Revista de la Sociedad Quimica de México, Vol. 44, Nim. 2 (2000) 97-100

I nvestigacion

Sintesis de BOP (acoplador de péptidos) en fase solida

Ignacio A. Rivero* y Rosalva Aceves

Centro de Graduados e Investigacion del Instituto Tecnol6gico de Tijuana, Blvd. Industrial S/N, Mesa de Otay. Tijuana, B. C.
México. Apdo. Postal 1166, 22000.Tel: (66) 233762, Fax: (66) 234043 , e-mail: irivero@tectijuana.mx

Recibido el 15 de diciembre de 1999; aceptado el 17 de febrero del 2000

Dedicado a la memoria del Dr. Jacobo Gémez-Lara

Resumen. En este trabajo se reporta la sintesis de BOP en fase sdlida
(Resina-BOP), através de la union covalente de HMPA alaresinade
Merrifield. Este proceso tiene como fin eliminar la contaminacion
causada por la HMPA cuando € reactivo acoplador BOP es usado en
solucion. Laresina se trato con clorhidrato de metilamina para gener-
ar una metilaminoresina; ésta se hizo reaccionar con una solucién de
PCI3 para dar lugar alaresina 5 que a su vez se hizo reaccionar con
dimetilamina para obtener la resina activa 6. Esta Ultima resina se
traté con TPA para formar a Bis-(dimetilamino)-metilamino-resin-
diclorofosfato 7. Esta se hizo reaccionar con hidroxibenzotriazol para
generar 8 y por Ultimo se intercambi6 el anién cloruro por el hexa
fluorofosfato con KPFg, sintetizandose de esta manera el BOP sopor-
tado en laresina de Merrifield. Laresina-BOP (2) fue empleada pos-
teriormente para la sintesis de éster metilico de N'-1,2,3,4-tetrahidro-
2,4-dioxoquinazolin-3N-ilacetil triptofano (10).
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Abstract. This work describes the solid-phase synthesis of BOP
(BOP-resin). Synthesis of BOP-resin initially requiered covalent
attachment of HMPA to the Merrifield’'s resin. This process will
avoid the release of the highly carcinogenic reagent HMPA as hap-
pens when BOP is used in solution. The Merrifield's resin was con-
secutively treated with methylamine, triphosgene, hydroxybenzotria
zole and potassium hexafluorophosphate to give rise to BOP support-
ed on the Merrifield's resin. BOP-resin (2) was used in the prepara
tion of N'-1,2,3,4-tetrahydro-2,4-dioxoquinazolin-3N-ylacetyl trypto-
phan methyl ester (10).
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I ntroduccion

La sintesis orgénica en fase solida fue desarrollada original-
mente para la preparacion de péptidos por R. B. Merrifield [1];
esta técnica se basa en €l uso de unaresina de poliestireno que
se emplea en forma de pequeiias esferas y es insoluble en casi
todos los solventes. Mientras que la sintesis orgénica en solu-
cion involucra procesos laboriosos de purificacion y aislamien-
to (extraccion, cromatografia y cristalizacién) que requieren
mucho tiempo, la sintesis en fase sdlida permite que las reac-
ciones sean cuantitativas en cada etapa a través del uso en
exceso de uno delos reactivos, el cual después de reaccionar es
eliminado por procesos simples de lavado y filtracion.

La sintesis de péptidos ha mantenido un gran interés en el
desarrollo de nuevos métodos de preparacion en vista de que
muchas hormonas y toxinas son de origen peptidico. El hexa-
fluorofosfato de benzotriazoliloxi-tris[dimetilamino]fosfonio
(BOP) es un reactivo ampliamente conocido como excelente
activador de &cidos carboxilicos, produciendo ésteres activos
gue podran reaccionar con nucledfilos para producir péptidos,
ésteres, etc.

El BOP, a emplearse en la sintesis de péptidos, genera a
la hexametilfosforamida (HMPA) como sub-producto, com-

puesto ampliamente conocido por sus propiedades carcinogé-
nicas [2,3] y dado que es altamente soluble en agua, es un
agente contaminante de dificil eliminacion en las aguas de de-
secho del proceso.

Dos rutas de sintesis de BOP bastante econdmicas fueron
reportadas por Castro y colaboradores, la primera, utiliza una
solucion comercialmente disponible de fosgeno en tolueno a
20%/HMPA [4] y la segunda utiliza a oxitricloruro de fosforo
(POC1;)/HMPA [5].

Recientemente, en este laboratorio, se desarroll6 la sinte-
sisde BOP [6] por medio del uso de trifosgeno (TPA) e hidro-
xibenzotriazol. Dicha sintesis consistié en hacer reaccionar €l
TPA y HMPA a 0°C por dos horas. Posteriormente se hizo
reaccionar con hidroxibenzotriazol monohidratado para gene-
rar el cloruro de benzotriazoliloxi-tris[dimetilamino] clorofos-
fonio (BOP-CI) y por ultimo se intercambi6 el anion cloruro
por el hexafluorofosfato con KPFg, para obtener al reactivo
BOP.

En el presente trabajo se reporta a la sintesis de BOP en
fase sdlida (Resina-BOP), planteando enlazar covalentemente
la HMPA a una fase solida, para impedir su liberacién en

agua.
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Fig. 1. Sintesis de Bop en fase sdlida. Las abreviaturas de los reac-
tivos se encuentran incluidas en € texto.

Resultadosy discusion

La sintesis de la resina-BOP se llevd a cabo siguiendo el
esguema propuesto en la Fig. 1 que consiste en el uso de la
resina de Merrifield seleccionada por su alta estabilidad en
medio acido. En el primer paso la resina se expandi6 con
DMF y se sometid a unareaccion con el clorhidrato de metila-
mina en presencia de carbonato de potasio para formar la me-
tilaminoresina 4.

Al establecer las condiciones Optimas para la primera eta-
pa, se agregd a laresina una solucion de tricloruro de fésforo
(PCl3) en éter anhidro, en atmésfera inerte, manteniendo la
temperatura a 0°C, por 2 horas, laresina 5 asi obtenida fue la-
vada con éter anhidro para eliminar el exceso de reactivo. La
resina5 pre-lavada se suspendié en éter anhidro y se le burbu
jed dimetilamina por espacio de 5 minutos, controlando la
presion en un flujo no mayor de 20 mL/min. La bis (dimetil-
amino)-metilamino-resin-fosfina 6 obtenida se hizo reaccionar
con TPA paraformar laresina 7. Posteriormente, se le agregd
una solucion de hidroxibenzotriazol en DMF como solvente y
por ultimo se intercambié al anion cloruro por el de hexafluo-
rofosfato con KPR sintetizando de esta manera la resina-BOP
2. Se comprobé laeficienciadel intercambio del anién cloruro
por el de hexafluorofosfato al utilizar como solvente a la
DMF. Al utilizar agua como solvente se encontr6 un menor
rendimiento (~64%) y esto es debido a que €l intercambio del
anién es mas lento ya que el agua no permite que laresina se
expanda adecuadamente y compite con el anion hexafluoro-
fosfato produciendo hidrdlisis de laresina-BOP-CI (8).

La evolucién de las reacciones fueron determinadas por
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), permitiendo establecer
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las condiciones Optimas. En todas las etapas se utiliz6 el méto-
do de Volhard para establecer la presencia del anién cloruro,
yaque este es proporcional al grado de conversion de laresina.

LaresinaBOP 2 se utilizé para sintetizar un dipéptido-
quinazolinediona (10) [7] (Fig. 2). Esta sustancia pertenece a
un grupo de compuestos que actualmente estan siendo someti-
dos a pruebas hioldgicas por presentar actividad antihiperten-
siva

Se comprobd la eficiencia de la resina-BOP (2) a pro-
ducir el péptido (10) con un 94% de recuperacion y se analizé
la mezcla de reaccidn corroborandose que no existia la presen-
ciade HMPA.

Parte experimental

El punto de fusion fue obtenido empleando un equipo Electro-
thermal 88629 y el andlisis elemental de carbono e hidrégeno
fue realizado por Galbraith Laboratories, Incorporated (Kno-
xyville, TN). Los espectros de infrarojo (IR) no corregidos se
registraron con un espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer
1605. Para la obtencién de los espectros de resonancia mag-
nética nuclear de protén y carbono-13, se empled un espec-
trometro Varian Gemini 2000, 200 MHz, utilizando como es-
tandar interno TM'S en CDCl;. El espectro de masas fue obte-
nido empleando un espectrometro Hewlett-Packard 5989 A,
por insercion directa y con electroionizacion a 70 €V. El es-
pectro de masas de alta resolucién fueron realizados en la uni -
versidad de California (Mass Spectra Facility, Riverside), en
un equipo VG 7070. La pureza de la amida 10 fue evaluada en
un cromatografo liquido de alta resolucion (Hewlett-Packard
SI1-1090) con un detector de arreglo de diodos.

Cuantificacién decloro por €l método de Volhard

Se colocaron 200 mg de la resina en un tubo de ensaye junto
con 3 mL de piridinay se calenté en bafio Maria por dos ho-
ras. La mezcla fue transferida a un matraz erlenmeyer de 125
mL usando 30 mL de AcOH al 50 % y después se agregaron 5
mL de HNO; concentrado (agitando manua mente), posterior-
mente se agregd con una bureta 5 mL de solucién AgNO, 0.1
N, y 25 mL de agua desionizaday 20 mL de tolueno. Se agit6
por 5 minutos con un agitador magnético. Se agregaron tres
gotas de indicador [NH,Fe(SO,),] y se tituld con una solucion
de NH,SCN 0.1 N.

Resina-N-M etilamina (4)

En un matraz de fondo redondo de 250 mL de boca esmerila-
da 24/40 se agregd la resina Merrifield (1.00 g, 1.080 meq) y
se expandié en DMF (10 mL) con agitacion vigorosa durante
20 min. Después de este periédo se adicion6 clorhidrato de
metilamina (0.36 g, 5.4 mmol) en presencia de carbonato de
potasio K,CO, (0.75g, 5.5 mmol), se dejo en agitacion cons
tante durante 20 horas en atmdsfera inerte a temperatura am-
biente. La mezcla se filtr6 y se le hicieron lavados con los si-
guientes solventes: 1) DMSO (3 “ 30 mL); 2) CH;OH (3~ 30
mL); 3) H,O (3" 30 mL); 4) CH;0OH (3~ 30 mL) y 5) CH,Cl,
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Fig. 2. Ester metilico de quinazolilendiona-glicil-triptofano, utilizan-
dolaresinaBOP 2.

(37 30 mL). Por dltimo la resina se sec6 a vacio obteniéndose
0.96 g de resina; se determind a porcentaje de conversién
igual a 98 % en base a método de Volhard. IR (KBr): 3354
(NH); 2954 (CH alifético); 1601(C=C); 1589; 1446; 1343
(CH fueradel plano); 757 (CH balanceo) cm-L.

Resina-N-metilaminodiclor ofosfito (5)

La resina-N-metilamina (0.61g, 0.650 meq) se coloco en un
matraz de fondo redondo y se expandio en éter etilico (20 mL)
durante 20 min con agitacion constante, en atmosfera inerte, a
temperatura de 0°C. Una solucién de tricloruro de fésforo
PCl;, (3 mL) y éter etilico (10 mL) fue adicionada gota a gota,
en un tiempo aproximado de 10 min. La suspension se dejo
reaccionar en un bafio de hielo con agitacion constante du-
rante media hora y se continud una hora més a temperatura
ambiente. Laresina se filtr6 y se lavé con éter etilico (6~ 30
mL). Por Ultimo se sec6 a vacio (80 °C) obteniéndose 0.63 g
de resina con un grado de conversion igual a 98 %. IR (KBr):
3025 (C-H Aromatico); 2954 (C-H alifético); 1600(C=C);
1589; 1446; 1369 (C-H fuera del plano); 1026 (C-N); 759 (C-
H balanceo); 657 (P-Cl) cm-L.

Bis-(dimetilamino)-metilamino-resin-fosfina (6)

En un matraz de tres bocas (fondo redondo) se colocd la resi-
na N-metildiclorofosfito (0.25 g, 0.270 meq) y se expandié en
éter etilico (10 mL). El matraz se colocd en un bafio de hielo y
se burbujed dimetilamina por una de sus bocas durante 5 min,
controlando la presién mediante una valvula de aceite con un
flujo de 20 mL/min. La reaccion se llevo a cabo bajo atmos
ferainerte. Laresinasefiltré y se lavé con; éter etilico (3 “ 30
mL), DMF (3~ 30 mL), CH;0H (3~ 30 mL), H,O (3 " 30
mL), CH;OH (330 mL) y CH,CI, (3" 30 mL). Por dltimo,
se seco a alto vacio donde se obtuvieron 0.24 g de resina con
un grado de conversion igual a 98 %. IR (KBr): 3025 (C-H
Aromético); 2964 (C-H alifatico); 1598(C=C); 1489; 1423;
(C-H fueradel plano); 1023 (C-N); 754 (C-H balanceo) cm-1.

Bis-(dimetilamino)-metilamino-resindiclor ofosfato (7)
Se colocd laresina 6 (0.30 g, 0.327 meq) en un matraz de fon-
do plano y se expandié en diclorometano CH,Cl, (10 mL) en
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atmosfera inerte con agitacion vigorosa durante 20 min; poste-
riormente se adicioné TPA (0.30 g, 1.01 mmol) y se degjé
reaccionar por espacio de 12 horas. La resina se filtro y lavo
con CH,CI, (6~ 30 mL), por ultimo se sec a vacio obtenién-
dose 0.30 g de laresina con un grado de conversion igual a 98
%. IR (KBr): 3025 (C-H Aromético); 2954 (C-H alifético);
1595(C=C); 1487; 1446; 1359 (C-H fuera del plano); 1180;
1072; 1026 (C-N); 749 (C-H balanceo); 657 (P-Cl) cmr1.

Resina-BOP-CI (8)

Se expandid laresina 7 (0.38 g, 0.400 meq) en CH,CI, (10
mL) durante 20 min. La mezcla se transfirié a un matraz de
fondo redondo de 25 mL (24/40); donde se adicion6 hidroxi-
benzotriazol (0.30 g, 2.22 mmol), la solucién se enfrié en
bafio de hielo durante 1'% hora. Posteriormente se adiciond tri-
etilamina (0.5 mL) y se dej6 reaccionar bajo atmosfera inerte
por espacio de 12 horas. Por Ultimo laresina sefiltré, selavo
con; DMF (3 “ 30 mL), CH,Cl, (3" 30 mL) y con éter etilico
(37 30 mL). Se secd avacio obteniéndose 0.40 g de resina con
un grado de conversién igual a 95 %. IR (KBr): 3030 (C-H
Aromatico); 2964 (C-H alifatico); 1600(C=C); 1441; 1369 (C-
H fuera del plano); 1267; 1159; 1026 (C-N); 753 (C-H balan-
ceo); 657 (P-Cl) cm-1,

Resina-BOP (2)

En esta Ultima parte de la reaccion se expandié la resina-BOP-
Cl (0.13g, 0.138 meq) con dioxano (5 mL), en un matraz de
fondo redondo, con agitacion vigorosa durante 20 min. Des-
pués de este lapso se adiciond una solucién saturada de hexa-
fluorofosfato de potasio en DMF (10 mL) y se dejo reaccio-
nando por espacio de 3 horas; lareaccion se llev6 a cabo bajo
atmosferainerte. Por dltimo sefiltré laresinay se lavo con los
siguientes solventes: H,O (3~ 20 mL); dioxano (3" 20 mL);
CH3OH (3" 20 mL) y CH,Cl, (3" 20 mL). Por ultimo laresi-
na se seco a ato vacio obteniéndose 0.12 g de resina con un
grado de conversion igual a 98 %. IR (KBr): 3026 (C-H Aro-
mético); 2913 (C-H alifético); 1595(C=C); 1487; 1446; 1364
(C-H fuera del plano); 1026 (C-N); 846 (P-F); 754 (C-H ba-
lanceo) cm-L.

Ester metilico de N'-1,2,3,4-tetrahidro-2,4-dioxoquinazo-
lin-3N-ilacetil triptofano (10). En un matraz de fondo redondo
de 250 mL de una boca esmerilada 24/40 y con un desecador
de cloruro de calcio, se coloco el &cido quinazolinediona-N-
glicina (0.05 g, 0.226 mmol) en DMF anhidro (10 mL). Se
agreg6 laresina-BOP (2) (0.10 g, 0.226 meq), €l éster metilico
de L-triptofano (0.08 g, 0.226 mmol) y latrietilamina (0.05 g,
0.480 mmol). La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente
con agitacion constante por 3 horas. La suspencion se lavo
con agua (10 mL) y acetato de etilo (3" 10 mL). Al filtrado se
le agregd HCI diluido (5%, 10 mL), separando la fase organi-
ca que fue lavada con NaHCO; (5%, 10 mL) y por dltimo con
agua (10 mL). La fase orgénica fue secada con Na,SO, anhi-
dro y el exceso de solvente fue eliminado por presion reduci-
da. El producto obtenido fue un solido blanco cristalino que
no requirié otro proceso de purificacion (95 mg, 94%). Se
evalud la pureza del producto con HPLC (~cuant.). Punto de
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fusion 156-158°C. IR (KBr): 3383(NH), 1736(COCH;), 1639
(NHCO) cm-1, 1H RMN (200MHz, CDCI3): d 11.02 (sa, 1H,
CO-NH); 9.83(sa, 1H, CO-NH); 7.99(d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-
H); 7.65-7.05(m, 8H, Ar-H); 5.07(m, 1H, N-CH-CO0); 4.74
(dd, 2H, J, = J = 15.9 Hz, CH,-N); 3.60(s, 3H, O-CHs);
3.28(d, 2H, J = 5.8 Hz, CH,-indol). 13C RMN (50MHz,
CDCly): d 172.56 (C=0), 167.38 (C=0), 151.06 (C=0),
139.86 (C=0), 136.57, 135.17, 128.24, 124.20, 122.95,
121.68, 119.28, 118.56, 115.79, 111.76, 109.34, 53.59, 52.59,
43.41, 28.05 ppm. 13C RMN (DEPT, 50MHz, CDCl,): d
136.57, 135.17, 128.24, 124.20, 122.95, 121.68, 119.28,
118.56,115.79, 111.76, 53.59(CH); 43.41, 28.05 (CH,);
52.59(CH,). EM (m/e): : 420 (M+), 219, 201, 130. EM de alta
resolucidon m/z: encontrado 420.1425; calculado para
C,,HyoN4O5 420.1435. Andlisis calculado para C,,H,0N,O5
(/2H,0): C, 61.53; H, 4.89. Encontrado: C, 61.93; H, 5.21%.
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