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Estructura del agua y consecuencias.

A diferencia de otros liquidos, las moléculas de agua se encuentran fuertemente
cohesionadas y estabilizan esta condicion por formacion de enlaces por puentes
de hidrégeno con las moléculas vecinas hasta un nimero maximo de cuatro
enlaces.! El resultado es la organizacién de una red intermolecular de moléculas
con geometria tetraédrica en la que cada una ocupa el centro del tetraedro y
coordina con otras cuatro que se localizan en los vértices (Figura 1). En dos de
los enlaces, el oxigeno de la molécula de agua actia como doble aceptor de
puentes de hidrogeno y coordina con dos moléculas de agua. Los dos
hidrégenos de la molécula a su vez son dadores de puentes de hidrogeno y
conectan con otras dos moléculas de agua. Sin embargo, este comportamiento
estructural sélo se ralentiza y fija como tal en el estado sdlido, en el resto de
situaciones diferentes a las del hielo, las moléculas de agua se interrelacionan
simultaneando la estructura intermolecular tetraédrica con un movimiento
molecular variable, exhibiendo fluctuaciones y continuas reorganizaciones en
escalas de tiempo que en el estado liquido estan en rangos de femto- a pico-
segundos. Estos movimientos son los que definen la “estructura del agua” y
juegan un papel primordial en un ndmero importante de procesos quimicos y
bioldgicos. A pesar de que la continua evolucidon de la estructura del agua es
fundamental en la comprensidn de estos procesos, la vinculacién de los
cambios estructurales del agua con la evolucidon quimica y/o bioldgica de las
moléculas involucradas, sigue siendo un problema no resuelto aunque de

investigacion constante.

'p. Eisenberg, W. Kauzmann. The Structure and Properties of Water; Oxford University Press:
London, 1969.



Figura 1. Centro: la hibridacién sp® del &tomo de oxigeno del agua genera una geometria de
coordinacién esencialmente tetraédrica en la que cada molécula de agua se coordina con otras
cuatro que ocupan los vértices del tetraedro. Derecha: coordinacién de moléculas de agua en
estado sdlido. Izquierda: simulacion de un instante de la estructura del agua en estado liquido.

Los cambios en la estructura y dinamica del agua, inducidos por grupos no
polares, se considera que juegan un papel que es clave en el plegamiento e
interacciones entre biopolimeros o en la formacién de membranas celulares.’
Las primeras conclusiones obtenidas de datos termodinamicos, sugirieron que
las moléculas de agua forman alrededor de fragmentos no polares estructuras
rigidas tipo clatrato, definidas como “iceberg”.> A pesar de que tal consideracién
no es hoy dia aceptada,® los resultados acumulados, tanto experimentales®®
como tedricos’ demuestran que la movilidad de las moléculas de agua cuando
rodean a solutos no polares se reduce en relacion con el agua liquida. Ademas,
medidas de simulacidon y otros argumentos tedricos relacionan el tamafio del
fragmento no polar con la estructura del agua que lo rodea;® asi, la tendencia
de las moléculas de agua a alejarse de la superficie no polar, da lugar a una
interfase similar a la que ocurre en el mundo macroscopico en la interfase aire-
agua.’ Este fendmeno de ordenamiento molecular es consistente con los datos
de solvatacion termodinamica; asi, la entropia de hidratacidn, que es el cambio

de entropia que ocurre cuando la molécula se transfiere desde la fase gas a la

2 C. Tanford, Science, 1978, 200, 1012-1018.

3 H.S. Frank, J.W. Evans, J. Chem. Phys., 1945, 13, 507.

* H.S. Ashbaugh, D. Asthagiri, L.R. Pratt, S.B. Rempe, Biophys. Chem., 2003, 105, 323-338.
>Y. L. A. Rezus, H. J. Bakker, Phys. Rev. Lett,, 2007, 99, 148301.

® 3. Quist, B. Halle, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 10345-10353.

’ D. Laage, G. Stirnemann, 1.T. Hynes, J. Phys. Chem. B, 2009, 113, 2428-2435.

8 K. Lum, D. Chandler, J.D. Weeks, J. Chem. Phys. B, 1999, 103, 4570.

° D. Chandler, Nature, 2005, 437, 640-647.



fase liquida, es invariablemente negativa. Un caso tipico relacionado con este
punto es el clasico efecto hidrofébico, cuya fuerza inductora surge de
reorganizaciones estructurales del agua.®

Las moléculas de agua no pueden formar enlaces por puentes de hidrégeno con
entornos no polares, lo que da lugar a una interrupcion del mas favorable
entramado estructural, que ocurre cuando sélo son moléculas de agua las que
interaccionan entre si. Las moléculas de agua que estan en contacto con
fragmentos no polares se enlazan fuertemente con sus vecinas, dando lugar a
estructuras mas rigidas, de dinamica mas atenuada y diferentes de cuando se
rodean sélo con otras moléculas de agua. La asociacion de dos fragmentos no
polares en medio acuoso causa eliminacién de superficie hidrofobica, fendmeno
de entropia favorable debido a que ocurre por expulsién de moléculas de agua
desde la interfase, con el consiguiente incremento de entropia (Figura 2).

Las proteinas son largas cadenas de aminodacidos que se pliegan en estructuras
complejas y la secuencia por la que ocurre el plegamiento de las cadenas tiene
un efecto profundo sobre su actividad. De forma generalizada se acepta que el
movimiento de las proteinas es fundamental en el funcionamiento del mundo
viviente y se sustenta en los movimientos concertados de los fragmentos
particulares que las constituyen. La explicacion de la dinamica que en general
se observa en los biopolimeros se supedita, por tanto, al conocimiento de las
dindmicas particulares que ocurren a nivel atémico.™ Los cambios estructurales
del agua son causa directa del plegamiento y, por tanto, de la bioactividad que

el biopolimero pueda presentar.

10 ¢, Tanford. The hydrophobic Effect: Formation of Micelles and Biological Membranes, John
Wiley and Sons, 1980.
11 R.P Feyman, Six Easy Pieces, Addison Wesley, Reading, MA, 1963, pag. 59.
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Figura 2. Representacion esquematica en la que se resume cambios estructurales de un
biopolimero ocasionados por la suma de cambios en la estructura del agua, inducidos por el
conocido efecto hidrofébico, que estabiliza contactos no polares por eliminacién de moléculas

de agua.

Sin embargo, los bioquimicos en general obvian esta relacion en los calculos de
estudio del plegamiento de macro-moléculas, debido quizas a que el agua
resulta transparente a la mayoria de las técnicas y su comportamiento dificil de
evaluar mediante medidas espectroscopicas.’® Aunque se han hecho progresos
en este sentido, el problema estd aun muy lejos de ser comprendido en su
totalidad (Figura 3).

Figura 3. Simulacion en la que se muestra las moléculas de agua que rodean una proteina
desplegada y plegada. Las moléculas de agua que estan mas cerca de la superficie de la
proteina se resaltan con color rojo brillante.

12.5.3. Kim, B. Born, M. Havenith, M. Gruebele, Angew. Chem. Int. £d., 2008, 47, 6486-6489.



Estudios espectroscdpicos recientes demuestran que las moléculas de agua que
se encuentran en posiciones cercanas a la proteina tienen estructura diferente
y participan en el proceso de plegamiento.

La estructura tetraédrica del agua en estado liquido, en relacion con las cuatro
moléculas vecinas que la rodean, es muy cuestionada lo que ha sido noticia de
periodismo cientifico.’* Sofisticados estudios de medicién ultrarrdpida de

X*15 o |os resultados de difraccion

dispersion en Raman y absorcion de rayos-
de electrones,® concluyen que las moléculas de agua en estado liquido forman,
preferentemente, estructuras lineales y ciclicas en las que cada molécula se
conecta con sélo dos de sus vecinas mediante fuertes enlaces por puentes de
hidrégeno, en lugar de los tres-cuatro hasta ahora consideradas. Esta aporia o
problema sin “visible” solucién, continla siendo un objetivo largamente
perseguido. Para obviar los inconvenientes que surgen como consecuencia de
identificar la estructura del agua con la de una teoria concreta, lo mejor es
adecuarla a la dinamica del instante. Asi, mientras esta circunstancia persista, la
estructura se puede concebir sin mas, como una red de moléculas de agua
conectadas por puentes de hidrdgeno, sometidas a una dinamica que varia
segun sean las condiciones en que se encuentren. Esta estructura del agua, en
estado liquido, fluctia y se reorganiza en escalas de tiempos entre 10 fs (10
s) y 10 ps (101s). En la Figura 4 se esquematiza la fluctuacién molecular que
ha de ocurrir en la ruptura y formacién de un enlace por puente de hidrégeno
entre una molécula de agua y dos de sus vecinas. La situacion A muestra,
mediante flechas, los movimientos traslacionales de las moléculas O°H, y O°H,
necesarios para que las distancias moleculares se adecuen a la ruptura y
formacion de un nuevo enlace. La situacién B remarca el movimiento rotacional
necesario en la molécula O*H, para que se pueda originar el nuevo enlace. La

situacion C define el final del proceso con el nuevo enlace ya formado. La

135, Begley, The Wall Street Journal, Marzo 10, 2006. A. Fernandez-Muerza, £/ Pais, Enero 03,
2006.

14 Ph. Wernet, D. Nordlund, U. Bergmann, M. Cavalleri, M. Odelius, H. Ogasawara, N.A.
Naslund, T.K. Hirsch, L. Ojamae, P. Glatzel, L.G.M. Pettersson, A. Nilsson, Science, 2004, 304,
995-999.

5T, Head-Gordon, M.E. Johnson, PNAS, 2006, 103, 7973-7977.

16 C.-Y. Ruan, V.A. Lobastov, F. Vigliotti, S. Chen, A.H. Zewail, Science, 2004, 304, 80.



secuencia A—B—C muestra como las dindamicas (traslacional y rotacional) de
las moléculas se encuentran intimamente relacionadas. Segun la teoria de
tetracoordinacion, en la situacion definida como C la molécula de agua aceptora
del enlace (O°H,) se encuentra sobrecoordinada (cinco enlaces por puentes de
hidrégeno), mientras que la molécula que ha perdido el enlace (O°H,) queda
tricoordinada. Segun que la formacién y ruptura de enlaces sea concertada o
transcurra a través de pasos discretos, estos excesos y defectos en
coordinaciéon pueden, ser considerados como situaciones reales en la estructura
del agua (intermedios en la transformacion) o situaciones extremas irreales
(estados de transicion). La teoria de organizacién lineal y ciclica de moléculas
de agua se reduce, en el esquema que se dibuja en la Figura 4, a considerar
que el paso de A a C ocurre sin la participacion del intermedio B y que las
moléculas de agua son siempre dicoordinadas.

En cualquier caso y con independencia del dibujo estatico que al final
prevalezca, lo importante es la alteracion estructural que provoca en el agua
liquida la presencia de una entidad diferente. Las propiedades del agua derivan
de su habilidad de formar entre ellas redes fluctuantes de puentes de

hidrégeno.

A

Figura 4. Representacion esquematica de la formacién y ruptura de enlaces por puentes de
hidrégeno entre moléculas de agua.

El fuerte caracter director de estos enlaces permite que pequenas agrupaciones
de moléculas puedan existir en varias estructuras y formas isoméricas, con
consecuencias importantes en los procesos de activacion quimica. Asi, influyen
en los mecanismos de reacciones de hidrdlisis en medio acuoso, donde la

cooperatividad entre las moléculas de agua hace que induzcan diferentes
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grados de activacion quimica, segun sea su situacion en el agregado
molecular.”*® Un ejemplo de este fenémeno es el conocido efecto Grotthus,
que es un mecanismo de transporte de protén por “relevos” entre moléculas de
agua a lo largo de cadenas de moléculas.® La relacidén entre agrupamientos
particulares de las moléculas de agua y la actividad quimica que transfieren es
objeto de constante investigacion. Esta investigacion requiere, no solo conocer
el nimero de moléculas de agua que conforman el agregado sino la
particularidad de cada forma isomérica involucrada en la solvatacion. Un
ejemplo es el anion bicarbonato, HCOs", especie ubicua en la quimica del medio
acuoso. Debido a que es una base débil, juega un papel primordial en los
equilibrios acido-base que ocurren cuando el CO, se disuelve en agua. Estas
especies ionicas son importantes en procesos tales como el control
homeostatico del pH de los océanos?, o la calcificacién de esqueletos externos
en muchas especies marinas? (Esquema 1, izquierda). Las interacciones del
disolvente con las especies que estan a uno y otro lado de la ecuaciéon de
equilibrio, son muy importantes para comprender la cinética y termodinamica
de la reaccion en la fase acuosa. Se ha comprobado® que la microsolvatacion
mas favorable del anidn bicarbonato, ocurre con cuatro moléculas de agua
como dadoras de puentes de hidrogeno al fragmento estructural —CO,,
actuando cada uno de estos atomos de oxigeno como doble aceptor de puentes
de hidrégeno, estando particularmente desfavorecido el enlace de las moléculas
de agua a la funcidn hidroxilica en HCO5™. La separacion ionica se favorece por
la deslocalizacion protonica en el medio acuoso. Esta estructura del solvato es
la que configura la primera esfera de coordinacion del aniéon y la que lo

estabiliza en el entorno acuoso en que se encuentra.

7M. Beyer, E.R. Williams, V.E. Bondybey, J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 1565-1573.

18 G. Niedner-Schatterburg, V.E. Bondybey, Chem. Rev. 2000, 100, 4059-4086.

9 N. Agmon, Chem. Phys. Lett. 1995, 244, 456-462.

20 K, Caldeira, M.E. Wickett, Nature 2003, 425, 365.

21 3.C. Orr, V.1. Fabri, O. Aumont, L. Bopp, S.C. Doney, R.A. Feely, A. Gnanadesikan, N. Gruber,
A. Ishida, F. Joss, R.M. Key, K. Lindsay, E. Maier-Reimer, R. Matear, P. Monfray, A. Mouchet,
R.G. Najjar, G.-K. Plattner, R.B. Rodgers, C.L. Sabine, J.L. sarmiento, R. Scholitzer, R.D. Slater,
1.]J. Totterdell, M.-F. Weirig, Y. Yamanaka, A. Yool, Nature, 2005, 437, 681-686.

22 E, Garand, T. Wende, D.J. Goebbert, R. Bergmann, G. Meijer, D.M. Neumark, K.R. Asmis, .
Am. Chem. Soc., 2010, 132, 849-856.
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Esquema 1. Efectos del agua en procesos de activacion quimica. Izquierda: Equilibrio acido-
base del anion bicarbonato en medio acuoso. Estructura mas favorable del solvato HCO5
(H,0)m. Derecha: Transferencia de carga del ion solvatado NO+(H,0)n al agua generando el
solvato del proton H*(H,0),. Estructuras mas favorables (i) y (ii).

La quimica idnica en la region D de la ionosfera (a 70-85 Km de la superficie de

la Tierra), es otro ejemplo en el que la estabilizacién protdnica es paso clave en

la formacion de acido nitroso (HONO), por transferencia de carga entre ion NO™

y agua mediante solvatacion de un proton (Esquema 1, Derecha). La especie

idnica NO™ se forma de la ionizacion de la especie neutra NO por emision solar

en el ultravioleta. La reaccion de NO™ con una molécula de agua requiere una

cantidad sustancial de energia®® (35 kcal/mol), barrera energética que se va

reduciendo a medida que se adicionan mas moléculas de agua, esta reaccién es

termoneutra en el tetrahidrato y puede llegar a ser exotérmica en solvatos

mayores. Sin embargo, la posibilidad de que hidratos mayores del tetrahidrato

se formen en condiciones atmosféricas es muy baja.?*> El complejo trihidrato es

el mas pequeio en el que ocurre la transferencia de carga, y solo el de

estructura (/) es capaz de transferir la carga positiva al agua (/#), mientras que

ésta se mantiene en la especie NO™ en cualquiera de los otros posibles

isdmeros.>* Este resultado demuestra que, también en el estado de vapor, la

reactividad es muy sensible a la disposicidon geométrica de las moléculas de

agua.

La ralentizacidon que ocurre en los movimientos de las moléculas de agua,

cuando entran en contacto con entidades no polares, varia en funcion de la

2 E. Hamman, E.P.F. Lee, J.M. Dyke, J. Phys. Chem. A, 2001, 105, 5528-5534.
24 R.A. Relph, T.L. Guasko, M.B. Elliot, M.Z. Kamrath, A.B. MacCoy, R.P. Steele, D.P. Schofield,
K.D. Jordan, A.A. Viggiano, E.E. Ferguson, M.A. Johnson, Science, 2010, 327, 308-312.
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distancia, por lo que el agua en un organismo bioldgico esta sometida a
cambios estructurales constantes, que van desde la dinamica equivalente a la
del agua liquida (posibles movimientos traslacionales y rotacionales) a la del
hielo, donde sdlo los movimientos rotacionales son permitidos. La dinamica del
agua afecta al movimiento de las proteinas y la analogia con el agua
liguida/hielo es fiel reflejo del comportamiento que tiene el agua en una célula,
donde las moléculas de agua se encuentran alejadas pocos nandmetros de las
proteinas y otros biopolimeros o bloqueadas entre ellos.

Muchos de los movimientos de las proteinas y biopolimeros estan condicionados
por los cambios estructurales del agua que los rodea.”®> Asi, sélo si el agua
actla como efecto director se puede comprender que algunas proteinas,
particularmente enzimas, sean capaces de atraer a otras moléculas hacia sus
centros activos, pudiendo modificar sus estructuras. Son los cambios
estructurales del agua los que ponen de manifiesto fendmenos como el efecto
hidrofébico o de hidratacion hidrofébica.

Hay innumerables ejemplos de procesos, tanto quimicos como bioldgicos, que
son consecuencia de los cambios estructurales del agua en la que se
encuentran inmersos. Asi, por ejemplo, consideremos la historia que conduce a
la formacidon de un simple copo de nieve y de las causas que hacen que las
moléculas de agua se vayan, poco a poco, agregando de forma ordenada a la
estructura cristalina inicial. No hay anteproyecto o codigo genético que organice
estas estructuras tan espectaculares y, sin embargo, en contraposicion a la
libertad en que se fundamentan los principios de la geometria fractal, existe un
efecto director que le indica a cada nueva molécula de agua que se incorpora el
sitio exacto donde se ha de localizar. La historia comienza en una nube, cuando
una diminuta gota de agua de la nube cristaliza, inducida por una particula de
polvo y crea un pequeio cristal de hielo, el cual rapidamente moldea para
formar un diminuto prisma hexagonal. El crecimiento del prisma ocurre por
incorporacion de moléculas de agua que chocan contra las superficies del

prisma y, en mayor proporcion, sobre los vértices como zonas donde existe

25 P,W. Fenimore, H. Frauenfelder, B.H. McMahon, R.D. Young, PNAS, 2004, 101, 14408-
14413.
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mayor probabilidad de choques. Mientras crece, el cristal se mueve entre nubes
por accion del viento y es sometido a condiciones variables de temperatura y de
saturacion de vapor de agua. La concentracidon de vapor de agua y la
temperatura fijan la estructura del agua en cada instante, por tanto, la
incorporacién continuada de nuevas moléculas de agua al cristal ocurre dictada
por la estructura del agua que le rodea en cada momento. Los vértices se
desarrollan de manera independiente, sin embargo, el hecho de que la
estructura local del agua que rodea al incipiente cristal de nieve sea
“practicamente” la misma, hace que el copo se desarrolle siguiendo una
simetria “casi” hexagonal. También es la razén por la que dos copos que se
generan desde entornos estructurales de agua distintos, sean diferentes. La
Figura 5 se corresponde con microfotografias de copos de nieve, donde se
puede observar la simetria hexagonal presente en cada uno de ellos y las
diferencias entre los mismos al haberse creado desde entornos estructurales de

agua diferentes.?

Figura 5. Diferentes formas de copos de nieve. La diversidad de sus estructuras y la simetria
presente en cada una de ellos es consecuencia de la estructura del vapor de agua que los ha
albergado en cada momento durante su formacién.?® La informacion sobre la arquitectura de
cada copo de nieve esta contenida en la estructura del agua que lo rodea en cada instante.

El efecto director que tiene el agua consigo misma se manifiesta también en los
procesos bioldgicos, supeditando a sus movimientos los de las macromoléculas.
Algunos ejemplos se muestran a continuacion.

Ciertos organismos marinos generan estructuras sélidas complejas por depdsito
de minerales en matrices formadas por biomoléculas, siendo estas moléculas

las que dirigen su orientacion, textura y morfologia, al tiempo que influyen

%6 K.G. Libbrecht, Rep. Prog. Phys. 2005, 68, 855-895.
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sobre las propiedades mecanicas y estructurales del biomineral.”” Asi, por
ejemplo, las puas del erizo de mar Paracentrotus lividus (Figura 6, izquierda) a
pesar de tener varios centimetros de longitud, estan constituidas por un Unico
cristal de calcita (COsCa, sistema trigonal, grupo espacial R3¢c) relleno de
biopolimeros, polisacaridos y glicoproteinas, que se enhebran segin un cddigo

especifico que no altera la estructura del cristal.
| - : ,.‘ T = §

X

Figura 6. Estructuras naturales de calcita. Izquierda: erizo de mar Paracentrotus lividus. Cada
espina se corresponde con un Unico cristal de calcita. Derecha: microfotografia coloreada
artificialmente del plancton marino, Acanthoica acanthifera, donde se puede observar la
disposicion en hélice de placas de calcita.’®

De igual forma, en ciertas especies de plancton marino, como es el caso del
Acanthoica acanthifera (Figura 6, derecha), aunque no hay macromoléculas que
de forma apreciable ocupen la matriz en su corteza de calcita, si son estas
necesarias para el ordenamiento quiral en hélice que se observa.?®?° Las
moléculas de agua son co-responsables tanto de la organizacién intracristalina
de los biopolimeros, como de la transmisién de la quiralidad en la formacion y
moldeo de estas complejas estructuras cristalinas. Los biopolimeros hidratados
quedan atrapados en las estructuras de calcita cuando la eliminacion parcial de
agua da lugar a la nucleacién y cristalizacién del COsCa.>*>!

Las endosporas de bacterias son formas de vida que subsisten inactivas bajo
condiciones extremas, que pueden sobrevivir durante muchos anos en estado
latente y resistir altas temperaturas, radiaciones y la presencia de sustancias

tdxicas. Las bases moleculares de esta inactividad no es bien conocida, pero el

2’ H.A. Lowenstam, S. Weiner. On Biomineralization, Oxford, University Press: New York, 1989.
8 M.D. Hollingsworth, Science, 2009, 326, 1194-1195.

2 H, Li, H.L. Xin, D.A. Muller, L.A. Estroff, Science, 2009, 326, 1244-1247.

303, Aizenberg, J. Hanson, T.F. Koetzle, S. Weiner, L. Addadi, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119,
881-886.

31 A.L. Kulak, P. Iddon, Y. Li, S.P. Armes, H. Célfen, O. Paris, R.M. Wilson, F.C. Meldrum, J. Am.
Chem. Soc., 2007, 129, 3729-3736.
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estado fisico del agua en los distintos compartimentos de las esporas se sabe
que juega un papel muy importante.®? Asi, por ejemplo, cuando se les priva de
nutrientes, las bacterias de los géneros Bacillus y Clostridium forman
endosporas que pueden sobrevivir en un estado metabdlico inactivo durante
anos y recuperar su forma celular activa en minutos, cuando se restauran las
condiciones nutricionales adecuadas (Figura 7).

La cavidad central de la espora B. subtilis contiene el genoma, cerca de la mitad
del contenido proteinico de la espora y una elevada concentracién de calcio y
otros cationes divalentes formando complejos con el acido dipicolinico (DPA),
que también se encuentra en elevada cantidad. Las proteinas, asi como los
iones, se encuentran inmovilizados en la cavidad central, el DPA esta proximo al
estado sdlido y la concentracién de agua es muy baja comparada a otros

sistemas bioldgicos.

.
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Figura 7. Izquierda: preparacion del bacilo Bacilus subtilis en la que se puede diferenciar las
endosporas tefiidas, en color verde, de las células activas, tefiidas de color rojo. Derecha:
microfotografia electronica de transmision de una endospora de B. subtifis, en la que los
distintos compartimentos de la espora se diferencias mediante colores: corazdn o cavidad
central en rojo, cdrtex en blanco, y membranas en diferentes tonalidades de verde.*
A la cavidad central le rodea el cortex, el cual esta constituido principalmente
de glicopéptidos hidratados y es donde se localiza el mayor contenido de agua
de la espora. La membrana interior aisla esta cavidad del cortex y esta
formada, esencialmente, de lipidos que se encuentran inmovilizados vy
mantienen una permeabilidad muy baja al agua, lo que evita la hidrataciéon de
la cavidad central y la difusion de especies idnicas asi como de moléculas
pequefas, protegiendo el ADN de la cavidad central de ataques quimicos. La
membrana exterior, formada por proteinas entrecruzadas, protege las esporas

de condiciones externas adversas.

32 G.W Gould, Water and the survival of bacterial spores. En Membranes, Metablism, and Dry
Organisms. Ed. A.C. Leopold; Cornell University-Press, Ithaca, 1986, pgs. 143-156.
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En las esporas, las macromoléculas, asi como el resto de los componentes
organicos e inorganicos, se encuentran inmovilizados.*® Sélo el agua mantiene
una dinamica detectable que varia segun sea el compartimiento de la espora en
que se encuentre. El contenido en agua en la cavidad central del B. subtilis
tiene un valor de ~0.64,>* lo que resulta menos de la mitad del valor estandar
(~1.5h) de otros sistemas bioldgicos. Esta concentracion tan baja de agua
genera una dindmica que se encuentra en la escala de tiempo de 50 ps, que no
es suficiente para producir difusion y movilidad translacional y rotacional,
susceptible de ser medida, en las proteinas y resto de los componentes
organicos e inorganicos.

La activacion térmica aumenta la dinamica del agua y moviliza el metabolismo.
Esto hace mas permeable la membrana interior y permite el flujo de agua hacia
la cavidad central. EI cambio en hidratacion ocasiona variacion en la estructura
del agua e incrementa su dinamica, lo que pone en movimiento todo el sistema
metabdlico que se encontraba en estado latente, recuperando la forma activa
de la célula si el entorno nutricional es favorable. Las esporas de bacterias
inhiben, de forma reversible, el metabolismo celular sin mas que variar la
estructura del agua, lo que ocurre por cambios de temperatura y concentracion.
Estos son solo tres, de entre los innumerables ejemplos, que demuestran que
las variaciones en la dinamica del agua condicionan las consecuencias quimicas
y bioldgicas. Vincular a cambios estructurales del agua las causas que hacen
variar el auto-ensamblaje de las moléculas de agua, o los cambios en las
propiedades fisicas de biominerales marinos, o de la resistencia de formas de
vida bajo condiciones extremas, es una investigacion de interés general y no
sbélo una investigacion de interés en ciencia basica. Conocer las causas que
determinan el ordenamiento y ensamblaje de moléculas es una aportacion
importante en nanotecnologia. Conocer las bases de las propiedades de los
biominerales marinos, permitira profundizar sobre el peligroso aumento de

acidez en el mar debido al exceso de CO,, lo que reduce la concentracion del

33 E. P. Sunde, P. Setlow, L. Hederstedt, B. Halle, PNAS, 2009, 106, 19334-19339.

3 El nivel de hidratacién se expresa de forma convencional en unidades #, definida como el
cociente: gramos de H,O/gramos de proteina seca. El valor medio de un sistema bioldgico es
del orden ~1.5A.
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anion carbonato y del nivel de saturacion de carbonato calcico en la superficie
del mar. Esta reduccién de COsCa dificulta la calcificacion de los esqueletos
externos en corales, especies calcareas de plancton y otros organismos marinos
cuyos esqueletos y conchas lo necesiten, con el importante impacto ecoldgico
que conlleva como es la destruccidon paulatina de los arrecifes de coral y su
habitat.’! El control de la movilidad en los procesos bioldgicos influye en
fendmenos biofisicos no comprendidos en su totalidad, tales como estabilidad y
movilidad de proteinas, permeabilidad de membranas o control de la actividad
enzimatica. En Ultimo extremo, implica profundizar en el conocimiento de las
causas que hacen posible la vida en este planeta.

El trabajo que se describe a continuacién se retne en cuatro capitulos. En los
dos primeros se analiza el comportamiento del agua en modelos de poros que
previamente fueron sintetizados en nuestro grupo de investigacion. El primero
recopila resultados en la investigacion de conceptos estructurales basicos
,relacionados con la permanencia de moléculas de agua en entornos no polares
y se evallan los parametros que hacen posible la existencia de estos equilibrios.
En el segundo se estudia el efecto director del agua en la construccion de las
estructuras que se organizan en el estado sdélido. Los dos capitulos siguientes
se corresponden con la puesta a punto de un modelo bioldgico donde se
investigue, a nivel molecular, la participacién del agua en la inhibicién del
funcionamiento de un canal idnico por la actuacion de un compuesto natural.
Se ha elegido, por lo que tiene de particular y selectivo, la inhibicion de canales
de calcio por la intervencion de la crambescidina-816. El primero de estos dos
ultimos capitulos esta dedicado al aislamiento del medio marino del compuesto
natural crambescidina-816, incluyendo su identificacion espectroscopica. El
ultimo capitulo reune resultados de una posible aproximacién sintética. Si bien
los dos primeros capitulos son continuacion de un proyecto iniciado hace mas
de diez afios, los dos Ultimos son el inicio de un proyecto que trata de ser

modelo de investigacion en bioorganica a nivel molecular.

18



Capitulo 1

Efecto de la temperatura en la salida y entrada de agua en poros.
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1.1 Introduccion.

Aunque el transporte de agua en membranas a través de canales es un
fendmeno de considerable importancia bioldgica, el mecanismo detallado por el
que ocurre su difusién por estos canales naturales un tanto “hidrofdbicos” no
estd bien comprendido.®® En este contexto el término hidrofébico no significa
“repelente al agua” sélo quiere decir que la atraccion entre las moléculas de
agua y la superficie interna del poro es menor que la de las moléculas de agua
entre si. Para comprender bien este fendmeno es necesario saber que
estructuras son las que en cada instante gobiernan el equilibrio entre las
moléculas de agua vy la superficie interna de los poros. Conocer la estructura y
comportamiento de las moléculas de agua en confinamientos no polares
reducidos, es una oportunidad que nos acerca a la comprension del
funcionamiento de los canales naturales.?3"8

La estructura del agua en canales naturales se estudia usando simulaciones de
dindmica molecular;* sin embargo, los sistemas bioldgicos se complican por ser
quimica y estructuralmente complejos, lo que hace necesario la utilizacion de

modelos mas simples.* #1424 Agj,

por ejemplo, los nanotubos de carbono han
demostrado ser modelos simples especificamente validos para entender el

comportamiento del agua confinada en estructuras bioldgicas, tales como

35 P. Agre, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2004, 43, 4278-4279.

3 G.M. Preston, T.P. Carroll, W.B. Guggino, P. Agre Science 1992, 256, 385-387.

3 K. Murata, K. Mitsuoka, T. Hirai, T. Walz, P. Agre, J.B. Heymann, A. Engel, Y. Fujiyoshi,
Nature 2000, 407, 599-605.

3 G. Ren, V.S. Reddy, A. Cheng, P. Melnyk, A.K. Mitra, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001,
98, 1398-1403.

39 B.L. De Groot, H. Grubmiiller, Science 2001, 294, 2353-2357.

%0 G. Hummer, J.C. Rasaiah, J.P Noworyta, Nature 2001, 414, 188-190.

*'S, Andreev, D. Reichman, G. Hummer, J. Chem. Phys. 2005, 123, 194502/1-9.

Y. Liu, Q. Wang, Phys. Rev. B, 2005, 72, 085420/1-4.

* G. Cicero, J.C. Grossman, E. Schwegler, F. Gygi, G. Galli, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130,
1871-1878.
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canales de membrana naturales de agua o acuoporinas™*46:47,48

49,50 ,51 ,52

y otros
importantes nanofluidos.
Una limitacién que tiene la aplicacion de estos modelos, en el estudio de la
estructura y dinamica de agregados moleculares de agua, es que no siempre es
posible acomodar las conclusiones mecanisticas determinadas /n silico con las
derivadas de experimentos especificos.>*>*>>*55758 por ejemplo, una de las
predicciones mas importante obtenidas por simulaciones de dinamica molecular
es que la estructura y dinamica del agua es especifica para cada modelo de

59606162 v de |a hidrofilia®®®* de las

poro y que depende del diametro interno
paredes del mismo. Esta importante conclusidn tedrica necesita ser sustentada
en una evidencia experimental que alun esta pendiente de ser obtenida. La
comprension final de problemas tan complejos requiere que los estudios
computacionales se complementen con datos obtenidos de forma
experimental.®

Nuestra preocupacion inicial para realizar experimentacién explicita que

verifique los resultados alcanzados en la simulaciéon fue la de utilizar modelos

* M.]J O'Connell, Carbon Nanotubes: Properties and Applications Boca Raton, FL, 2006.

* H. Sui, B.G. Han, J.K. Lee, P. Walian, B.K. Jap, Nature 2001, 414, 872-878.

% ].C. Rasaiah, S. Garde, G. Hummer, Annu. Rev. Phys. Chem. 2008, 59, 713-740.

4 F. Zhu, K. Schulten, Biophys. J. 2003, 85, 236-244.

* H. Fang, R. Wan, X. Gong, H. Lu, S. Li, J. Phys. D: Appl. Phys. 2008, 41, 1-16.

* A.I. Kolesnikov, J.M. Zanotti, C.K Loong, P. Thiyagarajan, A.P. Moravsky, R.O. Loutfy, C.].
Burnham, Phys. Rev. Lett. 2004, 93, 035503/1-4.

0 C.C. Chou, H.Y. Hsiao, Q.S. Hong, C.H. Chen, Y.W. Peng, H. Chen, P.C. Yang, Nano Lett.
2008, 8, 437-445.

>1 E. Tajkhorshid, P. Nollert, M.O. Jensen, L.J. Miercke, J. O'Connell, R.M. Stroud, K. Schulten,
Science 2002, 296, 525-530.

>2 A, Bianco, K. Kostarelos, M. Prato, Curr. Opin. Chem. Biol. 2005, 9, 674-679.

>3 A. Alexiadis, S. Kassinos, Chem. Rev. 2008, 108, 5014-5034.

>* J. Kéfinger, G. Hummer, C. Dellago, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2008, 105, 13218-13222.

>> A. Waghe, J. Rasaiah, G. Hummer, J. Chem. Phys. 2002, 117, 10789-10795.

6 C.Y, Won, N.R. Aluru, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 2748-2749.

>’ R, Mashl, S. Joseph, N. Aluru, E. Jakobsson, Nano Lett. 2003, 3, 589-592.

8 T. Nanok, N. Artrith, P. Pantu, P. Bopp, J. Limtrakul, J. Phys. Chem. A 2009, 113, 2103-
2108.

Y, Liu, Q. Wang, T. Wu, L. Zhang, J. Chem. Phys. 2005, 123, 234701-234707.

%0 K. Koga, H. Tanaka, X.C. Zeng, Nature 2000, 408, 564-567.

®1Y. Liu, Q. Wang, Phys. Rev. B2005 72, 1-4.

%2, Liu, Q. Wang, L. Zhang, T. Wu, Langmuir 2005, 21, 12025-12030.

83 S, Joseph, N.R. Aluru, Nano Lett. 2008, 8, 452-458.

54 C.Y. Won, N.R. Aluru, J. Phys. Chem. C2008, 112, 1812-1818.

%5 R. Hoffmann, P. v R. Schleyer, H.F. Schaefer III, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 7164-
7167.
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de poros que se fundamentaran en los principios quimico-fisicos que concurren
en el transporte del agua a nivel bioldgico. Se consideré que la utilizacion de
modelos sustentados en los parametros que conducen el ordenamiento de
moléculas anfifilicas en la interfase agua/disolvente no polar66 tienen la validez
de seguir el principio termodinamico por el que ocurre, en la interfase
agua/membrana, la asociacidon y plegamiento de las proteinas y formacion de
poros naturales.’” Una vez se definen las caracteristicas quimico-fisicas del
proceso bioldgico, es racionalmente posible el diseio de la familia de moléculas
a sintetizar mediante aplicacién de un analisis retrosintético. Esto es, desde el
comportamiento que ha de tener el todo, cual ha de ser la estructura molecular
de los componentes que lo forman para que se ejecute el proceso de manera
experimental.

El disefio y sintesis de los compuestos modelo seguidos en el estudio que aqui
presentamos, estan descritos, en detalle, en tres tesis anteriores que sobre el
tema se han realizado en nuestro grupo de investigacion.®®”°

La aproximacidn seguida conduce a los hidroxi-acidos de estructura general I,
que se prepararon siguiendo cualquiera de las dos rutas sintéticas que se
describen en el Esquema 2. La eleccion de una u otra secuencia depende de los
apéndices que se quieran introducir: saturados (Ruta A) o insaturados (Ruta B).
Cuando se requieren saturados, no hay competencia en la formacidon de la
iodolactona IIIa, que se prepara mediante iodacidon del acido exo-metilénico
IVa, el cual se genera por metalacion del acido Va y adicion de la cetona
correspondiente. Esta ruta sintética se optimiz6 en el trabajo de tesis doctoral
del Dr. Hector Carrasco.®®

La hidroxi-lactona IVb, a la que se llega mediante cis-hidroxilacién seguida de
tratamiento acido del precursor de diester Vb produce, por adicion de dos
equivalentes del carbanidon adecuado, la dihidroxilactona IIIb. La sintesis del
hidroxi-acido I se completa a partir de IIIa, o del mesil-derivado de IIIb,

mediante tratamiento con base seguido de apertura acida del epdxido

% E. Fisicaro, C. Compari, A. Braibanti, Phys. Chem. Chem. Phys. 2004, 4156-4166.

% P.W. Fenimore, H. Frauenfelder, B.H. McMahon, F.G. Parak, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
2002, 99, 16047-16051.

%8 Dr. Hector Carrasco Altamirano, Tesis Doctoral, 2001, Universidad de Sevilla.
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resultante II que no necesita ser aislado. La segunda ruta, definida como Ruta
B, fué optimizada en el trabajo de tesis doctoral de la Dra. Natalia Pérez.%°

Las tablas 1-3 muestran la totalidad de las moléculas preparadas en este
proyecto y que han sido recogidas en la tesis de doctorado del Dr. Martin
Febles Barroso.”’ La totalidad de los compuestos preparados se cristalizaron
bajo las mismas condiciones. Se usé tetracloruro de carbono y éter (etilico o
isopropilico) hasta conseguir la disolucidon del sdlido y se anadieron tres-cuatro
gotas de agua. Después de agitar, se dejdé evaporar lentamente el disolvente
hasta la formacion de cristales. Los empaquetamientos cristalinos se calcularon
de los estudios de difraccion de rayos-X en monocristal.

La Tabla 1 muestra las moléculas sintetizadas en las que los apéndices
presentes en la estructura son cadenas lineales de atomos de carbono. Los
compuestos 1-6, 13-15 y 17 dan organizaciones estructurales anhidras. Las
moléculas 16 y 18 estan pendientes de estudio en estado sdélido, ya que
cristalizan formando agujas muy finas no validas para estudios de difraccion de
rayos-X. Las moléculas 7-12 dan estructuras que incorporan agua en
organizaciones que resultan ser pseudoisomorfas formando poros de diametro
variable. El interior de los poros se encuentra relleno de moléculas de agua
desordenadas que no estan conectadas mediante puentes de hidrdgeno a la

superficie interna de los poros.

% Dra. Natalia Pérez Hernandez, Tesis Doctoral, 2005, Universidad de Sevilla.
7% Dr. Martin Febles Barroso, Tesis Doctoral, 2007, Unuiversidad de La Laguna.
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Esquema 2. Analisis retrosintético de las rutas A y B seguidas en la preparacion de
compuestos con apéndices alquilicos (Ruta A) o alquénicos y alquinicos (Ruta B).
El diametro interior de los poros disminuye en la direccion (£)7:2H,0 a
(£)12+2H,0. La Figura 8 corresponde a la estructura y empaquetamiento del
compuesto (£)11:2H,0, donde se muestran las moléculas de agua que forman
parte del patrén de puentes de hidrégeno que estructura el poro y las
moléculas de agua que se organizan en el interior del mismo.”*
Las estructuras formadas por los compuestos (£)2, (£)372 y (£)4,”2 forman
cadenas sencillas en las que los mondmeros se unen a través de la funcién
acido carboxilico para dar dimeros, los cuales se interconectan a través de la

funcion OH del grupo alcohdlico en 3, o del oxigeno de la funcion éter en 2 y 4.

"L M. Febles, N. Pérez-Hernandez, C. Pérez, M. L. Rodriguez, C. Foces-Foces, M. V. Roux, E. Q.
Morales, G. Buntkowsky, H.-H. Limbach, J. D. Martin J. Am. Chem. Soc. 2006, 218, 10008-
10009.

72 H, Carrasco, C. Foces-Foces, C. Pérez, M. L. Rodriguez, J. D. Martin J. Am. Chem. Soc. 2001,
123, 11970-11981.

3 N. Pérez-Herndndez, M. Febles, C. Pérez, R. Pérez, M. L. Rodriguez, C. Foces-Foces, J. D.
Martin J. Org. Chem. 2006, 71, 1139-1151.
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En los compuestos 5 y 6 las uniones entre los mondmeros ocurre por
interaccidn entre el acido carboxilico y el grupo hidroxilo del alcohol.” El
oxigeno del éter no interviene y la organizacion resultante forma dobles
cadenas en (£) 6 y estructura bidimensional en (%)5.

De la tercera linea de moléculas de la Tabla 1, sélo han sido estudiados los
empaqguetamientos correspondientes a las moléculas 13 y 17. En ambos casos,
las moléculas se estructuran formando dobles cadenas mediante interaccion
entre el &cido carboxilico y el alcohol.”* Se estudiaron las estructuras
correspondientes a las moléculas 14 y 15, pero los empaquetamientos estan

aun pendientes de determinar.

COMH HO COzH COzH COMH COH ho COzH
o ’ O ’
// 7 == Z

1 (Ref 75) 2 (Ref 72) 3 (Ref 72) 4 (Ref 73) 5 (Ref 73) 6 (Ref 73)
/\%COZH H O/\%CO;H /\%COZ C02 /\%Co\z /\%)\QH
7 (Ref 72) 8 (Ref 74) 9 (Ref 74) 10 (Ref 74) 11 (Ref 71) 12 (Ref 74)

HO CO,H

13 (Ref 74) 14 (Ref 74) 15 (Ref 74) 16 (Ref 76) 17 (Ref 74) 18 (Ref 76)

Tabla 1. Seleccion de hidroxi-acidos que poseen apéndices lineales de carbono. Los
compuestos enmarcados 7-12 forman, por hidratacion, cristales pseudoisomorfos de estructura
porosa.

Son dos las conclusiones de caracter general que pueden deducirse de los
resultados obtenidos de las moléculas que se recogen en la Tabla 1. La primera
es que a medida que crece el nUmero de atomos de carbono que forman los
apéndices, los mondmeros, que forman las cadenas o los agrupamientos
bidimensionales, tienden a unirse con participacion de la funciéon acido

carboxilico y el alcohol. Asi, con la excepcidon del compuesto (£)1,”° la unidn

74 C. Foces-Foces, M. L. Rodriguez, resultados no publicados.
> C. Ruiz-Pérez, M. L. Rodriguez, J. D. Martin, C. Pérez, P. Morales, J. L. Ravelo Acta
Crystallogr. 1990, C46, 1507-1509.
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acido carboxilico-acido carboxilico, se presenta solo en las moléculas de
apéndices mas pequefos, compuestos (+)2-(+)4, mientras que a partir de la
molécula 5 las uniones observadas se corresponden con acido carboxilico-
alcohol. La segunda conclusion es que la incorporacion de moléculas de agua a
la estructura parece ocurrir solo en un grupo muy pequefio de moléculas
[compuestos (£)7:2H,0 al (£)12:'2H,0)]. Es muy posible que la estructura
formada (£)12'2H,0, sea la de diametro mas pequefio susceptible de ser
estudiado por difraccion de rayos-X. Asi, la estructura del homdlogo
hidrogenado (+)16 y la de los que poseen un atomo de carbono mas en los
apéndices, compuestos 17 y 18, o bien forman cadenas anhidras ()17 o
cristalizan dando agujas muy finas no validas para estudios de difraccién de
rayos-X en monocristal (16 y 18).7°

La movilidad conformacional de los apéndices parece ser también un motivo
importante para que la hidrataciéon y formacion de poros tenga lugar. En la
Tabla 2 se relacionan las moléculas que se han sintetizado y cuyo
empaquetamiento se ha estudiado. Todas ellas tienen en comin que los
apéndices son carbonados y las conformaciones restringidas, por estar
ramificadas o formar estructuras ciclicas. Con las Unicas excepciones de los
compuestos 24 y 28, que se estructuran en cadenas formando,
respectivamente, un monohidrato y un hemihidrato,”? el resto de los
compuestos cristalizan dando organizaciones anhidras. El compuesto 19 forma

cadenas de dimeros por unidn de los acidos carboxilicos.”’

7® Cristales no apropiados para estudios de difraccién de rayos-X en monocristal.
7 C. Foces-Foces, M. L. Rodriguez, M. Febles, C. Pérez, J. D. Martin Acta Crystallogr. 2005,
(61, 339-342.
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(a

Figura 8. (a): Estructura molecular del compuesto 11 mostrando la molécula de agua
contenida en el patrén de puentes de hidrogeno y que forma parte de la estructura del poro.
(b) Contorno del poro formado por seis moléculas del compuesto 11 y seis de agua estructural.
En el interior del macrociclo se observan las moléculas de agua que desordenadas rellena el
interior del poro

HO COH HO COH HO COH HO COH HO COH HO COH
0— o) 0— 0— 0— 0—

19 (Ref 77) 20 Ref 74) 21 Ref 72) 22 (Ref 72) 23 (Ref 72) 24 (Ref 72)

HO COH HO COM HO COH HO COH HO COH HO COH
% 0 Y 0— 0— 0—

25 Ref 72) 26 (Ref 72) 27 (ref 77) 28 (Ref 72) 29 (Ref 72) 30 (Ref 74)

Tabla 2. Moléculas con apéndices ramificados y ciclicos que presentan rigidez conformacional.

El resto de los compuestos mostrados en la Tabla 2 forman cadenas por unidn
de las funciones acido carboxilico y el alcohol. La molécula de mayor peso
molecular, el compuesto 30, incluye moléculas de tetracloruro de carbono en
su estructura,”* lo que probablemente sea debido a la contribucién hidrofébica
de los anillos aromaticos. Los resultados obtenidos con las moléculas que se
muestran en la Tabla 2 indican que, al igual que con las moléculas de la Tabla
1, la unidn entre el acido carboxilico y el alcohol se favorece al aumentar el
nimero de atomos de carbono en los apéndices. Quizas la conclusién mas
relevante sea que la movilidad conformacional de los apéndices es muy
importante para que la incorporacién de moléculas de agua tenga lugar.

La presencia de heteroatomos en los apéndices no parece ser tampoco un

factor que favorezca la hidratacion. Asi, se sintetizaron los compuestos que se
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rednen en la Tabla 3 y comprobado que, con la Unica excepcidon del compuesto
31 que no ha podido estudiarse al no ser cristalino, el resto de los compuestos
generan estructuras anhidras, lo que demuestra que la polaridad y presencia de
apéndices en estados altos de oxidacién, no tiene efecto alguno en la

incorporaciéon de moléculas de agua en el empaquetamiento cristalino.

o} COLH HO' COH O O
HO COH Ho HO” \ﬁ 2 5 o HO COH o
0— 0—A_0 7 ) o o 0—; o o
Z [ ! v’ !
o H OH /O/\O N HO— /O Q —
/ }

31 (Ref 74) 32 (Ref 74) 33 (Ref 74) 35 (Ref 78) 36 (Ref 74) 37 (Ref 74)

34 (Ref 74)

o O

Ho COH ° o
o oo Ho' COH Ho COH o HO ‘o o
8} o} o0—A_0O 9
0— / o >/" 0-H
~— o _
o oA 07 J Ve —

38 (Ref 74) 41, X =0 (Ref 73)

39 (Ref 74) 40 (Ref 74) 42, X =S (Ref 72) 44 (Ref 74) 45 (Ref 74)
43, X = SO, (Ref 72)

Tabla 3. Moléculas con apéndices que contienen heterodtomos en diversa funcionalidad.”®

Aunque las seis moléculas: 7-12, referidas en la Tabla 1, forman estructuras
porosas isomorfas en cuyo interior, los estudios de rayos-X, muestran densidad
electrénica atribuible a moléculas de agua, en este capitulo nos referiremos al
comportamiento del agua solo en las estructuras que forman las moléculas 7 y
11. En estos modelos es donde los estudios del estado sdlido han ido mas
lejos. Ademas, las diferencias entre los didmetros de los poros: 5.9-9.4 A en
(£)7°2H,07% y 4.2-6.5 A en (£)11-2H,07}, es lo suficiente amplia como para
establecer, sin ambigledad y en base a los resultados obtenidos, las diferencias
en el comportamiento del agua que se mueve en su interior. Los estudios
estructurales y de dinamica que sustentan las conclusiones alcanzadas se
realizaron utilizando tres técnicas diferentes de analisis: Difraccion de rayos-X
en monocristal, RMN en estado-solido y calorimetria diferencial de barrido
(DSC). Las moléculas 7 y 11, las hemos sintetizado como racematos en
cantidades de gramos y cristalizado bajo condiciones diversas seleccionando las

muestras empleadas para cada estudio.

78 M. L. Rodriguez, M. Febles, C. Pérez, N. Pérez-Hernandez, J. D. Martin, C. Foces-Foces Acta
Crystallogr. 2005, C61, 138-142.
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En este capitulo haremos un estudio paralelo de analisis termogravimétrico
(TGA) y de difraccidon de rayos-X en polvo a temperatura variable (VT-PXRD),
sobre las estructuras (+)7°2H,O y (£)11'2H,0 para demostrar que, en
nuestros modelos, las moléculas de agua ya se muevan libres o se encuentren
fijas por enlaces por puente de hidrégeno a la superficie del poro, son estables
a temperaturas de hasta 25 °C, por encima de la cual tienden a salirse del poro
de forma irreversible. Veremos que este resultado implica que la superficie
interior del poro cambia de hidrofilica a hidrofdbica, lo que es una confirmacion
experimental de que la coexistencia entre los estados del poro lleno y vacio de
agua y la sensibilidad de ambas situaciones a los cambios de temperatura son
funcionalmente relevantes.” Discutiremos también las implicaciones de estos

resultados experimentales en el funcionamiento de los sistemas naturales.

79 0. Beckstein, M.S. Samsom, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2003, 100, 7063-7068.
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1.2 Antecedentes y objetivos.

Hemos seleccionado las estructuras que forman las moléculas racémicas 7 y 11
como modelos quimicos donde experimentar mecanismos especificos en el
transporte del agua. En ambos modelos de poros la proporcién de agua es la
misma en su estado inicial; no obstante, el contenido de agua en el poro puede
hacerse variar dentro de un amplio rango de temperaturas por debajo de la de
ambiente, sin que se altere por ello la estructura del patron de puentes de
hidrogeno que sostiene la arquitectura de los poros. Ademas, estos poros
tienen una rango de diametros internos que, al menos en el de diametro menor
de estructura (£)11-2H,0, la entrada y salida de agua ha de ser en régimen
lineal.”!

Existe evidencia experimental sobre la ocupacidn continuada por agua de
cavidades no polares en un régimen de estabilidad termodindmica.®®®' En
nuestros modelos coexisten dos tipos aparentemente diferentes de moléculas
de agua, las unidas por puentes de hidrégeno a las superficies interna de los
poros Y las que se mueven libremente en su interior sin vinculacion aparente a
la superficie interna de los mismos. Este Ultimo tipo de moléculas, por estudios
de rayos-X pueden visualizarse en las estructuras que forman las moléculas 8-
12, no asi en el poro de mayor didmetro (£)7-2H,0.”! La Figura 9 muestra en
la estructura (£)11:2H,0, las distancias minimas entre los maximos de
densidad electrénica asociados a moléculas de agua en el poro y el mondémero
que lo forma. Estas distancias son entre las moléculas de agua y los apéndices
no polares existentes en los mondmeros. En la estructura (+)7:2H,0, esta
medicién no es posible al encontrarse el agua mas deslocalizada y no poder ser
observada por estudios de difraccion de rayos-X. No obstante, estas
agrupaciones de moléculas responden a topologias susceptibles de ser

82,83,84,85,86,87,88,89

detectadas en otros tipos de espectroscopias y son

8 B, Yu, M. Blaber, A.M. Gronenborn, G.M. Clore, D.L. Caspar, Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A.
1999, 96, 103-108.

81 A.M. Buckle, P. Cramer, A.R. Fersht, Biochemistry 1996, 4298- 4305.

82 K. Liu, J.D. Cruzan, R.J. Saykally, Science 1996, 271, 929-933.

8 K. Liu, M.G. Brown, C. Carter, R.J. Saykally, Nature 1996, 381, 501-503.

8 3.D. Cruzan, L.B. Braly, K. Liu, M.G. Brown, J.G. Loeser, R.]. Saykally, Science 1996, 271,
59-62.
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responsables de la hidrofilia y permeabilidad que se observa en estos modelos

de poros.”!

Figura 9. Estructura parcial del poro de referencia (£)11-2H,0, en el que se muestran las
distancias minimas entre el agua que se localiza en su interior y los homologos que constituyen
el poro. Los contactos ocurren entre el agua y los apéndices no polares del compuesto
organico.

Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) fueron realizados
para las dos estructuras bajo las mismas condiciones.”**® Se sometieron a un
rango de temperaturas: 283 K — 363 K y con velocidad de calentamiento de 10
K/min. Antes de someter las muestras a calentamiento se calibraron en el
calorimetro a T = 283 K. Se observo, para los cristales del compuesto 7, un
solo pico en el rango 326 K — 364 K (Tpico= 350.1 K) correspondiente a una
pérdida de masa del 13.6%. Con el fin de estudiar la reversibilidad del proceso,
la muestra se someti6 a enfriamiento y se realizd un segundo calentamiento, no
observandose efecto térmico en ninguno de los experimentos realizados. Este
hecho indica que el proceso es irreversible y que la disminucidon de la masa es
causa de la pérdida irreversible de moléculas de agua. Los calculos tedricos
para la pérdida de dos moléculas de agua es del 13.0%, por lo que se concluye

que la estructura cristalina se corresponde con un dihidrato: (£)7:2H,0.

8 K. Liu, M.G. Brown, 1.D. Cruzan, R.J. Saykally, Science 1996, 271, 62-64.

8 C.J. Gruenloh, J.R. Carney, C.A. Arrington, T.S. Zwier, S.Y. Freedericks, K.D. Jordan, Science
1997, 276, 1678-1681.

83, Kim, K.S. Kim, J. Chem. Phys. 1998, 109, 5886-5895.

8 N. Keutsch, R.J. Saykally, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98, 10533-10540.

8 K. Nauta, R.E. Miller, Science 2000, 287, 293-295.

% Los estudios de DSC fueron realizados por la Dra. M2 Victoria Roux, Instituto de Quimica-
Fisica Rocasolano, Madrid.
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El mismo experimento realizado para cristales del compuesto 11, en el intervalo
283 K — 343 K, muestra que la endoterma de deshidratacion ocurre en el rango
de 310 K — 338 K (Tpico=329.4 K) y corresponde a una pérdida de masa del
11.7%. Como en el caso anterior, el proceso es irreversible y debido igualmente
a la pérdida de dos moléculas de agua (el calculado tedrico es del 11.9%). Esta
estructura se corresponde pues con un dihidrato: (£)11-2H,0.

La conclusidon a que se llega por estos estudios, es que ambas estructuras son
dihidratos y que, en correspondencia a los estudios de difraccién, una de las
moléculas de agua forma parte del patrén de puentes de hidrogeno que
estructura el poro, mientras la otra, ha de estar deslocalizada en el interior del
mismo. Esta segunda molécula de agua se observa por rayos-X en la estructura
que forma (£)11-2H,0, pero no se detecta en el caso de (£)7:2H,0.”

Los experimentos de DSC a bajas temperaturas se muestran en la Tabla 4 para
(£)7:2H,0 y en la Tabla 5 para (+£)11:-2H,0. Para el poro que forma la
molécula 7 (Tabla 4), se puede observar que la variacion entalpica mas
importante, definida como modificacion 1, ocurre en el intervalo de
temperaturas: Tpico= 232.4 K - 246.4 K. El segundo cambio, modificacion 2, se
observa en el rango: Tpico= 272.4 K - 279.8 K.

En el poro correspondiente a la molécula 11, los estudios de DSC muestran un
comportamiento similar (Tabla 5). En este caso, la modificacién 1 se observa en
el rango de temperaturas: Tpio= 201.6 K - 207.4 K, y para la modificacion 2, en
el de: Tpico= 267.3 K- 270.6 K.
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modificacion 1

modificacion 2

velocidad
Proceso K/min Intervalo Toico | AH® Intervalo Toico | AH®

temp. 7/K K J/g Temp. 7/K K J/g

1% enfriamiento 5
1¥ calentamiento 5 163—205 | 187.8| 1.4 2155276 233.6| 3.3

2° enfriamiento 10
2° calentamiento 10 165—209 190 1.6 213282 239.1| 2.5

3% enfriamiento 20
3% calentamiento 20 175-216 194 1.3 225281 243.8| 2.3

Tabla 4: Experimentos de DSC en una muestra del compuesto (+)7-2H,0.*

*Se observan dos modificaciones entalpicas en tres procesos de calentamiento a 10 K/min. Los

enfriamientos se hicieron a velocidad creciente (5, 10 y 20 K/min). Se uso la misma muestra en

todo el proceso.

El cambio entalpico correspondiente a la segunda modificacion, puede ser

asociado a la fusidn/congelacién del agua contenida en el interior del poro:

alrededor de 0 °C para la estructura formada por (£)7°:2H,0 y en el entorno de

-5 OoC para el agua contenida en el poro mas estrecho que forma la estructura

(+£)11-2H,0.%*

%1 Es bien conocido que el punto de fusién/congelacidon del agua confinada en poros, depende
del diametro de los mismos y disminuye a medida que el poro se hace mas estrecho: G. W. H.
Hohne, W. F. Hemminger, H.-J. Flammersheim “Differential Scanning Calorimetry”, 22 Ed.,
Springer, Berlin, 2003, p. 229.




modificacion 1 modificacion 2
velocidad
proceso K/min Intervalo Toico | DAH® Intervalo Tpico AH°
temp. 7/K K J/g temp. 7/K K J/g
1% enfriamiento 5
1€ calentamiento 10 196.8—226.1 | 201.6 2.6 257.7—286.1 267.36 1.6
2% enfriamiento 10
22 calentamiento 10 196.5—-224.2 | 201.6| 2.76 251.8—5295.7 274.0 3.8
3% enfriamiento 20
3% calentamiento 10 202.2—223.3 | 207.4| 0.5 257.6—292.9 270.6 2.7

Tabla 5: Experimentos de DSC en una muestra de (+)11-2H,0.*

*Se observan dos modificaciones entalpicas en tres procesos de calentamiento a 10 K/min. Los
enfriamientos se realizaron a velocidad creciente (5, 10 y 20 K/min). Se usé la misma muestra
para todo el proceso.

Los estudios de RMN en estado sdlido para la estructura (+)7-2H,0, tanto en
experimentos con giro en angulo magico (MAS) como de 2H en estatico, se
describen en detalle en la Tesis Doctoral de la Dra. Natalia Pérez Hernandez y
han sido ya publicados.” Sélo diremos aqui, que tales estudios demostraron
que el poro puede existir en dos situaciones: “lleno” y “vacio”, entendiendo por
esta Ultima situacion la que corresponde a una relacion mondmero
organico/agua de ». Estos estudios demostraron también que el rango de
temperaturas 232.4 K - 246.4 K, observados para esta estructura en los
estudios de DSC y que se definieron como modificacion 1 (Tabla 5), se
corresponde a cambios en la dinamica del agua, lo que se manifiesta en los
estudios de H-RMN estéticos en el rango de temperaturas 220 K — 250 K.”*

La dinamica del agua que ocupa los poros se puede justificar en base al efecto
hidrofdbico,’? que se sabe es muy sensible a cambios de la temperatura.> Los
estudios realizados demuestran que el agua, dependiendo de la presion de
vapor a que se someta, puede fluctuar entre tipo-vapor en el estado que

definimos como vacio, a tipo-liquida en la situacion de lleno (Figura 10).

925, Granick, S.C. Bae, Science 2008, 322, 1477-1478.
% H.J. Wang, X.K. Xi, A. Kleinhammes, Y. Wu, Science 2008, 322, 80-83.
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Nuestro objetivo en el estudio que se describe a continuacién es el de aportar
resultados experimentales sobre el efecto que tiene la temperatura sobre el
agua y la superficie interna de los poros, con el fin de obtener conclusiones del

posible intercambio hidrofilia/hidrofobia y de la reversibilidad del proceso.

Situacién: Vacio Situacién: Lleno
N
O% %@ %0
N
%D %
% 30 %
N

E—

O
O

N

oo

©]

Tipo-Vapor ¥  Tipo-liquido

A B

Figura 10. (A) Estructura del poro (£)7-2H,0. La molécula organica que lo forma esta
minimizada con el fin de resaltar el perfil interior del poro. Los puntos sélidos de color rosa se
corresponden con las moléculas de agua que estructuran el poro. El agua que se mueve
libremente en el interior se muestra difuminada, en color gris, y sin resaltar sitios de mayor
densidad electrénica. (B) Diagrama esquematico que representa los estados lleno y vacio del
poro y los cambios en la dinamica del agua contenida en dependencia reversible con la presion
de vapor exterior. La dindmica del agua en el estado vacio esté en el rango, 10*s—-107s
(tipo-vapor) y en el estado lleno en el rango, 10°s — 10?5 (tipo-liquida).

Pretendemos también profundizar cdmo estos cambios afectan a la estabilidad
de los poros y a la estructura del ensamblaje de los monémeros. Evidencias de
tales efectos se ha comprobado que son muy dificiles de obtener;** no
obstante, pretendemos averiguar en que medida las diferentes estructuras de
agua que se puedan albergar en estos modelos de poros son afectadas por
cambios en la temperatura. Nuestros modelos son especialmente validos para
esta investigacion ya que, en estado de equilibrio y con independencia del
diametro del poro, el contenido de agua es el mismo, lo que hace que, en
condiciones de estabilidad termodinamica, los equilibrios se sustenten sobre

estructuras moleculares de agua diferentes.

% D. Chandler, Nature 2005, 437, 640-647.
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1.3 Materiales y métodos.

Las moléculas requeridas fueron sintetizadas y cristalizadas segun

procedimientos descritos en tesis doctorales anteriores.

1.3.1 Difraccion de rayos-X.

Los espectros de difraccion se recogieron en un difractdmetro Nonius Kappa
CCD (A (MoKa) = 0.7107 R). La reduccién de datos y el refinamiento de las
constantes reticulares se realizaron con los programas DENZO® y COLLECT.%®
Las estructuras se resolvieron por métodos directos’ y el refinamiento se
realizd en F2 (SHELXL97).”® Todos los atomos de hidrégeno se localizaron en
las correspondientes sintesis de diferencias de Fourier aunque se incluyeron en
los ultimos ciclos de refinamiento en posiciones geométricas. Los estudios de
difraccion de rayos-X fueron realizados en el Instituto de Bio-Organica “Antonio
Gonzalez” de la Universidad de La Laguna por el Dr. Matias Ldpez Rodriguez
(Instituto de Bio-Organica, Universidad de La Laguna, La Laguna), y por la Dra.
Concepcidn Foces-Foces (Departamento de Cristalografia, Instituto de Quimica-
Fisica Rocasolano, CSIC, Madrid).

1.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Para estos experimentos se utilizaron dos equipos diferentes. Para las medidas
a baja temperatura (de 123 a 298 K), se empleo un Mettler DSC30. En el
intervalo de 273 K a 359 K se utilizd un instrumento Pyris 1 de Perkin Elmer. En
todos los experimentos, las muestras se introjeron en capsulas no herméticas
en atmosfera de nitrogeno. Las muestras se pesaron antes y después de cada
experimento en una microbalanza Mettler AT21, con sensibilidad de £0.000002
g. Los experimentos se realizaron en el Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano
(CSIC), de Madrid por la Dra. M@ Victoria Roux.

% 7. Otwinowsky, W. Minor, “Methods in Enzymology”, Vol. 276, 9997, pgs. 307-326.
Macromolecular Crystallography. Part A, Eds, C.E. Carter, R.M.S. Sweet, Academic Press,
London. University of Texas, Southwestern Medical Centre en Dallas, HKL Denzo y Scalepack,
USA.

% Nonius, 1998. Kappa CCD Server Software. B. V. Nonius, Delft. The Netherland.

% A. Altomare.; M.C. Burla; M. Camalli; G. Cascarano; C. Giacovazzo; A. Guagliardi; A.G.G.
Moliterni; G. Polidori; R. Spagna, SIR97. J. Appl. Cryst. 1999, 32, 115-119.

% G.M. Sheldrick, SHELXL97. University of Gottingen, Germany, 1997.
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1.3.3 Termogravimetria (TG) y anadlisis térmico diferencial (DTA).

Los analisis termogravimétricos se realizaron con un analizador Mettler
TGA/sDTA851e, bajo una mezcla de aire seco y nitrégeno. Aproximadamente
5.0 mg de muestra se usaron en cada medida y la temperatura en experimento
tipo se aumenta a la velocidad de 1 °C/min. Adicionalmente, se hicieron
experimentos donde las muestras fueron calentadas previamente, mantenidas a

ciertas temperaturas por algun tiempo y luego calentadas otra vez.

1.3.4 Difraccion de rayos-X en polvo a temperatura variable (VT-PXRD).

Para los experimentos XRD (VT-PXRD) se utilizd un equipo Bruker D8 con
plataforma de platino Antdn Parr. Se realizaron dos series de experimentos. En
los primeros, cada muestra se calienta de forma continua desde 30 °C hasta
180 °C a una velocidad de 1 °C/min, recogiendo difractogramas cada 5 °C. Se
eligié el rango 26 entre 5° a 70°, con pasos de 0.025° y 28.8 s de tiempo de
adquisicién en cada paso. La segunda serie de experimentos incluye fijar las
temperaturas de las muestras durante ciertos espacios de tiempo y realizar
series de difractogramas a la misma temperatura, con el fin de ver los cambios
que eventualmente pueden ocurrir. El rango total seguido de temperatura en
cada uno de los experimentos es de 30 °C a 150 °C y la velocidad de
calentamiento de 1 °C/min. En la adquisicién de los datos de difraccion se
utilizaron los parametros siguientes: 26 rango de 5° a 500, 0.025° o
0.0289/paso, y 28.8 s/paso. Ambas series de experimentos se realizaron al aire.
Para cada medida se utiliz una “punta de espatula” de muestra.

La experimentacion de TGA y VT-PXRD fue realizada por el Lcdo. D. Eduardo
Falcao, en el Material Research Laboratory, Universidad de California en Santa

Barbara.
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1.4 Discusion de resultados.

A pesar de que los estudios de difraccion permiten distinguir entre los dos tipos
de agua, todos los experimentos encaminados a diferenciar entre sus dinamicas
han sido infructuosos. Los estudios de RMN 'H y 2H en estado solido y
experimentos de IR muestran que todos los protones labiles (CO,H, CH,OH 'y
H0) se deuteran cuando entran en contacto con vapor de 05,0, pero sin seguir
un orden preferencial aparente.® Un caso similar se discutié con anterioridad
en un estudio en estado sdlido de porfirinas y se propuso un mecanismo por el
que las moléculas de agua podian difundirse, ocasionando intercambios de
protones y deuterones con agua atrapada en el interior del sdlido,
aprovechando defectos en la ocupacion por agua en la red del cristal.’?%! La
difusion de moléculas de agua en estructuras cristalinas no porosas se
interpreta, bien suponiendo defectos en la estructura cristalina o que las
moléculas en el cristal no tienen un comportamiento tan rigido como el que
generalmente presupone.’®

¢Cudl seria entonces el mecanismo en este proceso de deuteracion? Podria
pensarse en un mecanismo por el que el orden molecular que establece el
estado sélido decaiga, equilibrando situaciones proximas al estado liquido en las
que la molécula organica y el agua adquieren mayor movilidad. En tales
equilibrios, los protones labiles presentes en el sistema seran rapidamente
intercambiados. Se podria también discutir un mecanismo en el que, aun
manteniéndose el orden que establece el estado sdlido, la difusion del agua y
las reorientaciones de las estructuras moleculares estan minimizadas, pero no
suprimidas.10%103

En la izquierda de la Figura 11 se esquematiza el proceso de deuteracion
general del patrdn de puentes de hidrdgeno R5(11) presente en cualquiera de

las estructuras que forman las moléculas 7 — 12. De hecho consiste en la

% N. Pérez, 1.D. Martin, H. Limbach, resultados no publicados.

100 b Gerritzen, H. H. Limbach, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 869-879.

101 4 H. Limbach, W. Seiffert, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 538-542.

102 p K. Thallapally, G.O. Lloyd, J.L. Atwood, L.J. Barbour, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
3848-3851.

103 R, Banarjee, P.M. Bhatt, M.T. Kirchner, G.R. Desiraju, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
2515-2520.
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secuencia de tres situaciones que incluyen los siguientes pasos diferenciados:
(/) Entrada de D,0 en estado de gas, y sustitucion de H,O en el sdlido por D,0;
(/) intercambio de hidrégeno (proton y/o deuterdn) entre el agua y los grupos
carboxilicos; (/f) intercambio protén/deuterdn entre los grupos carboxilicos y los
grupos alcohdlicos. El intercambio entre las funciones CO,+y OH ha sido bien
establecido que procede a través de un intermedio ciclico.!?*!%! Por el contrario,
el intercambio protén/deuterdn entre funciones de alcohol, no pueden ocurrir
directamente sino que necesitan la presencia de impurezas acidas o basicas.!®
La figura 11 (derecha) incluye los intermedios que se proponen para la
secuencia / <« /i—ifi que son respectivamente, las estructuras enmarcadas en
amarillo: RA(9), RA(6) y RA(6).

Estados intermedios propuestos

H Intercambio
(i) H,0/D,0

,
’
’

Intercambio

H,0/D,0
.- Intercambio
(“) Tl RCOOH/D,0 Intercambio P/HQO/D
J RCOOH/D,0 u —CQ B D/
o
Intercambio
RCOOD/ROH
pr—
P Intercambio
(iii) || rcoob/ROH
’ __~~9%~p~ ©
NN Ao
0-.,—-0

Figura 11. Izquierda: Propuesta de la secuencia de deuteracién en nuestro modelo de poro.
Derecha: Supuestos Intermedios: R(9), RA(6) y RA(6) (sombreados en amarillo).

El patron de puentes de hidrdgeno que se propone como estabilizador del
defecto que genera la pérdida de una molécula de agua, conecta el hidroxilo

del acido como dador al oxigeno del éter de la molécula adyacente y el

104 D, Gerritzen, H. H. Limbach, Ber. Bunsenges. Phys. Chem. 1981, 85, 527-535.
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carbonilo del acido, como aceptor del hidrégeno del hidroxilo de la funcién
alcohdlica. El sistema R5(9) estad presente en algunos de los empaquetamientos
anhidros de estos hidroxi-acidos, por ejemplo, en las estructuras que forman los
monodmeros (+)33 o (£)40 (Figura 12).”*

i o » e o

o] P P L F lﬂ N
Mif\ﬁ_\_:.( y d *“:\‘ A ;.»/;_.dr,-\,f - / ;
.ﬂ\.\ /\ 5 3,',5_ _"\""(; o o P .\\
A7 % PL Y )-I:"/ 3

I Ao

Figura 12. Empaquetamiento cristalino de los compuestos (£)33 (Izq.) y ()40 (Der.). Ambos
disponen del mismo patrén R-A(9) de puentes de hidrogeno.”*

Las Figuras 13-15 ilustran en mayor detalle los movimientos asociados a la
propuesta de intercambio H/D. Para el intercambio definido como (/), Figura 13,
lo primero que ha de ocurrir es que una molécula de agua deje su lugar
vacante. Como el patrén de puentes de hidrégeno queda alterado, es
concebible que las dos moléculas organicas adyacentes se acerquen vy
estabilicen su situacion por formacidon de enlaces por puentes de hidrégeno
entre el acido carboxilico de una con el oxigeno del éter de la otra. El patron de
puentes de hidrdgeno inicial se recupera por inclusidon en este intermedio de
una molécula de D,0.

En el proceso de intercambio (i), una de las moléculas ha de romper dos de
sus enlaces, uno con el agua y otro con la molécula organica adyacente (Figura
14). Resulta dificil saber si esta interrupcién del patron de puentes de
hidrégeno genera o no defecto en el cristal, ya que no se produce vacante, sélo

alteracion en los enlaces que conforman la estructura.
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Figura 13. Intermedio propuesto en el intercambio /40/D,0.
En cualquier caso sera un proceso lento, ya que es bien conocido que la
presencia de defectos y movimientos moleculares de moléculas organicas en el
estado solido son procesos lentos.!® En cualquier caso, el intercambio y
deuteracidn de la funcién carboxilica ocurre a través del complejo 1:1 formado
por el acido carboxilico y una molécula de agua deuterada. En tal complejo,

tiene lugar una doble y rapida transferencia A/ D.

Figura 14. Intermedios propuestos en el intercambio —CO,A4/ D,0.

105 3, 3. Titman, Z. Luz, H. W. Spiess J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 3756-3765.
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La situacidon original se recupera por un giro rapido de 180° del plano que
contiene las funciones COOD/DHO.%%1% Intercambios rapidos similares se han
observado por Y’0O-RMN en estado sdlido de complejos ciclicos (COOH), en el
acido dimetil maldnico.'%

Después de recuperar el patron original y repetir intercambios consecutivos (/) y
(/), todas las moléculas de agua y funciones de acido carboxilico se
encontraran deuteradas (-CO,D/D,0), no asi los hidrogenos de la funcidn
alcohol (-CH,0H). La deuteracidn de la funcién de alcohol puede ocurrir segiin
el intercambio (/) (Figural5). Para que el proceso ocurra segun este protocolo,
en primer lugar se ha de crear una vacante de agua entre dos moléculas
organicas adyacentes. Estas dos moléculas formaran un complejo ciclico 1:1
entre la funcion carboxilica de una y el hidroxilo del alcohol de la otra, lo que
permitiria la rapida transferencia H/D. Esto requiere reorganizaciones
importantes entre las moléculas involucradas; dos de las posibilidades que se
pueden barajar se dibujan en la Figura 15. Sucesivos intercambios (/) y (/)
permitiran completar el proceso de deuteracion.

Los resultados experimentales no verifican que todos los hidrogenos labiles se
intercambien por deuterio, cuando las estructuras dihidratadas de estos hidroxi-
acidos se ponen en atmdsfera de D,0; sin embargo, si son concluyentes en que
los intercambios tienen lugar en las funciones presentes a velocidades que
resultan equiparables.”! Esto es consistente con que cuanto mayor sea el
nimero de defectos presentes en el sélido, mas homogénea resultara la

deuteracidn, ya ocurra ésta de manera secuencial o simultaneada en el tiempo.

106 B Filsinger, H. Zimmermann, U. Haeberlen Mol. Phys. 1992, 76, 157-172.
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Figura 15. Intermedios propuestos en el intercambio —CO,0/-CH,0H.

No puede excluirse el intercambio simultaneo COOH/D,O y COOD/ROH
mediante los intermedios ciclicos RA(6) y R7(8) (Figura 16). El patrédn R5(8) se
encuentra presente en el empaquetamiento cristalino del mondmero (+)22.72
En cualquier caso, el proceso global sera lento y dirigido por la movilidad de los

intermedios propuestos.

Figura 16. Posible intercambio simultaneo COOH/D,0 y COOD/ROH.

La viabilidad de esta propuesta se sustenta en la posibilidad de que las
moléculas de agua se puedan intercambiar y crear situaciones vacantes sin que
ello afecte a la estructura del cristal. Los resultados obtenidos de
deshidratacion, tanto de datos de termogravimetria como de calorimetria

diferencial de barrido, muestran una Unica dinamica para los dos tipos
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aparentes de agua;’! sin embargo, no ha sido posible hasta la fecha eliminar el
agua sin la consecuente destruccion del poro.

Con el fin de estudiar el efecto que la eliminacion parcial de las moléculas de
agua tiene en la estructura del poro, muestras recién cristalizadas de los
compuestos (+)7°2H,0 (que forma el poro mas ancho) y (£)11:2H,0 (que
forma el poro mas estrecho) se sometieron a estudios paralelos de analisis
termogravimétricos (TGA) y medidas de difraccién de rayos-X en polvo (VT-
PXRD) a temperatura variable.

En la primera serie de experimentos de VT-PXRD, la temperatura se incrementd
desde 30 °C hasta 150 °C, a una velocidad de 1 °C/min. Los resultados indican
claramente que los sodlidos permanecen cristalinos hasta cerca de 100 °C
(Figura 17). Bajo estas condiciones se observd una transicién de fase cuando

(£)7°2H,0 alcanzé una temperatura entre 65 °Cy 70 °C.
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" . 2120
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90 T fC)
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Figura 17. Difractogramas de VT-PXRD correspondientes a los patrones de difraccion de los
compuestos (+)7:2H,0 (superior)y (£)11-2H,0 (inferior), obtenidos en el rango de
temperaturas 30 °C a 150 °C a una velocidad de 1 °C/min.

Esta nueva fase permanece hasta una temperatura cercana a 120 °C,
después de la cual la muestra descompone. El difractograma VT-PXRD de la
estructura (+)11-2H,0, muestra un transicién de fase analoga pero que ocurre
a una temperatura inferior, en el rango 50 °C a 55 °C. También esta nueva
fase cristalina se mantiene hasta una temperatura mas baja, ~90 °C. En el

rango 50-55 ©°C, la estructura (£)11-2H,0 muestra una pérdida casi total de
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cristalinidad, situacion mas dificil de observar en el experimento sobre
(£)7°2H,0 (Figura 17, superior). Esta transicién de fase, que ocurre en ambos
compuestos, probablemente se corresponde a una reorganizacion irreversible
en las estructura de los poros.

La deshidratacion de ambas estructuras se estudid por analisis
termogravimétrico a una velocidad de incremento de la temperatura de 1
OC/min (Figura 18). La pérdida de agua desde (+)7:2H,0 ocurre en dos pasos
bien definidos: el primero entre aproximadamente 28 °Cy 48 °C, y el segundo
inmediatamente después, entre 50 °C y 85 °C. La pérdida de peso asociada a
cada paso es, respectivamente, de 4.3% y 8.0%, lo que en total estda de
acuerdo con el valor tedrico de 12.9% que corresponde a la pérdida total del

agua de la muestra.
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Figura 18. Curvas de TGA de (+)7-2H,0 (en trazo negro) y (+)11-2H,0 (en trazo rojo),
obtenidos calentando las muestras a 1 °C/min.

Los resultados obtenidos en TGA y VT-PXRD para la estructura (£)7:2H,0
permiten llegar a las conclusiones siguientes: La estructura del poro se
mantiene hasta un cierto grado de deshidratacion. La coincidencia entre el
cambio de fase y la pérdida de agua hace pensar en un cambio en la estructura
cristalina de hidratada a anhidra.

El analisis de la curva de TGA para el compuesto (+)11-2H,0 revela un paso de
deshidratacion inicial entre aproximadamente 28 °C y 54 °C que corresponde
con una perdida de 6.9% de agua. El agua continlia perdiéndose hasta que se

inicia el proceso de descomposicion. Una pérdida de 4.4% se calcula entre 55
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OC y 125 ©°C, lo que resulta una pérdida total del 11.9% que equivale al
calculado tedrico. La conclusién a que se llega es similar a la que se obtiene
para (£)7:2H,0; esto es, que la estructura de (£)11-2H,0 permanece estable
hasta cierto grado de deshidratacion. En esta muestra, sin embargo, no parece
tan claro que la fase de transicidn conduzca a una estructura completamente
anhidra, ya que aparentemente colapsa a 90 °C, antes de que la totalidad del
agua se haya eliminado.

Estos resultados iniciales permitieron disefiar nuevos experimentos con el
propdsito de contestar a las cuestiones siguientes: ¢Es posible mantener la
estructura inicial del poro intacta después de la deshidratacion total o parcial de
agua, a pesar de que estas estructuras se forman por la incorporacién de
agua?; ¢Se pierde el agua en ambas muestras con la misma facilidad?; ¢Es
posible eliminar cierta cantidad de agua y rehidratar las muestra con
posterioridad? Como quiera que a la transicion de fase se llega aumentando la
temperatura de forma uniforme, los difractogramas siguientes se hicieron
manteniendo ciertas temperaturas fijas durante algin tiempo.

Las medidas de TGA de (£)7:2H,0 se hicieron aumentando la temperatura a 1
0C/min, manteniendo la temperatura constante a 40 °C y a 65 °C durante
media hora cada vez. En el caso de la muestra (£)11-2H,0 se sigue el mismo
protocolo pero las temperaturas se mantuvieron constantes a 35 °C y 45 °C
(Figura 19). En ambas muestras, la primera temperatura que se mantiene
constante se corresponde con la estructura inicial de los poros y, en estas
condiciones, se observa que se puede evacuar aproximadamente la mitad del
agua presente en (£)7:2H,0 y cerca de dos tercios del agua presente en
(£)11-2H,0.
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Figura 19. Curvas TGA obtenidas para (£)7-2H,0 (superior) y (£)11-2H,0 (inferior),
mostrando las perdidas de agua a temperaturas fijas.

La deshidratacion en (+)7:2H,0 coincide con la que se observa para este
compuesto en los difractogramas VT-PXRD, aunque los dos pasos consecutivos
de deshidratacion se corresponden con temperaturas un poco mas bajas
(Figura 19, superior). En cambio, la pérdida de masa en (+)11-2H,0 no ocurre
segun pasos discretos sino de forma continuada. Aun cuando el mayor
porcentaje de agua se elimina entre 25 y 35 °C, la deshidratacion completa no
ocurre hasta que se llega a los 90 °C. Estos resultados confirman que,
efectivamente, la estructura inicial del poro se mantiene durante parte de la
deshidratacion en un caso y hasta la pérdida de la mayoria del agua en el otro.

Con el fin de comprobar que el compuesto (£)11:2H,0 pierde gran parte del
contenido de su agua a una temperatura muy proxima a la de ambiente, se
hizo seguimiento de la pérdida de agua por TGA manteniendo la temperatura
constante a 30 °C durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo la temperatura se
fue elevando lentamente hasta 140 °C a una velocidad de 1 °C/min. Bajo estas

condiciones la muestra (+)11'2H,0 pierde mas del 80% del agua. Sin
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embargo, la deshidratacion completa no ocurre hasta que la temperatura

alcanza casi los 100 °C (Figura 20).
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Figura 20. Curva de TGA obtenida para el compuesto (£)11-2H,0 en el que se muestra la
eliminacién suave del agua (~80% del contenido total) manteniendo la temperatura a 30 °C
durante 2 horas.

En el caso de (+)7:2H,0, la deshidratacién total ocurre a una temperatura
bastante inferior, cerca de 65 °C, lo que coincide con la temperatura en la que
la transicion de fase tiene lugar segun los difractogramas de VT-PXRD (Figura
15). La diferencia de temperatura entre la deshidratacion de uno y otro poro es
aproximadamente de 30 °C, lo que se puede atribuir a que la atraccion entre el
agua y la superficie es mayor en el poro que forma la molécula 11, es decir el
de menor didmetro.

Los experimentos de VT-PXRD descritos no repiten las condiciones de cambios
de temperatura que se describen en los estudios de TGA, por lo que se
adquirieron una nueva serie de difractogramas con nuevas muestras donde
estas condiciones se repiten con exactitud. En el caso de (£)7:2H,O Ia
temperatura se mantuvo constante a 45 °C y 65 °C y se incrementd con
posterioridad a una velocidad de 1°C/min, hasta alcanzar la temperatura de
descomposicion de las muestras. En el caso de (£)11-2H,0 la temperatura se
mantuvo constante a 30 °C durante 2 horas, seguido de un incremento de
temperatura a la velocidad de 1 °C/min hasta descomposicion de la muestra
(Figura 21).

La transicion de fase ocurre en ambas muestras en el mismo rango de
temperaturas que anteriormente, aunque la descomposicion térmica de las

mismas ocurre a temperaturas ligeramente inferiores. Estos resultados
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conducen a dos importantes conclusiones: la transicion de fase es
independiente de la cantidad de agua presente en el poro y probable como
consecuencia de esto, la estructura inicial es estable hasta situaciones que
estan muy prdéximas a la completa deshidratacion. Esta conclusién se puede ver
de forma muy clara en el caso de la Ultima serie de experimentos que hemos

hecho para el poro de estructura (£)11-2H,0.

55 TeQ

(£)7-2H20

T T T
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Figura 21. Patrones de difraccion VT-PXRD de (+)7-2H,0 (arriba) y (x)11-2H,0 (abajo),
obtenidos por incremento de la temperatura desde 30 °C hasta 150 °C; en negro, los espectros
de difraccién iniciales y finales a 30 °C y 150 °C, respectivamente; en azul, espectros
obtenidos en intervalos de 5 °C con aumento de la temperatura a una velocidad de
calentamiento de 1°C/min.; en rojo, datos obtenidos a temperaturas constantes de 40 °C y 65
oC en (£)7-2H,0 (arriba) y a 30 °C en (£)11-2H,0 (abajo).

Aunque resulte inevitable al hablar de las distintas estructuras de agregados
moleculares de agua, referirnos a ellos como préximos a estados “solido”,
“liquido” o “vapor” segun sea la dinamica que se observe, es necesario tener en
mente que grupos pequefios de moléculas de agua no exhiben transiciones de
fase de primer orden como congelacién, fusion o vaporizacion, al ser estos
conceptos soélo aplicables al mundo macroscopico.

Quizas la conclusién experimental mas importante que hemos conseguido es
que la estructura inicial de ambos cristales que forman poros de diametros
distintos, se mantiene durante los procesos de deshidratacion parcial. Estos
resultados implican que las caracteristicas de las superficies internas de los

poros permanecen inalteradas, lo que permite estudiar el efecto de la
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temperatura sobre el fendmeno de deshidratacion de forma independiente de
otros posibles parametros.

Aproximadamente la mitad de las moléculas de agua pueden evacuarse del
poro cuando la temperatura se fija en 40 °C durante 40 min (ver Figura 22, B).
No ocurre la rehidratacién por exposicion durante 24 horas de la muestra
parcialmente deshidratada en atmdsfera himeda y sélo tiene lugar, en un
posterior experimento de TGA, la eliminacion del agua que no lo habia sido con
anterioridad (Figura 22, C).

2 % weight

-

Figura 22. Superposicion de espectros de TGA correspondientes al poro (+)7:2H,0. (A):
Experimento idéntico al descrito en la Figura 15 para este compuesto. (B): Experimento de
deshidratacion parcial con pérdida del 5.74% del agua. (C): Experimento de deshidratacion

total de la muestra usada en B y que previamente se colocd en atmosfera himeda por mas de
24 horas a temperatura ambiente. El porcentaje de pérdida de agua fue de 6.74%. El total de B

y C (12.48%) es equivalente al total que ocurre en A (12.28%), lo que demuestra que la

muestra no se rehidrata.

Esta observacion demuestra que el comportamiento cooperativo de las
moléculas de agua atrapadas en el poro es crucial en el proceso de hidratacion,
y que su ausencia da lugar a un sistema que es esencialmente hidrofdbico.
Estos resultados, no sélo muestran los diferentes papeles que juegan los dos
tipos de moléculas, sino la necesidad de que exista, al menos, una
concentracion minima de agua moviéndose en el interior del poro para que este
se comporte como hidrofilico. Finalmente, nuestro modelo abre la puerta a la
planificacion de otros experimentos donde investigar sobre los principios
quimico-fisicos que hacen que el agua sea tan especial en la comprension de

los fendémenos quimico/bioldgicos.”’

17T, Ohba, H. Kanoh, K. Kaneko, Chem. Eur. J. 2005, 11, 4890-4894.
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1.5 Conclusiones.

Existen cada vez mas evidencias acerca de que las moléculas de agua pueden
ocupar de forma permanente entornos no polares.'® En este trabajo damos
apoyo experimental a esta idea, al tiempo que comprobamos que la hidrofobia
de la superficie interna de un poro, al igual que la hidrofilia, no es una
propiedad absoluta que se pueda valorar de forma independiente, sino que se
relaciona con la estructura del agua que la ocupa. En un poro hidrofilico, el
equilibrio reversible entre hidratacion-deshidratacién depende de las energias
de interaccién de las moléculas de agua entre si y con la superficie que las
contiene, lo que en termodindmica se explica en términos del principio de
compensacién entalpia/entropia.’*® Asi pues, la capacidad del agua de "mojar"
una superficie esta relacionada con el tamaino de la cavidad y con la capacidad
de las moléculas de agua de interaccionar con la superficie.''® Bajo ciertas
condiciones, por ejemplo con el cambio de temperatura, el equilibrio se puede
romper y el poro se puede "secar"; esto es, la eliminacion total o parcial de
manera irreversible del agua del interior, lo que significa en termodinamica
clasica que el agua deja de "mojar" la superficie interna del poro y éste se
convierte en hidrofdbico. Explicar las diferencias en la temperatura de
deshidratacion exhibidos por los poros de estructuras (£)7:2H,0 vy
(£)11:2H,0, hace necesario conocer la estructura del agua en cada momento,
lo que significa saber los detalles intimos sobre la dinamica de las interacciones
de las moléculas de agua entre si y con la superficie que las rodea.'!! Sin entrar
en esos detalles si podemos afirmar que el poro de diametro menor es "mas
hidrofilico" que el de didametro mayor, lo que se manifiesta en la mayor
dificultad de eliminar el agua de su interior. Esta conclusion estda en
consonancia con otras diferencias estudiadas en anterioridad, como es la menor
movilidad del agua, mayor “estructuracién, a medida que el diametro del poro

disminuye.”!

108 N, Giovambattista, P.G. Debenedetti, P.J. Rossky, J. Phys. Chem. C, 2007, 111, 1323-1332.
109 p H. Leung, R.G. Bergman, K.N. Raymond, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 2798-2805.

110 p Ball, Chem. Rev. 2008, 108, 74-108.

115, vaitheeswaran, H. Yin, J.C. Rasaiah, G. Hummer, Proc. Nati. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101,
17002-17005.
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Desde el punto de vista de los intermedios propuestos para el intercambio de
hidrégenos labiles (H/D), el hecho de que el agua pueda dejar vacantes sin que
por ello se altere la estructura del poro, resulta también ser una confirmacién
experimental de que tales intermedios existen y que son causa de los equilibrios

lentos que ocurren entre los dos tipos de agua.
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Capitulo 2

Efecto del agua en la formacion de estructuras cristalinas tubulares.
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2.1 Introduccion.

Desde hace algunos afios, nuestro grupo de investigacion trabaja en la idea de
que una organizacion cristalina sustentada por enlaces por puentes de
hidrégeno, puede servir de modelo donde investigar el fendmeno bioldgico del
transporte.!'? Puede demostrarse, en estos modelos, que las moléculas de agua
ocupan los poros de manera permanente y que se puede obtener mayor grado
de hidratacion sin alterar por ello el patron de enlaces por puentes de
hidrégeno y, por tanto, sin desestabilizar la estructura del poro que las
habilita.”:

El disefio sintético seguido para la construcciéon de los modelos se esquematiza
en la Figura 23, donde se interpreta la formacion de los poros naturales como
una consecuencia termodinamica susceptible de ser modelizada en la interfase
agua/disolvente no-polar siguiendo un plan de ordenamiento molecular

preconcebido.!!3

solmmn 00 DDDDD O
o0Pbo, DDDDOO

nonpolar
solvent

(B)

solid-state

@® bulk water
interface water,

*QOCJGGO
Cgaaag
olaagad
Cocaag

o
i

Figura 23. (Izquierda) Representacién esquematica de la formacién de un poro natural. La
incorporacion de la proteina en la membrana es causa del favorable efecto hidrofébico que
estabiliza las interacciones entre los lipidos de la membrana y la proteina, asi como el resultado
de hidratacion hidrofdbica en el compacto proteinico. (Derecha) La organizacion en la interfase
de moléculas anfifilicas conduce a cadenas que, cuando cumplen los requerimientos
estructurales necesarios, se pliegan cumpliendo los mismos principios termodinamicos que
conduce a la organizacidn de los poros naturales.'*?

HYDROPHILIC HYDROPHOBIC
P PORE

112 N, Pérez-Hernandez, C. Pérez, M.L. Rodriguez, C. Foces-Foces, P.M. Tolstoy, H.H. Limbach,
E.Q. Morales, R. Pérez, 1.D. Martin, Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 1305-1314.

U3 N, pPérez-Hernandez, M. V. Roux, M. Febles, E.Q. Morales, C. Pérez, D. Fort, J.D. Martin, Z
Phys. Chem. 2008, 222, 1105-1116.
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Resultado de estos estudios es el conjunto de poros hidrofilicos que forman las
moléculas 7-12 relacionadas en la Tabla 1 del capitulo anterior, donde la
superestructura molecular del poro se sostiene en una relacién estequiométrica
entre las moléculas organicas y las de agua igual para todos ellos (Ec. 1). Esta
ecuacién representa, formalmente, un método general de sintesis de
agrupamientos moleculares que se auto-ensamblan siguiendo una informacion
concreta que se modula en disolucion; esto es, antes que la nucleacion a solido
tenga lugar. El resultado experimental se puede valorar también, como la
sintesis de agrupaciones moleculares de agua a partir de agua liquida. Aunque
estas dos conclusiones se pueden estudiar de forma independiente, se ha visto,
y el capitulo anterior es un ejemplo, que las moléculas organicas y el agua
forman un todo y son, en su conjunto, la respuesta a los requerimientos
quimico-fisicos de la consecuencia termodinamica de compensacion

entalpia/entropia que hace operativa esta ecuacion.

M+ mH0 —— M(H,0) = M, o+ (H,0),,
(mondmeros) (agua liquida) (poro hidratado) (poro anhidro) (agregado de agua)
Ecuacion 1

La Ec. 1 es general y no se circunscribe sélo al modelo objeto de nuestro
estudio. Puede ser la simplificacion de un proceso bioldgico, por ejemplo, el
plegamiento de una enzima o el reconocimiento entre biomoléculas. En estos
casos, no se puede tampoco cometer el error de explicar el resultado
analizando el comportamiento del material organico de forma independiente del
agua que lo causa. Las agrupaciones de biomoléculas son datos de biologia
estructural que resultan incapaces, por si solos, de explicar las causas que
dieron lugar a tales agrupamientos. Hemos publicado un modelo de sintesis de
poros basados en estos conceptos.'!?

Una ventaja interesante de nuestros modelos es que, con independencia de
cual sea el mondmero que estructure el poro, la relacidn mondmero/agua es la
misma y en la serie de estructuras (+)7°2H,0-(+)12:2H,0, esta relacién es
1/2, siempre que nos situemos entre los parametros que limitan el equilibrio
representado en la ecuacion anterior. Puesto que el nimero de moléculas de

agua es idéntico en todos los poros y los diametrosde los mismo son distintos,
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la estructura del agua confinada difiere de un poro a otro y la dinamica que
relaciona las interacciones de las moléculas de agua entre si y con las paredes
de poro, también es diferente.

Se calcula que el nimero promedio de enlaces por puentes de hidrégeno de las
moléculas de agua con sus vecinas en agua liquida a 25 °C es de 3.5.1*° Estos
enlaces estan continuamente sometidos a procesos de ruptura y formacion de
otros nuevos, en una escala de tiempo que se mide en subpicosegundos. El
movimiento promedio asociado a los reagrupamientos de los enlaces de
moléculas en agua liquida se calcula entre 0.1-10 ps.!** Cuando las moléculas
de agua entran en contacto con macromoléculas tales como las proteinas, el
movimiento de las moléculas de agua se ralentiza en mas de un orden de
magnitud con respecto al que ocurre en agua liquida.'* Un caso similar ha de
ocurrir en nuestros poros ya que la dinamica del agua contenida en cada uno
de ellos depende de las interacciones de las moléculas de agua entre si y con la
superficie interna de cada poro,'’® por lo que podrian evaluarse, en el
infrarrojo-lejano, de forma analoga a como se hace el estudio de la dinamica de
moléculas de agua en proteinas.'!’*8 119120 | 3 comprobacién experimental de
las diferentes dindmicas que ocurren en los poros sintetizados, es el
antecedente de la investigacién que recopilamos para este capitulo relativo, al
efecto director que tiene el agua en la construccién de estructuras en estado
sélido y de la enorme influencia que tienen las estructuras locales del agua en

el desarrollo de las distintas superestructuras que se sintetizan.

1141, Ohmine, S. Saito, Acc. Chem. Res., 1999, 32, 741-749.

155 K. Pal, J. Peon, B. Bagchi, A. H. Zewalil, J. Phys. Chem. B, 2002, 106, 12376-12395.

116 K, Schrock, F. Schroder, M. Heyden, R. A. Fischer, M.Havenith, Phys. Chem. Chem. Phys.,
2008, 10, 4732-4739.

117, Born, S. J. Kim, S. Ebbinghaus, M. Gruebele, M. Havenith, Faraday Discuss., 2009, 141,
161-173.

118 5, Ebbinghaus, S. J. Kim, M. Heyden, X. Yu, M. Gruebele, D. M. Leitner, M. Havenith, J. Am.
Chem. Soc., 2008, 130, 2374-2375.

119 . Heugen, G. Schwaab, E. Bruendermann, M. Heyden, X. Yu, D. M. Leitner, M. Havenith,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2006, 103, 12301-12306.

120 5. Epbinghaus, S. J. Kim, M. Heyden, X. Yu, U. Heugen, M. Gruebele, D. M. Leitner, M.
Havenith, Proc. Natl, Acad. Sci. U. S. A., 2007, 104, 20749-20752.
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2.2 Antecedentes y objetivos.

En un estudio precedente, cuyos resultados han sido objeto de una reciente
publicacion,**! se comparan las absorciones en el infrarrojo lejano (FIR) de los
dos poros hidratados de menor didmetro, (+)11:2H,0 y (£+)12-2H,0 (4.2-6.5
R), y el de didmetro mayor (£)7-2H,0 (5.9-9.4 A), con una estructura que
aunque hidratada no forma poro (£)28:1/2H,0 y las estructuras anhidras
(£)17 y ()25 (Esquema 3).

HOH,C cooH HOHC
0—

RY R

COOH HOH,C

7;R,=R, =CH,CH,
11; R, =R, = CH,CH:CH,
12; R, = CH,CH:CH,; R, = (CH,),CH, 25 28
17; R, =R, = (CH,),CH:CH,

Esquema 3. Seleccién de moléculas de las Tablas 1y 2 utilizadas en este estudio.

La Figura 24 (superior) compara los espectros de transmision de FIR en la
region entre 50 y 670 cm™ de las estructuras formadas por los poros
(£)7°2H,0, (£)11-2H,0 y (£)12:2H,0 con la anhidra (£)17. Por debajo de los
400 cm™ las estructuras hidratadas que forman poros, en promedio absorben
mas que la estructura anhidra pero no con diferencias tan notables como para
sostener un estudio diferenciador claro. Entre las hidratadas, las que exhiben
un mayor confinamiento del agua (poros de diametro mas pequefio) absorben
mas que la que dispone de mas espacio en el interior del poro (poro de mayor
diametro). Estas observaciones estan muy de acuerdo con estudios
publicados!!® en espectroscopia THz, que demuestran que el agua que solvata a
la molécula de lactosa tiene un coeficiente de absorcion mayor que el agua
liquida, en el rango de frecuencias entre 75 y 90 cm™. El mismo efecto se
observa también en el agua de solvatacion de proteinas.!'”'® El agua de
hidratacion restringe su dinamica de forma igual que los agregados de agua

que se mueven en los poros mas estrechos. En la regién entre 400 y 570 cm™,

121 N, Pérez-Hernandez, T.Q. Luong, C. Pérez, 1.D. Martin, M. Havenith, Phys. Chem. Chem.
Phys., 2010, 12, 6928-6932.
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hay una notable diferencia entre los poros hidratados y la estructura anhidra.
Los primeros absorben aproximadamente un 16-24% mas que el ultimo.
Ademas, si se compara el espectro de (+)11:2H,0 con los de estructuras que
no forman poro, (+)17, (£)25 y 28'1/2H,0, se ve también que la absorcion de
estos Ultimos es sensiblemente menor que la del poro hidratado (£)11-2H,0
(Figura 24, inferior). Esto indica y sin lugar a dudas, que la mayor absorbancia
de éste en la regién entre 400 y 570 cm™ es debida al agua de solvatacién que

se encuentra en el interior de los poros.

o
it

Transmittance
e
i

(¥)12-2H,0
0.5- e (£)11-2H,0
#)17

°
©

Transmittance
e
-]

o
N

(£)11-2H,0
)17

100 200 300 400 500 600
Wavenumber (cm-1)

Figura 24. Espectros de transmision FIR, Teraherzios (THz), entre 50-670 cm™ ~ 1.5-20.3 THz,
donde se comparan: (espectro superior) tres poros hidratados y una estructura anhidra y
(espectro inferior) un poro hidratado y tres estructuras, una de ellas hidratada, que no forman
poros.

La Figura 25 compara los espectros de absorcidn medidos en FIR de los seis
compuestos utilizados en este trabajo.'?! Los espectros de todos ellos exhiben
absorbancia relativamente pequefia, salvo en la regién 400-570 cm™, donde los
que forman poros hidratados tienen una absorbancia significativamente mayor

que el resto.
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Con el fin de comparar los resultados obtenidos con los del agua y el hielo, se
midieron las absorbancias del hielo (a -5°C) y del agua liquida a diferentes
temperaturas en el mismo rango de frecuencias. Los resultados se muestran en
la Figura 26. La absorbancia del hielo muestra su caracteristico maximo de
absorcién a 200 cm™ y un amplio minimo entre 300 y 500 cm™. En frecuencias
por encima de 500 cm™ ocurre un incremento muy rapido en la absorcién del
hielo. Las graficas mostradas en la Figura 26 coinciden con las publicadas'*
para el espectro de absorcién del hielo a 100 K en el mismo rango de
frecuencias. La absorbancia del agua liquida muestra un pequefio maximo a
150 cm™ acompafiado de un amplio maximo en el rango 400 y 570 cm™. Una
simulacién del espectro de absorcién FIR!% y datos experimentales usando
espectroscopia de transmision*?* predicen similares valores de absorbancia para

el rango en estudio.

—72H.0
304 2
| 11'2H20
25 444*122FEO
—17
20+ 25

28-%4H,0

15+

10+

ATR-Absorbance x 10°

100 200 300 400 500 600
Wavenumber (cm™)

Figura 25.Espectros de absorcién a 20 °C, en la region FIR comprendida entre 50 y 650 cm,
de todos los compuestos utilizados en este estudio.

122 3 E. Bertie, H. J. Labbe, E. J. Whalley, J. Chem. Phys., 1969, 50, 4501-4520.
1233, T. Kindt, C. A. Schmuttenmaer, J. Chem. Phys., 1997, 106, 4389-4400.
124 C. Robertson, B. Curnutte , D. Williams, Mol. Phys., 1973, 26, 183-191.
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Figura 26. Espectro que mide la absorbancia del hielo y la dependencia del agua liquida con la

temperatura en el rango de temperaturas 0 a 20 °C. Se resalta, dentro de la figura, el cambio

de absorbancia para el agua liquida en el rango 400 a 570 cm™ a distintas temperaturas (0, 5,

10, 20 °C), comparada con la correspondiente a 0 °C. La absorbancia del agua liquida crece de
forma casi lineal cuando la temperatura se incrementa.

Una comparacién con las medidas obtenidas en nuestros poros, demuestra que
la causa de la absorbancia que se observa, en el rango de frecuencias referido,
es debida al agua que se encuentra atrapada en los poros. Ademas, tal y como
se muestra en la grafica que se incluye en el interior de la Figura 26, la
absorbancia del agua liquida aumenta cuando lo hace la temperatura, de
acuerdo con datos experimentales previos que se obtienen haciendo medidas
de transmisién.'”® El incremento es practicamente lineal y del orden 1.1x10™
por cada grado centigrado.

Con el fin de comparar las similitudes y diferencias del agua confinada en los
poros con el agua liquida, se midieron en el mismo rango de temperaturas,
entre -5 0C y 20 °C, los espectros de las seis estructuras del estudio. La Figura
27 muestra los espectros del poro hidratado (£)11:2H,0 y el compuesto
anhidro(+)17. Las estructuras, a pesar de que las moléculas son similares
tienen un comportamiento muy diferente. Mientras que la absorbancia del
compuesto anhidro ()17 no cambia con la temperatura (Figura 27, inferior), la

absorbancia del compuesto (£)11:2H,0 aumenta de forma constante con la

125 4 R. Zelsmann, J. Mol. Struc., 1995, 350, 95-114.
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temperatura, especialmente en el rango de frecuencias entre 400 y 570 cm™,

exactamente lo mismo que en el agua liquida.

25] ——112H,0_5°C
——11:2H,0_0°C
——112H,0_5°C
——11:2H,0_10°C
——11:2H,0_20°C

20

154

104

ATR-Absorbance x 10°

ATR-Absorbance x 10°

400 440 480 520 560

Wavenumber (cm'1)

ATR-Absorbance x 10°

100 200 300 400 500 600

Wavenumber (cm'1)

Figura 27. (Izquierda) Dependencia del espectro de absorcion del hidrato (£)11-2H,0 con la
temperatura, en el rango entre -5 °C y 20 °C (espectro superior), y un estudio equivalente
para la estructura anhidra no porosa (£)17 (espectro inferior). Se observa, para la estructura
hidratada, un incremento caracteristico similar al encontrado para el agua en el rango de
frecuencias entre 400 y 570 cm™. Mientras que la absorbancia en (+)11-2H,0 se incrementa de
manera uniforme con la temperatura, el compuesto (£)17 se mantiene independiente de los
cambios de temperatura en el rango estudiado.(Derecha) Ampliacién de los espectros en la
zona de frecuencias: 400 - 570 cm™.

Esta observacion es un fendmeno general que ocurre en todos los modelos que
se estudiaron; esto es, independencia de la absorbancia con la temperatura en
los compuestos que no mantienen estructura porosa y dependencia de la
absorbancia con la temperatura cuando la estructura es de poro hidratado.
Estos resultados reafirman la asignacion hecha de que la absorbancia en el
rango 400-570 cm™ se debe al agua enclaustrada.

La Figura 28 muestra un estudio comparativo entre los compuestos (£)7:2H,0,
(£)11-2H,0 y (£)17 con el agua liquida, en el rango de frecuencias entre 400
y 570 cm™.. El cambio en absorbancia del poro (£)7-2H,0 (de didmetro 5.9-9.4
R) es muy similar al que se observa para el agua liquida. El cambio es también
mayor al observado para (+)112H,0 (de didmetro 4.2-6.5 A). Esta
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observacion no es particular para estas dos estructuras, sino que se observa de

forma general el mismo efecto en todas las muestras estudiadas.

——0°C
———5°C .
10°C Liquid water
——20°C
3 7-2H.0
c 2
®
£
(@]
2
< 11-2H,0
o —
|_
<
/ 17
\====,
400 440 480 520 560

Wavenumber (cm"1)

Figura 28. Comparacion con el agua liquida de la variacion de la absorbancia con la
temperatura de los compuestos con estructura de poros hidratados, (£)7°-2H,0 y (+)11-2H,0,
y la estructura anhidra (£)17. El estudio demuestra que cuanto menor es el confinamiento del
agua, poro de diametro mas largo, mayor es el parecido con el agua liquida de la ganancia en

absorbancia con la temperatura.

Esta investigacidon permite hacer, de manera experimental, una valoracion
cualitativa de la dindmica del agua y su dependencia con el diametro del poro.
Demuestra también la sensibilidad de la espectroscopia FIR como metodologia
para medir agua en el interior de estructuras a nivel de sub-nanoporos.

La conclusion de este estudio experimental se resume en las graficas que se
muestran en la Figura 29, donde se comparan las variaciones de la absorbancia
con la temperatura en todos los modelos elegidos para el estudio. En el caso de
(£)7-2H,0 se obtiene un incremento lineal aproximado a 1.0x10™ por 1 °C. Es
muy similar al que se obtiene para el agua liquida. Cuando los poros son mas
estrechos, (£)11:2H,0 y (£)12:2H,0, el incremento en absorbancia que
exhiben es menor. Las moléculas de agua en estos poros mantienen una
"dinamica" superior a la de las moléculas de agua en el hielo, pero inferior a la
del agua liquida y a la contenida en el poro (x)7:2H,0. Por tanto, su

absorbancia es menos dependiente de la temperatura que la del agua liquida.
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Aqui la "dinamica" se refiere a la absorbancia en espectroscopia THz, lo que

esta ligado a la dinamica de solvatacion.

34 —-—7-2H20
—+—112H,0

—v—A17
25
28%4H,0

N
1

3
AATR-Absorbance x10
»
\O

5 0 5 10 15 20
Temperature (°C)

Figura 29. Cambios en la absorbancia comparada con la observada a -5 °C, en el rango de
frecuencias entre 400 y 570 cm™.. Para la estructura que no forma poro, aunque hidratada,
(£)281/2H,0, y los compuestos anhidros (+)17 y (£)25, la absorbancia es independiente de
la temperatura. Los poros hidratados (£)11:2H,0 y (£)12:2H,0, observan un incremento lineal
con la temperatura. El incremento en absorbancia en el poro hidratado (+)7:2H,0 es el mayor
de todos, similar al del agua liquida y casi el doble de sus homdlogos de menor diametro.

El espectro de absorcién en THz esta relacionado con las fluctuaciones rapidas
de los momentos dipolares de las moléculas de agua.'*! La absorbancia en esta
region del espectro describe las fluctuaciones del patrén de puentes de
hidrégeno en el agregado de moléculas de agua, lo que se debe en parte a la
constante ruptura y formacién de nuevos enlaces de las moléculas de agua
entre si. Nos referimos a que esta ruptura y reformacion de enlaces por
puentes de hidrogeno tiene lugar en un tiempo de escala de picosegundos,

cuando se describe que el agua es mas o menos "dinamica".

nM  + mH,O — M(H,0), = M, + (H,0),,
(mondmeros) (dgua liquida) (poro hidratado) (poro anhidro) (agregado de agua)
Ecuacién 1

Si analizamos estos resultados en el contexto de la Ec. 1, encontramos que la
estructura de los agregados de agua depende de la molécula organica que

habilita el poro y es consecuencia del proceso termodinamico que permite que
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el ensamblaje molecular tenga lugar. Disefiar y construir estructuras
moleculares se sustenta en dos necesidades: (/) conocer el mecanismo que
opera en el ensamblaje y (/) evaluar los parametros energéticos por los que
opera el mecanismo. Soélo asi se posibilita la discriminacién de otras alternativas
que, en un proceso abierto, pueden ser posibles en un marco de geometria
fractal.!?®

El agua, tanto en formas ordenadas como desordenadas, juega un papel
estabilizador en los compactos de las moléculas organicas, por lo que han de
considerarse como un aspecto integral del sistema.'?”"!*® Este es un punto de
referencia muy importante en nuestro proyecto, que trata de entender el efecto
“director” que el agua tiene en los empaquetamientos de las moléculas
organicas.!!%11312% Queremos, como objetivo, entender como el agua dirige las
moléculas organicas en la construccion de estructuras predeterminadas, al
tiempo que desestabiliza el resto de alternativas. En el trabajo que se describe
a continuacion se quiere probar que, desde las bases que permitieron la
construccion de poros a escala subnanométrica, es posible construir estructuras
tubulares a escala micro y macro bajo el efecto director de las moléculas de

agua.

126 M, D. Eddleston, W. Jones, Crys. Growth Des. DOI: 10.1021/cg900969n.

127G, Li, L. Li, J. Boerio-Goates, B. H. Woodfield, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 8659-8666.

128 E C. Spencer, A. A. Levchenko, N. L. Ross, I. Kolesnicov, J. Boerio-Goates, B. F. Woodfield,
A. Navrotsky, G. Li, J Phys. Chem. A 2009, 113, 2796- 2800.

129 pW. Fenimore, P. H. Frauenfelder, B. H. McMahon, F. G. Parak, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S5.A., 2002, 99, 16047-16051.
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2.3 Materiales y métodos.

Los cristales estudiados se prepararon segun el siguiente protocolo: A una
solucién agitada vigorosamente de la molécula racémica 11 en tetracloruro de
carbono (promedio de concentracién 2x1073 - 8x10° M, 30 mL), se adiciona
lentamente agua (1.0 ml). Después de la adicidon de agua, la muestra se dejo
reposar en un desecador que mantiene humedad. Con el tiempo, la solucién
deposita, en alto rendimiento (~95%) y en una relacién variable que depende
de la concentracidon de la disolucion, cristales constituidos por tubos total o
parcialmente huecos en su interior. El resto del material que cristaliza (~5%)
forma columnas sdlidas de estructura poligonal, normalmente en forma de
prismas hexagonales. La aplicacién de este protocolo a las moléculas racémicas

7 — 12 (Tabla 1) conduce a resultados equivalentes.

2.3.1 Microscopia dptica.

Las fotografias que aparecen en el texto como Figura 30, fueron realizadas con
una camara digital Nikon D300, Nikkon Macro 105 mm, lentes VR con sistema
de adaptacién Nikon R1. Las fotografias fueron realizadas por el Prof. Carlos
Herrera, Estacion Bioldgica de Dofiana, CSIC, Sevilla.

Las microfotografias incluidas en la Figuras 33 y 34, se obtuvieron con un
microscopico dptico Olympus BX61, en luz de transmision (Fig. 33E-F, Fig. 34A-
C) y en epifluorescencia (Fig. 33A-D, Fig. 34D-F) usando luz ultravioleta
(excitacion BP360-370) y filtro para emision (BA420). Este trabajo se realizo en
el Servicio General de Investigacion en Microscopia, CITIUS, Universidad de

Sevilla.

2.3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Las imagenes de microscopia electronica de barrido SEM-FEG se obtuvieron de
un instrumento Hitachi S-4800 a 2.0 Kv y de un JEOL JSM-540 a 1.0 Kv. Las
muestras se montaron sobre carbono en una capsula y fueron metalizadas con

oro para reducir el deterioro durante el andlisis (Figuras 31 y 32). Estas
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medidas fueron realizadas por la Dra. M. Carmen Jiménez, Instituto de
Materiales, CSIC, Sevilla.

2.3.3 Difraccion de rayos-X en polvo (PXRD).

El espectro de difraccion de rayos —X en polvo se realizd en un difractometro
Siemens Kristalloflex D500 con radiacién Cu Ka, longitud de onda 1.5406 &, y
contador de centelleo. Los datos se recogieron entre 3° y 30° 20 a temperatura
ambiente. El experimento fue realizado por el Dr. Angel Justo, Servicio de

Difraccidon de Rayos-X, Instituto de Materiales, CSIC, Sevilla.

2.4 Discusion de resultados.

La cristalizacién de cualquiera de las moléculas que por estudios de difraccidn
de Rayos X en monocristal, muestran que estructuran a escala subnanométrica
formando poros hidratados (+)7:2H,0-(+£)12:2H,0 (Tabla 1), conduce a
resultados similares de formacion de tubos huecos, semi-huecos y columnas
poligonales sdlidas, en proporciones que son, sobre todo, dependientes de las
concentracion de la disolucién. El resto de las moléculas que se describen en las
Tablas 1-3 no producen cristales bajo ninguna de las formas que aqui se
especifican. El trabajo que se comenta a continuacion se refiere al estudio
realizado sobre la molécula 11, por ser de la que se dispone mayor cantidad,
por lo que las conclusiones que se extraen resultan generalizables a cualquiera
de las moléculas racémicas 7 — 12, asi como a sus diasteroisdmeros que
también se han sintetizado.**°

La formacién de estas estructuras tubulares ocurre sin afectar la estructura
cristalina del monocristal, lo que se confirma por el difractograma de rayos-X en
polvo obtenido de los tubos, que demuestra mantener el mismo patron de
difraccion discutido en el capitulo anterior para el compuesto (+)11:2H,0. El
examen por microscopia optica y electronica de las estructuras tubulares indica

que sus dimensiones son muy variables. Desde ~100 nm a ~100 pym de

130 Cirilo Pérez, Matias Lopez, Ezequiel Quintana, Julio Delgado, resultados no publicados.

-69 -



didmetro y desde 500 nm hasta casi 2 cm de longitud. Los tubos mayores
obtenidos fueron de mas de 1.0 mm de ancho y mas de 1 cm de longitud.

La Figura 30(A) muestra una seleccidn de cristales que pueden ser observados
a simple vista. Debido a su gran transparencia, se puede diferenciar los tubos
completamente formados de los semi-tubos. Los semi-tubos son muy simétricos
y muestran las oquedades sobre ambas bases de la estructura prismatica sin
llegarla a perforar totalmente.

La Figura 30(B) corresponde a una muestra representativa, sin seleccion previa,
de cristales recién preparados. Cuando son pequeiios, la mayoria son columnas
sblidas, no huecas, en forma de prisma hexagonal. La ampliacion que se
muestra en la esquina inferior derecha de la Figura 30(B) revela la gran
variedad de didmetros, formas y tamafios de estructuras tubulares que se
pueden obtener. Todos fueron crecidos bajo las mismas condiciones, aunque
algunos de ellos han tenido mas tiempo de cristalizacion que otros, antes de ser
separados de la disolucion. En tiempo, la diferencia mayor entre unos y otros
fue de 48 horas. A pesar de que todos ellos son resultados de las mismas
condiciones de temperatura y saturacion, la variedad es muy grande, lo
que demuestra que el tamafio y forma de cada cristal es muy sensible a los
parametros de crecimiento “locales”, que les afectan de forma individualizada.
Parece como si la estructura tubular se formara con el crecimiento: los mas
pequefios son sdlidos, le siguen en dimensién los semi-tubos, y finalmente las
estructuras tubulares. Esto podria interpretarse como que las caras externas del
prisma tienen un crecimiento mayor que las bases, lo que se traduce en la
formacion de un hueco durante el crecimiento del cristal. Cualquier material
puede cristalizar formando estructuras tubulares siempre y cuando se dé esa
circunstancia; sin embargo, como veremos mas adelante, este régimen de
crecimiento nada tiene que ver con el modelo en estudio ya que, entre otras
cosas, no explicaria la formacién integra de los tubos.

El agua es muy importante para mantener la estructura tubular. Bajo corriente
de nitrégeno o argdn, la estructura del cristal pierde transparencia vy

cristalinidad y gradualmente se colapsa. Sin embargo, no experimentan
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cambios cuando se someten a una corriente de aire himedo, o se sumergen en

agua durante meses a temperatura ambiente (25-30 °C).

Figura 30. Imagenes de tubos formados por cristalizacion de la molécula racémica 11. Las
fotografias fueron hechas con una camara digital y los cristales se depositaron sobre un papel
de color rojo. (A) Los cristales fueron seleccionados y esparcidos sobre el papel para mostrar el

alto grado de transparencia de los mismos. Se puede distinguir: tubos (b), semitubos (a) y
tubos unidos por la base (c). (B) Conjunto de cristales amontonados segun se sintetizan y sin
seleccion previa. Se puede observar la perfecta estructura de prisma hexagonal de la mayoria

de ellos, y la gran variedad de diametros y formas que simultanean en el proceso de
cristalizacion. Los cristales son muy transparentes e incoloros. Como ocurre con los cristales de
nieve, amontonados parecen de color azul claro debido a que la radiacion roja se absorbe de
forma mas rapida que la azul.

El examen en microscopia electrénica de barrido (SEM) revela que los tubos son
muy sensibles a la radiacidn electrénica (Figura 31). Aunque los estudios SEM
son de baja radiacidn, las imagenes muestran lo fragiles que son y la variedad
de sus dimensiones (promedio de didmetros 300-500 pm y longitud 5.0-10 mm,
con un grosor de paredes muy amplia 250-400 um). Las pequefas roturas que
aparecen en la superficie son probablemente debidas a la pérdida de agua al
hacerse el vacio durante el analisis SEM. Durante el crecimiento de los cristales
puede que ocurra la insercidon de unos tubos en otros. Otra posible explicacion
es que, variedades laminares del cristal se enrollen una sobre otras, creando los
acoplamientos coaxiales que se observan en la Figura 32. Con independencia

1

de cudl sea el mecanismo preciso que opere,*! este fenémeno de

empaquetamiento hidrofdbico podria ser una versidon experimental de los

131D, Yan, Y. Zhou, J. Hou, Science 2004, 303, 65-67.
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simulados reversibles de ensamblaje de nanotubos de carbono de didmetros
diferentes en agua.'*?

Durante la preparacion de las muestras para los estudios de SEM, resultd muy
dificil orientar los tubos de forma que quedaran los mas perpendicular posible

y en la direccidon en que se efectla la vision, por lo que es dificil saber por esta

técnica si los huecos se extienden totalmente o no a través de los poros.

Figura 31. Imagenes SEM de baja resolucion de tubos preparados de (£)11 mostrando la
destruccién parcial que produce la técnica. (A) Poro poligonal, (B) poro octogonal, (C) poros

hexagonales, (D) poro altamente destruido por excesiva exposicion al bombardeo electronico.

Las imagenes en microscopia Optica de los tubos colocados en orientacion
vertical, confirman, plenamente, las estructuras tubulares de las muestras, al
tiempo que muestran la muy pobre definicion y elevada irregularidad en las

formas de los huecos (Figura 33).

132 3, Zou, B. Ji, X. Q. Feng, H. Gao, Nano Lett. 2006, 6, 430-434.
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Figura 32. Imagenes SEM de baja resolucién de tubos formados por ()11 que muestran la
insercion de un poro de menor diametro en otro de diametro mayor.

La formacidn espontanea de cristales de moléculas organicas formando tubos,

es poco usual pero no desconocida, y son varios lo mecanismos descritos para

justificar su formacion, 3313413

Figura 33. Microscopia optica de imagenes de tubos de (+)11 de diferentes diametros vistas
desde una posicién vertical. Las imagenes (A-C) muestran la base hexagonal de la mayoria de
las estructuras tubulares. El tamafio de los huecos interiores varia de un cristal a otro y la forma
es muy irregular. (D) Visién superior de un cristal sélido donde se puede observar, justo en el
centro de la base, la formacion incipiente del poro. (E y F) Vision con luz de transmision donde
se puede apreciar el alto grado de desorden vy falta de cristalinidad que existe en las bases de
los prismas y poros.

Cada uno de los mecanismos propuestos se basan en las particularidades de las
estructuras quimicas de las moléculas que forman los tubos. Asi, la mayoria de
los tubos que se forman desde estructuras organicas disponen de poro interior

con una perfecta geometria circular como la de los nanotubos de carbono; por

ejemplo, los tubos de péptidos amiloides,**'*” [ipidos,3®!39110141 Zcidos

133y, Yin, R. M. Rioux, C. K.Erdonmez, S. Hughes, G. A. Somorjai, A. P. Alivisatos, Science
2004, 304, 711-714.

134 X, Zhang, X. Zhang, W. Shi, X. Meng, C. Lee, S. Lee, Angew. Chem. Int. Ed. 2007,41525-
1528.

1353, Park, H. Zheng Y.-w. Jun, A.P. Alivisatos, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 13943-13945.
136 K, Lu, 1. Jacob, P. Thiyagarajan, V. P. Conticello, D. G. Lynn, J. Am. Chem. Soc. 2003,

125, 6391-6393.

137 H. Yokoi, T. Kinoshita, S. Zhang, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2005, 102, 8414-8419.

138 3, M. Schnur, Science 1993, 262, 1669-1676
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biliares,'** o derivados de glutamato,** lo que sugiere caracteristicas intrinsecas
comunes de estas moléculas, todas ellas de naturaleza anfifilica, que operan en
la organizacién de sus auto-ensamblajes.

Cuando se siembra una solucion de CClsy/H,0 saturada de (+)11 con un cristal
pequefio de forma tubular, el crecimiento lineal del cristal continda aunque muy
lentamente. Con el fin de estudiar el proceso de formacién del tubo y de la
evolucidon de su morfologia con el tiempo, se hizo un estudio detallado que se
siguid por microscopia Optica. La alta transparencia de los cristales permite
observar el crecimiento de las oquedades mediante vision lateral de los mismos
(Figura 34).

Figura 34. Evolucién temporal de la morfologia de cristales de (+)11 en disolucién: Las
imagenes son de microscopia optica y la vision es lateral. (A-C) muestras diferentes de semi-
tubos obtenidas después de un crecimiento de 6-12 horas. Interesante observar la simetria de
los semi-tubos en su etapa de formacion. (D)Vision vertical de los fragmentos de ruptura del
cristal de la microfotografia (A) sobre el lugar indicado por las flechas azules que muestra que
el poro aun no se ha formado en la zona donde se produce el corte. (E) Semi-tubo de la
microfotografia (B) después de 1-2 dias de ser repuesto en la disolucion. (F) La misma
operacion del cristal de la microfotografia (C) recolocado en la disolucién y mantenido por un
tiempo extra de una semana. En (E) y (F) el hueco de los poros los marca el color azul mas
intenso, las flechas amarilla sefialan, en ambos casos, el grosor de las paredes de los poros.

139 3, Fuhrhop, W. Helfric Chem. Rev. 1993, 93, 1565-1582.

140 M, S. Spector, K. R. K. Easwaran, G. Jyothi, J. V. Selinger, A. Singh, J. M. P. Schnur, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1996, 93, 12943-12946.

141y, Zhao, N. Mahajan, R. Lu, J. Fang, Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A 2005, 102, 7438-7442.

12 D, S. Chung, G. B. Benedek, F. M. Konikoff, J. M. Donovan Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
1993, 90, 11341-11345.

143 N. Nakashima, S. Asakuma, T. Kunitake, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 509- 510.

-74 -



Figura 34(A-C), semi-tubos obtenidos después de 6-12 horas. Es importante
hacer resaltar la simetria, marcada por el color mas intenso en las zonas
perforadas de los cristales que forman semi-tubos. Es posible que estos tipos
de cristales se hayan obtenido con anterioridad, aunque sin ser reconocidos,
debido a la dificultad de distinguir, en cristales pequefios, los tubos de los
prismas solidos. La micro-fotografia 34(D) muestra en orientacion vertical los
fragmentos producto de cortar el semi-tubo 34(A) en la zona indicada por las
flechas azules. Se puede observar la ausencia de poro en la seccién del corte.
La Figura 34(E) muestra al semi-tubo 34(B) depués de dos dias mas en la
disolucion. La Figura 34(F) se corresponde con el cristal 34(C) después de una
semana mas en disolucion.

Desde un punto de vista tedrico,’* el mecanismo de formacién de estos
cristales implica el conocimiento previo de las situaciones que limitan el
equilibrio. Sin embargo, sobre las bases de la informacién experimental
acumulada, proponemos una aproximacion mecanistica basada en la

145,146,147,198 wdisolver y crecer”, que acredita la formacién de

propuesta
estructuras porosas en especies idnicas por intercambio de contra-idn. La
“disolucién” comienza en los centros de las superficies de ambas bases del
prisma y continla hacia el interior a lo largo del eje del prisma, lo que
gradualmente, convierte, al “crecer”, los prismas solidos en semi-tubos y
finalmente en tubos (Figura 35). La naturaleza hexagonal del prisma proviene
de la simetria del monocristal formado por apilamiento de anillos hexaméricos
de las moléculas organicas que configuran el cristal de estructura (£)11-2H,0
[Figura 35(A)]. La hidratacion y el empaquetamiento cristalino presente en
(£)11-2H,0 no se altera en la formacion de los tubos, lo que se confirma en

los difractogramas de difraccion de rayos-X en polvo.

%4y, Saito, 1996, Statistical Physics of Crystal Growth, Oxford: Oxford University Press. M.
Ohara, R. C. Reed, 1973, Modelling Crystal Growth Rates from Solution, Englewood Cliffs, NJ:
Prentice-Hall.

¥ F Li, Y. Ding, P. Gao, X. Xin, Z. L. Wang, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 5238-5242.

196 Ch.-J. Jia, L. D. Sun, Z.-G. Yan, L.-P. You, F. Luo, X.-D. Han, Y.-Ch. Pang, Z. Zhang, Ch.-H.
Yan, Angew. Chem. Int, Ed. 2005, 44, 4328-4333.

%7 A, Wei, X. W. Sun, C. X. Xu, Z. L. Dong, Y. Yang, S. T. Tan, W. Huang, Nanotechnology
2006, 17, 1740-1744.

8y, S. Zhao, J. Xu, A. Peng, H. Fu, Y. Ma, L. Jiang, J. Yao, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47,
7301-7305.
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Los defectos que mayormente se observan en el centro de las superficies
basales, son consecuencia de la pérdida de cristalinidad que ocurre por difusion
de moléculas de agua desde estas superficies. Como ocurre en la interfase
hielo-aire, en la interfase sélido-disolucién las moléculas de agua sélo estan en
la superficie del sélido parcialmente coordinadas a las moléculas organicas, lo
que facilita su difusion. La pérdida de las moléculas de agua de las superficies
basales del sdlido deja en mayor libertad las moléculas organicas que tienden a
“redisolverse” en la disolucidn, al tiempo que generan pérdida de cristalinidad y
defectos en las superficies que forman las bases de los prismas. Como
consecuencia se crea mayor concentracion de moléculas organicas, que se
localiza sobre las superficies desde donde se han disuelto y recristalizan sobre
zonas que ofrezcan mayor cristalinidad, esto es, los bordes de la superficie
basal, o dan lugar a la generacidn de nuevos estructuras sobre la superficie
exterior del prisma [Figura 35(B)]. Este proceso de “disolucidn-recristalizacion”
da lugar a la formacién de los huecos, que se inician desde ambas bases del
prisma, y al crecimiento de las paredes laterales o creacion de anillos
exteriores, que conducen a un aumento del diametro externo del cristal [Figura
35(B-D)]. Pero équé es lo que sincroniza el crecimiento simétrico en las dos
direcciones? La respuesta es, nada. El crecimiento viene conducido por las
concentraciones locales que se organizan sobre las bases de los prismas, por lo
que el desarrollo de ambos terminales resulta idéntico en cada cristal y
diferente entre cristales distintos. Este mecanismo explica varias de las
particularidades que se observan, por ejemplo, la formaciéon de tubos
concéntricos donde el tubo interior moldea la formacién del exterior (Figura
32), o la gran diversidad de cristales que se originan en cada cristalizacion
debido a que los cristales crecen seguiin concentraciones particulares a cada uno
de ellos. La agitacion esporadica de la disolucidon conduce a la homogeneidad

de los cristales debido a la eliminacidon de concentraciones locales.

-76 -



Subnanoporos Microporo

Prisma sélido

..... . Macroporo

.
A} 7
[
\\ '/I LT TTTTTES ~
W\, < S5
N ~< -
N7 1= == === 1
: T T
1 1
1 1
1 1
> \ ! !
,'H\ > : :
KR
/,‘\ 1 1
AN ! ! p
P ~4. 1 L-
[

\' 1 \ /
.
Se--yv

Figura 35. (A) (Izquierda) Empaquetamiento estructural de (£)11-2H,0, se selecciona el
apilamiento de cuatro anillos formados por hexameros moleculares. (Derecha) Representacion
esquematica del ensamblaje de cuatro anillos. (B) Ilustracion esquematica del proceso de
“disolucion-cristalizacion”. (C y D) Representaciones esquematicas que muestran vision superior
y lateral del crecimiento: prisma— semi-tubo—tubo.

pmmmmm

El “crecimiento” en la direccion del eje del prisma ocurre durante la primera
etapa de construcciéon de los semi-tubos. Hay un momento en que las

longitudes de las superficies laterales comienzan a disminuir y las nuevas
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cristalizaciones ocurren sobre estas superficies, produciendo un ensanche del
tubo [(Figura 35(D)]. Los cristales mas largos se corresponden siempre con
semi-tubos [Figura 30(A)].
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2.5 Material complementario
A continuacion se adjuntan las Figuras C1-C5 que visualizan en mayor detalle

los aspectos estructurales que se resaltan en las Figuras 30-34 del texto.

Figura C1. Imagenes fotograficas de cristales formados por crecimiento de (£)11:2H,0. La
naturaleza de los tubos y semitubos se puede distinguir con claridad a simple vista
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Figura C2. Cristales separados sin seleccion previa. Se puede observar la gran variedad de
estructuras tubulares presentes en una cristalizacion y la transparencia de los cristales
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Figura C3. Imagenes SEM en baja resolucidn de las estructuras tubulares sin la proteccion
previa de las muestras con una capa de oro. Se puede observar el alto deterioro que ocasiona
el someter las muestras al bombardeo electrénico.
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Figura C4. Imagenes SEM en baja resolucion de muestras previamente metalizadas con una
fina capa de oro. Las caracteristicas prismaticas de los tubos se puede observar bien, sin
embargo, estos se fragmentan con facilidad en el tratamiento.
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200 pm

Figura C5. Microfotografias de los tubos bajo luz ultravioleta. Visiones laterales y de tubos
colocados en posicion vertical. Es de notar la irregularidad y las variaciones tan grandes en los
diametros internos de los de los poros.
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2.6 Conclusiones.

Como resumen, se han preparado tubos de estructura poligonal de diametros
diferentes. A pesar de que es dificil justificar la estructura del prisma que

constituye el poro,'*1%

en este caso parece ser resultado del efecto director
del agua. El origen esta en la conduccion de la nucleacién por la formaciéon de
anillos hexaméricos, donde se alternan los enantidmeros en la interfase entre el
agua y el disolvente no polar usado en la cristalizacién. Dirigidos por el agua,
los anillos se apilan formando columnas uni-dimensionales, que se agrupan
formando prismas sdlidos de base preferentemente hexagonal. Estas
estructuras, cuando se mantienen en disolucién, continan su crecimiento para
terminar formando cristales tubulares de diversos diametros mediante un
proceso de “disolucidn-cristalizacion”. El crecimiento depende exactamente de
cdmo las moléculas de agua y del compuesto organico se reincorporan al
cristal. EI mecanismo es conceptualmente muy simple y no tiene mas dificultad
que el del auto-ensamblaje de las moléculas de agua, en la formacién de los
cristales de nieve o el de la formacion de cristales de calcita, por depdsito de
COsCa en el crecimiento de las puas en erizos. En ambos casos la evolucion del
crecimiento depende de la informacién contenida en los entornos del sélido. Sin
embargo, a pesar de la aparente sencillez, la fisica detras de estos procesos
esta muy lejos de ser entendida.

Podemos concluir que el denominado efecto “director” del agua es resultado,
como es toda la biologia, de la seleccion. No es que el agua y el compuesto
organico lleguen al compromiso “inteligente” de actuar siguiendo un protocolo
que se ha fijado de antemano. Lo que si parece ser, es que en el equilibrio
inicial estan desestabilizadas otras posibles alternativas, que si se manifiestan
en otros homdlogos del compuesto organico. Las moléculas organicas, 7-12
(Tabla 1), que conducen a la formacion final de estructuras tubulares, son el
resultado de una seleccidén que incluye, al menos, el resto de las moléculas que

se relinen en la Tablas 1-3.
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Capitulo 3

Aislamiento, purificacion y caracterizacion de extractos de esponja
CRAMBE CRAMBE.
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3.1 Introduccion.

El presente capitulo trata sobre el aislamiento, purificacion y caracterizacion de
una mezcla de crambescidina-816 y crambescidina-800 con una proporcion
aproximada de 3:1. Esta mezcla de compuestos se obtiene de la esponja

mediterranea Crambe crambe (Figuras 36 y 37).

Figura 36. Esponja Crambe crambe en su medio natural.

Figura 37. Resto de la esponja Crambe crambe despues de la extraccion.
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3.2 Aislamiento y Purificacion

La recoleccion de esponja Crambe crambe se realiz6 en el Parque Natural del
Estrecho en junio de 2008, en la Punta de Tarifa, buceando a 30-40 metros de
la costa y a una profundidad de 12-15 m. La esponja se colocd en acetona, en
el mismo barco, y conservd a baja temperatura en el laboratorio (4 ©C).
Después de maceracidon con acetona (48 horas por 3 veces, hasta agotamiento)
se realizd una disolucidn/suspensidon en agua y se extrajo con r+butanol. Las
fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtré a
través de placa filtrante y se llevd a sequedad. Se obtuvo un residuo seco de
102 g. El residuo se purificd por sucesivas cromatografias que se esquematizan
a continuacion. Todas las fracciones obtenidas se siguieron por TLC en silica,
desarrolladas con nbutanol:acido acético:agua (6:1.5:2.5; v/v/v) y reveladas
por inmersién en solucién de fosfomolibdico al 10% en etanol, y posterior

calentamiento. El producto buscado tiene un Rf de 0.45.
(1) Columna Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich)

e Caracteristicas de la columna

Longitud: | 66 cm

Diametro interno: | 4 cm
Vol. Total: | 829 mL
Vol. Elucién (60% VT): | 498 mL
Vol. Frac.: | 20 mL

Vol. muestra: | 20 mL

Flujo: | 3 mL/m

Extracto: | 2.1 g
Eluyente: | MeOH
Vol. muerto: | 300 mL

Se reunieron las fracciones que, segun la TLC correspondiente, contenian el

producto deseado.
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(2) Columna semipreparativa pu-Bondapak RP18 (Waters)

e Caracteristicas de la columna

Particula: 10 pm (didmetro medio de particula)
Dimensiones: | (7,8 x 300 mm)

Flujo: 1,55 mL/min

Deteccidn: UV a 230 nm

Eluyente: MeOH : NaCl (0,1M); (9: 1)
Muestra: 184 mg disuelta en 1,5 mL de MeOH
Inyeccion: 100 pL

Se obtuvo el siguiente cromatograma para cada inyeccion:

AU

Auto-Scaled Chromatogram

6.00

4.00
3.001

2.001

T | T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T | T T T ‘ T
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24 .00
Minutes

Cromatograma 1. Cromatograma obtenido luego de las 2 primeras columnas.

Recolectamos a partir del minuto 5 hasta el minuto 15, tomando fracciones

cada 30 seg. Cada fraccién fue llevada a sequedad en rotavapor, con lo cual

aparece un precipitado de color blanco, debido al NaCl. Se le anaden 2 mL
de CHCl; y se filtra a través de un ACRODISC GHP de 25 mm y 0.2 pm de

luz (Waters) a un vial de 2 mL, que se lleva a sequedad en corriente de

nitrdgeno. Se reunieron las fracciones que, segun la TLC correspondiente,

contenian el producto deseado.
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(3) Columna Xbridge

RP 18 (Waters)

Caracteristicas de la columna

Particula: 5 um (didmetro medio de particula)
Dimensiones: | 10 x 250 mm
Flujo: 5 mL/min
Deteccidn: UV a212 nm
Eluyente: Gradiente de MeOH : NaCl 0,1M
Muestra: 100 mg disuelta en 2 mL de MeOH
Inyeccion: 100 pL
Gradiente:
Tiempo | Flujo | %A | %B | %C | %D | Curva
5 60 0 40 0
1 5 60 0 40 0 6
45 5 75 0 25 0 6
45.10 5 60 0 40 0 6
60 5 60 0 40 0 6
Se obtuvo el siguiente cromatograma para cada inyeccion:
Auto-3caled Chromatogram
N
U.OUT &\\‘\Q‘
% 0.40 :k ] &\\\\\\
P . AN
[y Il (1\8.\\\\“\\\\\\“\‘\\\&
g }[ \ \\\
0.20+ | \
G % W
woH—— — §%§ %&vﬂ
0,3'3. t ‘S,bﬂl Y IﬁO'G\BI IJ .255&3] = ,20‘00! o ‘25¥OG ‘ .5000 ‘ 35(1]3 muo T JE,{{)D
t Minutes {
Fraccién 1 Fraccion 2 Fraccion 3

Cromatograma 2. Cromatograma obtenido luego de la 3 columna.
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Se obtuvieron tres fracciones cuyos cromatogramas se muestran a
continuacion. Cada fraccibn se sometid al mismo procedimiento de
concentracion, disolucion en CHCls y filtrado que el descrito anteriormente para
las fracciones obtenidas en la columna semipreparativa. Los cromatogramas
que siguen se realizaron en una columna Xbridge pero de dimensiones
analiticas (3,5 x 150 mm) y en las mismas condiciones que las de la

semipreparativa indicada anteriormente, inyectando en este caso 5 pL.

Auto-Scaled Chromatogram Auto-Scaled Chrom atogram

12 mg

o050 0.0 f
o.0s0] o.cs J\//

~
7
au

g

000 <o 000 o 2o 200 X0 ¥ | 0w | w0 200 sto "os £ 200 | 2800 00 W | wm | eso
Mtes s

Blanco Fraccion1
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN A7 AL, LSS 77

Auto-Scaled Chromatogram to-Scaled Chromatogram

47,5mg v i 186mg

0.20]

( I
i g
W\

Cromatograma 3. Cromatograma de cada fraccion obtenida.

fff/fffffff/ffff
AR L L L

En la Fraccién 2 se obtuvieron 57 mg de muestra que fueron utilizados para los

experimentos que se describen a continuacion.
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3.2.1 Estabilidad de la muestra

La muestra obtenida, seca y guardada a temperatura ambiente, permanece
inalterada con el tiempo. A continuacién se muestran dos espectros de RMN de
protdn de la misma muestra realizados el 22 de abril de 2009 y el 4 de
diciembre de 2009 (Figura 38):

22-04-2009

10.0 5.0 0.0

04-12-2009

Figura 38. Espectros de RMN de protdn de la muestra.
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3.3 Caracterizacion

Las crambescidinas 816 y 800 presentan un nucleo de guanidina pentaciclica
unido por una cadena lineal de w-hidroxi acido a una unidad de
hidroxiespermidina. La crambescidina 816 contiene un oxigeno adicional, que
forma un alcohol sobre el carbono 13, respecto de la crambescidina 800.
Extensos estudios de RMN han demostrado que la configuracién relativa de los
nlcleos pentaciclicos de las crambescidinas 816 y 800 son idénticos.'* La
configuracion absoluta del nicleo pentaciclico de la crambescidina-816 se
determind por degradacién oxidante,'® mientras que la configuracién absoluta
del carbono 43 de la cadena de espermidina fue asignada mediante el método

de Mosher.1*®

3.3.1 Resonancia magnética nuclear de 'H y 13C

Las sefiales de *H y *C correspondientes a las posiciones 1-34, 38, los protones
guanidinicos y el protén hidroxilico sobre el carbono 13 (ver Figura 39) de la
crambescidina-816 se asignaron en base a experimentos de RMN mono- y
bidimensional de la muestra. Las sefales restantes no se pudieron asignar.
Estas asignaciones realizadas concuerdan con los datos presentes en la

149a,151

bibliografia, excepto para la posicién 16 (Tabla 6).

3.3.1.1 Experimentos monodimensionales:

e H-RMN Secuencia utilizada: zg30, con 30° flip angle (dngulo de
aleteo).

e 13C-RMN Secuencia utilizada: zgpg30, desacoplado (power-gated) con
300 flip angle (angulo de aleteo).

e DEPT135 Secuencia de transferencia de polarizacion desacoplando

durante la adquisicion.

%9 (a) E. A. Jares-Erijman, R. Sakai, K. L. Rinehart, J. Org. Chem. 1991, 56, 5712-5715. (b) R.
G. S. Berlinck, J. C. Braekman, D. Daloze, I. Bruno, R. Riccio, S. Ferri, S. Spampinato, E.
Speroni, J. Nat, Prod. 1993, 56, 1007-1015.

130 E A, Jares-Erijman, A. L. Ingrum, J. R. Carney, K. L. Rinehart, R. Sakai, J. Org. Chem.
1993, 58, 4805-4808.

131K, 3. Rinehart, E. A. Jares-Erijman, US Patent 5,576,734.
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3.3.1.2 Experimentos bidimensionales:

e COSY Secuencia utilizada: cosygpmfph, de correlacion homonuclear,
sensible a la fase que utiliza gradientes para la seleccién de caminos de
transferencia de coherencia.

e HSQC Secuencia utilizada: Amgcgpgf, de correlacidn heteronuclear;
desacopla durante la adquisicion y utiliza gradientes para la seleccion de
caminos de transferencia de ¢

e oherencia.

e HMBC Secuencia utilizada: Ambcgpndgf, de correlacién heteronuclear
optimizada para acoplamientos a larga distancia; no desacopla durante la
adquisicién y utiliza gradientes para la seleccion de caminos de
transferencia de coherencia.

e NOESY Secuencia utilizada: noesygpph, de correlacion homonuclear a
través de acoplamientos dipolares, sensible a la fase y que utiliza
gradientes durante el tiempo de mezcla.

e TOCSY Secuencia utilizada: mlevph, de correlacion homonuclear

(Hartman-Hahn) con blogueo de spiny sensible a la fase.

OH

45
11 12 44

H
R 2

O 42 43 N
2 23 25 27 29 31 33 35 37
‘\\‘”\O 38 N\/\/NHZ
40
16 24 26 28 30 32 34 36 39 41
\! 17 O

R = OH, crambescidina 816
1 R = H, crambescidina 800

Figura 39: Estructura y numeracion de las crambescidinas 816 y 800.
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Una simple observacion de la estructura del “nucleo” nos permite diferenciar

tres sistemas de sp/n (cadenas azul, roja y verde) (Figura 40).

\L P

Figura 40. Tres sistemas de spin en el “nlcleo” de crambescidina-816.

En dicho sistema se observan cuatro protones aislados (singletes). La estrategia
aplicada es la seleccion de una senal caracteristica para el comienzo de la
asignacion y, en base a los espectros mono y bidimensionales, asignar sefiales
de 'H y !3C de cada sistema de spin. Luego se correlacionan los sistemas de

spin mediante experimentos de HMBC y NOESY.
Aplicando la estrategia anteriormente descrita se realizd una asignaciéon de la

crambescidina-816. En la Tabla 6 se detallan los valores asignados y se

comparan con los valores reportados en la literatura.
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Asignacion propuesta

J. Org. Chem. 1991, 56, 5712-5715

H-6a
H-6b
H-7a
H-7b

H-9a
H-9b
H-10
H-11a
H-11b
H-12a
H-12b
OH
H-14

H-16a
H-16b
H-17a
H-17b
H-18a
H-18b
H-19

H-20

H-23
H-24
H-25

H-26—
H-34

o (ppm)
0.87 (t, 7.2 Hz)
1.58-1.50 (m)
1.50-1.43 (m)
4.53-4.46 (m)

5.51-5.44 (d, 11.0 Hz)

5.71-5.63 (t, 8.6 Hz)
2.39-2.26 (m)
2.23-2.18 (m)
1.98-1.90 (m)
2.51-2.40 (m)
2.59-2.52 (m)
1.48-1.38 (m)
4.36-4.24 (m)
2.39-2.26 (m)
1.58-1.50 (m)
2.20-2.11 (m)
2.09-1.99 (m)

5.82 (s)

3.36 (s)
2.39-2.26 (m)
1.35-1.19 (m)

1.83-1.71 (m)

1.67-1.58 (m)

4.15-4.02 (m)
1.10 (d, 6.0 Hz)

4.15-4.02 (m)
1.67-1.60 (m)
1.37-1.28 (m)

1.28-1.20 (m)

C-1

C-2

c-3
C-4
Cc-5

C-6

C-7

C-12

C-13
C-14
C-15

C-18

C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26-
C-34
C-38

0 (ppm)
10.1

29.0

71.2
133.6
129.8

23.4

37.0
83.5
36.9
52.4

29.5

37.2

88.6
54.5
83.0

29.1

18.1

32.1

68.8
21.4
148.1
167.1
65.9
28.4
25.8

175.5

H-6a
H-6b
H-7a
H-7b

H-9a
H-9b
H-10
H-11a
H-11b
H-12a
H-12b
OH
H-14

H-16a
H-16b
H-17a
H-17b
H-18a
H-18b
H-19
H-20

H-23
H-24
H-25

0 (ppm)
0.88 (t, 7.0 Hz)
1.65 (m)
1.45 (ddq)
4.47 (brd, 10.0 Hz)
5.50 (brd, 11.0 Hz)
572 (brt)
2.37 (m)
2.19 (m)
1.95 (m)
2.40 (m)

2.65 (dd, 13.0, 4.5 Hz)

1.44 (t, 13.0 Hz)
4.29 (m)
241 (m)
1.60 (m)
2.20 (m)
2.00 (m)

3.46 (s)
1.87 (m)
1.65 (m)
1.70 (m)
2.00 (m)
1.35 (m)
1.72 (m)
3.96 (m)
1.12 (d, 6.5 Hz)

4.15 (t, 6.5 Hz)
1.62 (m)

C-1

C-2

C-12

C-13
C-14
C-15

C-18

C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25

C-38

0 (ppm)
10.1

29.0

71.2
133.6
129.7

25.8

36.8
83.5
36.8
52.4

29.7

36.8

88.6
54.4
83.0

41.5

18.0

32.0

68.7
21.4
148.0
167.1
65.9
28.4
25.8

175.4

Tabla 6 Desplazamientos quimicos de 'H y *C de crambescidina-816.
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Espectro 1. 'H RMN de la muestra de Crambe crambe.
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Espectro 2. 3C RMN de la muestra de Crambe crambe.
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En la siguiente figura se representa el nlcleo de la crambescidina-816 y la

asignacion de los protones realizada, que se indica en color azul.

2.39-2.26 2.20-2.11
1.58-1.50 H H H H 2.09-1.99
‘% O

4

0

4.36-4.24
H

1.48-1.38

2.59-2.52

1.98-1.90
2.51-2.40 H

2.39-2.26 H H /H
2.23-2.18 H, lig,y,
H
5.71-5.63 O

5.51-5.44 H CH2H

Figura 41. Asignacion de las sefiales del espectro 'H-RMN correspondientes al nlcleo de la
Crambescidina-816 (en CDCls).

Analogamente, se presenta la asignacion de los desplazamientos quimicos en

ppm (0) de los carbonos, que se indican en color rojo.

29.2-29.0 Cl 214

’
H3C 0.1

Figura 42. Asignacion de las sefiales del espectro *C-RMN correspondientes al core de la
Crambescidina-816 (en CDCls).
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En los espectros de H y °C de la muestra, ademas de las sefiales de la
crambescidina 816, se observan sefales asignables a la crambescidina-800
(Tabla 7).1*

[y —) - e
w
Y
S

w
o
&

260

@

T T T T T T T O O O T O I R S A A N S B
150 1.100 1.050 1.000 0.950 0.900 0.850 0.800

st X

5L 20 15.C 10C
pom(t1)

Figura 43. Ampliaciones del espectro de 'H y *C de la muestra.
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La asignacién propuesta para la crambescidina-800 y la asignacién realizada en

la bibliografia se presentan en la siguiente tabla.

Asignacion propuesta

Asignacion bibliografia

149

H-1

H-14
H-20

A (ppm)

0.82 (t, 7.2 Hz)

2.94 (d, 4.4 Hz)

1.04 (d, 6.1 Hz)

C-1

C-3

C-5
C-10
c-11
C-13
C-14
C-15
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24

5
(ppm)
10.1 H-1
71.0
129.8 -
53.9 -
30.6 -
51.9 -
48.9 H-14
80.7 -
67.2 -
21.4 H-20
148.8 -
168.8 -
65.5 -
28.5

5 (ppm)

0.83 (t, 7.2 H)

2.94 (d, 4.8 Hz)
1.05 (d, 6.5 Hz)

C-1

C-3

C-5
C-10
C-11
C-13
C-14
C-15
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24

(ppm)
10.1
71.0

129.9
53.9
30.7
51.8
49.6
80.7
67.2
21.4

148.8

168.3
65.4
28.5
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3.3.2 Resonancia magnética nuclear de °N

Utilizando experimentos de deteccién inversa de °N-'H fue posible asignar los
desplazamientos quimicos de —262.1 ppm para N!, —242.8 ppm para N* y
—271.4 para N3 en base a los (HSQC y HMBC; Figura 44 y Tabla 8).

[ b

'H-15N gHMBC 'H-15N gHSQC |-

nnnnnnnn

’’’’’’

Figura 44. °N-'H HSQC y HMBC de crambescidina 816.

5 (ppm)

NI -262.1
A(N-H)= A(N*H)= 93.9 Hz

N> -242.8

N3 -271.4

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *N de crambescidina 816.
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3.3.3 Espectrometria de masas

La medicion de la masa exacta de la muestra obtenida de la esponja

proporciond los siguientes valores (Figura 45):

Valores obtenidos Valores publicados'*%?
HRMS [ESI (m/z) para (CssHgoNgO7 + H)*  HRFABMS para (CasHgoNsO7 + H)*
Obtenido: 817.6184 Obtenido: 817.6151
Calculado: 817.6161 Calculado: 817.6161
|A] = 2.73 ppm | A| =1.60 ppm

HRMS [ESI (m/z) para (C45H79N605 +

HRMS [ESI (m/z) para (CssH79NeOs + H)™*
Obtenido: 801.6221
Calculado: 801.6212

H)*
Obtenido: 801.6205
Calculado: 801.6212

| A| =0.1 ppm
| A| =1.3 ppm
Compound Table
e MFG Dift |
Compound Label RT Mass MFG Formula (ppm)
Cpd 1: C45 H81 N6 O7 0.28 817.6189 C45 H81 N6 07 -2.73

= T T Algorlthm Miass

817.6184 0.28  Targeted MS/MS  |817.6189

MS Zoome_d S_ggctrum

10 5 |Cpd 1: C45 H1 N6 O7: +ESI Scan (0.193-0.455 min, 3 scans) Frag=120.0V crbs2_MSMS_2.d
817.6184
6 5
8016221 ‘ :

770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 45. Espectro de masas de la muestra.
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3.3.4 Espectroscopia de infrarrojo

IR [v (cm™), neat]: 3450-3050 (s, N-H, O-H), 2967 (S, vas CHs), 2926 (S, vas
CHy), 2854 (s, vs CHy), 2050 (w), 1735 [s, C(=0)-0], 1646 [s, C(=N)-N,
C(=0)-N], 1615 [s, C(=N)-N], 1464 (s, vs CHy), 1261 [s, vas C-C(=0)-0],
1089 (s, C-0), 1015 (s, C-0), 801 (s), 758 (s).

s = strong, w = weak, v,s = asymmetric streching, vs = symmetric streching, v- = scissoring.

68,1

65

&0 te ‘-r 2049,81
55|

50

45

40
947,13

35

30 ! ) | s
1389,75
25 ) | 945,15 |
133484 663,22
204 402,11 121542
324,90 Y

1464,75
15

1735,06 116883

104 . T5.74
10) 4,65 801,47

5 290608 \

< 1646,27 1261,36

54,06 1615,22 1089, 28

0,11

4000,0 3000 2000 1500 1000 450,0
cm-1

Figura 46. Espectro de infrarrojo de la muestra.

En la siguiente tabla se indican las sefales del espectro de infrarrojo para la

crambecidina-816, y para el ester metilico del nicleo de crambescidina-800.

Compuesto v (cm™) Referencia
3350-3250, 1734,
Crambescidina 816 J. Nat. Prod. 1993, 56, 1007-1015
1644-1616

3230, 3106, 2968,
2934, 2872, 1735,
1659, 1614, 1437,
1204, 1165, 1089,
1016, 924, 728

J. Am. Chem. Soc. 1994, 116,
549-557

Tabla 9. Valores de infrarrojo citados en bibliografia
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3.4 Conclusiones

Se aislaron los compuestos crambescidina-816 y crambescidina-800 de la
esponja Crambe crambe. Dicho aislamiento proporciond 57 mg de una muestra
que es una mezcla 3:1 de ambos compuestos, como se corrobord por
resonancia magnética nuclear de protén.

La caracterizaciéon, utilizando las técnicas espectroscdpicas indicadas
anteriormente, permitid observar diferencias a nivel de 2 carbonos en el ndcleo
de crambescidina-816. Por comparacidn con los valores asignados para
ptillomycalina-A, podemos decir que nuestros valores se asemejan mas que los

reportados por Jares-Erijman.'*
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Capitulo 4

Planteamiento sintético de la crambescidina 816 y compuestos

relacionados.
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4.1 Introduccion
En afios recientes se han aislado de esponjas marinas un elevado nimero de
metabolitos con estructuras de alcaloides.’®*'> Entre estos metabolitos se

encuentran los que poseen un nucleo de guanidinio y que son denominados

crambescidinas. La Figura 1 muestra algunos ejemplos; la ptilomycalina-A (1)***

y la crambescidina-800 (2)*°, se diferencian en los distintos grados de

oxidacion de la cadena lateral en C-14. Por su parte, la 13,14,15-

156 155,157

isocrambescidina-800 (3)™" y la crambescidina-816 (4) son ejemplos que

se diferencian en el grado de oxidacién y en la estereoquimica de los centros

carbonados del nicleo pentaciclico. La crambescina-A (5)!°®

y las batzelladinas-
B (6)*° y -F (7)'°, también incluidas en la Figura 47, presentan mas de un

nucleo de guanidinio.

132 M, G. Kénig, D. A. Wright, Planta Med. 1996, 62, 193-211.

133 (a) R. G. S. Berlinck, A. C. B. Burtoloso, M. H. Kossuga, Nat. Prod. Rep. 2008, 25, 919-954.
(b) R. G. S. Berlinck, M. H. Kossuga, Nat. Prod. Rep. 2005, 22, 516-550. (c) R. G. S. Berlinck,
Nat. Prod. Rep. 2002, 19, 617-649. (d) R. G. S. Berlinck, Nat. Prod. Rep. 1999, 16, 339-365.
(e) R. G. S. Berlinck, Nat. Prod. Rep. 1996, 13, 377-409. (f) R. G. S. Berlinck, Prog. Chem.
Org. Nat. Prod. 1995, 66, 119-295.

154 (@) 1. Ohtani, T. Kusumi, H. Kakisawa, Y. Kashman, S. Hirst, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114,
8472-8479. (b) I. Ohtani, T. Kusumi, H. Kakisawa, 7etrahedron Lett. 1992, 33, 2525-2528. (c)
Y. Kashman, S. Hirsh, O. J. McConnell, I. Ohtani, T. Kasumi, H. Kakisawa, J. Am. Chem. Soc.
1989, 711, 8925-8926.

155 E, A. Jares-Erijman, R. Sakay, K. L. Rinehart, J. Org. Chem. 1991, 56, 5712-5715.

1% E, A. Jares-Erijman, A. L. Ingrum, J. R. Carney, K. L. Rinehart, R. Sakai, J. Org. Chem.
1993, 58 4805-4808.

137'R. G. S. Berlink, J. C. Braekman, D. Daloze, I. Bruno, R. Riccio, S. Ferri, S. Stampinato, E.
Speroni, J. Nat, Prod. 1993, 56, 1007-1015.

1% R. G. S. Berlink, J. C. Braekman, D. Daloze, K. Hallenga, R. Ottinger, I. Bruno, R. Riccio,
Tetrahedron Lett. 1990, 31, 6531-6534.

15 A, D. Patil, N. V. Kumar, W. C. Kokke, M. F. Bean, A. J. Freyer, C. De Brosse, S. Mai, A.
Truneh, D. J. Faulkner, B. Carte, A. L. Breen, R. P. Hertzberg, R. K. Johnson, J. W. Westley, B.
C. M. Potts, J. Org. Chem. 1995, 60, 1182-1188.

160 A, D. Patil, A. J. Freyer, P. B. Taylor, B. Canté, G. Zuber, R. K. Johnson, D. J. Faulkner, J.
Org. Chem. 1997, 62, 1814-1819.
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= H, Ptilomycalina-A
= OH, Crambescidina-800

4, Crambescidina-816
Figura 47. Alcaloides, aislados de esponjas marinas, con uno (1-4) o varios (5-7) nlcleos de
guanidinio.

En las moléculas que contienen la funcionalidad de guanidina se observa que
ésta tiene una gran incidencia en la actividad bioldgica de las mismas, lo que se
atribuye a las diversas formas en las que el ion guanidinio puede participar en

interacciones no covalentes.®!

La crambescidina-800 (2), y varios otros
alcaloides de la misma familia, presentan baja y media actividad en lineas
celulares de cancer en humanos y se investigan como agentes
antineopldsticos,1>*1°>162.163,164 | 55 hatzelladinas-A y -B (6), son los primeros

compuestos de origen natural que inhiben la infeccion en humanos (CD4) por el

161 3, V. Greenhill, P. Lue, Prog. Med. Chem. 1993, 30, 203-326.

162 (3) J.-G. Shi, F. Sun, K. L. Rinehart, WO Pat. 9846575, October 22, 1998; CAN 129:288014
(b) K. L. Rinehart, E. A. Jares-Erijman, U.S. Patent 5,756,734, May 26, 1998; CAN 129:38964.
163 R, Tavares, D. Daloze, J. C. Braekman, E. Hajdu, G. Muricy, R. W. M. van Soest, Biochem.
Syst. Ecol. 1994, 22, 645-646.

164 7. D. Aron, H. Pietraszkiewicz, L. E. Overman, F. Valeriote, C. Cuevas, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2004, 14, 3445-3449.
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HIVgp-120, que es un paso critico en el ciclo del virus de SIDA.* Los alcaloides
con estructuras de batzelladinas son también referencias como inhibidores de
otras interacciones entre proteinas. Asi, por ejemplo, las batzelladinas F (7) y G
inducen la disociacion de la proteina tirosina quinasa p56 en sus complejos con
el CD4.'%°

A pesar del amplio rango de actividades que presentan los alcaloides con
estructuras de crambescidina, hay un conocimiento muy limitado sobre las
relaciones estructura/actividad de estas moléculas naturales. Ha quedado bien
establecido que la presencia de la cadena lateral es muy importante para que
desarrolle actividad anticancerigena.’®*'®> Sin embargo, las amidas sencillas de
acidos w-hidroxicarboxilicos, y en ausencia de funciones de guanidinio,
muestran tener una actividad significativamente inferior.'>*1%® Se conoce muy
poco de la medida en que la cadena en C-14 influye en la bioactividad de estas
moléculas. Una de las razones es la ausencia de estudios sistematicos, debido a
la dificultad de eliminar la cadena sin afectar el sistema pentaciclico que incluye
el fragmento guanidinico. Asi, Kashman y col. muestran en la ptilomycalina-
A, 1% que la hidrdlisis acida o bésica, o la reduccidn con hidruros metélicos, o la
hidrogenacidon/oxidacion, da siempre lugar a una mezcla intratable de
productos. La dificultad de acceder al nicleo pentaciclico de la ptilomycalina-A
(1) por degradacién, se mitiga por ser el unico de la familia que se ha podido
aislar de fuente natural.’®’” Por todo ello, la sintesis quimica es, en la practica, la
Unica posibilidad de acceso a los diferentes nucleos pentaciclicos presentes en

los alcaloides de crambescidinas y analogos.

165 (a) C. G. Moore, P. J. Murphy, H. L. Williams, A. T. McGown, N. K. Smith, Tetrahedron Lett.
2003, 44, 251-254. (b) A. Georgieva, M. Hirai, Y. Hashimoto, T. Nakata, Y. Ohizumi, K.
Nagasawa, Synthesis 2003, 1427-1432. (c) G. P. Black, S. J. Coles, A. Hizi, A. G. Howard-
Jones, M. B. Hursthouse, A. T. McGown, S. Loya, C. G. Moore, P. J. Murphy, N. K. Smith, N. D.
A. Walshe, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 3377-3381. (d) B. B. Snider, Z. Shi, J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 549-557

166 E, Palagiano, S. De Marino, L. Minale, R. Riccio, F. Zollo, M. Iorizzi, J. B. Carré, C. Debitus, L.
Lucarain, J. Provost, 7Tetrahedron 1995, 51, 3675-3682.

167 K. M. Meragelman, T. C. McKee, J. B. McMahon, J. Nat. Prod. 2004, 67, 1165-1167.
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Ademas de la general y significativa bioactividad antitumoral, antiviral y

154,166,168,169,170,171 |3 inhibitoria a Na*, K*, y Ca**-ATPasas'*® que

antifingica
presentan los alcaloides crambescidinicos, se identifican otras actividades mas
especificas en estructuras particulares de estas moléculas. Una de ellas, la
crambescidina-816 (4) tiene un efecto antagonista al Ca** (ICsp 1.5 x 10™* pM)
mas potente que la nifedipina (ICsg 1.2 uM), blogueador selectivo de canales de
Ca** del tipo L,**! actividad que no ha sido encontrada en ningin otro
miembro de la familia. Este alcaloide se aisla de la esponja Crambe crambe que
habita incrustada en zonas rocosas y a escasa profundidad en el litoral
mediterraneo.

El trabajo que se describe a continuacién se ha desarrollado dentro de un
proyecto multidisciplinar de investigacién en el marco del Eje C de referencia
CTQ 2007-61024. Tiene entre sus objetivos, el aislamiento del medio natural de
la crambescidina-816 y el valorar esquemas de sintesis que permitan preparar
el nlcleo pentaciclico del compuesto crambescidina-816, siguiendo una
simplificacion que permita el estudio de las relaciones de estructura/actividad
en modelos mas simples. Estos estudios, procuraran las bases donde desarrollar
protocolos que faciliten profundizar en las singularidades de los canales de Ca**
dependiente de voltaje, frente a los canales de Na®™ y K". El modelo
farmacoldgico seguido es similar al publicado por nuestro grupo de
investigacion sobre poliéteres naturales (brevetoxinas), en comparacion con
modelos de disefio no naturales generados por sintesis quimica, evaluando los

efectos que causan sobre canales de Na* dependientes de voltaje.!”?

168 3, E. H. Lazaro, J. Nitcheu, N. Mahmoudi, J. A. Ibana, G. C. Mangalindan, G. P. Black, A. G.
Howard-Jones, C. G. Moore, D. A. Thomas, D. Mazier, C. M. Ireland, G. P. Concepcion, P. J.
Murphy, B. Diquet, J. Antibiot. 2006, 59, 583-590.

169 M, Laille, F. Gerald, C. Debills, Cell. Mol. Life Sci. 1998, 54, 167-170.

170 A, Olszewski, K. Sato, Z. D. Aron, F. Cohen, A. Harris, B. R. McDougall, W. E. Robinson, Jr.,
L. E. Overman, G. A. Weiss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101, 14079-14084.

1715, Aoki, Anticancer Res. 2004, 24, 2325-2330.

172 M, L. Candenas, F. M. Pinto, C. G. Cintado, E. Q. Morales, I. Brouard, M. T. Diaz, M. Rico, E.
Rodriguez, R. M. Rodriguez, R. Pérez, R. L. Pérez, J. D. Martin, Tetrahedron 2002, 58, 1921—
1942.
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Los canales de Ca** dependientes de voltaje pertenecen a la superfamilia de
canales estructuralmente homdlogos, que también incluye a los de Na* y K*.}”3
En condiciones fisioldgicas, los canales de Ca®* tipo-L** son permeables a

2+ Sr2* y Ba®*) e impiden la difusién de cationes

cationes divalentes (p. ej. Ca
monovalentes en una relacién ~1000:1.}”* Aunque los centros de recepcién
externa de los cationes y la interna de selectividad, en estos tres tipos de
canales, han de ser diferentes, el conocimiento de la estructura del canal
bacteriano de K* (KcsA)'”® permite hacer estudios de modelizacién en el resto
de sus homdlogos estructurales. Asi, la combinacion del conocimiento
estructural del KcsA y la alta afinidad de los canales de Na* con las toxinas
naturales'’® tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (STX), ha permitido definir, en
estos canales, el centro receptor del catién guanidinio y modelizar la estructura
del vestibulo de recepcién catiénica exterior del poro.!””*”® Tal situacién no
ocurre en los canales de Ca’* tipo L, a pesar de ser alta su selectividad. En
ausencia de cationes de Ca*, el canal muestra ser muy permeable a cationes
monovalentes inorganicos (Na®, Li*) y organicos (metilamonio, di-, tri- y
tetrametilamonio [TMA]), lo que hace suponer la existencia de un diametro
interno de, al menos, 6 A para poder acomodar al ion TMA.”® Los canales de
Ca’* tipo L son moderadamente sensibles a dihidropiridinas (DHP; p. ej.,
nifedipina), fenilalquilaminas (p. e€j., verapamil), benzotiazepinas (p. e€j.,
diltiazem), por lo que se les refiere normalmente como receptores
dihidropiridinicos. La alta afinidad observada por canales de Ca®* tipo L al
alcaloide marino crambescidina-816, demuestra la existencia de un centro
receptor especifico, lo que, en combinacidn con el conocimiento estructural que

se dispone, podria dar una vision de la estructura del lugar de recepcion

173 Los canales de Ca’* dependientes de voltaje se clasifican segln los tiempos de
activacion/inactivacion en transitorios (tipo T) o duraderos (tipo L).

174 B, Hille, “Ionic Channels of Excitable Membranes”, 2" ed., 1992, Sinauer, Sunderland, MA.
175 D. A. Doyle, 1. M. Cabral, R. A. Pfuetzner, A. Kuo, J. M. Gulbis, S. L. Cohen, B. T. Chait, R.
MacKinnon Science 1998, 280, 69-77.

176 W. A. Catterall, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1980, 20, 15-43.

177.G. M. Lipkind, H. A. Fozzard, Biophys. J. 1994, 66, 1-13.

178 W. A. Catterall, Neuron 2000, 26, 13-25.

179 G, M. Lipkind, H. A. Fozzard, Biochem. 2001, 40, 6786—-6794.
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catidnica y, quizas también, de las causas estructurales de la nula selectividad
en ausencia del catién Ca**.

La comprensidn de las peculiaridades de los canales de Ca** tipo L y la relacién
estructura/actividad de la elevada actividad antagonista publicada del

6,151 estaran basados en los resultados

compuesto natural crambescidina-81
que se alcancen relacionados con: (/) de los estudios conformacionales del
compuesto natural en presencia de diferentes fuentes de Ca’* y para
diferentes contraiones, y (/#), los estudios de bioactividad sobre modelos

sintéticos de crambescidina-816 de estructuras mas simples.
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4.2 Antecedentes sintéticos de crambescidinas.

Se han publicado las sintesis de muchos de los componentes naturales de la

1652,180,181,182,183,184,185,186,187,188,189,190 Erre |

familia de las crambescidinas. oS

165a 33-38

trabajos publicados, los del grupo de Snider™ y Overman son lo Unicos
que implican las sintesis completas de los nlcleos pentaciclicos de las
crambescidinas, incluyendo los apéndices que se localizan en C-14. La sintesis
de Snider (Esquema 4) se desarrolla a partir de un precursor aciclico (12) en el
que se encuentra presente la totalidad del esqueleto carbonado. El sistema
ciclico se genera de forma simultanea al ion guanidinio. El desarrollo del
esquema sintético lo aplicdé a la sintesis del esqueleto pentaciclico de la
ptilomycalina-A (8).1%°? El fragmento triciclico contiene el ion guanidinio de
estructura 2a’,5,6-triazaacenaftileno, que es casi planar, con una orientacion cis
en los hidrégenos angulares que flanquean en el sistema al nitrdgeno
pirrolidinico. La naturaleza axial de los oxigenos en los dos fragmentos
espiranicos, permite construir con posterioridad los anillos de oxano y oxepano,
debido a que sus configuraciones coinciden con las de mayor estabilidad
termodinamica. Desde esta racionalidad, las primeras desconexiones se hacen
sobre los espirocentros en C-8 y C-15, lo que directamente genera el intermedio
triciclico cis-hexahidro-2a’,5,6-triazaacenaftileno 10 (Esquema 4). La sintesis
del intermedio triciclico 10 la realiza Snider desde el precursor aciclico de bis-
enona 12, por condensacion de O-metilisotiourea formando, en primer lugar, el

biciclo 11 seguido de ciclacion al triciclo 10 mediante posterior tratamiento con

180 5, Louwrier, M. Ostendorf, A. Tuynman, H. Hiemstra, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 905-908.
181 A, V. Rama Rao, M. K. Gurjar, J. Vasudevan, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1995, 1369—
1370.

182  Heys, C. G. Moore, P. J. Murphy, Chem. Soc. Rev. 2000, 29, 57-67.

183 K. Nagasawa, A. Georgieva, H. Koshino, T. Nakata, T. Kita, Y. Hashimoto, Org. Lett. 2002,
4, 177-180.

184 p, S, Coffey, A. I. McDonald, L. E. Overman, M. H. Rabinowitz, P. A. Renhowe, J. Am. Chem.
Soc. 2000, 122, 4893—4903.

185 p, s, Coffey, L. E. Overman, F. Stappenbeck, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 4904-4914.

186 p, S, Coffey, A. I. McDonald, L. E. Overman, F. Stappenbeck, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121,
6944-6945.

87|, E. Overman, M. H. Rabinowitz, P. A. Renhowe, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 2657-2658.
188 7. D. Aron, L. E. Overman, Chem. Commun. 2004, 253-265.

1897, D. Aron, L. E. Overman, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 3380-3390.

19 ¢, G. Moore, P. J. Murphy, H. L. Williams, A. T. McGown, N. K. Smith, Tetrahedron 2007,
63, 11771-11780.
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amoniaco en metanol.'®® La primera ciclacidn genera, preferentemente, el
compuesto con los hidrdégenos pirrolidinicos con disposicion c¢is. En fechas
recientes, el grupo de Murphy'*® hace la sintesis total de la crambescidina-359,
compuesto natural que no dispone de apéndice de éster carboxilico en C-14,>
siguiendo una metodologia parecida, por doble adicién tipo Michael de

guanidina a una bis-enona convenientemente funcionalizada, que contiene la

totalidad del esqueleto carbonado presente en el compuesto natural.

0] O
H H H H
10(:\91 13 &‘JJ\OMe % \\“‘U\OMe
(NN A Aj

Esquema 4. Aproximacion retrosintética de Snider en la sintesis del esqueleto pentaciclico de
la ptilomycalina-A (1).'%>
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Esquema 5. Aproximacion retrosintética de Overman en la sintesis del esqueleto pentaciclico

)187 ) 184

de la ptilomycalina-A (1)** y crambescidina-800 (2

En la preparacion de las crambescidinas, la interconversién del ndcleo
pentaciclico a uno triciclico, que mantiene la funcion guanidinio, es una
simplificacion sintética que ha tenido una valoracion muy positiva por los
diversos investigadores que han trabajado en la sintesis de estos compuestos.

Asi, Overman realizd las sintesis totales de los compuestos ptilomicalina-A (1)'%

)18 siguiendo el esquema retrosintético representado en

y crambescidina-800 (2
el Esquema 5. La desconexion del enlace C-N en el intermedio triciclico 14,
producto de la desconexidon de los oxigenos en las unidades espiroaminales
presentes en los carbonos C-8 y C-15, conduce al intermedio biciclico de éster
carboxilico con la funcionalidad 1-iminohexahidropirrolo[1,2-c]pirimidina y su
equivalente sintético derivado de la urea 16. La sintesis de los intermedios tipo

191192 siguiendo una metodologia que es variante de la

16 la realiza Overman
desarrollada por Biginelli, un siglo atras,*®* en la sintesis de dihidropirimidonas.
La mayor estabilidad termodinamica del estereoisomero c¢is, permitid
generalizar esta metodologia en la preparacion de ésteres carboxilicos de cis- y

trans-hidro-pirrolopirimidonas, mediante condensaciéon del derivado aciclico de

191  E. Overman, M. H. Rabinowitz, J. Org. Chem. 1993, 58, 3235-3237.
192 A, 1. McDonald, L. E. Overman, J. Org. Chem. 1999, 64, 1520-1528.
193 p_Biginelli, Gazz. Chim. Ital. 1883, 23, 360.
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la urea 17 con el correspondiente acetoacetato 18. Uno de los atractivos de
esta sintesis es la convergencia del proceso, lo que permite distribuir el
esqueleto carbonado de las crambescidinas en dos fragmentos de complejidad
equivalente. Siguiendo esta metodologia, Overman y col. cumplimentaron con
la sintesis total enantioselectiva de la crambescidina-800 (2)**%, la de 13,14,15-
isocrambescidina-800.1%>18 y |a ptilomycalina-A (1),'® En esta serie de
compuestos, de los cuatro posibles estereoisomeros en C-14 y C-15, el

termodinamicamente mas favorable coincide con el natural.
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4.3 Plan de sintesis de la Crambescidina-816 (4).

La estrategia seguida se fundamenta en el esquema retrosintético que propone
el Dr. Pedro Noheda en el proyecto de referencia CTQ2007-61024 (Esquema 6).

El desarrollo en sentido sintético muestra el plan de trabajo que se sigue en el

proyecto.
H oH{
f@j J
N ' TOLT
NJ\N \
((o Y =
Et X@ Me
20
oA s
P1N)\NHP1 o L o
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OsOMe PP 24
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Esquema 6. Aproximacion retrosintética del Dr. Noheda para la sintesis del nlcleo de
crambescidina-816 (4).

La sintesis total se inicia con la preparacion de estructuras tipo 26, que sirven
como elemento central para la posterior elaboracion de la guanidina
pentaciclica, empleando la siguiente secuencia: a) reaccidon de la succinimida y
reactivo de Lawesson,'** y b) reaccién de la tioamida ciclica obtenida con una
carbodiimida o una isotiourea adecuada. Las estructuras tipo 27, pueden
sintetizarse, en forma racemica o enantioméricamente puras, de acuerdo con la

metodologia desarrollada por el grupo del Dr. Ley.'*®

194 3. E. Bishop, S. A. Dagam, H. Rapoport, J. Org. Chem. 1989, 54, 1876—1883.
19 (a) S. V. Ley, B. Lygo, H. Molines, J. Chem. Soc., Perkin Trans 1 1984, 2403-2405. (b) S. V.
Ley, P. J. Murray, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1982, 1252-1253 (c) S. V. Ley, G. J. Boons,
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La preparacion de las estructuras tipo 25 se proyecta segun un acoplamiento
de Eschenmoser'®® de las estructuras 26 y los correspondientes a-bromo
ésteres derivados de las estructuras 27, seguido por las siguientes dos etapas:
a) tratamiento con acido p-toluenosulfonico, para asi inducir la formacion
intramolecular de la estructura de guanidina triciclica y b) introduccién del resto
oxigenado de la futura posicion C-13 presente en la crambescidina-816,
mediante una adicion intermolecular tipo Michael con control estereoquimico de
sustrato. La posterior hidrogenacién del producto de acoplamiento da acceso a
derivados de la familia de la ptilomycalina-A (Figura 47). Los calculos de
Mecanica Molecular de las correspondientes ureas triciclicas indican, de manera
inequivoca, suponiendo control termodinamico para los procesos, que los
transcursos estereoquimicos de las reacciones propuestas conducirdn a
productos de configuraciones correspondientes a las determinadas para estos
productos naturales.'¥’

La formacion de un éster a,B-insaturado se preparara siguiendo la metodologia
sintética desarrollada por el grupo el Dr. Kishi'®® en la sintesis de la guanidina
natural saxitoxina. Una posterior reduccion, mediante hidrogenacion catalitica o
tratamiento con tri-acetoxiborohidruro sédico en presencia de acido acetico,*®®
generaran las structuras tipo 23. La sintesis proseguira con el acoplamiento de
23 con el éster 24, mediante la formacion del correspondiente enolato de Li a
baja temperatura. La sintesis propuesta para el éster (en el que P> es un grupo
protector de silicio) estara basada en la adicion enantioselectiva de dietilzinc a
aldehidos, desarrollada por el grupo del Dr. Seebach.?®® Tratamiento posterior
con base (LiOH) conllevara la formacion de los correspondientes acidos de los
ésteres metilicos 22. La adicidon de acido clorhidrico en metanol deberia inducir
simultdneamente la descarboxilacion del B-cetoacido 21, la desproteccion del

alcohol secundario con proteccidn de silicio (P?) y la formacién de la estructura

R. Downham, K. S. Kim, M. Woods, 7etrahedron 1994, 50, 7157-7176. (d) G. J. Boons, D. A.
Entwistle, S. V. Ley, M. Woods, 7Tetrahedron Lett. 1993, 34, 5649-5652.

1% 0. David, J. Blot, C. Bellec, M.-C. Fargeau-Bellassoued, G. Haviari, J.-P. Célerier, G.
Lhommet, J.-C. Gramain, D. Gardette, J. Org. Chem. 1999, 64, 3122-3131.

197 Estudios realizados en el grupo del Dr. Pedro Noheda.

198 R. Fujimoto, Y. Kishi, J. F. Blount, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 7154-7156.

199 C. Cimarelli, G. Palmieri, J. Org. Chem. 1996, 61, 5557-5563.

200 B \Weber, D. Seebach, Tetrahedron 1994, 50, 7473-7484.
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de guanidina pentaciclica 20. Dependiendo del acido a emplear los productos
resultantes presentaran diferentes contraiones (X~ en Esquema 6). Finalmente,
la crambescidina-816 se preparara mediante reacciones de esterificacion del
acido presente en la estructura 20 y un derivado de espermidina 19. Los
analogos de espermidina 19 seran preparados siguiendo la metodologia de
Hart y colaboradores.?®

La sintesis se plantea siguiendo criterios de maxima simplificacién con el
objetivo de que sea eficaz como tecnologia de aplicacion en investigacion
farmaceutica.

Los resultados que se describen a continuacion son mi aportacion en el

desarrollo de este proyecto de sintesis.

201 A-L. Grillot, D. J. Hart, Tetrahedron 1995, 51, 11377-11392.
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4.4 Plan de sintesis del nucleo de Crambescidina-816

4.4.1 Sintesis de posibles compuestos de partida para la construccion
del nicleo de crambescidina-816

Siguiendo la propuesta retrosintética planteada, nos centramos inicialmente en
la busqueda de posibles compuestos de partida sobre los que trabajar en la

construccion del nicleo pentaciclico de la crambescidina-816 (Esquema 6).

Para la construccion del intermedio sintético 23, se siguen las alternativas que
se exponen en el Esquema 7. Implican la sintesis de 28, 30-31 y 29, modelos
que disponen respectivamente de los anillos A y C, presentes en el nucleo

pentaciclico de las crambescidinas.

0 0
Q oM \OWO/
A
OwoR U 1R
X N
28 29 P P
30,R=H
31, R=Br

Esquema 7. Moléculas de partida a preparar.

En ambas alternativas se plantea una reaccion de acoplamiento tipo Stille entre
un haloderivado (28 o 31) y el stannano 29 (M = SnBus).
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Para la preparacion de compuestos de estructura 29 se sigue la metodologia
enantioconservativa desarrollada por el Prof. Steve Ley,'® que utiliza el ester
etilico del acido lactico como sustancia de partida (Esugemas).

oM
U =

Esquema 8. Retrosintesis propuesta para el compuesto 29.

Los compuestos de estructura 28 se sintetizan segun el Esquema retrosintético
9. Esto es, tratamiento del anhidrido succinico con trifenilfosforaniliden acetato
de metilo o etilo y posterior ciclacion del producto de condensacion con una
base y una fuente de halégeno (bromo o yodo), para obtener las

correspondientes ester halo lactonas tipo 28.

O Os_OR; 0
o) 1
X = PhyP oH = o
28 O _>—OR1
PhoP=

Esquema 9. Retrosintesis propuesta para 28.

Las estructuras del tipo 30 (Esquema 10) se sintetizan mediante proteccion de
la succinimida a nivel del NH, y posterior desimetrizacion por acoplamiento de
Wittig, seguido de reduccion del doble enlace y de un segundo acoplamiento de
Wittig (o tioWittig si no fuera suficientemente reactivo). La posterior
desprotecciéon y guanilacion con una tiourea protegida da lugar a los
precursores sintéticos deseados tipo 30, con sustitucion diferenciada en las

posiciones C-2 y C-5.
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Esquema 10. Restrosintésis propuesta para el compuesto 30.

4.4.1.1 Preparacion del vinilstannano 38
La preparacion del compuesto 38 se realizd siguiendo el esquema sintético que

7

@) OEt @) OEt @) H
a b c O
J\ZS) —> —> i — (7
OH OoTBS OTBS
33

se muestra a continuacion (Esquema 11).

OTBS
34

¢ g
o/j O/j
- - -
O~ "SnBus O~ "SO,Ph (S
OH OTBS
37 36 35

38

Etil ester del
lactato de etilo 32

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) TBDMSCI (1.1 eq), imidazol (1.1 eq), DMF, t.a., 48 h; 85
%. (b) DIBAL-H (1.1 eq), CH,Cl, -78°C, 1 h. (c) 2-(1,3-dioxan-2-il)etiltrifenilfosforano (1.1 eq),
KHMDS (1.1 eq), THF, 0°C ->t.a., 36 h; 60 %. (d) H, (1 atm), PtO, (0.04 eq), AcOEt, t.a., 3 h; 89 %.
(e) TBAF (1.4 eq), THF, t.a., 10 h; 92 % (f) PhSO, (1.1 eq), CaCl,, CH,Cl,, t.a., 3 h; 48 %. (g) i) 1.1
eq n-BuLi, 1.1 eq SnBu3Cl, THF, -78 °C, 3 h; ii) 5 eq DIEA, CHCl3 reflujo, 12 h; 79 %.

Esquema 11. Preparacion del compuesto 38

Se inicia la sintesis partiendo del enantidmero comercial (S)-lactato de etilo
mediante proteccidén del alcohol con TBS con excelente rendimientos (85%).
Luego se realiza una reduccién del grupo carboxilato a aldehido (33) con
DIBAL-H vy el producto de reduccion se utiliza directamente, sin purificar, en la
siguiente reacciéon con el fin de evitar procesos de racemizacion. El

acoplamiento por reaccién de Wittig con 2-(1,3-dioxan-2-il)etiltrifenilfosforano
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comercialmente disponible, utilizando KHMDS como base, da lugar al cis-
alqueno 34 con un rendimiento global del 60% para las dos reacciones. La
hidrogenacion del doble enlace, utilizando didxido de platino como catalizador,
produce el producto hidrogenado 35 con un 89% de rendimiento. Sobre este
producto se realiza la desproteccion del alcohol, con fluoruro de
tetrabutilamonio, que conduce al alcohol 36 con un rendimiento del 92%. La
reaccién del compuesto 36 con acido bencensulfinico (preparado previo a su
uso) produce la sulfona ciclica 37, como una mezcla de isdmeros (R = 48%). El
tratamiento de la sulfona 37 con n-BulLi y la adicién de cloruro de tributil
estafio permite obtener el estano derivado 38 (R = 79%). El rendimiento
global de esta secuencia es de 16%.
La metalacion del dihidropirano se realizd en tres pasos de reaccion. Mediante
tratamiento con el acido bencensulfinico conduce, en primer lugar, a la
tetrahidropiranil sulfona 39 en 80% de rendimiento. La eliminacion del grupo
bencenosulfénico, con n-Buli a baja temperatura, da lugar al intermedio de
vinil-litio que se convierte en el correspondiente vinil estannano 40, por
tratamiento con cloruro de tributil estafio (R = 79%) (Esquema 12).
También es posible preparar este compuesto (40) directamente, con un 49%
de rendimiento, en un paso de reaccidon por tratamiento, a baja temperatura,
con tert-butil litio y posterior conversion al estannano con cloruro de tributil
estano.

O SnBuj

Cb SOzPh
ﬁ

3,4-dihydro-2H-pyran 40
\ d 4

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) 1 eq BZA (1 eq), CH,Cl, t.a, 3 h; 80 %.
(b) n-BuLi (1.1 eq), SnBu3Cl (1.1 eq), THF, -78 °C, 3 h. (c) 5 eq DIEA (5 eq), CHCl3
reflujo, 12 h; 79 %. (d) t-BuLi (1.2 eq), SnBusCl (2.5 eq), -78 °C -> -20 °C, 3 h; 49 %.

Esquema 12. Preparacion de la normetil sulfona de Ley 40.
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4.4.1.2 Preparacion de las ester halo lactonas 28

0
OR
+ OR —%p O
O™ >o” 0 ph3p=>_ @)
OH
41, R = Me
42, R = Et

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) CHCIlz — 5 °C, 12 h; 83-97 %.

Esquema 13. Apertura de anhidrido succinico.

Para la construccion de las ester halo lactonas 28 (Esquema 9) se plantea una
serie de reacciones partiendo de anhidrido succinico, que por tratamiento a — 5
OC de su solucidn en cloroformo y adicion de trifenilfosforaniliden acetato de
etilo o metilo, se obtienen los derivados de cadena abierta 41 y 42 con
rendimientos superiores a 83 %. (Esquema 13)

Si este derivado se calienta en THF durante 4 horas se obtiene el producto
ciclado correspondiente (43 y 44), como una mezcla E:Z (3:1), segun se

confirma por RMN.

o)
OR OL
PhP LY ) QL
o) O™ ™"
O —
H 43 R= Me

44, R= Et

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) THF, reflujo, 6 h; 89 y 93 %.

Esquema 14. Preparacion de ester lactonas 43 y 44.

Si se adiciona una base (trietilamina en este caso), y una fuente de bromo (Br»)
se obtienen las ester bromo lactonas 45 y 46, con rendimientos mayores a
86%, tanto para el éster metilico como etilico (Esquema 15). Los productos se
obtienen como una mezcla E:Z aproximadamente de 3:1, segin se confirma
por RMN de protdn. La purificacidon de estos compuestos es tediosa, siendo
necesaria una primera purificacion por cromatografia en columna con

diclorometano, en la cual se separan ambos estereoisdmeros del oxido de
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trifenilfosfina y una segunda purificacién cromatografica, utilizando una mezcla
de hexano y acetato de etilo, lo que nos permite obtener los productos de

interés con rendimientos superiores a 86%.

0 0
OR
OR
PhsP a OM
@) — Br
(@) 45 R= Me
OH 46 R= Et

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Bry (1.1 eq), TEA (1.1 eq), CH,Cly.
0°C, 30 m; 88y 86 %.

Esquema 15. Preparacion de ester bromo lactonas 45 y 46.

Para obtener el yododerivado 47 se ensayo la reaccion utilizando yodo como
fuente de haldgeno, pero se obtuvo el producto de interés, por lo que esta
reaccion se realizd utilizando N-iodosuccinimida. El rendimiento de esta reaccion
es del 87%, aunque no es posible separar ambos estereisdmeros (Esquema
16).

Q o)
4 g3
PhsP a o ~ “OR
0O — O I
(@)
OH 47, R= Me

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) NIS (1.1 eq), TEA (1.1 eq), CH,Cly,
ta., 1 h; 87 %.

Esquema 16. Preparacion de la metil ester yodo lactona 47.

El compuesto 43 también se prepard por reaccion de Wittig de anhidrido
succinico con la sal de bromonio del fosfonoacetato de metilo, utilizando
bromuro de litio y carbonato de potasio como base, THF como disolvente y
agitando a temperatura ambiente durante 12 horas. Se obtiene la mezcla de
estereoisdmeros como en el caso anterior, pero con un rendimiento inferior
(63%) (Esquema 17).
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Bre

Oy e o Ao

0= PhsP —> O
O 43

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) KoCO3 (5 eq), LiBr (2 eq), THF, t.a., 10 h; 63 %.

Esquema 17. Alternativa para la preparacion de 43.

Una vez purificado el bromoderivado 46(Z), se ensaya la reaccion de
acoplamiento de Stille con el derivado de estafio modelo, 40, preparado segun

se describid anteriormente (Esquema 18).

Q O _SnBus, .
S T
O +
_>

46(2) 40

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Pd(PPhs),, acetonitrilo, reflujo, 4 h.

Esquema 18. acoplamiento de Stille de los compuestos 46(Z) y 40.

Para esta reaccion se utilizd una modificacion de las condiciones descritas por
Stille y colaboradores®®, utilizando tetrakis de trifenilfosfina paladio (0) como
catalizador y acetonitrilo como disolvente. La mezcla de reaccidn se calienta a
reflujo durante 4 horas. La purificacion por cromatografia permite obtener el
compuesto de interés, pero éste se descompone incluso bajo atmosfera de
argon.

Una posible alternativa seria realizar la conversidon lactona/lactama en 46(2)
mediante apertura con un compuesto nitrogenado, y posterior ciclacion para
obtener el haloderivado correspondiente de pirrolidona con el que ensayar la

reaccion de acoplamiento de Stille.

202 (3) A. M. Echavarren y 1. K. Stille; J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 5478-5486. (b) H. B.
Kwon, B. H. McKee y J. K. Stille; J.Org. Chem. 1990, 55, 3114-3118.
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OW\OE’[ "')ONOB - OMOB
Br HN O g N

! Br
46(2) R R

Esquema 19. Posible apertura y ciclacién del compuesto 46(Z).

Siguiendo la referencia de Abell y colaboradores®®, se realiza la apertura y
ciclacion con amoniaco en metanol. Sobre el compuesto 43 la reaccion es
exitosa, y se consigue el producto 49A con un 73% de rendimiento, con la
configuracion Z del doble enlace debido a la estabilizacion por puente de
hidrégeno, segun se indica en el Eesquema 17. El primer paso es la apertura
con amoniaco, para una posterior ciclacion y deshidratacion para obtener el

producto de interés.

Z
40\53\ O N © N \)
a
0Ny M T OMOMeL " g7 oMe
NH,
43 49A

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) NHz-MeOH (10 eq), CH,Cl,, t.a. 1 h. quant. (b) 1.2-dicloroetano,
reflujo, 3 d; 73 %.

Esquema 20. Apertura y ciclacion del ester lactona derivado 43.

203 A, D. Abell, M. D. Oldham y 1. M. Taylor; J. Org. Chem. 1995, 60, 1214-1220.
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La misma reaccion de intercambio lactona -> lactama realizada sobre la mezcla
de bromo enol lactona 45 conduce, con un 60 % de rendimiento, al compuesto
49B en el que el intercambio lactona -> lactama ocurre pero con la inevitable

eliminacion del atomo de bromo, probablemente segin se describe en el

Esquema 21.
o) o)
Sowe . O
()ﬁ:Z:;;)&\\‘/yL\ a o N =~ OMe
Br H
45 49B

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) NHz-MeOH (10 eq), CH,Cl, t.a. 1 h.

Esquema 21. Apertura y ciclacion del compuesto 45.
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4.4.1.2.1 Modelos de lactonas tipo 28 a partir del anhidrido maleico

Como primera aproximacion se intenté la formacion de compuestos
guanidinicos a partir de derivados de la succinimida, segun se muestra a
continuacién (Esquema 22). Al hacer reaccionar succinimida con reactivo de
Lawesson se obtienen dos productos, monotiosuccinimida 50 y ditiosuccinimida
51, con rendimientos de 70% y 30%, respectivamente. La ditiosuccinimida es
un compuesto muy inestable, y se descompone facilmente para dar compuestos
de polimerizacion, debido a la acidez que presentan los protones metilénicos en
este tipo de compuestos favorecidos por la presencia de azufre. Se penso,
inicialmente, trabajar a este nivel para obtener analogos simétricos a los cuales

utilizar posteriormente, pero no fue posible.
A Oé\/_\A\S SAS
a N N

50 51

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) R. Lawesson (1 eq), THF, 65
°C,90m, 70 % y 30 %.

Esquema 22. Reaccion de succinimida con reactivo de Lawesson.

La monotiosuccinimida 50 es mas estable y es posible realizar reacciones a
nivel del NH sin problemas de polimerizacion.

A continuacidn se ensayaron reacciones de guanilacion directa. El agente
guanilante normalmente utilizado es el cloruro de mercurio/ bis-boc-tiourea,
pero debido a la alta toxicidad del reactivo y a lo tedioso que resulta el proceso
de purificacion de los productos de reaccidén, en los ultimos afios se han
desarrollado una serie de reactivos alternativos, entre los que se encuentra el
reactivo de Mukaiyama (ioduro de 2-cloro-1-metil piridinio).

Las principales condiciones de guanilacion que se utilizan se describen en la

siguiente figura (Figura 48).
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iv) )Nf R' = Ph, Pr ix) )le R'=Ar
H,N~ “SOH  MeCN, 20° H,N~ “SMe tBUOH, heat
2d NH 2i

1

v) )J\ R’ = Mtr, Pmc X) R /'ﬂj\H R'= Ar, Alk:
R'HN” “sMme Hg(ClO,), TEA N N’\\N RZ=H
2 2 R® ==/ THF. reflux

Figura 48. Métodos tradicionales de guanilacién.?®*

Los intentos de guanilacidon de las succinimidas en condiciones clasicas,
utilizando cloruro de mercurio y bis-boc-tiourea, no dieron resultados y se
recuperaba el producto de partida inalterado. Al utilizar otras condiciones de
reaccidon, como la utilizacion de reactivo de Mukaiyama, o la sustitucion de bis-
N, N=-Bis(terc-butoxicarbonil)- Smetilisotiourea,

boc-tiourea por tampoco se

obtuvieron productos de guanilacion.

Ay

N
b e OOWTY
sucinimida, Y =0 BocN NHBoc

50,Y=S

Esquema 23. Intentos de guanilacion sobre succinimida y tiosuccinimida 50.

204 A, R. Katritzky, N. M. Khashab, S. Bobrov; Helvetica Chimica acta 2005, 88, 1664-1675.
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Condiciones ensayadas:
e bis-Boc-tiourea/ reactivo Mukaiyama / TEA/ DMF / t.a.

e bis-Boc-metil-tiourea/ HgCl, / TEA/ DMF / t.a.
e bis-Boc-tiourea/ HgCl, / TEA/ DMF / t.a.
e bis-Boc-tiourea/ EDCI/ TBAI / KOH/ CH,Cl, / t.a.

Al consultar la literatura®® se encuentra que este tipo de reacciones han sido
publicadas para aminas (primarias principalmente, pero también secundarias),

pero nunca para grupos amidas, por lo que intentamos otras alternativas.
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La conversién de anhidrido maleico a la ureasuccinimida 53 se realizé segun el
esquema siguiente (Esquema 24).

Al tratar el anhidrido maléico con urea en acido acético glacial se obtiene un
intermedio de cadena abierta, el cual se disuelve en anhidrido acético para
inducir la ciclacién y se obtiene la urea-maleimida 52 con un rendimiento del
66%. La posterior hidrogenacién sobre paladio/carbono permite obtener la
urea-succinimida 53 con un rendimiento del 96%. Tanto la urea-maleimida 52
como la urea-succinimida 53 son compuestos muy insolubles en solventes
organicos convencionales, por lo que se pensd que una proteccién a nivel del
NH, serviria para mejorar estos problemas de solubilidad y ademas limitaria la

reactividad del grupo nitrégeno.

A oA

L N N
a b
— > —_—
070”0 oél\NH2 O)\NHZ
52 53

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) i) urea (1.0 eq), acido acético, 95 °C, 12
h; i) Acy0O, 50 °C, 30 m; 66 % (b) Hy 10 % wt Pd/C (0.1 eq), AcOEt, t.a., 3 h; 96 %.

Esquema 24. Preparacion de ureasuccinimida 53.

También se preparé el compuesto 53 partiendo del anhidrido succinico,
utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente. Se obtiene el
producto ciclado pero el rendimiento de la reaccidn es inferior (45%),

posiblemente porque el intermedio de cadena abierta sea mas dificil de ciclar.

a 2
0™™o O*HO)J\/\H/\H/ > o)\

O O NH,
53

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) urea (1.0 eq), acido acético, 95 °C, 12 h;
b) Ac,0, 50 °C, 30 m; 45 %.

Esquema 25. Alternativa para la sintesis del compuesto 53.
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Al intentar la proteccién de la ureasuccinimida 53, se observo que la proteccion
se realiza a nivel del nitrégeno del anillo y no sobre el grupo urea. Esto se

comprob6 para diversos grupos protectores.

07 “NH, '
53

Esquema 26. intentos de proteccion de la ureasuccinimida 53.

Numero de
PG Condiciones
compuesto

BOC,0 (1.1 eq), 4-DMAP (0.15 eq),
Boc 54
Acetonitrilo, t.a., 30 m

Bn Bromuro de bencilo (1.1 eq), THF, reflujo, 2 h 55

PMB | PMBCI (1.1 eq), NaH (1.1 eq), DMF, t.a., 24 h. 57

TBDSMCI (1.5 eq), TEA (2.5 eq), 4-DMAP
TBDMS 58
(cat.) CHyCly, t.a., 24 h.

En este punto decidimos preparar diversas succinimidas protegidas, para
estudiar la reactividad de estos compuestos, y seleccionar un grupo protector

para la secuencia de reacciones planteadas inicialmente.
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Con el objetivo de estudiar la proteccién de succinimidas y su reactividad, se
eligieron grupos protectores con caracteristicas de dadores de electrones
(OBn), atractores de electrones (BOC) y grupos neutros (Bn), asi como tambien
PMB y TBDMS.

En el caso del grupo BOC fue posible la obtencién del compuesto de interés;
partiendo de succinimida, mediante la utilizacion de BOC,O vy utilizando
acetonitrilo como disolvente y 4-DMAP como catalizador, se obtiene el producto
54 con un rendimiento del 91%.

La reaccion de formacidn de bencilsuccinimida, 55, utilizando bromuro de
bencilo e hidruro de potasio como base, a temperatura ambiente, permitid
obtener el producto de interés pero con un rendimiento del 30%, por lo cual se
prepara partiendo de anhidrido succinico y bencilamina en THF a reflujo, con un
rendimiento del 86%.

En el caso de la oxibencilsuccinimida, 56, se obtiene a partir de N-
hidroxisuccinimida y bromuro de bencilo, utilizando carbonato de calcio y éter
corona en acetona y en condiciones de reflujo, con un rendimiento del 86%.

El PMB derivado 57 fue preparado por tratamiento de succinimida con
carbonato de potasio como base y cloruro de parametoxibencilo, en condiciones
de reflujo durante 12 horas, con un rendimiento del 89%.

El TBDMS 58 derivado fue preparado por tratamiento de succinimida con
cloruro de TBDMS y TEA y 4-DMAP como base, agitando a temperatura

ambiente durante 12 horas. Se obtuvo el producto con un 70% de rendimiento.
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Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Boc,O (1 eq), 4-DMAP (0.15
eq), ACN, r.t., 30 m; 91 %. (b) bencilamina (1 eq), THF, reflujo, 2h; 86
%. (c) bromuro de bencilo (1.1 eq), CaCO3; (1 eq), 18c6 (0.05 eq),
acetona, reflujo, 16 h; 86 %. (d) PMBCI (1.1 eq), K,COs3 (3 eq), ACN,
reflujo, 24 h; 83 %. (e) TBDMSCI (1.5 eq), TEA (2.5 eq), 4-DMAP
(cat.), CH,Cly t.a. 12 h; 70 %.

Esquema 27. Modelos de proteccion de succinimidas.
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Luego se ensay0d la reaccion de las succinimidas protegidas con reactivo de
Lawesson. Inicialmente se utilizaron 3 equivalentes del reactivo, pero ajustando
las condiciones de reaccidon se observd que se consiguen los mismos resultados

usando solo 1 equivalente.

a
(3:$Z:_j>=:C) —_— ()i’[j_jxtts

\ )
PG PG
54, PG= Boc 59, PG= Boc
55, PG=Bn 60. PG=Bn
56, PG= OBn 61, PG=0OBn

Reactivos y condiciones de reaccién:
(a) Reactivo de Lawesson (1 eq), THF, 60 °C, 90 m.

Esquema 28. Reaccion de succinimidas protegidas con reactivo de Lawesson.

Si bien es posible obtener los compuestos deseados, los rendimientos no son
buenos (22%, 14% y 18% para 59, 60 y 61, respectivamente).
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4.4.1.2.1.1 Modelos de acoples tipo Wittig sobre succinimidas
protegidas

Como una aproximacion a las reacciones de acoplamiento que seran necesarias
hacer, se utilizaron los derivados de succinimidas protegidas 59, 60 y 61 para

hacer la reaccidon de acoplamiento de Wittig (Esquema 29).

A X I
Ph3P\ OM

| e I
PG PG
PG=B
61. PG= OBn 62, PG=Bn
63. PG= OBn

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) 175 °C, 20 h.

Esquema 29. acoplamientos tipo Wittig sobre succinimidas protegidas

La reaccion se lleva a cabo sin disolvente y calentando en un bafio de arena a
175 °C durante 20 horas. Se observa que los productos funden para formar una
masa de color oscuro que, luego de completado el tiempo de reaccién, se
disuelve en una mezcla de n-hexano-acetato de etilo y purifica por columna
cromatografica.

Cuando se utiliza un grupo bencilo u oxibencilo para la reaccién de
acoplamiento, se obtienen los productos deseados, 62 y 63, con buenos
rendimientos (86% en ambos casos) y solo uno de los esteroisémeros,
asignado en ambos casos como el isomero £.

Cuando el grupo protector es Boc se obtiene el producto de acoplamiento pero
se elimina el grupo Boc, obteniéndose la succinimida sin proteger 49A y como
una mezcla de ambos isémeros E:Z (~2:1), segun se confirma por RMN.
Ajustando las condiciones de reaccion, utilizando tolueno como disolvente y
calentando durante 20 horas a 90 ©°C, fue posible obtener el compuesto de
acoplamiento con el grupo protector Boc, 64A, con un rendimiento del 73%.
También se obtuvo el compuesto de doble acoplamiento de Wittig, 64B, como

producto secundario (5%) (Esquema 30).
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Boc @) O 0]
54 — ONOR + ROWOR
: \ N
o Boc Boc
OR 64A, R = Me 64B, R = Me
Ph.p—= 65A, R = Et 65B, R = Et
3

Reactivos y condiciones de reaccion: tolueno, 90 °C, 20 h.
Esquema 30. Acoplamientos tipo Wittig sobre BOC-succinimida.

Esta reaccion también se realizd con el éster etoxicarbonilmetilen
trifenilfosforano, y los rendimientos para la obtencion de 65A y 65B fueron de

61 y 20%, respectivamente.
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Una vez ajustadas las condiciones para la preparacién de los productos de
acoplamiento mediante reacciones de Wittig, se intentd realizar bromaciones
sobre el alqueno, para utilizar junto con compuestos de estructura 29 en
acoplamientos de tipo Stille.

Las condiciones ensayadas fueron: tratamiento del alqueno con bromo y
trietilamina como base a baja temperatura, y tratamiento con n-

bromosuccinimida y DMAP como base a temperatura ambiente (Esquema 31).

@) @)
| |
OBn H OBn Br
63 \
R R o
a) Br2, TEA, CH2C|2’ 0°C _—
b) NBS, NOP, DMAP, CH,CI; t.a. o = OMe
N
|
OBn H
66, R=H
67, R=Br

Esquema 31. Intentos de bromacion a nivel del alqueno.

En ninguna de las condiciones ensayadas se obtuvo el producto deseado ya
que, posiblemente, la acidez de los protones metilénicos hace que la
halogenacién se de en los carbonos 2 y 3 del anillo, y una posterior eliminacion

da lugar al producto insaturado a este nivel.
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También se ensayaron reacciones de epoxidacion y los resultados fueron

negativos para todas las condiciones ensayadas (Esquema 32).

o
0
N oo oA OMe
OBn (I)B
63 n

Esquema 32. Intentos de epoxidacion.

Condiciones de reaccion ensayadas:

e mCPBA (1.2 eq), CH,Cl,, temperatura ambiente, 3 horas.*®
e TBHP (1.5 eq), n-Buli (1.1 eq) THF, -78 °C, 12 horas.*®

e TBHP (1.5 eq), VO (acac), (0.1 eq), benceno, temperatura ambiente, 24

horas.?"’

Se intentd la epoxidacion asistida por acido fenil bordnico sobre el compuesto

acoplado de N-hidroxisuccinimida 63D, pero la reaccion tampoco dio resultado.

o)
@)
N - OMe
' N
o OH
63D

Esquema 33. Intento de epoxidacion sobre el compuesto 63D.

Condiciones de reaccion ensayadas:
e NMO (1.2 eq), 0sO; (cat.), acido feniboronico (1.2 eq), CH.Cl,,

temperatura ambiente, 12 horas.’®

205 R, S, Porto, M. L. A. A. Vasconcellos, E. Ventura, F. Coelho, Synthesis, 2005, 2297-230.
206 Tesis Doctoral Dacil Zurita Espinosa, La Laguna, 1991.

207 K, B. Sharpless, R. C. Michaelson J. Am. Chem.Soc. 1973, 95, 6136-6137.

208 A, Gypser, D. Michel, D. S. Nirschl, K. B. Sharpless J. Org. Chem. 1998, 63, 7322-7327.
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4.4.1.2.1.2 Diferenciacion C,-Cs en succinimidas protegidas

Con el fin de eliminar el grupo carbonilo remanente y, de igual manera,
conseguir diferenciar las posiciones C-2 y C-5 del heterociclo, estudiamos en
primer lugar reacciones de hidrogenacion del sistema cabonilico a,p-insaturado.
La hidrogenacién se consigue a 4 atmodsferas de presion, utilizando Pd sobre
carbono como catalizador y acetato de etilo como disolvente. Después de 24
horas de reaccidén se obtuvo el producto hidrogenado, tanto para el caso del
producto de Wittig 64A (Esquema 34) como para el de doble acoplamiento de

Wittig 64B (Esquema 35). Las transformaciones fueron cuantitativas.

O O
ON\OMG 5 Oé\/Nj\)\\OMe
N
I — [
Boc Boc
64A 68

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) H, (4 atm), Pd/C (10 %),
AcOEt, 24 h., quant.

Esquema 34. Hidrogenacion del compuesto 642.

O @) @) @)
MeOWOMe g MeOWOMe
N - )

Boc Boc
64B 69

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) H, (4 atm), Pd/C (10 %), AcOEt, 24 h; quant.
Esquema 35. Hidrogenacion del compuesto 64B.

Una vez obtenido el producto reducido, intentamos sobre el compuesto 68 un
nuevo acoplamiento de tipo Wittig con las condiciones puestas a punto para el
grupo protector Boccalentando a 90 °C una solucidon del alqueno en tolueno
durante 24 horas. Dado que dicha transformacion directa no fue posible, por lo
que se realizd una activacion para obtener el tioderivado 70, utilizando el
reactivo de Lawesson como se describid anteriormente, seguido de una
reaccion de tioWittig (Esquema 36).

Esta reaccidn fue exitosa, si bien requiere 48 horas de reaccién y la utilizacion
de 3 equivalentes del trifenilfosforaniliden acetato de metilo. De esta manera,

se obtiene un compuesto diferenciado en C2 y C5 (71).
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SNOMe Q m
. _}—OMe
PhyP=

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) R. Lawesson (0.55 eq), THF, 65 °C, 90 m; 63 %. b) tolueno,
90 °C, 48 h; 83 %.

Esquema 36. Preparacion del compuesto 71.

Posteriormente ensayamos reacciones de desproteccion del grupo Boc. Las
condiciones Odptimas se obtuvieron utilizando 6 equivalentes de acido
trifluoroacético en diclorometano anhidro y a temperatura ambiente, agregando

3 equivalentes al inicio de la reaccion y luego 3 equivalentes mas a las 2 horas.
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De esta manera se obtuvieron los diferentes derivados desprotegidos 72-75

(Esquema 37):

O
NOMG
7N

Boc
68
@)
MOMG
ST
Boc
70
@) @)
MeOWOMe
N
Boc
69
@) @)
MeOWOMe
N
Boc
71

0]
N\OMG
O™\
H

72
@)
m OMe
STON
H
73
O O
MeOWOMe
N
H
74
O O
MeO’Q\/ﬂi_}hk/»‘OMe
N
H
75

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) TFA (6 eq), CH,Cl, t.a., 3-5 h.

Esquema 37. Desproteccion de los derivados 68-71 utilizando TFA.

La desproteccion se consigue, en todos los casos, en las condiciones antes

mencionadas, a excepcién del producto de doble acoplamiento de Wittig, 64B,

en el que se produce la doble interconversion E -> Z antes de que la

eliminacion del grupo protector tenga lugar. No obstante, manteniendo la

reaccion con 10 equivalentes de TFA se consigue la desproteccion y obtencion

exclusiva del isomero Z,Z (Esquema 38).
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'}l —> MeO

Boc OMe
Boc O O
64B 64(2)
lb
— H ~

MeO o g OMe
76B

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) TFA (6 eq), CH,Cl, t.a., 3 h (b)TFA (10 eq),
CH2C|2, ta., 12 h.

Esquema 38. Desproteccion con TFA del compuesto 64B.
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Una vez obtenidos los derivados desprotegidos se realizaron reacciones de
guanilacidon sobre aquellos en los cuales teniamos una amina y no una amida o
tioamida.

Las condiciones de reaccion fueron igual que las descritas previamente en este
capitulo, utilizando N, V-Bis(terc-butoxicarbonil)-Smetilisotiourea, cloruro de
mercurio como agente guanilante y trietilamina como base. Para el compuesto
77 el rendimiento de la reaccidn es de 85%, y se obtiene como una mezcla de
diasteroisdmeros, que se separan por cromatografia.

@) O

@) @)
MeO OMe
MeO OMe N

a
N —>
H BOCNJ\
74
77

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) HgCl, (1.1 eq), SMBBIT (1.1 eq), TEA (3 eq), DMF, t.a.,
12 h; 85 %.

NHBoc

Esquema 39. Guanilacion del compuesto 74.

La guanilacion del compuesto 75 se realiza también utilizando N, V-Bis(terc-
butoxicarbonil)-S-metilisotiourea, y agitando a temperatura ambiente durante

12 horas, obteniéndose el producto 78 con un rendimiento del 89%.

0] (@)
0] @)
MeO S OMe
MeO S OMe N
N _a>
H BocNZ “NHBoc
75

78

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) HgCl, (1.1 eq), SMBBIT (1.1 eq), TEA (3 eq), DMF, t.a.,
12 h; 85 %

Esquema 40. Guanilacion del compuesto 75.
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De esta manera, fue posible disefiar una ruta para el compuesto 78, segun se

describe a continuacion.

a I
N —> Boc - \
H Boc
54 64
ic
@) O @) O
MeOWOMe Meo%g Meom
N e N N (@]
I - I - |
Boc Boc Boc
71 70 68
J
O )

BocN NHBoc
78

Ractivos y condiciones de reaccion:(a) Boc,O (1 eq), 4-DMAP (0.15 eq), ACN, 30 m, t.a.; 91 % (b)
(metoxicarbonilme-tilen)trifenilfosforano (1.5 eq), tolueno, 90 °C, 20 h; 73 % (c) Pd/C (10 %) AcOEt (30

mL). H, (4 atm), t.a., 24 h; quant. (d) R. Lawesson (1.1 eq), THF, 60 °C, 90 m; 70 % (e)
(metoxicarbonilmetilen) trifenilfosforano (2 eq) tolueno, 90 °C, 20 h; 69 % (f) TFA (3 eq), CHxCl, t.a., 4 h;

quant (g) HgCl, (1.1 eq), SMBBIT (1.1 eq), TEA (3 eq), DMF, r.t., 12 h; 85 %.
Esquema 41. Aproximacion sintética de 78.

El rendimiento global para esta secuencia de reacciones es del 27% vy se

obtiene el producto 78 después de 7 pasos de sintesis.
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El acoplamiento de Eschenmoser sobre la tiolactama protegida 70 conduce a la

eliminacion del grupo protector y la formacién de la imina 79.

@) @)
MeOwOMe
o h
M Om S Boe
e
l}l S
Boc ~ 0 0
7
0 MeOWOMe
N
79

Reactivos y condiciones de reaccion: Nal (0.5 eq), bromoacetato de metilo (3 eq)
PPh3 (2 eq), TEA (2 eq), acetonitrilo, reflujo, 3 h.

Esquema 42. Reaccion de Eschenmoser sobre la tiolactama 70.

El mecanismo propuesto para la formacion de este producto es el siguiente:

Esquema 43. Mecanismo propuesto para la formacion de la imina 79.
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4.5 Aproximacion hacia la sintesis de Cimipronidine
En el transcurso de esta tesis doctoral, observamos que la quimica desarrollada

podria ser aplicada en la sintesis de compuestos naturales aislados de las raices

de Black Cohosh (Cimicifuga racemosa) en 2005 (Figura 49).%%

S <

oS T Y b

S

W RO
" T

b

Figura 49. Raices de Cohosh Negro (Cimicifuga racemosa)

Los principales productos aislados de estas raices se presentan en el Esquema
44,

o) o)
O\)LOMe O\)L OH
N N

HNJ\NHZ HN)\NH2 HN)\H 0
cimipronidine methyl ester cimipronidine cyclocimipronidine

Esquema 44. Productos aislados de Cohosh Negro (Cimicifuga racemosa)

299 (3) T. Godecke, D. C. Lankin, D. Nikolic, S-N. Chen, R. B. van Breemen, N. Farnsworth, G.
Pauli, J. Nat. Prod. 2009, 72, 433-437. (b) D. S. Fabricant, D. Nikolic, Dejan, D. C. Lankin, S-

N. Chen, B. U. Jaki, A. Krunic, R. B. van Breemen, H. H. S. Fong, N. R. Farnsworth, G. F. Pauli,
J. Nat, Prod. 2005, 68, 1266-1270.
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Como modelo para aplicar la quimica desarrollada se penso en la sintesis del
metil ester de cimipronidina.
La reaccion directa sobre la pirrolidinona protegida 80 con el
trifenilfosforaniliden acetato de metilo comercial, realizada en condiciones
similares a las ya descritas (reaccion directa con el fosforano), no fue exitosa,
por lo que fue necesario preparar el tioderivado 81.

@)

O\)\OMe

N~ O < =
: + _}—OMe --» N
o¢ PhyP= Boc

80 82

Esquema 45. Intento de preparacion de producto de acoplamiento 82.

La secuencia de reacciones para obtener el ester metilico de cimipronidina

protegido a nivel del guanidinio (87) se muestra a continuacion (Esquema 46).

{x, (X 3 3
& O S N OMe O\)L OMe
o Y5 b TS N A Y
v oc oc Boc Boc

80 81 82 85

Vv v

N Y OMe NOMe O\)LOMe
e N N
- A )
BocN® ~NHBoc H H
84 \ 83 )7 86
o)

O\)\\OMG
N
)\NHBOC

87

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) Boc,O (1 eq), 4-DMAP (0.15 eq), ACN, 30 m, t.a.; 93%. (b) R. Lawesson (1.1
eq), THF, 60 °C, 90 m; 70%. (c) (metoxicarbonilmetilen)trifenilfosforano (3 eq), tolueno, 90 °C, 20 h; 77%. (d) TFA (3
eq), CH,Cl, ta., 4 h; quant. (e) HgCl, (1.1 eq), SMBBIT (1.1 eq), TEA (3 eq), DMF, rt., 12 h; 73% y 75%. (f)
Pd/C (10%) AcOEt, H, (4 atm), t.a., 24 h; quant.

Esquema 46. Preparacion del compuesto 87.

BocN

Se realiza la proteccion con Boc,0O de la 2-pirrolidona comercial, con muy buen

rendimiento, obteniéndose 80. A continuacidon se realiza una activaciéon con
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reactivo de Lawesson, y sobre el tioderivado, 81, se hace el acoplamiento con
trifenilfosforaniliden acetato de metilo, obteniéndose el producto de
acoplamiento de reaccion de Wittig, 82, luego de 48 horas de reaccién y con
buen rendimiento.

En este punto caben dos alternativas. Una, continuar con la desproteccion con
acido trifluoroacético (TFA) para obtener 83, que tras la posterior guanilacion
daria lugar el derivado 84, que al ser reducido en las condiciones descritas
anteriormente (Pd sobre carbono durante 24 horas a 4 atmosferas de presion
de hidrégeno) permite obtener el compuesto 87.

La otra alternativa es, si sobre el compuesto de acoplamiento de reaccion de
Wittig, 82, se realiza la reduccidon con hidrégeno a 4 atmdsferas de presion,
seguido de la desproteccion con TFA y de guanilacién en las condiciones
habituales, se obtiene el producto final protegido 87.

Los rendimientos globales de esta secuencia de reacciones son de 36.5% para
84 y 37.5% para 87.

La reacciones de desproteccion del guanidinio se ensayaron utilizando
tetracloruro de estano (SnCls;) en acetato de etilo a temperatura ambiente y
durante 4 horas?'?. Se obtiene el guanidinio libre con rendimientos superiores a
70 % (Esquema 47). La purificacion de los compuestos desprotegidos es
tediosa y debido a la insolubilidad en solventes organicos tradicionales, se
realiza cristalizacion utilizando metanol para disolver el compuesto vy

precipitacion con éter etilico.

210 4, Miel, S. Rault, Tetrahedron Letters 1997, 38, 7865-7866.
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BocN”~ 'NHBoc HNJ\NHZ
84 88
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O\)L OMe O\)LOMe
N a N
BocN)\NHBoc HNJ\NHZ
87 89

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) SnCl, (4 eq), AcOEt, t.a., 4 h.

Esquema 47. Preparacion de los guanidinios libres 88 y 89.
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4.6 Reacciones de hidrdlisis de modelos de ésteres a,B-insaturados
Sobre los modelos de ester metilico a,B-insaturados 82 y 64A, se intentaron
hacer reacciones de hidrdlisis con el proposito de disponer de los acidos libres,
con el objetivo posterior de producir reacciones de esterificacion con analogos
de la cadena lateral presente sobre el C-14 en las crambescidinas. El fin de
estas reacciones de transesterificacion es el de obtener modelos sencillos
validos donde hacer estudios de bioactividad. Con este objetivo se intentd la
hidrodlisis del éster métilico 82, utilizando para ello tanto condiciones acidas
como basicas.

Al realizar ensayos preliminares de hidrdlisis acida del éster metilico 82,
calentando a reflujo una solucion de los derivados insaturados en acido
clorhidrico 2M, durante 4 horas, lo que se obtiene es la descarboxilaciéon y

formacion de la imina 90, segln se muestra a continuacion.

@)
w OH
O L [?1

N

Boc

T~
N
90

Esquema 48. Intento de hidrolisis del compuesto 82.

En el caso del derivado de la reaccién de Wittig 64A, con un grupo carbonilo en
el carbono 2, el resultado es el mismo, se obtiene la imina descarboxilada 91

en lugar del acido libre.

@)
A M o
0 O™\
I < |
OW\ OMe Boc
|
Boc ~—
O7™N
91

Esquema 49. Intento de hidrdlisis del compuesto 64A.
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El mecanismo propuesto para la formacion de estas iminas (90 y 91), se
describe a continuacion. En una primera etapa se produciria la hidrdlisis del
éster con formacion de la imina, como en el caso en que realizabamos la
reaccion de Eschenmoser, y en una segunda etapa se produciria la

descarboxilacion, favorecida por la presencia de la imina.

O
y/
AL = Y e -
)H H{y O

OJ'(‘O (\H +

H
) L A I
—
X=0 X ~— XN
X=H N N
2 H
+
0O=C=0
Esquema 50. Mecanismo propuesto para la obtencion de las iminas 90 y 91.
La hidrdlisis basica de los ésteres 82 y 64A conduce a una mezcla muy
compleja de productos. Por el contrario, los compuestos homologos con el
doble enlace hidrogenado, como es el compuesto 72, la reaccion de hidrdlisis
se consigue utilizando tanto un medio basico como un medio acido, y se
obtiene el compuesto 92 con un 64 % 0 68% de rendimiento (condiciones a o
b respectivamente).
@)

QNOMG alb

N
H -
72 92

o
Ir=z
O
O
I

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) HCI (2M), reflujo, 4 h, 68 %. (b) i)
NaOH (3N), MeOH, 18 h, t.a. ii) Dowex 50W, 2 h, t.a, 64 %.

Esquema 51. Preparacion del compuesto 92.
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Si se utiliza el compuesto 68, en el que ademas de estar hidrogenado el doble
enlace se encuentra protegido el nitrogeno, la reaccién con acido clorhidrico
2M, produce la hidrolisis del éster y la desproteccion simultanea del nitrégeno

en un mismo paso de reaccidén, dando lugar al acido 92 en un 49% de

rendimiento.
m )
Boc
68 92

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) HCI (2M), reflujo, 4 h, 49 %.

Esquema 52. Preparacion de 92 a partir del compuesto 68.
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Con el fin de poder aplicar condiciones de hidrdlisis mas suaves, preparamos
modelos de sistemas aq,B-insaturados esterificados con grupos bencilo. La
reaccidn de desproteccion por hidrogenacion del protector de bencilo puede

afectar al doble enlace, dependiendo del tiempo de reaccion y la presion de

O
Ph3p§)j\o/\©

También se podria utilizar el éster alilico, en cuyo caso la desproteccion se

hidrégeno aplicada.

realizaria en condiciones suaves, utilizando tetrakis de paladio (0) y morfolina.

@]
Ph3P§)I\O A~
En el siguiente esquema se describe la obtencién del compuesto de reaccién de
Wittig con bencilo. La reaccion requiere 72 horas para completarse, y los

productos de acoplamiento 93, y 94, se obtienen con buenos rendimientos

(75% y 68% respectivamente).

O O O
R S S s e
+
PhsP.
] I — > 1
Boc OBn Boc
70 93
(s )
NS, O a N OBn
| —_—
Boc Ph?’P%)j\OBn éOC
81 94

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) tolueno, 90 °C, 72 h,
Esquema 53. Preparacion de los bencil derivados 93 y 94.
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La preparacion de los alil derivados se lleva a cabo en las mismas condiciones,
pero el tiempo de reaccién, en estos casos, es de 48 horas, y los rendimientos

para la preparacion de 95 y 96 son algo menores (53% y 52%,

respectivamente).
0 0 0
oL AL
O S 0] a 0] >~/ O
+
N Ph3P§)L ANF — N
Boc O Boc
70 95
B O~
NS 0 s N =/ O
+
81 96

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) tolueno, 90 °C, 48 h,
Esquema 54. Preparacion de los alil derivados 95 y 96.

Una vez obtenidos los productos de acoplamientos, se realiza la desproteccion
del grupo Boc utilizando para ello acido trifluoroacético, como en los casos

anteriores (6 equivalentes).

O O O O
w s )
Boc
93 97
O O
NOBn NOBn
N a N
| —_— H
Boc
94 98

Reactivos y condiciones de reaccioén: (a) TFA (6 eq), CH,Cl,, t.a.,, 3 h

Esquema 55. Desproteccion con TFA para obtener 97 y 98.
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Reactivos y condiciones de reaccion: (a) TFA, CHyCl,, t.a., 3 h.
Esquema 56. Desproteccion con TFA para obtener 99 y 100.

Sobre los productos desprotegidos se realiza la reaccion de guanilacién, con el
fin de obtener derivados guanilados. Las condiciones de reaccidon usadas son

metilisotiourea (SMBBIT) y cloruro de mercurio (HgCl,) como agente

guanilante.
-
\OWOBn 5 ° N o8N
b — A
BocN NHBoc
7 101
O
@)
w OBn
N S OBn a N
_>
H BocN)\NHBoc
98
102

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) SMBBIT (1.1 eq), HgCl, (1.1 eq), TEA (3 eq),
DMF, t.a., 4 h.

Esquema 57. Guanilacion para obtener los compuestos 101 y 102.
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Reactivos y condiciones de reaccion: (a) SMBBIT (1.1 eq), HgCl, (1.1 eq), TEA (3 eq),
DMF, t.a., 4 h.

Esquema 58. Guanilacion para obtener los compuestos 103 y 104.

- 160 -



La liberacion del acido de estos derivados se lleva a cabo de manera sencilla,
utilizando condiciones suaves de reaccidon, lo que nos permite obtener los
productos con el acido libre, 105 y 106, por tratamiento del derivado de alilo
correspondiente con tetrakis de paladio y morfolina como base, con

rendimientos superiores al 70 % en dos horas de reaccion.

7
\Owo/\/ \OWOH
) — \

Boc Boc
95 105
O
Q /\/
N @) <~/ "OH
N a N
I —_— [
Boc Boc
96 106

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Pd(PPhs)4 morfolina, acetonitrilo, t.a., 2h.

Esquema 59. Preparacion de los compuestos 105 y 106.

Para los derivados del bencilo, la desproteccion se lleva a cabo mediante
hidrogenacion a 1 atmdsfera de presidon en acetato de etilo y con paladio al
10% sobre carbono. La reaccion se completa a las 24 horas sin afectar el

caracter insaturado del acido carboxilico.

O @) O @)
\OWOBH \OWOH
\ o \

Boc Boc
93 105
@) @)
(M M oen (M on
\ o N
Boc Boc
94 106

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) H, (1 atm), AcOEt, t.a., 24 h.

Esquema 60. Hidrogenaciones a 1 atm para obtener 105 y 106.

-161-



Si la hidrogenacién se lleva a cabo a 4 atmodsferas de presidn, se obtienen los

productos con el doble enlace reducido 107 y 108, como se muestra en el
siguiente esquema.

O @) O @)
\OWOBn \OWOH
) — )

Boc Boc
93 107
@) @)
Nosn ] O\)\\OH
\ — \
Boc Boc
94 108

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) H, (4 atm), AcOEt, t.a., 24 h.

Esquema 61. Hidrogenaciones a 1 atm para obtener 107 y 108.

Sobre estos derivados con el acido libre, se ensayan las reacciones de

esterificacion con analogos de la cadena lateral de ptilomycalina-A, como se
discutira a continuacién.
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4.7 Sintesis de la cadena lateral de la Ptilomicalina A

Para la preparacion de analogos de espermidina 19 se sigue la metodologia

reportada por Hart y colaboradores.*®*

Se parte del hidroxiacido 16-hidroxidecanoico y se realiza la proteccién con
THP, para obtener el compuesto 109 con un 80 % de rendimiento.
@)

I ~
a_ THPO OH
Ho/\@JLOH —> 14
14
109

Reactivos y condiciones de reaccién: (a) DHP (1.5 eq),
pTsOH (cat.), THF, 0 °C, 5 h; 80 %.

Esquema 62. Preparacion del compuesto 109.

Para la proteccidon de espermidina comercial se eligieron 2 grupos protectores,
carboxibenzoilo (Cbz) y trifluoroacetato (COCF;). En el caso del Cbz, por
tratamiento de espermidina comercial con cianoformato de bencilo, se obtiene

el compuesto de interés 110, con excelentes rendimientos (95%).

NH, " NHCbz
HN._~_NH, > HN._~_ NHCbz

Reactivos y condiciones de reaccion: BnCO,CN (2 eq), CH,Cly
0°C, 2 h; 95 %.

Esquema 63. Proteccidn de espermidina con Cbz.
La proteccion con el COCF; se realiza utilizando trifluoroacetato de etilo en una
disolucién de agua:acetonitrilo. Se obtiene el producto protegido 111, con un
rendimiento del 91 %.
©COCF3
NH, . (\/\NHCOCF3
HN_~_NH, —> sz\/\/NHCOCF3
111

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) CF3CO5Et (3 eq), acetonitrilo,
agua, reflujo, 4 h, 91 %.

Esquema 64. Proteccion de espermidina con COCFs.
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Las reacciones de amidacion se intentaron utilizando acido hidroxibenzotriazol
(HOBT) como agente acoplante segin se describe en la referencia de Hart,
pero en este caso no se consigue reaccion. Cuando se utiliza EDCI y DMAP, en
diclorometano y a temperatura ambiente, se obtiene la amida en ambos casos y
los rendimientos son buenos (Esquemas 63 y 64).

0 S heohr /\QJOL (" NHCbz
THPO/\gfLOH HN._~_ NHCbz —» THPO § N_~_ NHCbz

109 110 112

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) EDCI (1 eq), DMAP (Cat.), CH,Cl,, t.a., 24 h; 92%.

Esquema 65. Amidacion para obtener el compuesto 112.

CF,COO
0 0
/\9)1\ + (\/\NHCOCF3 a /\QJI\ (\/\NHCOCFS
PO 7, o HoN A~ NHCOCF; —> THPO 1w NS~ NHCOCF;
109 111 113

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) EDCI (1 eq), DMAP (Cat.), CH,Cl, t.a., 24 h; 75%.
Esquema 66. Amidacion para obtener el compuesto 113.
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La desproteccidon del alcohol se realiza utilizando resina de intercambio acida
Dowex-50W agitando a temperatura ambiente, y se obtiene el producto de

interés en ambos casos, 114 y 115.
O

O
/\HJ\(\/\NHCOCFF, A@Jj\(\/\NHCOCﬁ
a
THPO A N _~_NHCOCF; HO , N _~_ NHCOCF3
113 114

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Dowex-50W, t.a., 8 h; 82%.
Esquema 67. Desproteccion con Dowex-50W para obtener el alcohol 114.

@) O
A@)kI/\/\NHCbZ /\HJLl/\/\NHCbZ
a
THPO A N _~_ NHCbz HO . N_~_ NHCbz
112 115

Reactivos y condiciones de reaccion: (a) Dowex-50W, t.a., 8 h; 85%.
Esquema 68. Desproteccion con Dowex-50W para obtener el alcohol 115.

Estos productos se utilizaran en las reacciones de esterificacion con los

derivados acidos sintetizados anteriormente.
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4.8 Conclusiones

En la busqueda de modelos sintéticos donde investigar la generalizada actividad
bioldgica observada en las crambescidinas, se sintetizan, a partir de la
succinimida, derivados 2,5 funcionalizados de pirrolidinas, susceptibles de ser
utilizados como productos de partida en la sintesis de los diversos nucleos

pentaciclicos presentes en las crambescidinas.

Se seleccionan, sobre los modelos preparados condiciones de guanilacion y de
hidrdlisis selectiva de funciones terminales de diester, para generar monoacidos

donde iniciar estudios de esterificacion.

Se realizan estudios de sintesis de los compuestos guanidinicos que se aislan de
las raices de la planta Gmicifuga racemosa. A partir de la 2-pirrolidona

comercial se sintetiza el compuesto natural ester metilico de cimipronidina.

Se sintetiza la cadena lateral presente en la ptilomicanina A con el fin de

preparar ésteres de los modelos guanidinicos preparados.

El criterio seguido en este trabajo sintético ha sido el de, a partir de moléculas
de facil acceso comercial y bajo coste econdmico, introducir funciones
adecuadas para optimizar el proceso sintético definido en el proyecto sobre

modelos de crambescidinas donde realizar estudios de bioactividad.
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4.9 Abreviaturas y simbolos

[M]*
13C- RMN
'H- RMN
Ac
ACZO
ACN
AcOEt
AcOH
AE
(a5
BBT
Bn
Boc
Brz
Bu
BZA
CaCl,
cat.
CBZ
CD30D
CDCl;
CH,Cl,
CHCl;
CI
COCF;
Cosy
d
d
D,0
dd
ddd
DIPEA
DMF
DMSO-ds
dt
EDCI
EI
EM
eq
ESI
Et
Et,O
FAB

HgCIZ
HOBT
HRMS
Hz
IR

K,COs
KBr

I6n Molecular

Resonancia Magnética Nuclear De Carbono
Resonancia Magnética Nuclear De Proton
Acetilo

Anhidrido Acético

Acetonitrilo

Acetato De Etilo

Acido Acético

Analisis Elemental

Rotaciones Opticas

Bis Boc Tiourea

Bencilo

Terct-Butiloxicarbonil

Bromo

Butilo

Acido Bencensulfinico

Cloruro De Calcio

Catalitico

Carbobenziloxi

Metanol Deuterado

Cloroformo Deuterado

Diclorometano

Cloroformo

Ionizacion Quimica

Trifluoroacetato

Acronimo De Correlated Spectroscopy
Doblete

Dias

Agua Deuterada

Doblete De Doblete

Doble Doblete De Doblete
Diisopropiletilamina

Dimetilformamida

Dimetilsulféxido Deuterado

Doble Triplete
1-Etil-3-(3-Dimetillaminopropil) Carbodiimida
Impacto Electronico

Espectroscopia De Masa De Baja Resolucion
Equivalente

Impacto Por Electro Spray

Etilo

Eter Etilico

Bombardeo Con Atomos Répidos
Gramo

Horas

Cloruro De Mercurio

Acido Hidroxibenzotriazol
Espectroscopia De Masa De Alta Resolucién
Herzios

Infrarrojo

Constante De Acoplamiento
Carbonato De Potasio

Bromuro De Potasio
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KHMDS
KOH
LiBr

M

Me

m

m.

m/z
m-CPBA
MeOH
mg.
MgSO0,
mL
mmol
Nast4
NaCl
NaHCOs
NBS
n-Buli
NH;3
NIS
NMO
NOP
OBN
0504
P.F.

Pd
Pd(PPhs)4
Ph
PMBCI
ppm
PtO,
p-TsOH
Rf

RMN

S

sat.
SMBBIT
SnBusCl
t

t.a.
TBAF
TBAI
TBDMS-CI (TBS-CI)
TBHP
£Buli
TEA
TFA
THF
THP
TLC

Hexametildisilasano De Potasio
Hidroxido De Potasio
Bromuro De Litio

Molar

Metilo

Multiplete

Minutos

Relacién Masa/Carga

Acido m-Cloroperbenzoico
Metanol

Miligramos

Sulfato De Magnesio

Mililitros

Milimol

Sulfato De Sodio

Cloruro De Sodio

Bicarbonato De Sodio
N-Bromosuccinimida

N Butil Litio

Amoniaco

N-Iodosuccinimida

N-Oxido De Morfolina
N-Oxido De Piridina
Oxibencilo

Tetrdxido De Osmio

Punto De Fusion

Paladio

Tetrakis De Trifenilfosfina Paladio (0)
Fenilo

Cloruro De para-Metoxi Bencilo
Partes Por Milldn

Oxido De Platino

Acido para-Toluensulfénico
Factor De Retencion En TLC
Resonancia Magnética Nuclear De Carbono
Singlete

Disolucién Acuosa Saturada
S-Metil Bis Boc Iso Tiourea
Cloruro De Tributil Estafio
Triplete

Temperatura Ambiente
Fluoruro De Tetrabutilamonio
Ioduro De Tetrabutilamonio
Cloruro De Terct-Butil Dimetil Silicio
Terct-Butil Hidroperoxido
Terct-Butil Litio

Trietilamina

Acido Trifluoroacético
Tetrahidrufurano
Tetrahidropirano
Cromatografia En Capa Fina
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4.10 Parte Experimental

4.10.1 Técnicas instrumentales generales

Disolventes y reactivos

Todas las reacciones fueron realizadas bajo atmdsfera de argén, salvo que se
indique lo contrario. Los reactivos y disolventes utilizados fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Acros o Scharlau.

Los disolventes secos fueron adquiridos de Aldrich o destilados previo a su uso

por procedimientos habituales.?!!

Procedimientos Generales

Las reacciones fueron extraidas como se indican, secadas sobre Na,SOs; o
MgS04 anhidros, filtradas a través de papel y llevadas a sequedad en rotavapor
a presion reducida.

La purificacién de los productos de reaccion fue realizada por cromatografia en

columna a baja presién (flash chromatography)'?

(utilizando como fase
estacionaria gel de silice Merck 60 (200-400 mesh) y como fase mdvil
disolventes organicos convencionales. Se indica el eluyente utilizado en cada
caso, asi como también las proporciones empleadas.

El seguimiento de las reacciones se realizd por cromatografia en capa fina (TLC)
empleando cromatofolios de gel de silice 60F254 Merck, con soporte de
aluminio, en capas de 0.2 mm de espesor. Se indica en cada caso la fase movil
utilizada. El revelado de las placas se realizd por inmersion en disolucién de:
ninhidrina, acido fosfomolibdico (10 % en EtOH), verde de bromocresol y/o
visualizacion en luz UV (254 nm).

Las reacciones de hidrogenacidon en condiciones de alta presiéon se llevaron a
cabo en hidrogenadores adaptados con manoreductores proporcionados por

Anorsur S.L.

211 Armarego, W. L.; Perrin, D. D. Purification of Laboratory Chemicals; Butterworth-
Heinemann: Oxford, 1996.
212 Gtjll, W. C.; Kahn, M.; Mitra, A. J. Org. Chem. 1978, 43, 2923-2925.
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Técnicas y aparatos

Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protdn *H y de carbono *C
(con desacoplamiento de protdn) se realizaron a temperatura ambiente en el
disolvente indicado en cada caso (CDCl;, CD;0D, DMSO-d¢, acetona-de, D,0),
utilizando para ellos los siguientes equipos: Bruker DRX-500, Bruker DRX-400 y
Bruker DPX-300. Los valores de desplazamientos quimicos se expresan en
partes por millén (5, ppm), utilizando como referencia interna la senal residual
del disolvente.

Espectroscopia de Infrarojo

Los espectros de infrarojo (IR) se registraron un espectrofotdmetro Bruker
modelo Vector 22 con software OPUS/IR. Las frecuencias de los maximos de
absorcién se expresan en cm™. Las muestras se analizaron con pastillas de NaCl
o de KBr.

Espectrometria de Masas

Los espectros de masas de baja resolucion (EM) se registraron en un
espectrometro Esquire 6000 ESI-MS Bruker Daltonics. Se realizaron en modo de
escaneado positivo, excepto los compuestos 50 y 51 que se hicieron en
negativo. Los datos obtenidos estan expresados en unidades de masa (m/z).
Los espectros de masas de alta resolucion (H.R.M.S) se realizaron en un
FISONS VG-Autospec. Las técnicas de ionizacién fueron: impacto electrénico a
70 ev (EI), bombardeo con atomos rapidos (FAB) e inonizacidon quimica (CI). En
cada caso se especifica la técnica utilizada.

Puntos de fusion

Los puntos de fusién (P.F.) han sido determinados en un aparato MEL-TEMP®

modelo 1002D y se informan sin corregir.
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Actividad Optica

Las rotaciones Opticas ([a]y) se midieron a temperatura ambiente en un

polarimetro Perkin Elmer modelo 341, utilizando una célula de cuarzo de 10 cm
de longitud y una capacidad de 1 mL. En cada caso se indica el disolvente y la
concentracion utilizados (cen g/100 mL).

Analisis elemental

Los analisis elementales (AE) se han realizado en un aparato LECO CHNS-932.

Los resultados se expresan en tanto por ciento.
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4.10.2 Descripcion de reacciones y datos fisicos y espectroscopicos de
los compuestos preparados en este capitulo

Preparacion de (2S)-(2-terc-butildimetilsililoxi)propanoato de etilo

(32).1953
OO~
O~ OEt J\:
I midazol 0./
— Si
OH DMF / 7<
32
A una solucidn de (S)-lactato de etilo (6.52 g, 55.2 mmol, 1 eq) en DMF anhidro

(40 mL) bajo argdn se agrega imidazol (413 g, 60.7 mmol, 1.1 eq) y TBS-ClI
(8.99 g, 59.6 mmol, 1.1 eq). La mezcla se agita durante 48 horas a
temperatura ambiente. Se vuelca sobre un bano de agua-hielo. Se extrae con
éter etilico (40 mL x3). Las fases organicas se reunen, se lava con brine, se
seca con MgSQO4, se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:Et,O (2:1) como fase movil.
Se obtiene el alcohol protegido 32 como un aceite incoloro (10.7 g, R = 85%).
Rf: 0.90 (n-Hexano:Et;0; 2:1)

[a]): +8.5 (¢ 1.2, CHCl3)

'H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.31 (1H, g, J = 6.73 Hz, H2), 4.17 (2H,
dq, J= 7.07, 4.70 Hz, OCHCHs), 1.39 (3H, d, J = 6.77 Hz, H3), 1.27 (3H, t, J
= 7.14 Hz, OCH,CH3), 0.90 (9H, s, 3xSiCMe3), 0.10 (3H, s, SiCHs), 0.07 (3H, s,
SiCH5)

13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 174.1 (C1), 68.4 (C2), 60.7 (OCH,CH3),
25.7 (SiC(Hs)3), 21.3 (C5), 18.3 (SitMes), 14.2 (OCH,(Hs), -5.0 (SiCHs), -5.3
(SicH;)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 255 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™) 2932, 2858, 1754, 1472, 1372, 1256, 1146, 833, 778

AE: Calculado para C;1H,403Si: C = 56.85, H = 10.41, Si = 12.09. Observado: C
=56.73, H = 9.84
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Preparacion de (2S)-( terc-butildimetilsililoxi)propanal (33). 1°>

@) H
OsOEt i
i DIBAL-H O\ /
OTBS  CHCh Si 7<
MgSO, /

32 33
A una solucion del alcohol protegido 32 (10.7 g, 46 mmol, 1 eq) en CH,Cl,

anhidro (135 mL), enfriada a -78 °C, se le agrega una solucién 1.0 M de DIBAL-
H en CH,Cl, (48.4 mL, 48.4 mmol, 1.05 eq), lentamente y con agitacién bajo
atmosfera de argdn. La solucion resultante se agita durante 1 hora a -78 °C. Se
agregan 10 mL de agua y se deja alcanzar temperatura ambiente. Se agrega
MgS04 (1.0 g) y agita durante 10 minutos para precipitar las sales presentes. Se
extrae con CH,Cl, (50 mL x 2). Las fases organicas combinadas se secan con
MgSO0;, se filtra y lleva a sequedad. El aldehido 33 se utiliza directamente en la

reaccion de acoplamiento de Wittig.
Rf: 0.62 (n-Hexano:Et,0; 2:1)

14 RMN (300 MHz, CDCl) & (ppm): 9.62 (1H, s, H1), 4.12 (1H, dg, J = 7.1,
14.21 Hz, H2), 1.29 (3H, dd, J = 2.27, 7.0 Hz, H5), 0.92 (9H, s, 3xSiCMe;),
0.10 (3H, s, SiCH3), 0.09 (3H, s, SiCHs)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 204.2 (C1), 73.8 (C2), 25.7 (SiC(CH3)3),
18.5 (C5), 18.2 (SitMes), -4.7 (SiCH3), -4.8 (SiCH3)
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Preparacion de (5S)-(1,3-dioxan-2-il)pent-3Z-en-2-iloxi)( terc-
butil)dimetilsilano (34). °*
O/j

g @

OsH or 3 )
PhsP*
i KHMDS O\_/
OTBS — > /s|7<

33 34
Una solucion de 2-(1,3-dioxan-2-il)etiltrifenilfosforano (20.79 g, 45.4 mmol, 1

eq) en THF anhidro (200 mL) se enfria a 0 °C bajo argdn. Se agrega KHMDS
(9.06 g, 45.4 mmol, 1 eq) en partes y la solucidn resultante se agita durante 2
horas mientras alcanza temperatura ambiente. Se agrega el aldehido 33 (8.56
g, 45.4 mmol, 1 eq) en THF seco (15 mL) y la mezcla de reaccion se agita a
temperatura ambiente durante 36 horas. Se agrega éter etilico y se filtra a
través de Florisil®. La solucién filtrada se seca con MgSOs, se filtra y lleva a
sequedad. Se obtiene un sdlido blanco que se purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:Et,O (9:1) como fase movil.

Se obtiene el alqueno 34 como un aceite incoloro (7.7 g, R = 60%).
Rf: 0.53 (n-Hexano:Et;0; 4:1)
[a])): + 31.1 (¢ 2.1, CHC3), (lit. +31.06 (c2.07, CHCl3))

1H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 5.52 (1H, ddt, J = 11.3, 8.2, 1.6 Hz, H3),
5.34 (1H, dt, 7= 11.1, 7.4, Hz, H4), 4.61 (1H, ddd, J = 8.0, 6.3, 3.2 Hz, H2),
4.53 (1H, t, 7= 5.3 Hz, H2'), 4.11 (2H, ddd, J = 11.8, 5.0, 1.2 Hz, H4'eq, H6sx),
3.77 (2H, dt, J= 12.4, 2.5 Hz, H4's, H6'), 2.37 (2H, ddd, J = 7.1, 5.3, 1.6 Hz,
H5), 2.10 (1H, dt, J = 12.5, 5.0 Hz, H5%y), 1.38-1.23 (1H, m, H5'), 1.20 (3H,
d, J = 6.3 Hz, H1), 0.89 (9H, s, 3xSiCMes), 0.06 (3H, s, SiCHs), 0.05 (3H, s,
SiCH;)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 137.8, 121.1 (C3, C4), 101.6 (C2"), 66.9
(C4', C6'), 65.2 (C2), 33.8 (C5), 25.9 (SiC(CHs)3), 25.7 (C5), 24.6 (C1), 18.2
(SitMes), -4.2 (SiCH3), -4.8 (SiCH3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 309 ([M + Na]*, 100)
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IR (NaCl) v (cm™): 2957, 2855, 2731, 1731, 1678, 1471, 1429, 1372, 1253,
1141, 1005, 835, 777

AE: Calculado para Ci5H3003Si: C = 62.89, H = 10.55, Si = 9.80. Observado: C
=62.91, H = 10.08
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Preparacion de (2S)-(1,3-dioxan-2-il)pentan-2-iloxi)(terc-

butil)dimetilsilano (35). °*
o/j

O/j (@)
H, / PtO,

o~ H/P:
/ AcOEt O\ /
Si
OTBS / 7<
34 35

A una solucién del alqueno 34 (6 g, 20.9 mmol, 1 eq) en AcOEt anhidro (100
mL), bajo argon, se agrega éxido de platino (200 mg, 0.88 mmol, 0.042 eq). El
argdén se cambia por hidrogeno y la mezcla de reaccién se agita vigorosamente
a temperatura ambiente durante 3 horas. Se filtra a través de papel y se lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-
Hexano:Et,O (4:1) como fase movil. Se obtiene el producto reducido 35 como
un aceite (5.4 g, R = 89%).

Rf: 0.47 (n-Hexano:Et;0; 4:1)
[0} : + 7.6 (¢ 2.5, CHCl3), (lit. +7.7 (¢ 2.47, CHCl3))

'H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.51 (1H, t, J =5.1 Hz, H2"), 4.20-4.02
(2H, m, H4, H6%), 3.72-3.82 (3H, m, H2, H4'eq, H6's), 2.08 (1H, tq, J =
15.5, 5.0 Hz, H5'5), 1.59 (2H, ddd, J =11.4, 6.6, 3.9 Hz, H3), 1.52-1.27 (5H,
m, H5'q, H5, H4), 1.12 (3H, d, J= 6.1, H1), 0.89 (9H, s, 3xSiCMe3), 0.05 (6H,
s, SiCH3)

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 102.3 (C2"), 68.5 (C2), 66.9 (C4’, C6"),
39.5, 35.2 (C3, C5), 25.9 (SiC(CHs)3), 25.8 (C5"), 23.6 (C1), 20.2 (C4), 18.1
(SitMe3), -4.4 (SiCH3), -4.7 (SiCHs)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 311 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2956, 2928, 2854, 1462, 1376, 1254, 1145, 1079, 1004,
834, 773

AE: Calculado para Ci5H3,05Si: C = 62.45, H = 11.18, Si = 9.74. Observado: C
= 62.55, H = 10.93
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Preparacion de (55)-(1,3-dioxan-2-il)pentan-2-ol (36). *°>

o/j o/j
O TBAF O

THF
OTBS OH

35 36
A una solucion del alcohol protegido 35 (5.4 g, 18.7 mmol, 1 eq) en THF

anhidro (19 mL), bajo argdn, se agrega una solucion de TBAF 1.0 M en THF (27
mL, 27 mmol, 1.4 eq). Se agita a temperatura ambiente durante 10 horas. La
mezcla se diluye con éter etilico y se lava, primero con agua y Despues con
brine. La capa organica se seca con MgSO; y se purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:Et,O (gradiente de 20% a
90% en Et,0) como fase mdvil. Se obtiene el alcohol 36 como un aceite
incoloro (5.4 g, R = 92%).

Rf: 0.32 (n-Hexano:Et,0; 1:9)
[a]): + 7.37 (¢ 1.6, CHCl3), (lit. +7.36 (¢ 1.55, CHCl3))

'H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.51 (1H, t, J =5.0 Hz, H2"), 4.21-3.98
(ZH, m, H4,a)(, H6,ax), 3.90_3.56 (3H, m, H2, H4,eq, H6’eq), 2.19'1.89 (].H, m,
H5".), 1.77 (1H, s.a, OH), 1.68-1.53 (2H, m, H5), 1.49-1,40 (4H, m, H4, H3),
1.39-1.28 (1H, m, H5's;), 1.17 (3H, d, J= 6.2 Hz, H1)

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 102.2 (C2"), 67.8 (C2), 66.9 (C4', C6"),
39.0, 35.0 (C3, C5), 25.8 (C5"), 23.4 (C1), 20.1 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 197 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 3423, 1961, 2852, 1460, 1405, 1377, 1285, 1243, 1144,
1074, 998

AE: Calculado para CgH1g03: C = 62.04, H = 10.41. Observado: C = 63.17, H =
10.79
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Preparacion de (2S)-metil-6-(fenilsulfonil)-tetrahidro-2H-pirano (37).

195a
o/j
o P
CBaZC')AI\ O S
2 1
—_— O
OH CH,Cl, \©

Se disuelve acido bzgcensulfénico recientemente p?;Z:parado (441 g, 31.1
mmol, 1 eq) en CH)Cl, anhidro (50 mL) y se agrega CaCl, anhidro (13.7 g). A
esta suspension se le agrega el alcohol 36 (5.4 g, 31.1 mmol, 1 eq) en CH,Cl,
(20 mL) con una canula. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 3
horas. Se filtra a través de celite, se lleva a sequedad y se purifica por Florisil®

utilizando una mezcla de n-Hexano:Et,O (3:7) como fase movil. Se obtiene la

sulfona 37 como una mezcla de los andmeros (3.623 g, R = 48%).
Rf: 0.67 (n-Hexano:Et;0; 1:9)

1H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.98-7.91 (2H, m, H3"), 7.72-7.63 (1H, m,
H4"), 7.56 (2H, t, 7= 7.6 Hz, H2'), 4.70 (1H, dd, J = 1.7, 6.6 Hz, H6), 4.56 (1H,
dg, J= 12.7, 6.4 Hz, H2), 2.55 (1H, dddd, J = 1.8, 3.7, 5.6, 14.6 Hz, H5), 2.03
~1.93 (1H, m, H5), 1.76 (2H, dt, 7 = 7.6, 4.8 Hz, H4), 1.22 (1H, t, J= 7.0 Hz,
H3), 1.16 (1H, d, 7= 6.14 Hz, H3), 1.11 (3H, d, 7= 6.3 Hz, Me)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 136.3 (C1%), 134.4 (C3"), 133.8 (C4"), 129.7
(C27, 92.0 (C6), 69.6 (C2), 23.5 (C3), 22.9 (C5), 22.4 (C4), 21.8 (Me)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 263 ([M + Na]*, 100), 165 (82)

IR (NaCl) v (cm™): 3040, 2934, 2857, 1714, 1644, 1446, 1383, 1303, 1147,
1102, 883, 803, 792, 753, 719, 602

AE: Calculado para Ci3H1603S: C = 59.97, H = 6.71, S = 13.34. Observado: C
= 59.16, H =6.08, S = 12.94
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Preparacion de (2S)-(metil-3,4-dihidro-2H-piran-6-il)tributilestaiio
(38).1953

/(jx, Sl /(OE\
SnBu3CI Sn\/\/
0" "so,ph MRS

ii) DIPEA
CHCI3 reflujo
37 >

38

A la mezcla de la sulfona 37 (100 mg, 0.42 mmol, 1 eq) en THF (10 mL) a - 78
oC bajo argdn, se adiciona una solucion 1.6M de n-butillitio en n-Hexanos (0.3
ml, 0.5 mmol, 1.2 eq). Desples de 1 hora se agrega lentamente cloruro de
tributilestafio (0.13 ml, 0.46 mmol, 1.2 eq). Se mantiene a -20 °C durante 30
minutos y se vuelca sobre una solucion saturada de bicarbonato de sodio, se
extrae con éter etilico (10 mLx 3) y las fases organicas combinadas se secan
(MgS04) y se lleva a sequedad. El aceite obtenido se disuelve en CHCI3 (10
mL), se adiciona DIPEA (0.4 ml, 2.1 mmol, 5 eq) y la disolucién resultante se
calienta a reflujo 12 horas. Se lleva a sequedad y se purifica por columna
cromatografica utilizando Florisil® como fase estacionaria y n-Hexano como
eluyente. Se obtiene el producto 38 como un aceite incoloro (118 mg, R =
73%).

Rf: 0.24 (n-Hexano)
[a]): - 6.67 (c 1.1, CHCI3) (lit. — 6.67 (¢ 1.1, CHCl3))

'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4.71 (1H, ddd, J = 4.6, 2.5, 1.3 Hz, H5),
3.99-3.72 (1H, m, H2), 2.10 (1H, ddd, J = 10.4, 6.6, 2.6 Hz, H4x), 2.00 (1H,
ddd, 7 = 5.8, 4.8, 3.0 Hz, H4e,), 1.87-1.82 (1H, m, H3), 1.63-1.48 (8H, m, H3,
H2"), 1.39-1.26 (6H, m, H3"), 1.22 (3H, d, J = 6.3 Hz, Me), 0.96-0.88 (15H, m,
H1’, H4")

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 162.2 (C6), 111.4 (C5), 71.1 (C2), 29.9
(C3), 29.7 (C2"), 29.0 (C4), 27.2 (C3"), 21.4 (Me), 13.7 (C1"), 9.5 (C4)

IR (NaCl) v (cm™): 2956, 2923, 2850, 1667, 1562, 1377, 1300, 1186, 1105,
1087, 1055, 876, 749, 691
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AE: Calculado para CigH30Sn: C = 55.84, H = 9.37, Sn = 30.66. Observado: C
= 55.21, H = 9.29
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Preparacion de 2-(fenilsulfonil)-tetrahidro-2H-pirano (39).°"

BZA O //S
| caCl, @)
—
CH,Cl,

O
39
Se disuelve acido bencensulféonico recientemente preparado (2.35 g, 1.65
mmol, 1 eq) en CH,Cl, anhidro (20 mL) y se agrega, gota a gota, dihidropirano
(1.39 g, 16.5 mmol, 1 eq). Se agita a temperatura ambiente durante 2 horas y
se lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:Et;O (3:7) como fase movil. Se obtiene el producto 39

como un sélido blanco (2.98 g, R = 80%).
P.F.: 77-78 oC (lit. 78 °C)
Rf: 0.46 (n-Hexano:Et,0; 3:7)

'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.94-7.86 (2H, m, H3'), 7.65 (1H, t, J =
7.4 Hz, H4"), 7.54 (1H, t, J = 7.5 Hz, H2), 4.40 (1H, dd, 7 = 9.8, 3.0 Hz, H2),
4.17-4.05 (1H, m, H6), 3.53-3.40 (1H, m, H6), 2.08 (2H, tdd, J = 14.1, 9.9, 5.4
Hz, H3), 1.90-1.71 (1H, m, H4), 1.65-1.45 (3H, m, H4, H5)

13C RMN (75 MHz, CDCl;) & (ppm): 136.5 (C1), 133.9 (C4"), 129.4 (C2’), 128.9
(C3"), 91.3 (C2), 68.6 (C6), 24.7 (C5), 23.7 (C4), 21.5 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 249 ([M + NaJ*, 100), 165 (82)
HRMS: Calculado para C;1H;505S [M+H] = 227.0742, Observado: = 227.0734
IR (NaCl) v (cm'l): 1307, 1149, 1083, 688

AE: Ci;H1405S: C = 58.38, H = 6.24, S = 14.17. Observado: C = 57.47, H =
6.17, S = 14.25

2135V, Ley, B. Lygo, F. Sternfeld, A. Wonnacott, Tetrahedron 1986, 42, 4333-4342.
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Preparacion de (3,4-dihidro-2H-piran-6-il)tributilestafio (40).2'*

8!

t-BuLi
SnBusCl 0" _Sn_~_
I =

(@) -78°C

40

Procedimiento A:

A una solucion de 3,4-dihidro-2H-pirano (1 mL, 10.8 mmol, 1 eq) en THF seco
(20 mL) a -78 °C se le trata, gota a gota, con una solucién 1.7M en pentano de
t-BuLi (16 mL, 27.1 mmol, 2.5 eq). Se agita 1 hora a 0 °C y se enfria
nuevamente a -78 ©C. Se agrega cloruro de tributil estafio (7.3 mL, 27 mmol,
2.5 eq) gota a gota. Despues de 15 minutos a esta temperatura se agrega agua
(50 mL). La mezcla se extrae con éter etilico (20 mL x 3), se seca (MgS0.), se
filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica con n-Hexano
como fase movil. Se obtienen 3.18 g del producto 40 como un aceite incoloro
(R = 79%).

Procedimiento B:
i) n-BulLi

Q SnBusCl (j\
THF |
-78°C
(@) SO,Ph —» O SnBuj
ii) DIPEA
39 CHCl3 40
reflujo
A una solucion de la sulfona 39 (1.35 g, 5.97 mmol, 1 eq) en THF seco (30 mL
enfriada a -78 °C se le trata, gota a gota, con una solucién 1.6M en n-Hexanos
de n-BuLi (4.5 mL, 7.17 mmol, 1.2 eq). Se agita 1 hora a -78 °C. Se agrega el
cloruro de tributil estano (1.8 mL, 6.57 mmol, 1 eq) y se agita a esa
temperatura 20 minutos. Se sube la temperatura a -20 °C y se agita durante 30
minutos. Se vuelca sobre NaHCO; (sat), se extrae con Et,0 (50 mL x 3); la

fraccion de éter se seca sobre MgSQ., se filtra y lleva a sequedad. El residuo

214 A. Paquette, J. C. Lanter, J. N. Johnston, J. Org. Chem. 1997, 62, 1702-1712.
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resultante se purifica por columna cromatografica utilizando n-Hexano como

fase movil; se obtienen 1.1 g del producto 40 (R = 49%).
Rf: 0.43 (n-Hexano)

'H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.74 (1H, t, 7 = 3.7 Hz, H5), 3.96-3.85
(2H, m, H2), 2.02 (2H, ddd, J = 4.9, 4.1, 2.2 Hz, H4), 1.91-1.81 (2H, m, H3),
1.61-1.48 (6H, m, H2"), 1.41-1.26 (6H, m, H3"), 0.92 (15H, ddd, J = 11.9, 8.3,
5.0 Hz, H1’, H4")

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 162.7 (C6), 112.3 (C5), 65.9 (C2), 29.0
(C27, 27.2 (C4), 23.2 (C3"), 21.2 (C3), 13.7 (C1"), 9.4 (C4)

IR (NaCl) v (cm™): 2956, 2926, 2871, 1606, 1463, 1376, 1220, 1069, 1053,
897, 874, 664

AE: Calculado para Ci7H340Sn: C = 54.72, H = 9.18, Sn = 31.81. Observado: C
= 54.09, H = 8.95
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Preparacion de Acido 6-metoxi-4,6-dioxo-5-(trifenil-A-fosfaniliden)n-
hexanoico (41).%1°

OO

~ O
Os_OMe 3
~ @) @) o 5 °C3
Ph,P o)
41

Se disuelve el trifenilfosforaniliden acetato de metilo (8.7 g, 26 mmol, 1 eq) en
CHCI5; anhidro (30 mL) a temperatura ambiente y se agrega anhidrido succinico
(2.6 g, 26 mmol, 1 eq); la solucién resultante se agita a temperatura ambiente
durante 16 horas. Se lleva a sequedad y se recristaliza en AcOEt. Se obtienen

9.26 g del producto 41 como un solido blanco (R = 82%).

P.F.: 125-128 oC

14 RMN (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 7.66 (6H, dd, J = 12.8, 7.8 Hz, H2"), 7.59
(3H, t, J= 7.4 Hz, H4"), 7.50 (6H, td, J = 7.8, 3.0 Hz, H3"), 3.42-3.30 (2H, m,
H2), 3.17 (3H, s, OCHs), 2.66-2.52 (2H, m, H3)

13¢ RMN (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 196.4 (C4), 176.2 (C1), 167.9 (C6), 133.2
(C2"), 132.1 (C4'), 128.6 (C3'), 125.8 (C1’), 77.3 (C5), 49.9 (OCHs), 34.3 (C2),
31.1 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 457 ([M + Na]*, 100), 435 ([M+H]", 36)
IR (NaCl) v (cm™): 1665, 1562, 1483, 1436, 1379, 1305, 1105, 1028

AE: Calculado para CsHy30sP: C = 69.12, H = 5.34, P = 7.13. Observado: C =
69.21, H = 5.44

215 M, M. Kayser, J. Zhu, D. L. Hooper, Can. J. Chem. 1997, 75, 1322-1330
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Preparacion de Acido 6-etoxi-4,6-dioxo-5-(trifenil-A*>-fosfaniliden)n-

hexanoico (42).2"

OO
\/ e)
O OEt
T - o PhoP OH
y/ O O -5°C3
Ph,P O o)
42

Se disuelve el trifenilfosforaniliden acetato de etilo (9.1 g, 26 mmol, 1 eq) en
CHCI5 anhidro (30 mL) a temperatura ambiente. Se agrega anhidrido succinico
(2.6 g, 26 mmol, 1 eq) y la solucidn resultante se agita durante 16 horas. Se
lleva a sequedad y se recristaliza de AcOEt. Se obtienen 7.58 g del producto 42

como un sdlido de blanco (R = 65%).
P.F.: 126-132 °C (lit: 130-132 °C)

1H RMN (500 MHz, CDC5) & (ppm): 7.66 (6H, dd, J = 12.8, 7.4 Hz, H2'), 7.58
(3H, dd, 7= 8.0, 6.8 Hz, H4'), 7.49 (6H, td, J = 7.6, 3.0 Hz, H3"), 3.73 (2H, q, J
= 7.1 Hz, OCHLCHs), 3.41-3.31 (2H, m, H2), 2.64-2.48 (2H, m, H3), 0.67 (3H,
t, 7= 7.1 Hz, OCH.CH3)

13€ RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 196.4 (C4), 175.5 (C1), 167.5 (C6), 133.1
(C2"), 132.2 (C4"), 125.7 (C3"), 125.0 (C1"), 73.4 (C5), 59.1 (OCHLHs), 34.0
(C2), 31.6 (C3), 13.6 (OCH,(Hs)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 471 ([M + Na]*, 100), 449 ([M+H]", 52)
IR (NaCl) v (cm™): 1715, 1671, 1580, 1560, 1492, 1305, 1105, 1090

AE: Calculado para CysHs05P: C = 69.64, H = 5.62, P = 6.91. Observado: C =
69.53, H = 7.71;
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Prepa256aci6n de E-[5-oxodihidrofuran-2(3H-iliden]acetato de metilo
(43).

Bre
+ —» 0
0FNg"0 * PhgHP” Y[ — 0
O 43
Procedimiento A:

Se disuelven la sal de fosfonio (830 mg, 2 mmol, 1 eq) y el anhidrido succinico
(200 mg, 2 mmol, 1 eq) en THF seco (30 mL). Se agrega carbonato de potasio
(691 mg, 5 mmol, 2.5 eq) y bromuro de litio (174 mg, 2 mmol, 1 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 10 horas bajo argdén. Se agrega éter etilico
(20 mL) y precipita el 6xido de trifenilfosfina, que se filtra. La solucion
resultante se lleva a sequedad y se purifica por columna cromatografica
utilizando éter de petréleo:Et,0 (2:1) como fase mdvil. Se obtienen 197 mg de

43 como un sdlido blanco cristalino (R = 63%).

@)
OMe OH Q
PhsP —_— OI)Q)\\OMe
0O THF O (B
o) reflujo

43
41 oh

Procedimiento B:

Se disuelve el compuesto 41 (4 g, 9.22 mmol, 1 eq) en THF seco (30 mL) y la
solucién resultante se calienta a reflujo durante 6 horas. Se enfria y se lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-
Hexano:AcOEt (4:1) como fase movil. Se obtienen 1.0 g del producto 43 como

un solido cristalino (R = 69%).
P.F.: 103 °C
Rf: 0.29 (n-Hexano:Et;0; 2:1)

14 RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 5.73 (1H, s, H2"), 3.74 (3H, s, OCHs),
3.46-3.32 (2H, m, H4), 2.76 (2H, dd, 7= 9.9, 7.0 Hz, H3)

216 3, Zhu, M. M. Kayser, Synthetic Communications 1994, 24, 1179-1186.

-186 -



13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 173.5 (C5), 167.7 (C1"), 167.1 (C2), 97.0
(C2"), 51.3 (OCHs), 26.1 (C3), 26.0 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 179 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2996, 1829, 1709, 1655, 878

AE: Calculado para C;HgO4: C = 53.85, H = 5.16. Observado: C = 54.05, H =
5.23
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Preparacion de E-[5-oxodihidrofuran-2(3H-iliden]acetato de etilo
(44). %

@)
OEt OH Q

@] 44
42

Se disuelve el compuesto 42 (200 mg, 0.48 mmol, 1 eq) en THF seco (5 mL) y
la solucidn resultante se calienta a reflujo durante 6 horas. Se enfria y se lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-
Hexano:AcOEt (4:1) como fase modvil. Se obtienen 57 mg (R = 70%) del

producto 44 como un solido cristalino.
P.F.: 84-85 °C
Rf: 0.5 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 5.71 (1H, s, H2), 4.19 (2H, g, 7= 7.1 Hz,
H4), 3.49-3.26 (2H, m, 3), 2.80-2.62 (2H, m, OCHLCHs), 1.30 (3H, t, J = 7.1
Hz, OCH,CH3)

13C RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.67 (C5), 167.4 (C1), 166.6 (C2), 97.4
(C2"), 60.2 (OCH,CHs), 26.1 (C3), 26.1 (C4), 14.3 (OCH,(H3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 193 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2986, 1823, 1699, 1674, 868

AE: Calculado para CgH1004: C = 56.47, H = 5.92. Observado: C = 56.05, H =
5.63
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Preparacion de 2-Bromo-2-[5-0x0-4,5-dihidrofuran-2(3H)-

iliden]acetato de metilo (45). %%

@) oM
° 0
Y Ay
PhP OH
5 3
41

Se disuelve el fosforano 41 (1.7 g, 3.9 mmol, 1 eq) en CH,Cl, anhidro (80 mL)
y se enfria a 0 °C. Se afhade trietilamina (0.4 mL, 4.3 mmol, 1.1 eq) y bromo
(0.2 mL, 4.3 mmol, 1.1 eq). Se agita bajo argon durante 30 minutos a 0 °C y
después de ese tiempo se deja alcanzar temperatura ambiente. Se lleva a
sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase
movil. Se obtienen 742 mg (R = 81%) del producto, 45, como una mezcla de

isobmeros. Ratio Z:E = 7:3.

Rf: 0.48 (CH.CL,)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 259, 257 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2956, 1831, 1702, 1626

AE: Calculado para C;H;04Br: C = 35.77, H = 3.00, Br = 34.00. Observado: C
= 36.10, H = 3.11

Una posterior purificacion por columna cromatografica usando n-Hexano:AcOEt

(7:3) como fase movil, permite separar la mezcla de estereoisdbmeros.

Compuesto Z(519 mq).

P.F.: 126-128 °C

Rf: 0.45 (n-hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.86 (3H, s, OCH3), 3.44 (2H, m, H4), 2.88
(2H, m, H3)
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13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 172.0 (C5), 163.7 (C1"), 163.6 (C2), 89.3
(C2"), 53.4 (OCHs), 28.0 (C4), 27.0 (C3)
Compuesto £(247 mq):

E) Br

-0

P.F.: 125-128 oC

Rf: 0.38 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3.87 (3H, s, OCHs), 3.13 (2H, m, H4), 2.81
(2H, m, H3)

13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 174.2 (C5), 162.6 (C1’), 161.3 (C2), 66.4
(C2"), 53.5 (OCH;3), 32.7 (C4), 27.2 (C3)
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Preparacion de 2-Bromo-2-[5-0x0-4,5-dihidrofuran-2(3H)-
iliden]acetato de etilo (46). *"”

@) OEt o .
T M\\ s
Ph;P OH CH2CI2
o) o°C
42

Se disuelve el fosforano 42 (1.7 g, 3.79 mmol, 1 eq) en CH,Cl; anhidro (80 mL)
y se enfria a 0 °C. Se afade trietilamina (0.4 mL, 4.2 mmol, 1.1 eq) y bromo
(0.2 mL, 4.2 mmol, 1.1 eq). Se agita bajo argdn durante 30 minutos a 0 °C y se
deja alcanzar temperatura ambiente. Se purifica por columna cromatografica
utilizando CH,Cl, como fase mdvil. Se obtienen 840 mg (R = 89%) de la mezcla

de isémeros, 46, como un sdlido de color amarillo. Ratio Z:E = 7.5:2.5.

EM (ESI); m/z (int. rel.): 273, 271 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2946, 1823, 1698, 1636

AE: Calculado para CgHqO4Br: C = 38.58, H = 3.64, Br = 32.08. Observado: C
= 38.51, H = 3.91

Una posterior purificacion por columna cromatografica usando n-Hexano:AcOEt

(7:3) como fase movil, permite separar la mezcla de isébmeros.

Compuesto Z (630 mq):

P.F.: 151-154 °C (lit: 154-156 °C)

Rf: 0.39 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 4.28 (2H, q, 7= 7.1 Hz, OCHLH3), 3.43-
3.40 (2H, m, H4), 2.88-2.85 (2H, m, H3), 1.35 (3H, t, 7= 7.1 Hz, OCH,CH5)
13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 172.2 (C5), 163.5 (C1"), 163.0 (C2), 89.8
(C2"), 62.2 (OCH,CH3), 28.0 (C4), 27.0 (C3), 14.2 (OCH,(CH3)
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Compuesto £(210 mq):

P.F.: 145-149 °C (lit. 148-149 °C)°

Rf: 0.27 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.30 (2H, q, J = 7.1 Hz, CHXCH3), 3.26-
3.08 (2H, m, H4), 2.83-2.73 (2H, m, H3), 1.36 (3H, t, J= 7.1 Hz, CH2CHS3)

13C RMN (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 173.2 (C5), 161.5 (C1"), 160.0 (C2), 93.8
(C2"), 62.2 (OCH,CHs), 28.0 (C4), 26.0 (C3), 14.2 (OCH,CHs)
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Preparacion de 2-iodo-2-[5-0x0-4,5-dihidrofuran-2(3 H)-iliden]acetato
de etilo (47).°"

Os_-OMe

0O O
NIS MLO/
PhyP OH —> 073
O 0°C |

Se disuelve el fosforano 41 (1780 mg, 4.1 mmol, 1 eq) en THF seco (20 mL)
enfria la solucidn a 0 °C. Se afiade N-iodosuccinimida (1015 mg, 4.5 mmol, 1.1
eq). Se agita bajo argon a 0 °C durante 5 horas. Se deja alcanzar temperatura
ambiente, lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando
CH,Cl, como fase mdvil. Se obtiene la mezcla de isémeros £:Z (80:20), 47,

como un sélido amarillo (890 mg, R = 77%).

P.F.: 62-65 °C

Rf: 0.56 (CH.Cl,)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 305 ([M + Na]*, 100), 211 (25)

IR (NaCl) v (cm™): 2985, 1840, 1700, 1645, 1280, 1250

AE: Calculado para C;H;04I: C = 29.81, H = 2.50, I = 45.00. Observado: C =
29.2, H=241

Compuesto £

ISPA
OO

'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3.78 (3H, s, OCHs), 3.06 (2H, dd, J =
10.2, 6.6 Hz, H4), 2.79 (2H, dd, 7= 10.0, 6.5 Hz, H3)

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 174.1 (C5), 162.6 (C1"), 161.2 (C2), 66.4
(C2"), 53.5 (OCHs), 32.6 (C4), 27.1 (C3)
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Compuesto Z

@)
% OMe

|
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.76 (3H, s, OCH3), 3.42 (2H, dd, J = 9.7,
6.9 Hz, H4), 2.88 (2H, dd, J = 9.8, 6.8 Hz, H3)
13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 178.2 (C5), 174.1 (C1"), 161.2 (C2), 68.3
(C2"), 53.5 (OCHs), 28.1 (C4), 27.8 (C3)
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Preparacion de (2)-2-(3,4-Dihidro-2H-piran-2-il)-2-[5-ox0-4,5-
dihidrofuran-2(3H)-iliden]acetato de etilo (48).

@)
0 S~
O__SnBus OM O
o ./ ~OEt O/ Pd(PPhy),
(@) + —> 55
Br ACN OQ
46 40
48

Sobre una disolucién de tetraquis(trifenilfosfin)paladio (10.5 mg, 0.01 mmol,
0.05 eq) en acetonitrilo seco y desgasificado (2 mL) se adiciona el
bromoderivado 46 (50 mg, 0.2 mmol, 1 eq) y el derivado de estafio 40 (68 mg,
0.18 mmol, 1 eq). La solucion resultante se calienta a reflujo durante 3 horas.
Se diluye con éter etilico, se filtra a través de celite y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano-AcOEt
(7:3). Se obtiene un producto 48 de color marron claro que descompone (30.2

mg). El rendimiento para esta reaccion fué de 60%.

1H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4.79 (1H, t, 7 = 3.82 Hz, H5"), 4.22 (2H,
q, J = 7.13, OCHLCHs), 4.07 (2H, t, J = 5.1 Hz, H2"), 3.39 (2H, m, H3), 2.75
(2H, m, H4), 2.15 (2H, dt, J = 3.88, 6.77 Hz, H4"), 1.90 (2H, dt, J= 6.36, 12.7
Hz, H3"), 0.94 (3H, t, J = 7.2 Hz, OCH,CH5)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl;) & (ppm): 173.6 (C5), 166.4 (C1’), 163.8 (C2), 145.3
(C2"), 103.2 (C5), 66.5 (C2"), 60.7 (OCH,CH3), 26.7 (C3), 26.3 (C4), 22.2 (C3"),
20.5 (C4"), 13.6 (OCH,(H;)
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Preparacion de (2)-2-(3,4-Dihidro-2H-piran-2-il)-2-[5-ox0-4,5-
dihidrofuran-2(3 H)-iliden]acetato de metilo (48M).

@)
@) /
O _SnBus OA/D?)L O
ON OMe O/ Pd(PPhy)s
(@) + —> S5
Br ACN OQ
45 40
48M

Sobre una disolucién de tetraquis(trifenilfosfin)paladio (10.5 mg, 0.01 mmol,
0.05 eq) en acetonitrilo seco y desgasificado (5 mL) se adiciona el
bromoderivado 45 (47 mg, 0.2 mmol, 1 eq) y el derivado de estafio 40 (68 mg,
0.18 mmol, 1 eq). La solucion resultante se calienta a reflujo durante 3 horas.
Se diluye con éter etilico, se filtra a través de celite y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano-AcOEt
(7:3). Se obtiene un producto 48M de color marrdn claro que se descompone
(20 mg, 42%).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 3 (ppm) 4.79 (1H, t, J = 3.7 Hz, H5"), 4.11-4.05
(2H, m, H2"), 3.77 (3H, s, OCH3), 3.45-3.36 (2H, m, H3), 2.76 (2H, dd, J =
9.8, 7.1 Hz, H4), 2.16 (2H, dd, J = 10.3, 6.3 Hz, H4"), 1.95-1.84 (2H, m, H3").
13C NMR (75 MHz, CDCl3) & (ppm) 173.5 (C5), 166.8 (C1"), 164.4 (C2), 145.2

(C2"), 103.18 (C5"), 66.6 (C2"), 51.92 (OCH3), 26.6 (C3), 26.3 (C4), 22.1 (C3"),
20.45 (C4”)
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Preparacion de (E)-(5-oxopirrolidin-2-ilidene)acetato de metilo
(19AE) y (22)-(5-oxopirrolidin-2-ilidene)acetato de metilo (49AZ).2"”

Procedimiento A
) NH3.MeOH
DS LI
o o S OMe
ii) 1,2-DCE
reflujo
43 3d 49A

Se disuelve la esterlactona 43 (300 mg, 2 mmol, 1 eq) en CH,Cl; (7 mL) y se
adiciona una solucién 1M de amoniaco en metanol (20 mL, 20 mmol, 10 eq). La
solucion resultante se agita a temperatura ambiente durante 12 horas. Se lleva
a sequedad, se redisuelve en 1,2-dicloroetano (10 mL) y se calienta a reflujo
durante 3 dias. Se lleva a sequedad y se purifica por columna cromatografica
utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtiene el
producto 49A como un soélido blanco (301 mg, 97%).

Procedimiento B

2\ PhsP~ OMe —> o) N
_}, N
49A

Se colocan en un baléon BOC-succinimida 54 (221 mg, 1.1 mmol, 1 eq) y
trifenilfosforaniliden acetato de metilo (1100 mg, 3.3 mmol, 3 eq) y se calienta
a 175 OC durante 20 horas. Se deja enfriar y se purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase
movil. Se obtienen el isomero £ 49AE, (37 mg, R = 22%) y el Z 49Z, (11

mg, R = 6.5%) como solidos amarillos.

2173, E. Bishop, J. F. OConnell, H. Rapoport, J. Org. Chem. 1991, 56, 5079-5091.
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Procedimiento C

OL OL
m OMe Ha m OMe
0PNy LIS

H AcOEt
49B 49A

A una solucion del producto 49B (110 mg, 0.72 mmol, 1 eq) en AcOEt (10 mL)
se le adiciona una punta de espatula de Paladio sobre carbono (10%) y se agita
bajo atmodsfera de hidrégeno (1 atm), durante 24 horas. Se filtra a través de
celite y se lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando
una mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase movil. Se obtienen 39 mg (R =
35%) del isdbmero Z, 49AZ, y 45 mg del isdmero £, 49AE (R = 40%).

Isémero £

O

o N (?) OMe
H
'H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 9.83 (INH, s.a.), 5.03 (1H, t, 7= 1.3 Hz,
H2"), 3.72 (3H, s, OMe), 3.24-3.13 (2H, m, H3), 2.63-2.48 (2H, m, H4)
13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 176.9 (C5), 167.7 (C1%), 160.9 (C2), 91.2
(C2"), 50.9 (OMe), 28.0, 24.6 (C3, C4)

Isdbmero Z
Z)
TWNTY
O O

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 9.85 (1NH, s.a.), 5.03 (1H, t, 7= 1.3 Hz,
H2), 3.72 (3H, s, OMe), 2.93-2.85 (2H, m, H3), 2.85-2.75 (2H, m, H4)

13¢ RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 176.4 (C5), 167.5 (C1’), 156.7 (C2), 89.7
(C2"), 50.1 (OMe), 26.7, 25.0 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 178 ([M + Na]*, 100)
HRMS: Calculado para C;HgNO3 = 155.0582, Observado: = 155.0500

IR (NaCl) v (cm™): 3234, 1724, 1696, 1632, 1460, 1143, 883, 744
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AE: Calculado para C;HgNOs: C = 54.19, H = 5.85, N, 9.03. Observado: C =
54.68, H = 5.90, N = 8.93
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Preparacion de 2-(5-oxo-1H-pirrol-2(5H)-iliden)acetato de metilo

(49B).28
Procedimiento A:
@) . @)
i) NH3.MeOH m\\
CH,Cl,
OMOMG ey 0PNy \ OMe
Br ii) Ac,0 H
piridina
46 49B

Se disuelve la esterbromolactona 46 (235 mg, 1 mmol, 1 eq) en CH)Cl, y se
adiciona una solucién 1M de amoniaco en metanol (1 mL, 10 mmol, 10 eq), se
agita a temperatura ambiente durante 12 horas. Se lleva a sequedad, se
redisuelve en piridina (3 mL) y se adiciona anhidrido acético (3 mL); la solucién
resultante se agita a temperatura ambiente durante 12 horas. Se lleva a
sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-
Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtiene el producto 49B como un
sélido blanco (91 mg, 60%).

Procedimiento B:

T @)
N O o ~ S
2\ . 175°C @) N (@)
O0” >NH, PhsP~/"OMe 20h H

52 49B

Sobre una suspensidén de la urea maleimida 52 (1.4 g, 10 mmol, 1 eq) en
tolueno seco (60 mL) se adiciona el trifenilfosforaniliden acetato de metilo (6.7
g, 20 mmol, 2.0 eq) y se calienta a reflujo, bajo argdon, durante 20 horas. Se
lleva a sequedad y se purifica por cromatografia en columna utilizando n-
Hexano:AcOEt (1:1) como fase mdvil. Se obtienen 657 mg del producto 49B

como un sdlido blanco (R = 43%).
P.F.: 131-133 OC (lit. 151-152 °C)

Rf: 0.15 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

218y, Yoshida, S. Ichikawa, Y. Shinozuka, M. Satoh, K. Mohri, K. Isobe, Heterocycles 2005, 65,
1481-1490.
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14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.94 (INH, s), 8.09 (1H, d, 7 = 5.8 Hz,
H4), 6.35 (1H, d, 7= 5.8 Hz, H3), 5.72 (1H, s, H2"), 3.78 (3H, s, OMe)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 172.4 (C5), 166.1 (C1"), 149.9 (C2), 136.5
(C4), 128.3 (C3), 101.0 (C2"), 51.7 (OMe)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 154 ([M + H]*, 100), 122 (40)
HRMS: Calculado para C;HgNOs = 154.0504. Observado: = 154.0508
IR (NaCl) v (cm™): 3306, 1694, 1650, 1438, 1279, 1143, 823

AE: Calculado para C;H;NO3: C = 54.90, H = 4.61, N = 9.15. Observado: C =
54,95, H = 4.82, N = 8.79
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Preparacion de 5-tioxopirrolidin-2-ona (50).2*°

A R. Lawesson O%S
O NS
H

_>
THF H

50

Se disuelve succinimida (3g, 30 mmol, 1 eq) en THF seco (100 mL) y se agrega
el reactivo de Lawesson (12.6 g, 30 mmol, 1 eq). La solucion resultante se agita
a 60 °C durante 90 minutos. Se lleva a sequedad y se purifica por columna
cromatografica utilizando n-Hexano:AcOEt (6:4) como fase movil. Se obtiene el

producto monotiosuccinimida 50 como un sélido amarillo (2.41 g, R= 70%).
P.F.: 115 °C (lit. 115-116 °C)
Rf: 0.52 (n-Hexano:AcOEt; 6:4)

14 RMN (CDCl;, 300 MHz): & (ppm): 9.56 (1NH, s), 3.15 (2H, dd, J = 8.34,
5.42 Hz, H3), 2.82 (2H, dd, J = 8.37, 5.40 Hz, H4)

13C RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 212.2 (C2), 180.2 (C5), 31.1 (C4), 40.0
(C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 114 ([M - H]", 100)
HRMS: Calculado para CisHsNOS (M+H)™: 116.0173. Observado 116.0170

IR (NaCl) v (cm™): 3134, 2907, 1746, 1452, 1329, 1293, 1255, 1204, 987, 902,
856, 828, 199, 646

AE: Calculado para CisHsNOS: C = 41.75, H = 4.38, N = 12.16, S = 27.85.
Observado: C =41.83, H =4.32, N = 11.83,S = 27.67

219 p, T. Witiak, T-F. Chin, J. L. Lach, J. Org. Chem. 1965, 30, 3721-3724.
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Preparacion de 2,5-tioxopirrolidina (51).2%°

A R. Lawesson S%S
@) O —/]——>
N H

THF
51

Se disuelve succinimida (3g, 30 mmol, 1 eq) en THF seco (100 mL) y se agrega
el reactivo de Lawesson (12.6 g, 30 mmol, 1 eq). La solucion resultante se agita
a 60 °C durante 90 minutos. Se lleva a sequedad y se purifica por columna
cromatografica utilizando n-Hexano:AcOEt (6:4) como fase movil. Se obtiene la

ditiosuccinimida 51 como un sélido amarillo (1.04 g R = 30%).

P.F.: 106 °C (lit. 108-109 °C)

Rf: 0.87 (n-Hexano:AcOEt; 6:4)

'H RMN (CDCl5, 300 MHz) & (ppm): 10.32 (1NH, s), 3.24 (4H, s, H3, H4)
3¢ RMN (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 212.6 (C2, C5), 42.9 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 130 ([M-H]", 100)

HRMS: Calculado para CisHsNS; (M+H)™: 131.9950. Observado: 131.9942
IR (NaCl) v (cm™): 3100, 2909, 1555, 1199, 1104, 841, 618

AE: Calculado para CisHsNS,: C = 36.61, H = 3.84, N = 10.67, S = 48.87.
Observado: C = 37.33, H = 3.81, N = 9.53, S = 47.88

220 5, Scherbakow, J. C. Namyslo, M. Gjikaj, A. Schmidt, Syn/ett 2009, 12, 1964-1968.
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Preparacion de la 2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-carboxamida

(52).221
f\A\ o i) A. Ac. glacial Ong\/‘\\O
+ —
© © O)\NHZ

H2N NH2 ii) AcoO
52

Sobre acido acético glacial (95 mL) se agrega urea (15 g, 0.25 mol) y anhidrido
maléico (24.5 g, 0.25 mol). La suspension resultante se agita a 50 °C bajo
atmosfera de argdn durante 12 horas. Se obtiene una solucion que se deja
enfriar y se deja agitando toda la noche. El precipitado obtenido se filtra, se
lava con acido acético glacial (25 mL) y se seca en a vacio. Se suspende en
anhidrido acético calentado a 95 °C (30 mL). Cuando la disolucién es completa,
se filtra en caliente y al dejar enfriar aparece un precipitado, el cual se filtra y
se lava con acetona. Se seca a vacio. Se obtiene la urea maleimida 52 como un

sélido marrdn claro (4.97 g, R = 66%).
P.F.: 107 °C (lit. 108-109 °C)

14 RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.75 (INH, s.a.), 7.39 (INH, s.a.), 7.11
(2H, s, H3, H4)

13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 169.2 (C2, C5), 148.4 (C1”), 135.9 (C3,
C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 163 ([M + NaJ*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1582, 1368, 1152, 1032, 839

AE: Calculado para CsH4N,03: C = 42.87, H = 2.88, N = 20. Observado: C =
42.85, H =3.09, N = 19.89

221 p_ 0. Tawney, R. H. Snyder, C. E. Bryan, R. P. Conger, F. S. Dovell, R. J. Kelly, C. H. Stiteler,
J. Org. Chem. 1960, 25, 56-60.
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Preparacion de 2,5-dioxopirrolidin-1-carboxamida (53).222

oA o . oA o
OJ\NHZ -y O)\NHz
52 53

A una suspension de la urea maleimida 52 (5.0 g, 35.7 mmol, 1 eq) en AcOEt
(200 mL) se adiciona Paladio al 10% sobre carbono (30 mg) como catalizador
bajo argon. El argon se intercambia por hidrégeno y se agita vigorosamente a
temperatura ambiente durante 3 horas. La solucidn resultante se filtra a través
de celite, se lava con AcOEt (50 mL x3) y con acetona (50 mL x2) y se lleva a

sequedad. Se obtiene la urea succinimida 53 como un sélido blanco que no se
purifica (4.7 g, R = 96%).

P.F.: 158-161 OC (lit. 158-160 °C)

1H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7.91 (INH, s.a.), 7.71 (INH, s.a.), 2.68
(4H, s, H3, H4)

13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 175.8 (C5, C2), 149.5 (C17), 29.1 (C3,
c4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 165 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1713, 1584, 1299, 1160, 1081, 840, 818, 693

AE: Calculado para CsH;N30,: C = 42.26, H = 4.26, N = 19.71. Observado: C =
41.10, H =4.22, N = 18.97

222.C, Cogrossi, Annali di Chimica 1973, 63, 309-318.
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Preparacion de 2,5-dioxopirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo
(54).2%

Procedimiento A

oA o oA o

Boc,O
DMAP
_»
o)\NH2 AN 2\ ~‘—
53

A una suspension de la urea succinimida 53 (308 mg, 2.11 mmol, 1 eq) en
acetonitrilo seco (1 mL), bajo argén y a temperatura ambiente, se le agrega
BOC,0 (506.6 mg, 2.32 mmol, 1.1 eq) y 4-DMAP (26 mg, 0.21 mmol, 0.1 eq).
Se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. Se lleva a sequedad y se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(1:1) como fase movil. Se obtiene el producto protegido 54 (157 mg, R =
40%).

Procedimiento B

®
IZ;]
3
®
S
®

54
A una suspensién de succinimida (990 mg, 10 mmol, 1 eq) en acetonitrilo seco
(5 mL), bajo argdn se le agrega BOC,0 (2.29 g, 10 mmol, 1 eq) y 4-DMAP (12
mg, 1.5 mmol, 0.15 eq). Rapidamente se desprende CO, y se observa la
disolucion progresiva de la succinimida. Se agita a temperatura ambiente
durante 30 minutos hasta que se obtiene una solucién clara. Dicha solucidn se
lleva a sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:4) como fase mdvil. Se obtiene el producto

protegido 54 (1.81 g, R = 91%) como agujas de color blanco.
P.F.: 84-85 °C (lit. 86 °C)
Rf: 0.75 (n-Hexano:AcOEt; 1:4)

1H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 2.79 (4H, s, H3, H4), 1.59 (9H, s, H4")

223 C, Einhorn, J. Einhorn, C. Marcadal-Abbadi, Synthetic Communications 2001, 31, 741-748.
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13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 172.9 (C2, C5), 148.5 (C1”), 86.3 (C3"),
28.5 (C3, C4) 27.7 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 222 ([M + Na]*, 100), 122 (73)
IR (NaCl) v (cm™): 2988, 2942, 1764, 1709, 1333, 1257, 1144, 822, 632

AE: Calculado para CoH13NO4: C = 54.26, H = 6.58, N = 7.03. Observado: C =
55.11, H=6.58, N = 7.01
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Preparacion de pirrolidin-2,5-diona-1-bencilo (55).2%*

NH, N
A :
+
0PNy~ =0 A0
55

A una solucion de anhidrido succinico (15 g, 150 mmol, 1 eq) en THF seco (150
mL) bajo argdn se afiade, gota a gota bencilamina (17 mL, 150 mmol, 1 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 2 horas. Se enfria y lleva a sequedad. El
sdlido que se obtiene se disuelve en anhidrido acético (150 mL) y refluja
durante 2 horas, Despues se enfria y vuelca sobre agua-hielo. El precipitado se
recristaliza en metanol para obtener el producto protegido 55 como agujas
blancas (24.4 g, R = 86%).

P.F.: 97 °oC (lit. 103 °C)
Rf: 0.26 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.37-7.29 (2H, m, H4") 7.28-7.19 (2H, m,
H3’, H5"), 4.57 (2H, s, H1"), 2.57 (4H, s, H3, H4)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 177.0 (C2, C5), 135.9 (C2"), 128.8 (C3),
128.6 (C4'), 127.9 (C5"), 42.2 (C1"), 27.2 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 212 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1696, 1334, 1168

AE: Calculado para C;3H11NO: C = 69.83, H = 5.86, N = 7.40. Observado: C =
69.79, H=5.57, N =7.52

224 p_ Y, Reddy, S. Kondo, T. Toru, Y. Ueno, J. Org. Chem. 1997, 62, 2652-2654.
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Preparacion de pirrolidin-2,5-diona-1-oxibencilo (56).2%°

oA\ o

4\/_\& Br fs )
MU Ar S
OH acetona
56

Se disuelven N-hidroxisuccinimida (5 g, 43.4 mmol, 1 eq), bromuro de bencilo
(5.68 mL, 47.7 mmol, 1.1 eq), carbonato de potasio (6.0 g, 43.4 mmol, 1 eq) y
18-corona-6 (0.57 g, 2.16 mmol, 0.05 eq) en acetona (100 mL). Se calienta a
reflujo durante 16 horas. Se enfria y se lleva a sequedad. Se redisuelve en
CH,Cl, y se lava con agua. La capa organica se seca con MgSQ, se filtra y lleva
a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como
fase movil. Se obtiene el producto protegido 56 en forma de agujas blancas
(7.694 g, R = 86%).

P.F.: 135-136 °C (lit. 139-141 °C)
Rf: 0.38 (CH2C|2)

1H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.56-7.47 (2H, m, H5"), 7.40 (3H, dd, J =
6.6, 3.4 Hz, H4', H6"), 5.13 (2H, s, H2"), 2.66 (4H, s, H3, H4)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.1 (C2, C5), 133.3 (C3"), 129.9 (C4),
129.4 (C5"), 128.5 (C6"), 78.8 (C2), 25.4(C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 228 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1772, 1712, 1396, 1205, 727, 701, 652

AE: Calculado para C;11H11NOs: C = 64.36, H = 5.79, N = 5.36. Observado: C =
64.86, H = 5.28, N = 5.69

225 E, Malmstrom, R. D. Miller, C. J. Hawker, Tetrahedron 1997, 53, 15225-15236.
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Preparacion de pirrolidin-2,5-diona-1-4-metoxibencilo (57).%%°

Procedimiento A:

O N O PMBCI
J\ NaH >
O~ 'NH, DMF / t.a.
7

53
57

Se disuelve la urea succinimida 53 (200 mg, 1.41 mmol, 1 eq) en DMF seca (10
mL). Se adiciona hidruro de sodio (60 % en aceite mineral) (62 mg, 1.55 mmol,
1.1 eq) y se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. Se agrega, gota a
gota, cloruro de p-metoxibencilo, PMB (0.22 mL, 1.55 mmol, 1.1 eq) y se agita
durante 24 horas. Se agregan 20 mL de CH,Cl,, se lava con brine, se seca con
MgS0,, se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica
utilizando n-Hexano:AcOEt (6:4) como fase movil. Se obtienen 123 mg del

producto 57 como un sélido blanco (R = 39%).

Procedimiento B:

ACN PMB

reflujo

A K,co; O N (@)
0) N o —/—>
H

57
Sobre una solucidén de succinimida (990 mg, 10 mmol, 1 eq) en acetonitrilo
seco (10 mL) se adiciona carbonato de potasio (1.38 g, 10 mmol, 1 eq) y
cloruro de p-metoxibencilo (2 mL, 15 mmol, 1.5 eq). La suspension resultante
se calienta a reflujo 12 horas. La mezcla se deja enfriar y se lleva a sequedad.
Se purifica por columna cromatografica utlizando una mezcla de n-
Hexano:AcOEt (6:4) como fase mdvil. Se obtienen 1.95 g de 57 como un solido

blanco cristalino (R = 89%).
P.F.: 129 °C (lit. 127.6-128.8 °C)

Rf: 0.26 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

226 p_ Camps, J. A. Fernandez, J. Rull, S. Vazquez E. J. Org. Chem. 2009, 18, 3081-3087.
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'H RMN (300 MHz, CDCls) 5 (ppm): 7.31 (2H, d, J = 8.5 Hz, H4"), 6.80 (2H, d,
J= 8.5 Hz, H3"), 4.56 (2H, s, H1"), 3.75 (3H, s, OCHs), 2.63 (4H, s, H3, H4)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 177.0 (C2, C5), 159.3 (5", 130.4 (C4),
128.1 (C2"), 113.9 (C3"), 55.2 (OCHs), 41.7 (C1"), 28.2 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 242 ([M + Na]*, 100)
HRMS: Calculado para CioH13NO3 = 219.0895. Observado = 219.0903
IR (NaCl) v (cm™): 1694, 1515, 1340, 1230, 1171, 1027, 812

AE: Calculado para Ci;H13NO3: C = 65.74, H = 5.98, N= 6.39. Observado: C =
65.69, H = 6.09, N = 6.29
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Preparacion de pirrolidin-2,5-diona-1-terc-butildimetilsililo (58).

Procedimiento A:
A OAO
O™\ "0  1gpusc '}l
)\ TEA/ DMAP —Sj—
O™ 'NHy  ch,o/ta. —|—
53

58

Se disuelve la urea succinimida 53 (200 mg, 1.41 mmol, 1 eq) en CH,Cl, seco
(15 mL). Se enfria a 0 °C y se adiciona trietilamina (0.3 mL, 3.5 mmol, 2.5 eq)
y DMAP (cat.) Se adiciona, lentamente, TBDMSCI (317 mg, 2.1 mmol, 1.5 eq) y
la solucién resultante se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. Se
adicionan 20 mL de CH)Cl, y se lava con NH4Cl y Despues con brine. La fase
organica se seca (MgS0,), se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna
cromatdgrafica, utilizando n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtienen

143 mg del producto 58 como un sélido amarillo (R = 39%).

Procedimiento B:

TEA |
tolueno TBDMS

58

A TBDMSCI o%/;\A\o
0N 0
H

Se disuelve la succinimida (140 mg, 1.41 mmol, 1 eq) en tolueno seco (10 mL)
y se enfria @ 0 °C. Se adiciona trietilamina (0.3 mL, 3.5 mmol, 2.5 eq) v,
lentamente, TBDMSCI (317 mg, 2.1 mmol, 1.5 eq). La solucién resultante se
deja que alcance la temperatura ambiente y se agita durante 12 horas. Se lleva
a sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando n-
Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtienen 210 mg del producto

protegido 58 como un solido amarillo (R = 70%).
P.F.: 65-68 °C

Rf: 0.44 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)
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'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 2.70 (4H, s, H3 H4), 0.95 (9H, s,
SiC(CHs)3), 0.43 (6H, s, SiCHs)

13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 183.2 (C2, C5), 30.7 (C3, C4), 26.3
(SIC(CH3)3), 18.9 (SiC(CHs)3), -4.4 (Si(CH3)2)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 236 ([M + Na]*, 100), 214 ([M+H]*, 63)
IR (NaCl) v (cm™): 2928, 1691, 1168, 849

AE: Calculado para CioH19NO,Si: C = 56.30, H = 8.98, N = 6.57. Observado: C
= 55,53, H = 8.23, N = 6.27
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Preparacion de 2-oxo-5-tioxopirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

(59). 4& A

R. Lawesson

THF 2\
Boc 60 °C

54

Se disuelve BOC-succinimida 54 (800 mg, 4.02 mmol, 1 eq) en THF seco (40
mL) y se agrega el reactivo de Lawesson (1.49 g, 0.92 mmol, 1 eq). La solucion
resultante se agita a 60 °C durante 90 minutos. Se lleva a sequedad y se
purifica por columna cromatografica utilizando n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase

movil. Se obtiene el producto 59 (190 mg, R = 22%) como un solido amarillo.
P.F.: 56-60 °C
Rf: 0.58 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 3.23-3.13 (2H, m, H3), 2.88-2.80 (2H, m,
H4), 1.62 (9H, s, H8)

13C RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 206.6 (C5), 174.5 (C2), 148.2 (C1"), 87.0
(C3"), 39.4 (C3), 30.0 (C4), 27.7 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 238 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2982, 2935, 1747, 1624, 1456, 1370, 1256, 1145, 843, 734,
662

AE: Calculado para CyHi3NOsS: C = 50.21, H =6.09, N = 6.51, S = 14.90.
Observado: C = 50.11, H = 6.19, S = 15.01
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Preparacion de 5-tioxopirrolidin-2-ona-1-bencilo (60).2%’

R. Lawesson
q
[ I THF [ I
60 °C
55 60

Se disuelve la bencil-succinimida 55 (150 mg, 0.79 mmol, 1 eq) en THF seco
(10 mL) y se agrega el reactivo de Lawesson (319 mg, 0.79 mmol, 1 eq). La
solucion resultante se agita a 60 °C durante 90 minutos. Se lleva a sequedad y

se purifica por columna cromatografica utilizando n-Hexano:AcOEt (7:3) como

fase movil. Se obtiene el producto 60 (22 mg, R = 14%) como un sdlido

amarillo.
P.F.: 57-60 °C (lit. 60-65 °C)
Rf: 0.51 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.45 (1H, dd, J = 7.5, 1.9 Hz, H4"), 7.38-
7.19 (3H, m, H3’, H5"), 5.10 (2H, s, H1"), 3.25-3.09 (2H, m, H3), 2.83-2.67 (2H,
m, H4)

13€ RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 210.4 (C5), 178.7 (C2), 135.1 (C2"), 129.1
(C3"), 128.5 (C4"), 128.1 (C5"), 45.5 (C1"), 38.8 (C3), 28.8 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 228 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1754, 1456, 1393, 1008, 870

AE: Calculado para CoHi3NOS: C = 64.36, H = 5.70, N = 6.82, S = 15.62.
Observado: C = 64.22, H = 5.34, N = 6.69, S = 15.34

227 A, L. J. Beckwith, D. R. Boate, J. Org. Chem. 1988, 53, 4339-4348.
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Preparacion de 5-tioxopirrolidin-2-ona-1-oxibencilo (61).

f}l R. Lawesson I}l
O FE O
60 °C
56 61
Se disuelve la oxi-bencil-succinimida 56 (1000 mg, 4.88 mmol, 1 eq) en THF
seco (100 mL) y se agrega el reactivo de Lawesson (987 mg, 2.44 mmol, 0.5
eq). La solucién resultante se agita a 60 °C durante 90 minutos. Se lleva a

sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase

movil. Se obtiene el producto 61 (194 mg, R = 18%) como un solido amarillo.
P.F.: 76-80 °C
Rf: 0.7 (CH.Cl,)

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.65-7.56 (2H, m, H5"), 7.44-7.36 (3H, m,
H4', H6"), 5.23 (2H, s, H2"), 3.18-2.98 (2H, m, H3), 2.82-2.59 (2H, m, H4)

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 210.4 (C5), 178.7 (C2), 133.0 (C3"), 130.5
(C4"), 129.5 (C5"), 128.5 (C6"), 77.7 (C2"), 35.3 (C3), 26.3 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 244 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1762, 1719, 1268, 1229, 754, 716, 695, 655

AE: Calculado para C;;H;iNO,S: C = 59.71, H = 5.01, N = 6.33, S = 14.49.
Observado: C = 60.40, H = 5.27, N = 5.96, S = 13.52
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Preparacion de acetato de (E)-[1-bencil-5-oxopirrolidin-2-iliden]
acetato de metilo (62).2%®

O
L\ oA~ Hor
N
O—>™\""0 0 175°C
I + —>
Bn PthJ\OMe 20h
55

62
Se colocan en un baldn la bencil-succinimida 55 (205 mg, 1.08 mmol, 1 eq) y

trifenilfosforaniliden acetato de metilo (1100 mg, 3.29 mmol, 3 eq) y se calienta
a 175 OC durante 20 horas. Se deja enfriar y purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase
movil. Se obtiene el producto de acoplamiento, 62, como un soélido amarillo
(200 mg, R = 86%).

P.F.: 103-106 °C (lit. 109 °C)

Rf: 0.51 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.40-7.26 (3H, m, H3”, H5"), 7.24 (2H, dd,
J=17.8, 6.2 Hz, H4"), 5.22 (1H, t, J= 1.9 Hz, H2"), 4.74 (2H, s, H1"), 3.66 (3H,
s, OMe), 3.39-3.21 (2H, m, H3), 2.83-2.59 (2H, m, H4)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 177.1 (C5), 167.5 (C1"), 159.5 (C2), 134.8
(C2"), 128.9 (C4"), 127.8 (C5™), 127.2 (C3"), 92.3 (C2"), 50.9 (OMe), 44.2
(C17), 27.9, 24.7 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 268 ([M + Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 1737, 1707, 1616, 1316, 1141

AE: Calculado para Ci4H1sNOs: C = 66.56, H = 6.16, N = 5.71. Observado: C =
67.03, H=6.17, N = 5.59

228 3, P, Celerier, E. Marx, G. Lhommet, J. Het. Chem. 1988, 25, 1275-1276.
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Preparacion de de (E)-[1-oxibencil-5-oxopirrolidin-2-iliden] acetato
de metilo (63).

O
O N O O 175°C l}l
| + —> @)
OBn Ph3P§)LOMe 20h @
56

63
Se colocan en un baldn oxi-bencil-succinimida 56 (221 mg, 1.1 mmol, 1 eq) y

trifenilfosforaniliden acetato de metilo (1100 mg, 3.3 mmol, 3 eq) y se calienta
a 175 ©°C durante 20 horas. Se deja enfriar y purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase

movil. Se obtiene el producto, 63, como un sélido amarillo (148 mg, R = 52%)).
P.F.: 75-77 °oC
Rf: 0.54 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.53-7.45 (2H, m, H5"), 7.40 (3H, dd, J =
3.7, 2.5 Hz, H4", H6"), 5.47 (1H, t, J = 2.0 Hz, H2'), 5.07 (2H, s, H2"), 3.71
(3H, s, OMe), 3.32-3.09 (2H, m, H3), 2.63-2.48 (2H, m, H4)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 169.4 (C5), 166.6 (C17), 153.2 (C2), 132.7
(C3"), 128.8 (C5”), 128.5 (C6"), 127.5 (C4"), 89.6 (C2"), 76.4 (OMe), 50.0
(C2"), 24.6, 20.8 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 284 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1742, 1702, 1663, 1440, 1246, 1162, 1147

EA: Calculado para Ci4HisNO4: C = 64.36, H = 5.79, N = 5.36. Observado: C =
64.54, H = 5.89, N = 5.58
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Preparacion de (E)-(2-metoxi-2-oxoetiliden)-5-oxopirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (64A).

O
A X I
=~ O
Boc Ph P\)\\ 905
P/ "OMe 0% 0o
54
64A

Se disuelve la BOC-succinimida 54 (221 mg, 1.1 mmol, 1 eq) y
trifenilfosforaniliden acetato de metilo (1100 mg, 3.3 mmol, 3 eq) en tolueno
seco (20 mL). La suspension resultante se calienta a 90 °C durante 20 horas.
Se lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase movil. Se obtiene el producto de

reaccion de Wittig, 64A (205 mg, R = 73%) como un sdlido blanco.
P.F.: 90 °C
Rf: 0.45 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.01 (1H, s, H1"), 3.60 (3H, s, OCHs), 3.17
(2H, dd, 7 = 9.2, 6.8 Hz, H3), 2.51 (2H, dd, J = 9.5, 6.6 Hz, H4), 1.49 (9H, s,
H4")

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 173.8 (C5), 167.5 (C2"), 154.8 (C2), 148.5
(C1), 97.6 (C1"), 85.3 (C3"), 50.9 (OCHs), 28.5 (C4), 27.7 (C4"), 24.1 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 278 ([M + Na]*, 100), 178 (57)
HRMS: Calculado para Ci;H17NOs = 255.1107. Observado = 255.1097
IR (NaCl) v (cm™): 2984, 1738, 1634, 1435, 1372, 1146, 845

AE: Calculado para Ci1Hi7NOs: C = 56.46, H = 6.71, N = 5.49. Observado: C =
56.21, H =6.64, N = 5,88
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Preparacion de (2,5E)-bis[2-metoxi-2-oxoetiliden]-pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (64B).

O O
N Py
| + tom%no
Boc Ph3P§)\\OMe Tan 02\0+
54
64B

Se disuelve la BOC-succinimida 54 (221 mg, 1.1 mmol, 1 eq) y
trifenilfosforaniliden acetato de metilo (1100 mg, 3.3 mmol, 3 eq) en tolueno
seco (20 mL). La suspension resultante se calienta a 90 °C durante 20 horas.
Se lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1) como fase movil. Se obtiene el producto de

doble acoplamiento de Wittig (64B) (15 mg, R = 5%) como un sélido blanco.
P.F.: 138 oC
Rf: 0.57 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

1H RMN (300 MHz, CDC5) & (ppm): 6.25 (2H, s, H1"), 3.71 (6H, s, OMe), 3.21
(4H, s, H3, H4), 1.61 (9H, s, H4")

13 RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 168.3 (C2), 157.5 (C2, C5), 150.1 (C1"),
98.7 (C1"), 85.5 (C3"), 51.0 (OMe), 28.0 (C4"), 27.7 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 334 ([M + Na]*, 100), 234 (26)
HRMS: Calculado para CisH1NOg = 311.1369. Observado = 311.1374
IR (NaCl) v (cm™): 1739, 1606, 1436, 1367, 1135, 850

AE: Calculado para CisH1NOg: C = 57.87, H = 6.80, N = 4.50. Observado: C =
57.52, H=6.53, N = 4.96
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Preparacion de (E)-(2-etoxi-2-oxoetiliden)-5-oxopirrolidina-1-

carboxylato de terc-butilo (65A).
@)
Om o’
—_— N

] + tolueno
Boc Ph P\)\\ E °C
=/ TOEt o o
54
65A

Se disuelve la BOC-succinimida 54 (2.3 g, 1148 mmol, 1 eq) vy
trifenilfosforaniliden acetato de etilo (10 g, 28.7 mmol, 2.5 eq) en tolueno seco
(70 mL). La suspension resultante se calienta a 90 °C durante 20 horas. Se
lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla

de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtiene el producto de reaccion
de Wittig, 65A (1.89 g, R = 61%), como un sdlido blanco.

P.F.: 51 °C
Rf: 0.60 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6.12 (1H, s, H1"), 4.28-3.97 (2H, m,
OCHALH3), 3.34-3.22 (2H, m, H4), 2.65-2.54 (2H, m, H3), 1.60 (9H, s, H4"),
1.29 (3H, t, 7= 7.1 Hz, OCH,CH5)

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.0 (C5), 167.3 (C2"), 154.4 (C1"),
148.7 (C2), 98.4 (C1"), 85.6 (C3"), 59.8 (OCHACHs), 28.7 (C3), 27.8 (C4™), 24.2
(C4), 14.3 (OCHxCHs)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 292 ([M + Na]*, 100), 192 (72)
IR (NaCl) v (cm™): 2980, 1738, 1634, 1370, 1142, 847

AE: Calculado para Ci3H19NOs: C = 57.98, H = 7.11, N = 5.20. Observado: C =
58.05,H =7.13, N = 5.01
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Preparacion de 2,5-bis[(E)-2-etoxi-2-oxoetiliden]-pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (65B).

o) o)
A /\Owo/\
| + tom%no
Boc Ph3P§)LOEt EA 02\0
54
65B

Se disuelve la BOC-succinimida 54 (2.3 g, 11.48 mmol, 1 eq) vy
trifenilfosforaniliden acetato de etilo (10 g, 28.7 mmol, 2.5 eq) en tolueno seco
(70 mL). La suspension resultante se calienta a 90 °C durante 20 horas. Se
lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla
de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtiene el producto de doble
acoplamiento de reaccién de Wittig, 65B (779 mg, R = 20%), como un sélido

blanco.
P.F.: 56 °C

Rf: 0.76 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.01 (2H, s, H1"), 4.12-3.98 (4H, m,
OCHACHs), 3.09 (4H, s, H3, H4), 1.50 (9H, s, H4"), 1.18 (6H, td, J = 7.1, 1.4
Hz, OCH,CH;)

13C RMN (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 174.0 (C2"), 167.3 (C2, C5), 154.3 (C1"),
98.4 (C1’), 85.6 (C3"), 59.8 (OCHACHs), 28.8 (C4"), 27.8 (C3, C4), 14.3
(OCH:(H3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 362 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2982, 1782, 1630, 1370, 1143, 859

AE: Calculado para Ci7H2sNOg: C = 60.16, H = 7.42, N = 4.13. Observado: C
= 60.30,H =7.41, N =4.01
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Preparacion de (E)-(1-(benciloxi)-5-oxo-1H-pirrol-2(5H)-iliden)-
acetato de metilo (66) y (E)-(1-(benciloxi)-3,4-dibromo-5-0xo0-1H-
pirrol-2(5H)-iliden)acetato de metilo (67).

O ~ e

S OM o I
0 N R e S 0
OBn

63

A una solucién del alqueno 63 (110 mg, 0.42 mmol, 1 eq) en CH,Cl, (2 mL) a 0
OC se le adiciona bromo (0.03 mL, 0.57 mmol, 1.3 eq). Se agita durante 2
horas. Se vuelca sobre tiosulfato de sodio y extrae con eter etilico. Se seca
(MgS0,), filtra y lleva a sequedad. Se disuelve el residuo en CHyCl, (2 mL) y
adiciona trietilamina (0.3 mL, 2.11 mmol, 5 eq). Se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas. Se lleva a sequedad y purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (4:1) como fase
movil. Se obtienen 27 mg del producto insaturado 66 (26%) y 63 mg del
producto dibromado 67 (38%).

Rf: 0.63 (n-Hexano:AcOEt; 1:1).

14 RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.19 (1H, d, J = 6.0 Hz, H3), 7.42-7.25
(3H, m, H4", H6™), 7.21-7.18 (2H, m, H5"), 6.42 (1H, d, 7 = 6.0 Hz, H4), 5.50
(1H, s, H2'), 4.82 (2H, s, H2"), 3.74 (3H, s, OMe)
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13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 170.3 (C5), 165.9 (C1"), 150.8 (C2), 136.0
(C3), 135.9 (C3"), 128.9 (C4™), 127.7 (C6"), 127.2 (C4"), 126.8 (C5"), 99.9
(C2"), 51.7 (C2"), 42.9 (OMe)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 282 ([M + Na]*, 100)

AE: Calculado para Ci4H13NO4: C = 64.86, H = 5.05, N = 5.40. Observado: C =
64.51, H = 5.64, N, 5.25

Br Br
— O
=~ 7
O l}l O
O :
67

Rf: 0.86 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.36-7.20 (3H, m, H4", H6™), 7.15-7.04
(2H, m, H5"), 5.85 (1H, s, H2"), 5.39 (2H, s, H2"), 3.62 (3H, s, OMe)

13€ RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 165.0 (C5), 164.4 (C1"), 143.0 (C2), 136.1
(C3), 133.50 (C3"), 128.5 (C4"), 127.5 (C6"), 126.9 (C5”), 121.4 (C4), 103.7
(C2"), 52.2 (OMe), 46.0 (C2")

AE: Calculado para Ci4H11BrNO4: C = 40.32, H = 2.66, Br = 38.32, N = 3.36.
Observado: C = 40.28, H = 2.56, N = 3.18
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Preparacion de (E)-(1-hidroxi-5-oxopirrolidin-2-ilidene)acetato de
metilo (63D).

0 )
NOMe Hy NO/
O l}l Pd/C O l}l
OBn ACOR! OH
63 63D

A una solucion del producto de reacciéon de Wittig 63 (80 mg, 0.31 mmol, 1 eq)
en AcOEt (10 mL) se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre
carbono. Se coloca bajo hidrégeno a una presion de 1 atm y agita
vigorosamente durante 5 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad.
Se obtienen 36 mg del producto 63D como un sdlido blanco que no se purifica
(R = 70%).

P.F.: 154-156 °C
Rf: 0.13 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

'H RMN (300 MHz, acetona-ds) & (ppm): 5.68 (1H, s, H2"), 3.73 (3H, s, OMe),
3.35-3.15 (2H, m, H3), 2.73-2.52 (2H, m, H4)

13C RMN (75 MHz, acetona-ds) & (ppm): 172.2 (C5), 171.0 (C1"), 167.1 (C2),
88.2 (C2"), 49.9 (OMe), 25.0 (C4), 21.7 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 172 ([M + H]*, 100)
HRMS: calculado para C;H1oNO4 = 172.0610, Observado: = 172.0610
IR (NaCl) v (cm™): 1634, 1167, 843

AE: Calculado para C;HgNO4: C = 49.12, H = 5.30, N = 8.18. Observado: C =
49.50,H =5.17, N = 8.31
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Preparacion de 2-[2-Metoxi-2-oxoetil]-5-oxopirrolidina-1-carboxilato
de terc-butilo (68).2%°

o) @)
A A )P
o) < OMe H,4atmy O N
N Pd/C
| — )\ ‘
Boc AcOEt 0~ SO

64A 68
Se disuelve la W-BOC-succinimida 64A (952 mg, 3.73 mmol, 1 eq) en AcOEt
(30 mL) y agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre carbono. Se
coloca bajo hidrégeno a una presiéon de 4 atm y agita vigorosamente durante
24 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad. Se obtienen 956 mg del

producto reducido, 68, como un aceite incoloro que se utiliza en la proxima

reaccion sin purificacion previa.
Rf: 0.38 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

1H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.47 (1H, td, J = 8.4, 2.6 Hz, H2), 3.67
(3H, s, OMe), 2.86 (1H, dd, J = 15.5, 3.2 Hz, H4), 2.55 (2H, ddd, J = 17.9,
16.7, 9.7 Hz, H1’, H4), 2.41 (1H, ddd, 7= 17.7, 9.4, 2.8 Hz, H1"), 2.21 (1H, dt,
J=20.1, 9.2 Hz, H3), 1.90-1.75 (1H, m, H3), 1.49 (9H, s, H4")

13 RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 173.7 (C5), 170.8 (C2), 149.7 (C1”), 83.3
(C3"), 54.5 (C2), 51.8 (OMe), 38.0 (C1"), 30.9 (C4), 28.0 (C4"), 23.0 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 280 ([M + Na]*, 100)
HRMS: Calculado para Ci;H0NOs = 258.1341. Observado = 258.1339
IR (NaCl) v (cm™): 2977, 1170, 1436, 1025

AE: Calculado para Ci;H0NOs: C = 56.02, H = 7.44, N = 5.44. Observado: C =
56.42, H =7.83, N = 5.45

229 A, Gheorghe, M. Schulte, O. Reiser, J. Org. Chem 2006, 71, 2173-2174.
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Preparacion de 2,5-bis-[2-metoxi-2-oxoetil]-pirrolidina-1-carboxilato
de terc-butilo (69).

O O

MeOWOMe H, (4 atm) N
N Pd/C
| — 2\ 4'7
Boc AcOEt ®) (@)
64B 69

Se disuelve el producto de doble reaccién de Wittig 64B (73 mg, 0.23 mmol, 1
eq) en AcOEt (10 mL) y se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 %
sobre carbono. Se coloca bajo hidrégeno a una presién de 4 atm y agita
vigorosamente durante 48 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad.
Se obtienen 72 mg del producto reducido 69 como un aceite incoloro que se

utiliza en la proxima reaccion sin purificacion previa.
Rf: 0.72 (n-hex:AcOEt; 1:1)

'H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.11 (2H, s, H2, H5), 3.64 (6H, s, OMe),
3.12-2.59 (2H, m, H3, H4), 2.33 (2H, dd, J = 15.0, 9.4 Hz, H3, H4), 2.06 (2H,
d, J= 4.9 Hz, H1"), 1.73 (2H, d, 7= 7.8 Hz, H1"), 1.44 (9H, s, H4")

13 RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.7 (C27), 154.2 (C1™), 79.9 (C3"), 55.3
(C2, C5), 51.5 (OMe), 28.4 (C4"), 28.2 (C3, C4), 27.3 (C1")

EM (ESI); m/z (int. rel.): 338 ([M + Na]*, 216 (91)
HRMS: Calculado para CisH6NOg = 316.1760. Observado = 316.1757
IR (NaCl) v (cm™): 2977, 1733, 1436, 1004

AE: Calculado para CisHysNOg: C = 57.13, H = 7.99, N = 4.44. Observado: C =
57.97, H=7.51, N = 4.83
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Preparacion de 2-[2-Metoxi-2-oxoetil]-5-tioxopirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (70).

) 46\/0“\ 4
@)
OW\OMe R.Lawesson S N
I CH,Cl, 2\
Boc 60 °C 0 o ‘

68 70

A una solucién del producto reducido 68 (100 mg, 0.39 mmol, 1 eq) en CH,Cl,
seco (10 mL) se adiciona el reactivo de Lawesson (158 mg, 0.39 mmol, 1 eq).
La mezcla se calienta a 60 °C bajo argon durante 90 minutos. Se deja enfriar,
se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando
una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtienen 67 mg del

producto 70 como un aceite amarillo (R = 63%).
Rf: 0.56 (n-hex:AcOEt; 7:3)

'H RMN: (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4.83 (1H, dd, 7= 12.4, 5.8 Hz, H2), 3.71
(3H, s, OMe), 3.14-3.02 (2H, m, H4), 2.92 (1H, d, J = 15.4 Hz, H1'), 2.61 (1H,
dd, 7= 15.5, 10.0 Hz, H1"), 2.37-2.20 (1H, m, H3), 1.98-1.82 (1H, m, H3), 1.55
(9H, s, H4™)

13C RMN: (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 207.2 (C5), 170.6 (C2"), 150.0 (C1"), 84.6
(C3"), 62.0 (C2), 52.0 (OMe), 46.6 (C4), 37.5 (C1"), 27.9 (C4™), 25.7 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 296 ([M + Na]*, 100)

HRMS: Calculado para Ci2H19NO4 = 273.1035. Observado: = 273.1036

IR (NaCl) v (cm™): 2980, 1733, 1598, 1024

AE: Calculado para Ci;HigNO4: C = 52.73, H = 7.01, N = 5.12, S = 11.73.
Observado: C =53.19, H =6.92, N =5.28, S = 12.16
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Preparacion de (E)-2-[2-Metoxi-2-oxoetil]-5-[-2-metoxi-2-
oxoetiliden]pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (71).

O O
O S @)
Meom + 0] —_— N
tolueno
Boc Ph3P§)\\OMe on OAO—)—
70 71
Se disuelve el tioderivado 70 (168 mg, 0.61 mmol, 1 eq) en tolueno seco (10
mL) y se adiciona el trifenilfosforaniliden acetato de metilo (611 mg, 1.83
mmol, 3 eq). La suspension resultante se calienta a 90 °C durante 40 horas. Se
lleva a sequedad y purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla
de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtiene el producto 71 como un
aceite amarillo (158.6 mg, R = 83%).

Rf: 0.46 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

1H RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.46 (1H, s, H1"), 4.60-4.52 (1H, m, H2),
3.71 (3H, s, OCHs), 3.67 (3H, s, OCHs), 3.51 (1H, dd, 7 = 18.4, 9.0 Hz, H4),
2.99-2.84 (1H, m, H4), 2.78 (1H, dd, J = 15.2, 3.3 Hz, 1"), 2.43 (1H, dd, J =
15.2, 10.1 Hz, H1"), 2.06 (1H, ddd, J = 20.5, 12.3, 8.6 Hz, H3), 1.84 (1H, dd, J
= 12.9, 8.5 Hz, H3), 1.54 (9H, s, H4"™)

13¢ RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 171.2 (C2”), 169.2 (C2"), 156.7 (C5),
151.3 (C1™), 96.4 (C1”), 82.7 (C3"), 57.9 (C2), 51.8 (OCHs), 50.7 (OCHs), 37.7
(C1"), 29.6 (C4), 28.1 (C4™), 26.2 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 354 ([M + K]*,100), 336 ([M + Na]*, 37)
IR (NaCl) v (cm™): 2977, 1732, 1622, 1435, 1372, 1139, 1004, 849

AE: Calculado para CisHy3NOg: C = 57.50, H = 7.40, N = 4.47. Observado: C =
57.44, H =7.63, N = 4,51
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Preparacion de 2-(5-oxopirrolidin-2-il)acetato de metilo (72).2%°

@) O
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Boc
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68

A una disolucion del compuesto reducido 68 (971 mg, 3.77 mmol, 1 eq) en
CH,Cl, seco (30 mL) se adiciona, gota a gota, acido trifluoroacético (0.87 mL,
11.3 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argon a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se vuelven a adicionar 3 equivalentes de TFA, también gota a
gota. Desples de 2 horas se para la reaccion con NaHCOs (sat.) hasta pH
neutro. Se extrae con CH,Cl, (20 mL x3). Las fases organicas combinadas se
secan (MgSQ,), filtran y llevan a sequedad. Se obtienen 491 mg del producto

desprotegido 72 como un sdlido blanco que no se purifica (R = 83%).
P.F.: 62 °C (lit. 64 - 64.5 °C)
Rf: 0.24 (n-hex:AcOEt; 7:3)

14 RMN: (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.16 (INH, s), 3.96-3.77 (1H, m, H2),
3.51 (3H, s, OMe), 2.37 (2H, d, J = 6.9 Hz, H4), 2.23-1.96 (3H, m, 2H3, H2"),
1.72-1.43 (1H, m, H2")

13¢ RMN: (75 MHz, CDCls) & (ppm): 178.0 (C1"), 171.4 (C5), 51.6 (OMe), 50.6
(C2), 40.6 (C3), 29.7 (C4), 26.6 (C2')

EM (ESI); m/z (int. rel.): 180 ([M + Na]*, 80), 158 ([M + H]", 100)
IR (NaCl) v (cm™): 3336, 2950, 1733, 1436, 1170, 835, 734

AE: Calculado para C;H11NOs3: C = 53.49, H = 7.05, N = 8.91. Observado: C =
53.47, H =6.35, N = 8.75

230y, Nagao, J. W-M. Dai, M. Ochiai, S. Tsukagoshi, E. Fujita, J. Org. Chem. 1990, 55, 1148-
1156.
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Preparacion de 2-(5-tioxopirrolidin-2-il)acetato de metilo (73).

Procedimiento A:
O O
/
Sm OMe ﬂ) Sm o)
N CH,Cl, N
I H
Boc
73
70

A una disolucion del tioderivado 70 (150 mg, 0.55 mmol, 1 eq) en CH,Cl, seco
(4 mL) se adiciona, gota a gota, acido trifluoroacético (0.13 mL, 1.65 mmol, 3
eq). La mezcla se agita bajo argdn a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
vuelven a adicionar 3 equivalentes de TFA, también gota a gota. Despues de 2
horas se para la reaccién con NaHCOs (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con
CH,Cl, (5 mL x3). Las fases organicas combinadas se secan (MgS0.), se filtra y
lleva a sequedad. Se obtienen 82.6 mg del producto desprotegido 73 como un

aceite amarillo que no se purifica (R = 87%).

Procedimiento B:

Q 0
ONOMG R. Lawesson SNOMG
H CH,Cl, N
60 °C H
72 73

A una solucidn del producto desprotegido 72 (200 mg, 1.27 mmol, 1 eq) en
tolueno seco (3 mL) se adiciona el reactivo de Lawesson (283 mg, 0.7 mmol,
0.55 eq). La mezcla se calienta a 60 °C bajo argon durante 90 minutos. Se deja
enfriar, se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica
utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtienen

185 mg del producto, 73, como un aceite amarillo (R = 84%).
Rf: 0.16 (n-Hexano:AcOEt; 1:1)

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.71 (1NH,s), 4.26-4.25 (1H, m, H2), 3.68
(3H, s, OMe), 2.98-2.76 (2H, m, H4), 2.62-2.56 (2H, m, H2"), 2.46-2.31 (1H, m,
H3), 1.79 (1H, dddd, 7= 13.0, 9.1, 7.8, 6.5 Hz, H3)
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13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 205.4 (C5), 171.2 (C1"), 58.3 (C2), 52.2
(OMe), 42.6 (C4), 39.4 (C2"), 28.9 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 196 ([M + Na]*, 100), 174 ([M + H]*, 15)
IR (NaCl) v (cm™): 3132, 2986, 1723, 1422, 800

AE: Calculado para C;H1;NO,S: C = 48.53, H = 6.40, N = 8.09, S = 18.51.
Observado: C = 48.37, H = 6.51, N =8.32, S = 18.75
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Preparacion de 2,2'-(pirrolidin-2,5-diiliden)diacetato de metilo (74).

O @) 9] 9]
MGOWOMG TFA \OJK‘,J-'O\M )\\ O/
N — N
Boc CH,Cl, H
69 74

A una disolucién del producto doblemente reducido 69 (71 mg, 0.225 mmol, 1
eq) en CHyCl, seco (2 mL) se adiciona, gota a gota, acido trifluoroacético (0.05
mL, 0.56 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argdn a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se vuelven a adicionar 3 equivalentes de TFA, también gota a
gota. Desples de 2 horas se para la reaccion por adicion de NaHCOs (sat.)
hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl, (3 mL x 3). Las fases organicas
combinadas se secan (MgS0,), filtran y llevan a sequedad. Se obtienen 47 mg

del producto desprotegido 74 como un aceite incoloro que no se purifica.
EM (ESI); m/z (int. rel.): 238 ([M + Na]*, 82), 216 ([M + H]", 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2935, 1735, 1437, 1170, 1000

AE: Calculado para CigH17NO4: C = 55.80, H = 7.96, N = 6.51. Observado: C =
55.27, H = 8.09, N = 6.68

Los datos de RMN son de la mezcla de productos

Compuesto mayoritario

14 RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.68 (6H, s, OMe), 3.56-3.48 (2H, m, H2),
2.58-2.48 (4H, m, 2H2’, 2H2"), 1.95 (2H, ddd, J = 6.6, 4.4, 2.1 Hz, 1H3, 1H4),
1.52-1.41 (2H, m, 1H3, 1H4)

13¢ RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 172.7 (Cl’, C1"), 54.6 (C2, C5), 51.5
(OMe), 40.8 (C2’, C2"), 30.1 (C3, C4)

Compuesto minoritario

'H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 3.69 (6H, s, OMe), 3.44 (2H, d, J = 2.7
Hz, H2), 2.57-2.47 (4H, m, 2H1’, 2H1"), 2.13.2.05 (2H, m, 1H3, 1H4), 1.55-
1.41 (2H, m, 1H3, 1H4)
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13C RMN (75 MHz, CDCls) & (ppm): 172.3 (C2’, C2"), 54.1 (C2, C5), 51.6
(OMe), 40.1 (C1’, C1"), 29.7 (C3, C4)
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Preparacion de (E)-(5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-ilidene)acetato
de metilo (75).

O O ') ')
MGOWOMG TFA \Owo/
N
éoc CH,Cl, H
71 75

A una disolucién del producto doblemente funcionalizado 71 (170 mg, 0.54
mmol, 1 eq) en CH)Cl, seco (3 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.13 mL, 1.63 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argdn a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se vuelven a adicionar 3 equivalentes
de TFA, también gota a gota. Desples de 2 horas se para la reaccién por
adicion de NaHCOs (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl, (3 mL x 3).
Las fases organicas combinadas se secan (MgS0,), se filtra y lleva a sequedad.
Se obtienen 78.5 mg del producto desprotegido, 75, como un aceite incoloro

que no se purifica (R = 69%).
Rf: 0.2 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDCl5) 3 (ppm): 8.11 (INH, s), 4.49 (1H, s, H2"), 4.16-4.07
(1H, m, H5), 3.69 (3H, s, OMe), 3.61 (3H, s, OMe), 2.63-2.55 (2H, m, H1"),
2.52 (2H, t, J= 7.5 Hz, H3), 2.17 (1H, td, 7= 13.3, 7.1 Hz, H4), 1.59 (1H, td, J
= 15.3, 8.0 Hz, H4)

13¢ RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.5 (C1), 170.8 (C2"), 165.2 (C2), 77.0
(C2"), 55.5 (C5), 51.8 (OMe), 50.1 (OMe), 40.4 (C1"), 31.3 (C3), 28.0 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 252 ([M + K]*, 34), 236 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2953, 1734, 1437, 1200, 1000

AE: Calculado para CioHisNO4: C = 56.33, H = 7.09, N = 6.57. Observado: C
=56.59, H =6.74, N = 6.43
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Preparacion de (2Z,5Z)-bis[ 2-etoxi-2-oxoetiliden]-pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (64Z).
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64B
64Z

Sobre una disolucidn del producto de doble acoplamiento de Wittig 64B (28.3
mg, 0.09 mmol, 1 eq) en CH)Cl; seco (2 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.03 mL, 0.27 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argén a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se para la reaccién por adicion de
NaHCO; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl, (2 mL x3). Las fases
organicas combinadas se secan (MgSQ,), filtran y llevan a sequedad. Se
obtienen 38 mg del producto protegido 642, con la configuracién de los dobles

enlaces invertida, como un sdlido color blanco (17.5 mg, R = 62%).
P.F.: 89-90 °C
Rf: 0.55 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5.94 (2H, s, H1’, H1"), 3.81 (4H, s, 2H3,
2H4), 3.63 (6H, s, OMe), 1.47 (9H, s, H4™)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 171.9 (C2’, C2"), 149.9 (C1"), 128.0 (C2,
C5), 112.7 (C1’, C1"), 84.7 (C3™), 51.9 (OMe), 35.6 (C3, C4), 27.6 (C4™)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 350 ([M + K]*, 20), 334 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1739, 1606, 1436, 1367, 1135, 850

AE: Calculado para CisH>1NOg: C = 57.87, H = 6.80, N = 4.50. Observado: C =
57.79, H = 6.87, N = 4.56
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Preparacion de (2Z,5Z)-(pirrolidin-2,5-diiliden) diacetato de metilo
(76).
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Sobre una disolucion del producto de doble acoplamiento de Wittig 64B (200
mg, 0.64 mmol, 1 eq) en CH,Cl, seco (15 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.5 mL, 6.4 mmol, 10 eq). La mezcla se agita bajo argon a
temperatura ambiente durante 12 horas. Se para la reaccién por adicion de
NaHCO; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH)Cl; (10 mL x3). Las fases
organicas combinadas se secan (MgSQ,), filtran y llevan a sequedad. Se
obtienen 38 mg del producto desprotegido, 76, un como un aceite marrén (R =
28%).

Rf: 0.45 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 5.95 (2H, d, J = 2.6 Hz, H1’, H1"), 3.76
(6H, s, OMe), 3.68 (4H, s, 2H3, 2H4)

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.5 (C2, C2"), 123.3 (C2, C5), 107.5
(C1’, C1), 52.2 (OMe), 33.2 (C3, C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 234 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 1674, 1615, 1297, 1186, 1149, 795

AE: Calculado para CigH13NO4: C = 56.86, H = 6.20, N = 6.63. Observado: C =
56.45, H=5.94, N = 6.40
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Preparacion de 2,2'-(1-(N,N'-bis(terc-butoxicarbonil)carbamimidoil)-
pirrolidin-2,5-diil)diacetato de metilo (77).
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Se disuelve el producto desprotegido 69 (54 mg, 0.25 mmol, 1 eq) en DMF (4
mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (80 mg, 0.275 mmol, 1.1
eq), y trietilamina (0.05 mL 0.75 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argdn, se
afade cloruro de mercurio (75 mg, 0.275 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con Et;O (10 mL x 3). Las fases organicas combinadas
se lavan con NH4Cl (sat.), secan (MgSQ,), filtran y llevan a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(7:3) como fase movil. Se obtienen el producto 77 como una mezcla de dos
productos, 51 mg de uno (R = 45%) y 42 mg del otro (R = 37%), como sdlidos

blancos.

Producto Mayoritario

P.F.: 54-56 °C

Rf: 0.19 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.59 (2H, s, H2, H5), 3.71 (6H, s, OMe),
2.99 (2H, dd, J = 15.9, 5.7 Hz, H2', H2"), 2.42 (2H, dd, 7= 16.0, 7.8 Hz, H2,
H2"), 2.16 (2H, s, H3, H4), 1.80 (2H, s, H3, H4), 1.50 (18H, s, H6™)

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 172.1 (C1’, C1”), 161.2 (C1™), 151.0

(C3™), 81.5 (C5™), 56.3 (C2, C5), 51.8 (OMe), 39.3 (C2/, C2"), 29.8 (C3, C4),
28.1 (C6™)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 458 ([M + H]*, 100)
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IR (NaCl) v (cm™): 2978, 1739, 1601, 1367, 1136
AE: Calculado para C;1H3s5N30g: C = 55.13, H = 7.71, N = 9.18. Observado:

Producto Minoritario

P.F.: 103-106 °C

Rf: 0.24 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.77 (2H, s, H2, H5), 3.69 (6H, s, OMe),
2.88-2.87 (2H, m, H2’, H2"), 2.43-2.42 (2H, m, H2', H2"), 2.24 (2H, s, H3, H4),
1.85 (2H, s, H3, H4), 1.52 (18H, s, H6")

13C RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.41 (C1’, C1"), 152.7 (C1"™), 148.7
(C3"), 83.4 (C5), 56.2 (C2, C5), 51.7 (OMe), 37.6 (C2’, C2"), 29.9 (C3, C4),
28.2 (C6™)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 458 ([M + H]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2978, 1739, 1601, 1367, 1136
AE: Calculado para Cy1H3sN30g: C = 55.13, H = 7.71, N = 9.18. Observado:
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Preparacion de (2E)-(1-(N,N'-bis( terc-butoxicarbonil)-
carbamimidoil)-5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-iliden)acetato de
metilo (78).
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Se disuelve el producto desprotegido 75 (28 mg, 0.13 mmol, 1 eq) en DMF (3
mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (42 mg, 0.143 mmol, 1.1
eq), y trietilamina (0.05 mL 0.39 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argdn, se
afade cloruro de mercurio (39 mg, 0.143 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con eter etilico (5 mL x 3). Las fases organicas
combinadas se lavan con NH4Cl (sat.), secan (MgSQ,), filtran y llevan a
sequedad. Se purifica por columna cromtaografica utilizando una mezcla de n-
Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtiene el producto 78 como un

aceite incoloro (53 mg, R= 89%).
Rf: 0.28 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 9.81 (1INH, s), 5.60 (1H, s, H2), 4.76-4.62
(1H, m, H5), 3.70 (3H, s, OMe), 3.65 (3H, s, OMe), 3.43-3.28 (1H, m, H1"),
3.16-2.93 (2H, m, H1”, H3), 2.47 (1H, dd, 7= 15.7, 9.4 Hz, H3), 2.21 (1H, ddd,
J=12.7, 12.2, 3.2 Hz, H4), 1.85 (1H, ddd, J = 12.7, 7.5, 4.3 Hz, H4), 1.50
(18H, s, H6™)

13€ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.3 (C1"), 168.1 (C2"), 158.8 (C2), C1™
no se observa, 151.2 (C3™), 94.9 (C2", 77.3 (C85™), 60.0 (C5), 51.8 (OMe),
50.8 (OMe), 37.6 (C1"), 29.9 (C3), 28.0 (C6"), 26.5 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 494 ([M + K]*, 25), 478 ([M + Na]*, 59), 456 ([M +
H]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2980, 1797, 1714, 1603, 1369, 1136
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AE: Calculado para Cp;H33N30g: C = 55.37, H = 7.30, N = 9.23. Observado: C
= 55.67,H=7.43, N =9.19
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Preparacion de 2,2'-(3,4-dihidro-2H-pirrol-2,5-diil)diacetato de metilo
(79).

70
A una solucion de ioduro de sodio (48 mg, 0.31 mg, 0.5 eq) y el tioderivado 70
(169 mg, 0.61 mmol, 1 eq) en acetonitrilo seco (1 mL) se adiciona
bromoacetato de metilo (0.17 mL, 1.83 mg, 3 eq). Se calienta a reflujo 2 horas
y se adiciona lentamente una disolucién de trifenilfosfina (324 mg, 1.22 mmol,
2 eq) y trietilamina (0.17 mL, 1.22 mmol, 2 eq) en acetonitrilo (3 mL). Se
calienta a reflujo durante 7 horas. Se lleva a sequedad y purifica por columna
cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase

movil. Se obtienen 33 mg del producto 79 como un aceite amarillo (R =39%)
Rf: 0.43 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 4.46-4.26 (1H, m, H2), 3.86 (2H, dt, J =
16.0, 13.9 Hz, H2"), 3.74 (3H, s, OMe), 3.70 (3H, s, OMe), 2.72 (2H, ddd, J =
12.0, 11.1, 6.8 Hz, H4), 2.68-2.55 (1H, m, H2"), 2.38 (1H, ddd, J = 15.7, 9.2,
6.3 Hz, H2), 2.30 (1H, tdd, 7= 9.5, 6.0, 3.8 Hz, H3), 1.74-1.60 (1H, m, H3)

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 172.1 (C1%), 170.7 (C1"), 169.5 (C5), 68.7
(C2), 52.6 (OMe), 51.6 (OMe), 40.8 (C2), 38.2 (C2"), 32.9 (C4), 29.8 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 214 ([M + H]", 100)
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Preparacion de 2-oxopirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (80).%3!
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80
A una suspension de pirrolidinona (1.024 g, 12.05 mmol, 1 eq) en acetonitrilo
seco (5 mL), bajo argén y a temperatura ambiente, se le agrega Boc,O (3.0 g,
13.1 mmol, 1.1 eq) y 4-DMAP (cat.). Rapidamente se desprende CO, y se
observa disolucion progresiva de la pirrolidinona. Se agita a temperatura
ambiente hasta que se obtiene una solucion limpia. La solucidn resultante se
lleva a sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtiene el producto

protegido 80 (1.81 g, R= 81%) como un aceite incoloro.
Rf: 0.32 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.76 (2H, t, 7= 7.1 Hz, H5), 2.52 (2H, t, J
= 8.1 Hz, H3), 2.09-1.91 (2H, m, H4), 1.54 (9H, s, H4")

13C RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 174.3 (C2), 150.2 (C1"), 82.7 (C3"), 46.4
(C3), 33.0 (C5), 28.0 (C4"), 17.4 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 186 ([M + H]*, 100)
HRMS: Calculado para CoH16NO3 = 186.1130. Observado = 186.1121
IR (NaCl) v (cm™): 2980, 1784, 1750, 1713, 1393, 1314, 1153, 1018, 778

AE: Calculado para CsHi6NOs: C, 58.36; H, 8.16; N, 7.56; O, 25.91. Observado:
C, 58.05; H, 8.232; N, 8.092.

1 H, K. Lee, J. Kim, C. S. Pak, Tetrahedron Letters 1999, 40, 2173-2174.
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Preparacion de 2-tioxopirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (81).%!
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Se disuelve la BOC-pirrolidinona 80 (1 g, 5.4 mmol, 1 eq) en THF seco (50 mL).
Se agrega el reactivo de Lawesson (1.21 g, 2.98 mmol, 0.55 eq) vy la
suspension resultante se calienta, bajo argon, a 60 °C durante 90 minutos. Se
lleva a sequedad y se purifica por columna cromatografica utilizando una
mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtiene el producto 81

como un solido amarillo (1.0 g, R = 92%).
P.F.: 75 °C
Rf: 0.61 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

1H RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.05 (2H, t, J= 7.2 Hz, H3), 3.05 (2H, t, J
= 7.8 Hz, H5), 2.11-1.95 (2H, m, H4), 1.54 (9H, s, H4")

13¢ RMN (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 207.8 (C2), 150.4 (C1"), 84.0 (C3"), 53.8
(C3), 49.0 (C5), 28.0 (C4"), 20.1 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 202 ([M + H]*, 100)
HRMS: Calculado para CsHisNO,S = 201.0824. Observado = 201.0823
IR (NaCl) v (cm™): 2981, 1774, 1748, 1389, 1291, 1152, 1030, 766

E.A.: Calculado para CoH1sNO,S: C, 53.70; H, 7.51; N, 6.96; O, 15.90; S, 15.93.
Observado: C, 53.39; H, 7.26; N, 7.04; S, 15.38
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Preparacion de (E)-(2-metoxi-2-oxoetiliden)pirrolidin-1-carboxilato
de terc-butilo (82).%!
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Se disuelve el tioderivado 81 (2.0 g, 10 mmol, 1 eq) y el fosfonoacetato de
metilo (10 g, 10 mmol, 3 eq) en tolueno seco (150 mL). La suspension
resultante se calienta a 90 °C durante 48 horas. Se lleva a sequedad y purifica
por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (1:1)
como fase movil. Se obtiene el producto de reaccidn de tio-Wittig 82 (1.52 g, R

= 63%) como un soélido marrén claro.
P.F.: 105 oC
Rf: 0.68 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 6.47 (1H, s, H1’), 3.75-3.63 (5H, m, 2H5,
OMe), 3.20 (2H, td, 7 = 7.7, 1.6 Hz, H3), 1.90 (2H, p, J = 7.5 Hz, H4), 1.54
(9H, s, H4")

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 169.4 (C2"), 157.8 (C1”), 152.0 (C2), 95.6
(C1), 82.1 (C3"), 50.6 (OMe), 49.8 (C5), 31.9 (C3), 28.2 (C4"), 20.9 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 263 ([M + Na]*, 100)
HRMS: Calculado para Ci;H19NO4 = 241.1314. Observado = 241.1308
IR (NaCl) v (cm™): 2978, 1729, 1611, 1244, 1005, 842

AE: Calculado para Cp;pHigNO4: C, 59.73; H, 7.94; N, 5.81; O, 26.52.
Observado: C, 59.42; H, 7.91; N, 6.17
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Preparacion de (2E)-(pirrolidin-2-iliden)acetato de metilo (83).2%2
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A una disolucidon del producto de acoplamiento de Wittig 82 (500 mg, 2.07
mmol, 1 eq) en CHyCl, seco (12 mL), se adiciona TFA (0.5 mL, 6.22 mmol, 3
eq) y se agita a temperatura ambiente durante 90 minutos. Después de ese
tiempo se vuelve a adicionar TFA (0.5 mL, 6.22 mmol, 3 eq) y se agita durante
otras 2 horas. Se neutraliza con NaHCO; (10 %), extrae con CH,Cl,, seca sobre
(MgS0.), filtra y lleva a sequedad. Se obtiene el producto 83 como un sdlido de
color naranja que se utiliza directamente en la siguiente reaccién (286 mg, R =
98%).

P.F.: 90 °C
Rf: 0.49 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

14 RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.85 (1H, s, NH), 4.45 (1H, s, H2"), 3.55
(3H, s, OMe), 3.44 (2H, t, J = 6.8 Hz, H5), 2.50 (2H, t, J = 7.7 Hz, H3), 1.90
(2H, dd, J = 14.5, 7.2 Hz, H4)

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 170.9 (C1"), 166.5 (C2), 76.1 (C2"), 49.9
(OMe), 47.0 (C5), 32.2 (C3), 21.9 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 164 ([M + Na]*, 100)
HRMS: Calculado para C;H;,NO, [M+H]*, = 142.0868. Observado = 142.0868
IR (NaCl) v (cm™): 2982, 1733, 1652, 1598, 1222, 1146, 1057, 775

AE: Calculado para C;H1,NO;: C, 59.56; H, 7.85; N, 9.92; O, 22.67. Observado:
C, 59.70; H, 7.730; N, 10.05

232 4, Taguchi, H. Yazawa, J. F. Arnett, Y. Kishi, Tetrahedron Letters 1977, 7, 627-630.
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Preparacion de (E)-(1-(N,N'-bis(terc-butoxicarbonil)carbamimidoil)-

pirrolidin-2-iliden)acetato de metilo (84).
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Se disuelve el producto desprotegido 83 (175 mg, 1.24 mmol, 1 eq), la S-
metilbisbocisotiourea (396 mg, 1.36 mmol, 1.1 eq) y la trietilamina (0.5 mL,
3.72 mmol, 3 eq) en DMF seca (15 mL). Se adiciona cloruro de mercurio (369
mg, 1.36 mmol, 1.1 eq) y la suspensidn resultante se agita a temperatura
ambiente durante 12 horas. Se lleva a sequedad, se redisuelve en Et,;0, se lava
con NH4Cl, se seca (MgSQ,), se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por
columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:Acetato de etilo
(7:3) como fase movil. Se obtienen 370.5 mg (R = 78%) del producto

guanilado 84 como un sdlido blanco.
P.F.: 125-127 °C
Rf: 0.26 (n-Hexano:AcOEt; 8:2)

14 RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 5.81 (1H, t, 7= 1.8 Hz, H2'), 3.81 (2H, t, J
= 7.1 Hz, H5), 3.64 (3H, s, OMe), 3.20 (2H, td, 7= 7.7, 1.8 Hz, H3), 1.92 (2H,
p, J= 7.4 Hz, H4), 1.49 (18, s, H6")

13C RMN (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 168.3 (C1’), 158.5 (C2), 152.0 (C1”),
149.2 (C3"), 95.8 (C2’), 83.3 (C5”), 52.3 (C5), 50.8 (OMe), 32.1 (C3), 27.9
(C6"), 20.9 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 406 ([M + Na]*, 33), 384 ([M + H]*, 100)
HRMS: Calculado para CigH3oN30g [M+H]" = 384.2135. Observado = 384.2130

IR (NaCl) v (cm™): 2979, 1751, 1706, 1653, 1596, 1392, 1283, 1137, 848
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AE: Calculado para CigHx9N3Oe: C, 56.38; H, 7.62; N, 10.96; O, 25.04.
Observado: C, 56.90; H, 7.70; N, 11.29
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Preparacion de 2-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidina-1-carboxilato de
terc-butilo (85).%%3
O
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Se disuelve el producto de acoplamiento de Wittig 82 (100 mg, 0.41 mmol, 1
eq) en AcOEt (5 mL) y se agrega una punta de espatula de Paladio al 10%
sobre carbono. Se coloca bajo hidrégeno a una presion de 4 atm de y se agita
vigorosamente durante 24 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad.
Se obtiene el producto reducido 85 como un aceite incoloro que se utiliza, sin

purificacion previa, en la siguiente reaccion (97.8 mg, R = 97%).
Rf: 0.54 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

'H RMN (500 MHz, CDC5) & (ppm): 4.11 (1H, d, J = 33.3 Hz, H2), 3.64 (3H, s,
OMe), 3.41-3.25 (2H, m, H5), 2.84 (1H, dd, J = 6.42, 13.9 Hz, H1), 2.28 (1H,
dd, 7 = 14.8, 9.9 Hz, H1"), 2.11-1.94 (1H, m, H3), 1.81 (2H, dd, J = 9.5, 4.5
Hz, H4), 1.75 (1H, d, J = 27.8 Hz, H3), 1.43 (9H, s, H4")

13¢ RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.9 (C2'), 154.2 (C1"), 79.5 (C3"), 54.0
(C2), 51.5 (OMe), 46.5 (C5), 39.1 (C1), 31.2 (C3), 28.6 (C4"), 23.5 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 282 ([M + K]*, 41), 266 ([M + Na]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™): 2975, 1738, 1694, 1393, 1168, 772

AE: Calculado para Ci;HiNO4: C, 59.24; H, 8.70; N, 5.76; O, 26.30.
Observado: C, 59.79; H, 8.08; N, 6.04

233y, 1. Zhang, J. H. Park, S. Lee, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2209-2212.
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Preparacion de 2-(pirrolidin-2-il)acetato de metilo (86).23*
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A una disolucion del producto de reaccién de Wittig reducido 85 (55 mg, 0.226
mmol, 1 eq) en CH,Cl, seco (4 mL), se adiciona TFA (0.1 mL, 0.91 mmol, 4 eq)
y se agita a temperatura ambiente durante 90 minutos. Se vuelve a adicionar
TFA (0.1 mL, 0.91 mmol, 4 eq) y se agita durante 2 horas. Se neutraliza con
NaHCO; (10 %), se extrae con CH)Cl,, se seca (MgSQ0,), se filtra y lleva a
sequedad. Se obtiene el producto 86 como un aceite que se utiliza, sin

purificacion previa, en la siguiente reaccion (31 mg, 97%).

14 RMN (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 9.54 (1H, s.a., NH), 3.93 (1H, s.a., H2),
3.71 (3H, s, OMe), 3.40 (2H, d, J = 5.3 Hz, H5), 3.00 (1H, dd, 7= 17.3, 8.4 Hz,
H2"), 2.77 (1H, dd, J = 17.4, 5.3 Hz, H2), 2.44-2.23 (1H, m, H3), 2.23-1.98
(2H, m, H4), 1.88-1.69 (1H, m, H3)

13¢ RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 170.8 (C1), 55.6 (C2), 52.1 (OMe), 45.2
(C5), 36.0 (C27), 30.6 (C3), 23.7 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 144 ([M + H]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2921, 1731, 1677, 1441, 1200, 1141

234 G. H. Filep, C. E. Hoesl, G. H., K. T. Wanner, £. J. Med. Chem. 2006, 41, 809-824.
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Preparacion de 2-(1-(N,N'-bis(terc-butoxicarbonil)carbamimidoil)-

pirrolidin-2-il)acetato de metilo (87).

/
o { o
SMBBT
O\)\\ OMe  HgCl O>\ N/)\

Procedimiento A:

N TEA NH
H DMF 0 )\
86 __\__ o~ O
87

Se disuelve la amina 86 (9 mg, 0.06 mmol, 1 eq), S-metil bisbocisotiourea
(SMBBIT) (19 mg, 0.066 mmol, 1.1 eq) y la trietilamina (0.03 mL, 0.2 mmol, 3
eq) en DMF seca (0.6 mL). Se adiciona cloruro de mercurio (18 mg, 0.066
mmol, 1.1 eq). La suspensidon resultante se agita a temperatura ambiente
durante 12 horas. Al cabo de ese tiempo se lleva a sequedad, se redisuelve en
Et,0, lava con NH4Cl, seca (MgSQ,), filtra y lleva a sequedad. Se purifica por
columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como
fase movil, se obtiene el producto guanilado 87 como un sélido blanco-amarillo
(19.7 mg, R = 85%).

Procedimiento B:

o) o)
NOMG Hy (4 atm) O\)\OMG
N Pd/C N
BOCNJ\NHBOC ACOEL BOCNJ\NHBOC
84 87

Se disuelve el producto guanilado 84 (100 mg, 0.26 mmol, 1 eq) en AcOEt seco
(5 mL) y se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre carbono.
Se coloca bajo hidrégeno a una presidn de 4 atm de y se agita vigorosamente
durante 24 horas. Se filtra a través de celite y se lleva a sequedad. Se obtiene
el producto reducido 87 como un aceite incoloro que se utiliza, sin purificacion

previa, en la préxima reaccién (90.3 mg, R = 90 %).

P.F.: 137-139 °C
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Rf: 0.41 (n-Hexano:AcOEt; 7:3)

1H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.61 (1H, s, H2), 3.70 (3H, s, OMe), 3.64
(1H, dd, 7 = 16.8, 9.9 Hz, H5), 3.57-3.42 (1H, m, H5), 3.13 (1H, s, H3), 2.47
(1H, dd, J = 15.6, 8.7 Hz, H3), 2.27 (1H, dd, J = 14.5, 8.8 Hz, H2), 1.95 (1H,
d, J=11.1 Hz, 1H2), 1.77 (2H, dd, J = 12.3, 6.4 Hz, H4), 1.51 (18H, s, H6")

13¢ RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 174.0 (C1"), 167.3 (C1”), 154.4 (C3"),
85.6 (C5"), (C2) 59.8 (C2), 51.3 (OMe), 48.0 (C5), 28.7 (C2"), 27.8 (C3), 24.2
(C6"), 14.3 (C4)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 385 ([M + H]*, 100)
HRMS: Calculado para CigH3oN30s [M-H]"= 384.2135. Observado = 384.2121
IR (NaCl) v (cm™): 2279, 1750, 1706, 1652, 1595, 1436, 1137, 847

AE: Calculado para CigH3iN3Oe: C, 56.09; H, 8.11; N, 10.90; O, 24.90.
Observado: C, 56.41 H, 7.75; N, 11.13.
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Preparacion de 5-metil-3,4-dihidro-2H-pirrol (90).

O
w\ OMe  Hciam O\
r}l calor N
Boc Sh 90
82

Se disuelve el alqueno 82 (24 mg, 0.1 mmol, 1 eq) en HCl 2M (5 mL) y
calienta a reflujo durante 2 horas. Se lleva a sequedad, redisuelve en agua (5
mL) y adicionan 250 mg de resina Dowex-50W. Despues de 2 horas la
suspension se filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 8 mg del producto 90 que

no se purifica.

14 NMR (400 MHz, D,0) & (ppm): 4.01 (2H, t, 7= 7.6 Hz, H2), 3.10 (2H, t, J =
8.1 Hz, H4), 2.44 (3H, s, Me), 2.31-2.20 (2H, m, H3)

13C NMR (100 MHz, D,0) & (ppm): 159.4 (C5), 53.3 (C1), 38.1 (C4), 19.6 (C3),
17.6 (Me)
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Preparacion de 5-metil-3,4-dihidro-2H-pirrol-2-ona (91).2*°

@)
NOMG HCl2.M 40\
O N calor O N
! 2
¢ 91
64A

Se disuelve el alqueno 64A (240 mg, 1 mmol, 1 eq) en HCI 2M (15 mL) y se
calienta a reflujo durante 2 horas. Se lleva a sequedad, redisuelve en agua (15
mL) y adicionan 250 mg de resina Dowex. Despues de 2 horas la suspension se

filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 83 mg del producto 91 que no se purifica.
'H NMR (400 MHz, D;0) & (ppm): 2.76 (2H, t, J= 6.3 Hz, H3), 2.49 (2H, t, J =
6.3 Hz, H4), 2.12 (3H, s, Me)

13C NMR (100 MHz, D,0) & (ppm): 177.3 (C2), 161.2 (C5), 37.7 (C3), 29.1
(Me), 27.7 (C4)

25 W. M. Kan, C-L. Cheng, C-Y. Chern, Synthetic Communications 2004, 34, 4257-4264.
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Preparacion de 2-(5-oxopirrolidin-2-il)acido acético (92).*°
Método A:

@) @)
O4(:>\)L0Me NaOH aN OQ\)\\OH
H e H
18h
72 92

Se disuelve el producto reducido 72 (32 mg, 3.89 mmol, 1 eq) en metanol (1
mL), se afade NaOH 3N (1 mL) y la solucion resultante se agita a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 18 mg del

producto 92 que no se purifica (R = 62%).

Método B:
O O
A X Hom A NI
o ° g oA
H 4 h H
72 92

Se disuelve el producto reducido 72 (1 g, 3.89 mmol, 1 eq) en HCI 2M (20 mL)
y se calienta a reflujo durante 2 horas. Se lleva a sequedad, se redisuelve en
agua (15 mL) y se adicionan 900 mg de resina Dowex. Despues de 2 horas se
filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 464 mg del producto 92 que no se
purifica (R = 51%).
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Método C:

@) @)
OW\ OMe I-rIeCfll jg/l O4\/;>\)LOH
I 4h
Boc — > H
68 92

Se disuelve el producto reducido 68 (257 g, 1 mmol, 1 eq) en HCI 2M (10 mL)
y se calienta a reflujo durante 2 horas. Se lleva a sequedad, se redisuelve en
agua (15 mL) y se adicionan 900 mg de resina Dowex. Despues de 2 horas se

filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 316 mg del producto 92
P.F.: 270 °C (desc.)

'H NMR (500 MHz, D,0) & (ppm): 3.62-3.50 (1H, m, H2), 2.72 (1H, dd, J =
17.8, 4.6 Hz, H2"), 2.60 (1H, dd, 7= 17.8, 7.9 Hz, H2'), 2.41 (2H, t, J= 7.5 Hz,
H4), 1.95-1.79 (2H, m, H3)

13C NMR (125 MHz, D;0) & (ppm): 176.4 (C5), 173.8 (C1"), 47.6 (C2), 35.5
(C2"), 29.5 (C4), 26.9 (C3)

EM (ESI); m/z (int. rel.): 144 ([M + H]*, 100)
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Preparacion de (E)-2-(benciloxi)-2-oxoetiliden)-5-(2-metoxi-2-

oxoetil)pirrolidin-1-carboxilato de terct-butilo (93).
MGOWS ° =~
+

0) —_— N
OBn tolueno
Boc Ph3P=>\— ¢ o%o+ \\©

70
A una solucion del tioderivado 70 (273 mg, 1 mmol, 1 eq) en tolueno (15 mL)
se adiciona trifenilfosforaniliden acetato de bencilo (1.23 g, 3 mmol, 3 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 48 horas. Se deja enfriar, se filtra y lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase
movil. Se obtiene el producto de acoplamiento 93 como un sélido de color

marrén claro (293 mg, R = 75%).

1H RMN (500 MHz, CDC5) & (ppm): 7.36-7.34 (5H, m, Har), 6.57 (1H, s, H1"),
5.15 (2H, s, H4") , 4.56 (1H, t, J = 7.4 Hz, H5), 3.72 (3H, s, OMe), 3.53 (1H,
dd, J = 18.3, 8.7 Hz, H3), 3.01-2.89 (1H, m, H3), 2.78 (1H, dd, J = 15.2, 2.8
Hz, H1"), 2.44 (1H, dd, J = 15.2, 10.3 Hz, H1”), 2.12-2.02 (1H, m, H4), 1.90-
1.80 (1H, m, H4), 1.55 (9H, s, H4™).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 171.1 (C2"), 168.5 (C2"), 157.1 (C2),
151.2 (C1™), 136.9 (C5"), 128.4 (C6"), 127.8 (C7"), 126.9 (C8"), 96.5 (C1"), 82.7
(C3"), 65.2 (C4"), 57.9 (C5), 51.8 (OMe), 37.8 (C17), 29.7 (C3), 28.1 (C4™),
26.3 (C4)

IR (NaCl) v ( cm™): 1728, 1614, 1298, 1122, 1011

AE: Calculado para C;1H7NOg: C = 64.77, H = 6.99, N = 3.60. Observado: C =
64.57, N = 3.969, H = 6.77
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Preparacion de (E)-2-(benciloxi)-2-oxoetiliden)pirrolidin-1-
carboxilato de terct-butilo (94).

(% P
NT S Q —> N
| + OBn tqu%no
Boc Ph3P=>_ W o)\o~‘—
94

@)

81

A una solucion del tioderivado 81 (201 mg, 1 mmol, 1 eq) en tolueno (15 mL)
se adiciona trifenilfosforaniliden acetato de bencilo (1.23 g, 3 mmol, 3 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 48 horas. Se deja enfriar, se filtra y lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase
movil. Se obtiene el producto de acoplamiento 94 como un sdlido de color
marrdn claro (216 mg, 68%).

14 RMN (300 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.31-7.28 (5H, m, Har), 6.56 (1H, s, H1"),
5.11 (2H, s, H4), 3.64 (2H, t, J= 7.2 Hz, H5), 3.17 (2H, td, J= 7.6, 1.3 Hz,
H3), 1.97-1.70 (2H, m, H4), 1.50 (9H, s, H4")

13¢ RMN (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 168.7 (C2"), 158.2 (C2), 151.9 (C1"), 137.0

(C57), 128.4 (C6"), 127.8 (C7"), 127.7 (C8"), 95.6 (C1’), 82.0 (C3"), 65.0 (C4"),
49.8 (C5), 32.0 (C3), 28.1 (C4™), 20.9 (C4)

IR (NaCl) v ( cm™): 1725, 1703, 1606, 1384, 1312, 1124, 980, 845

AE: Calculado para CigH23NO4: C = 68.12, H = 7.30, N = 4.41. Observado: C =
67.82, H =6.977, N = 6.803
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Preparacion de (E)-2-(aliloxi)-2-oxoetiliden)-5-(2-metoxi-2-

oxoetil)pirrolidin-1-carboxilato de tert-butilo (95).

O @)
Z / So AL Ao
veo R L X — N
l}l S + O tolueono \\/
Boc Ph3P=>_O % r? O O—)~

A una solucién del tioderivado 70 (273 mg, 1 mmol, 1 eq) en tolueno (15 mL)
se adiciona trifenilfosforaniliden acetato de alilo (1.0g, 3 mmol, 3 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 48 horas. Se deja enfriar, se filtra y lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase
movil. Se obtiene el producto de acoplamiento 95 como un sdlido de color

marrdn claro (180 mg, 53%).

1H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.49 (1H, s, H1), 5.90 (1H, ddd, 7= 22.6,
10.7, 5.5 Hz, H5), 5.28 (1H, dd, 7= 17.2, 1.4 Hz, H6'), 5.16 (1H, dd, J = 10.5,
1.1 Hz, H6'), 4.56-4.54 (2H, s, H4"), 4.55-4.52 (1H, m, H5), 3.67 (3H, s, OMe),
3.48 (1H, dd, 7 = 18.5, 9.0 Hz, H3), 2.97-2.85 (1H, m, H3), 2.75 (1H, dd, J =
15.2, 3.2 Hz, H1"), 2.41 (1H, dd, 7 = 15.2, 10.1 Hz, H1"), 2.02 (1H, dq, J =
12.1, 8.7 Hz, H4), 1.81 (1H, dd, 7= 12.8, 8.6 Hz, H4), 1.51 (9H, s, H4")

13¢ RMN (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 171.2 (C2”), 168.4 (C27), 157.0 (C2),
151.3 (C1™), 133.1 (C5'), 117.2 (C6"), 96.5 (C1"), 82.7 (C3"), 64.1 (C4'), 57.9
(C5), 51.8 (OMe), 37.8 (C1"), 29.7 (C3), 28.2 (C4"), 26.2 (C4)

AE: Calculado para Ci7H2sNOg: C = 60.16, H = 7.42, N = 4.13. Observado: C =
60.66, H = 7.141, N = 3.846
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Preparacion de (E)-2-(aliloxi)-2-oxoetiliden)pirrolidin-1-carboxilato
de terct-butilo (96).

@)
(:\A\S /) — W\o y
! + Q tolueno J\ \\/
Boc _}—O 90 °C
PhsP= 48 h @) O+
81
96

A una solucién del tioderivado 81 (201 mg, 1 mmol, 1 eq) en tolueno (15 mL)
se adiciona trifenilfosforaniliden acetato de alilo (1.08 g, 3 mmol, 3 eq). La
mezcla se calienta a reflujo durante 48 horas. Se deja enfriar, se filtra y lleva a
sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando CH,Cl, como fase
movil. Se obtiene el producto de acoplamiento 96 como un sdlido de color

marrén claro (140 mg, 52%).

1H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.48 (1H, s, H1), 5.90 (1H, ddd, 7= 22.3,
10.6, 5.4 Hz, H5"), 5.27 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6"), 5.14 (1H, d, J = 10.5 Hz,
1H6"), 4.54 (2H, d, J = 5.4 Hz, H4'), 3.65 (2H, t, 7= 7.2 Hz, H5), 3.15 (2H, dd,
J=7.6,6.7 Hz, H3), 1.85 (2H, p, J = 7.4 Hz, H4), 1.49 (9H, s, H4™).

13¢ RMN (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 168.5 (C27), 157.9 (C2), 151.9 (C1™),
133.1 (C5"), 117.0 (C6"), 95.6 (C1’), 82.0 (C3™), 63.9 (C4"), 49.7 (C5), 31.9
(C3), 28.1 (C4™), 20.9 (C4)

AE: Calculado para Ci4H1NO4: C = 62.90, H = 7.92, N = 5.24. Observado: C =
62.60, H = 7.997, N = 5.240
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Preparacion de (E)-2-(5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-

iliden)acetato de bencilo (97).

93 97

A una disolucidon del producto de acoplamiento de Wittig 93 (131 mg, 0.34
mmol, 1leq) en CH)Cl, seco (15 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.08 mL, 1.0 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argdn a
temperatura ambiente durante 3 horas, después de las cuales se afaden 3
equivalentes adicionales de TFA, también gota a gota. Despues de 2 horas se
adiciona una solucion de NaHCO; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl,
(15 mL x 3). Las fases organicas combinadas se secan (MgS0,), se filtra y lleva
a sequedad. Se obtienen 88 mg del producto desprotegido, 97, como un aceite
incoloro (R = 90%).

1H RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.18 (1H, s, NH), 7.38 (5H, dd, J = 16.7,
13.2 Hz, Har), 5.25-5.01 (2H, m, H4"), 4.62 (1H, s, H1"), 4.20-4.09 (1H, m,
H5), 3.72 (3H, d, 7 = 5.4 Hz, OMe), 2.72-2.58 (2H, m, H1"), 2.56 (2H, dd, J =
6.7, 4.5 Hz, H3), 2.29-2.11 (1H, m, H4), 1.75-1.52 (1H, m, H4)

13¢ RMN (126 MHz, CDCl;) & (ppm): 171.5 (C2"), 170.10 (C2"), 165.5 (C2),
137.5 (C5"), 128.4 (C6"), 127.8 (C7"), 127.7 (C8"), 69.6 (C1"), 64.4 (C4"), 55.6
(C5), 51.9 (OMe), 40.4 (C4), 31.4 (C3), 28.0 (C1")
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Preparacion de (E)-2-(pirrolidin-2-iliden)acetato de bencilo (98).

O @)
S OBn TFA S
Do QI (D
éOC CH,Cl, H
94 98

A una disoluciéon del producto de acoplamiento de Wittig 94 (97 mg, 0.31
mmol, 1leq) en CH)Cl, seco (5 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.07 mL, 0.92 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argén a
temperatura ambiente durante 3 horas, después de las cuales se afiaden 3
equivalentes adicionales de TFA, también gota a gota. Despues de 2 horas se
adiciona una solucién de NaHCO; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl,
(5 mL x 3). Las fases organicas combinadas se secan (MgSQ.), se filtra y lleva a
sequedad. Se obtienen 60 mg del producto desprotegido, 98, como un aceite
incoloro (R = 89%).

14 RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.40-7.28 (5H, m, Har), 5.14 (2H, s, H4"),
4.73 (1H, s, H1"), 3.56 (2H, t, J = 6.9 Hz, H5), 2.63 (2H, t, J = 7.8 Hz, H3),
2.06-1.94 (2H, m, H4)

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 170.3 (C2"), 155.9 (C2), 137.4 (C5"),
128.4 (C6"), 127.8 (C7"), 127.6 (C8"), 95.3 (C1"), 64.5 (C4"), 47.5 (C5), 32.3
(C3), 22.0 (C4)
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Preparacion de (E)-2-(5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-
iliden)acetato de alilo (99).

95 99

A una disolucién del producto de acoplamiento de Wittig 95 (80 mg, 0.236
mmol, 1leq) en CH)Cl, seco (5 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.05 mL, 0.71 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argon a
temperatura ambiente durante 3 horas, después de las cuales se afiaden 3
equivalentes adicionales de TFA, también gota a gota. Despues de 2 horas se
adiciona una solucion de NaHCO; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl,
(5 mL x 3). Las fases organicas combinadas se secan (MgSQ.), se filtra y lleva a
sequedad. Se obtienen 45 mg del producto desprotegido, 99, como un aceite
incoloro (R = 80%).

'H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.14 (1H, s.a., NH), 5.95 (1H, ddt, J =
16.2, 10.6, 5.4 Hz, H5"), 5.30 (1H, d, J = 17.2 Hz, H6"), 5.18 (1H, d, 7 = 10.4
Hz, H6"), 4.58-4.56 (3H, m, H1’,4"), 4.20-4.00 (1H, m, H5), 3.71 (3H, s, OMe),
2.62 (2H, dd, 7= 15.8, 8.3 Hz, H3), 2.56 (2H, dd, 7= 14.7, 9.3 Hz, H1"), 2.27-
2.08 (1H, m, H4), 1.68-1.55 (1H, m, H4)

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 171.5 (C2"), 170.0 (C2"), 165.4 (C2),
133.7 (C5"), 116.9 (C6"), 77.1 (C1"), 63.4 (C4"), 55.6 (C5), 51.9 (OMe), 40.5
(C3), 31.4 (C1"), 28.0 (C4)
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Preparacion de (E)-2-(pirrolidin-2-iliden)acetato de bencilo (100).

W, e (09

96 100

A una disolucidon del producto de acoplamiento de Wittig 96 (63 mg, 0.236
mmol, 1leq) en CH)Cl, seco (5 mL) se adiciona, gota a gota, acido
trifluoroacético (0.05 mL, 0.71 mmol, 3 eq). La mezcla se agita bajo argdn a
temperatura ambiente durante 3 horas, después de las cuales se anaden 3
equivalentes de TFA, también gota a gota. Despules de 2 horas se adiciona una
solucion de NaHCOs; (sat.) hasta pH neutro. Se extrae con CH,Cl, (5 mL x 3).
Las fases organicas combinadas se secan (MgS0,), se filtra y lleva a sequedad.
Se obtienen 32 mg del producto desprotegido, 100, como un aceite incoloro (R
= 82%).

'H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.92 (1H, s.a., NH), 5.96 (1H, ddd, J =
22.6, 10.7, 5.5 Hz, H5"), 5.31 (1H, dd, 7= 17.2, 1.5 Hz, H6"), 5.19 (1H, dd, J =
10.4, 1.1 Hz, H6"), 4.584 (1H, s, H1"), 4.573 (2H, s, H4), 3.53 (2H, t, J = 6.9
Hz, H5), 2.60 (2H, t, 7= 7.8 Hz, H3), 2.06-1.90 (2H, m, H4)

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 170.3 (C2"), 167.0 (C2), 133.8 (C5),
116.8 (C6"), 76.1 (C1"), 63.3 (C4), 47.1 (C5), 32.3 (C3), 22.0 (C4)
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Preparacion de (E)-2-(1-(N,N'-bis( terct-
butoxicarbonil)carbamimidoil)-5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-
iliden)acetato de bencilo (101).

O O

0 0 \OWOAQ
SMBBIT
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N NJ\N—(
H DMF ‘ /& H O“—
97 calor O O
101

Se disuelve el producto desprotegido 97 (88 mg, 0.304 mmol, 1 eq) en DMF
(12 mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (92 mg, 0.334 mmol,
1.1 eq), y trietilamina (0.13 mL 0.912 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argodn,
se afade cloruro de mercurio (91 mg, 0.334 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con Et;O (10 mL x 3). Las fases organicas combinadas
se lavan con NH4Cl (sat.), se secan (MgSQ,), se filtran y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(7:3) como fase movil. Se obtiene el producto guanilado 101 como un aceite
incoloro (79 mg, R = 49%).

'H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.16 (1H, s.a., NH), 7.36-7.34 (5H, m,
Har), 5.65 (1H, s, H1"), 5.14 (2H, s, H4), 4.76—4.65 (1H, m, H5), 3.70 (3H, s,
OMe), 3.38 (1H, dd, J = 18.6, 8.4 Hz, H3), 3.18-2.96 (1H, m, H3), 2.61 (1H, d,
J = 8.7 Hz, H1"), 2.49 (1H, dd, J = 15.7, 9.4 Hz, H1’), 2.30-2.17 (1H, m, H4),
1.99-1.78 (1H, m, H4), 1.46 (18H, s, H6"")
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Preparacion (E)-2-(1-(N,N'-bis( terct-butoxicarbonil)carbamimidoil)
pirrolidin-2-iliden) acetato de bencilo (102).
@)

. wr@
SMBBIT N
N OBn R )\
e e

H DMF 4‘7
I
98 calor 4|7 0

Se disuelve el producto desprotegido 98 (14 mg, 0.06 mmol, 1 eq) en DMF (2
mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (20 mg, 0.071 mmol, 1.1
eq), Y trietilamina (0.03 mL 0.18 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argdn, se
afade cloruro de mercurio (19 mg, 0.071 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con Et;O (10 mL x 3). Las fases organicas combinadas
se lavan con NH4Cl (sat.), se secan (MgSQ,), se filtran y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(7:3) como fase movil. Se obtiene el producto guanilado 102 como un aceite
incoloro (12 mg, R = 43%).

14 RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.43-7.34 (5H, m, Har), 5.85 (1H, s, H1"),
5.14 (2H, s, H4"), 3.86 (2H, t, J = 6.9 Hz, H5), 3.26 (2H, t, 7 = 7.0 Hz, H3),
2.04-1.95 (2H, m, H4), 1.51 (18H, s, H6")
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Preparacion de (E)-2-(1-(N,N'-bis( terct-
butoxicarbonil)carbamimidoil)-5-(2-metoxi-2-oxoetil)pirrolidin-2-
iliden)acetato de alilo (103).

O @)
AN /\/
9] 9] @) S O
A
O < O TgEA2

N
Ao P
H §) DMF /I\L/ H_(O
calor
929 +O @) \
103

Se disuelve el producto desprotegido 99 (75 mg, 0.313 mmol, 1 eq) en DMF
(10 mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (95 mg, 0.334 mmol,
1.1 eq), y trietilamina (0.15 mL 0.939 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argdn,
se afnade cloruro de mercurio (94 mg, 0.344 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con Et;O (10 mL x 3). Las fases organicas combinadas
se lavan con NH4Cl (sat.), se secan (MgS0,), se filtran y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(7:3) como fase movil. Se obtiene el producto guanilado 103 como un aceite
incoloro (88 mg, R = 59%).

'H RMN (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.14 (1H, s.a., NH), 5.92 (1H, tt, 7= 10.8,
6.6 Hz, H5'), 5.62 (1H, s, H1"), 5.30 (1H, dt, J = 17.2, 2.8 Hz, H9), 5.24-5.12
(1H, m, H9), 4.70 (1H, ddd, J = 11.8, 7.3, 4.1 Hz, H5), 4.58 (2H, t, 7= 4.9 Hz,
H4"), 3.70 (3H, s, OMe), 3.37 (1H, dd, J = 18.7, 8.5 Hz, H3), 3.08 (1H, dd, J =
13.3, 4.5 Hz, H3), 3.07-2.99 (1H, m, H1"), 2.48 (1H, dd, 7 = 15.7, 9.4 Hz,
H1"), 2.28-2.09 (1H, m, H4), 1.92-1.79 (1H, m, H4), 1.55-1.44 (18H, m, H6")

13C RMN (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.3 (C2"), 167.3 (C2"), 159.1 (C2),
151.3 (C3™), 132.9 (C5"), 117.5 (C6"), 94.7 (C1"), 77.8 (C5™), 64.2 (C4"), 60.1
(C5), 51.7 (OMe), 37.6 (C1"), 29.9 (C3), 28.0 (C6™), 26.5 (C4)
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Preparacion de (E)-2-(1-(N,N'-bis( terct-
butoxicarbonil)carbamimidoil)pirrolidin-2-iliden) acetato de alilo
(104).

O\)L SMBBIT N
=~ @) gLlz @)
VLS o P
H ~ DMF /& H %
! l
100 calor O O

Se disuelve el producto desprotegido 100 (32 mg, 0.19 mmol, 1 eq) en DMF (5
mL) y se adiciona S-metil bisbocisotiourea (SMBBIT) (58 mg, 0.21 mmol, 1.1
eq), Y trietilamina (0.08 mL 0.57 mmol, 3 eq). A esa mezcla, bajo argon, se
anade cloruro de mercurio (57 mg, 0.21 mmol, 1.1 eq). La suspension
resultante se agita 12 horas a temperatura ambiente. Se lleva a sequedad, se
agrega agua y se extrae con Et;O (10 mL x 3). Las fases organicas combinadas
se lavan con NH4Cl (sat.), se secan (MgSQ,), se filtran y se lleva a sequedad. Se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt
(7:3) como fase movil. Se obtiene el producto guanilado 104 como un aceite

incoloro (47 mg, R = 6%).

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 5.93 (1H, ddd, J = 22.6, 10.8, 5.6 Hz,
H5"), 5.84 (1H, s, H1), 5.31 (1H, d, 7= 17.2 Hz, H9"), 5.22 (1H, d, J = 10.4 Hz,
H9"), 4.59 (2H, d, 7= 5.5 Hz, H4"), 3.85 (2H, t, 7= 7.0 Hz, H5), 3.24 (2H, dd, J
= 10.8, 4.4 Hz, H3), 1.96 (2H, p, J = 7.3 Hz, H4), 1.51 (18H, s, H6").

13¢ NMR (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 167.5 (C2), 158.9 (C2), 152.1 (C3"),
132.9 (C5"), 117.5 (C6"), 95.7 (C1’), 78.3 (C5"), 64.2 (C4), 52.4 (C5), 32.2
(C3), 28.0 (C6"), 20.9 (C4)
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Preparacion de (2E)-(1-( terct-butoxicarbonil)-5-(2-metoxi-

oxoetil)pirrolidin-2-iliden) acido acético (105).

Método A:
So AL A
\OWO PA(PPh), O N =~/ "OH
/ morfolina
éoc \\/ acetonitrilo OJ\OAl;
95 105

A una solucién de producto de partida, 95, (80 mg, 0.236 mmol, 1 eq) en
acetonitrilo seco (2 mL) se le adiciona el complejo de paladio (108 mg, 0.094
mmol, 0. 4 eq) y morfolina (0.06 mL, 0. 74 mmol, 3 eq). La suspension
resultante se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Se filtra a través
de celite y lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando
una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase movil. Se obtiene el producto

105 como un aceite amarillo (48 mg, R = 68%).

Método B:
@) @) O @)
N w h w
O \ ~ OBn 1.80m Hy @) N SS OH
|
éOC AcOEt BOC
93 105

A una solucién del producto de reaccién de Wittig 93 (13 mg, 0.034 mmol, 1
eq) en AcOEt (5 mL) se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre
carbono. Se coloca bajo hidrdgeno a una presion de 1 atm y se agita
vigorosamente durante 2 horas. Se filtra a través de celite y se lleva a
sequedad. Se obtienen 9 mg del producto 105 como un aceite amarillo que no

se purifica.
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6.46 (1H, s, H2"), 4.57 (1H, t, 7= 7.5 Hz,
H5), 3.71 (3H, s, OMe), 3.52 (1H, dd, J = 18.6, 8.9 Hz, H3), 3.00-2.85 (1H, m,
H3), 2.79 (1H, d, J = 13.2 Hz, H1"), 2.45 (1H, dd, J = 15.0, 10.2 Hz, H1"),
2.13-1.98 (1H, m, H4), 1.89-1.79 (1H, m, H4), 1.55 (9H, s, H4"")

13C NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.1 (C2"), 158.7 (C1") (FALTA C2),
151.2 (C1™), 96.1 (C2"), 83.2 (C3™), 58.1 (C5), 51.9 (OMe), 37.7 (C1"), 28.4
(C3), 28.1 (C4™), 26.1 (C4)
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Preparacion de (2E)-(1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-2-iliden) acido
acético (106).

Método A:
0O O
(=0 (P on
- o%o+
96 106

A una solucién de producto de partida, 96, (63 mg, 0.236 mmol, 1 eq) en
acetonitrilo seco (2 mL) se le adiciona el complejo de paladio (108 mg, 0.094
mmol, 0. 4 eq) y morfolina (0.06 mL, 0. 74 mmol, 3 eq). La suspension
resultante se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Se filtra a través
de celite y se lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica
utilizando una mezcla de n-Hexano:AcOEt (7:3) como fase mdvil. Se obtiene el

producto 106 como un aceite amarillo (38 mg, R = 71 %).

Método B:
@) @)
w\ OBn 1 atm H, w\ OH
[}] Pd/C N
Boc AcOEt Boc
94 106

A una solucién del producto de reaccion de Wittig 94 (97 mg, 0.31 mmol, 1 eq)
en AcOEt (5 mL) se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre
carbono. Se coloca bajo hidrdgeno a una presion de 1 atm y se agita
vigorosamente durante 2 horas. Se filtra a través de celite y se lleva a
sequedad. Se obtienen 69 mg del producto 106 como un aceite amarillo que no

se purifica.

'H NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 6.50 (1H, s, H2"), 3.69 (2H, t, J= 7.2 Hz,
H5), 3.27-3.15 (2H, m, H3), 1.93-1.84 (2H, m, H4), 1.54 (9H, s, H4")

13¢ NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.2 (C1%), 159.5 (C2), 152.1 (C1"), 95.0
(C2"), 82.4 (C3"), 50.0 (C5), 32.3 (C3), 28.2 (C4™), 20.8 (C4)
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Preparacion de 2-(1-(tert-butoxicarbonil)-5-(2-metoxi-2-oxoetil)-

pirrolidin-2-il) acido acético (107).

A una solucién del producto de reaccion de Wittig 93 (29 mg, 0.09 mmol, 1 eq)
en AcOEt (2 mL) se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre
carbono. Se coloca bajo hidrdgeno a una presion de 4 atm y se agita
vigorosamente durante 24 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad.

Se obtienen 9 mg del producto 107 como un aceite amarillo que no se purifica.
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Preparacion de 2-(1-(tert-butoxicarbonil)pirrolidin-2-il) acido acético
(108).%%¢
0]

@)

Pd/C
rE}:oc =3 OJ\O~‘~
94 108
A una solucion del producto de reacciéon de Wittig 94 (80 mg, 0.25 mmol, 1 eq)
en AcOEt (6 mL) se agrega una punta de espatula de Paladio al 10 % sobre
carbono. Se coloca bajo hidrdgeno a una presion de 4 atm y se agita
vigorosamente durante 24 horas. Se filtra a través de celite y lleva a sequedad.

Se obtienen 52 mg del producto 108 como un aceite amarillo que no se

purifica.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.14-4.13 (1H, m, H2), 3.36-3.34 (2H, m,
H5), 2.36 (2H, d, 7 = 11.9 Hz, H4), 2.09-2.07 (1H, m, H3), 1.85 (2H, d, J =
27.2 Hz, H2"), 1.83-1.82 (1H, m, H3), 1.47 (9H, s, H4")

13¢ NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 171.1 (C1), 154.7 (C1"), 79.9 (C3"), 53.9
(C2), 46.2 (C5), 38.8 (C4), 31.3 (C2'), 28.7 (C4™), 22.8 (C3)

2% D, W. Knight, A. C. Share, P. T. Gallagher, J. Chem. Soc. Perkin trans 11997, 14, 2089-
2097.
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Preparacion del Acido 16-[(Tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi

hexadecanoico (109).2%7

0
DHP
TsOH
P TH POAQJ\OH
HO OH THF 14
14 0°C->5°C
109

Se disuelve el acido 16-hidroxihexadecanoico (1.15 g, 4.24 mmol, 1 eq) en THF
seco (7.5 mL) a 0 °C y se adiciona, gota a gota, una solucién de dihidropirano
(0.53 mL, 5.9 mmol, 1.4 eq) y acido p-toluen sulfonico (24 mg, 0.12 mmol,
0.03 eq) en THF seco (1 mL). Se agita a 5 °C durante 4.5 horas. Se diluye con
éter etilico (10 mL), se lava con agua (2 x 10 mL), se seca (MgS0s,), se filtra y
lleva a sequedad. Se purifica por columna cromatografica utilizando cloroformo
como fase movil y se obtiene el producto protegido 109 como un sélido blanco
(1.21 g, R = 80%).

P.F.: 53 oC (lit.: 50-52 °C)
Rf: 0.33 (CHCI5:MeOH; 9.5:0.5)

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.60 (1H, s), 3.88 (1H, dd, J = 14.0, 5.6
Hz), 3.73 (1H, dd, 7 = 15.4, 7.8 Hz), 3.56 — 3.48 (1H, m), 3.39 (1H, dd, J =
15.1, 7.6 Hz), 2.34 (2H, t, J= 7.4 Hz), 1.84 (1H, d, 7= 7.3 Hz), 1.72 (1H, t, J
= 11.0 Hz), 1.68 — 1.57 (6H, m), 1.26 (23H, s)

13C NMR (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 179.7, 98.8, 67.7, 62.2, 34.1, 30.7, 29.7,
29.6, 29.5, 29.4, 29, 4. 29.2, 29.1, 26.2, 25.5, 24.7, 19.6

EM (ESI); m/z (int. rel.): 395 ([M+K]*, 18), 379 ([M+Na]*, 100)
HRMS: Calculado para C;1H4004Na = 370.2824. Observado = 379.2823
IR: (NaCl) v (cm'1): 1707

AE: Calculado para C;1H4004: C, 70.74; H, 11.31; O, 17.95. Observado: C,
70.45; H, 11.37.

27 (a) A-L. Grillot, D. J. Hart Tetrahedron 1995, 51, 11377-11392 (b) A. S., J. Stefely, S. L.
Regen J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 7789-7791 (c) T. M. Fyles, C-W. Hu, H. Luong J. Org.
Chem. 2006, 71, 8545-8551.
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Proteccion de espermidina con carboxibenzoilo (110).2%®

BRCO,CN |/\/\NHCbZ

Ch,Ch HN\/\/NHCbz

AN A~ NH2  7o%c 10

A una solucion de espermidina (280 mg, 1.93 mmol, 1 eq) en CH)Cl; (9 mL),
enfriada a 0°C, se le adiciona cianoformato de bencilo (0.56 mL, 3.95 mmol, 2
eq); la solucién resultante se agita durante 2 horas. Se lleva a sequedad y se
purifica por columna cromatografica utilizando una mezcla de CHCl;:MeOH
(5:1) como fase mavil. Se obtiene un el producto protegido 110 como un sélido
color blanco (119 mg, R = 95%).

P.F.: 104 °C
Rf: 0.13 (CHCl3:MeOH; 9:1)

14 NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.36 (10H,s), 5.55 (1H, s), 5.24 (1H,s),
5.10 (4H, s), 3.29 (2H, d, J= 5.7 Hz), 3.20 (2H, d, J = 6.0 Hz), 2.68 (2H, t, J =
6.4 Hz), 2.61 (2H, t, J= 6.2 Hz), 1.77 — 1.63 (2H, m), 1.63 — 1.37 (6H, m)

13C NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 156.5, 136.7, 128.5, 128.2, 128.1, 128.0,
66.6, 66.5, 49.3, 47.8, 40.9, 39.9, 29.5, 27.8, 27.3

EM (ESI); m/z (int. rel.): 414 ([M+H]",100)
IR (NaCl) v (cm™): 3323, 1683, 1523

AE: Calculado para CyHs3iN3O4: C, 66.81; H, 7.56; N, 10.16; O, 15.48.
Observado: C, 66.36; H, 7.74; N, 10.73.

HRMS: Calculado para Cy3H31N304 = 414.2393. Observado = 414.2391

238 A, Georgieva, M. Hirai, Y. Hashimoto, T. N, Y. Ohizumi, K. Nagasawa Synthesis 2003, 9,
1427-1432
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Proteccion de espermidina con trifluoroacetato (111).2%°

3 CF4COOE NRCOEFs
NH, > "HoN_~_ NHCOCF;
AN NH2  aonmo CF3C00
111

Se disuelve espermidina (140 mg, 0.97 mmol, 1 eq) en acetonitrilo (1 mL) y se
adiciona una solucién de trifluoroacetato de etilo (0.5 mL, 4.2 mmol, 3 eq) en
agua (0.65 mL). La mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante 4 horas. Se
deja enfriar y se lleva a sequedad. El sélido que se obtiene se lava con CH,CI?
frio y se seca a vacio. Se obtiene el producto 111 como un sélido amarillo (400

mg, 91%) que no se purifica.
P.F.: 135- 137 oC (lit. 145-146 °C)**

1H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 9.53 (1H, d, 7= 40.1 Hz), 8.64 (1H, s),
3.36 — 3.16 (4H, m), 2.92 (4H, s), 1.94-1.78 (2H, m), 1.55 (4H, d, J = 6.5 Hz)

13¢ NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 159.6, 159.3, 159.0, 158.7), (157.4,
157.2, 157.1, 156.9), (156.8, 156.7, 156.5, 156.3), (119.8, 119.7, 117.6, 117.5,
115.2, 115.2, 112.9, 112.9), 46.9, 44.9, 38.9, 36.9, 25.8, 25.5, 23.3

EM (ESI); m/z (int. rel.): 338 ([M + H]*, 100)
IR (NaCl) v (cm™1): 3312, 1695, 1193

A.E. Calculado para CiiHisFeN3O2: C, 34.60; H, 4.02; F, 37.89; N, 9.31; O,
14.18. Observado: C, 34.25; H, 3.92; N, 9.00

HRMS: Calculado para Ci1H1gFsN30;: 338.1303. Observado: 338.1290.

239 M. A. Tlies, W. A. Seitz, B. H. Johnson, E. L. Ezell, A. L. Miller, E. B. Thompson, A. T. Balaban
J. Med. Chem. 2006, 49, 3872-3887.
240 M, C. O'Sullivan, D. M. Dalrymple Tetrahedron Letters, 1995, 36, 3451-3452.
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Reaccion de amidacion del CBZ derivado (112).

@) O
EDCI
HN(\/\E:EEZ "'THPO/\QJ\OH M THPO/\Q)LN(\/\E:SEZ
Z
N~ ta DMF ~TN z

110 109 ta. 112

Se disuelve el acido 109 (54 mg, 0.15 mmol, 1 eq) en DMF seca (15 mL) bajo
argon y se adicionan la amina protegida 110 (62.6 mg, 0.15 mmol, 1 eq), el
EDCI (29 mg, 0.15 mmol, 1 eq) y la DMAP (cat.). La suspension resultante se
agita bajo argon durante 18 horas. Se adiciona Et;O (15 mL), se lava con brine
(2 x 15 mL), se seca (MgSQ,), se filtra y lleva a sequedad. Se purifica por
columna cromatografica utilizando una fase moévil de hexano:acetato de etilo
(1:1). Se obtiene el producto 112 como un aceite incoloro (105 mg, R =
92%.)

Rf: 0.66 (CHCI3:MeOH; 9:1)

1H NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.30-7.37 (10H, s), 4.99 (4H, d, J = 3.4
Hz), 4.48 (1H, d, J= 4.1 Hz), 3.78 (1H, dd, J = 11.3, 7.4 Hz), 3.64 (1H, dt, J =
9.3, 6.9 Hz), 3.46 — 3.36 (4H, m), 3.28 (4H, dd, 7= 11.3, 4.8 Hz), 3.11 (2H, s),
3.01 (2H, d, 7= 5.6 Hz), 2.23 — 2.10 (2H, m), 1.83 — 1.69 (2H, m), 1.68 — 1.61
(2H, m), 1.57 — 1.33 (11H, m), 1.17 (23H, s)

13¢ NMR (75 MHz, CDCl5) & (ppm): 173.7, 156.6, 136.8, 128.1, 128.0, 127.9,
98.8, 67.6, 66.7, 66.4, 62.3, 37.6, 33.1, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 27.5, 26.2,
25.6, 25.5, 19.7

EM (ESI); m/z (int. rel.): 791 ([M+K]", 34), 775 ([M+Na]*, 100), 753 ([M+H]",
40)

HRMS: Calculado para C44He9N307 Na= 774.5033. Observado: 774.5063
IR (NaCl) v (cm™): 3329, 1695, 1634

AE: Calculado para CssHeoN3O7: C, 70.27; H, 9.25; N, 5.59; O, 14.89.
Observado: C, 70.44; H, 9.38; N, 5.54.
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Reaccion de amidacion del COCF; derivado (113).

O O
" NHCoCF, epol (" NHCOCF,
HN._~_NHCOCF; + THPO OH —— THPO N<_-~_ NHCOCF;
14 ,Cly 14
111 109 ta. 113

Se disuelve el acido 109 (67 mg, 0.15 mmol, 1 eq) en DMF (15 mL) bajo argon
y se adicionan la amina 111 (53 mg, 0.15 mmol, 1 eq), el EDCI (29 mg, 0.15
mmol, 1 eq) y la DMAP (cat.). La suspension resultante se agita bajo argon
durante 24 horas. Se filtra, se lleva a sequedad y se purifica por columna
cromatografica utilizando na mezcla de CHCl3:MeOH (9:1). Se obtiene el

producto 113 como un aceite incoloro (76 mg, R = 75%).
Rf: 0.55 (CHCl3:MeOH; 9:1).

'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.33 (1H, s), 6.76 (1H, s), 4.62—4.55 (1H,
m), 3.93-3.85 (1H, m), 3.74 (1H, dt, 7= 9.5, 6.9 Hz), 3.51 (1H, dd, J = 10.9,
5.1 Hz), 3.46-3.39 (5H, m), 3.31 — 3.25 (4H, m), 2.36-2.29 (2H, m), 1.92-1.79
(3H, m), 1.72 (3H, dt, 7 = 15.9, 6.3 Hz), 1.65 (10H, s), 1.60 (3H, d, J = 6.7
Hz), 1.55 (2H, d, 7= 6.7 Hz), 1.27 (23H, s)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 174.8, 98.9, 67.7, 62.4, 47.5, 42.0, 39.2,
36,1, 33.1, 30.8, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 26.9, 26.4, 26.2, 25.9, 25.6,
25.5, 19.7

EM (ESI); m/z (int. rel.): 698 ([M+Na]*, 100)

IR (NaCl) v (cm™): 2923, 2853, 1717, 1627, 1557, 1155

AE: Calculado para Cs;HssFeNsOsNa: C, 56.87; H, 8.20; F, 16.87; N, 6.22; O,
11.84. Observado: C, 56.95; H, 8.56; N, 5.91

HRMS: Calculado para Cs;HssFgN3OsNa: 698.3944. Observado: 698.3928.

-278 -



Preparacion del acido del COCF; derivado (114).

O
A@i(\/\NHCOCFs Dowex /\(\))j\(\/\NHCOCF3
—_—T
THPO™ 1" "N~ NHCOCF; eor HO™ V7" "N~ NHCOCF;
113 114

Sobre una solucién de la amida 113 (76 mg, 0.112 mmol, 1 eq) en metanol
seco (2 mL) se adicionan 17 mg de resina Dowex acida (50W). Se agita a
temperatura ambiente durante 8 horas bajo argon. Al cabo de ese tiempo se
filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 54 mg del alcohol 114 como un sélido

blanco que no se purifica (R = 82%).

'H NMR (500 MHz, MeOD4) & (ppm): 3.56 (1H, t, J = 6.7 Hz), 3.43-3.26 (4H,
m, J= 35.7, 20.3, 14.0 Hz), 2.41-2.30 (1H, m), 1.93-1.85 (1H, m), 1.85-1.77
(1H, m), 1.62 (2H, d, J = 13.6 Hz), 1.59-1.51 (2H, m), 1.33 (12H, d, J = 16.3
Hz)

13C NMR (125 MHz, MeOD,) & (ppm): 174.5, 174.1, 95.0, 61.6, 45.3, 45.0,
43.0, 38.7, 37.0, 32.6, 32.5, 32.3, 29.4, 29.3, 29.32, 29.2, 29.2, 29.0, 28.0,
26.6, 25.8, 25.7, 25.6, 25.3, 24.4
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Preparacion del acido del CBZ derivado (115).

112 115
A una disolucién de la amida 112 (95 mg, 0.126 mmol, 1 eq) en metanol seco

(3 mL) se adicionan 25 mg de resina Dowex acida (50W). Se agita a
temperatura ambiente durante 8 horas bajo argdn. Al cabo de ese tiempo se
filtra y lleva a sequedad. Se obtienen 71.4 mg del alcohol 115 como un sdlido
blanco que no se purifica (R = 85%).

'H NMR (500 MHz, MeOD4) & (ppm): 7.35 (10H, s.a., Har), 5.09 (4H, s), 3.56
(1H, t, 7= 6.7 Hz), 3.34 (1H, dd, J = 11.2, 9.7 Hz), 3.24-3.10 (1H, m), 2.45-
2.23 (1H, m), 1.78 (1H, s), 1.75-1.67 (1H, m), 1.64-1.41 (1H, m), 1.30 (3H, s)
13C NMR (125 MHz, MeOD4) & (ppm): 174.3, 171.5, 157.5, 151.5, 128.1,

127.6, 127.4, 127.3, 66.0, 61.6, 45.4, 43.1, 39.8, 32.6, 32.5, 32.3, 29.4, 29.4,
29.3, 29.2, 29.2, 29.1, 26.8, 25.6, 25.4, 24.4
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