [ot]p= -5.7 (c = 2.9, CHCL;). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 0.10111d, J=6.4
Hz, 3H, (CH3),CH), 0.93(111d, J=6.4 Hz, 3H, (CH3),CH), 1.33 (ddd, J=13.6, 6.8, 6.8
Hz, 1H, CH,CH(CHs),), 1.58 (ddd, J=13.6, 8.0, 4.8 Hz, 1H, CH,CH(CH3),), 1.65-1.74
(m, 1H, CH(CH3)), 1.77 (ddd, J=20.0, 15.2, 2.0 Hz, 1H, CH,P), 1.95 (ddd, J=15.2,
15.2, 10.0 Hz, 1H, CH,P), 2.48 (ddd, J=8.0, 8.0, 4.8 Hz, 1H, CHN), 3.43 (AB, J=13.4
Hz, 2H, CH,Ph), 3.71 (d, J=11.0 Hz, 3H, (CH30),P), 3.75 (d, J=11.0 Hz, 3H,
(CH30),P), 3.86-2.92 (m, 1H, CHOH), 3.92 (AB, J=13.4 Hz, 2H, CH,Ph), 7.21-7.32
(m, 10H, Hyom). RMN C (100 MHz, CDCL3) § 23.0 ((CH;),CH), 23.6 ((CH3),CH),
26.4 (CH,CH(CH3),), 30.8 (J=140.4 Hz, CH,P), 34.9 (CH(CHj3),), 52.5 (d, J=6.6 Hz,
(CH30),P), 52.8 (d, J=6.6 Hz, (CH30),P), 54.6 (CH,Ph), 60.8 (d, J=18.2 Hz, CHOH),
67.3 (d, J=6.1 Hz, CHN), 127.3 (Cpara), 128.6 (Ciera), 129.3 (Cpr0), 139.7 (Cipso). RMN
*'P (200 MHz, CDCl3) § 34.72.

7.4.3 Preparacion de los dibencilamino p-hidroxifosfonatos 4-syn/5-anti.

En un matraz de 3 bocas de 500 mL provisto de agitacién magnética y
termometro se colocé 24.11 g del dibencilamino B-cetofosfonato 3 (crudo de reaccion
2), se disolvié en una mezcla de THF/MeOH 10:1. La disolucién resultante se llevd a
una temperatura de reaccion de 50-55°C agitando vigorosamente, a esta temperatura se
adiciond lentamente y en pequefias porciones 1.817 g, (49.08 mmol ) de NaBH,. y se
agitd por espacio de 3 horas. Transcurrido el tiempo la reaccion se terminé mediante la

adicién de 4cido clorhidrico. Hasta que el pH de la solucion fuera de entre 7 y 8,

35



posteriormente se evaporé el disolvente mediante presion reducida y el residuo
obtenido se diluyé en 40 mL de agua destilada y se extrajo con acetato de etilo (4 x 10
mL). Los extractos orgdnicos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y
evaporaron a presion reducida. El crudo de reaccion se percolé por cromatografia en
columna utilizando como eluyente una mezcla de Hex/AcOEt (3:1), obteniendo 22.2
2.(91.6% de rendimiento) de la mezca de los P-hidroxifosfonatos 4-syn y 5-anti

(64:26), respectivamente. RMN *'P (200 MHz, CDCLs) & 34.61 para el diastere6mero

4-syn'y & 35.25 para el 5-anti.

7.5 Método general para la preparacion del trimetilamino f-hidroxifosfonato 7-

syn/8-anti.

En un matraz de 3 bocas provisto de agitacion magnética y termoémetro se
colocé el B-hidroxifosfonato 4-syn o la mezcla 4-syn/5-anti (1 equivalente), metanol
(4 volumenes), se adiciond paladio/carbono al 10% (2-3% en peso). El sistema se
cerr6 herméticamente, se agitd vigorosamente por 26 horas bajo atmdsfera de
hidrégeno a una temperatura de 38 a 40°C. El avance de reaccidon se monitored por
cromatografia en placa fina. Transcurrido el tiempo de reaccion el residuo obtenido se
filtr6 al vacio sobre celita y se lavd con metanol (2 volimenes), el filtrado se pasé a
un matraz de redondo de 3 bocas y se evapord el disolvente a presion reducida. El
residuo se disolvi6 en metanol (2 volimenes), se adicion6 K,CO;3 (2 equivalentes),
iodometano (CH3I) (3.5 equivalentes). Terminada la adicién la disolucidn resultante
se agitdé por 4 horas a una temperatura de 30-34°C., la reaccién se monitored por
cromatografia en placa fina. El disolvente se evaporé a presion reducida y el residuo
resultante se diluyd en 2 volimenes de etanol, se agité por 1 hora a una temperatura
de 40 °C, transcurrido el tiempo el matraz se sumergié en bafio de hielo a una
temperatura de 5 a 10°C.Luego se filtr6 al vacio y se lavé con etanol (2 x),
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posteriormente el filtrado se evapord a presion reducida. El residuo resultante se

recristalizé de metanol/acetato de etilo.

7.5.1 Preparacion de la mezcla trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn/8-anti

(Proceso “One Pot”).

En un matraz de 3 bocas de 250 mL provisto de agitacién magnética y
termémetro se colocaron 2.5 g, (5.95 mmol ) la mezcla de los dibencilamino B-
hidroxifosfonatos 4-syn/S-anti, 10 mL de metanol, se adicion6 0.625 g paladio/carbono
al 10%. El sistema se cerr6 herméticamente, se agité vigorosamente por 26 horas bajo
atmosfera de hidrégeno a una temperatura de 38 a 40°C. El avance de reaccidon se
monitored por cromatografia en placa fina. Transcurrido el tiempo de reaccién el
residuo obtenido se filtr6 al vacio sobre celita y se lavé con 5 mL de metanol, el
filtrado se pasé a un matraz redondo de 3 bocas y se evapor6 el disolvente a presion
reducida, el residuo se disolvié en 5 mL de metanol, se adicion6 1.40 g, (10.1 mmol )
de K»,COs3, 2.95 g, (20.8 mmol) de CH3l, terminada la adicion la disolucion resultante
se agitd por 4 horas a una temperatura de 30-34°C., la reaccién se monitored por
cromatografia en placa fina, transcurrido el tiempo de reaccion, el disolvente se
evapord a presion reducida y el residuo resultante se diluy6 en 5 mL de etanol, se agit6
por 1 hora a una temperatura de 40°C. Transcurrido el tiempo el matraz se sumergio en
bafio de hielo a una temperatura de 5 a 10°C, se lavé con etanol (2x), posteriormente el
filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo resultante se recristalizd de
metanol/acetato de etilo, para obtener 0.72g. (33.87 % rendimiento) de la mezcla de los
N-trimetil B-hidroxifosfonatos 7-syn y 8-anti (89:11), respectivamente. RMN 3P (200
MHz, CDCl3) 6 31.30 para el diastereémero 7-syn 'y & 30.82 para el 8-anti.
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7.5.2 Preparacion del trimetilamino f-hidroxifosfonato 7-syn.

En un matraz de 3 bocas de 500 mL provisto de agitacién magnética y
termémetro se colocaron 10.365 g, (24.70 mmol ) del B-hidroxifosfonato 4-syn, 40
mL de metanol, se adicion6 2.07 g de paladio/carbono al 10%. El sistema se cerrd
herméticamente, se agité vigorosamente por 26 horas bajo atmdsfera de hidrégeno a
una temperatura de 38 a 40°C. El avance de reaccién se monitored por cromatografia
en placa fina. Transcurrido el tiempo de reaccion el residuo obtenido se filtré al vacio
sobre celita y se lavd con 20 mL de metanol, el filtrado se pasé a un matraz de
redondo de 3 bocas y se evapord el disolvente a presion reducida, el residuo se
disolvié en 20 mL de metanol, se adicion6 6.82 g, (49.4 mmol) de K,COs3, 3.08 mL
(49.4 mmol ) de CHsl, terminada la adicién la disolucion resultante se agité por 4
horas a una temperatura de 30-34°C, la reaccién se monitoreé por cromatografia en
placa fina, transcurrido el tiempo de reaccion, el disolvente se evapord a presion
reducida y el residuo resultante se diluyé en 20 mL de etanol, se agité por 1 hora a
una temperatura de 40°C, transcurrido el tiempo el matraz se sumergié en bafio de
hielo a una temperatura de 5 a 10°C. Luego se filtr6 y se lavd con etanol (2x),
posteriormente el filtrado se evapord a presion reducida. El residuo resultante se
recristaliz6 de metanol/acetato de etilo. Para obtener 5.02g. (49.1 % rendimiento) del
N-trimetil B-hidroxifosfonato 7-syn. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 1.06 (d, J = 6.8
Hz, 3H, (CH3),CH), 1.08 (d, J = 6.4 Hz, 3H, (CH3),CH), 1.50 (dd, J = 13.6, 9.2 Hz,
1H, CH,CH), 1.73 (m, 1H, CH(CH3),), 1.89 (ddd, J = 13.6, 8.8, 4.2 Hz, 1H, CH,CH),
2.49 (ddd, J = 18.6, 15.6, 8.6 Hz, 1H, CH,P), 2.63 (ddd, J = 19.2, 15.6, 4.8 Hz, 1H,
CH,P), 3.45 (s, 9H, (CH3)3N), 3.78 (d, J = 10.8 Hz, 3H, (CH30),P), 3.80 (d, /= 10.8
Hz, 3H, (CH;0),P), 3.99 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CHN), 4.43 (m, 1H, CHOH). °C NMR
(100 MHz, CDCl) 8 21.95 ((CH3),CH), 23.76 ((CH3)>CH), 26.78 (CH(CHs),), 32.47
(d, J = 135.1 Hz, CH,P), 38.03 (CH,CH), 53.35 ((CH30),P), 54.12 ((CH3)3N), 67.30
(CHN), 73.63 (CHOH). *'P NMR (200 MHz, CDCl;) & 31.31.
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7.6 Método general para la preparacion de los acidos N-trimetilamino f-

hidroxifosfonicos 9-syn/10-anti.

En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacion magnética y bajo
atmdsfera de nitrégeno se colocé el trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn o la
mezcla 7-syn/8-anti (1 equivalente) y cloruro de metileno (2 volimenes), se adiciond
lentamente bromuro de trimetilsilano (TMSBr) (2 equivalentes). Terminada la
adicidn, la solucién resultante se agité por 4 horas a temperatura ambiente. Después
del periodo de tiempo el exceso de TMSBr se evapor6 a presion reducida y el s6lido
resultante se arrastré con cloruro de metileno (1 volumen), enseguida se le adicioné
agua destilada (1 volumen) y se dej6 bajo agitacion toda la noche Posteriormente, el
agua se evapord a presion reducida y el residuo se disolvié en agua (2 volimenes) y
se lavd con acetato de etilo (1 volumen), finalmente la fase acuosa se evapord a

presion reducida. El residuo resultante se recristalizé de metanol/acetato de etilo.

7.6.1 Preparacion del acido trimetilamino p-hidroxifosfonico 9-syn/10-anti.

En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacion magnética y bajo
atmésfera de nitrégeno se colocaron 11.3 g, (26.96 mmol) de la mezcla de los
trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn/8-anti. y 20 mL de cloruro de metileno, se
adicioné lentamente 6.98 mL, (53.9 mmol) de TMSBr Terminada la adicién, la
solucidn resultante se agito por 4 horas a temperatura ambiente. Después del periodo de
tiempo el exceso de TMSBr se evapor6 a presion reducida y el sélido resultante se
arrastr6 con 10 mL de cloruro de metileno, enseguida se le adicion6 10 mL de agua
destilada y se dej6 bajo agitacién toda la noche. Posteriormente, el agua se evapor6 a
presién reducida. El residuo se redisolvié en 20 mL de agua y se lavé con 10 mL de
acetato de etilo, finalmente la fase acuosa se evapord a presion reducida. El residuo
resultante se recristaliz6 de metanol/acetato de etilo, para obtener 5.32g (78%

rendimiento) de la mezcla de los dcidos N-trimetil B-hidroxifosfonicos 9-syn/10-anti
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(67:23), respectivamente. RMN *'P (200 MHz, CDCLs) § 25.6 para el diastere6mero 9-

syn'y 0 24.7 para el 10-anti.

7.6.2 Preparacion del acido trimetilamino p-hidroxifosfonico 9-syn.

En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacion magnética y bajo
atmdsfera de nitrégeno se colocaron 10 g, (23.84 mmol) del N-trimetil (-
hidroxifosfonato 7-syn y 20 mL de cloruro de metileno, se adicioné lentamente 6.40
mL, (47.64 mmol ) de TMSBr. Terminada la adicidn, la solucidn resultante se agitéd
por 4 horas a temperatura ambiente. Después del periodo de tiempo el exceso de
C3HyBrSi se evapord a presion reducida y el sélido resultante se arrastré con 10 mL
de cloruro de metileno, enseguida se le adiciondé 10 mL de agua destilada y se dejo
bajo agitacion toda la noche. Posteriormente, el agua se evapord a presion reducida,
el residuo se disolvié en 20 mL de agua y se lavo con 10 mL de acetato de etilo,
finalmente la fase acuosa se evapord a presion reducida. El residuo resultante se
recristaliz6 de metanol/acetato de etilo. para obtener 5.13g. (85% rendimiento) del
acido N-trimetil B-hidroxifosfénico 9-syn. RMN 'H (200 MHz, CD;0OD) ¢ 1.04 (d, J
= 6.6 Hz, 6H, (CH3),CH), 1.73 (m, 3H, CH,CH, CH(CH3),), 2.29 (m, 2H, CH,P),
3.28 (s, 9H, (CH3)3N), 3.57 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CHN), 4.33 (m, 1H, CHOH). RMN
C (50 MHz, CD;0D) § 21.64 ((CH3),CH), 23.92 ((CH3),CH), 27.43 (CH(CHs),),
36.48 (d, J = 134.1 Hz, CH,P), 38.52 (CH,CH), 53.98 ((CHs);N), 68.89 (CHN),
73.48 (d, J= 11.0 Hz, CHOH). RMN °'P (81 MHz, CD;0D) § 24.898.

40



8 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los métodos de sintesis de compuestos fosforados andlogos de carnitina que

se encuentran reportados en la literatura presentan una baja diastereoselectividad y

bajos rendimientos quimicos, es por ello que en el presente trabajo de investigacion

se desarrollé una metodologia para la sintesis de andlogos de L-carnitina con una alta

diastereoselectividad (Figura 4)
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bencnlacnon OBn condensacion
Bn2 NBny

3

o=

L- Ieucma
lc) reduccién
OH ” OH ” OH ”
d
POMe) < © bOMe), < P(OMe),
N-metilacién hidrogendlisis
NBn
NMe. 2
2 NHz 4-syn/ 5-anti
7-syn/ 8-anti
| ') separacion
g,h)l hidrélisis y N-metilacion L i
OH O
ll_on '
\ H
O OMe ~
*NMeg
9-(R,S) /10-(S,S) NBn2 NBn2 )
4-syn 5-anti

Mezcla diastereomérica

H | o H e

OH
” OH : oy
R RC
*NMeg *NMe;

IP(OMe)g

Figura 4. Ruta de sintesis para la obtencion de compuestos fosforados analogos
de carnitina. En donde el a-aminoécido L-leucina 1 es esterificado y posteriormente
se hace reaccionar con dimetil metil fosfonato y asi obtener el cetofosfonato 3, el cual
es sometido a reduccién diastereoselectiva para obtener la mezcla de alcoholes 4-

syn/S-anti finalmente estos son sometidos a hidrogendlisis, metilacion e hidrdlisis.
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En base al esquema de sintesis disefiado se decidié preparar el éster
tribencilado 2 a partir del a-aminodcido L-leucina 1, el cual se puso a reaccionar con
un exceso de K,COs; y bromuro de bencilo. Ordofiez y colaboradores (2004)
reportaron la preparacion de ésteres tribencilados con rendimientos del 76-87%, por
otra parte De la Cruz y colaboradores (2005) reportaron la preparacion de
aminodcidos tribencilados con buenos rendimientos quimicos. Los resultados se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de la L-leucina tribencilada 2

@) @)
KoCOg, BnBr
>
OBn
MeOH/H-0,
NHo reflujo NBny
1 2
B ) ) L-leucina K>CO;3 BnBr Disolvente Rendimiento.
xXperimento
P (gramos) (Eq) (Eq) (Vol) (%)
1* 2.5° 3.5 4.0 MeOH/H,0O 77
2 2.5 1.70 4.0 MeOH/H,0 79.4
3 5.0 1.70 3.25 MeOH/H,0O 80.2
4 10 1.70 3.25 MeOH/H,0 82.3

a. Condiciones reportadas en la literatura
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Debido a que se pretendia desarrollar un método escalable, se optimizaron las
condiciones de reaccion. El experimento 1 en la Tabla 1 muestran las condiciones
reportadas en la literatura, las variables se fueron cambiando una a una por ejemplo,
se inicidé con la disminucidén del carbonato de potasio, los mejores resultados se
obtuvieron utilizando s6lo 1.7 equivalentes (experimento 2). Posteriormente, se
procedié a optimizar los equivalentes de bromuro de bencilo, los resultados obtenidos

fueron reproducibles cuando se incremento el lote a 10 g (experimentos 3 y 4).

Debido a la incorporacion de 3 grupos bencilos al aminodcido el peso
molecular se triplicd, por lo que al preparar lotes de 10 g se complicé la purificacién
del producto obtenido por cromatografia en columna. Debido a ello, se dio a la tarea
de modificar el método reportado, con la finalidad de utilizar directamente el crudo
de reaccion en la siguiente etapa. El procedimiento inicial implicé el uso de una
mezcla metanol/agua, una vez finalizada la reaccion se eliminé el disolvente y se
disolvié en acetato de etilo, realizando lavados exhaustivos con agua. Debido a que
en el paso siguiente implico la utilizacién de un carbanion (especie muy reactiva,
susceptible a la humedad), era imprescindible eliminar el uso de agua en la reaccion.
Asi pues, se realizé la reaccion utilizando sélo metanol como disolvente y, una vez
concluida la reaccidon, se elimind el disolvente en rotavapor. Posteriormente se
hicieron arrastres con acetato de etilo para después redisolver el producto en acetato
de etilo, filtrar los sélidos y el filtrado volverlo a evaporar a total sequedad. El aceite
obtenido se utilizé sin purificaciéon adicional en la siguiente reaccion. (Experimento
1, Tabla 2) Para finalizar, se hizo un ajuste en los volimenes de metanol utilizados,

llegando a utilizar s6lo 4 volimenes. (Experimento 2, Tabla 2).
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Tabla 2. Preparacion de L-leucina tribencilada 2 condiciones optimizadas.

O O
K>COg, BnBr
-
OBn
MeOH, reflujo
NH, NBno
1 2
Experimento L-leucina K>,CO;  BnBr Disolvente Rendimiento
P 2 (Eq)  (Eg (Vol) (%)
1* 2.5° 3.5 3.5 MeOH/H,0 (100) 77
2 10 1.70 3.5 MeOH (10) n.d.
3 10 1.70 3.25 MeOH (4) n.d.

a.  Condiciones reportadas en la literatura

La identificacién de los productos se realiz6 por cromatografia en capa fina y

RMN de 'H; correspondiendo a lo reportado en la literatura.

Una vez obtenido el éster tribencilado 2 y determinadas las mejores
condiciones de reaccion, éste se puso a reaccionar a una temperatura de -50 a -60°C

con el anién de litio del dimetil metil fosfonato obteniendo el B-cetofosfonato 3; los

resultados se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Preparacion del dibencilamino B-cetofosfonato 3.

0 o o 9
[l
Me-P(OMe), -~ P(OMe),
OBn ™ BuLitio
NBn, THF, -50 °C NBn,
2 3

. Ester bencilico 2 Dimetil fosfonato  Temperatura »-BuLi  Rendimiento
Experimento

(2 (Eq) 0 (Eq) (%)
1" 2.5° 3.5 -78 3.6 96.0
2 7.0 2.4 -50 a-55 2.64 96.8
3 10 2.4 -50 a-55 2.64 97.1
a. Condiciones reportadas en la literatura

Siguiendo con el objetivo planteado de desarrollar un método que sea
escalable, al igual que en la etapa anterior se dio a la tarea de optimizar las
condiciones de reaccion. El experimento 1 en la Tabla 3 muestra las condiciones
reportadas en la literatura. De esta manera se inicié con la disminucidon del dimetil
metilfosfonato. Los mejores resultados se obtuvieron con 2.4 equivalentes y
realizando la generacidn y adicidn del carbanion a una temperatura de -50 a -60 °C
(experimento 2. Tabla 3). Resultados similares se obtuvieron cuando se hizo el

escalamiento a lotes de 10 g de materia prima.
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Una vez optimizadas las condiciones de reaccion, se propuso la obtencion del
B-cetofosfonato 3 mediante un proceso de sintesis “One Pot”, es decir, preparar el
éster tribencilado 2 y directamente del crudo de reaccion obtener el 3-cetofosfonato 3.
El desarrollo de este método serfa de mucha importancia, porque permitiria la
preparacion de lotes de éster bencilico 2 de hasta 30 g. En la tabla 4 se muestran los
resultados obtenidos, en el experimento 1 se resume el rendimiento global de las 2
etapas del método reportado en la literatura, mientras que el experimento 2, el crudo
de reaccion de la obtencion del éster bencilico 2 a partir de 2.5 g de L-leucina 1
condujo a un rendimiento global de 82.4%. Ademds se redujo considerablemente la
cantidad de THF utilizada. Los mejores resultados obtenidos se muestran en el
experimento 3, en donde a partir de 10 g de L-leucina se obtuvo un crudo del éster
bencilico 2 de aproximadamente 30 g, los cuales, después de hacerlos reaccionar con
el carbanion, condujeron a un rendimiento final del 83.7%. Asi también fue posible

disminuir ain mas los voldmenes de THF utilizados.

Tabla 4. Preparacion del dibencilamino B-cetofosfonato 3 proceso ‘“one pot™.

(0] o (0] ﬁ
|
Me-P(OMe), P(OMe);
OH —> oBn| —————— >

n-BuLi, THF,
NH2 NBn, -50 °C NBn;
1 2 3
. L-leucina 1 Dimetil n-BuLi THF Rendimiento®

Experimento @ fosfonato (Eq) (Vol) %)
0
s (Eq) a

1? 2.5 3.2 3.52 36 73.9
2 7.5 24 2.64 10 82.4
3 10.0 24 2.64 5 83.7

a. Condiciones reportadas en la literatura, materia prima purificada.

b. Rendimiento global de los 2 pasos.
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Todos los compuestos fueron identificados por RMN 'H, "°C y *'P, mostrando

patrones de acoplamiento similares a los descritos en la literatura.

Una vez obtenido el dibencilamino B-cetofosfonato 3, el siguiente paso fue

llevar a cabo la reduccion diastereoselectiva para asi obtener los dibencilamino [3-

hidroxicetofosfonatos 4-syn y S-anti. La reduccién se llevd a cabo con NaBHy, se

establecieron las condiciones optimas de reaccion evaluando diferentes cantidades de

reactivos y disolventes, los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Reduccion diastereoselectiva del dibencilamino B-cetofosfonato 3.

(0] ﬁ OH ﬁ OH ﬁ
\(\HJ\/P(OMG)Q NaBH, \(\‘/k/P(OMe)Q = P(OMe)o
—_—
NBny NBny NBn;
3 4-syn 5-anti
Experimento Cetofo(sg)nato 3 N(?;I;h Condiciones 4-syn : 5-anti Ren(ilt;:)lento
1? 2.5 4.0 MeOH, 20 vol 86:14 94.0
2 2.5 2.0 MeOH, 10 vol 85:15 95.7
3 9.3 1.5 MeOH/THF, 6 vol 85:15 96.1
4 10 1.2 MeOH/THF, 4 vol 85:15 96.8

a. Condiciones reportadas en la literatura
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Por ejemplo se inici6 con la disminucion de NaBH, obteniendo buenos
resultados con 2 equivalentes y utilizando como disolvente MeOH, (experimento. 2).
Con la finalidad de poder disminuir atin mds los equivalentes del agente reductor, se
sustituy6 el metanol por una mezcla metanol/THF, ya que de esta forma se evitaria la
reaccién inicial del NaBH4 con el metanol. Se probaron diferentes proporciones,
encontrando que con una mezcla MeOH/THF 1:10 se reproducian los resultados en
cuanto a diastereoselectividad y rendimiento (experimento. 3). Finalmente, los
mejores resultados se dieron cuando se escald el lote a 10 g optimizando el uso de
NaBH, a 1.2 equivalentes y utilizando s6lo 4 volimenes de la mezcla MeOH/THF
(experimento. 4), la identificacion de los dibencilamino B-hidroxifosfonatos 4-syn y

5-anti se realizaron por RMN *'P (Figura 5.).
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RMN 31P 200 MHz CDC13
HIDROXILEUCINA crudo

Pulse Sequence: s2pul

34.671

‘OH o (1)

\r-\‘/klg(mw — >
NBny

alcohol 4-syn

oH ©

brouey,
m

S5-anli

(2)

35.367

40 39 38 37 36 35 34

14.30
85.70

33 32 31 30 ppm

Figura 5. Espectro de RMN *'P para la mezcla de los dibencilamino B-

hidroxifosfonatos 4-syn y 5-anti. Relacion 85:15, experimento 4. En donde la sefial

(1) corresponde al diastereomero 4-syn y la sefal (2) al diastereomero S-anti.

Posteriormente; una vez optimizadas las condiciones de reaccion en esta etapa

de la ruta de sintesis, se incorpord el proceso “one pot”. En la Tabla 6, se muestran

los resultados obtenidos:
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Tabla 6. Proceso “one pot” para la obtencion de la mezcla de los dibencilamino

B-hidroxifosfonatos 4-syn y 5-anti.

|C|> OH ﬁ
L-leucina —> P(OMe)2|  NaBH,4 P(OMe),
MeOH/THF
NBn, 0-5°C NBns
3 80:20
4-syn : 5-anti
B . ) L leucina 1 NaBH, disolvente Rendimiento®
xperimento

P @ (Eq) (vol) (%)
1? 2.5 4.0 MeOH, 20 69.4

2° 7.5 1.2 MeOH/THF, 4 82.1

3 10.0 1.0 MeOH/THF, 4 84.6

a. Condiciones reportadas en la literatura

b. Rendimiento global de los 3 pasos.

En el experimento 2 se muestran los resultados obtenidos partiendo de un lote
de 2.5 g de L-leucina. El rendimiento obtenido fue mayor al obtenido por etapas.
Ademads de que se acortan considerablemente los tiempos de obtencin, se obtuvieron
mejores resultados cuando se escal6 el lote partiendo de 7.5 g de L-leucina

(Experimento 3).

De esta manera, con la mezcla de los dibencilamino B-hidroxifosfonatos en
mano, se procedié a realizar la preparacion de los dimetilamino -hidroxifosfonato 6,
iniciando con la remocidn de los grupos protectores (bencilos) del 4&tomo de nitrégeno
mediante hidrogendlisis. La reaccidon se realizé en metanol y usando paladio sobre
carbon al 10% como catalizador bajo atmdsfera de hidrégeno. Una vez completada la

reaccion, la cual se fue monitoreando por cromatografia en capa fina, se hicieron
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reaccionar con 2.5 equivalentes de CHsl con el objetivo de dimetilar al grupo amino

(Figura 6.)

OH ﬁ OH ﬁ
P(OMe), 1) Ho, Pd/C 10 %, MeOH> P(OMe),
2) CH3l (2.5 eq), KoCO3
NBn; 23.4% NMe;
4/5 6

Figura 6. Preparacion del dimetilamino p-hidroxifosfonato 6. La reaccion de
hidrogendlisis 1) se llevé a cabo a una temperatura de 45°C, mientras que la reacciéon

de metilacion 2) a una temperatura de 30°C.

Al finalizar la reaccion, el crudo se purificé por cromatografia en columna
obteniendo 2 productos principales con muy bajo rendimiento. El andlisis por RMN
de '"H de los productos aislados mostraron lo siguiente: El producto menos polar
aislado correspondi6 al producto dimetilamino B-hidroxifosfonato 6, mientras que el
producto més polar indic6 la formacién del producto trimetilado, solo que no se
encontraba completamente puro, dificultando la total confirmacion. Estos resultados
parecen indicar que conforme va reaccionando el grupo -NH; con el yodometano, el
nitrégeno se va haciendo mds nucleofilico, de tal forma que la reaccidon no se detiene
en el producto dimetilado, sino que procede hasta el producto trimetilado.

El bajo rendimiento, a pesar de observarse consumo total de materia prima,
pudiera deberse a la alta polaridad del producto trimetilado, el cual al ser purificado
quedo retenido en la columna.

En base a los resultados obtenidos, se decidi6 aumentar los equivalentes de
CHsl (Experimento 2, Tabla 7) y asi obtener de manera directa el producto
trimetilado. Ademds aprovechando de que el producto trimetilado era sélido, se

sustituyo la cromatografia en columna por la purificacién por cristalizacion.
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Tabla 7. Preparacion de la mezcla de trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn / 8-

anti

OH ICI) OH lCl)
P(OMe), 1) Hp, Pd/C 10 %, MeOH P(OMe),
2) CH3l (3.5 eq), KoCO3
NBn, *NMes

4/5 7-syn/8-anti
Experimento  Hidroxifosfonato Pd/C K,CO; CHiI 7/8
€ (% peso) (Eq) (Eq) (%)

1 2.5 2.5 3.5 3.5 22.5

2 2.5 2.5 1.7 3.5 25.7

Adicionalmente, se realiz6 el mismo procedimiento, pero disminuyendo los
equivalentes de K,CO3, los rendimientos fueron similares al experimento 1. A pesar
de que por placa se observaba buena formacién de producto, al momento de
cristalizar el rendimiento era muy bajo. Por lo tanto se analizaron las aguas madres,
observando que en ellas quedaba considerable cantidad de producto (Figura 7. Tabla

7).
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Figura 7. Espectro de RMN *'P del trimetilamino p-hidroxifosfonato 7
cristalizado (A), espectro de RMN *'P de aguas madres de la cristalizacién (B).
Al igual que en el espectro de RMN *'P del trimetilamino B-hidroxifosfonato?7
cristalizado (A) se observa una gran cantidad de producto en las aguas madres (B).

Debido a los bajos rendimientos obtenidos, se decidié probar un cambio en la
realizacién de la reaccion, el cambio consistid en realizar la filtracion del catalizador
una vez concluida la reaccion de hidrogendlisis y posteriormente realizar la

metilacion con el crudo de reaccién obtenido. Los resultados obtenidos se muestran

en la Tabla &:
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Tabla 8. Preparacion de la mezcla trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn/8-anti.

OH ﬁ OH T
P(OMe), Ho,, Pd/C 10 %, -~ P(OMe),
MeOH, 37 - 42 °C
NBn, NH;
4-syn/5-anti
lCHg,I, KoCOs
OH ﬁ
P(OMe),
+NMe3
7-syn/8-anti
Experimento  4-syn/S-anti Pd/C K,CO; CH;l 7-syn/8-anti
(2) (% peso) (Equiv.) (Equiv.) (%)
1 2.5 2.5 1.7 3.5 35.2
2 2.5 2.5 1.7 3.5 43.4

Los cambios realizados en la metodologia mejoraron el rendimiento de los
productos trimetilados. El crudo obtenido fue mas limpio pero auin asi, después de la
cristalizacion las aguas madres quedaban mds sucias, esto hizo pensar que
probablemente durante la cristalizacion habia descomposicion. Por lo anterior se
repitié el experimento pero en esta ocasion la cristalizacion se llevo a cabo a una
temperatura inferior a los 45 °C, mejorando considerablemente el rendimiento

(experimento. 2)
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Por otra parte con la intencién de obtener una muestra mds pura para la
recopilaciéon de todos los datos espectroscopicos, los productos cristalizados se
recristalizaron, y sorprendentemente se observé que la mezcla se habia enriquecido a
favor del trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn (Figura 8), en la Figura 9 se muestra

el espectro RMN *'P.

OH (ﬁ OH (ﬁ
P(OMe)s recristalizacién» P(OMe)s
+NMe3 +NMe3
80 : 20 95:5
syn : anti syn : anti
cristalizado

Figura 8. Recristalizacion de la mezcla de trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-

syn/8-anti, la recristalizacion se llevo a cabo con una mezcla de MeOH/AcOEt
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*NMe; —
7-syn '
oH O
) *NMe;
34 32 30

Figura 9. Espectro de RMN *'P para la mezcla de trimetilamino B-
hidroxifosfonato 7-syn/ 8-anti, cristalizadados (A) y posterior recristalizacion

(B).en la figura (a) se observa una relacion 80:20 syn/anti, posterior a la

recristalizacion se observa una relacion 95:5 syn/anti (b).
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Una vez establecidas las mejores condiciones de reaccion para obtener los
productos trimetilados. Primero se decidié preparar un lote del dibencilamino B-

hidroxifosfonato 4-syn diasteroméricamente puro mediante cromatografia en columna

(Figura 10).

O ﬁ OH (”)

P(OMe)o NaBH4 P(OMe)»
—>
NBny 0 °C NBny 4-syn : 5-anti
3
cromatografias
en columna

OH (”)

P(OMe),
NBI’]Z

alcohol 4-syn
Figura 10. Preparacion del dibencilamino p-hidroxifosfonato 4-syn:5-anti a
partir del dibencilamino B-cetofosfonato 3. El dibencilamino B-cetofosfonato 3 se
hizo reaccionar con NaBH, en una mezcla de MeoH/THF a 0°C de esta manera se
obtuvo la mezcla 4-syn: S-anti en una relacion 80:20, posteriormente se realizaron
una serie de purificaciones por cromatografia en columna para obtener el

dibencilamino B-hidroxifosfonato 4-syn diastereoméricamente puro.
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Posteriormente una vez obtenido el dibencilamino B-hidroxifosfonato 4-syn
diastereoméricamente puro (Figura 11) se realiz6 la hidrogendlisis y metilacion para
poder obtener el correspondiente trimetilamino B-hidroxifosfonato  7-syn

diastereomericamente puro (Figura 12).

0
i
| B)
N
I
OH © \‘f’ '
H OH O
2 houer, || I
N | -
NBn, I
|
S-anl “‘ NBrn;
1 alcohol 4-5yn
i
|
i
D | a
N I
il
In
o
.
“;‘l‘ “‘r \‘
A
e 35 35 32 33 ‘ 60 ' o 20 0

Figurall. Espectro de RMN *'P del dibencilamino B-hidroxifosfonatos 4-syn/5-
anti relaciéon 80:20 A), y Espectro d de RMN *'P del dibencilamino p-
hidroxifosfonatos 4-syn diastereomericamente puro B): la purificacion se llevo a
cabo mediante cromatografias sucesivas hasta la obtencion del dasiteredémero puro.
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OH ﬁ OH ﬁ
P(OMe)» Hs, Pd/C 10 %, P(OMe),
MeOH, 37 - 42 °C
NBn, NH;
4-syn
lCHgl, K>CO3
OH ﬁ
P(OMe),
+NM63
7-syn

Figura 12. Preparacion del trimetilamino p-hidroxifosfonato 7-syn
diastereomericamente  puro. El dibencilamino  f-cetofosfonato  4-syn
diastereoméricamente puro fue sometido a hidrogendlisis para obtener el
aminohidroxi B-hidroxifosfonato diastereoméricamente puro el cual se filtr6 y se hizo
reaccionar con CH3;l y K,CO; para finalmente obtener el trimetilamino J-

hidroxifosfonato 7-syn diastereomericamente puro.

Se comprobé que el desplazamiento por RMN *'P, del trimetilamino P-
hidroxifosfonato 7-syn diastereoméricamente puro cristalizado correspondié al
desplazamiento por RMN *'P del producto mayoritario obtenido de la reaccién de la
mezcla de dibencilamino [-hidroxifosfonato 4-syn/5-anti que se encontraba en
proporcién 80:20 y que fue llevado hasta trimetilamino B-hidroxifosfonato 7 (Figura

13).
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(A) (B)

34 33 32 31 30 29 28 27 34 32 30 28 26 24 ppm

Figura 13. Espectro de RMN *'P para la mezcla 80:20 de los trimetilamino B-
hidroxifosfonatos 7-syn/8-anti (A) y trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn
obtenido de la reaccion con el dibencilamino f-hidroxifosfonato 4-syn purificado
por cromatografia en columna (B). En el espectro de RMN 3P se observa como el
desplazamiento en una de las sefiales mayoritaria corresponde al trimetilamino -
hidroxifosfonato 7-syn.

Hasta este momento se logré la preparacion e identificacion del trimetilamino
B-hidroxicetofosfonato 7-syn con una alta diastereoselectividad. El siguiente paso
consistié en determinar la configuracién del trimetilamino B-hidroxifosfonato 8-anti,

para ello se decidi6 preparar un lote de dibencilamino B-hidroxifosfonato 5-anti.

Se probaron diferentes condiciones de reaccidon hasta encontrar la que

incrementaba la proporcién del producto anti. (Tabla 9).
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Tabla 9. Preparacion del dibencilamino p-hidroxifosfonato 5-anti bajo diferentes

condiciones de reaccion.

O (l? OH ﬁ
P(OMe),  NaBH,4 P(OMe)2
MeOH/THF,
NBn, temp. NBn
3 4-syn : 5-anti
Experimento. Cetofosfonato NaBH4 Condiciones syn/anti
(2 (Eq)
1 2.5 1.5 MeOH/THF, 40°C 78 :22
2 5.0 1.2 MeOH/,THF 45°C 75:25
3 5.0 1.0 MeOH/THF, 55°C 65:35

De los resultados obtenidos del experimento 3 en el cual se observa un
aumento del diasteredmero S-anti se establecieron las mejores condiciones de
reaccién ya que se comprobé que la proporcién por RMN *'P de los dibencilamino B-
hidroxifosfonatos 4 syn S:anti bajo estas condiciones se encontraban en una relacién

65:35 (Figura 14).
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(s TS OH ©
(OMe), JJ:L(C_E]Z

el Nan,

37 36 35 34 33 32 31 30 29 ppm

Figura 14. Espectro de RMN *'P de los dibencilamino p-hidroxifosfonatos 4
syn:5-anti 65:35 la sefial a 34.510 ppm corresponde al dibencilamino -
hidroxifosfonato 4-syn mientras que la sefial a 35.22 ppm corresponde al

dibencilamino B-hidroxifosfonato 5-anti
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De esta manera, el siguiente paso consistio en reducir una cantidad mayor de
dibencilamino B-cetofosfonato 3 bajo las condiciones optimizadas (1.0 equivalentes
de NaBH, MeOH/THF, 55°C) (Figura 15) y asi someter a la mezcla de los
dibencilamino B-hidroxifosfonatos 4 syn: S5-anti 65:35 a una serie de purificaciones
sucesivas por cromatografia en columna para obtener una buena cantidad del

dibencilamino hidroxifosfonato S anti y continuar con las siguientes reacciones.

0 3 o
P(OMe)» NaBH,4 P(OMe),
—>
MeOH/THF, 65 : 35
NBny 55 °C NBnz syn: anti
cromatografias
en columna
OH 0
YY:\/P(OMe)g
NBn2
alcohol anti

Figura 15 Reduccion diastereoselectiva a 55°C del dibencilamino f-
cetofosfonato 3. El dibencilamino B-cetofosfonato 3 fue reducido con NaBH, a una
temperatura de 55°C, la cual jug6 un papel muy importante en esta reaccion ya que al

aumentar la temperatura aumento la formacion del diastereomero anti.
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Una vez obtenido el dibencilamino B-hidroxifosfonatos 5-anti, lo cual se

comprob6 por RMN (Figura 16). Se procedié a realizar la preparacion del

trimetilamino [B-hidroxifosfonato 8-anti, iniciando con la remocién de los grupos

protectores (bencilos) del d&tomo de nitrégeno mediante hidrogendlisis, realizando la

reacciéon en metanol y usando paladio sobre carbon al 10% como catalizador bajo

atmosfera de hidrégeno. Una vez completada la reaccion, la cual se fue monitoreando

por cromatografia en capa fina, se hizo reaccionar con 3 equivalentes de CH3I con el

objetivo de dimetilar al grupo amino (Figura 17).

P E0.OE MMz CDCIZE
3 anti
2 br DE

LI
n

OH © oH 0O
T T »’i“\-fm"h \r\]/'\/A(D“e)z
ke NBn;

24,615

37 36 35 34

31

ppmw

Figura 16. Espectro de RMN *'P del dibencilamino B-hidroxifosfonato 5-anti. El
dibencilamino B-cetofosfonato 3 fue reducido con NaBH,4 a una temperatura de 55°C,
la cual jugd un papel muy importante en esta reaccion ya que al aumentar la

temperatura aumento la formacion del diastereomero anti.
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I |
P(OMe), Ho, Pd/C 10 %, - P(OMe),
YY\/ MeOH. 3742 °C W\/
Nan. NH

2
5-anti
lCHgI, KoCO3
OH ﬁ
YYz\/P(OMe)g
+NM63
8-anti

Figura 17. Preparacion del trimetilamino p-hidroxifosfonato 8-anti. El
dibecilamino B-hidroxifosfonato 5-anti fue sometido a hidrogendlisis a una
temperatura de 37-42°C bajo atmdsfera de hidrégeno para obtener el hidroxiamino -
fosfonato que se hizo reaccionar con CHil y K,CO;s para finalmente obtener el

trimetilamino B-hidroxifosfonato 8-anti.

Posteriormente, se comprobé que el desplazamiento por RMN *'P del
trimetilamino B-hidroxifosfonato 8-anti diastereomericamente puro correspondié al
desplazamiento por RMN *'P del producto minoritario obtenido de la reaccién de la
mezcla de dibencilamino B-hidroxifosfonato 4/5 que se encontraba en proporcién
80:20 y que fue llevado hasta trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn y 8-anti
(Figura.17).

Finalmente, una vez purificados e identificados los trimetilamino J-
hidroxifosfonatos 7-syn y 8-anti, se procedié a realizar la etapa final de la ruta de
sintesis. El primer diasteredmero en ser sometido a hidr6lisis fue el trimetilamino [3-
hidroxifosfonato 7-syn, el procedimiento implicé el uso de 2 volimenes de cloruro de
metileno, asi como 2.2 equivalentes de bromo trimetil silano bajo atmésfera de
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nitrégeno. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y una vez consumida la
materia prima se elimind el disolvente y se le hicieron arrastres con acetato de etilo,
para después disolver el producto en agua. Posteriormente se le realizaron lavados
exhaustivos con acetato de etilo y se volvid a evaporar a total sequedad (Figura 18).
Finalmente, el producto diastereoméricamente puro fue cristalizado y plenamente

identificado por RMN *'P (Figura 19)

P(OMe), 1) TMSBr, CHoCl, P(OH)2
2) Agua, HCI
*NMeg 3. Cristalizacion *NMej3
7-syn 9-syn

Figura 18. Preparacion del acido aminohidroxifosfénico 9-syn. El trimetilamino
B-hidroxifosfonato 7-syn se hizo reaccionar con TMSBr a temperatura ambiente y
bajo atmédsfera de nitrégeno, finalmente el acido aminofosfénico 9-syn fue

cristalizado.
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o
T
=0

+NM63
9-syn

Figura 19. Espectro de RMN *'P del &cido amino hidroxifosfénico 9-syn
diastereoméricamente puro. El desplazamiento del acido amino hidroxifosfénico 9-syn
diastereoméricamente puro coincide con el desplazamiento de la mezcla de los dcidos amino
hidroxifosfénico 9-syn: 10-anti.
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Adicionalmente se sometié a hidrélisis la mezcla de trimetilamino J-
hidroxifosfonato 7-syn: 8-anti, el procedimiento al igual que para el trimetilamino -
hidroxifosfonato 7-syn implicé el uso de 2 volumenes de cloruro de metileno, asi
como 2 equivalentes de TMSBr bajo atmosfera de nitrégeno. La reaccion se llevé a
cabo a temperatura ambiente. Una vez concluida se elimind el disolvente y se le
hicieron arrastres con acetato de etilo para después disolver el producto en agua.
Posteriormente se le realizaron lavados exhaustivos con acetato de etilo y se volvi a
evaporar a total sequedad (Figura 20). Finalmente, el producto fue cristalizado y

analizado por RMN de *'P (Figura 21).

OH ﬁ OH ﬁ
P(OMe)> 1) TMSBr, CHoClo P(OH)»
2) Agua, HCI
*NMes 3. Cristalizacion *NMe3
65:35 65:35
7-syn : 8-anti 9-syn : 10-anti

Figura 20. Preparacion del acido aminohidroxifosfonico 9-syn:10-anti la mezcla
de trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn/8-anti fue puesta a reaccionar con TMSBr
en cloruro de metileno, el producto obtenido fue lavado exhaustivamente con acetato
de etilo y cristalizado para poder obtener la mezcla de dcidos aminofosfénicos 9-syn:

10-anti los cuales son compuestos andlogos fosforados de L-carnitina.

Cabe mencionar que los 4cidos aminofosfénicos andlogos de L-carnitina
fueron plenamente identificados por RMN *'P (Figura 21) y estos se obtuvieron en

excelentes cantidades para poder dar inicio con los estudios biolgicos.
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Figura 21. Espectro de RMN *'P para la mezcla de los dcidos
aminohidroxifosfonicos 9-syn:10-anti. El desplazamiento del &cido amino
hidroxifosfénico 9-syn de la mezcla de los dcidos amino hidroxifosfénico 9-syn:10-

anti corresponde al desplazamiento del &4cido amino hidroxifosfénico 9-syn

diastereoméricamente puro.
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9 CONCLUSIONES

Se logré la preparacion y escalamiento del éster tribencilado 2 de la L-leucina
mediante la modificacion del método reportado en la literatura, ademds se
desarrollaron las condiciones necesarias para ser utilizado sin purificar en la siguiente

etapa.

Se logré la preparacion y escalamiento del B-cetofosfonato dibencilado 3
optimizando las condiciones de reaccion en relacion al uso de reactivos y disolventes,
ademds se hizo el escalamiento hasta un lote de 30 g obteniendo excelentes

rendimientos.

Se logré la preparacion y escalamiento de los hidroxifosfonatos 4-syn/5-anti
con una alta diastereoselectividad y buen rendimiento quimico, mediante el uso de

NaBH, como agente reductor en una mezcla de MeOH:THF.

Se logr6 la obtencion de los hidroxifosfonatos 4-syn:S-anti mediante un
proceso “one pot” a partir de la L-leucina, en el cual se optimizaron tanto reactivos,
disolventes y procesos de obtencion, logrando con ello la obtencién de lotes de hasta

30 g con rendimiento quimico superior a la sintesis realizada por etapas.

Se desarrolld6 un método de cristalizacion fraccionada, para la obtencion del
hidroxifosfonato trimetilado 7-syn diastereomericamente puro, a partir de una mezcla

7-syn/8-anti 80:20.

Se logré la preparacion y escalamiento de los dcidos trimetilamino
hidroxifosfénicos 9-syn y de la mezcla 9-syn:10-anti, los cuales son compuestos
andlogos de L-carnitina para obtener las cantidades necesarias para realizar los

estudios bioldégicos.
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11.1. Abreviaturas

AcOEt

C

d

dc

dd

ddd

dddd

dt

Hex

MeOH

N-BuLi

Pd/C 10%

RMN

THF

TMSBr

t

11. ANEXOS

Acetato de etilo

cuarteto

doblete

doble de cuartetos

doble de dobletes

doble de doble de dobletes
Doble de doble de doble de dobletes
doble de tripletes

Hexano

Metanol

n-Butilitio

Paladio sobre carbon al 10%
Resonancia Magnética Nuclear
Tetrahidrofurano
tetrametilsilano

triplete

singulete
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11.2. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear

RMN 31P 80.98 MHz CDC13
AAS-025-07
Mat. prima

1 ene 08
Pulse Sequence: s2pul v
|
|
oigs r
|
OH (”) [
P{OME); "\
|
—
NBn; ‘;
alcobol 4-syn ‘
|
OH O “
\]A]/'\/H'(oue)z |
/l
|
5-anb ‘
|
| |
||
|
|
2 |
o [
. u
| [l
| | |
e M
|
| |
S S e A = — T = e | —r= — T
37.0 36.5 36.0 35.5 35.0 34.5 34.0 33.5 33.0 3285 ppm

Espectro de RMN *'P para la mezcla de dibencilamino B-hidroxifosfonato 4-syn/ 5-anti relacién 80:20



oH O OH ©

4-3m

3z.am

37 36 35 34 33 32 31 30 29 ppm

Espectro de RMN *'P para la mezcla de dibencilamino B-hidroxifosfonato 4-syn/ 5-anti relacién 65:35
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RMN 31r 80.98 MHZz
RC-068-07

Materia prima 3(% O%-DY
Alcohol syn

Pulse Sequence: s2pul E

|

OH Iﬁl
P{OMEe)>
NHn;
alcohol 4-5yn

I

JAVTS
——— I L e e N B e o e S S L L
120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 ppm

Espectro de RMN p para el Dibencil aminop-hidroxifosfonato 4-syn, diastereomericamente puro
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RHMN 31P B0.98 MHz CDC13
Alcoho]l anti
Zq4 abr 08

Pulse Sequence: sZpul =
1
CH 0] OH 0
z I
Wvﬂmeh ©OMey,
NBno NBn
— =
@
- -4
z | | & £
/ B
A
| g
37 36 35 34 33 32 31

Espectro de RMN *'P para la mezcla de dibencilamino p-hidroxifosfonato 4-syn/ 5-anti relacién 9:91

P pm



RMN 1P 80.98 MHz CDC13
RC-01-08-B
Cristalizado

1 feb 08

Pulse Sequence: s2pul s
0
P{OMe);
| *NMes
T-5v0
f
\
1
I oH O
= u'(oue)z
| W
‘ NMe;y
8-anif o
‘ o
‘ X =
| & ©
2 i i
‘ i {
| | |
I ‘ ‘
I
i
VIS S VT S e o I I Y e
33 32 & 5 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 ppm

Espectro de RMN *'P para la mezcla de trimetil amino B-hidroxifosfonatos 7-syn: 8-anti
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RMN 31P 80.98 MHz CDC13
RC-01-08-B

AsMs
1 feb 08

Pulse Sequence: s2pul

OH O
houey,
*NMes
T-3ym
oH 0

l!'((l"f)z

34 33 32 31

1.40 22 .60
41.84

28 27

26

R R e T i B R Vi E (R s

25

24

Espectro de RMN >'P de las aguas madres de la cristalizacion del trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn: 8-anti
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31.133

OoH O

hrowe,

! *NMe;
= T-sym

w0
Fa J\Wm_«/w\",‘ /w\L Ty ,\»_«-\fwda../\(wwxu\/«,a,’w‘« wﬁ,ﬁv*r‘y"\-" el “"W\l" Y VL LP A i BT VAP o YW NPT P PR g AR AP A st g, ,-L'\l\.n-"w\/-vaf«"l'iw

L U S L L B B o e e e

e S G B W e T W Bk G GA 0

e
36 34 32 30 28 26 24

ppm

Espectro de *'P de la recristalizacién del trimetil amino B-hidroxifosfonato 7-syn
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RMN 1H 200 MHz CD30D
Trimetilado syn
Ester

33 mg

20 jun 08

Pulse Segquence: s2pul

[
P(OMe)o
“NMes
T-5yn

Espectro de RMN *H del trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn

76

10.38

20.67

- N

ppm




RMN 13C 50 MHz CD30D
Ester trimetilado syn

25 jun 08
cow
Pulse Sequence: s2pul PN
oo
g
i
i
i
oH 0O
Il 2
=4 -
P{OME)> o @
s s
L -
-~
*NMes
i
i
I
i‘

wwmewmwwwmwwwmmwmwmwmmww wwwww me Mwmwwww

200 18I] 16[] 140 120 100 8[] G[l 4[] 20 ppm

Espectro de RMN **C del trimetilamino B-hidroxifosfonato 7-syn
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34 i = a7l L)

Espectro de RMN *'P del acido trimetilamino B hidroxifosfénico 9-syn
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RMN 1H 200 MHz CD30D
RC-20-08

Recristalizado
26 mg
20 jun 08

Pulse Seguence: sZpul

it g
Q

POH)>

8.24 4.19

Espectro de RMN 'H para el acido trimetilamino B hidroxifosfonico 9-syn

76

ppm



RMN 13C 50 MHz CD30D
RC-20-08
Recristalizado

24 jun 08

Pulse Sequence: sZpul

49.574

=0

P(OH )2

48.294

*NMe;

49.999

|l ‘
| i III.iLM ‘ WJ ‘ | |
A A A A P A oA s A o R I e s

C—— ; e —

T

. s 1 80 60 a0 ) :
Espectro de RMIN 3¢ paraleelnaado trimetilamino B hidroxifosfénico 9-syn S
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“NuMe,

9-syn

34 32 30 28 26 |
Espectro de RMN 3! P para los acidos trimetilamino B-hidroxifosfonicos 9-syn/ 10-anti.

76

3

=0

10-anti

:
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