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RESUMEN

Los ésteres de hidroxibenzotriazol se utilizaron como intermediarios reactivos en la
formacion del enlace peptidico, esterificacion de alcoholes terciarios, formacion de amidas
utilizando hidrotalcitas Mg/Al como sustitutos de las bases clédsicas y en la sintesis de
inonas. Estas metodologias fueron aplicadas a la sintesis de sansalvamida&rArg- D-
esfingosina, moléculas complejas y biologicamente relevantes.

Se desarrollo la sintesis de un depsipéptido ciclico no natural constituido por un poliéter del
acido 3,6,9-trioxanonanoico y tres residuos de aminoacido. El acido 9-bencil-3,6,9-
trioxanonanoico se obtuvo por reacciones en ausencia de disolvente. Los fragmentos de
mondmero y dipéptido fueron preparados utilizando reacciones quimicas convencionales.
Se evalud el caracter de ionofero del ciclodepsipéptido.

Los ésteres de hidroxibenzotriazol formadwositu resultaron ser intermediarios eficientes

para la esterificacion de alcoholes terciarios utilizando dimetilaminopiridina como base.
Estas condiciones de reaccion no severas y basicas permitieron la conversion de diferentes
sustratos a ésteres con buen rendimiento.

La sintesis de amidas por el acoplamiento de los ésteres de hidroxibenzotriazol con aminas
se pudo llevar a cabo convenientemente con rendimientos de moderados a excelentes (50-
95%) usando hidrotalcita Mg/Al comercial, sintetizada, calcinada y reconstruida, en lugar
de las bases clasicas (aminas terciarias). El resultado de los experimentos demostraron que
la hidrotalcita comercial y sintetizada pueden ser cuantitativamente recuperadas de la
reaccion por filtracion y reutilizada por un numero de ciclos y que la hidrotalcita
reconstruida es mas activa en la formacion del enlace amida. Finalmente, para probar el
alcance del protocolo en la sintesis de moléculas biologicamente relevantes, se llevo a cabo
la sintesis total de sansalvamida A.

Las inonas son compuestos de considerable interés sintético debido a su presencia en una
amplia variedad de moléculas con actividad biolégica como intermediarios sintéticos
claves. En este contexto, una sintesis facil y eficiente de inonas se desarrollé basada en la
alta reactividad de los ésteres de hidroxibenzotriazol, los cuales son foimadosLos
acetiluros de litio permitieron la alquilacion de los ésteres de hidroxibenzotriazol de una
variedad de &cidos carboxilicos en un intervalo de 40 a 92%. Para determinar si la
metodologia es util para la sintesis de moléculas complejas y biolégicamente relevantes, se
sintetizo la Deritro-esfingosina en cuatro pasos y con un rendimiento total de 40% a partir

de L-serina.



ABSTRACT

Hydroxybenzotriazole esters were used as reactive intermediates in peptide bond formation,
esterification of tertiary alcohols, amide bond formation using Mg/Al hydrotalcite instead

of classic bases and the synthesis of ynones. These methodologies were applied to the
synthesis of sansalvamide A andefthro-sphingosine, complex and biologically relevant
molecules.

The synthesis of an unnatural cyclic depsipeptide constituted by a polyether of the 3,6,9-
trioxanonanoic acid with three amino acid residues was developed. 9-benzyl-3,6,9-

trioxanonanoic acid was obtained by reactions in the absence of solvent. The monomer and
dipeptide fragments were prepared using conventional chemistry. The ionophore character
of the cyclodepsipeptide was evaluated.

hydroxyBenzotriazole esters formadsitu were found to be efficient intermediates for the
esterification of tertiary alcohols using dimethylaminopyridine (DMAP) as the base. These
mild and basic reaction conditions allow the conversion of different substrates into esters
with good vyield.

The synthesis of amides from coupling hydroxybenzotriazol esters with amines can be
conveniently achieved in moderate to excellent yields (50-95%) using a commercial,
synthesized, calcined and reconstructed Mg/Al hydrotalcite instead of classic bases (tertiary
amines). The experimental results demonstrated that commercial and synthesized
hydrotalcite can be quantitatively recovered from the reaction by simple filtration and
reused for a number of cycles and that reconstructed hydrotalcite is most active in amide
bond formation. Finally, to test the scope of the protocol in the synthesis of biologically
relevant molecules, the total synthesis of sansalvamide A was carried out.

Ynones are compounds of considerable synthetic interest because of their occurrence in a
wide variety of biologically active molecules and as key synthetic intermediates. In this
context, a facile and highly efficient synthesis of ynones was developed based on the high
reactivity of hydroxibenzotriazole esters, which are formeditu. Lithium acetylides

allow the alkylation of a variety of carboxylic acids in yields ranging from 40 to 92%. To
determine whether our methodology is useful for the synthesis of complex and biologically
relevant molecules, we synthesizedeythro-sphingosine in four steps and 40% overall
yield from L-serine.
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Acrénimos

3C RMN resonancia magnética nuclear de carbono-13

'H RMN resonancia magnética nuclear de proton

AcOEt acetato de etilo

Boc ter-butoxicarbonilo

BOP hexafluorofosfato de benzotriazo-1-ililoxi-trig{\-
dimetilamino)fosfonio

Ccf cromatografia en capa fina

CDCls; deutero cloroformo

COosy espectroscopia de correlacion’te

d sefal doble

DCC diciclohexilcarbodiimida

DCM diclorometano

dd sefal doble de doble

DEPT engrandecimiento por transferencia de polarizacion de menor
distorsion

DIPEA diisopropiletilamina

DMAP N,N-dimetilaminopiridina

dt sefal doble de triple

EDC clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HT hidrotalcita

Hz Hertz (ciclos por segundo)

IR espectroscopia de infrarrojo

J constante de acoplamiento

Leu leucina

MeOH metanol

NEM N-etilmorfolina

Phe fenilalanina

ppm partes por millén

S sefal simple

sa sefal simple ancha

t sefal triple

ta temperatura ambiente

THF tetrahidrofurano

Val valina

o desplazamiento quimico




CAPITULO |

SINTESIS DE DEPSIPEPTIDOS CICLICOS NO NATURALES
CONSTITUIDOS POR UN POLIETER DEL ACIDO 3,6,9-

TRIOXANONANOICO Y TRES RESIDUOS DE AMINOACIDO



Introduccion

El estudio de los productos naturales, principalmente los de origen terrestre y
posteriormente los de origen marino, ha sido motivo de inspiracion para los quimicos hacia
el desarrollo de las metodologias necesarias para realizar la sintesis de estos compuestos.
Los productos naturales, que son sintetizados por el ser vivo, llamados metabolitos
secundarios, no tienen una relacion importante en el desarrollo y reproduccion del
organismo. Las funciones de los metabolitos secundarios, aun no son plenamente

conocidas, pero seguramente cumplen funciones de defensa y adaptacion a su habitat.

Una gran cantidad de metabolitos secundarios ha sido sintetizada debido a las propiedades
biolégicas que presentan, ya sean como insecticidas, antibioticos y en la busqueda de

nuevos farmacos.

El gran repertorio de metodologias de sintesis que se han desarrollado a lo largo de los
afos, permite realizar la sintesis de casi cualquier compuesto. El reto de una sintesis es
realizarla con el menor numero de pasos sintéticos, mayores rendimientos o generar
moléculas nuevas que contengan algun residuo de interés especifico que haya mostrado

cierta actividad biologica importante.

La aportacion de nuevas metodologias en quimica organica, que puedan tener aplicaciones
en sintesis, es materia de investigacion exhaustiva, asi como la investigacion en
intermediarios reactivos versatiles, que sean el punto de inicio en la formacién de diversos

grupos funcionales durante el desarrollo de una sintesis.

El presente trabajo describe el uso de los ésteres de hidroxibenzotriazol como
intermediarios reactivos, que semejan a los cloruros de acido, para la formacion de ésteres
impedidos, iononas y amidas. El uso de estos intermediarios han sido probados como el

paso clave para la sintesis de productos naturales.



ANTECEDENTES

Las estructuras novedosas e interesantes desde el punto de vista quimico, asi como la
actividad biologica que presentan algunas de ellas, han dado lugar al estudio de los

productos naturales.

Las sustancias aisladas de especies marinas y microorganismos, agrupadas por su origen
biogenético en: péptidos, policétidos, alcaloides y terpenoides, han despertado el interés de
los quimicos, principalmente debido a que muchos de ellos han demostrado actividad
biologica.

Diversos productos naturales marinos de origen peptidico han sido aislados de
microorganismos, fitoplancton, esponjas, moluscos y tunicados. De estas fuentes se han
aislado péptidos constituidos por aminoacidos naturales tanto de |a sen® de la serie

D y aminoacidos no proteinogénicos, de cadena abierta o como ciclopéptidos o
ciclodepsipéptidos, con una gran variedad de grupos funcionales. También se han descrito

productos con macrdlidas, heterociclos de oxazoles o tiazolés, etc.

Los ciclopéptidos y ciclodepsipéptidos han revelado un amplio espectro de actividades
bioldgicas, incluyendo actividad inmunosupresora, antibacteriana, antiviral, insecticida,
citotoxicidad y efecto inotrépico positivo en el misculo cardiaco, entre ob@sariada
actividad de los productos naturales de origen marino, se debe a las propiedades
fisicoquimicas que presentan, debido a su lipofilicidad, como especies anfifilicas, ionéforos

o sidero6foros.

Lactobacillus helveticus produce ciclotetrapéptidos con caracteristicas de iondforo que
pueden incorporar cationes del grupo IlI, asi como Zn, Cu, Mn y Fe. Uno de estos
tetrapéptidos(i) fue patentado por sus propiedades especificas para la inhibicion de

melanina’

Los alcaloides citotoxicos thiangazol, los tantazoles y mirabazoles tienen estructuras
relacionadas entre si, ya que poseen cuatro o cinco anillos sucesivos de tiazol-oxazol 2,4
disustituidos. El thiangazol, aislado de la bacté@yangium sp., mostré6 una alta
efectividad contra infecciones de VIH-1 y no presenta toxicidad hacia la célula; el

compuesto también es altamente selectivo para VIH-1 al compararse corf VIH-2.



Thiangazol

Se han aislado y caracterizado de la liebre deDukabella auricularia un gran nimero de
alcaloides a los que se les han nombrado dolastatinas. Estos productos han mostrado una
potente actividad antineoplésica y citotoxica, por lo que la dolastatina D ha sido sintetizada

y estudiada su actividad biologica. La dolastatina D es un ciclodepsipéptido de 16
miembros que contiene tres enlaces peptidicos y dos grupos éster. La estereoquimica
absoluta fue elucidada por métodos espectroscopicos, degradacion quimica y confirmada
por sintesiS.El término depsipéptido ha sido empleado para designar el enlace de un grupo
éster cuando se tienen presentes grupos amida, debido a que el grupo éster es mas débil a

las condiciones de hidrélisis que el de las amidas.

Dolastatina D

Por estudiodn vitro, se ha encontrado que los residuos de proteinas que contienen los
aminodcidos glicina-serina y glicina-cisteina son convertidos a los heterociclos oxazol y

tiazol, respectivamente.
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Estos productos tienen actividad antibiotica. El antibiotico peptidico microcina BE7 de

coli, representa una clase de inhibidor de la girasa del ADN. Este péptido contiene ocho



anillos heterociclicos, cuatro tiazoles y cuats@zoles, que provienen de seis glicinas,
cuatro cisteinas y cuatro serinas que estan presentes en el péptido precursor de 69
aminoacidos. El antibidtico microcina B17, estructuralmente analogo al antibibtico
antitumoral bleomicina, contiene en su estructura dos anillos fusionados de tiazol. Se
considera que estos bisheterociclos podrian ser unidades de intercalacion involucradas en la
inhibicion de la girasa del ADN, lo que origina acumulacién del intermediario del ADN
cortado®
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Las metodologias para la formacion del enlace peptidico en la sintesis de oligopéptidos son
ampliamente conocidas. El procedimiento requiere la activacion de un acido carboxilico de
un aminoacido protegido en el grupo amino, que reacciona con otro aminoacido protegido
en el grupo del acido carboxilico como éster. Si la construccion del oligopéptido se
desarrolla de manera lineal por la activaciéon del acido carboxilico es en direeeonLid
activacion del acido carboxilico se realiza por deshidratacion de éste y forma una especie
reactiva, que reacciona con el grupo amino de un aminoacido para formar el enlace
peptidico. Nuevamente, la hidrélisis del éster para regenerar el acido carboxilico, activaciéon
y acoplamiento con otro aminoacido, es la metodologia general para la sintesis de
oligopéptidos en solucion. La sintesis se puede desarrollar en direcexdh dN en

direccion C—N, segun se haya planeado la sintesis.

La metodologia de sintesis de oligopéptidos en fase sdlida se realiza por el anclaje del 4cido
carboxilico de un aminoacido protegido en el nitrégeno, a una particula sélida que debe ser
estable a lo largo de toda la sintesis. La desproteccion del grupo sobre el nitrogeno y la
formacion del enlace peptidico con una especie reactiva en el acido carboxilico de otro
aminoacidoN-protegido, genera el enlace peptidico y la elongacién de la cadena es en
direccion G-N. La particula sélida unida al péptido es filtradavada para eliminar los
reactivos. LoS grupos amino que no reaccionaron suelen ser acilados para evitar el
crecimiento irregular del oligopéptido. Finalmente, el péptido es separado de la resina y

purificado’



OBJETIVO |

Sintesis de depsipéptidos ciclicos no naturales constituidos por un poliéter del acido 3,6,9-

trioxanonanoico y tres residuos de aminoécido.

Evaluacién del caracter de ionéforo del ciclodepsipéptido de interés ante los cationes de los

grupos Iy Il

OBJETIVO Il

Aplicacion de los ésteres de hidroxibenzotriazol en sintesis organica:

« Esterificacion de alcoholes terciarios.
* Sintesis de amidas.

e Adicién de alquinos terminales en la formacién de inonas.



Sintesis de depsipéptidos ciclicos no naturales constituidos por un poliéter
del &cido 3,6,9-trioxanonanoico y tres residuos de aminoacido

El objetivo principal del presente proyecto es la sintesis de ciclodepsipéptidos no naturales,

constituidos por un poliéter del acido 3,6,9-trioxanonanoico y tres residuos de aminoacido.

La ruta sintética propuesta es una sintesis convergente, en la que a partir de un dipéptido y
un aminoaciddN-acilado se obtiene la macrélida |, de acuerdo al analisis retrosintético que

se muestra a continuacion (Figura 1).
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Figura 1.
La sintesis delN-acil aminoacido I{) se inici6 con la formacion del acido 3,6,9-
trioxanonanoico, protegido el oxhidrilo como éter bencilico para la posterior liberacion en
condiciones suaves por medio de una hidrogendlisis. Este acido se utilizd para la acilacion
del éster metilico de un aminoéacido, para la obtencion de uno de los sintones mencionados.
El dipéptido requerido para la sintesis del ciclodepsipéptido se obtuvo con los grupos
protectores Boc en la amina y como éster metilico en el carbdiilo El uso de un
dipéptido protegido en ambos grupos reactivos, permite realizar la sintesis del

ciclodepsipéptido por dos rutas posibles:

a) Conectar los dos fragmentos por la formacion de una carboxamida y posterior

macrolactonizacion.
b) Formacién del enlace depsidico y posterior macrolactamizacion.

La sintesis del monobencil éter de dietilenglidolse obtuvo por una reaccion de

Williamson. La formacion del alcoholato del dietilenglicol, necesario para la formacion de



un éter, se puede obtener con sodio mefaticoon hidruro de sodio, para formar el éter
bencilico con un halogenuro de bencilo. Esta metodologia requiere el uso de disolventes y
condiciones anhidras, la cual no es conveniente para una sintesis en escala de multigramos.
Para evitar el uso de disolventes y condiciones anhidras, se probo generar el alcoholato del
dietilenglicol con NaOH y con KOH, sin disolvente a temperatura ambiente. Se obtienen
mejores resultados al utilizar como base KOH en la reaccion, debido a la mayor solubilidad

de éste en dietilenglicol (Esquema 1).

Cl

o/\/o\/\OH
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o) 91.5% +
HO” " ~""0H —>

O/\/
(En ausencia
de disolvente)
8.5%

Esquema 1. Bencilacién de dietilenglicol

A una mezcla de 5 equivalentes de dietilenglicol con KOH, bajo agitacion y atmdésfera de
argon, se le adiciono 1 equivalente de cloruro de bencilo con una bomba de infusion a una
velocidad de 0.166 mL/min. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion hasta que se
consumio el cloruro de bencilo (ccf). El trabajo de la reaccion proporcioné un liquido claro.

La separacion cromatografica en columna al vacio de una muestra representativa
proporciona dos compuestos que se caracterizaron por sus propiedades espectroscopicas: el
producto menos polar corresponde al dibencil éter de dietilenglicol y el mas polar al
monobencil éter de dietilenglicol. El analisis por cromatografia de gases del producto de la
reaccion mostro una relacion 92.6:7.4 de monobencil éter de dietilerig{Ecdl24 g, 0.214

mol, 91.5%) y dibencil éter de dietilenglicol {&5%), respectivamente.

En el espectro d#4 RMN del producto menos polatd) se observa una sefial miltiple en
7.4-7.25 que integra para 10 hidrégenos y corresponde a los protones de los grupos fenilo
monosustituidos unidos a carbono con hibridacigh un singulete en 4.6 ppm que se
asigna a metileno bencilico unido a funcion oxigenada y en 3.65-3.74 ppm un sistema
AA'BB’ que integra para 8 hidrégenos. En el especttf@&RMN se observan las cuatro
sefales para los dos fenilos monosustituidos y tres sefiales para los seis metilenos unidos a

oxigeno en 73.1, 70.6 y 69.4 ppm. La sefal de campo mas bajo corresponde a los dos
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metilenos bencilico, y la de campo mas alto a los dos metilenos unidos a oxigeno donde se
llevé a cabo la bencilacion. En el analisis por espectrometria de masas se observd el ion M
a mi 276, correspondiente al peso molecular del dibencil éter de dietilenglicol 1a

El espectro déH RMN del producto méas polad)( es semejante en apariencia al del
productola, excepto por la integral para 5 hidrogenos de las sefiales del grupo bencilo, lo
que es consistente con la monobencilacion del dietilenglicol, ademas de que se observa la
sefial del protén de un oxhidrilo en 2.95 ppm. En el esp&i@rdRMN se observan las

cuatro sefales para un fenilo monosustituido y a campo mas alto se encuentran 5 sefales
para metilenos unidos a funcion oxigenada. Las sefales de los carbonos en 73.1, 72.4, 70.6
y 69.3 ppm corresponden a funciones oxigenadas de éteres, mientras que la sefial de campo
mas alto que se localiza en 61.4 ppm se asigna al metileno unido al oxhidrilo. En el analisis
por espectrometria de masas se observa el iora vhz 186, correspondiente al peso

molecular del monobencil éter de dietilenglicol 1

El andlisis por cromatografia de gases de la mezcla constituida por los prdductas
permitié calcular la estequiometria requerida para la obtencion del acido 9-bencil-3,6,9-
trioxanonanoic@ a traves de otra reaccion de Williamson, ahora con cloroacetato de sodio.
Debido a que el productia es inerte bajo las condiciones de la reaccion de Williamison,
puede ser facilmente separado en el procedimiento de trabajo de la reaccion, por lo que no

requiere ser separado de la mezcla de éteres sustrato.

La mezcla conteniendo a los éteres bencilicgd a, sin purificar, se mezclé con NaOH y

se agitd mecanicamente a 60 °C. Se agrego la cantidad requerida de la sal de sodio del
acido cloroacético en porciones durante una hora, se mantuvo la agitacién y el
calentamiento durante 72 h en atmésfera de argdon. Las condiciones de la reaccion en
atmosfera inerte, son necesarias para evitar la oxidacion del éter bencilico al
correspondiente benzoato y que el didéxido de carbono atmosférico neutralice la sosa al
formar carbonato de sodio. La adicion de agua a la mezcla de reaccion y la extraccion con
AcOEt, permitié separar la mezcla de étergsla que no reaccionaron. El tratamiento de

la fase acuosa con acido clorhidrico generé el acido 9-bencil-3,6,9-trioxanon2noaco

un rendimiento de 53.2% (Esquema 2). La caracterizacion del compussteealizd por

métodos espectroscopicos. En el espectrdHI®&MN se observan las sefiales para los
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cinco protones aromaticos en 7.28 ppm, una sefial ancha en 7.17 ppm se asigna al proton
del acido carboxilico. Dos sefales simples en 4.51 y 4.10 ppm se asignan a los metilenos
unidos a funcién oxigenada: uno bencilico y otro unido a carbonilo, respectivamente. Otra
sefal multiple ancha en 3.7-3.5 ppm que integra para 8 hidrogenos se asigna a los metilenos
del residuo de dietilenglicol. En el espectro'#@ RMN se observa la sefial del carbonilo

de &cido carboxilico en 172.8 ppm y las sefiales de los carbonos aromaticos de un sistema
monosustituido. Las 6 sefales en 73.3, 71.2, 70.6, 70.2, 69.2, 68.6 ppm, se asighan a

metilenos unidos a oxigeno de éter.

(0]
CI/\COZNa o \/\O/\COZH
1+t+la ———» + la
NaOH 2

(En ausencia 53.2%

de disolvente)
Esquema 2. Formacion del &cido 9-bencil-3,6,9-trioxanonanoico

El siguiente paso de sintesis fue la formacion de la carboxamida del prademboel éster
metilico de un aminoéacido, procedimiento que se puede llevar a cabo de varias maneras. La
activacion del grupo carboxilo se puede realizar por medio de carbodiimidas o por la
formacion del cloruro de acido. Se sabe que en la formacion de las carboxamidas con el uso
de carbodiimidas, el rendimiento de la reaccion es entre 70 y 80%. Por otro lado, cuando se
utiliza el cloruro de acido en la reaccion de formacion de amidas, el rendimiento de la

reaccion es mayor al 95%.

En este caso, como el compu€eatwo presenta grupos labiles al cloruro de tionilo o al HCI

gue se genera en la reaccion, esta parece ser la mejor opcion para formar la carboxamida.
Cabe mencionar en este punto, que la activacion del acido carboxilico en la formacion de
amidas a partir de un aminoacitieprotegido o de un oligopéptido, no se realiza por la
formacion del cloruro de acido, ya que el carbonilo sobre el nitrégeno de la pesalion
carboxilo donde se formara el cloruro de acido, puede reaccionar para formar una
oxazolona como subproducto de la reaccion y que ésta puede epimerizar el centro
asimétrico y perder la integridad estereoquimica del amino&&dgor esta razén que la
formacion del enlace peptidico en la sintesis de oligopéptidos, se realiza por la activacion
del &cido carboxilico con carbodiimidas o algun otro agente acoplante. Los agentes
acoplantes actian como agentes autbnomos para generar compuestos tales como cloruros

de acido, anhidridos mixtos, anhidridos carbonicos o ésteres activados.



El 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) se ha utilizado como un aditivo en la sintesis del enlace
peptidico. Se ha demostrado que el uso del HOBt combinado con una carbodiimida, reduce
la formacion deN-acilureas y disminuye la epimerizacién de los aminoaciti&n la
deshidratacion de un acido carboxilico por medio de una carbodiimida, se utiliza el HOBt
para formarin situ los O-acil (IV) y N-acil (V) derivados del HOBt (Figura 2),
intermediarios altamente reactivos que reaccionan con el grupo amino de un aminoacido
para realizar la elongacién de un péptido. Los acil derivados de HOBt son intermediarios

reactivos que pueden ser usados como equivalentes sintéticos a los cloruros de acido.

R)J\OH HOBU

7

N@
v b
o

| EIN @E

Figura 2

En los capitulos posteriores se abarcara mas ampliamente la aplicacion de los ésteres de

hidroxibenzotriazol en sintesis organica.

La formacion del compuest® se obtuvo por la adicion del cloruro de acido2de una
solucién del clorhidrato del éster metilico de L-fenilalanimdegtil morfolina en DCM. Se
obtuvo 3 como una goma de color café en 93.8% de rendimiento y se caracterizé por
meétodos espectroscopicos (Esquema 3). En el espectro de IR se observan dos bandas
intensas en 1745 y 1679 ¢ngue corresponden a los carbonilos de éster y amida,
respectivamente. En el espectro'HeRMN se observa una sefial mltiple en 7.1-7.4 ppm

gue integra para 11 protones, los que corresponden a dos fenilos monosustituidos y 1
protén de amida, asi como las sefales del residuo de la fenilalanina: la sefial simple en 3.68
ppm se asigna al OGHlel éster metilico y la parte AB de un sistema ABX en 3.15](dd,

14.1, 6.0 Hz) y 3.06 ppm (dd] = 14.1, 7.6 Hz), que se asignan a los protones
diastereotopicos del metileno bencilico de la fenilalanina y en 4.87 £18,1, 6.6 Hz) la

sefal atribuida al proton del metino. La parte del residuoNdatil 9-bencil-3,6,9-
trioxanonanoico es parecida al espectrdtdeRMN del producta®, excepto por la sefial
singulete en 4.10 ppm, asignada a los protones enantiotopicos del metllecarboxilo,

gue ahora se observan como protones diastereotépicos en un sistema AB en 4.00 y 3.94
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ppm J = 15.9 Hz). En el andlisis por espectrometria de masaseebserva el ion a m/

415, que corresponde con la férmula esperagd GNOg.

1) Sock, CH;0_ _O
_— >
[O OH [O H\Nf""--/©
K/O\/go NEM k/o\/go

2) o
2 H2N ~ 3 93.8 %
HCI fe}

Esquema 3. Formacion del éster metilie®-Nencil-3,6,9-trioxanonanoil fenilalanina

El producto3, que presenta los grupos protectores en el oxhidrilo y en el acido carboxilico
es equivalente sintético dé, que se hara reaccionar con el dipéptidague es el
equivalente sintético diél (Figura 1). Se tiene la posibilidad de continuar la sintesis por
dos rutas diferentes: a) hidrolizar selectivamente el éster metiliBoydermar el enlace
peptidico con el dipéptido correspondiente; b) la desproteccion del éter bencilico por

hidrogendlisis de § formar el enlace depsidico con el dipéptdéigura 3)

QL Yy —
28 U0 79,9

s Q. . N

Figura 3
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Se eligio continuar la elongacién del péptido mediante la formacion del enlace peptidico vy,
en el Ultimo paso de la sintesis, realizar la macrolactonizacion para la formacion del
ciclodepsipéptido. Se considerd en este punto de la sintesis que si se realizaba la elongacién
del péptido por la formacion del enlace depsidico, éste es mas labil que el enlace peptidico
y requiere mayor cuidado en las condiciones de las reacciones subsecuentes, si bien es mas
facil la formacién del ciclodepsipéptido por macrolactamizacion, debido a la mayor
nucleofilicidad de la amina.

La hidrolisis selectiva del éster metilico dleacil fenilalanina3, se realizé con una
solucién acuosa 2.5 N de LiOH en THF y posterior tratamiento con &cido clortfd8ieo.

obtuvo el correspondiente acido carboxiliBa con un rendimiento de 92.7%. Las
condiciones en que se realizo la hidrélisis del éster metilico tienen la ventaja de que la
reaccion se desarrolla en dos fases. En la fase organica se mantienen tanto el éster metilico
como la sal de litio del carboxilato. La solubilidad de ambos productos en la fase organica,
evita que el péptido se mantenga en contacto con una solucion fuertemente basica que
pudiera epimerizar los aminoacidos. Cuando la reaccién se realiza en el orden de
multigramos, la fase organica puede ser separada de la fase acuosa. Por otro lado, si el
volumen de THF es reducido, la mezcla de reaccion puede tratarse con hielo seco para
neutralizar el LiOH, antes de realizar el trabajo de extraccion del producto. Los espectros
de'H y *C RMN de3a son similares a los d& solo se observa la pérdida de la sefial
asignada al OCHen ambos espectros y el desplazamiento a campo bajo (de 171.7 a 173.8
ppm) del &cido carboxilico en el espectrd fZRMN.

Para sintetizar un dipéptido por los métodos convencionales (activacidbn-acoplamiento), se
requiere generalmente que uno de los aminoacidos esté protegido en el grupo amino y el
otro aminoacido protegido el &cido carboxilico. Estos grupos protectores deben ser

facilmente removidos sin que se afecte el péptido formado.

La funcion principal de un grupo protector en el grupo amino es suprimir su reactividad
nucleofilica. Los grupos amino se pueden convertir faciimente en carbamatos. Los grupos
protectores mas comunes utilizados para el grupo aminos son: benciloxicarbaoteil-(2),

butoxicarbonil (Boc), 9-fluorenilcarbonil (Fmoc), 2-(4-bifenilil)-isopropoxicarbonil (Bpoc)
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y 2,2,2-tricloroetoxicarbonil(Troc). Estos grupos funcionales pueden ser removidos de

manera selectiva y facil en condiciones suaves, ya sean 4cidas, bésicas o reductivas.

La reactividad del grupo funcional carboxilo de un aminoacido, se suprime mediante la
formacion de un éster. Los ésteres mas comunes y faciles de formar son los de metilo (Me)
y etilo (Et), ter-butilo (t-Bu), bencilo (Bn), fenilo (Ar), alilo y 2-trimetilsililetil (Tmse),

entre otros. Los diferentes ésteres pueden ser removidos de manera selectiva por

saponificacion, tratamientos acidos, basicos o reductivos.

El equivalente sintético del dipéptidid (Figura 1), se puede preparar a partilNdBoc-
fenilalanina y el clorhidrato del éster metilico de fenilalanina. La formaciéon del dip&ptido
se obtuvo por el acoplamiento de estos aminoacidos por los métodos descritos.

El productoN-ter-butoxicarbonil-L-fenilalanina (Boc-PheOH) se obtuvo de la reaccién
de L-fenilalanina con pirocarbonato de diterbutilo en solucién acuosa de NaOH en dioxano,

con 85.9% de rendimient8.

El tratamiento de L-fenilalanina en metanol seco con HCI produjo el clorhidrato del éster

metilico de L-fenilalanin&d?

El dipéptido Boc-PhePheOMB se obtuvo de la reaccion de Boc-PheQH con el
clorhidrato del éster metilico de L-fenilalanina, hidrato del 1-hidroxibenzotriazol (HOBU),
N-etilmorfolina, en CHCI, seco y diciclohexilcarbodiimida (DCC) con 79.2% de

rendimiento (Esquema 4).

)

HoN ~
HCl
Boc,O o
E— _— O\
OH OH HOBT, NEM N
) , \
H>N Boc:\l DCC Bocll\l H O
o]
© H o O g500 H 79.2%
4 5

Esquema 4. Formacion del dipéptido Boc-PhePhe-OMe
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En el espectro ddH RMN se observan dos multipletes en la zona de protones aromaticos
en 7.1-7.3 ppm y 6.99 ppm, que integran para 10 protones y se asighan a los grupos fenilo
de las dos fenilalaninas. La sefal en 6.25 pprd €d7.2 Hz, 1H) se asigna al protén sobre

el nitrogeno del enlace peptidico formado, asi como la sefial en 4.3% (d, 6.3 Hz) al

metino y el singulete en 3.65 ppm al grupo QC#e una de las fenilalaninas. Por otro

lado, para las sefiales del residuo de la fenilalanina que tiene el grupo protector Boc en el
nitrdgeno, se asignan las siguientes sefales: en 4.90 ppm (sa, 1H) se observa la sefial del
protén del nitrégeno del carbamato, el metino en 4.31 ppml(d¥.2, 6.6, Hz) y el
singulete en 1.39 ppm correspondiente a los metilogedbltilo del grupo Boc. De 3.1-

2.9 ppm, se observan sefiales sobrepuestas que integran para 4 protones, éstas se asignan a
los protones diastereotopicos de los metilenos bencilicos de los dos residuos de
fenilalaninas. En el analisis por espectrometria de masase®bserva el ion a a¥26,

que corresponde con la formula esperaghid §gN,Os.

El acoplamiento de los equivalentes sintétitoy 11l (Figura 1) para la formacion del
tripéptido N-acilado, se llevd a cabo cdda que presenta la funcionalidad de &cido
carboxilico y el clorhidrato del éster metilico del dipéptido (HCleH-PhePhe-OMe) 5a

La remocion del grupder-butoxicarbonil del nitrogeno del dipéptido Boc-PhePhe-OMe

(5), se obtuvo por el tratamiento de éste con una solucién de HCI en metanol a temperatura
ambiente. El curso de la reaccion se monitoreé por ccf hasta desaparicion de la materia
prima. Se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccion hasta sequedad y se mantuvo al
alto vacio para asegurar la eliminacién del MeOH. De esta manera se obtuvo el clorhidrato

correspondiente (HCIleH-PhePhe-OM&p, el cual fue usado sin mayor tratamiento

inmediatamente después de su formacion (Esquema 5).

(@] (0]
HCI /MeOH
(0] _— (@]
N N
N |l| OMe N I1| OMe
5

Boc~ “H H” ~H
HCI 5a

Esquema 5. Desproteccion del dipéptido Boc-PhePhe-OMe
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El acoplamiento del clorhidrato del éster metilico del dipéptido (HCl*H-PhePhe-&dVie)
con el aminoacidoN-acilado 3a, se realizO en las condiciones antes mencionadas:
activacion del acido carboxilico @ mediante la formacion del correspondiente éster de
hidroxibenzotriazol (HOBt, DCC) y la liberacidn situ del grupo amino déa con NEM

para la formacion del enlace peptidico en DCM. Se obtuvo el tripdgtailado6 con un

rendimiento de 74.8% (Esquema 6).

En el andlisis dé por espectrometria de masas se observa un ion molecular de 709 uma,
gue en el analisis por alta resolucion corresponde para una férmula condensada
Ca1H47N3Os. En el espectro ddH RMN se observa una sefial multiple ®7.4-6.9 que

integra para 21 Hidrogenos, veinte de ellos corresponden a los hidrogenos de cuatro fenilos
monosustituidos, mas un protén de N-H de amida, el cual se comprueba en el espectro
COSY que correlaciona con la sefial de un metino en 4.58 ppm. Los otros dos protones de
las amidas se observan como dobletes en 6.63 y 6.34 ppm con constante de acoplamiento
de 7.8 Hz, que correlacionan con las sefales de metinos en 455 y 4.72 ppm,
respectivamente. El metileno del éter bencilico se observa como un singulete en 4.54 ppm y
los protones diastereotdpicos del metilen@l carbonilo del residuo del 9-bencil-3,6,9-
trioxanonanoilo, como un sistema AB en 3.86 y 3.J% (15.9 Hz), asi como la sefal
multiple en 3.66-3.45 ppm que integra para 8 protones de los cuatro metilenos del residuo
de dietilenglicol. La sefial del GB de éster metilico se observa en 3.68 ppm. Los protones

de los metilenos de las tres fenilalaninas se asignan a las sefales sobrepuestas en 3.15-2.9

ppm.

HCI /ﬂ\j
HOBT, NEM, DCC

H” \H ’ ’ > BnO OMe

DCM -
OBn HO_ _O
A N
o) H\ """"

K/ O\/g
(0] 3a 6 74.8%

Esquema 6. Formacion del tripéptideacilado6
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En el tripéptidoN-acilado6 se tienen protegidos los grupos del acido carboxilico como
éster de metilo y el alcohol como éter bencilico. La desproteccion de ambos grupos genera
un o-hidroxiacido, el cual puede ser sometido a condasode macrolactonizacion para

formar el ciclodepsipéptido I.

La remocion de los grupos protectoresbdgenerara un producto de mayor polaridad. Por
esta razon se considero: regenerar primeramente el acido carbd®ilidelido a que el
trabajo de la reaccién de hidrdlisis del éster metilico requiere extracciones de la fase
acuosa, para posteriormente llevar a cabo la hidrogendlisis del éter bencilico para obtener el
w-hidroxiacido 8). Como en esta reaccion el producto se encuentra en solucion, solo se
requiere en el trabajo de la reaccion la separacion del catalizador por filtracion y

evaporacion del disolvente.

La remocion del grupo metoxilo para regenerar el acido carboxilico del tripépéiditaNo

6, se realizd bajo las condiciones de hidrolisis antes mencionadas (LQHHHF). El

curso de la reaccién se siguio por ccf hasta la desaparicién de la materia prima. El trabajo
de la reaccién permitié aisl& como un producto amorfo, con un rendimiento de 97.7%.

En el espectro diH RMN se observa una sefial complejaéh4-6.9 que integra para 23
protones; veinte de ellos corresponden a los cuatro anillos de fenilo monosustituido, uno al
protdn del acido carboxilico y dos mas a los protones sobre nitrégeno de amidas. El otro
proton de amida se observa en 6.63 ppm como doklete7(8 Hz). En 4.68 ppm se
encuentra un multiplete de sefales sobrepuestas que integra para tres protones, que se
asignan a los protones de los metinos unidos a los nitrégenos de los aminoacidos. Las
sefales singulete en 4.54 y 3.82 ppm se asignan a los metilenos de éter benc#ico y
carbonilo, respectivamente. La sefial multiple en 3.7-3.4 ppm se asigna al residuo de
dietilenglicol del 9-bencil-3,6,9-trioxanonanoilo. Los protones de los tres metilenos de
fenilalanina se encuentran en una sefial sobrepuesta en 3.3-2.8 ppm. El esp€€iro de
RMN es consistente con la estructura; el carbonilo del acido carboxilico se observa en
173.1 ppm. En el experimento DEPT se observan seis sefiales que corresponden a
metilenos unidos a funcion oxigenada: 73.2, 70.9, 70.6, 70.2, 70.0, 69.3 ppm, otras dos
sefiales que por intensidad corresponden a los metilenos bencilicos de las fenilalaninas:
37.9, 37.3 (2CB) ppm y los metinos en 54.4, 53.9, 53.7 ppm.
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La hidrogendlisis del éter bencilico depara obtener eb-hidroxiacido propuesto, se
realizd6 mediante el tratamiento de éste en MeOH/Pd/C bajo atmdsfera de hidrégeno, a
temperatura ambiente y presion atmosférica (Esquema 7). Se obtuMudebxiacido8

como una goma con un rendimiento de 96.7%. En el especti® B&N se observan los
siguientes cambios, referente al produttda sefial multiple en 7.4-6.9 que integra para

17 hidrégenos, en la que se encuentran los hidrogenos de tres grupos fenilo y dos protones
de amida, es indicativa de la pérdida de un grupo fenilo, asi como la pérdida de la sefial
simple del metileno bencilico unido a funcion oxigenada que se encontraba en 4.54 ppm. El
tercer protorN-H de amida se observa en 7.64 ppmJ(&8.7 Hz). La sefial ancha que
integra para dos hidrégenos en 6.1 ppm, se atribuye al equilibrio de los protones del acido
carboxilico y el hidroxilo. Nuevamente se observa un sistema AB en 3.92 y 3.80 ppm (
15.9 Hz) que se asigna a los protones diastereotopicos del metienoarbonilo que

forma la amida con el tripéptido. En el espectrd®’8eRMN se observan cuatro sefiales de
carbonilos, el de campo mas bajo (173.8 ppm) se asigna al acido carboxilico y los otros tres
a los carbonilos de amidas. Se observan cinco sefiales de metilenos unidos a funcion
oxigenada, de éstas, la que aparece a campo mas alto en 61.2Pppm8(ppm)
corresponde al -C¥DH, y la desaparicion de la sefial en 73.2 ppm que correspondia al
metileno del éter bencilico. Estos cambios en el espectrtB@d&RMN confirman la

hidrogendlisis del grupo bencilo y la formacion detidroxiacido 8

RO OMe H
1) LIOH/H,O/THF
2) H,/PdIC -
\N \N

6 R=Bn 7 R=Bn
8 R=H

Esquema 7. Remocion de grupos protectores

El siguiente paso de la sintesis consistio en la lactonizaciom-Helroxiacido 8 para

obtener el ciclodepsipéptidh Existen diversas metodologias descritas para la formacion
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de macrolactonas,ya sea por la activacién del alcohol o mediante la activacién del acido
carboxilico. La mayoria de las metodologias descritas requieren condiciones de alta
dilucién (c = 1x1G3M), para evitar la reaccién intermolecular y la obtencion de diélidas.
Una forma de mantener condiciones de alta dilucion, consiste en la adicion lenta del
hidroxiacido por medio de una bomba de infusion al seno de la reaccion que contenga los
reactivos para la activacion del &cido carboxilico, con lo que se favorece la reaccion

intramolecular.

La macrolactonizacion deb-hidroxiacido 8 se realizé por la metodologia descrita por
Boden y Keck Esta metodologia utiliza una carbodiimida para activar el &cido
carboxilico en presencia del clorhidrato de dimetilaminopiridina (DMAP<HCI), cuya
funcion es evitar la formacion déacilureas y favorecer la formacion deNaacil DMAP,

gue es la especie activa que sera atacada pealebholato de manera intramolecular.

La macrolactonizacion del-hidroxiacido8 (Esquema 8), se llevé a cabo por la adiciéon
lenta, con una bomba de infusion, de una solucion del hidroxiacido en; @H@ta
velocidad de 1.03xIdmol/h durante 16 h, a una solucién de DCC/DMAP/DMAP+HCI
(2:3:2) en CHG que se mantuvo a reflujo durante la adicion. Al término de la reaccion, el
exceso de DCC gue se encuentra en el seno de la reaccion, puede destruirse por la adicién
de acido acético y metanol. Sin embargo, esto dificulta la purificacion del producto de
reaccion al generar una mayor cantidad de diciclohexilurea. Después del tiempo de
reaccion, se destil6 parte del disolvente para eliminar el exceso de la DCC por co-
destilacion. El crudo de reaccion se disolvié en acetato de etilo, se lavd con solucion de
HCI (10%), con solucion de NaHGQ salmuera hasta pH neutro. La macrolactona se
purificd por cromatografia en columna. Se obt@ 68 mg, 70% de rendimiento) como un

solido blanco amorfo.

El andlisis de9 por espectrometria de masas de alta resolucion tiene el [M+Hk a m/
588.2733, que corresponde a una féormuddgsNsO; calculado 588.2710. El analisis de la
férmula molecular de Borresponde a la pérdida de 18 uma del hidroxiacido 8
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Esquema 8. Formacién del ciclodepsipépfido

En el espectro d&H RMN (CDCk) se observa una sefial mdltiple en 7.4-6.9 ppm que
integra para 16H, quince de ellos corresponden a los protones de los tres grupos fenilo de
las tres fenilalaninas y uno de los protones unido a nitrdgeno de amida en 7.20 ppm. Los
otros dos protones de las amidas se observan7ef8 (d,J = 8.7 Hz) y 6.35 (dJ = 6.6

Hz). El espectro de correlaciébn homonuclear de hidrégeno permite asignar los residuos de
los tres aminoacidos de fenilalanina: la sefiaNdel en 7.48 ppm correlaciona con la sefial

de un metino en 4.54 (di,= 8.7, 7.5 Hz) y éste con la sefial del metileno centrada en 3.02
ppm; la seial dé\l-H en 7.20 ppm correlaciona con la sefial del C-H en 4.78 Jddd,2,

6.6, 5.7 Hz) y éste con los protones de un metileno bencilico en 3.1BHd&,8, 5.7 Hz)

y 3.11 ppm (ddJ = 13.8, 7.2 Hz). La otra sefal del proton de amida en 6.35 ppm
correlaciona con el metino cuya sefal aparece a 4.21 pPgm &9 Hz) y que correlaciona

con el metileno que se registra centrado en 3.06 ppm.

En la zona del espectro que corresponde a hidrégenos sobre carbono unido a funcion
oxigenada, se observa: la sefial multiple entre 3.3-2.9 ppm que integra para seis protones,
corresponde a los hidrogenos de tres metilenos unidos a funcién oxigenada de éter del
residuo de dietilenglicol; la sefial en 3.91 ppm que ahora se observa como un singulete,
corresponde a los protones diastereotopicos del metilencarbonilo, debido a que son
isocronos. Las sefiales en 4.32 (ddd 12.3, 6.3, 2.4 Hz) y 4.17 (dddk 12.3, 6.0, 2.4 Hz)

ppm corresponden a los hidrogenos de metileno unido a funcion oxigenada de éster. Estas
sefales constituyen la parte AB de un sistema ABCD. El desplazamiento quimico a campo

bajo de estas sefiales de metileno, es indicativo de la formacion del éster de la lactona.
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El espectro dé°C RMN es congruente con la estructura del ciclodepsipéptamndo se
compara con el hidroxiacid® se observan las sefales de cuatro carbonilos; la de 171.3
ppm se asigna a la del carbonilo de éster, debido a su desplazamiento a campo=aito (

2.5 ppm). El andlisis de la zona de metilenos unidos a funcidén oxigenada, permite asignar la
sefal en 63.4 ppm al metileno donde se formé el éster, por su desplazamiento a campo bajo
por efectof3 de sustituyenteAd = 2.1 ppm). Asi mismo, se asigna la sefial en 70.1 ppm
para el metileno contiguo al antes mencionado, por el corrimiento a campo alto por el

efecto y causado por el carbonilo al sustituir al hidrogeno del oxhiddle ¢2.7 ppm).

Para conocer si el ciclodepsipéptRlipresenta propiedades quelantes, se analizé por medio
de'H RMN de9 en solucién de CDglen presencia de soluciones de NaCl, KCl y ¢aCl

en DO. Los espectros asi adquiridos, no mostraron cambio en los desplazamientos
qguimicos de las sefiales, que estarian relacionados al cambio de conform&ciparde

gue se puede concluir gue no se forman quelatos entre el ciclodepsipgplidocationes:

sodio, potasio y calcio. Esto puede ser debido a que tanto los nitrogenos como los
carbonilos de los grupos amida no se coordinan a los metales, como se esperaria en un

anillo de 18 miembros, como es el caso de los éteres corona.
Conclusiones

Se desarroll6 la sintesis del 4cido 3,6,9-trioxanonanoico en escala multigramos en ausencia
de disolvente, como intermediario para la sintesis de un ciclodepsipéptido no natural
constituidos por un poliéter y tres residuos de aminoéacido. El ciclodepsipéptido sintetizado

no mostrd tener caracteristicas de iondéforo frente a los iones: sodio, potasio y calcio.
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PARTE EXPERIMENTAL

Monobencil éter de dietilenglicol 1.

A una mezcla de KOH (15.9 g, 0.286 mol) y dietilenglicol (125.74 g, 1.186 mol) bajo
agitacion y atmésfera de argon a temperatura ambiente, se le adicioné cloruro de bencilo
recién destilado (27.2 mL, 0.237 mol), a través de una bomba de infusion durante 2.7 h.
Después de completada la adicion, la mezcla de reaccidon se agité durante 2 h. A la mezcla
de reaccion se adicioné agua (100 mL), se neutralizd con HCI (10%) y se extrajo con
AcOEt (3x50 mL). Se reunieron los extractos organicos y se lavaron con salmuera, se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio para obtener
45.92 g de un liquido claro. El analisis por cromatografia de gases de una muestra tiene una
relacion 92.6:7.4 de monobencil éter de dietilenglicol (42.24 g, 0.214 mol, 91.5%) y
dibencil éter de dietilenglicol (8.5%), respectivamente. La separacion cromatografica en
columna al vacio de una muestra eluida con hexano:AcOEt, 6:4 proporciona dos
compuestos. El producto menos polar es el dibencil éter de dietilengligoelauestra las
siguientes caracteristicas espectroscopitAhRMN (CDCk): & 7.25-7.4 (m, 10H), 4.6 (s,

4H), 3.65-3.74 (AA'BB’, 8H)!*C RMN (CDCE): 138.2, 128.2, 127.6, 127.4, 73.1, 70.6,

69.4; EM (mg): 276 (M), 195 (55%), 107 (17%), 91 (100%), 89 (18%), 65 (5%). El
producto mas polar es el monobencil éter de dietilenglicgue tiene las siguientes
caracteristicas espectroscopicas.RMN (CDCL): & 7.28 (m, 5H), 4.51 (s, 2H), 3.5-3.61

(m, 8H), 2.95 (s, 1H, OH)*C RMN (CDC}): 5137.8, 128.2, 127.6, 127.5, 73.1, 72.4,
70.6, 69.3, 61.4; EM (). 186 (M), 134 (9%), 107 (27%), 92 (70%) 91 (100%), 90
(10%), 65 (10%).

Acido 9-bencil-3,6,9-trioxanonanoico 2.

La mezcla obtenida de los éteres monobencilico y dibencilico del dietilenglicol (45.92 g,
contiene 0.214 mol del monoéter), se mezclaron con NaOH (14.05 g, 0.351 mol) y se agitd
mecanicamente a 60 °C. Se adiciond cloroacetato de sodio (27.24 g, 0.233 mol) en
porciones durante 1 h y se continud la agitacion durante 72 h. Se adicioné agua (100 mL) y
la mezcla se extrajo con AcCOEt (2x50 mL). La fase acuosa se acidulé con HCI 1N hasta pH

2 y se extrajo con AcOEt (3x50 mL), los extractos se reunieron y se lavaron con salmuera,
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se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentro al vacio para obtener
29.15 g (53.26%) del acido 9-bencil-3,6,9-trioxanonan@ammo un liquido’H RMN

(CDCLy): 8 7.28 (m, 5H), 7.17 (s, 1H, GB); 4.51 (s, 2H), 4.10 (s, 2H), 3.7-3.5 (m, 8H),

3¢ RMN (CDCk): 6172.8, 137.9, 128.4,127.8, 127.7, 73.3, 71.2, 70.6, 70.2, 69.2, 68.6.

Ester metilico N-9-bencil-3,6,9-trioxanonanoil fenilalanina 3.

A una solucion de& (3.352 g, 13.19 mmol) en GAI, (10 mL) a 0 °C se agregdé SQCI

(1.45 mL, 19.87 mmol). La mezcla de reaccion se agito por 4 h a temperatura ambiente y
después se evaporo al vacio el exceso de SBDesiduo se disolvié en GEI, (5 mL) y

se transfirié a través de una canula a un matraz que contenia clorhidrato del éster metilico
de L-fenilalanina (2.843 g, 13.18 mmol) ydiimorfolina (NEM) (3.35 mL, 26.7 mmol) en
CH.Cl; (25 mL), bajo atmésfera de argon en un bafio de hielo. Después de completada la
adicion, la solucion se agitd a temperatura ambiente por 18 h, se agregd hielo y la mezcla
de reaccion se extrajo con g,. Los extractos organicos se reunieron y se lavaron con
HCI 1N, K,CO; (10%) y salmuera hasta pH 7, se sec6 sobre sulfato de sodio anh., se filtro
y se concentrg al vacio. Se obtw@omo una goma café (5.131 g, 93.8%). IR (CHCI

cm’ 3407, 1745, 1679, 1532, 11181 RMN (CDCk): 8 7.1-7.4 (m, 11H), 4.87 (td= 8.1,

6.6 Hz, 1H), 4.55 (s, 2H), 4.00 (@ 15.9 Hz, 1H), 3.94 (d= 15.9 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H),
3.66-3.55 (m, 8H), 3.15 (dd=dl4.1, 6.0 Hz, 1H), 3.06 (dd= 14.1, 7.6 Hz, 1H)}*C RMN

(CDCl): 6171.7, 169.7, 138.1, 136.0, 129.2, 128.5, 128.3, 127.7, 127.6, 127.0, 73.2, 71.0,
70.6, 70.3 (2CH), 69.4, 52.6, 52.2, 37.9; EM (&) 415 (M’), 356 (10%), 324 (15%), 309
(27%), 253 (30%), 162 (80%) 91 (100%9] [ +11.7 (EtOH, 2.74 mg/mL)

Acido N-9-bencil-3,6,9-trioxanonanoil fenilalanina 3a.

A una solucion d& (4.7 g, 11.32 mmol) en THF (85 mL) se adiciond una solucién 2.5 N

de LIOH (81.5 mL, 203.7 mmol) y se agito a temperatura ambiente por 4 h. La solucion de
THF se separ6 y se evaporo al vacio. El residuo se disolvié en agua (50 mL), se agrego
AcOEt (50 mL) y la mezcla de reaccion se acidulé a pH 3 con una solucion de HCI 1N y se
extrajo con AcOEt (2 x 50 mL). Las fases organicas se reunieron y se lavaron con
salmuera, se seco sobre sulfato de sodio anh., se filtr0 y se evaporé a sequedad para obtener
3acomo una goma (4.21 g, 92.7%). IR (CECtm* 3398, 2916, 1741, 1643, 1537, 1113.
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'H RMN (CDCE): & 7.1-7.4 (m, 12H), 4.84 (td,= 7.6, 5.7 Hz, 1H), 4.53 (s, 2H), 3.99 (d,
J=15.9 Hz, 1H), 3.93 (dJ = 15.9 Hz, 1H), 3.45-3.7 (m, 8H), 3.21 (db= 14, 5.7 Hz,
1H), 3.07 (dd,J = 14, 7.6 Hz, 1H)**C RMN (CDCE): 5 173.8, 170.7, 137.9, 136.0, 129.3,
128.5, 128.4, 127.7, 127.6, 127.0, 73.2, 70.9, 70.6, 70.2, 70.1, 69.3, 52.8, 37.3.

Boc-Phe-OH 4

Una solucion de 25 mL de agua y 15 mL de NaOH 2 N, se agreg6 a una suspension de L-
fenilalanina (5g, 30.03 mmol) en dioxano (40 mL) en bafio de hielo. Se agregaron 7.2 g de
pirocarbonato de diterbutilo (33 mmol), se retir6 el bafio y se mantuvo en agitacion.
Después de 2 horas se evaporo la mezcla de reaccion al vacio hasta el 50% del volumen. El
residuo se llevo a pH 3 con acido citrico y se extrajo con AcOEt (3 x 50 mL). Se reunieron
las fases organicas y se lavaron con salmuera hasta pH 6, se secO sobre sulfato de sodio
anh., se filtré y se evaporo el disolvente a sequedad. Se obtuvieron 6.9 g (85.9%) de Boc-
fenilalanina4 como un aceite'H RMN (CDCkL): 8 7.61 (s a., 1H, C§), 7.15 (s, 5H),
6.21y5.40 (s a., 1H, 1:3), 4.38 (s a., 1H), 3.16 (d=.10.4 Hz, 1H), 2.89 (s a., 1H), 1.29

(s, 9H).

Clorhidrato del éster metilico de fenilalanina (HClsPhe-OMe).

Una suspension de 5 g de L-fenilalanina en 50 mL de MeOH seco, se saturo gpri.&iCl
solucién saturada se mantuvo en agitacion por una hora y los vapores de HCI se atraparon
en una solucion saturada de NaOH y una trampa de NaOH. Se destil6 el MeOH hasta
sequedad. El residuo se redisolvié en MeOH seco y la solucion se saturé nuevamente con
HCI. Se destil6 el MeOH, se seco al vacio y se obtuvo un solido de p.f. 158-161 °C
(descrito 156-160 °C). El clorhidrato del éster metilico de fenilalanina se us6 sin mayor

purificacion.

Boc-PhePhe-OMe 5.

El clorhidrato del éster metilico de L-fenilalanina (2.75 g, 12.75 mmol), el hidrato del 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) (2.2 g, 14.38 mmaN;ter-butoxicarbonil-L-fenilalanina (3.38

g, 12.75 mmol) WN-etilmorfolina (1.8 mL, 14.16 mmol), se disolvieron enj CH seco (50

mL), la solucion se agité en bafio de hielo. Una solucion de diciclohexilcabodiimida (2.63
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g, 12.76 mmol) en C¥€l, seco (10 mL) se agrego via canula. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacién a temperatura ambiente por 20 h, se filtr6 y se evapor6 el disolvente
al vacio. El residuo fue disuelto en AcOEt, lavado con una solucion de Na@2C@L),
solucién al 10 % de &acido citrico (2 x 20 mL), solucién al 10% ged¥ (20 mL) y
salmuera hasta pH 7, se secO sobre sulfato de sodio anh., se filtr6 y se concentr6. La
recristalizacion del residuo de AcOEt/hexano, proporco(a3 g, 79.2%) como un sélido
blanco con pf 122-124 °C. IR (CHl cmi* 3432, 1745, 1708, 1679, 1512, 1486.RMN

(CDCly): 8 7.1-7.3 (m, 8H), 6.99 (m, 2H), 6.25 = 7.2 Hz, 1H), 4.90 (sa, 1H), 4.77 (dt,
J=17.2, 6.3 Hz, 1H), 4.31 (d§, =7.2, 6.6 Hz, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.1-2.9 (m, 4H), 1.39 (s,
9H); **C RMN (CDCE): & 171.3, 170.7, 155.3, 136.5, 135.6, 129.3, 129.2, 128.6, 128.5,
127.1, 127.0, 80.3, 55.8, 53.3, 52.2, 38.3, 38.0, 28.2. EM:(A#6 (M), 370 (6%) 309

(6%), 235 (7%), 164 (18%), 146 (13%), 120 (71%) 91 (65%), 57 (100%).

N-9-Bencil-3,6,9-trioxanonanoil-PhePhePhe-OMe 6

Se prepard una suspension de Boc-PhePhe-D2e66 g, 6.24 mmol) en 5 mL de una
solucion de HCI/MeOH (40%), que se mantuvo en agitacion durante 1 h a ta. Se evaporo el
disolvente a presion reducida. Al producto obtenido (HClsH-PhePhe-&Mse agregd
consecutivamente: HOBt (1.43g, 9.66 mm8§,(2.5g, 6.23 mmol), la mezcla se suspendid

en DCM seco (40 mL) y NEM (0.8 mL, 6.29 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en
bafio de hielo. Una solucion de DCC (1.28g, 6.23 mmol) en DCM seco (6 mL) se transfirié
via canula a la mezcla de reaccion. Después de 20 min. se retird el bafio de hielo y se
mantuvo en agitacion a ta por 17 h. La mezcla de reaccién se filtr6 sobre celita, se evaporo
el disolvente al vacio. El residuo se disolvio en AcOEt, se lavo con solucion saturada de
NaHCG; (2 x 15 mL), con soluciéon de acido citrico 10% (2 x 20 mL), con solucién de
K2COs (2 x 15 mL) y salmuera hasta pH 7. La solucion se secd sobBNanh., se filtré

y se concentr6 al vacio. Se obtuda@omo un sélido amorfo (3.31 g, 74.8% RMN

(CDCly): 8 7.4-6.9 (m, 21H), 6.63 (d,= 7.8 Hz, 1H), 6.34 (dJ = 7.8 Hz, 1H), 4.72 (dt)
=7.2,6.3 Hz, 1H), 4.58 (m, 1H), 4.55 (m, 1H), 4.54 (s, 2H), 3.86€d5.9 Hz, 1H), 3.79
(d,J=15.9 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.66-3.45 (m, 8H), 3.15-2.9 (m, 6H); EM IB)(T09

(M™), 532 (10%), 384 (45%), 356 (40), 250 (12%), 193 (13%), 131 (25%), 91 (100%).
EMAR FAB" (M+H) 710.3448, calculado para{l4sNsOg 710.3441.
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N-9-Bencil,3,6,9 trioxanonanoil PhePhePhe-OH 7.

A una solucion dé (3.07 g, 4.33 mmol) en THF (33 mL) se adiciond una solucién 2.5 N

de LIOH (24 mL, 60 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 6 h. La solucién de
THF se separ6 y se evaporo al vacio. El residuo se disolvié en agua (50 mL), se agrego
AcOEt (50 mL) y la mezcla se acidulé a pH 3 con una solucion de HCI 1N, se separ¢ la
fase organica y la fase acuosa se extrajo nuevamente con AcOEt (2 x 50 mL). Las fases
organicas se reunieron y se lavaron con salmuera (2 x 40 mL), se secd sobre sulfato de
sodio anh., se filtr0 y se evapord a sequedad para obiec@mo una goma. (2.94 g,
97.7%).*H RMN (CDCk): & 7.4-6.9 (m, 23H), 6.63 (d,= 7.8 Hz, 1H), 4.68 (m. 3H), 4.54

(s, 2H), 3.82 (s, 2H), 3.7-3.4 (m, 8H), 3.3-2.8 (m,6¥%; RMN (CDCk): 5 173.1, 170.7,

170.6, 136.3, 136.2, 136.1, 129.3, 129.2, 128.5, 128.4, 128.3, 127.7, 127.6, 127.0, 126.9,
126.8, 73.2, 70.9, 70.6, 70.2, 70.0, 69.3, 54.4, 53.9, 53.7, 37.9, 37.3

3,6,9 Trioxanonanoil-PhePhePhe-OH 8.

A una solucion de7 (1.805 g, 2.6 mmol) en metanol (25 mL), se le adiciond paladio
soportado en carbdn (200 mg, 10%). La mezcla se mantuvo en agitacion bajo atmosfera de
hidrégeno a temperatura ambiente a presién atmosférica durante 72 h. La mezcla de
reaccion se filtro a través de celita y la evaporacion del disolvente al va@eahioo una

goma (1.52 g, 96.7%JH RMN (CDCk): & 7.64 (d,J =8.7Hz, 1H), 7.4-6.9 (m, 17H), 6.1 (s
ancho, 2H), 4.9-4.6 (m. 3H), 3.92 @= 15.9 Hz, 1H), 3.80 (d] = 15.9 Hz, 1H), 3.7-3.3

(m, 8H), 3.2-2.7 (m, 6H)**C RMN (CDCE): 5 173.8, 170.8, 170.5, 170.2, 136.3, 136.2
(2C), 129.4, 129.3, 129.2, 128.4, 128.3, 128.2, 126.8, 126.7, 72.8, 70.9, 69.9, 69.8, 61.3,
54.2, 53.8 (2CH), 38.5, 38.4, 37.@][ -7.7 (MeOH, 1.3 mg/mL).

Ciclodepsipéptido 9.

En un matraz seco de 50 mL de fondo redondo se mezclaron 60 mg (0.49 mmol) de
DMAP, 53 mg (0.33 mmol) de clorhidrato d&N-dimetilaminopiridina y 69 mg (0.33
mmol) de DCC en 25 mL de cloroformo libre de etanol y seco. La mezcla se llevo a reflujo
en atmoésfera de argdon y se inyectd con una bomba de infusion una solucion de 100 mg
(0.126 mmol) del hidroxiacid® en 10 mL de CHGJ) en un periodo de 16 h. Después de

completada la adicion, se lavé la jeringa con 1 mL de @ se adicion6 a la mezcla de
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reaccion y se mantuvo el reflujo por 1 h. Enseguida se destil el disolvente para eliminar la
DCC por co-destilacion hasta un volumen aproximado de 5 mL y se evaporo el disolvente a
sequedad. El residuo se disolvio en AcOEt (30 mL) y se filtr6 sobre celita. El filtrado se
lavd con solucion de acido citrico 10% (2 x 10 mL), con solucion@OK(2 x 10 mL) y
salmuera hasta pH 7. La solucion se sec6 sobgB@anh., se filtr6 y se concentro al
vacio. En el andlisis por ccf se observan tres productos, el mas abundante es el menos polar.
El residuo se purificdé por cromatografia en columna con mezclas de hexano/AcOEt de
polaridad creciente. Se obtu8o(68 mg 70%) como un sélido blanco amorfd4 RMN

(CDCl): 5 7.48 (d,J= 8.7 Hz, 1H), 7.4-6.9 (m, 16H), 6.35 (©5 6.6 Hz, 1H), 4.78 (ddd)
=7.2,6.6,5.7 Hz, 1H), 4.54 (&= 8.7, 7.5 Hz, 1H), 4.32 (ddd,= 12.3, 6.3, 2.4 Hz, 1H),

4.21 (c,J = 6.9 Hz, 1H), 4.17 (ddd] = 12.3, 6.0, 2.4 Hz, 1H), 3.91 (s, 2H), 3.7-3.4 (m,

6H), 3.18 (ddJ = 13.8, 5.7 Hz), 3.11 ppm (dd,= 13.8, 7.2 Hz), 3.1-2.9 (m, 4H)C

RMN (CDCkL): 6 171.3, 171.0, 170.5, 170.4, 136.8, 136.7, 136.4, 129.5, 129.2, 129.1,
128.9, 128.8, 128.5, 127.2, 127.1, 127.0, 70.8, 70.1, 69.8, 69.2, 63.4, 57.7, 54.5, 54.2, 38.0,
37.0, 36.2; EM FAB: 588 [M+1]* (75), 560 (12), 441 (16), 413 (17), 294 (16), 266 (18),

120 (100), 91 (35). EMAR FAB[M+H] 588.2733, calculado parai:sNsO; 588.2710.
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CAPITULO Il

USO DE ESTERES DE HIDROXIBENZOTRIAZOL COMO UNA
ESTRATEGIA EN LA ESTERIFICACION DE ALCOHOLES

TERCIARIOS



ANTECEDENTES.

La esterificacion de acidos organicos con alcoholes terciarios es un problema persistente en
la sintesis organica y por lo tanto ha sido objeto de interés en los Ultimos afios. Se sabe que
el grupoter-butilo es utilizado ampliamente para la proteccion de acidos carboxilicos,
debido a su relativa resistencia al ataque nucleofilico y su facil eliminacion en condiciones
acidas suavés La reaccion de un acido carboxilico e isobutileno en presencia de un

catalizador 4cido, es la forma mas sencilla de obtener ésteresbaéltet

Por otro lado, diversos procedimientos han sido introducidos para la sintesis no solo de
ésteres deter-butanol, sino también otros alcoholes impedidos estéricamente. Estos
protocolos incluyen; la transesterificacion con alcéxidos de 2 litio potasié,
transesterificacion en presencia de Hg{lQransesterificacion mediada por metdles,
carbenosN-heterociclicoSy catalizadores de iodotransesterificacién utilizando el &cido

de Meldrum’ deshidratacién por medio de carbodiimidfassterificacién directa de acidos
carboxilicos utilizando triflato de difenilamonio en medios fluorddostilizando Al-
MCM-41,* cloruro de silicE o Keggin, heteropoliacidos de Dawson y Preyssler para
catalizar la esterificacion directa de &cidos carboxifitossterificacion en medios
enzimaticos? esterificacién con anhidridos en la presencia de &cidos de Yemimt-

K10 y mont-KSF’ Si-MCM-41!% alimina!® MgBr,,* liquidos i6nicos neutros
[BMIm]BF4?'  pentaalquilguanidinds y  ciclocopolimeros que  contengan
pirrolidinopiridina?® esterificacion de anhidridos en ausencia de disolvente y cataffzador,
obtencién de un éster a partir de un carboftatativacion del alcohol empleandotdi-
butilacetal de IaN,N-dimetilformamida® o ter-butil tricloroacetimidatd, usando bromuro

de tert-butilo en una reaccién de sustitucion nucleoffffc@sterificacion mediante un
proceso de oxidacidn-reduccién en presencia de alcoxidifenilfosfipafinalmente
utilizando cloruro o bromuro de acifosobre alimina para obtener el éstertatebutilo
(Esquema 1).
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Esquema 1. Estrategias usadas en la reaccion de esterificacion.

En este contexto se considerd la posibilidad de desarrollar un nuevo protocolo para la
esterificacion de alcoholes estéricamente impedidos, utilizando los ésteres de
hidroxibenzotriazol como una estrategia. Se sabe que las carbodiimidas e
hidroxibenzotriazol (HOBt) pueden ser usados en la formacion de enlaces peptificos.

facil acceso a ese enlace ha sido atribuido a la alta reactividad de los ésteres de
hidroxibenzotriazoll y I, los cuales son formados por la deshidratacion del acido
carboxilico por medio de una carbodiimida. En una publicacion reciente Chan describi6 la
influencia de HOBt en la formacién del enlace arffidg demuestr6 mediante un
procedimiento calorimétrico, que la velocidad de reacciébn es independiente de la
concentracion de HOBt. Sin embargo, el HOBt es necesario para obtener rendimientos

altos. En un intento de sintetizar una amida activa de Weinrelk-tdélfenilalanina
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protegida utilizando (benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetil-amino)-fosforo hexafluorofosfato
(BOP), Liskamp y colaboradorEsaislaron los intermediario$ y Il. Este dltimo
intermediario reacciona caer-butoxido de potasio para obtenertel-butil éster deN-
tritifenilalanina. Finalmente, describimos recientemente que el uso de los intermddiarios

y Il en la sintesis de macrolactonas, ofrece excelentes rendimientos en la ciclaoién de
hidroxiacidos®® Con estos interesantes antecedentes, se plantea la interrogante de si este
enfoque podria ser también utilizado en la reaccion de esterificacion de otros alcoholes
terciarios. Completamente concientes de los beneficios y dificultades de esta reaccion, se

decidié obtener una respuesta.

Lo siguiente es una descripcion del eficiente proceso de esterificacion de alcoholes
terciarios mediante el uso de EDC y HOBt para lograr la formacion de los intermeldiarios

y II. Un ejemplo representativo del proceso original se representa en el Esquema 2.

N o _R

. \ Y

(0]
N
j\ EDC N . \y  LBuOH )j\
R OH HOBt (5\]?0 NII@ Base R O—~—

Esquema 2. Planteamiento general de esterificacion.

Inicialmente se investigd la reaccion intermoleculareddutanol y acido fenilacéticb en
presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 1-hidroxibenzotriazol
(HOBL) y N,N-dimetilaminopiridina (DMAP). Tomando en cuenta que los intermediérios

y Il son los precursores del producto final, fue necesario identificar el mejor disolvente
para su formacion, comparandose tres diferentes disolventes: THF; CIDELCl,. En
general, estos disolventes pueden ser utilizados como medios para la formacion del éster de
HOBLt; sin embargo, unicamente CHQroduce los intermediaridsy Il en un 98% de
rendimiento. Esto se confirmd mediante el uso de RMN, al determinar el espectro de la
mezcla de reaccidén de Boc-Ala-OH, DCC y 7-CI-HOBt, se observo el desplazamiento a
campo bajo del metino de Boc-Ala-OH (4.31 y 4.13 ppm) a 4.6 ppm. Una vez identificado
el mejor disolvente para la formacion de los ésteres de hidroxibenzotriazol, se estudio la

reaccion de estos intermediarios conldatanol, la cual involucra agitar por treinta minutos
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a temperatura ambiente un equivalente de acido carboxilico, un equivalente de EDC y un
equivalente de HOBt en CHLIPosteriormente, se afadiermm-butanol y DMAP vy la
mezcla resultante se agité durante 18 h. Se encontré que la temperatura influye en el
desarrollo de la reaccion, que las variaciones en la concentraciéntiganol y DMAP

tienen un efecto en el rendimiento de la reaccidén y que el uso de cuatro y ocho equivalentes
de ter-butanol y DMAP ofrecen el mejor rendimiento. En la Tabla 1 se enlistan las
condiciones y rendimientos para la obtencién del étdras mejores condiciones de
reaccion son cuando se utilizan 1 equivalente del acido fenilacético, 4 equivalentes de
DMAP vy 4 equivalentes dir-butanol, a reflujo durante 18 h, para obteh@n 89% de
rendimiento. Estos resultados contrastan con lo obtenido en la esterificacion del mismo
acido carboxilico corer-butanol en presencia de EDC y en ausencia de HOBt, donde la

formacion del producto 2o se observa.
Tabla 1. Esterificacién del acido fenilacético conldetanol en presencia de DMAP.

1. EDC, HOBt
@\/\OL o g @\)Cj\
OH 2.t-BuOH, DMAP o
2

1 CHCl3

Equiv.

Entrada DMAP tBuOH Temp. Tiempo Rendimiento (%)

1 1 2 ta 48 15
2 1 2 Reflujo 18 50
3 2 2.5 ta 48 21
4 2 2.5 Reflujo 18 51
5 2 4 Reflujo 18 61
6 3 6 Reflujo 18 65
7 4 4 Reflujo 18 89
8 8 8 Reflujo 18 84

®Reactivos y condiciones para la esterificacion: acido fenilacético (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol),
ta, 30 min, y despuésbutanol y DMAP.’Rendimientos de producto aislado después de la purificacién
cromatografica. Tiempo de reaccion h.
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Es importante notar que cuando la reaccion se lleva a cabo con tres, cuatro y ocho
equivalentes de DMAP, se observa la formacién del producto secur@lacmmo
consecuencia de la acilaciéon del enol##@ con los intermediarioky Il (Esquema 3, Ec.

1). Un comportamiento similar ha sido observado con 1-acilbenzotriazoles tal como el
compuesto4,®® el cual es un reactivo eficiente para la C-acilacién en la conversion
regioselectiva de cetonas) (en 3-dicetonas §) usando diisopropilamiduro de litio (LDA)

como base (Esquema 3, Ec. 2). Con esta observacion, se vislumbré la posibilidad de

obtener Bcetoésteres a partir de acidos carboxilicos en presencia de HOBt.

Esquema 3. Producto secundario en la reaccién de esterificacion.

En este punto se consideré la posibilidad de utilizar otras bases para la reaccion de
esterificacion, enfocandose en el reemplazo de DMAP con TEA y DIPEA. Asi, cuando el
acido fenilacéticol reacciona corter-butanol a temperatura ambiente en presencia de
EDC, HOBt y TEA como base, el ésfese obtiene en un 48% de rendimiento después de

18 horas. El rendimiento aumenta a 82% cuando la reaccidn se calienta a reflujo. (Tabla 2).

Se obtienen resultados similares cuando la reaccion se lleva a cabo en presencia de DIPEA,
que cuando se utiliza hidrotalcita calcinada®Vily ** proporciénx = 0.33 como la base en

lugar de DMAP. Las hidrotalcitas (HT) son materiales que tienen propiedades basicas y
pueden ser utilizadas en lugar de las bases cl&8itas.hidrotalcitas tienen las siguientes

ventajas: se separaran facilmente de los productos, reduccion de residuos, posible
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regeneracion del catalizador y bajo costo. La hidrotalcita ya mencionada fue utilizada,
tomando en consideracion que la basicidad del producto calcinado puede ser modificada
cambiando la proporcion de Al-M§.Como se muestra en la Tabla 2, la reaccion realizada
con la hidrotalcita calcinada genera el é2ten un 80% de rendimiento. Sin embargo, el

uso de la hidrotalcita comercial produce el éster correspondiente en un rendimiento pobre
de 20%. Este resultado incrementa las posibilidades para el uso de catalizadores sélidos en
la esterificacion de alcoholes terciarios, en especifiebutamol.

Tabla 2. Esterificacion del acido fenilacétitacon t-butanol en presencia de diferentes bases o
hidrotalcita$.

Entrada Base Equivalentes Rendimiento
(%)°
1 TEA 1 48
2 TEA 4 82
3 DIPEA 1 43
4 DIPEA 4 79

5 Hidrotalcitax = 0.33 200 mg/mmol 80

6 Hidrotalcita Aldrich 200 mg/mmol 20

®Reactivos y condiciones para la esterificacion: acido fenilacético (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol), ta, 30 min, ytdespués
butanol (4 mmol) y base, CHgteflujo, 18 h’Rendimientos de producto aislado después de la purificacién cromatogréfica.

Siguiendo el descubrimiento de estos resultados, se extendié la metodologia a otros acidos
carboxilicos (Tabla 3). El &cido 4-metoxifenilacétittambién puede ser esterificado con
ter-butanol en presencia de DMAP o hidrotalcita calcinada bajo las mismas condiciones
utilizadas para el acido fenilacétizpformando el éste8 en un 45% de rendimiento con la
DMAP y un 40% de rendimiento con la hidrotalcita calcinada (Tabla 3). Cuando la
reaccion fue realizada con &cido cinamicdos rendimientos obtenidos fueron 60% con la
DMAP y 55% con la hidrotalcita calcinada. Los ésteres se obtienen en un rendimiento bajo
cuando el acido 2,4-diclorofenoxiacétitd y el acido 4-bromobutanoictB son utilizados

como sustratos, y la DMAP o la hidrotalcita calcinada como bases. La reaccion de
esterificacion del acido asparticthb también se probd bajo condiciones estandar en

presencia de las bases DMAP, DIPEA e hidrotalcita calcinada, obteniendo el dster de
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butilo 16 en 95%, 90% y 80%, respectivamente. En este caso, se observo la completa
racemizacion del éstd6 cuando se utiliza como base DMAP. El uso de DIPEA permite
obtenerl6 con un exceso enantiomérico del 70%]4[°> +1.63). Sin embargo, cuando la
reaccion es llevada a cabo en presencia de hidrotalcita calcinada, se obtiene como unico

enantiomero el éster 16

Tabla 3. Esterificacion de diferentes acidos carboxilicog-botanol en presencia de DMAP o una
hidrotalcita calcinada

1. EDC, HOB
o CHClI3, t. a., o}
30 min
RJ\ OH 2 {BUOH, Base RJ\O-—
CHCl3, reflujo
18 h.
Entrada Acido Producto Base Rendimiento (%)
1 (l) J> DMAP 45
\Q\)OJ\ \Q\i Hidrotalcita 40
OH o1
7 8
o) o)
2 DMAP 60
A OH A o— Hidrotalcita 55
9 10
3 T 0 " o DMAP 25
O\)J\OH O\)J\O_F Hidrotalcita 25
11 12
Cl Cl
4 e 0 DMAP 20
Br\/E)I\OH Br\/})J\o_F Hidrotalcita 18
5 0 0 DMAP 95
BnO BnO
: OH : o_~— DIPEA 90
®) NHBoc ¢} NHBoc ) .
15 16 Hidrotalcita 80

*Reactivos y condiciones para la esterificacion: acido carboxilico (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol), ta 30 min, ytdespués
butanol (4 mmol), DMAP (4 mmol) o hidrotalcita (200 mg), CH@&flujo, 18 h.°"Rendimientos de producto aislado después de la
purificacién cromatografica.

Para evaluar el alcance de este protocolo en moléculas biolégicamente importantes, la

esterificacion de naproxen8)(17 se probd bajo condiciones estandar. Asi, el eéSter(
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fue obtenido en un 95% de rendimiento cuando se utiliza DMAP como base y un 79% de

rendimiento cuando se utiliza hidrotalcita calcinada como la base (Tabla 4).

Tabla 4. Esterificacibn de alcoholes impedidos estéricamente usando ésteres de
hidroxibenzotriazdl

Entrada Acido Alcohol Ester Base Rendimiento

(%)°
- OH
OH
, T —to m

17

DMAP 95
HT 79

I on DMAP 75
OH
2 \ 20 ~o \f HT 58
H
O
DMAP 93
HT 20
o 24
(o]
28

O

)

OH
o DMAP 95
4 )kOH HT 90
22 o 25
H
LIE\VE%

(o]
N
3\6

= DMAP -
5 4~_<O HT ;
27 OH
o) (o)

®Reactivos y condiciones para la esterificacion: acido carboxilico (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol), ta 30 min, y despues
alcohol (1 mmol), DMAP (4 mmol) o hidrotalcita (200 mg), CHGCeflujo, 18 h."Rendimientos de producto aislado después de la
purificacién cromatografica.

Por otro lado, se demuestra que la reaccion de esterificacion procede satisfactoriamente en
un buen rendimiento utilizando otros alcoholes terciarios. Asi, el naprogeidd {ue

tratado con 2-metilbutan-2-&0 en presencia de DMAP o hidrotalcita calcinada para
obtener el éster§ 21 con 75% y 58% de rendimiento, respectivamente. En el mismo
contexto, la reaccion fue realizada utilizando otro alcohol impedido estéricamente,
noretisteron&3, para obtener el acetato de noretisteihd a noretisterona pertenece a

la primera generacion de progestinas sintéticas y es ampliamente empleado como un
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agente contragestacional, asi como en terapia de reemplazo hothfatialonalmente,
se ha demostrado que la noretisterona induce la transactiwaciiiro de un estrégeno
receptor con el estrogeno receptoio el estrogeno receptf; en células de rifion de

mono verde africano CV-L.

El acetato de noretisterorzd se obtuvo con un rendimiento de 93% cuando se utilizd
DMAP como base y 90% cuando se utilizO como base hidrotalcita calcinada. No se
observd la formacion del ést&8, ya que tanto el acido como el alcohol estan
estéricamente impedidos. Finalmente, la reaccion se llevo a cabo con test@ierona
presencia de un equivalente de acido acético, lo que resulté en el p@gloetoun 95%

de rendimiento con DMAP como base y un 90% de rendimiento con hidrotalcita

calcinada como base (Tabla 4).
Conclusiones

En resumen, se ha descrito la esterificacion eficiente de alcoholes terciarios empleando los
ésteres de hidroxibenzotriazol como intermediarios reactivos. Las condiciones de reaccion
fueron optimizadas, dando como resultado un procedimiento de gran utilidad. La reaccion
tiene un valor practico, ya que utiliza reactivos disponibles comercialmente.
Adicionalmente, una hidrotalcita calcinada fue utilizada como base que no induce la
racemizacion, reemplazando DMAP con excelentes resultados en la formacidén de ésteres.
Para demostrar aun mas su valor sintético, se muestra que el método puede ser utilizado en

la esterificacion de moléculas biolégicamente importantes.
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PARTE EXPERIMENTAL

Todas las reacciones fueron realizadas bajo un flujo de argén seco. Todos los reactivos
fueron comprados de Aldrich Chemical Co y utilizados sin purificacién adicional, a menos
gue se indique lo contrario. Los rendimientos hacen referencia a materiales
cromatograficamente y espectroscépicamefttey(**C RMN) homogéneos, a menos que

se indique lo contrario. Toda la cristaleria utilizada fue secada a la flama antes de ser
utilizado. Las reacciones fueron monitoreadas por ccf llevada a cabo sobre placas de 0.25
mm silica gel E. Merck, el revelado de las placas de silice fue realizado bajo una lampara
de UV de onda corta y mediante el calentamiento de las placas previamente sumergidas en
Ce(SQ),. La purificacién de los productos por columna cromatogréfica ffaste
realizada utilizando silica gel (230-400) y se emple6 un disolvente de polaridad relacionada
con la movilidad en la cromatografia de capa fina. Las rotaciones épticas fueron medidas a
598 nm en un polarimetro Jasco DIP-370 digital usando una celda de 100 mm. Los
experimentos de RMN fueron realizados en equipos Varian o Bruker que operan a 300
MHz para la observacién del proton, utilizando CP®9.9% D) como disolvente, los
desplazamientos quimicod) estan referidos al estandar interno CD@sidual 7.26 ppm

'H, 77.00 ppm™C) o MeSi como referencia interna (0.00 ppm). Los desplazamientos
quimicos son en relacion al pico del disolvente y estdn en partes por millén (ppm). Los
espectros de masas fueron corridos en un espectrometro de masas Jeol JS102 de alta

resolucion.

La hidrotalcita fue caracterizada por difraccion de rayos X en polvo con radiacid@n CuK
utilizando un difractometro Siemens en un intervalo de 4 a 70° (2 Theta). Los espectros de
infrarrojo fueron determinados en un espectrofotometro Nicolet Magna 750, la recopilacion
de datos se llevo a cabo utilizando DRIFT y KBr con la técnica de discos. Los andlisis de
DTA y TGA fueron realizados en una termobalanza Dupont utilizando un flujo de He a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Las areas de superficie especifica fueron
calculados por adsorcion de; M 75.25 K (método BET) utilizando un instrumento
Micromeritics ASAP 2000, las muestras fueron previamente desgasificadas a 523 K. La
hidrotalcita Mg—Al con la relaciox = Mg/Al 0.33, fue preparada por co-precipitacion

siguiendo el procedimiento descrito por Reié¢fle.MgioAl ,(OH),4COs- 6H0:
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Al(NO3)3-9H,0 (0.01 mol) y Mg(NQ@).-6H0O (0.05 mol) se disolvieron en .8
desionizada (70 mL). Se preparé una segunda solucién@rdékionizada (100 mL) de
Na&CO; (0.1 mol) y NaOH (0.35 mol). La primera solucidon se agrego lentamente a la
segunda solucion. La mezcla resultante se calenté a 338 K con agitacion vigorosa por 18h.
Después del periodo de calentamiento el material pastoso se enfrid a temperatura ambiente,
lavado con HO desionizada hasta pH 9 y secado a 383 K por 18 h. Las hidrotalcitas fueron
activadas por calcinacion a una velocidad de 2 °C/min hasta 773 K y mantenida la
temperatura por 2 h bajo un flujo de aire. Las muestras se enfriaron bajo nitrégeno seco y se

guardaron.
Procedimiento general para la reaccion de esterificacion

En un matraz de fondo redondo, se coloco un equivalente de acido carboxilico seguido de
1.1 equivalentes de HOBt y EDC en ChHIG&co (30 mL), atmédsfera de argoén y a reflujo
durante una hora. Después, la DMAP fue afiadida y el alcohol terciario inyectado utilizando
una jeringa. La mezcla de reaccion permanecio a reflujo durante 18 horas. Al final del
tiempo de reaccion, el disolvente fue evaporado y la mezcla fue disuelta en éter etilico para
lavarla con soluciones de NaHg@l 10%, acido citrico al 10%,,K0; al 10% y salmuera,

para finalmente secarlo sobre,88), anhidro, filtrarlo y el disolvente evaporado a presiéon
reducida. El residuo fue purificado por cromatografia relampago en silica gel,

proporcionando ésteres puros.

2-fenilacetato deter-butilo (2). *H RMN (300 MHz, CDCY) 6 7.33-7.24 (m, 5H), 3.52 (s,
2H), 1.43 (s, 9H)™C RMN (75 MHz, CDCY): & 170.9, 134.7, 129.2, 128.4, 126.8, 80.7,
42.6, 28.

3-0x0-2,4-difenilbutanoato de teutilo (3). '*H RMN (300 MHz, CDCY): & 7.36-7.05 (m,
10H), 4.72 (s, 1H), 3.78 (d,= 15.9 Hz, 1H), 3.71 (d] = 15.9 Hz, 1H), 1.44 (s, 9H)’C

RMN (75 MHz, CDC}): & 206.1, 170.0, 139.5, 134.1, 129.8, 129.2, 128.9, 127.6, 127.2,
82.1, 60.4, 48.7, 28.8.
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2-(4-metoxifenil)acetato deter-butilo (8). 'H RMN (300 MHz, CDG)): & 7.18 (m, 2H),
6.84 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.46 (s, 2H), 1.43 (s, ¥B)RMN (75 MHz, CDCJ): 6 171.2,
158.46, 130.13, 126.78, 113.83, 80.61, 55.2, 41.71, 28.0.

(E)-cinamato deter-butilo (10). *H RMN (300 MHz, CDCJ): & 7.69 (d,J = 15.9 Hz,
1H),7.37 (m, 5H), 6.44 (d] = 15.9 Hz, 1H), 6.37 (d] = 16.1 Hz, 1H), 1.54 (s, 9HJ>C
RMN (75 MHz, CDC}): 6 166.3, 143.5, 134.6, 129.9, 128.8, 127.9, 118.3, 80.4, 28.2.

2-(2,4-diclorofenoxi)acetato deer-butilo (12). *H RMN (300 MHz, CDCJ): 5 7.39 (d,J

= 2.6 Hz, 1H), 7.15 (dd] = 9, 2.6 Hz, 1H), 6.75 (dl = 9 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 1.47 (s,
9H). 3¢ RMN (75 MHz, CDCJ): 6 167.1, 152.5, 130.2, 127.4, 126.7, 124.1, 114.4, 82.8,
66.7, 28.0.

4-bromobutanoato deter-butilo (14). *H RMN (300 MHz, CDCJ): & 3.45 (t,J = 6.8 Hz,
2 H), 2.40 (tJ = 7.2 Hz, 2 H), 2.13 (quint] = 6.8 Hz, 2H), 1.45 (s, 9 H}°C RMN (75
MHz, CDCk): 5178.4, 85.2, 59.3, 34.5, 33.1, 27.5

(S)-2-(ter-Butoxicarbonilamino)succinato de 4-bencilo 1ter-butilo (16). [a]p®™ +2.34 (c
1.95, AcOE) {Lit* [a]p? +2.35 (c 1.95, AcOEf) *H RMN (300 MHz, CDC}): 57.35

(m, 5H), 5.45 (d, & 8.4 Hz, 1H), 5.15 (d, 3 17.7 Hz, 1H), 5.1 (d, 3 17.7 Hz, 1H), 4.45
(dt, J=8.4, 4.8 Hz, 1H), 3.0 (dd,316.8, 4.2 Hz, 1H), 2.82 (dd,5)16.8, 4.8 Hz, 1H),

1.44 (s, 3H), 1.41 (s, 3H)’C RMN (75 MHz, CDCJ): 5170.8, 169.9, 155.4, 135.5, 128.5,
128.31, 128.26, 82.3, 79.8, 66.6, 50.5, 37.1, 28.3, 27.8.

(S)-2-(2-Metoxinaftalen-6-il)propanoato deter-butilo (19). [a]p?® +26.8 (¢ 1.0, CkCly)
{Lit. ** [a]p®> +26.9 (c 1.0, CkCL,)}. *H RMN (300 MHz, CDCJ): & 7.66 (m, 3H), 7.4 (dd,
J=8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.11 (m, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.73](s,7.2 Hz, 1H), 1.51 (d] = 7.2 Hz,
3H), 1.38 (s, 9H)*C RMN (75 MHz, CDCJ): 8 173.9, 157.5, 136.3, 133.5, 129.2, 128.9,
126.9, 126.3, 125.7, 118.7, 105.6, 80.4, 55.3, 46.4, 27.945, 18.5.

(S)-2-(2-Metoxinaftalen-6-il)propanoato de ter-pentilo (21). 'H RMN (300 MHz,
CDCly): 37.66 (m, 3H), 7.40 (dd] = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.1 (m, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.75 (s, J
7 Hz, 1Hz), 1.71 (c¢) = 7.2 Hz, 2H), 1.55 (d] = 7.1 Hz, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.34, (s, 3H),
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0.75 (t,J = 7 Hz, 3H).**C RMN (75 MHz, CDCJ): 5 173.8, 157.5 136.3, 133.5, 129.2,
126.7, 126.4, 125.8, 118.7, 105.6, 82.9, 55.3, 46.5, 33.5, 25.5, 25.3, 18.4, 8.0

Acetato de 1@-etinil-19-nortestosterona (24) [a]p?®> —33.1 (¢ 1.0, CHG) {Lit. ** [a]p®

—33.0 (c 1.0, CHG)}. *H RMN (300 MHz, CDCJ): 5 5.83 (s, 1H), 2.75 (m, 1H), 2.61 (s,

1H), 2.48 (m, 1H), 2.41 (m, 1H), 2.29 (m, 1H), 2.28 (m, 1H), 2.11 (m, 1H), 2.05 (s, 3H),
2.04 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.86 (m, 1H), 1.85 (m, 1H), 1.77 (m, 1H), 1.74 (m, 1H), 1.57
(m, 1H), 1.37 (m, 2H), 1.28 (m, 1H), 1.12 (m, 1H), 0.935 (s, 3#).RMN (75 MHz,
CDCls): 5198.9, 168.7, 166.3, 124, 83.4, 82.1, 70.5, 49.5, 46.9, 47.4, 43.3, 39.3, 36.6, 35,
33.8, 33, 31.3, 29.4, 26.6, 23.3, 20.4, 13.2.

Acetato de 3-oxo-4-Androsten-1pB-il (26). [a]p® +82.3 (c 1.0, CHG) {Lit.** [a]p®
+82.2 (¢ 1.0, ChCl)}. *H RMN (300 MHz, CDCY): 5 5.72 (s, 1H), 4.60 (dd} = 9.2, 7.9

Hz, 1H), 2.40 (dddj = 16.8, 16.7, 5.2 Hz, 1H), 2.39 (m, 1H), 2.35 (diid, 16.8, 5.1, 3.3

Hz, 1H), 2.28 (dddy = 14.6, 4.3, 2.3 Hz, 1H), 2.18 (dddH= 13.8, 9.5, 9.2, 6 Hz, 1H),
2.04 (s, 3H), 2.04 (ddd,= 13.4, 5.2, 3.3 Hz, 1H), 1.83 (m, 1H), 1.79 (it 12.8, 6.8 Hz,

1H), 1.70 (ddd,) = 16.8, 13.4, 5.1 Hz, 1H), 1.66 (m, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.52 (m, 1H), 1.41
(m, 1H), 1.36 (M, 1H), 1.19 (s, 3H), 1.18 (M, 1H), 1.07 (m, 1H), 1.04 (m, 1H), 0.953 (m,
1H), 0.841 (s, 3H)™C RMN (75 MHz, CDCJ): 5 199.2, 171, 170.7, 124, 82.4, 53.8, 50.3,
42.5, 38.6, 36.7, 35.8, 35.5, 33.9, 32.7, 31.5, 27.5, 23.5, 21.1, 20.6, 17.4, 12.0.
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CAPITULO 1l

ACTIVIDAD EFICIENTE DE HIDROTALCITA

MAGNESIO/ALUMINIO EN LA SINTESIS DE AMIDAS



ANTECEDENTES.

Las amidas de &cidos carboxilicos o carboxanfidas, una clase de compuestos orgénicos
relevantes de importancia biolégica, farmacéutica e industrial. Mas del 25 % de los
farmacos conocidos contienen en su estructura un grupo afaidayal juega un papel
importante en el proceso biolégico. Como consecuencia de esta importancia bioldgica, las
reacciones de acilacion de aminas con acidos carboxilicos para formar amidas, representan
una de las transformaciones mas importantes empleadas en la sintesis drgésica.
procesos de reacciones de acilacién a gran escala son utilizados en la sintesis de productos
terminales, incluyendo productos quimicos de alto valor, tales como péptidos, polimeros,
plastificantes, feromonas, fragancias y organocatalizadores, los cuales requieren protocolos

estrictos y condiciones méas suaves en su fabricacion.

Se pueden obtener algunas amidas por la transposicion de Beckmann, pero en general, los
métodos de sintesis para la formacién del enlace amiitiaan la acilacién de aminas con
acidos carboxilicos activados o reacciones enzimdtigis.embargo, han surgido nuevos
métodos creativos de conceptos cataliticos, que abren la posibilidad de desarrollar procesos

eficientes con alta quimio y estereoselectividad (Esquema 1). Estos métodos incluyen:

» Condensaciéon catalitica directa de acidos carboxilicos y aminas en presencia de

catalizadores de acidos boréniéos.

» Reacciones de reduccion-oxidacion organocatalitica y estrategias de amidacién

oxidativa de reacciones de aminas con aldeHidos.

« Formaci6n directa metal-catalizada de amidas a partir de aminas y aldehidos.

« Acoplamiento directo metal-catalizado de un alcohol con una a@mina.

+ Reacci6n de amidacién manganeso-porfirina-catalizada entre alquinos y #¥minas.
* Acoplamiento oxidativo dex-bromonitro compuestos coN-iodoaminas para la

formacion del enlace peptidi¢b.

« Condensacion directa de acidos carboxilicos con isontfriddisocianatod®

 Transformacion fierro-catalizada de bencilhidrocarburos en las amidas
correspondiente¥.

« Reaccion de tioacidos con varios precursores amina.
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Reaccién enzimatica

(0] (6]
" ®
R')J\X + H2N— R R')J\O + H3N— R"
C]
Catalizador acido borénico R P R"
(6]
" FeCH/DDQ
+ HN—R
R')J\OH ? / Activacion enlace C-C
o] o] 0 Nz— R"
" R" + 6
R')J\H + H2N— R —_— R.)J\ N~ - R-)J\SH 502 R
| . NP
H Ar ll\l
/ e
R~ NOH + H,N—R"
Catalizador metal o C=N—R"
R—= + HN-R" .., 99
) R' OH o}
Catalizador metal O—=C= N- R"
Br I -
)\ + N—R Condensacion directa
R' NO, H/

Acoplamiento oxidativo

Esquema 1 Métodos para sintesis de amidas.

Algunos de estos protocolos usan cantidades estequiométricas de bases, principalmente
aminas terciarias, las cuales estan asociadas a la generacion de grandes cantidades de
desperdicios, baja economia atémica y el alto costo de productos ternifid@snterés

por desarrollar metodologias sustentables para la formaciéon de amidas, ha llevado a realizar
la sintesis de amidas y el acoplamiento peptidico en ausencia de disSfvEmteeste
contexto, el desarrollo de catalizadores heterogéneos amigables con el ambiente, que
puedan ser utilizados en lugar de las bases clasicas, se ha convertido recientemente en un
area de mayor investigacion. Las hidrotalcitas (HTs) son uno de esos materiales que han
sido utilizados para reemplazar las bases cldSieas la sintesis de quimicos finos y

pueden ser faciles de preparar, manipular y reciclar.

Las hidrotalcitas [NM1,M>*x(OH):]*'[A™wnemH,0]* son hidréxidos de aluminio-magnesio
hidratados de estructura laminar, en los cuales el exceso de carga positiva originada por la

P*

sustitucion de Mg por AP* es compensado por aniones carbonato en el espacio

interlaminar’® En estos compuestos, también conocidos como arcillas aniénicas, las
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laminas son construidas por condensacion de 0= Mg?* o A*") octaédrico, como en
la brucita [Mg(OHj)]. Por lo tanto, la hidrotalcita tiene grupos OH que son compartidos por

tres cationes octaédricos y apuntan al espacio interlaminar.

Por nuestra parte se ha descrito el uso de hidrotalcita en reacciones de
macrolactonizacioh’ Ahora, se desea ampliar el alcance a la sintesis de amidas de &cidos
carboxilicos a partir de acidos carboxilicos y aminas en presencias de agentes acoplantes,
reemplazando la bases clasicas, aminas terciarias por hidrotalcitas, debido a las siguientes
ventajas: facil separacion de los productos, reduccion del flujo de residuos, posible
regeneracion del catalizador y el bajo costo. Asi, se describe un protocolo altamente
eficiente para la sintesis de amidas utilizando ésteres de hidroxibenZStderu acidos
carboxilicos activadé$ en presencia de hidrotalcita, demostrando la eficiencia de estos
materiales en el rendimiento de la reaccién. Es notable que recientemente la hidrotalcita
soportada con nano-oro ha sido descrita como un sistema heterogéneo eficiente para la
sintesis deshidrogenativa de amidas a partir de alcoholes y &mBiasembargo, ese
proceso es una amidacion oxidativa catalitica en presencia de un metal, mientras que esta
propuesta es una condensacion de una amina con un acido carboxilic@siar activado.
Finalmente, se utilizd el protocolo para la sintesis total de sansalvamida A para demostrar
su valor sintético. Trabajos previos han demostrado la eficiencia de &tcjllafiming*

para la elongacién de cadenas oligopeptidicas en ausencia de agentes acoplantes. Sin
embargo, se presenta por primera vez la elongacion de cadenas de péptidos en presencia de

hidrotalcita y agentes acoplantes.
Resultados y discusion

Inicialmente, se optimizaron los parametros tipicos de reaccion incluyendo varias
relaciones en peso de hidrotalcita comercial (HTs AlfridigsAl -(COs)(OH)164H,0),
temperatura y disolventes utilizandbl-Boc-leucina (1 mmol), clorhidrato del éster
metilico de L-alanina (1 mmol), EDC (1.1 mmol) y HOBt (1.1 mmol) como los sustratos
modelo (Tabla 1). Se llevaron a cabo reacciones preliminares para identificar la mejor

concentracion de hidrotalcita con &H, como disolvente a temperatura ambiente.
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Tabla 10ptimizacién de las condiciones de reaccion para la sintesis del dif@ptido

3

Hidrowicta ™
\( CH.Cl,, 14 h Y
1 3
Entrada HTs mg Equiv. de 2 Temp. Disolvente R%ndimiento
%
1 50 1 ta CkCl, 18
2 100 1 ta CHCl, 30
3 125 1 ta CHCI, 38
4 150 1 ta CHCI, 65
5 200 1 ta CHCl, 80
6 250 1 ta CHCl, 95
7 300 1 ta CHCI, 85
8 250 1 ta CHC} 92
9 250 1 ta THF 90
10 250 1 ta DMF 88
11 150 15 ta Cigl, 65
12 150 2.0 ta Ciel, 70
13 150 3.0 ta Ciel, 58
14 100 1 Reflujo CiTl, 26
15 150 1 Reflujo CiCl, 55

* Condiciones de reacciéh:-Boc-leucinal (12 mmol), clorhidrato del éster metilico de L-alanth@ mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1
mmol) CHCl, (25 ml), t. a., 14 h.Rendimiento del producto aislado después de purificar en cromatografia en columna

Entre los sistemas de varias relaciones en peso de hidrotalcita que se revisaron, la
concentracion de hidrotalcita més efectiva fue 250 mg por 1 mmigiRigc-leucina y 1

mmol de clorhidrato del éster metilico de L-alanina (Tabla 1, entrada 6). Después de haber
seleccionado la concentracion mas eficiente de hidrotalcita, se llevo a cabo la reacciéon
usando CHG| THF y DMF como disolventes. Con el cambio de disolvente no se obtiene
un mayor rendimiento de la reaccion. Finalmente, el incremento en la relacién molar del

clorhidrato del éster metilico de L-alanina y temperatura no mejoraron el rendimiento.
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Es digno de notar que no se observaron productos de epimerizacién en los espédtros de
RMN de las mezclas de crudos de reaccion. Adicionalmente, se ha observado que la
hidrotalcita puede ser recuperada facilmente y reutilizada por lo menos tres ciclos sin algun
decremento significante en el rendimient® ¢clo 95%, 2° ciclo 80% y §' ciclo 75%).

Después de la tercera reaccion el rendimiento disminuye notablemente a 20 %.

En este punto se considerd la posibilidad de usar una hidrotalcita sintetizada por nuestro
grupo de trabajo. La idea principal fue estudiar el comportamiento de la hidrotalcita
sintetizada, calcinada y reconstruida en la formacion del enlace peptidico del dipgptido
después comparar estos resultados con aquellos obtenidos con la hidrotalcita comercial,
como se muestra en la Tabla 2 (Entradas 4, 7 y 10).

Tabla 2 Revision de catalizadores para la sintesis del péftido 3

' b
N\)l\ N\)]\ 0
Boc® N OH . _ EDC,HOBL _ Bocm ™ N/H‘/ ~
H H3N H | o

: " Hidrotalcita P

Y CH,Cl,, 14 h Y
1 3

Entrada Hidrotalcita mg Rendimiento %

1 Comercial o Sintetizada 125 45
2 Comercial o Sintetizada 150 75
3 Comercial o Sintetizada 200 80
4 Comercial o Sintetizada 250 95
5 Calcinada 125 70
6 Calcinada 150 85
7 Calcinada 200 90
8 Calcinada 250 90
9 Reconstruida 125 70
10 Reconstruida 150 95
11 Reconstruida 200 95
12 Reconstruida 250 95

& Condiciones de reaccion: N-Boc-leucihél mmol), clorhidrato del éster metilico de L-alan2d mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt
(1.1 mmol) CHCI, (25 ml), t.a., 14 F:Rendimiento de producto aislado posterior a la purificacién cromatografica.
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Mediante calentamiento a una temperatura de 500 °C, una hidrotalcita se transforma en un
oxido mixto homogéneo AIMgO con cristales de tamafio muy pequefio, de alta estabilidad
térmica y un area de superficie grande. Las propiedades basicas de un Oxido mixto son
aniones de oxigeno y dependen de la relacién MyeM la hidrotalcita precursora y en el
método de preparaciéfSe han estudiado previamente ambos tipos de sélidos basicos por
espectroscopia infrarroja y demostrado que hay una variacién en la distribucion de especies
carbonato en muestras sintetizadas y calcinadas; la hidrotalcita sintetizada tiene 37% de
carbonatos monodentados y 63% de especies bidentadas. La hidrotalcita calcinada mostro
26% de carbonatos monodentados y 74% bidentddba. reconstruccion de hidrotalcita
laminar, también llamado efecto memdfia partir de una muestra calcinada mediante
rehidratacion en liquido o fase gaseosa genera sitios bases de Brgnsted entre las nuevas
capas, donde los aniones carbonato son sustituidos por aniones hidroxilo. Estos materiales
laminares reconstruidos exhiben diferentes propiedades y morfaldgi@sparados con

sus parientes hidréxidos de doble capa y, a menudo demuestran actividad catalitica mas alta
que los oxidos mixtos Mg-Al, en una variedad de reacciones tales como condensaciones
aldélicas® condensaciones de Knoevenagel y Claisen-Schatijciones de Micha®l y

la transesterificacion de tributirina con metatiol.

Las hidrotalcitas investigadas en el presente estudiG"(Mg" en una relacién de =

0.33), fueron caracterizadas por difracciéon de rayos X (XRD), espectroscopia de Infrarrojo
(FTIR) y método BET. Los patrones de XRD obtenidos se muestran en la Figura 1. La
muestra de hidrotalcita sintetizada exhibio reflexiones asociadas con la estructura cristalina
de los hidroxidos de doble capa. La maxima corresponde a tipicas difracciones por laminas
(0 0 3) y (0 0 6), respectivamente (Figura 1, linea azul, trazo inferior). La calcinacion de
hidrotalcita proporciona un 6xido mixto MgAIO con una estructura tipo periclasa con
unicamente dos planos de reflexion (4 0 0) y (4 4 0) (Figura 1, linea roja, trazo intermedio).
La rehidratacion de hidrotalcita en fase liquida regenera la estructura laminar, como
consecuencia del efecto memoria (Figura 1, linea verde, trazo superior), sin embargo, es
menos cristalina que la hidrotalcita sintetizada, como se puede observar por comparacion

de la intensidad de las reflexiones (Figura 1).

49



1200

1000

80D
|

600

—HT as synthesized

Intensity (counts)

HT reconstructed
400 —— Ht calcinated

200 |

Figura 1. Patrones de difraccion de rayos X en polvo de hidrotalcitas

La adsorcion de N(método BET) fue utilizado para cuantificar el area de superficie y
tamano de poro, los resultados son resumidos en la Tabla 3. Como se muestra en la Figura
2, la isoterma de cada material se asemeja a una isoterma tipo Il; el consumo de nitrégeno
incrementa mondétonamente con valores de p/po debidos a la sorcién en los mesoporos de
HT y las curvas de histéresis pertenecen al tipo H lll, los cuales son debidos a un
comportamiento diferente en adsorcion y desorcion, que son usualmente encontrados en
sélidos que consisten de agregados o aglomerados de particulas formando héfdiduras.
muestra de hidrotalcita sintetizada revel6 baja porosidad, volumen de poro y baja superficie
de area (Tabla 3, entrada 1). El area de la hidrotalcita calcinada es mayor de lo normal y en
un material reconstruido obtenido a partir de hidrotalcita calcinada, se observa un nuevo
decremento de superficie, pero se forman cavidades mas grandes después de la
reconstruccion estructural.

Tabla 3. Andlisis de adsorcion-desorcion de nitrégeno.

Tamaific
Sger  Volumen Poro * doos (A)

Entrada  Hidrotalcita (- g (cr-gY) A

1 Sintetizada 44 0.36 165 7.58
2 Calcinada 176 0.73 85 -
3 Reconstruida 95 0.53 175 7.64
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Figura 2. Isotermas de adsorcién-desorcion de nitrogeno de hidrotalcitas.

Con la intencidon de comparar la eficiencia de las hidrotalcitas en la formacion del enlace
amida, se realizo un andlisis de la actividad catalitica utilizando diferentes concentraciones
de hidrotalcita: sintetizada, calcinada y reconstruida, como se muestra en la Tabla 4. El
analisis de los resultados permite concluir que la hidrotalcita calcinada es menos activa que
la hidrotalcita reconstruida. Sin embargo, estas hidrotalcitas son mas activas que la
hidrotalcita sintetizada y la hidrotalcita comercial (HTs Aldrich®). Las hidrotalcitas
sintetizada y comercial exhiben comportamientos similares (Tabla 4). Estos resultados
confirman las observaciones previas descritas en la literatura sobre la alta actividad
catalitica de la hidrotalcita reconstruida en reacciones org&hitasa hidrotalcita
sintetizada fue recuperada y reutilizada por al menos 3 ciclos, notando un cierto decremento
en el rendimiento de la reaccion (1° 80%; 2° 75% y 3° 60%). Desafortunadamente, los
intentos de reutilizar la hidrotalcita reconstruida no han sido exitosos.

Con las condiciones de la reaccion optimizada para la formacion de amidas, se realizaron
los estudios entre una variedad de acidos carboxilicos y aminas. Los resultados estan
compendiados en la Tabla 4. Todas las reacciones progresaron suavemente y los
rendimientos de los productos aislados de las correspondientes amidas fueron 50-95%. Se
obtuvieron excelentes rendimientos cuando las reacciones se llevaron a cabo con aminas
primarias en presencia de hidrotalcita reconstruida (Tabla 4). El rendimiento es

significativamente menor cuando las reacciones para la formacion de las amidas, fueron
realizadas con aminas impedidas estéricamente o cuando se utiliza acido benzoico. Sin
embargo, en todos los casos la hidrotalcita reconstruida fue més activa que las otras
hidrotalcitas, ya que una menor cantidad de catalizador fue necesaria para completar el

proceso.
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Tabla 4 Sintesis de amidas en presencia de hidrotélcitas

Entrada Acido carboxilico Amina Amida Hidrotalcita Rendimiento %
Comercial 250 90
L @\i /©>< ©\)OL ©>< Sintetizada 250 90
OH . N Calcinada 200 90
N 5 ® H Reconstruida 150 90
o Comercial 250 85
) @\i HzN/\© @\/y\ Sintetizada 250 85
oH ] :@ Calcinada 200 87
N 8 Reconstruida 150 90
Comercial 250 75
. Q\)OL HN()O @\i — Sintetizada 250 74
: OH S o N\_/O Calcinada 200 76
Reconstruida 150 80
o Comercial 250 60
A @\i O Q\)L Q Sintetizada 250 60
< on HANT > - E Calcinada 200 63
Reconstruida 150 65
o Comercial 250 90
o N 0 Sintetizada 250 90
s e H2N©>< @(0\)\? Calcinada 200 90
° o Reconstruida 150 95
o o Comercial 250 86
6 o N, HzN/\© o N Sintetizada 250 85
©/ 13 7 15 .h/\@ Calcinada 200 88
Reconstruida 150 90
o o Comercial 250 72
. o N, HO o X Sintetizada 250 70
©/ 13 3 ©/ 16 K/O Calcinada 200 75
Reconstruida 150 75
o o Comercial 250 60
o o N, O o N, Sintetizada 250 60
©/ 13 HaNT ©/ oo Calcinada 200 64
Reconstruida 150 70
o Comercial 250 50
9 on /©>< o /©>< Sintetizada 250 55
@21: " Q)\ry Calcinada 200 60
° Hoo19 Reconstruida 150 65
o o Comercial 250 55
10 on HzN/\© N Sinte_tizada 250 55
Q): . @ ,;/ZO\Q Calcinada 200 60
Reconstruida 150 65
| O : s
intetizada
o @21:0'* o g Calcinada 200 60
Reconstruida 150 60
o o Comercial 250 52
19 Q)\OH O ) Q Sintetizada 250 50
. A @ \ Calcinada 200 55
22 A
Reconstruida 150 55

a Condiciones de reaccién: Acido carboxilico (1 mmol), amina (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 mmol),HT (@) @5 ml),

ta, 14 hP’Rendimiento de producto aislado posterior a la purificacién cromatografica.
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Varios de los macrociclos de origen natural se encuentran frecuentemente como fictamas,
por lo que existen muchos ejemplos descritos de la aplicacion de lactamizacién en métodos
de cerrado de anillos. En este trabajo, se extiende el estudio a la sintesis de lasddctamas
y 26 a partir de los aminoacid@8 y 25 (Tabla 5), utilizando las condiciones ya descritas.

En este proceso intramolecular, el comportamiento de las hidrotalcitas es similar al de una
reaccion intermolecular, se obtuvieron excelentes rendimientos con el material

reconstruido.

Usualmente la formacion intramolecular de amidas a partw-dminoacidos se lleva a

cabo utilizando agentes acoplantes y estrategias de macrolactoni2&iidrembargo, en

la gran mayoria de esos casos la reaccion de lactamizacion debe ser realizada en
condiciones de alta dilucion y en presencia de un exceso de base para liberar al grupo
amino, para dar lugar a la formacion de la macrolactama. Por lo tanto, en este trabajo se
considera la posibilidad de utilizar una hidrotalcita para liberar al grupo amino a partir de
su ion zwitter, permitiendo condiciones suaves de macrolactamizacion. Asi, cuaado los
aminoacido27 y 29 se sometieron a condiciones de alta dilucién en presencia de EDC,
HOBt e hidrotalcitas a temperatura ambiente, las macrolactamas y dimeros fueron
obtenidos con excelentes rendimientos. La macrolacg®can 13 atomos se obtiene con
rendimiento alto (Tabla 5). Mientras que, cuandawelminoacido27 es utilizado para
obtener la lactama8 se obtiene el dimero correspondiente entre 35 y 42%, dependiendo de

la hidrotalcita utilizada, pero el mondémero es aun el producto mayoritario.
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Tabla 5 Sintesis de lactamas en presencia de hidrotdlcitas

S Hidrotalcita Rendimiento  Rendimiento
Entrada Aminoéacido Lactama . o dimero %
mg monémero %
1% o Comercial 250 95 -
L éOH é’““ Sintetizada 250 95 -
NH Calcinada 200 95 -
23 24 Reconstruida 150 95 -
O o Comercial 250 95 -
5 iio\H @H Sintetizada 250 95 -
NH, Calcinada 200 95 -
25 26 Reconstruida 150 95 -
o o Comercial 250 60 40
3 [ ort @ Sintetizada 250 65 35
NHz Calcinada 200 58 42
27 28 Reconstruida 150 65 35
o o Comercial 250 90 2
<:\/:\< <:\/:</ Sintetizada 250 90 2
4 OH NH
Calcinada 200 90 2
29 N2 30 Reconstruida 150 90 4

# Reactivos y condiciones para la reaccién de macrolactamizacion: aminoacido (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 ns@dipl), CH
(50 mL), t.a., 18 h® El aminoécido fue disuelto en THF (10 mL) y lentamente afiadido usando un inyector en el curso de 18 h.
‘Rendimiento de producto aislado posterior a la purificacion cromatografica.

Para determinar si la presente metodologia es util para la sintesis de moléculas complejas,
se sintetizo la sansalvamida B86f (Esquema 2), la cual es un pentadepsipéptido ciclico
aislado de la micela de un hongo de un gérarsarium que es recolectado de la
superficie de la alga maridalodule wrightii que se encuentra en la isla de San Salvador
en las Bahamas. Este ciclodepsipéptido tiene un valgrdéC27.4 mg/mL probado en la
linea celular 60 del panel del Instituto Nacional del Cancer de Norte América y un valor
ICsoin vitro de 9.8 mg/mL hacia células de carcinoma de colon HCT-1A8lemas, es un
inhibidor del virus codificado tipo 1 topoisomerasa, el cual es probablemente necesario
para la replicacién del virusnolluscum contagiosuniMCV).*® Con este estimulante
antecedente biolégico y la complicada disponibilidad de sansalvamida A de fuentes
naturales, los grupos de Silverrfag McAlpine*® se han enfocado en sintetizar analogos

de sansalvamida y evaluar su actividad antitumoral. En el mismo contextd Jiang

desarrollado la sintesis total del péptido analogo soportado en un liquido i6nico.
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En este trabajo, la sintesis total de este ciclopentadepsip@ptsgorealizé en solucion. El
alargamiento de la cadena a partir del acBle2¢hidroxi-4-metilpentanoic81,* se llevé

a cabo por medio del uso del clorhidrato del éster metilico del aminoacido correspondiente,
EDC, HOBt e hidrotalcita comercial, sintética, calcinada o reconstruida como base. Asi se
logro la incorporacion de los residuos de Val, Leu, Phe y Leu para la obtencian del
hidroxiacido 35Tabla 6).

1) L-Val-OMe HCl OH H o)
EDC, HOBt, HT ER
CH,Cl, ta. : N\)]\ on
e EE— Y
2) LIOH, THF, ta. o i
32 A

1) L-Leu-OMe HCI
EDC, HOBt, HT | 2) LiOH, THF, ta.
CH,ClI,, ta.

1) L-Ph-OMe HC O
EDC, HOBt, HT W NH
CH2C|2, ta.
- HO 0
~2) LiOH, THF, ta.
NH

o Q
; T
o
I

31

HO
34 33

@ué

1) L-Leu-OMe HCI
EDC, HOBt, HT [2) LiOH, THF, ta.
CHzclz, ta.

(0]
NH N NH
(0]
OH o EDC, HOBt, o o
CO.H Hidrotalcita
NH —_— NH
CHCls3, reflujo
/@\ "N @\
N N
\ 0 O \ 0
H H

Esquema 2Sintesis de sansalvamida A

L

36
Sansalvamida

f : I
e} P4

55



Tabla 6 Sintesis de sansalvamida A

Entrad: Productt Hidrotalcite Rendimientc
mg %°
1 Comercial 25 9C
Dipéptido Sintetizada 2& 9C
32 Calcinada 20 92
Reconstruida 1¢ 95
Comercial 25 91
2 Tripéptido Sintetizada 25 92
33 Calcinada 200 98
Reconstruida 1t 95
Comercial 25 88
3 Tetrapéptido 34  Sintetizada 25 86
Calcinada 20 aC
Reconstruida 1t aC
Comercial 25 aC
4 Pentapéptid@5 Sintetizada 2& 9C
Calcinada 20 92
Reconstruida 1t 95
Comercial 25 65
5 Macrolacton&® Sintetizada 25 6C
36 Calcinada 20 65
Reconstruida 1t 65

2 Rendimiento de producto aislado después de las reacciones en dos°pRemstivos y condiciones para la reaccién de
macrolactonizaciénw-hidroxiacido35 (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 mmol), CHG50 mL), reflujo, 18 h¢ El w-hidroxiacido
fue disuelto en THF (10 mL) y lentamente afiadido usando un inyector en el curso de 18 h.

Finalmente, la macrolactonizacion de-hidroxiacido 35 se llevé a cabo bajo las
condiciones previamente descritd€n las cuatro reacciones de acoplamiento (Tabla 6,
entradas 1-4) y la reaccion de macrolactonizacion (Tabla 6, entrada 5) para obtener
sansalvamida A, el comportamiento de las hidrotalcitas fue similar al descrito
anteriormente. Nuevamente la hidrotalcita reconstruida fue mas activa que las otras
hidrotalcitas. A partir de estos resultados, es posible considerar que las hidrotalcitas pueden

ser muy Utiles para la elongacion de cadenas peptidicas.
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Conclusiones

El presente estudio demuestra la capacidad de la hidrotalcita para reemplazar bases tipicas,
como son las aminas terciarias en la sintesis de amidas. En comparacion con el protocolo

tradicional utilizando agentes acoplantes, este método posee al menos cuatro ventajas:
* La hidrotalcita puede ser facilmente removida de la mezcla de reaccion.
* Reduccion de residuos.
» Posible reutilizacién del catalizador.
* Bajo costo.

Ademas, este estudio demuestra que la hidrotalcita reconstruida, debido al efecto memoria
es mas activa en la formacion del enlace amida. Finalmente, debido a la importancia
biolégica de los péptidos, el uso de hidrotalcitas en la elongacion de cadenas de

oligopéptidos presenta una alternativa atractiva en la sintesis de estas moléculas.

57



PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de hidrotalcita Al/Mg

Una solucién de NaOH (14 g) y M&0s (9.54 g) en 70 mL de agua desionizada se agreg6 a
una solucién de Mg(Ngy-¢6H,0O (25.64 g) y AI(NQ)3-*9H,O (18.75 g) en 45 mL de

agua desionizada. La adicién se realizé por goteo en un periodo de 4 h, formando un gel
que fue agitado y calentado a 60 °C por 18 h. El gel resultante se enfrid y se lavo con agua
desionizada hasta pH 9. El compuesto se seco a 110 °C por 18 h, obteniendo asi la

hidrotalcita sintetizada.

Preparacion de hidrotalcita calcinada
La hidrotalcita calcinada se obtuvo por calentamiento de la hidrotalcita sintetizada a 500 °C
en un horno tubular bajo flujo de aire por 8 h.

Preparacion de hidrotalcita rehidratada
La hidrotalcita reconstruida se obtuvo por rehidratacion de la hidrotalcita calcinada, ésta se
suspendio en solucidon de metanol/agua (v/v, 1/1) a 60 °C con agitacion mecanica. El solido

se filtr6 y secé a 110 °C por una hora.

Procedimiento general para la sintesis de amidas

A Una solucion del acido carboxilico (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 mmol) e
hidrotalcita en CKCl, anhidro (45 mL), que se mantuvo en agitacién, en bafio de hielo y
bajo atmosfera de argon, se le agregdé una solucién de la amina (1 mmol),@a CH
anhidro (5 mL). La mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacién por 18 horas a temperatura
ambiente. La mezcla se filtré sobre celita y se concentré al vacio. El residuo se disolvié en
AcOEt (30 mL) y lavado sucesivamente con soluciones de: acido citrico al 10% (2 x 25
mL), K.COs al 7% (2 x 25 mL) y salmuera (2 x 25 mL). La fase organica se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El residuo resultante fue

purificado por cromatografia en columna sobre silica gel.

N-Boc-LeuAl-OMe 3

Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se realiz6 con N-Boc-L-ldu@08 mg,
0.865 mmol), clorhidrato del éster metilico de L-alar2fn@d20 mg, 1.470 mmol), HOBt
(145 mg, 0.951 mmol), EDC (181 mg, 0.951 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg),
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en CHCI, anhidro (45 mL), para obtener 259 mg3leomo un soélido blanco (95%, pf
113-114 °C); ¢] ,-49.2 € 0.0116 in MeOH)*H RMN (CDCh): & 6.60 (s a., 1H), 4.90 (s

a, 1H), 4.57 (quint) = 7.2 Hz, 1H), 4.11 (s a.,1H,), 3.74 (s, 3H,), 1.80-1.57 (m, 3H), 1.44
(s, 9H), 1.40 (d] = 7.2 Hz, 3H), 0.95 (dJ = 6.0 Hz, 3H), 0.94 (dJ = 6.0 Hz, 3H).*C
RMN (CDCk): & 173.1, 172.1, 155.6, 80.1, 53.0, 52.4, 48.0, 42833, 24.7, 22.9, 22.0,
18.3.

N-(4-ter-Butil-fenil)-2-fenilacetamidé. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se
llevd a cabo con acido fenilacétidd200 mg, 1.470 mmol), ter-butilanilina5 (219 mg,
1.470 mmol), HOBt (247 mg, 1.617 mmol), EDC (309 mg, 1.617 mmol) con hidrotalcita
comercial (250 mg), para obtener 353 mg de un sélido blanco (48%)MN (CDCL): &

7.48 (s, 1H), 7.39-7.25 (m, 9H), 3.69 (s, 2H), 1.28 (s, 9HOQ.RMN (CDCE): & 169.1,
147.3, 135, 134.6, 129.3, 129, 127.4, 125.6, 119.7, 44.6, 34.3, 31.3.

N-Bencil-2-fenilacetamid&. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo a
cabo con &cido fenilacétieb(200 mg, 1.470 mmol), bencilamig157 mg, 1.470 mmol),
HOBt (247 mg, 1.617 mmol), EDC (309 mg, 1.617 mmol) con hidrotalcita comercial (250
mg), para obtener 281 mg de un soélido blanco (8%BRMN (CDCk): & 7.29-7.08 (m,
10H), 5.71 (s a., 1H), 4.32 (d,= 5.7 Hz, 2H), 3.53 (s, 2H}3C RMN (CDCk): & 171,
138.1, 134.7, 129.4, 129, 128.6, 127.5, 127.4, 127.4, 43.8, 43.6.

4-FenilacetiimorfolinalO. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo
con &cido fenilacéticd (200 mg, 1.470 mmol), morfolind (127 mg, 1.470 mmol), HOBt
(247 mg, 1.617 mmol), EDC (309 mg, 1.617 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg),
para obtener 226 mg de un aceite claro (75%)RMN (CDCk): § 7.35-7.29 (m, 2H),
7.26-7.23 (m, 3H), 3.73 (s, 2H), 3.63-3.45 (m, 8HC RMN (CDCk): & 169.6, 134.8,
128.8, 128.5, 126.9, 66.7, 66.4, 46.5, 42.1, 40.8.

N-Ciclohexil-2-fenilacetamidd2. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo
a cabo con acido fenilacétido(200 mg, 1.470 mmol), ciclohexilamidd (157 mg, 1.470
mmol), HOBt (247 mg, 1.617 mmol), EDC (309 mg, 1.617 mmol) con hidrotalcita
comercial (250 mg), para obtener 191 mg de un sélido blanco (68%R)MN (CDCL): &
7.27-7.22 (m, 5H), 5.43 (s a., 1H), 3.78-3.71 (m, 1H), 3.53 (s, 2H), 1.85-1.81 (m, 2H),
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1.63-1.58 (m, 3H), 1.34-1.30 (m, 2H) 1.05-0.98 (m, 3. RMN (CDCE): 5 170, 135.2,
129.3, 128.9, 127.2, 48.2, 43.9, 32.9, 25.5, 24.7.

N-(4-ter-Butilfenil)-2-fenoxiacetamida4. Siguiendo el procedimiento general, la reaccién
se llevo a cabo con acido fenoxilacetic®(200 mg, 1.315 mmol), ter-butilanilina5 (196

mg, 1.315 mmol), HOBt (221 mg, 1.446 mmol), EDC (276 mg, 1.446 mmol) con
hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 335 mg de un sélido blanco (8D&)IN
(CDCl): 6 8.25 (s a., 1H), 7.53-7.50 (m, 2H), 7.40-7.33 (iH),47.09-6.99 (m, 3H), 4.61

(s, 2H), 1.33 (s, 9H)*C RMN (CDCk): 5 166.1, 157, 147.8, 134.1, 129.8, 125.8, 122.3,
119.9, 114.8, 67.6, 34.3, 31.3.

N-Bencil-2-fenoxiacetamiddb. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a
cabo con acido fenoxilacetict8 (200 mg, 1.315 mmol), bencilamira(140 mg, 1.315
mmol), HOBt (221 mg, 1.446 mmol), EDC (276 mg, 1.446 mmol) con hidrotalcita
comercial (250 mg), para obtener 272 mg de un sélido blanco (88%)MN (CDCL): &
7.36-7.25 (m, 8H), 7.04 (1 = 7.5 Hz, 1H), 6.90 (d) = 7.5 Hz, 2H,), 4.54 (d] = 5.7 Hz,

2H), 4.46 (s, 2H)'*C RMN (CDCE): 5 169, 160.7, 141.7, 129.8, 128.6, 127, 126.8, 121.1,
114.3, 67.1, 44.1.

4-Fenoxiacetilmorfolina 16Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo
con &cido fenoxilaceticd3 (200 mg, 1.315 mmol), morfolin@ (114 mg, 1.315 mmol),
HOBt (221 mg, 1.446 mmol), EDC (276 mg, 1.446 mmol) con hidrotalcita comercial (250
mg), para obtener 177 mg de un soélido blanco (72B6RMN (CDCk): & 7.32-7.27 (m,

2H), 7.02-6.93 (m, 3H), 4.69 (s, 2H), 3.64 (m, 8HHC RMN (CDC): & 166.6, 160.7,
129.8,121.1, 114.3, 66.3, 64.9, 45.6.

N-Ciclohexil-2-fenoxiacetamidd 7. Siguiendo el procedimiento general, la reaccién se
llevd a cabo con acido fenoxilacetit8 (200 mg, 1.315 mmol), ciclohexylamirdd (130

mg, 1.315 mmol), HOBt (221 mg, 1.446 mmol), EDC (276 mg, 1.446 mmol) con
hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 184 mg de un sélido blanco (6D&IN
(CDCly): § 7.34-7.29 (m, 2H), 7.02 (§,= 7.5 Hz, 1H,), 6.91 (d] = 7.8 Hz, 2H), 6.45 (1H,

br s), 4.46 (s, 2H), 3.92-3.82 (m, 1H), 1.95-1.10 (m, 10fQ.RMN (CDCE): 5 167.1,
157.2,129.7, 122, 114.7, 67.4, 47.8, 32.9, 25.4, 24.7.
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N-(4-ter-Butilfenil)-benzamida9. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo
a cabo con acido benzoid® (200 mg, 1.639 mmol), fer-butilanilina5 (244 mg, 1.639
mmol), HOBt (275 mg, 1.802 mmol), EDC (344 mg, 1.802 mmol) con hidrotalcita
comercial (250 mg), para obtener 207 mg de un sélido blanco (58%R)MN (CDCL): &

7.97 (1H, br s), 7.85 (2H, di,= 6.9, 1.5 Hz), 7.57 (2H, d,= 8.7 Hz), 7.53-7.50 (1H, m),
7.46 (2H, dJ = 7.5 Hz), 7.38 (2H, dt) = 8.7, 2.1 Hz) 1.33 (9H, s}°C RMN (CDCE): 5
165.9, 147.7,135.4, 135.2, 131.9, 128.9, 127.1, 126.0, 120.2, 34.5, 31.5.

N-Bencilbenzamid20. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo a cabo con
acido benzoicdl8 (200 mg, 1.639 mmol), bencilamia(175 mg, 1.639 mmol), HOBt
(275 mg, 1.802 mmol), EDC (344 mg, 1.802 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg),
para obtener 190 mg de un sélido blanco (53¢%)RMN (CDCk): § 7.78 (d,J = 7.0 Hz,

2H), 7.48 (tJ = 7.3 Hz, 1H), 7.40 (dd] = 7.6, 7.3 Hz, 2H), 7.37-7.28 (m, 5H), 6.61 (s a.,
1H), 4.61 (d,J = 5.8 Hz, 2H).*C RMN (CDC}): § 167.4, 138.2, 134.4, 131.5, 128.8,
128.6, 128, 127.6, 127, 44.

4-Benzoilmorfolina21. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo a cabo con
acido benzoicd 8 (200 mg, 1.639 mmol), morfolind (142 mg, 1.639 mmol), HOBt (275

mg, 1.802 mmol), EDC (344 mg, 1.802 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg), para
obtener 156 mg de un soélido blanco (50%).RMN (CDCk): & g), 7.42-7.37 (m, 5H),
3.85-3.44 (m, 8H)™*C RMN (CDCE): 5 170.3, 135.3, 129.7, 128.4, 127, 66.8, 46.4.

N-Ciclohexilbenzamid@2. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevo a cabo
con &cido benzoic&8 (200 mg, 1.639 mmol), ciclohexilamirid (162 mg, 1.639 mmol),
HOBt (275 mg, 1.802 mmol), EDC (344 mg, 1.802 mmol) con hidrotalcita comercial (250
mg), para obtener 173 mg de un sélido blanco (52%RMN (CDCk): § 7.72 (d,J = 7.5

Hz, 2H), 7.41 (tJ = 7.5 Hz, 1H), 7.33 (tJ = 7.5 Hz, 2H), 6.28 (s a., 1H), 3.92-3.88 (m,
1H,), 2.02-1.88 (m, 2H), 1.66-1.63 (m, 2H), 1.62-1.57 (m, 1H), 1.37-1.30 (m, 2H), 1.24-
1.17 (m, 3H)!*C RMN (CDCk): & 166.6, 134.9, 131, 128.3, 126.8, 48.6, 33.0, Z4 4.

Pirrolidin-2-ona 24. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo con
acido 4-aminobutanoic@3 (200 mg, 1.941 mmol), HOBt (326 mg, 2.135 mmol), EDC

(408 mg, 2.135 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 156 mg de un
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aceite (95%)H RMN (CDCL): & 6.50 (s a., 1H), 3.39 (8, = 7.0 Hz, 2H), 2.35-2.25 (m,
2H), 2.20-2.05 (m, 2H)'3C RMN (CDCE): § 179.3, 42.4, 30.1, 20.9.

Piperidin-2-ona26. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo con
acido 5-aminopentanoic®5 (200 mg, 1.709 mmol), HOBt (287 mg, 1.879 mmol), EDC
(259 mg, 1.879 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 160 mg de un
aceite (95%)'H RMN (CDCk): & 7.51 (1H, br s), 3.19-316 (m, 2H), 2.21(t= 6.4 Hz,

2H), 1.72-1.60 (m, 4H)3C RMN (CDCE): § 172.9, 42, 31.4, 22.1, 20.8.

Azepan-2-on&8. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo con acido
6-aminohexanoic@7 (200 mg, 1.526 mmol), HOBt (255 mg, 1.679 mmol), EDC (321 mg,
1.679 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 69 mg de un sélido blanco
(40%).'"H RMN (CDCk):  7.21 (s a., 1H), 3.21 (d,= 8.0 Hz, 2H), 2.45 (t) = 8.0 Hz,

2H), 1.80-1.51 (m, 6H)-*C RMN (CDC}): § 179.4, 42.5, 36.5, 30.4, 29.6, 23.1.

1-Azaciclotridecan-2-on&0. Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a
cabo con &cido 12-aminododecano® (200 mg, 0.930 mmol), HOBt (156 mg, 1.023
mmol), EDC (195 mg, 1.023 mmol) con hidrotalcita comercial (250 mg), para obtener 164
mg de un soélido blanco (90%H RMN (CDCh): & 7.23 (s, 1H), 3.21-3.12 (m, 2H), 2.14-
2.09 (m, 2H), 1.64-1.19 (m, 18H)*C RMN (CDCk): § 173.5, 38.9, 36.7, 28.1, 26.6, 26.2,
26.1, 25.6, 25.1, 24.8, 24.5, 23.8.

Sintesis de sansalvamida A

Acido (S)-2-hidroxi-4-metilpentanoi@®i

A una solucién de L-leucina (1g, 7.62 mmol) en 0.5 p&6, (30 mL) en agitacion y bafio

de hielo, se agregd por goteo una solucion de NgR@, 43.5 mmol) en agua (10 mL) en

un periodo de 3 h. Terminada la adicién se dej6 en agitacion a temperatura ambiente por 24
h. La solucidn se extrajo con éter etilico (2 x 50 mL). Las fases organicas se reunieron y se
lavaron con salmuera (2 x 50 mL), secadas sobre sulfato de sodio anhidro, filtradas y
concentradas al vacio. El producto se recristalizé de AcOEt-Hexano para obtener 754 mg
de 31 como un sélido blanco p.f. 78-80 °C (75%). RMN (300 MHz, CDCJ): & 7.6 (s a,

2H), 4.23 (ddJ = 7.8, 5.4 Hz, 1H), 1.89 (nod,= 6.6 Hz, 1H), 1.62 (ddd= 13.8, 6.6, 5.4
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Hz, 1H), 1.57 (ddd) = 13.8, 7.8, 6.6 Hz, 1H), 0.95 (d,= 6.6 Hz, 6H);"*C NMR (75
MHz, CDCL): & 178.5, 68.7, 43, 24.3, 23, 21.3.

O-LeuValOH 32

A una solucion del clorhidrato del éster metilico de L-valina (1.04 g, 6.24 mmol) en
CH.Cl, anhidro (40 mL) se agreg0 hidrotalcita comercial (850 mg) y se agité a 0 °C bajo
atmosfera de argon, se agregé una solucion del hidroxiati880 mg, 5.2 mmol), HOBt

(0.79 g, 5.2 mmol) y EDC (1.07 g, 5.2 mmol) enJ CH (30 mL). La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion por 18 h a temperatura ambiente, se filtr6 sobre celita y se evaporo el
disolvente al vacio. El residuo se disolvio en AcCOEt (50 mL), éste se lavl sucesivamente
con soluciones de: acido citrico al 10% (2 x 25 mL), 7% &% (2 x 25 mL) y salmuera

(2 x 25 mL). La fase organica se seco sobrgSRaanhidro, se filtré6 y se concentro al
vacio. Se obtuvo el hidroxiacido que se utilizO en la siguiente reaccidon sin mayor
purificacion. Al producto crudo en THF (25 mL) se agregd una solucién de LiOH (21.6
mL, 54 mmol) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente por 4 h. Se separd la fase
organica y se agrego hielo seco y se evaporo el THF al vacio. La fase acuosa se acidul6 con
solucion de éacido citrico y se extrajo con AcOEt (2 x 30 mL). Las fases organicas se
reunieron y se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtro y
se concentré al vacio para obtener 1.081 §deomo un soélido blanco (90 %H RMN

(300 MHz, CDC}): § 7.27 (d, = 9 Hz, 1H), 6.13 (s, 2H), 4.46 (dd=2, 4.8 Hz, 1H), 4.22

(ddJ =9.3, 3.9 Hz, 1H), 2.26 (m, 1H), 1.86 (m, 1H), 1.59 (ddd13.8, 9.3, 6.6 Hz, 1H),

1.54 (ddd J 13.8, 6.6, 3.9 Hz, 1H), 0.98 (d=J6.9 Hz, 6H) y 0.95 (d, 3 6.9 Hz, 6H);C

RMN (CDCk): 6 176.4, 174.7, 71, 56.8, 43.6, 30.5, 24.6, 23.44,219, 17.5.

O-LeuValLeuOH 33

Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo con el clorhidrato del éster
metilico de L-leucina (654 mg, 3.6 mmol), el hidroxiac& (708 mg, 3 mmol), HOBt

(459 mg, 3 mmol), EDC (465 mg, 3 mmol) e hidrotalcita comercial (885 mg). Se @8uvo
como un sélido blanco (939 mg, 91%). RMN (300 MHz, CDCJ, DMSO-dg): & 7.38 (d,

J=9 Hz, 1H), 7.27 (d) = 7.8 Hz, 1H), 4.47 (ddd,= 9.3, 7.8, 5.1 Hz, 1H), 4.34 (ddi= 9,

6 Hz, 1H), 4.09 (ddJ = 9.9, 3.3 Hz, 1H), 2.2 (m, 1H), 1.87 (m, 1H), 1.73-1.42 (m, 5H),
0.95 (d,J = 6.9 Hz, 3H), 0.94 (d] = 6.6 Hz, 3H), 0.94 (d] = 6.3 Hz, 6H), 0.93 (d] = 6.6
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Hz, 3H), 0.9 (d, J = 6.9 Hz, 3H)*C RMN (CDCE): § 176.9, 173.9, 170.7, 71.1, 56.9, 50.3,
43.4, 40.5, 30.6, 24.4, 24.0, 23.2, 22.6, 21.3, 21.2, 19.0, 17.5.

O-LeuValLeuPheOH 34
Siguiendo el procedimiento general, la reaccion se llevé a cabo con el clorhidrato del éster

metilico de L-fenilalanina (719 mg, 3.33 mmol), el hidroxiacd3a957 mg, 2.78 mmol),
HOBLt (425 mg, 2.78 mmol), EDC (430 mg, 2.78 mmol) e hidrotalcita comercial (885 mg).
Se obtuva34 como un sélido blanco (1.197 mg, 86%J.RMN (300 MHz, CDCY): § 7.42
(d,J=8.4 Hz, 1H), 7.31 (dJ = 9.9 Hz, 1H), 7.29-7.16 (m, 5H), 7.02 @®= 7.5 Hz, 1H),

5.67 (s a, 2H), 4.71 (ddd,= 7.5, 6.6, 5.4 Hz, 1H), 4.41 (td= 8.4, 5.4 Hz, 1H), 4.32 (dd,
J=19.3, 6 Hz, 1H), 4.09 (dd,= 9.6, 3.3 Hz, 1H), 3.19 (dd,= 14.1, 5.7 Hz, 1H), 3.0 (dd,

= 14.1, 6.6 Hz, 1H), 2.2 (m, 1H), 1.6-1.5 (m, 5H), 1.8 (m, 1H), 0.92 &6.6 Hz, 3H),

0.91 (d,J = 6.6 Hz, 6H), 0.9 (dJ = 6.3 Hz, 6H), 0.86 (dJ = 6.6 Hz, 3H);"*C RMN
(CDCly): 6 175.2, 172.6, 171.4, 171.1, 136.3, 129.1, 128,4.2@.4, 57.3, 53, 51.6, 43.3,
40.2, 37.1, 30.3, 24.3, 24.2, 23.2, 22.6, 21.4,21.1, 19, 17.2.

O-LeuValLeuPhelLeuOHS5.

Siguiendo el procedimiento general, la reacciories® la cabo con el clorhidrato del éster
metilico de L-leucina (521 mg, 2.39 mmol), el hidroxiacsdio(1.17 g, 2.39 mmol), HOBt
(365 mg, 2.39 mmol), EDC (370 mg, 2.39 mmol) e hidrotalcita comercial (885 mg). Se
obtuvo35 como un sélido blanco (1.312 g 90%). RMN (CD;OD): & 8.12 (d,J = 8.4 Hz,

1H), 8.00 (dJ = 7.8. Hz, 1H), 7.9 (dJ = 8.1 Hz, 1H), 7.5 (dJ = 9 Hz, 1H), 7.23-7.14 (m,

5H), 4.54 (tdJ = 8.4, 4.8 Hz, 1H), 4.26 (ddd,= 7.8, 6.9, 6.6 Hz, 1H), 4.26 (dddl= 7.8,

6.9, 6.6 Hz, 1H) 4.17 (dd = 9, 2.7 Hz, 1H), 3.85 (td] = 9, 4.2 Hz, 1H), 3.02 (dd} =

14.1, 4.8 Hz, 1H), 2.79 (dd,= 14.1, 8.7 Hz, 1H), 1.89 (m, 1H), 1.73 (m, 1H), 1.59 (m,
3H), 1.52-1.32 (m, 5H), 0.84 (d,= 6.6 Hz, 6H), 0.83 (d] = 6.6 Hz, 6H), 0.82 (d] = 6.6

Hz, 3H), 0.78 (d,J = 6.6 Hz, 3H), 0.75 (dJ = 6.6 Hz, 3H), 0.70 (dJ = 6.6 Hz, 3H);**C

RMN (CDsOD): 6 174.4, 174.2, 171.5, 170.5, 137.6, 129.2, 128,21%0.7, 56.4, 53.2,
51.15, 50.7, 43.7, 40.9, 40.6, 37.2, 31.3, 24.2, 24.1, 24, 23.4, 22.9, 21.7, 21.5, 19.2, 17.7.
EMAR (FAB*, M+H) calculado para £Hs30;N4 605.3914, encontrado 605.3906.

64



Macrolactonizacion del hidroxiacid®s. Sansalvamida A 36

Una mezcla de HOBt (29 mg, 0.19 mmol), EDC (39 md@90mmol) con hidrotalcita
comercial (125 mg) en cloroformo libre de etanol (50 mL), se llevo a reflujo. A esta
mezcla, se inyectd con una bomba de infusion en un periodo de 18 h una solucién del
hidroxiacido35 (100 mg, 0.16 mmol) en 10 mL de THF. La mezcla de reaccion se filtrd
sobre celita y se evaporo el disolvente. El residuo se disolvio en AcOEt (50 mL), se lavo
con soluciones de: &cido citrico al 10% (2 x 30 mLC®&; al 7% (2 x 30 mL) y salmuera

(2 x 30 mL), se sec0 sobre J$8, anhidro, se filtré y se concentro al vacio. El producto se
purificd por cromatografia relampago en columna sobre silica gel (25 x 2.5 cm). Se eluy6
con mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente. En la fraccion eluida con 70% de
AcOEt en hexano se obtuvo el ciclodepsipép8ficansalvamida A como un sélido blanco

(60 mg, 65 %, Pf. 143-145 °CH RMN (CD;OD): § 7.28-7.23 (m, 5H), 5.6 (dd,= 9, 4.8

Hz, 1H), 4.71 (ddJ = 9.6, 5.7 Hz, 1H), 4.55 (dd,= 10.8, 4.8 Hz, 1H), 4.09 (d,= 8.4 Hz,

1H), 3.72 (ddJ =9, 5.1 Hz, 1H), 3.24 (dd,= 13.8, 4.8 Hz, 1H), 3.08 (dd,= 13.8, 10.8

Hz, 1H), 2.07 (oct) = 6.6 Hz, 1H), 1.86-1.64 (m, 2H), 1.76-1.88 (m, 2H), 1.72 (m, 1H),
1.62 (m, 1H), 1.612 (m, 1H), 1.41 (m, 1H), 1.38 (m, 1H), 0.99 &6.6 Hz, 6H), 0.96 (d,
J=6.6 Hz, 6H), 0.92 (d, 3 6.6 Hz, 3H), 0.86 (d, 3 6.6 Hz, 3H), 0.85 (d, 3 6.6 Hz, 3H),

0.81 (d,J = 6.6 Hz, 3H);**C RMN (CD;0OD): 5 174.09, 174.01, 173.6, 172.8, 171.4, 138.7,
130.2, 129.7, 128, 76.3, 60.6, 58.1, 56.4, 52.5, 41.7, 41.3, 39.6, 38, 32.1, 26.2, 26.1, 25.9,
23.5, 23.3, 23.1, 22.4, 22.1, 19.9, 18.7; EM ESI (M+H) 587.4; EMAR (FAB+H)
calculado para £Hs:0sN4 587.3809, encontrado 587.3812.
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CAPITULO IV

ADICION FACIL Y EFICIENTE DE ALQUINOS TERMINALES A
ESTERES DE HIDROXIBENZOTRIAZOL: SINTESIS DE D-
ERITRO-ESFINGOSINA USANDO INONAS COMO

INTERMEDIARIO CLAVE



ANTECEDENTES.

La sintesis de compuestos carbanf-acetilénicos o inonas, ha atraido considerable
interés porque se han probado como intermediarios clave en la sintesis de productos
naturales, plataformas acetilénicdsalquinonas ferrocenil conjugadhsnonasa-
bromof-cianotetrasustituidas,-enaminonas, alcoholes propargilicos quiral®s3-
hidroxiinonas’ azuleno§ compuestos biciclos [3.3.1], ciclobutendionad’
paraciclofanos y una amplia variedad de sistemas heterociclicos tales como: 4,4-
difluorofuran-3-onas? 2,5-dihidropirroles? 2,3-dihidropiranona¥’ 1,4-oxazepinas y
1,3-oxazinas® pirrolin-4-ona®® quinolinast’ isoxazolino[4,5¢]quinolinas® 'y
triazoles™ Ademas, en una forma elegante, los compuestos carb@récetilénicos
forman parte de procesos multipasos en un solo recipiente para la sintesis de ffirazoles,
3-carbonilquinoling?! benzodiazepinas 2,4-disustituifastiazoles™ 4-iodopirroled* y

dihidropiranonas sustituidas enantioméricamente enriquetidas.

A partir de la notable utilidad de las inonas, muchos quimicos organicos se han
enfocado en el desarrollo de métodos para sintetizarlas, con la meta de explorar nuevas

estrategias de sintesis, las cuales incluyen (Esquema 1):

* La reaccién de acoplamiento de cloruros de acilo con alquinos terminales

catalizada por paladfS.

« La acilacién de agentes alquinilorganometalicos basada en?pletdye®®
talio,?® antimonio® litio,®** zinc? indio® silicio,®* aluminio® y estafic®
* Las reacciones de acoplamiento cruzado de alquinilboronatos con cloruros de

acido mediados por Cué.

* La reaccion de cloruros de &cido con alquiniltrisopropoxiboratos de litio

catalizada por paladi.
« La adicién del agente alquinillitio a amidas de morfdfiyaamidas Weinre

* La adicion de alquinos terminales a nitrilos catalizada por paladio y metales

lantanidos'
« La carbonilacién catalizada por paladio de alquinos termiffales.

 La oxidacion de alcoholes propargilié6s.
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« La oxidacién de alquinos usando cantidades estequiométncaatalitica® de
complejos de cromo (VI), hidroperéxido der-butilo/diéxido de selenié®
CuCl/hidroperéxido de ter-butifd o N-hidroperoxiftalamid® en presencia de
metales de transicion [Cr(VI), Cu(ll), Fe(ll) y Fe(lV)] y caprolactamida
dirodio(Il) en agu&®

« La adicion nucleofilica oxidativa de un aldehido a un acetiluro de vahadio
acetiluro de indic?

« La fragmentacion del anillo de ciclodiazocarbonfios.

« El rompimiento oxidativo de 1,3-eninos usamiCPBA>
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Esquema 1. Sintesis de inonas

A pesar de haberse logrado avances considerables, la sintesis de inonas en altos
rendimientos con grupos funcionales tolerantes es aun un desafio importante. Una

propuesta alternativa es la transformacion de acidos carboxilicos a un intermediario

estable y altamente reactivo que pueda ser formado bajo condiciones suaves. En este
contexto, se consider6 la posibilidad de usar 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida (EDC) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), un sistema acoplante clasico en la
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quimica de péptido¥, para proveer los ésteres de hidroxibenzotrifzoll (Esquema

2), que pueden ser una alternativa atractiva para reemplazar a los cloruros de acido en la
sintesis de inonas. Se sabe que las carbodiimidas deshidratan al acido carboxilico
promoviendo la adicién nucleofilica de un grupo alcoxi, el cual resulta en ef @ster
lacton&® correspondiente. Mientras que el HOBt ha venido a solucionar los problemas
de reacciones laterales en la formacién de enlaces peptidicos, tales como la formacion
de laN-acilurea y la racemisacion. Numerosos derivados de HOBt han sido sintetizados
para ser usados también en reacciones en solucién o en fasé’sSiidambargo, en

todos los casos, las espediegll fueron propuestas como intermediarios de reaccién
(Esquema 23° En estudios previos, los ésteres de hidroxibenzotriagdl han sido
intermediarios importantes en la sintesis de macrolactonts;butiléstere? y
alcoholes a partir de acidos carboxili€bési, en este estudio se describe una facil y
eficiente sintesis de inonas basada en la alta reactividad de los ésteres de
hidroxibenzotriazol | y Il, los cuales son formadositu a temperatura ambiente. Los
acetiluros de litio permiten la alquilacién de una variedad de &cidos carboxilicos en
rendimientos que van del 40 a 92%. Finalmente, se utilizo la reaccién como paso clave

en la sintesis total de 8itro-esfingosina.
Resultados y discusién

La formacion de los ésteres de hidroxibenzotridzglll es un proceso réapido, que
puede ser desarrollado a temperatura ambiente en diferentes disolventes, tales como:
CHCIs, CH.Cl, 0 THF, sin la necesidad de usar condiciones anhidras. Asi, inicialmente

el estudio comenz6 con la formacién de los ésteres de hidroxibenzotriazol del acido
fenilacéticolaa partir de un sistema EDC/HOBt en £, Una vez que los ésteres de
hidroxibenzotriazol se han formado, lo cual puede ser observado en ccf por la
desaparicion del &cido fenilacético, el disolvente es eliminado y si se desea eliminar los
residuos de agua, los intermediarios pueden ser co-destilados con tolueno o secados al
vacio. La mezcla de reaccion que contiene los ésteres de hidroxibenzoétyidrpke
disuelve en THF anhidro y se adiciona el pentilacetiluro de Btoen THF,
proporcionando la inona espera@a en 92 % (Tabla 1). Se obtienen resultados
similares cuando la formacion de los ésteres de hidroxibenzotriazol se lleva a cabo con
otro sistema importante en la quimica de péptidos para la activacibn de acidos
carboxilicos: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)fosfonio

(BOP) y trietilamina (TEA), el cual evita el uso de carbodiimidas y como consecuencia

72



la formacion de ureas (Tabla 2). Desafortunadamente, los intentos para generar
acetiluros usando otras bases como hidrotalcita o fosfaceno (EtP2), no dieron lugar a la
formacién del producto desea8a (Tabla 1). De la misma forma, cuando la reaccién se
llevé a cabo bajo las condiciones de SonogashifdGHY no se formé la inon&a adn

después de un tiempo de reaccion largo. En este caso se obtuvo una mezcla de reaccion

compleja. (Tabla 1).

Tabla 1. Optimizacidn de las condiciones de reaccion para la sintesis de @anona

N
N
Sistema de
O\)ci\ actlvauon Pentllo O
lO min Za 2c
OH
(I S
Inona 3a
. Rendimiento
Entrada R S|st.ema_tlde Condiciones de reaccion
activacion d
(%)
1 2aLi® EDC/HOB?P THF, -70°C, 15 min. y después t.a. 15 min. 92
2 2cH EDC/HOBP P,-Et, THF, -70°C 15 min. y después t.a. 15 min. -
3 2cH EDC/HOB? P,-Et, THF, t.a. 18h. -
4 2cH EDC/HOB? Hidrotalcita, THF, reflujo, 18 h. -
5 2ali® TEA/BOFP THF, -70°C 15 min. Y después t.a. 15 min. 92
6 2cH EDC/HOBP [PACL(PPh),, Cul, TEA, THF o 1,4-dioxano, t.a. a )
reflujo, 1 ha 18 h.
7 2cH TEA/BOP [PACL(PPh),, Cul, TEA, THF o 1,4-dioxano, t.a. a )
reflujo, 1 ha 18 h.

& Reactivos y condiciones para preparar los acetiluros de litio: Alquino (1 mmol),n-BuLi (1.5 mmol), THF, -70 °C, 15 min.

P Reactivos y condiciones: Acido carboxilico (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 mmol), £CH, t.a., 10 min. La fase organica
fue concentrada al vacié y después co-destilada con tolueno seco (3 x 5 mL).

© Reactivos y condiciones: Acido carboxilico (1 mmol), BOP (1.1 mmol), TEA (1.1 mmol), THF, t.a., 20 min. La fase organica fue
concentrada al vacié y después co-destilada con tolueno seco (3 x 5 mL).

4Rendimiento de producto aislado después de purificacion cromatogréfica

Con las condiciones ya optimizadas, se investigd el alcance de las reacciones con
diferentes &cidos carboxilicos. Acidos carboxilicos aromaticos y alifaticos fueron

suavemente sometidos a la transformacion generando los productos d&feakios
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con rendimientos que van de moderados a excelentes (40-92%, Tabla 2). Por otra parte,
las reacciones con los acidos carboxilicos aromafibesd procedieron bien para dar

las inonasdb-3dy 3g-3i (Tabla 2). Los &cidos carboxilicos alifatictesy 1f condujeron
a rendimientos moderados.
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Tabla 2. El alcance de la reaccion para la sintesis de inonas a partir de ésteres de
hidroxibenzotriazol y acetiluros de litio.

Entrada | Acido carboxilico Alqu.lnoa Producto S|st_eme_1’de Rendimiento %°
terminal activacion
o o
1 Q)‘\OH Li—=— Pent [ EDC/HOBP 75
Pent
1b 3b
o o
o 1 o ac Pent
o) (o]
3 OH Li—=—Pent X pont EDC/HOB? 70
~ 1d ~ 3d en
fo) (]
4 A~HAou Li—=—Pent /\)’\ EDC/HOBF 60
X
le 3e Pent
o o
5 )\/U\OH Li—=— Pent )\)\ EDC/HOB? 65
1f 3f Pent
o Li v
X \
6 oH O N EDC/HOBP 78
o : @ )
O Li ?
X
7 /Q)\OH ‘ X EDC/HOBY 75
al lc ¢ c o O
o Li N
X
8 OH O X EDC/HOB? 7
~ 1d 4 e si O
o Li « v
A
9 ~HXou M EDC/HOB? 65
le 4
o) Li ©
Aon S N ¢
10 ~on ) N EDC/HOB 68
1

# Reactivos y condiciones para preparar los acetiluros de litio: Alquino (1 mmol),n-BuLi (1.5 mmol), THF, -70 °C, 15 min.
P Reactivos y condiciones: Acido carboxilico (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBt (1.1 mmol), £CH, t.a., 10 min. La fase organica

fue concentrada al vacié y después co-destilada con tolueno seco (3 x 5 mL).

°Rendimiento de producto aislado después de purificaciéon cromatogréfica
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El alcance de esta reaccién con diferentes sistemas de activaciéon fue investigado usando
TEA/BOP, obteniendo resultados similares a los conseguidos con EDC/HOBt. Es
meritorio de notar que en ambos sistemas, el tiempo de activacién varia de acidos
carboxilicos aromaticos a &cidos carboxilicos alifaticos. Para los alifaticos son
suficientes tiempos cortos (10 a 30 min); mientras que los aromaticos necesitan una
hora o mas. Sin embargo, la reaccidn de activacion es facil de monitorear por ccf, lo que

permite determinar cuando la activacion se ha completado.

Finalmente, para determinar si la metodologia es util para la sintesis de moléculas
complejas y biol6égicamente relevantes, se examind la aplicabilidad de la reaccion a la
sintesis de [¥ritro-esfingosinad a partir del derivado del &cido L-seriBgEsquema

2).

Los esfingolipidos, nombrados asi por Johann Ludwig Wilhelm Thudféherm1884,

debido a lo enigmatico de su funcion biolégica en la quimica cerebral, “enigméatica
como la esfinge griega”, han sido identificadas en las Ultimas décadas como una familia
de moléculas de sefializacién, siendo representativa la esfingdshalos
esfingolipidos junto con glicerofosfolipidos y el colesterol, son bloques de construccion
gue juegan papeles esenciales como componentes estructurales de células membranales,
y participan en procesos fisiolégicos de alto nivel incluyendo la inflamacion y la
vasculogénesi¥. Estudios recientes demuestran la participacién de esfingolipidos en
muchas de las enfermedades humanas mas comunes, incluyendo infecciones por

microorganismos, diabetes, una serie de canceres, Alzheimer y much&s otras.

La estructura basica de un esfingolipido consiste de esfingosina ligada a un &cido graso
via un enlace amida, entre el grupo 2-amino y un grupo de cabeza polar en la posicién

C-1 via un enlace éster. Existen cuatro estereoisémeros de la esfingosina con un amplio
intervalo de actividades biolégicas. El isomer@ridro es el metabolito mas comun y

ha sido meticulosamente estudiado. Ya que la esfingosina y sus derivados estan

disponibles en cantidad limitada de fuentes naturales, existe un continuo interés en el

desarrollo de métodos eficientes para su sintesis. Hay muchos métodos descritos en la

literatur&® para sintetizar esfingosina y pueden ser clasificados en cuatro categorias:

* En la primera, los carbohidratos son usados como la fuente de quiralidad.

* La epoxidacién asimétrica para generar selectivamente los centros asimétricos
de interés.
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» Latercera depende de una reaccién alddlica con un auxiliar quiral.
* El uso del aminoacido serina como fuente de quiralidad.

Sin embargo, la mayoria de los métodos requiere reacciones de mdultiples pasos que
resultan en rendimientos totales bajos. En este caso, nuestra opcion de material inicial
fue establecida por el tipo de reaccidén que estaba planeada usarse para desarrollar una
sintesis eficiente y rentable. Asi, la sintesis comenzd con la adicién del acetiluro de litio

6 a los ésteres de hidroxibenzotriadoly Il para obtener la inon@ en buenos
rendimientos (60%).

La reduccion de la inon& con NaBH en presencia de Ceflgener6 dos
diastereoisémeros con una relaciéon de diastereoselectividad 80:20. El diastereocisomero
(4S1R) deseado fue obtenido como el isdbmero mayorit&r{65% rendimiento). La
reduccion del alquino bajo condiciones de reduccién de Benkeser y la eliminacion de
los grupos protectores (85% rendimiento) permitieron obtenenitid-esfingosinad

(Esquema 2). La sintesis fue llevada a cabo con un rendimiento global de 33 %.

N
N
N —o
\n/\ N><
Boc | o Boc
WL N EDC/HOBt oc Li —=—C13Ha7 WL N CiHzr
z CHCl5, ta, 10 min 6 H

o Zmmm e F L 2
H THF, 0 °C, 15 min,,
o T,I,:E/_\tlfgg min OY\ '|\‘>< despuégotoj; 15 min. o]
5 N Boc Inona 7

N
N® I
5 NaBH 4, CeCl,
© MeOH, -20 °C,

3h. 65%

. Boc
NH, a) Li, EtNH, WZN/ CiaH
-78°C, 1h < 18t

HO, A C13H27 - O -= //
\/Y\/ b) LN HCI, THF ds = 80:20
9 reflujo, 85% .

OH OH

D-eritro-esfingosina 8
Esquema 2. Sintesis dedbiro-esfingosina

La sintesis total a partir del 4cido derivado de la L-séyifuge realizada en solo cuatro

pasos:

1. Preparacion de la inona.
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2. Reduccion diasteroselectiva del compuesto carbonilico.
3. Reduccion del alquino.
4. Eliminacién del grupo protector.

La D-eritro-esfingosine® se obtuvo con las siguientes propiedades fisicas: pf 72—74 °C
(1it%® pf 72—75 °C), f]p - 1.6 € 0.9 en CHG)) (Iit*®[a]p - 1.6) € 1 en CHCY). Los
datos espectroscépicos de los espectros de B C fueron consistentes con los

datos descritos para el producto sintétffo.

Conclusiones

Se ha desarrollado un nuevo protocolo para la sintesis de inonas en rendimientos que
van de 40 a 92% a partir de ésteres de hidroxibenzotriazol y acetiluros de litio. Esta

propuesta permite la sintesis eficiente deriiro-esfingosina en cuatro pasos a partir

del derivado de L-serina con rendimiento global de 33%. Se considera que el protocolo

da a conocer un uso atractivo de los ésteres de hidroxibenzotriazol como precursor de
sintones de acilo, que van mas alld de su simple uso como intermediarios de

acoplamientos peptidicos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Procedimiento general para la preparacion de ésteres de hidroxibenzotriazol:

Una solucion del &cido carboxilico (1 mmol), EDC (1.1 mmol) y HOBt (1.1 mmol) en
CH.Cl, (20 mL) se agit6 a temperatura ambiente hasta desaparicion de la materia prima.
El curso de la reaccion se siguio por ccf, el disolvente fue eliminado a presion reducida
y el residuo fue co-destilado tres veces con tolueno anhidro para obtener los ésteres de
hidroxibenzotriazol y Il . Estos compuestos fueron disueltos en THF anhidro (5 mL) y

se mantuvieron bajo atmodsfera de argén antes de ser usados en la siguiente reaccion.
Procedimiento general para la sintesis de inonas:

En un matraz de fondo redondo de 50 mL y seco, equipado con una barra de agitacion,
se agrego6 una solucion del acetileno (3 mmol) en THF anhidro (10 mL) en atmosfera de
argon. La solucién se enfrié a -78 °C antes de agregar, via jeringa a través de un septum
n-BuLi (3.1 mmol, 1.6 M en hexanos). La reaccion se mantuvo en agitacion por 15 min

a -78 °C. La solucién de los ésteres de hidroxibenzotriazol en THF anhidro se agregé
lentamente a través del septum usando una jeringa. La mezcla de reaccion se agitd
durante 15 min a -78 °C. Se retir6 el bafio de enfriamiento y se permitié que la solucion
alcanzara la temperatura ambiente. La reaccion se extinguié adicionando una solucién
acuosa saturada de cloruro de amonio. La mezcla de reaccién se extrajo con AcOEt (3x
15 mL). Las fases orgénicas reunidas se lavaron sucesivamente con soluciones de: acido
citrico al 10% (2 x 20 mL), ¥CO; al 10% (2 x 20 mL) y salmuera (3 x 20 mL), se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, filtraron y concentraron a presion reducida.
El material resultante fue purificado por cromatografia relampago en silica gel, usando

mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente.

Siguiendo los procedimientos generales descritos para la obtencion de los ésteres de
hidroxibenzotriazol e inonas, a continuacién se presentan los rendimientos de la

reaccion y caracterizacion de los productos.

1-Fenilnon-3-in-2-ona (3a)

La reaccion se realizé con 4cido fenilacétleoy heptin-Li2a. Se obtuvd3a como un
sélido blanco (196 mg, 92%)H RMN (300 MHz, CDCJ): & 7.25-7.36 (m, 5H), 3.82
(s, 2H), 2.31 (0 = 7.1 Hz, 2H,), 1.51 (m, 2H), 1.30 (m, 4H), 0.90J(t 7.1 Hz, 3H);
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%C RMN (75 MHz, CDCJ): 5 185.5, 133.4, 129.9, 128.7, 127.4, 96.7, 80.8, 52.3, 31,
27.4,22.2,19.1, 14.

1-Feniloct-2-in-1-ona (3b)

La reaccion se realizé con acido benzdléoy heptin-Li2a. Se obtuva3b como un
aceite (150 mg, 75%JH RMN (300 MHz, CDCJ): 6 8.13 (d,J = 8.2 Hz, 2H), 7.59 (m,
1H,), 7.4 (m, 2H), 2.49 (] = 7.1 Hz, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.34-1.48 (m, 4H), 0.93 &,
7.2 Hz, 3H)."*C RMN (75 MHz, CDC)): 5 178.2, 136.9, 133.8, 129.5, 128.4, 96.8,
79.6, 31, 27.4, 22, 19.1, 13.8.

1-(4-Clorofenil)oct-2-in-1-ona (3c)

La reaccion se realizé con acido 4-clorobenzdicg heptin-Li2a. Se obtuvdc como

un aceite (140 mg, 60%JH RMN (300 MHz, CDCJ) 5 8.08 y 7.45 (AA'BB’, 4H),
2.50 (t,J = 7.1 Hz, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.34-1.47 (m, 4H), 0.93& 7.2 Hz, 3H)°C

RMN (75 MHz, CDC}): 6 177, 140.5, 135.5, 131.0, 128.9, 97.6, 79.5, 31.2, 27.6, 22.2,
19.3, 14.

1-(4-Metoxifenil)oct-2-in-1-ona (3d)

La reaccién se realizd con &cido 4-metoxibenzdidoy heptin-Li 2a. Se obtuva3d
como un aceite (161 mg, 709%H RMN (300 MHz, CDCJ): § 8.10 y 6.94 (AA'BB’,
4H), 3.88 (s, 3H), 2.48 (8 = 7.1 Hz, 2H), 1.67 (m, 2H), 1.34-1.47 (m, 4H), 0.93 &,
7.2 Hz, 3H).2*C RMN (75 MHz, CDCJ): § 177, 164.4, 132, 130.4, 113.8, 95.1, 79.7,
55.6, 31.2, 27.6, 22.2, 19.2, 14.

Undec-5-in-4-ona (3e)

La reaccion se realiz6 con 4cido butiriamy heptin-Li2a. Se obtuv@e como un aceite
(99 mg, 60%)*H RMN (300 MHz, CDCY): § 2.49 (t,J = 7.3 Hz, 2H,), 2.34 (1 = 7.1
Hz, 2H), 1.67 (m, 2H), 1.56 (m, 2H), 1.31-1.41 (m, 4H), 0.93 (m, 1@).RMN (75
MHz, CDCk): 6 188.5, 94.3, 81.0, 47.5, 31.1, 27.5, 22.2, 19.0, 17.7, 13.9, 13.6.

2-Metilundec-5-in-4-ona (3f)

La reaccion se realiz6 con acido 3-metilbutandity heptin-Li2a. Se obtuvdBf como
un aceite (117 mg, 65%J4 RMN (300 MHz, CDCJ): § 2.40 (d,J = 7.0 Hz, 2H), 2.34
(t, J=7.1 Hz, 2H), 2.23 (m, 1H), 1.57 (m, 2H), 1.29-1.41 (m, 4H), 0.93 £d6.6 Hz,
6H), 0.89 (t,J = 7.0 Hz, 3H).2*C RMN (75 MHz, CDCJ): § 188.4, 94.3, 81.2, 54.6,
31.1, 27.5, 25.3, 22.5, 22.2, 19.0, 14.
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1,3-Difenilprop-2-in-1-ona (39)

La reaccion se realiz6é con &cido benzdiboy feniletinil-Li 4a. Se obtuvdg como un
aceite (160 mg, 78%3JH RMN (300 MHz, CDCJ): 5 8.19 (ddJ = 8.0 Hz, 1.6 Hz, 2H),
7.63 (d,J = 8.0 Hz, 2H), 7.57 (t) = 8.0 Hz, 1H), 7.48-7.34 (m, 5HYC RMN (75
MHz, CDCk): 6 178.2, 137, 134.4, 133.3, 131.1, 129.8, 129, 128.9, 120.2, 93.4, 87.2.

1-(4-Clorofenil)-3-fenilprop-2-in-1-ona (3h)

La reaccion se realizdé con &cido 4-clorobenzdicy feniletinil-Li 4a. Se obtuva3h
como un aceite (180 mg, 75%H RMN (300 MHz, CDCJ): & 8.16 y 7.70 (AA'BB’,
4H), 7.51-7.40 (m, 5H)**C RMN (75 MHz, CDCJ): § 176.4, 140.6, 135.3, 132.9,
130.8, 130.7, 128.8, 128.6, 119.8, 93.5, 86.5.

1-(4-Metoxifenil)-3-fenilprop-2-in-1-ona (3i)

La reaccion se realizd con acido 4-metoxibenzdidoy feniletinil 4a. Se obtuva3i

como un aceite (182 mg, 779%H RMN (300 MHz, CDGJ): 6 8.09 y 6.87 (AA'BB’,

4H), 7.56 (d,J = 7.6 Hz, 2H), 7.32-7.28 (m, 3H), 3.76 (s, 3fC RMN (75 MHz,
CDCl): 6 176.6, 164.5, 132.9, 131.9, 130.6, 130.2, 128.6, 120.2, 113.8, 92.3, 86.9,
55.5.

1-Fenilhex-1-in-3-ona (3))

La reaccion se realiz6 con acido butirbey feniletinil-Li 4a. Se obtuvad3j como un
aceite (112 mg, 65%JH RMN (300 MHz, CDCY): 6 7.57 (m, 2H), 7.47-7.37 (m, 3H),
2.65 (t,J = 7.6 Hz, 2H), 1.79 (sext, 2H), 1.01 Jt= 7.6 Hz, 3H)*C RMN (75 MHz,
CDCl3): 5 188.1, 133, 130.6, 128.6, 120.1, 90.5, 87.8, 47.4, 17.7, 13.6.

5-Metil-1-fenilhex-1-in-3-ona (3k)

La reaccion se realizé con &cido 3-metilbutandity feniletinil-Li 4a. Se obtuva3k
como un aceite (126 mg, 68%H RMN (300 MHz, CDCJ): § 7.57 (m 2H), 7.36-7.44
(m, 3H), 2.55 (dJ = 7.1 Hz, 2H), 2.33 (m, 1H), 1.02 @ 3= 6.7 Hz, 6H)*C RMN (75
MHz, CDCE): 5 188, 133.1, 130.8, 128.7, 120.1, 90.5, 88.2, 54.6, 25.4, 22.6.

Sintesis de Deritro-esfingosina

Inona 7

Siguiendo los procedimientos generales para la formaciéon de inonas, la reaccién se
llevé a cabo iniciando con el acido carboxilEe¢735 mg, 3 mmol), EDC (630 mg, 3.1
mmol), HOBt (504 mg, 1.1 mmol), 1-pentadecino (1.872 g, 9 mmudbuytil-litio (576
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mg, 9 mmol), para obtener 783 mg de la inérmamo un aceite (rendimiento 60%). Ccf
(Hexano-AcOEt 85:15R: 0.50. p]p -51.9 € 2.0 en CHGJ). 'H RMN (300 MHz,
CDCly): & 4.34 (dd,J = 7.4, 3.8 Hz, 1H) 4.14 (dd,= 9.4, 7.4 Hz, 1H), 4.05 (dd,=

9.4, 3.8 Hz, 1H), 2.37 (1 = 6.9 Hz, 2H), 1.69 (s, 3H), 1.53 (s, 3H), 1.49 (m, 4H), 1.45

(s, 9H), 1.24 (m, 18H), 0.87 @,= 7.2 Hz, 3H)X*C RMN (75 MHz, CDCJ): § 186.2,

153.8, 127.9, 98.1, 95.3, 80.6, 66.5, 65.7, 65.3, 51.6, 31.8, 29.5, 29.4, 29.3, 28.9, 28.8,
28.3, 28.1, 27.5, 26.1, 25.1, 25, 24.2, 22.6, 19, 14. Calculado p#talO,: C, 71.68;

H, 10.41; N, 3.22. Encontrado: C, 71.66; H, 10.40; N, 3.21.

Alcohol 8

La inona7 (750 mg, 1.724 mmol) se disolvié en 30 mL de metanol y se enfrié a -20 °C.
A esta solucion se agregaron: CeCH,O (213 mg, 0.574 mmol), seguido de NaBH

(65 mg, 1.724 mmol). El avance de la reaccion fue monitoreada por ccf. Después de 3 h
a -20 °C, la reaccion fue extinguida cogCH20 mL), extraida con AcOEt (3 x 20 mL),
lavada con salmuera (3 x 20 mL), secada sobre sulfato de magnesio anhidro, filtrada y
concentrada a presion reducida para obtener el al8M30 mg, 65% rendimiento)
como un aceite amarillo, el cual es una mezcla de dos diastereoisomeros (redacion:

80:20). El residuo se purificé por cromatografia relampago en gel de silice usando
hexaneAcOEt (90:10) como eluyente. El diastereoisomer&1fd deseado fue

obtenido como el isémero mayoritario. Ccf (hexano-AcOEt 80R20).45.'"H RMN

(300 MHz, CDC},: 6 4.7 (s a, 1H), 4.51 (m, 1H), 4.12-4.01 (m, 2H), 3.89 (m, 1H), 2.18
(td,J = 7.2, 1.7 Hz, 2H), 1.64-1.42 (m, 15H), 1.33 (m, 2H), 1.24 (m, 20H) 0.85=(t,

7.2 Hz, 3H).**C RMN (75 MHz, CDCJ): 5 153.8, 94.8, 86.9, 81.0, 77.6, 65.0, 63.9,
62.7, 31.8, 29.72, 29.69, 29.68, 29.67, 29.4, 29.3, 29.0, 28.8, 28.4, 28.3, 25.7, 25.3,
22.6, 18.7, 14. calculado paragB4;NO4: C, 71.35; H, 10.82; N, 3.20. encontrado: C,
71.34; H, 10.81; N, 3.21.

D-eritro-Esfingosina 9

El alcohol8 (437 mg, 1 mmol) se disolvio en THF seco (5 mL) y se agregd lentamente
via canula a una mezcla de etilamina (15 mL) y litio metélico (35 mg, 5 mmol) a -78
°C. La solucion azul resultante se agité durante 18 h a -78 °C y después de este tiempo
se dejo que alcanzara la temperatura ambiente. Entonces se agregé cloruro de amonio

sélido (700 mg) y la mezcla de reaccion se concentré a presion reducida. El residuo
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sélido resultante se suspendié con una mezcla de THF(H1, 30 mL) y se extrajo

con AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica fue lavada con salmuera (3 x 20 mL), secada
sobre sulfato de magnesio anhidro, filtrada y concentrada a presion reducida. El residuo
resultante se disolvio en THF (15 mL) y solucion de HCI 1N (15 mL). La solucion
resultante se calenté a 70 °C por 18 hr, se dejo llegar a temperatura ambiente y se
agregd solucion de NaOH 1N hasta pH 10. La mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 10
mL), las fases organicas se reunieron y se lavaron con salmuera (3 x 20 mL), se secaron

sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se concentrd a presiéon reducida. El

residuo se purificé por cromatografia relampago en gel de silice usando-o@Ebd

(85:15) como eluyente para obte@ezomo un soélido blanco con pf 72-74 °C (254 mg,
85% rendimiento, dos pasos). Ccf (hexano-AcOEt-MeOH 60:3®10)70; m.p. 104-
106 °C.*H RMN (300, MHz, CDCJ): 5 5.76 (dt,J = 15.4, 6.7 Hz, 1H), 5.47 (dd,=
15.4, 7 Hz, 1H), 4.11 (m, 1H), 3.70 (dtk 11, 3 Hz, 1H), 3.65 (dd,= 11, 5.8 Hz, 1H),
2.92 (m, 1H), 2.05 (td] = 7.3, 6.7 Hz, 2H), 1.37 (m, 2H), 1.20-1.40 (m, 20H), 0.88 (t,
= 6.9 Hz, 3H)¥C RMN (75 MHz, CDCJ): 5134.7, 128.8, 74.7, 63.3, 56.3, 32.5, 31.9,
29.7-29.2, 22.7, 14.1. Anal. calculado pargHg/NO,: C, 72.19; H, 12.45; N, 4.68; O
10.68. Encontrado: C, 72.21; H, 12.41; N, 4.70.
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Abstract: Benzotriazole esters formed in situ were found to be ef-
ficient intermediates in the esterification of tertiary alcohols using
4-(dimethylamino)pyridine (DMAP) as the base. These mild and
basic reaction conditions allow the conversion of various substrates
into estersin good yield.

Key words:. esterification, hindered alcohols, 1-hydroxybenzotria-
zole, carbodiimides, hydrotalcites

The esterification of organic acidswith tertiary alcoholsis
apersistent problem in organic synthesisand hastherefore
been the object of interest over the past year. It is well
known that the tert-butyl group has been extensively used
for carboxylic acid protection due to its rel ative resistance
to nucleophilic attack and its ready removal under mild
acidic conditions.! The simple reaction of a carboxylic
acid and isobutylene in the presence of an acid catalyst is
the most straightforward way to obtain these esters.?

Alternatively, a series of procedures has been introduced
to synthesize not only solely esters of tert-butyl acohol,
but other sterically hindered alcohols as well. These pro-
tocols include transesterification with lithium?® and potas-
sium alkoxides;* transesterification in the presence of
perchloric acid;® transesterification mediated by metal,®
N-heterocyclic carbene’ and iodine catalysts;® transesteri-
fication using Meldrum’ s acid;® dehydration by means of
carbodiimides;° direct esterification of carboxylic acids
using diphenylammonium triflatein fluorous media;!* the
use of AlI-MCM-41,*? silicachloride®® or Keggin, Dawson
and Preyssler heteropolyacids' to catalyze the direct es-
terification of carboxylic acids; esterification in enzymat-
ic mediums;®® esterification with anhydrides in the
presence of Lewis acids,'® montmorillonite K10 and
KSF,Y" Si-MCM-41,"® alumina,'® magnesium bromide,®
neutral ionic liquid [BMIm]BF,,?* pentaal kylguanidines?
and cyclocopolymer containing pyrrolidinopyridine;> es-
terification of anhydrides in the absence of solvent and
catalyst;?* obtaining esters from carbonates;?® activating
alcohols by employing N,N-dimethylformamide di-tert-
butyl acetal®® or tert-butyl trichloroacetimidate;?” using
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Advanced online publication: 12.11.2010
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tert-butyl bromide in a nucleophilic substitution reac-
tion;? esterification by an oxidation-reduction processin
the presence of an alkoxydiphenylphosphine;? and, final-
ly, using an acy! chloride or bromide® over aluminato ob-
tain the ester (Scheme 1).

In this context, we considered the possibility of develop-
ing a new protocol for the esterification of stericaly hin-
dered alcohols using benzotriazole esters as a strategy. It
iswell known that carbodiimides and 1-hydroxybenzotri-
azole (HOBt) can be used in the formation of the peptide
bond.3! The easy accessto that bond has been attributed to
the high reactivity of benzotriazole esters | and 1l
(Scheme 2), which are formed from the dehydration of
carboxylic acid by means of a carbodiimide. In a recent
publication, Chan and Cox described the influence of
HOBL in the formation of the amide bond.*?> They demon-
strated, by calorimetric procedure, that the reaction rate is
independent of the HOBt concentration; however, HOBt
iS necessary to obtain high yields. In an attempt to
synthesize a Weinreb active amide of N-trityl-protected
phenylalanine using benzotriazol-1-yloxytris(dimethyl-
amino)phosphonium  hexafluorophosphate ~ (BOP),
Liskamp and co-workers® isolated the corresponding
intermediates | and 1. The latter intermediate reacted
with potassium tert-butoxide to provide the tert-butyl es-
ter of N-tritylphenylaanine. Finally, we recently reported
that the use of benzotriazoleesters| and | | inthe synthesis
of macrolactones afforded excellent yields in the cycliza-
tion of o-hydroxy acids.3 With this interesting back-
ground, we wondered whether this approach could a so be
used in the esterification reactions of other tertiary alco-
hols. Fully aware of the benefits and difficulties of thisre-
action, we decided to pursue an answer. The following is
a description of the efficient esterification process of ter-
tiary alcohols by the use of 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimide (EDC) and HOBt to achieve the
formation of intermediates| and I1. A representative ex-
ample of the original processis depicted in Scheme 2.

We initially investigated the intermolecular reaction of
tert-butyl alcohol and phenylacetic acid (1) in the pres-
ence of EDC, HOBt and 4-(dimethylamino)pyridine
(DMAP). Taking into consideration that the intermediates
| and |1 arethe precursors of the final product, it was nec-
essary to identify the best solvent for their formation. In
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Scheme 1l Esterification strategies

order to do this, we compared three different solvents: tet-
rahydrofuran, chloroform and dichloromethane. In gener-
al, each of these solvents can be used as a medium for
ester formation with HOBt; however, only chloroform
gave a 98% yield of intermediates | and | 1. These results
were confirmed by the use of NMR spectroscopy, in
which the raw material from the ester formation was ana-
lyzed. Once we identified the best solvent for the forma-
tion of the benzotriazole esters, we studied the reaction of
these intermediates with tert-butyl alcohol, which in-
volved stirring the following for 30 minutes at room tem-
perature: one equivalent of carboxylic acid, one
equivaent of EDC and one equivaent of HOBt in chloro-
form. Subsequently, tert-butyl alcohol and DMAP were
added and the reaction mixture was stirred for 18 hours.

oo T

- OH
HOBE ON~>0

=}

Scheme2 General transesterification process
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Our initial survey reveaed that temperature has an influ-
ence on the development of the reaction (Table 1, entries
1 and 3), that variations in the concentration of tert-butyl
alcohol and DMAP have an effect on the reaction yield
(Table 1, entries 2, 4-6) and that the use of four or eight
equivalents of tert-butyl alcohol and DMAP givesthe best
results (Table 1, entries 7 and 8). These results contrast
with that obtained in the esterification of the same carbox-
ylic acid with tert-butyl alcohol in the absence of HOB,
where the formation of product 2 was not observed.

It isimportant to note that, when the reaction was carried
out with 3, 4 or 8 equivalents of DMAP, the formation of
side product 3 was observed, as a consequence of the eno-
late acylation of ester 2 with intermediates | and |l
(Scheme 3, egq 1). A similar behavior has been observed

\:’:jg O“i

oﬁ/\s
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Tablel Esterification of Phenylacetic Acid (1) with tert-Butyl Al-

cohoal in the Presence of DMAP?
le]

T EDC' HOB!
CHCI3

OH S'{-BMOH' DNVb

. CHCl3
Entry DMAP  t-BuOH Temp Time Yield®
(equiv)  (equiv) (h) (%)
1 1 2 r.t. 48 15
2 1 2 reflux 18 50
3 2 25 rt. 48 21
4 2 25 reflux 18 51
5 2 4 reflux 18 61
6 3 6 reflux 18 65
7 4 4 reflux 18 89
8 8 8 reflux 18 84

@ Reaction conditions: phenylacetic acid (1 mmaol), EDC (1 mmol),
HOBt (1 mmol), CHCIs, r.t., 30 min, and then t-BuOH, DMAP.
b Yield of isolated product after chromatographic purification.

with 1-acylbenzotriazoles, such as compound 4,%° which
are efficient C-acylation reagents for the regioselective
conversion of ketones 5 into B-diketones 6 when lithium
diisopropylamide is used as abase (Scheme 3, eq 2). With
this observation, our group glimpsed the possibility of ob-
taining B-oxo esters from carboxylic acidsin the presence
of HOBL.

At thispoint in our research, we considered the possibility
of using other bases. Therefore, a screen of aternative
bases for the esterification reaction was conducted, focus-
ing on the replacement of DMAP with triethylamine or
N,N-diisopropylethylamine (DIPEA). Thus, when phenyI-

Table2 Esterification of Phenylacetic Acid (1) with tert-Butyl Al-
cohal in the Presence of Other Bases or Hydrotal cites?

Entry Base Equivalents Yield® (%) of 2
1 Et;N 1 48
2 Et,N 4 82
3 DIPEA 1 43
4 DIPEA 4 79
5 hydrotalcite, x=0.33 200 mg/mmol 80

6 hydrotalcite (Aldrich) 200 mg/mmol 20

@ Reaction conditions: phenylacetic acid (1 mmol), EDC (1 mmol),
HOBt (1 mmoal), CHClI, r.t., 30 min, and thent-BuOH (4 mmol), base
or hydrotalcite, reflux, 18 h.

b Yield of isolated product after chromatographic purification.

acetic acid (1) was reacted with tert-butyl alcohol under
reflux in the presence of EDC and HOBt, ester 2 was ob-
tained in 48% yield after 18 hours (Table 2, entry 1). The
yield increased to 82% when four equivalents of triethyl-
amine were used (Table 2, entry 2). Similar results were
obtained when the reaction was carried out in the presence
of DIPEA (Table 2, entries 3 and 4). Additionally, we
used a calcined hydrotalcite Mg?*/Al®* ratio x = 0.33 as
the base instead of DMAP (Table 2, entries 5 and 6). Hy-
drotal cites are material s that have basic properties and can
be used instead of classic bases, which are needed for the
reaction to take place.3 Hydrotalcites have the following
advantages. ease of separation of the products, reduction
of waste streams, possible regeneration of the catalyst and
low cost. The aforementioned hydrotal cite was used, tak-
ing into consideration that the basicity of the calcined
product can be modified by changing the Al/Mg ratio.%’
As shown in Table2 (entry 5), the reaction performed
with the calcined hydrotal cite afforded the corresponding
ester in 80% yield; however, the use of commercia hydro-

SUNIRN U

Scheme 3 Side product in the esterification reaction
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talciteresulted in ester 2in poor yield (20%, entry 6). This
result, obtained with calcined hydrotalcite, increases the
already diverse range of possibilities for the use of solid
catalysts in the esterification of tertiary alcohols, specifi-
cally tert-butyl alcohol.

Following the discovery of these results, we tried to ex-
tend the methodol ogy to other carboxylic acids (Table 3).
(4-Methoxyphenyl)acetic acid (7) can aso be esterified
with tert-butyl acohol in the presence of DMAP or cal-
cined hydrotalcite, under the same reaction conditions
used for phenylacetic acid (1), giving the ester 8 in 45%
yield with DMAP and 40% yield with calcined hydrotal-
cite (Table 3, entry 1). When the reaction was carried out
with cinnamic acid (9), the yields were 60% and 55%, re-
spectively (Table 3, entry 2). The tert-butyl esters can be
generated in alow yield when (2,4-dichlorophenoxy)ace-
tic acid (11) and 4-bromobutanoic acid (13) are used as
starting materials (Table 3, entries 3 and 4), with DMAP
or calcined hydrotalcite as the base. The reaction of the
glutamic acid derivative 15 was also probed under the
standard conditions in the presence of the following three
bases: DMAP, DIPEA and calcined hydrotalcite. Ester 16
was obtained in 95%, 90% and 80% yield, respectively
(Table 3, entry 5). In this case, there was compl ete racem-
ization of ester 16 when DMAP was used as the base. The
use of DIPEA alowed usto obtain the ester in an enanti-
omeric excess of 70%; however, when the reaction was

carried out in the presence of calcined hydrotalcite, ester
16 was obtained as a single enantiomer.

To test the scope of this protocol in biologically relevant
molecules, the esterification of Naproxen (17) was tested
under the standard conditions. To our delight, ester 19 was
obtained in 95% yield when DMAP was used as the base
and 79% yield with calcined hydrotalcite as the base
(Table 4, entry 1). We aso demonstrated that the esterifi-
cation reaction could be successfully achieved in a good
yield with other tertiary acohols. Thus, Naproxen (17)
was treated with 2-methylbutan-2-ol (20) in the presence
of DMAP or calcined hydrotalcite to provide ester 21 in
75% and 58% yield, respectively (Table 4, entry 2). Inthe
same context, the reaction was performed using another
sterically hindered alcohol, norethisterone (17a-ethynyl-
19-nortestosterone, 23) (Table 4, entry 3). Norethisterone
(23) belongsto thefirst generation of synthetic progestins;
this compound is still widely employed as a contragesta-
tional agent as well as in hormone replacement therapy.3®
Additionally, it has been demonstrated that norethisterone
induces in vitro transactivation of an estrogen-regulated
reporter vector transiently cotransfected with the estrogen
receptor o or estrogen receptor B in African green monkey
kidney CV-1 cells.® In the case of the reaction of acohol
23 with acetic acid (22), the yield of ester 24 was 93%
when DM AP was used as the base and 90% with calcined
hydrotal cite asthe base (Table 4, entry 3). Ester formation

Table3 Eserification of Various Carboxylic Acids with tert-Butyl Alcohol in the Presence of DMAP or Calcined Hydrotalcite?

T EDC' HOB!
CHCIz' \'F

& 30 Wiy

B&O+

B OH S {-BNOH' DINVb OL PAqLofgiclis
CHCI3' Lenx
Entry Acid Ester product Base Yield® (%)
1 2 Neo 8 W&o DMAP 45
hydrotalcite 40
OH ©
DMAP 60
2 9 & \ﬁOH 10 \ O«‘» hydrotalcite 55
X
I [
DMAP 25
3 11 /é/o\j\% 12 /@O\ﬁ0+ drocite >
- cl
DMAP 20
4 13 BLM 14 Bl\/\ﬂ hydrotalcite 18
. o]
DMAP 95
5 15 y 16 BUO DIPEA 90
BUO | oH o hydrotalcite 80

(0] MHBOC

|
O VHBOC

aReaction conditions: carboxylic acid (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol), CHCIs, r.t., 30 min, and then t-BuOH (4 mmol), DMAP (4

mmol) or hydrotalcite (200 mg), reflux, 18 h.
b Yield of isolated product after chromatographic purification.
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Table4 Esterification of Sterically Hindered Alcohols Using Benzotriazole Esters®

Entry Acid Alcohol Ester product Base Yield®
(%)
: ‘L Dpwmar 95
117 % | oH 18 FOH 19 = | T ° hydrotalcite 79
X o X o
: 1/ pwmar 75
2 17 = | oH 20 \_)>OH 21 z | S hydrotalcite 58
x o X o
OY
o = DMAP 93
s 22 J{ 23 24 hydrotalcite 90
OH
.

4 22 ﬂg 25
OH /‘A//

5 27 /{3 23

DMAP 95

26 hydrotalcite 90

3

DMAP -
hydrotalcite —

@ Reaction conditions: carboxylic acid (1 mmol), EDC (1 mmol), HOBt (1 mmol), CHClj, r.t., 30 min, and then alcohol (1 mmol), DMAP (4

mmol) or hydrotalcite (200 mg), reflux, 18 h.
bYield of isolated product after chromatographic purification.

was not observed when both the acid and the alcohol are
sterically hindered (Table 4, entry 5). Finally, thereaction
was carried out with testosterone (25) in the presence of 1
equivalent of acetic acid (22), which resulted in the ester
product 26 in 95% yield with DMAP as the base and 90%
yield with calcined hydrotalcite asthe base (Table 4, entry
4).

In summary, amethod for the esterification of tertiary al-
cohols has been described. The reaction conditions have
been optimized, leading to an efficient procedure. The re-
action is broad in scope and uses commercialy available
reagents. Additionally, a calcined hydrotalcite was used
as the base, replacing DMAP, with excellent results for
the formation of such esters. To further demonstrate the
synthetic value, we have shown that the method can be
used in the esterification of biologically relevant mole-
cules.

All reactions were conducted under adried argon stream. All chem-
icals were purchased from Aldrich Chemical Co. and used without
further purification, unless stated otherwise. Yields refer to the

chromatographically and spectroscopically (*H and 3C NMR) ho-
mogeneous materials, unless otherwise stated. All glassware uti-
lized was flame-dried before use. Reactions were monitored by
TLC carried out on 0.25-mm E. Merck silica gel plates. Devel oped
TLC plates were visuaized under a shortwave UV lamp and by
heating plates that were dipped in Ce,(SO,), solution. Flash column
chromatography was performed using silicagel (230—400) and em-
ployed a solvent with polarity correlated with TLC mobility. Opti-
cal rotations were measured at 589 nm on a Jasco DIP-370 digital
polarimeter using a 100-mm cell. NMR experiments were conduct-
ed on aVarian 300-MHz instrument using CDCl; (99.9% D) asthe
solvent, with chemical shifts (3) referenced to internal standards
CDCl, (7.26 ppm, H; 77.00 ppm, *3C) or TMSasinternal reference
(0.00 ppm). Chemical shifts are relative to the solvent pesk and are
in parts per million (ppm). Mass spectra were recorded on a Jeol
JS102 high-resol ution mass spectrometer.

Esterification Reaction; General Procedure

In a round-bottom flask, 1 equivalent of the carboxylic acid was
added, followed by 1 equivalent of HOBt and EDC in anhyd CHCl,
(30 mL), under argon atmosphere, and the mixture was stirred for
30 min; then, DMAP (4 equiv) was added and the tertiary a cohol
(1 equiv) was injected via syringe. The reaction mixture was re-
fluxed for 18 h. At the end of the reaction time, the solvent was

Synthesis 2010, No. 24, 4261-4267 © Thieme Stuttgart - New Y ork

Downloaded by: Universidad National Autonoma de Mexico (UNAM). Copyrighted material.



4266 J. A. Morales-Sernaet al.

PAPER

evaporated and the mixture was dissolved in Et,O (30 mL). The or-
ganic layer was washed with 10% NaHCO; soln (2 x 10 mL), 10%
citricacid soln (2 x 10 mL), 10% K,CO; soln (2 x 10 mL) and brine
(2% 10 mL), then dried (anhyd N&a,SO,), and the solvent was re-
moved by evaporation. The residue was purified by flash chroma
tography on silica gdl to afford the pure ester.

tert-Butyl Phenylacetate (2)
H NMR (300 MHz, CDCl,): & = 7.33-7.24 (m, 5 H), 3.52 (s, 2 H),
1.43 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 170.9, 134.7, 129.2, 128.4, 126.8,
80.7, 42.6, 28.0.

HRMS (FAB): m/zcalcd for Cy,H,60,: 192.1150; found: 192.1152.

tert-Butyl 3-Oxo-2,4-diphenylbutanoate (3)
HNMR (300 MHz, CDCly): § = 7.36-7.05(m, 10 H), 4.72 (s, 1 H),
3.78(d, J=15.9Hz,1H), 3.71(d, J= 159 Hz, 1 H), 1.44 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 206.1, 170.0, 139.5, 134.1, 129.8,
129.2, 128.9, 127.6, 127.2, 82.1, 60.4, 48.7, 28.8.

HRMS (FAB): m/zcalcd for C,oH,05: 310.1569; found: 310.1566.

tert-Butyl (4-M ethoxyphenyl)acetate (8)
H NMR (300 MHz, CDCl,): & = 7.18 (m, 2 H), 6.84 (m, 2 H), 3.78
(s, 3H),3.46 (s, 2 H), 1.43 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 171.2, 158.5, 130.1, 126.8, 113.8,
80.6, 55.2, 41.7, 28.0.

HRMS (FAB): m/zcalcd for Cy3H,505: 222.1256; found: 222.1250.

tert-Butyl (E)-Cinnamate (10)
IH NMR (300 MHz, CDCl,): & = 7.37 (m, 5 H), 6.44 (d, J=15.9
Hz, 1H), 6.37 (d, J=16.1 Hz, 1 H), 1.54 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 166.3, 143.5, 129.9, 128.8, 127.9,
118.3, 80.5, 28.2.

HRMS (FAB): m/zcalcd for Cy3H,60,: 204.1150; found: 204.1145.

tert-Butyl (2,4-Dichlor ophenoxy)acetate (12)

HNMR (300 MHz, CDCl,): 6 = 7.39(d, J = 2.6 Hz, 1 H), 7.15 (dd,
J=9,26Hz 1H),6.75(d,J=9Hz, 1H),458(s,2H),1.47(s, 9
H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 167.1, 152.5, 130.2, 127.4, 126.7,
124.1, 114.4, 82.8, 66.7, 28.0.

HRMS (FAB): m/z caled for C,,H,,Cl,0; 276.0320; found:
276.0321.

tert-Butyl 4-Bromobutanoate (14)
H NMR (300 MHz, CDCly): 6 =3.45 (t, J=6.8 Hz, 2 H), 2.40 (t,
J=7.2Hz 2H), 2.13 (quint, J = 6.8 Hz, 2 H), 1.45 (s, 9 H).

1BCNMR (75 MHz, CDCl,): § = 178.4, 85.2, 59.3, 34.5, 33.1, 27.5.

HRMS (FAB): m/z caled for CgH.;sBrO,: 222.0255; found:
222.0259.

tert-Butyl 2-[(Benzyloxy)car bonyl]-1-(tert-butoxycar bonyl)eth-
ylcarbamate (16)

[a]p® +2.34 (¢ 1.95, EtOAC) {Lit.4[a]p?® +2.34 (c 1.95, EtOAC)}.
H NMR (200 MHz, CDCl5): § = 7.35(m, 5H), 5.45 (d, J = 8.4 Hz,
1H),5.15(d,J=12.2Hz, 1H),5.1(d, J=12.2 Hz, 1 H), 4.45 (dt,
J=84, 48 Hz, 1 H), 3.0 (dd, J=16.8, 4.3 Hz, 1 H), 2.82 (dd,
J=16.8,4.8Hz, 1H), 144 (s,9H), 1.41 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 170.8, 169.9, 155.4, 135.5, 128.5,
128.3, 128.3, 82.3, 79.8, 66.6, 50.5, 37.1, 28.3, 27.8.

HRMS (FAB): m/z cacd for CyHxNOg: 379.1995; found:
379.1992.
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tert-Butyl 2-(6-M ethoxy-2-naphthyl)pr opanoate (19)
[a]p?® +26.8 (c 1.0, CH,Cl,) {Lit.* [a]p® +26.9 (c 1.0, CH,CI,)}.

IH NMR (300 MHz, CDCly): & = 7.66 (m, 3 H), 7.40 (dd, J = 8.6,
1.8 Hz, 1H), 7.11 (m, 2 H), 3.90 (s, 3H), 3.73(q, J = 7.2 Hz, 1 H),
1.51(d, J=7.2 Hz, 3H), 1.38 (s, 9 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 173.9, 157.5, 136.3, 133.5, 129.2,
128.9, 126.9, 126.3, 125.7, 118.7, 105.6, 80.4, 55.3, 46.4, 27.9,
18.5.

HRMS (FAB): miz calcd for CygH,,05: 286.1569; found: 286.1562.

tert-Pentyl 2-(6-M ethoxy-2-naphthyl)propanoate (21)

H NMR (200 MHz, CDCly): § =7.66 (m, 3 H), 7.40 (dd, J = 8.4,
1.8 Hz, 1 H), 7.10 (m, 2 H), 3.90 (s, 3H), 3.75(q, J=7 Hz, 1 H),
1.71(q, J=7.2 Hz, 2 H), 1.55 (d, J=7.1 Hz, 3H), 1.35 (s, 3 H),
1.34(s,3H),0.75(t,J=7.2Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 173.8, 157.5, 136.3, 133.5, 129.2,
126.7,126.4, 125.8, 118.7, 105.6, 82.9, 55.3, 46.5, 33.5, 25.5, 25.3,
18.4, 8.0.

HRMS (FAB): m/z calcd for CygH»,05: 300.1725; found: 300.1720.

17a-Ethynyl-19-nortestoster one Acetate (24)
[¢]p® =33.1 (c 1.0, CHCl) { Lit.42[¢],% —33.0 (c 1.0, CHCl,)}.

IH NMR (300 MHz, CDCl.): § = 5.83 (s, 1 H), 2.75 (m, 1 H), 2.61
(s, 1H), 2.48 (m, 1 H), 2.41 (m, 1 H), 2.29 (m, 1 H), 2.28 (m, 2 H),
2.11(m, 1H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (m, 1 H), 1.93 (m, 1 H), 1.86 (m,
1H), 1.85(m, 1H), 1.77 (m, 2H), 1.74 (m, 1 H), 1.57 (m, 2 H), 1.37
(m, 2 H), 1.28 (m, 1 H), 1.12 (m, 1 H), 0.935 (s, 3 H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 198.9, 168.7, 166.3, 124.0, 83.4,
82.1,70.5, 495, 47.4, 46.9, 43.3, 39.3, 36.6, 35.0, 33.8, 33.0, 31.3,
294, 26.6, 23.3, 20.4, 13.2.

HRMS (FAB): m/z calcd for C,,H,s05: 340.2038; found: 340.2035.

Testoster one Acetate (3-Oxo-4-androsten-17p-yl Acetate (26)
[a]p?® +82.3 (¢ 1.0, CHCI,) {Lit.**[a]p® +82.2 (c 1.0, CH,Cl,)}.

IH NMR (300 MHz, CDCl.): 5 = 5.72 (s, 1 H), 4.60 (dd, J = 9.2, 7.9
Hz, 1 H), 2.40 (ddd, J = 16.8, 16.7, 5.2 Hz, 1 H), 2.39 (m, 1 H), 2.35
(ddd, J=16.8, 5.1, 3.3 Hz, 1 H), 2.28 (ddd, J = 14.6, 4.3, 2.3 Hz, 1
H), 2.18 (dddd, J=13.8, 9.5, 9.2, 6 Hz, 1 H), 2.04 (s, 3 H), 2.04
(ddd, J=13.4, 5.2, 3.3 Hz, 1 H), 1.83 (m, 1 H), 1.79 (dt, J = 12.8,
6.8 Hz, 1 H), 1.70 (ddd, J = 16.8, 13.4, 5.1 Hz, 1 H), 1.66 (m, 1 H),
1.55 (m, 2 H), 1.52 (m, 1 H), 1.41 (m, 1 H), 1.36 (m, 1 H), 1.19 (s,
3H),1.18(m, 1H), 1.07 (m, 1 H), 1.04 (m, 1 H), 0.95 (m, 1 H), 0.84
(s, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl,): § = 199.2, 171.0, 170.7, 124.0, 82.4,
53.8, 50.3, 42.5, 38.6, 36.7, 35.8, 35.5, 33.9, 32.7, 31.5, 27.5, 23.5,
21.1, 20.6, 17.4, 12.0.

HRMS (FAB): m/zcalcd for C,H4305: 330.2195; found: 330.2193.

Mg-Al Hydrotalcite®

Hydrotalcite was characterized by powder X-ray diffraction with
Cu Ka radiation, using a Siemens diffractometer in the range from
410 70° (20). FT-IR spectrawere recorded on aNicolet Magna 750
spectrometer; data collection was performed using DRIFT and KBr
disc techniques. DTA and TGA analyses were carried out on a Du-
Pont thermobalance, using He flow at a heating rate of 10 °C/min.
Specific surface areas were calculated by N, adsorption at 75.25 K
(BET method) using a Micromeritics ASAP 2000 instrument; the
samples were first outgassed at 523 K. Mg—Al hydrotacite with
x =Mg/Al ratio 0.33 was prepared by coprecipitation following the
procedure described by Reichle* Mg, Al,(OH),,CO;-6H,0:
AI(NO;);-9H,0 (0.01 mal) and Mg(NO;),-6H,0 (0.05 mol) were
dissolved in deionized H,O (70 mL). A second deionized H,O solu-
tion (100 mL) of Na,COj, (0.1 mol) and NaOH (0.35 mol) was pre-
pared. The first solution was slowly added to the second solution.
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The resulting mixture was heated at 338 K with vigorous stirring for
18 h. After the heating period, the slurry was cooled to r.t., washed
with deionized H,O until pH 9 and dried at 383 K for 18 h. Hydro-
talciteswere activated by calcination at arate of 2 °C/minupto 773
K and maintained for 2 hin aflow of air. Samples were then cooled
in dry nitrogen and stored.
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Efficient activity of magnesium-aluminium hydrotalcite
in the synthesis of amidest

José Antonio Morales-Serna,® Miguel Angel Jaime-Vasconcelos,?
Eréndira Garcia-Rios,? Alejandro Cruz,® Deyanira Angeles-Beltran,”
Leticia Lomas-Romero, Guillermo Enrique Negron-Silva*® and Jorge Cardenas*?

The synthesis of amides by coupling benzotriazole esters and amines can be achieved conveniently in
moderate to excellent yields (50-95%) using a commercial, synthesized, calcined or reconstructed Mg-Al
hydrotalcite instead of one of the classic bases (tertiary amines). The experimental results demonstrated
that commercial and synthesized hydrotalcite can be quantitatively recovered from the reaction by
simple filtration and reused for a number of cycles and that the reconstructed hydrotalcite is the most
active form for the amide bond formation. Finally, to test the scope of the protocol for the synthesis of
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Introduction

Carboxylic acid amides' are an important class of organic
compounds of biological, pharmaceutical and industrial
importance. Further, 25% of known pharmaceuticals contain in
their structures carboxylic acid amides,> which play significant
roles in biological processes. As a consequence of their biolog-
ical importance, acylation reactions of carboxylic acids with
amines to form amides represent one the most important and
commonly employed transformations in organic synthesis.?
Large scale processes involving acylation reactions are used in
the synthesis of products including high-value fine chemicals,
such as peptides, polymers, plasticizers, pheromones,
fragrances and organocatalysts, which require mild and strin-
gent fabrication protocols.* In general, synthetic methods for
amide bond formation® utilize the acylation of amines with
activated carboxylic acids or enzymatic reactions."

Some of those protocols use stoichiometric quantities of
bases, principally tertiary amines, which are associated with the
generation of high quantities of waste products and expensive
end-products.® In this context, the development of eco-friendly
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biologically relevant molecules, the total synthesis of Sansalvamide A was carried out.

heterogeneous catalysts that can be used instead of the classic
bases’ has become a major area of research recently. Hydro-
talcites (HTs) are one of the materials that have been used to
replace the classic bases in the synthesis of fine chemicals and
can be easily prepared, handled and recycled. Hydrotalcites
[M>*_ M (OH),J[A" - mH,0]" " are hydrated aluminium-
magnesium hydroxides with a lamellar structure, in which the
excess of positive charge, originating from the Mg”* to AI**
substitution, is compensated for by carbonate anions in the
interlayer space.® In these compounds, also known as anionic
clays, the layers are built up by the condensation of octahedral
MO, units (M = Mg>" or AI**), as in brucite [Mg(OH),]. There-
fore, hydrotalcite has OH groups that are shared by three
octahedral cations and point towards the interlayer space.
With these features in mind, and as part of our research
program into the use of hydrotalcite in organic reactions® we
investigated the synthesis of carboxylic acid amides from
carboxylic acids and amines in the presence of coupling
reagents, replacing the classic tertiary amine bases with
hydrotalcites, because of the following advantages: ease of
separation of the products, reduction of waste, possible regen-
eration of the hydrotalcite and low cost. Thus, in the present
paper we describe a highly efficient protocol for the synthesis of
amides using benzotriazole esters' as the activated carboxylic
acids™ in the presence of hydrotalcite, demonstrating the effi-
ciency of these materials by high reaction yields. It is worth
noting that recently hydrotalcite supported nano-gold has been
reported as an efficient heterogeneous system for the dehy-
drogenative synthesis of an amide from an alcohol and amine.*™
However, that process involves a catalytic oxidative amidation
in the presence of a metal, while this process is a condensation
of an amine with a carboxylic acid via an active ester. Finally, we
used the protocol in the total synthesis of Sansalvamide A to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013



demonstrate its synthetic value. Notably, previous works have
demonstrated the efficiency of clay*® and alumina* for the
elongation of oligopeptide chains in the absence of coupling
reagents. However, this report represents the first time that the
elongation of a peptide chain has been carried out in the
presence of hydrotalcite and coupling reagents.

Results and discussion

Initially, we optimized typical reaction parameters including
the mole ratio of a commercial hydrotalcite (HTs Aldrich®,
MgsAl,(CO3)(OH)46°4H,0), temperature and solvents, using
N-Boc-leucine (1 mmol), t-alanine methyl ester hydrochloride
(1 mmol), N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC; 1.1 mmol) and 1-hydroxybenzotriazole
(HOBT; 1.1 mmol) as the model substrates (Scheme 1). Preliminary
reactions were carried out to identify the best concentration of
hydrotalcite, with CH,Cl, as the solvent at room temperature.
Among the various mole ratios of hydrotalcite that we screened,
the most effective concentration of hydrotalcite was 250 mg per 1
mmol of N-Boc-leucine 1 and 1 mmol of r-alanine methyl ester
hydrochloride 2 giving peptide 3 in 95% yield at room tempera-
ture. Similar results were obtained when we carried out the reac-
tion using CHCl;, THF and DMF as solvents. It is worth noting that
no epimerization products were observed in the "H NMR spectra
and HPLC chromatogram of the crude reaction mixtures (see
ESI}). Additionally, we observed that hydrotalcite can be easily
recovered and reused for at least three cycles with significant
decreases in yield (1°* run 92%; 2™ run 80% and 3™ run 75%).
After the third reaction the yield decreased notably by 20%.

At this point, we considered the possibility of using hydro-
talcite synthesized by our research group. The principal idea
was to study the behavior of synthesized, calcined, and recon-
structed hydrotalcites, in the formation of a peptide bond and
then to compare these results with those obtained using the
commercial hydrotalcite. By heating at a temperature of 500 °C,
the hydrotalcite is converted into a homogeneous mixed oxide
of Al and Mg with a very small crystal size, high thermal stability
and large surface area. The basic property of the mixed oxide
comes from the oxygen anions and depends on the Mg-Al
ratio® in the hydrotalcite precursor as well as the preparation
method.*® We have previously studied both types of basic solid
by infrared spectroscopy and demonstrated that there is a
variation in the distribution of the carbonate species between
the synthesized and calcined samples; the synthesized hydro-
talcite had 37% of monodentate carbonates and 63% of the
bidentate species. The calcined one had 26% of monodentate
carbonates and 74% of the bidentate species.”” The recon-
struction of the layered hydrotalcite, using the so-called

Ho 9 c H @
N
Hoi? \:)J\OH @ lﬁ(ox EDC, HOBT soc’N\.)LNJﬁ(O“
2 + Mg Hydrotalcite H H
Y o] CH,Cl, o
1 2 14 h. 3

Scheme 1 Synthesis of an amide in the presence of hydrotalcite.
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memory effect,'® from the calcined sample by rehydration in a
liquid or gas phase generates Bronsted base sites between the
new layers, where carbonate anions are substituted by hydroxyl
anions. These reconstructed layered materials exhibit different
morphologies and textural properties® compared with their
parent layered double hydroxide materials and often demon-
strate higher catalytic activity than the Mg-Al mixed oxides in a
variety of reactions such as aldol condensations,*® Knoevenagel
and Claisen-Schmidt condensations,?* Michael additions,** and
the transesterification of tributyrin with methanol.”®

The hydrotalcites investigated in the present study (Mg>*-
AP’ in a ratio of x = 0.33) were characterized by XRD, FTIR and
BET methods. The obtained XRD patterns are shown in Fig. 1.
The synthesized hydrotalcite sample exhibited Mg-Al hydro-
talcite reflections associated with the layered double hydroxide
crystal structure. The maxima correspond to typical diffractions
by the (0 0 3) and (0 0 6) planes (Fig. 1, blue line). Calcination of
hydrotalcite gives a Mg(Al)O mixed oxide with a periclase-like
structure with only two reflections corresponding to the (4 0 0)
and (4 4 0) planes (Fig. 1, red line). Rehydration of hydrotalcite
in the liquid phase regenerates the layered structure as a
consequence of the memory effect (Fig. 1, green line), however it
is less crystalline than the synthesized hydrotalcite as can be
observed by comparing the intensity of the reflections (Fig. 1).

The adsorption of N, (BET method) was used to quantify the
surface area and pore size and the results are summarized in
Table 1. As shown in Fig. 2 the isotherms of each material
closely resemble a type II isotherm; nitrogen uptake mono-
tonically increases with p/p, values due to sorption in the HT
mesopores and the hysteresis loops characteristic of type H III,
which describes materials with different adsorption and
desorption behaviours that are usually solids consisting of
aggregates or agglomerates of particles that form slit-like
structures.” The synthesized hydrotalcite sample had a low
porosity, pore volume and surface area (Table 1, entry 1). The
surface area of the calcined hydrotalcite is higher as normally
occurs and the reconstructed material obtained from the
calcined hydrotalcite has a lower surface area than the calcined
hydrotalcite but larger cavities are formed after the structural
reconstruction.

- A—AA——-——A
——HT as synthesized

HT reconstructed
a0 | HT calcined

2 l\ 1.‘
W, RS | T Ww\-}'

Intensity (counts)

L_

68
28

Fig. 1 Powder X-ray diffraction patterns of the hydrotalcites.
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Table 1 The nitrogen adsorption-desorption analysis parameters of the
materials

Pore volume Pore size

Entry Hydrotalcite  Sppr(m*g™?) (em®g™)  (A) doos (A)
1 Synthesized 44 0.36 165 7.58

2 Calcined 176 0.73 85 —

3 Reconstructed 95 0.53 175 7.64

——HT as synthesized
HT reconstructed
HT calcined

-
w

Quantity absorbed (cc/g)

P/Po

Fig. 2 Nitrogen adsorption—-desorption isotherms of the hydrotalcites.

In order to compare the efficiency of these hydrotalcites in
the amide bond formation, catalyst screening was carried out
using different concentrations of the hydrotalcite: synthesized,

1. L-Val-OMe HCI

EDC, HOBT
OH Hydrotalcite OH H O
/L/:\“,OH CH,Cly, 1. Ny

2. LIOH, THF, rt. :
4 © 2.A, 8
1. L-Leu-OMe'HCI
EDC, HOBT
Hydrotalcite
CH,Cly, 1t.
2. LiOH, THF, rt.
o 1. L-PHe-OMe HCI o
EDC, HOBT Vi
NH Hydrotalcite NH
HO CH,Cl, 1t. HO
0 {e]
HO NH 2. LIOH, THF, it NH
o N HO
H o 0
7 6
1. L-Leu-OMe HCI
EDC, HOBT
Hydrotalcite
CH;Cly, tt.
2. LIOH, THF, rt.
2 )\)_ff
NH EDC, HOBT, 0 NH
HO._-O HO Hydrotalcite
0 0
NH NH CHCI;, reflux HN NH
o lM " r-n
H o H o
8
J Sansalvamide A

Scheme 2  Synthesis of Sansalvamide A.
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Table 2  Synthesis of Sansalvamide A

Entry Product Hydrotalcite (mg) Yield® (%)
1 Dipeptide 5 Commercial 90
Synthesized 90
Calcined 92
Reconstructed 95
2 Tripeptide 6 Commercial 91
Synthesized 92
Calcined 95
Reconstructed 95
3 Tetrapeptide 7 Commercial 88
Synthesized 86
Calcined 90
Reconstructed 90
4 Pentapeptide 8 Commercial 90
Synthesized 90
Calcined 92
Reconstructed 95
5 Macrolactone” 9 Commercial 65
Synthesized 60
Calcined 65
Reconstructed 65

“Yield of isolated product after chromatographic purification. Yield of
isolated product after the two reaction steps. ? Reagents and conditions
for the macrolactonization reaction: w-hydroxy acid 8 (1 mmol), EDC
(1.1 mmol), HOBT (1.1 mmol), CHCl; (50 mL), reflux, 18 h.

calcined and reconstructed (see ESI}). The synthesized hydro-
talcite and commercial hydrotalcite exhibited similar behav-
iours. The calcined hydrotalcite is less active than the
reconstructed hydrotalcite. However, these hydrotalcites are
more active than the synthesized hydrotalcite and
the commercial hydrotalcite (HTs Aldrich®). These results
confirm previous observations reported in the literature about
the higher catalytic activity of reconstructed hydrotalcite in
organic reactions.'®* The synthesized hydrotalcite was recov-
ered and reused in at least three cycles with significant
decreases in yield (1°* run 80%; 2™ run 75% and 3™ run 60%).
Unfortunately, attempts to reuse the reconstructed hydrotalcite
have not been successful.

To determine whether our methodology is useful for the
synthesis of complex molecules, we synthesized Sansalvamide A
(9), which is a cyclic pentadepsipeptide isolated from the
mycelium of a fungus of the genus Fusarium, which is collected
from the surface of the seagrass Halodule wrightii that is found
on San Salvador Island in the Bahamas. This cyclic depsipeptide
has an ICs, value of 27.4 mg mL™" against the National Cancer
Institute's 60-cell-line panel and an in vitro ICs, value of 9.8 mg
mL ™" toward HCT-116 colon carcinoma cells.?’ Furthermore, it
is an inhibitor of virus-encoded type-1 topoisomerase, which is
likely to be necessary for the replication of the Molluscum con-
tagiosum virus (MCV).>* With this stimulating biological back-
ground and the complications in obtaining Sansalvamide A
from natural sources, Silverman’s®” and McAlpine’s*® groups
have focused on synthesizing Sansalvamide analogues and
evaluating their antitumor activities. In the same context,
Jiang® has developed a ionic-liquid-supported total synthesis of
this peptide analogue. Herein, the total synthesis of this cyclic

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013



pentadepsipeptide is described in solution. The enlargement of
the chain from 2-hydroxy-4-methylpentanoic acid 4,*° was
carried out by using the corresponding amino acid methyl ester
hydrochlorides, EDC, HOBT and commercial, synthetic,
calcined or reconstructed hydrotalcite as the base. Thus, the
residues of Val, Leu, Phe, and Leu were present in the w-hydroxy
acid 8 (Scheme 2). Finally, the macrolactonization of the w-
hydroxy acid 8 was carried out under conditions previously
reported by our group.® In the four coupling reactions (Table 2,
entries 1-4) and macrolactonization to obtain Sansalvamide A
(Table 2, entry 5), the behaviour of the hydrotalcites was similar
to that described above. Again, the reconstructed hydrotalcite
was more active than the other hydrotalcites. The final product
9 had a mp of 143-145 °C (ref. 25, mp 143-152 °C) and an [«]p, of
—116 (¢ 0.001 in MeOH) (ref. 25, [a]p —115 (c 0.001 in MeOH)).
From these results, we consider that hydrotalcites can be very
useful for the elongation of peptide chains.

Conclusions

In summary, the present study demonstrates the capacity of
hydrotalcite to replace typical tertiary amine bases in the
synthesis of amides. Compared with the traditional protocol,
this method possesses at least four advantages: (i) the hydro-
talcite can be easily removed from the reaction mixture, (ii)
reduction of waste, (iii) possibility for the reuse of the hydro-
talcite and (iv) low cost of the process. In addition, this study
demonstrates that hydrotalcite reconstructed using the memory
effect is the most active form for this amide bond formation.
Finally, considering the biological importance of peptides, the
use of hydrotalcites in the elongation of oligopeptide chains
introduces an attractive alternative for their synthesis.
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From the perspective of synthesis, ynones are compounds of considerable interest because of their occur-
rence in a wide variety of biologically active molecules and as key synthetic intermediates. In this con-
text, a facile and highly efficient synthesis of ynones was developed based on the high reactivity of
benzotriazole esters formed in situ. Lithium acetylides can alkylate various carboxylic acids in yields

ranging from 60% to 92%. To determine whether our methodology is useful for synthesising complex
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and biologically relevant molecules, we synthesise p-erythro-sphingosine in four steps and with 33%
overall yield from r-serine.

Crown Copyright © 2013 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

The synthesis of o,B-acetylenic carbonyl compounds, or ynones,
has attracted considerable interest because they appear as key
intermediates during the synthesis of natural compounds.! The
attractive utility of ynones has led many organic chemists to focus
on developing methods for their synthesis; the goals of exploring
new synthetic strategies include the following: (a) palladium-cat-
alysed coupling reactions between acyl chlorides and terminal
alkynes,” (b) the acylation of alkynyl organometallic reagents
based on silver,® copper,® zinc,” indium,’® silicon,” aluminium?®
and tin® using acyl chlorides, (c) the palladium-catalysed reaction
between acyl chlorides and lithium alkynyltriisopropoxyborates'®
and (d) the addition of alkynyllithium reagent tomorpholine''
and Weinreb amides.'?

Despite having made considerable progress, the synthesis of
ynones in high yield with good functional group tolerance remains
a notable challenge. An alternative approach involves transforming
the carboxylic acid into a stable, yet highly reactive, intermediate
that can be formed under mild reaction conditions. Consequently,
we thought to use 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiim-
ide (EDC) and 1-hydroxybenzotriazole (HOBT), which is a classic
coupling system in peptide chemistry,'® to furnish the benzotria-
zole esters I and II (Equation in Table 1) as an attractive alternative

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5622 4413; fax: +52 55 5616 2217.
E-mail address: rjcp@unam.mx (J. Cardenas).

to acyl chlorides during the synthesis of ynones. Carbodiimides
dehydrate the carboxylic acid, facilitating the nucleophilic addition
of an alkoxy group and generating the corresponding ester'* or
lactone.'® HOBT circumvents problematic side reactions, such as
N-acylurea formation or racemisation, during peptide bond forma-
tion. Numerous HOBT derivatives'® have been synthesised for use
in either solution or solid phase. However, in every case, species I
and II were proposed as reaction intermediates (Equation in
Table 1).!” In our hands, benzotriazole esters I and II have become
important intermediates during the synthesis of macrolactones,'®
ter-butyl esters'® and alcohols from carboxylic acids.?° Therefore,
in this study, we report a facile and highly efficient synthesis of
ynones based on the highly reactive benzotriazole esters I and II
formed in situ at room temperature. Lithium acetylides can alkyl-
ate various carboxylic acids in yields ranging from 40% to 92%. Fi-
nally, we used the reaction as a key step during the total synthesis
of p-erythro-sphingosine.

The formation of benzotriazol esters I and II is a rapid process
that may occur at room temperature in different solvents, such
as CHCl3, CH,Cl, or THF, without the need for rigorously dry condi-
tions. Therefore, we initially studied the formation of benzotriazole
esters of phenyl acetic acid 1a using an EDC/HOBT system in
CH,Cl,. Once those benzotriazole esters are formed, as established
by thin layer chromatography (TLC), the solvent is eliminated; to
remove the residual water, the intermediates can be co-distilled

0040-4039/$ - see front matter Crown Copyright © 2013 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Table 1
Optimisation of reaction conditions for the synthesis of ynone 3a

System ol
Activation i
10 min.
la Ynone 3a

Entry R Activation system Reaction conditions Yield® %
1 2a Li* EDC/HOBT" THF, —70 °C, 15 min. and then rt 15 min. 92
2 2b H EDC/HOBT" P,-Et, THF, —70 °C 15 min. and then rt 15 min. —
3 2b H EDC/HOBT” P,-Et, THF, rt 18 h. —
4 2bH EDC/HOBT” Hydrotalcite, THF, reflux, 18 h. —
5 2b H EDC/HOBT" [PACly(PPhs)y, Cul, TEA, THF or 1,4-dioxane, rt to reflux, 1 h to 18 h. —

@ Reagents and conditions to prepare lithium acetylides: alkyne (3 mmol), n-BuLi (3.1 mmol), THF, —70 °C, 15 min.
b Reagents and conditions: Carboxylic acid (1 mmol), EDC (1.1 mmol), HOBT (1.1 mmol), CH,Cl,, rt, 10 min. The organic layer was concentrated in vacuo and subsequently

co-distilled with dry toluene.
€ Yield of isolated product after chromatographic purification.

Table 2
The reaction scope for the synthesis of ynones from benzotriazole esters and lithium acetylides
Entry Carboxylic acids Terminal Alkynes Yield" %
1 75
2 60
3 70
4 60
5 65
6 78
7 75
8 77
9 65
10 68

2 Yield of isolated product after chromatographic purification.

with toluene or dried under vacuum.?! Subsequently, lithium

pentylacetylide 2a was added in THF, furnishing the desired
ynone 3a in 92% yield (Table 1, entries 1 and 2). 22 Unfortunately,
attempts to generate the acetylide using other bases, such as
hydrotalcite or phosphazene bases (EtP,), do not generate 3a
(Table 1, entries 2-4). Similarly, when the reaction was carried

out under Sonogashira conditions (Pd°/Cu'),> ynone 3a was not
observed, even after long reaction times; in this case a complex
reaction mixture was obtained (Table 1, entry 5).

With the optimised conditions in hand, the scope of these reac-
tions was investigated using different carboxylic acids. Aromatic
and aliphatic carboxylic acids smoothly underwent transformation
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Benzotriazole esters

EDC/HOBT O  Boc
_...EboHoBr :

CH,Cl, -0

o r.t, 15min O 1 K/

NH,
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e
OH
D-erythro-sphingosine
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7113
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o, = P
e
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-70°C, 18 h.
85% two steps 8

Scheme 1. Synthesis of p-erythro-sphingosine.

to generate the desired products (3b-3Kk), in moderate to excellent
yields (60-78%, Table 2). Moreover, the reactions worked well with
aromatic carboxylic acids (1b-1d) to give ynones 3b-3d and 3g-3i
(Table 2, entries 1-3 and 6-8). Aliphatic carboxylic acids (1e and
1f) were also compatible, furnishing moderate yields (Table 2, en-
tries 4,5,9,10). Notably, the activation time varied between the aro-
matic and aliphatic carboxylic acids. The latter required short
activation times (10-30 min), while aromatic carboxylic acids
needed one hour or more. However, the activation reaction may
be easily monitored by TLC to ensure the activation is complete.

Finally, to determine whether our methodology is useful for the
synthesis of complex and biologically relevant molecules, we
examined its applicability during the synthesis of p-erythro-sphin-
gosine 9 from acid L-serine derived 5 (Scheme 1).

Sphingolipids were named by Johann Ludwig Wilhelm
Thudichum?? in 1884 after the Greek Sphinx due to their enigmatic
function, emerging in recent decades as a family of key signalling
molecules, including sphingosine 9.%* Sphingolipids, together with
glycerophospholipids and cholesterol, are essential building blocks
that play essential roles as structural cell membrane components
and participate in higher order physiological processes, including
inflammation and vasculogenesis.’> Recent studies implicate
sphingolipids in numerous common human diseases, including
microbial infections, diabetes, various cancers, Alzheimer’s disease,
and many others.”® The basic sphingolipid structure consists of a
sphingosine linked to a fatty acid through an amide bond with
the 2-amino group and a polar head group at C-1 through an ester
bond. There are four sphingosine stereoisomers with a wide range
of biological activities.?” The p-erythro isomer is the most common
metabolite and has been meticulously studied. Because sphingo-
sine and its derivatives are available in limited amounts from nat-
ural sources, there is a continuing interest in developing efficient
methods for their synthesis. Numerous methods for synthesising
sphingosine are reported in the literature,”” and they can be classi-
fied into four categories: (i) those using carbohydrates as the
source of chirality, (ii) those that use the Sharpless asymmetric
epoxidation to generate the asymmetric centres, (iii) those using
an aldol reaction with a chiral auxiliary, and (iv) those using serine
as the source of chirality. However, most methods require multi-
step reactions and result in low total yields. Consequently, our
choice of starting material was dictated by the type of reaction nec-
essary for developing a cost-effective and efficient synthesis.

Therefore, the synthesis began with the addition of lithium acety-
lide 6 to benzotriazole esters I and II, generating ynone 7 in 60%
yield. Subsequently, the ketone was reduced with NaBH4 (65%
yield), while Benkeser’s reduction conditions were used to reduce
the alkyne and eliminate the protective groups (85% yield, two
steps) to obtain p-erythro-sphingosine 9 (Scheme 1). The total syn-
thesis from acid L-serine-derived 5 was performed with 33% overall
yield in only four steps: (i) ynone preparation, (ii) carbonyl reduc-
tion, (iii) alkyne reduction and (iv) deprotection. Synthetic p-ery-
thro-sphingosine 9 exhibited a 72-74 °C melting point (lit.?® mp
72-75°C), [a]p=—1.6 (c 0.9 in CHCl5) (lit.*® [a]p=—1.6) (c1 in
CHCl3)), and the 300 MHz 'H and 75 MHz '3C NMR spectroscopic
data matched those reported for the synthetic product.?®

In summary, we developed new protocol to synthesise ynones
in yields ranging from 60% to 92% from benzotriazol esters and
lithium acetylides. This approach facilitated efficient synthesis of
p-erythro-sphingosine in four steps from L-serine with a 33% overall
yield. We believe that our protocol demonstrates an attractive use
of benzotriazole esters as acyl synthons, transcending their simple
use as peptide-coupling intermediates
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