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RESUMEN (en espaifiol)

El uso de la biocatalisis en sintesis organica ha experimentado un
creciente auge debido a la alta quimio-, regio- y enantioselectividad que
muestran las enzimas, lo que permite obtener moléculas con gran complejidad
sintética de forma muy simple. Ademas, este tipo de transformaciones se
producen en condiciones suaves de reaccion y no agresivas con el medio
ambiente, considerandose procesos que estan dentro de la Quimica
Sostenible.

Esta memoria, esta dividida en una introduccién y cuatro capitulos en
los que se abordara la sintesis y resolucion mediante el uso de lipasas como
catalizadores, de diferentes compuestos de alto valor anadido.

Introduccion: este apartado es un breve resumen acerca de la
biocatalisis: aspectos generales, evolucion historica y su uso actual en la

industria. Ademas, cada capitulo consta de una breve introduccion especifica.

Capitulo 1: este capitulo hace hincapié en la dificultad de la resolucién
de centros estereogénicamente impedidos. Se lleva a cabo la sintesis de
aminoalcoholes mediante reduccion de cianhidrinas derivadas de cetonas y se
estudia su resolucion enzimatica mediante el uso de lipasas tanto por el grupo

amino como por el hidroxilo terciario.

Capitulo 2: en este capitulo se lleva a cabo la sintesis y resolucion de
trans-3,4-bromohidrinas, asi como de trans- y cis-3,4-aminoalcoholes
derivados del tetrahidrofurano y de la pirrolidina. La resolucion se realiza
tanto mediante hidrolisis como mediante procesos de acilacién utilizando
diferentes lipasas como catalizadores. Ademas, se asigna la configuracion
absoluta de los compuestos 6pticamente puros obtenidos, sintetizando a partir
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de ellos los previamente descritos en la bibliografia lo que permite su
comparacion.

Los principales resultados de este capitulo han sido publicados en:

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry, 2013, 24,
694-698

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Bioorganic & Medicinal Chemistry,
2014, 22, 5563-5568.

Capitulo 3: Se lleva a cabo una sintesis regioselectiva de derivados 3-
amino-4-hidroxipiperidinicos  ortogonalmente  protegidos, obteniéndose
productos de interés por su posible aplicacion en la sintesis de compuestos
farmacologicamente activos con elevados rendimientos. Ademas se consigue la
resolucion de los mismos de manera satisfactoria y la posterior derivatizacion
de los compuestos enantiopuros para la asignacion de la configuracion

mediante la comparacion con los previamente descritos en la bibliografia.
Los resultados obtenidos han sido enviados para su publicacion.

Capitulo 4: Se estudia la resolucion enzimatica de
hidroxialquilpirrolidinas precursoras de inhibidores de la 6xido nitrico sintasa.
Ademas se lleva a cabo la resolucion de otros regioisomeros del sustrato de
interés lo que permite un estudio mas amplio de la capacidad de las lipasas

para la resolucion de este tipo de estructuras.

Los resultados obtenidos se enviaran proximamente para su publicacion.

RESUMEN (en Inglés)

The growing importance of biocatalysis in organic synthesis is due to the
high quimio, -regio and enantioselectivity shown by enzymes that allows to get
highly complex molecules in a very simple way. Moreover, this kind of
transformations take place in mild reaction conditions and are non-aggressive
to the environment. In general they are considered within the sustainable
chemistry.

In this Doctoral Thesis we carry out the synthesis and enzymatic
resolution of several building blocks of complex molecules that exhibit

interesting biological activities by use of lipases as catalyst.

Introduction: this section is an overview about biocatalysis, the

enzymes’ history and their use in the industry. Moreover, every chapter has a




short individual summary.

Chapter 1: This chapter shows the difficulty of the production of
optically pure quaternary carbon centres. Here we describe the synthesis and
the resolution of aminoalcohols obtained from ketone-derived cyanohydrins
using enzymatic aminolisis or hydrolysis of their acylated derivatives.

Chapter 2: This chapter described the synthesis and enzymatic
resolution of (¥)-trans-3-bromo-4-hydroxytetrahydrofuran, cis- and trans-3-
amino-4-hydroxytetrahydrofuran and their pyrrolidine analogues. We also
established the absolute configuration of the optically pure heterocycles
obtained by comparation their specific rotation signs with those reported in
the literature.

The main results attained in this work have been published in:

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry, 2013, 24,
694-698

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Bioorganic & Medicinal Chemistry,
2014, 22, 5563-5568.

Chapter 3: This chapter summarizes the synthesis of enantiopure trans-
3-amino-4-hydroxypiperidines orthogonally protected. The key steps are a
regioselective epoxide ring-opening with diallylamine and the enzymatic
resolution of the resulting aminoalcohol. The absolute configuration of

optically pure compounds is established.
This results attained in this work have been sent for their publication.

Chapter 4: In this chapter, we described the enzymatic processes for the
preparation of the hydroxyalquilpyrrolidines that are precursors of inhibitors
of the neuronal nitric oxide synthase. In addition, we also carry out the
enzymatic resolution of other regioisomers in order to investigate the scope of
the enzymatic resolution.

This results attained in this work will be sent for their publication.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN SINTESIS Y
REACTIVIDAD QUIMICA
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A — Angstroms

Ac — Acetilo

AcOEt — Acetato de etilo

AcOVin — Acetato de vinilo

AK —La lipasa de Pseudomonas fluorescens
Alil;NH — Dialilamina

Alloc — Aliloxicarbonilo

APCI+ — Ionizacion quimica a presion atmosférica en
modo positivo

Ar — Arilo

Asp — Acido aspartico o aspartato
Bn — Bencilo

Boc — tert-Butoxicarbonilo
Boc2.0 — ditert-butildicarbonato
Bu — Butilo

tBu — tert-Butilo

tBuOH — tert-Butanol

nBuLi — Butillitio

Bz — Benzoilo

°C — Grados Celsius

c — Cuatriplete

c — Conversion

CAL-A — Lipasa de Candida antarctica tipo A
CAL-B — Lipasa de Candida antarctica tipo B

Cbz — Benciloxicarbonilo
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DEPT

— Diclorometano

— Acetonitrilo

— Centimetros

— acido metacloroperbenzoico

— Resonancia magnética nuclear de carbono
— Desplazamiento quimico

— Doblete

— Azodicarboxilato de dietilo

— Doble doblete

—Doble doblete desdoblado

— Aumento de distorsion por transferencia de

polarizacion (Distorsion Enhancement by Polarization Transfer)

AG
DMAP
DMSO
dt

E

E.

ee

ees
eep
EM
eq.

ES
ESI*

— Energia libre de Gibbs
— 4-(N,N)-Dimetilamino piridina
— Dimetilsulfoxido
— Doble triplete
— Razoén enantiomérica
— Energia de activacion
— Exceso enantiomérico
— Exceso enantiomérico de sustrato
— Exceso enantiomérico de producto
— Espectrometria de masas
— Equivalentes
— Esterasa

— Ionizacion por electrospray en modo positivo



Et — Etilo

EtsN — Trietilamina

EtOH — Etanol

g — Gramo

Glu — Acido glutamico o glutamato

IH-RMN — Resonancia magnética nuclear de protéon
h — Horas
His — Histidina

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficacia (High-
Performance Liquid Chromatography)

HRMS — Espectrometria de masas de alta resolucion

(High Resolution Mass Spectrometry)

Hz — Hertzios

EI+ — Ionizacion por impacto electronico en modo
positivo

IPA — Isopropanol

IR — Espectroscopia de infrarrojo

IT — Intermediario tetrahédrico

J — Constante de acoplamiento

Kecat — Constante de velocidad

Kwum — Constante de Michaelis Menten

KR — Resolucion cinética (Kinetic Resolution)

LiClO4 — Perclorato de litio

m — Multiplete

uL — Microlitro



MeCN
MeOH
MesP
mg
MHz
Min
mL
mmol
m/z
pPNBA
NDMBA
\Y

N

Nu
Pd(OAc):
PF

Ph
PhsP
PPL
ppm
Pr

iPr

— Molaridad

— Metilo

— Acetonitrilo

— Metanol

— Trimetilfosfina

— Miligramo

— Megahertzio

— Minuto

— Mililitro
— Milimol

— Relacion masa/carga
— acido p-nitrobenzoico
— Acido N,N’-dimetilbarbitirico
— Frecuencia

— Concentraciéon normal
— Nucleoéfilo

—Acetato de paladio

— Punto de fusion

— Fenilo
—Trifenilfosfina

— Lipasa de pancreas porcino
— Partes por millén

— Propilo

— Isopropilo



PSL

— Lipasa de Pseudomonas cepacia, actualmente

conocida como Burkholderia cepacia

PSL-D

— PSL inmovilizada sobre

comercializada por Sigma-Aldrich

PSL IM

— SL inmovilizada sobre

comercializada por Amano Enzyme Europe Ltd.

Py

q
Rto.

Ref.
RMN
rpm

Ry

sa

Ser

t.a.
TBAF
TBDMS
tBuOMe
THF
TMS

— Piridina

— Quintuplete

— Rendimiento

— Referencia

— Resonancia magnética nuclear
— Revoluciones por minuto

— Factor de retencion

— Singulete

— Singulete ancho

— Serina

— Triplete

— Tiempo

— Temperatura

— Temperatura ambiente

— Fluoruro de tetrabutilamonio
— tertbutildimetilsililo

— tertbutilmetil éter

— Tetrahidrofurano

— Trimetilsililo

diatomita,

diatomita,



TLC — Cromatografia de capa fina (Thin Layer

Chromatography)
tr — Tiempo de retencion
U — Unidades enzimaticas
uma — Unidad de masa atomica
uv — Ultravioleta

W — Vatios



Indice






Indice

ReSUMEN....cccitiiiiiiiiiiiiiiitiinteitciscisecssecascesscsscsssscasscssscsssesssnsane 1
570518 s 1 F: 1 o N 5
INtroducCCiON....ccceiiiiiiiniiiiriiiiiiieieieretriresiriressssacesesesesssssssssssasens 9
0.1. BioCataliSiS...ccceiuiirieinririeierirsacercssecrcasesessssesessacescssasesssses 11
0.1.1. Biocatalisis a lo largo de la historia .........ccccceevvnennnn. 11
0.1.2. Biocatalisis en la Industria .....ccccceeeeeieieiiieieneieienanenes 12
0.2. Quimica Sostenible.......cccceirieiiriiiniiriiieiirieiiiriacirissecscanes 14
0.2.1. Enzimas en disolvente organico.........c.ccccceeveennnnnnens 17
0.2.2. Inmovilizacion de enzimas........cccceeveiririeieieieiececanenes 18
L0 JRC T 55 1o - L= ¥ N 19
0.3.1. Mecanismo de actuaciOn......cccceererrriririeieieieiacacacannes 20
0.3.2. Estructura de las lipasas.....ccccoceeenrincnrininceciececnnnnnes 22
0.3.3. Enantioselectividad y reconocimiento quiral............ 23
0.4. Medida de la razon enantiomeérica ........cccoceeeirincnriecncennnnns 25
0.5. Objetivos generales......cccccevriuirieinrriecerriececissacescssacescsnns 26

Capitulo 1: Estudio de la resolucion enzimatica de 6-bromo-
2,2,-dimetil-4-aminometil-4-hidroxicromanona y
aminoalcoholes de estructura analoga.........cceceevuiecnrerernrnnnnes 29

1.1. Preparacion de compuestos con centros estereogénicos
CUALEINATios ..cciviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiiicntetitetererecececetececncecesenenenes 33

1.2. Procesos DiocatalitiCOS ..ccceeereriieeereeeeeeereeeeencrececnsssecccnnsses 39

1.2.1. Epoéxido hidrolasas, deshalogenasas e hidroxinitrilo
B T e 39

1.2.1.1. Epoxido hidrolasas......cccccierieriercncincencercescessesnces 39
1.2.1.2. Deshalogenasas.....cccoceerieieinrircaceriaseccrsacescssasescsnns 40



Indice

1.2.2, Lipasas ¥ €Sterasas ....ccccceerurerurererrrrreienenececasacacanes 40
1.2.3. Resoluciones enzimaticas a través de grupos
funcionales alejados del centro estereogénico .........ccc......... 43
1.3. Sintesis de 10S PreCUIrSOTes ....ccccererininrirrerrcacercssecescscaceses 53
1.3.1. Resolucion mediante reacciones de amindlisis .......... 55
1.3.1.1. Resolucion del sustrato (£)-4a ......cccoceeveinincncncncnnns 55
1.3.1.2. Resolucion del sustrato (1)-4b ......ccccevvveinrrininnnnnns 57
1.3.1.3. Resolucion del sustrato ()-4c ......cccecvvrininrrcncnnnnens 58
1.3.2. Resolucion mediante procesos de hidrélisis............... 59
1.3.3. Estudios de solubilidad........ccccecvivuiiiniieieiiieieiacenaannes 59
1.3.4. Estudios del cosolvente ........cccceevuruininiinieieieieiecececannes 60
1.3.5. Estudio de la actividad de las hidrolasas.................... 61
1.3.6. Hidrolisis enzimatica del sustrato (+)-7a.......cccceuveeeee 62
1.3.7. Hidrodlisis enzimatica del sustrato (t)-7b-c ................. 63
1.4. General......cccceieiiiiiiieiiieieieiiiiiiieiecetitetetecececcectececteseenens 71
1.4.1. Biocatalizadores ......cccccevevueieiurneinieceiaceciececeececeseccacnes 71
1.4.2. Disolventes.....ccccceieieiuiieinineieinrieieccieiecriececeiacesncaees 71
1.5. Técnicas de analisis......ccccceeveininininrnrnrnrncncnccicicieneneneenenes 72
1.5.1. Cromatografia en gel de silice......cccceevrrriririeiniennnnnnes 72
1.5.2. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)........ 72
1.5.3. Espectroscopia de infrarojo (IR)......ccccceeveieieieieiennnnnens 72
1.5.4. Espectrometria de masas.....cccccceeverrcncnrirsecercacecescacens 73
1.5.5. Puntos de fusion.....ccccevururnrnriririiiiiiiiiieieiiieieieieiecanees 73
1.5.6. Resonancia magnética nuclear (RMN) .......ccceeeinrnnnnenne 73
1.5.7. Rotacion especifica......ccccevririuinrinieiircnciinnecrcacecscacens 73

1.6. Procedimientos SINtELtIiCOS cvevveerriiiierreriieereereenerecrenncencnes 74



Indice
1.6.1. Procedimiento general para amindlisis enzimatica.... 74
1.6.2. Procedimiento general para la hidrodlisis enzimatica . 74

1.6.3. Sintesis de 6-bromo-2,2-dimetil-4-cromanona. 2c..... 74

1.6.4. Sintesis de las trimetilsililoxicianhidrinas (+)-3a-c.... 75

1.6.5. Sintesis de los aminoalcoholes (1)-4a-C........cccceeeeuenenes 75
1.6.6. Sintesis de las amidas (+)-5a-C..ccccvvviurrininrirnecriecacenes 75
1.6.7. Sintesis de los carbamatos (+)-6a-C.......cccceververnrrcncnnes 76
1.6.8. Sintesis de los ésteres (1)-7a-C...cccevvvurrininririncnrincacenes 76
1.7. Datos experimentales ......cccoeieuiiniiiiiririncieicntcncencescercesonss 76

Capitulo 2: Sintesis y resolucion de bromohidrinas y
aminoalcoholes tetrahidrofuranicos y pirrolidinicos sustituidos

en las posiciones 3 y 4 del anillo.......ccccceivieiiiniiniriiiniinincanenn. 93
2.1. Importancia de las pirrolidinas quirales.......cccccceevverencnncs 97
2.2. Importancia de los tetrahidrofuranos quirales .............. 100

2.3. Preparacion de aminoalcoholes tetrahidrofuranicos vy

pirrolidinicos Opticamente puros.......cccceveveviiieiirinceriniecennens 105
2.3.1. Sintesis a partir de productos naturales.................. 105
2.3.2. Catalisis asimeétrica ......ccecevuvurniriiiiiieiiieieieieiecacanne. 106

2.3.3. Resolucion enzimatica de 3,4-dihidroxitetrahidro-
012§ 4 Lo TN 108

2.3.4. Resolucion enzimatica de 3,4-dihidroxipirrolidina.. 108

2.3.5. Resolucion enzimatica de trans-3-amino-4-
hidroxipirrolinida .......cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiicieiincesirencenes 109

2.4. Sintesis y resolucion de bromohidrinas heterociclicas.. 117



Indice
2.4.1. Sintesis y resolucion de trans-3-bromo-4-hidroxi-
tetrahidrofurano......ccccccieiieiiniiniiniiniiiieriirierencincescesseronssnnens 117

2.4.2. Sintesis y resolucion de trans-3-bromo-4-hidroxi-
PIrrolidinas....ccccevevieieieiiiieiuiieieiieieierieietcieiecitiececiesecesscacees 120

2.4.3. Asignacion de la configuracion absoluta .................. 124

2.4.3.1. Configuracion absoluta del compuesto trans-3-
bromo-4-fenilacetoxitetrahidrofurano.........ccccceuvuvnnnnnnen. 124

2.4.3.2. Configuracion absoluta del compuesto trans-1-

benciloxicarbonil-3-bromo-4-hidroxipirrolidina............... 125
2.5. Sintesis y resolucion de 3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofuranos y pirrolidinas.......ccccceevieieiniiieinnieinieiennnnens 126

2.5.1. Sintesis y resolucion de (t)-cis-3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofurano.......cccceeeiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieiieiccccciceeeeeees 126

2.5.2. Sintesis y resolucion de (t)-trans-3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofurano.......cccceeeiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiniiirccccicieeeneees 129

2.5.3. Sintesis y resolucion de (*)-cis-3-amino-4-hidroxi-
Pirrolidina .....ccoiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiititisiesierintinnene 131

2.5.4. Asignacion de la configuracion absoluta .................. 135

2.5.4.1. Configuracion absoluta del compuesto cis-3-tert-
butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano.............. 135

2.5.4.2. Configuracion absoluta del compuesto trans-3-tert-
butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano.............. 136

2.5.4.3. Configuracion absoluta del compuesto cis-1-
benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxipirro-

1T B B S 136
ST €13 1 T3 ¢ | E RN 145
2.6.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)...... 145
2.7. Procedimientos sintéticos .......ccoceiviiiniiriiiniiriicnienecennens 145

2.7.1. Procedimiento general para hidrolisis enzimatica....145



Indice

2.7.2. Procedimiento general para la acilacion enzimatica 145

2.7.3. Sintesis del compuesto 1-benciloxicarbonil-2,5-
dihidropirrol. 19 ....ccciiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiitienincceccscssesensenes 146

2.7.4. Procedimiento general para la preparacion de las
bromohidrinas (t)-trans-16 y (t)-trans-20.........ccccceecvenennnnee 146

2.7.5. Sintesis de los ésteres (t)-trans-17a,b y (+)-trans-21la-c

2.7.6. Sintesis de (3R,4R)-3-azido-4-fenilacetoxitetra-
hidrofurano. (3R,4R)-22 .....ccccceieiurrieiuriiieincieiaceriecececcacecenes 147

2.7.7. Sintesis de (3R,4R)-3-azido-4-hidroxitetra-hidrofurano.
(SR,AR)-23 ..coueiurnrieiureierecietacersesesecsscessssssessssasesssssssssssassses 147

2.7.8. Sintesis de (t)-trans-3-azido-4-hidroxitetrahidro-furano.
) A e 1 N 148

2.7.9. Sintesis de (3R,4R)-1-benciloxicarbonil-3-bromo-4-(tert-
butildimetilsililoxi)pirrolidina. (3R,4R)-24.......ccccccceuvurunenens 148

2.7.10. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-azido-4-(tert-
butildimetilsililoxi)pirrolidina. (3S,4R)-25.......cccccvueieruennnns 148

2.7.11. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-azido-4-
hidroxipirrolidina. (3S,4R)-26 ......cccceevuriururneiacnriniereeiecennnes 149

2.7.12. Sintesis del compuesto 3,4-epoxitetrahidrofurano. 29

2.7.13. Procedimiento general para sintesis de (t)-cis-28, (+)-
trans-28 y (1)-Cis-31a-C..cceerieiernrieinreiecncieiaceciecececsacesescanes 149

2.7.14. Procedimiento general para la sintesis de ()-cis- y (+)-
trans-3-tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidro-furano y
(*)-cis-1-benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonil-amino-4-

hidroxipirrolidina [(t)-cis-27 (t)-trans-27 y (t)-cis-30]........ 150



Indice

2.7.15. Sintesis de (3S,4S)-3-amino-4-hidroxitetra-
hidrofurano (3S,4S)-32 y (3R,4 S)-3-amino-4-hidroxi-

tetrahidrofurano (BR,4S)-32....ccceceturrieinrriacnrieiecercacececcacens 150
2.7.16. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-amino-4-
hidroxipirrolidina (3S,4R)-33 .....ccccetiiiriiiniiniieciocircrcnnennens 151
2.8 Datos experimentales .......cccevvviiniiririercncieicniercescessercncancs 151

Capitulo 3: Sintesis quimioenzimatica selectiva de trans-3-

amino-4-hidroxipiperidinas enantiopuras ortogonalmente
Protegidas...ccceceiiiiiiiiiiininiiiiiiiiiiiiiiiiittitititititiesacacacesesssssnaes 175
3.1. Importancia de las 3,4-aminohidroxi-piperidinas........... 179

3.2. Sintesis regioselectiva de 3-amino-4-hidroxipiperidinas y 4-

amino-3-hidroxipiperidinas......cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniirennene. 185
3.3. Importancia del grupo protector.........ccccceveiiiiiiirinrnnnnnn. 186
3.4. Obtencion de las 3,4-aminohidroxipiperidinas 6pticamente
PUTAS coteertenreencoescesssessonssesssescsssoessonssssssssssssosssosssssssssssssosssossss 188
3.5. Resoluciones enzimaticas.....cccoceuvuiuiurninrncncncncceeenennnes 189

3.6. Sintesis y resolucion de (*)-trans-4-amino-3-

hidroxipiperidinas .....cccvciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriitiiiciecisiesserencenes 199
3.7. Sintesis y resolucion del derivado (t)-trans-3-amino-4-
hidroxipiperidina......c.ccceieieiiiiiniiiiiiiiiiieiiiieiiiieicinieieciececenees 204
3.8. Estudio de la resolucion de los derivados
benciloxicarbonilados de la piperidina.......ccccevciviinirinrcncnnnens 208
3.9. Asignacion de la configuracion absoluta ........ccccceeeeenennne 210

3.10. Sintesis del derivado (3R,4S)-1-benciloxicarbonil-4-
hidroxi-3-tert-butoxicarbonil-aminopiperidina...................... 213

b I I I € 7 £ 1= - 1 N 221



Indice
3.11.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ... 221

3.12. Procedimientos SintetiCOS...ccccvviierrriiieeeeeeeeneerecrenececenes 221

3.12.1. Procedimiento general para las acilaciones
eNZIMAtiCAS ...ceveieiiiiiiiiiiieiiiiiitiinititirititieieieieieieietetetecececaes 221

3.12.3. Sintesis de 1-bencil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. 42 222
3.12.4. Sintesis de 1-bencil-3,4-epoxipiperidina (1)-43...... 222

3.12.5. Sintesis 1-bencil-4-amino-3-hidroxipiperidinas (%)-
trans-44, (£)-trans-46. .........cccceieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnene 223

3.12.6. Sintesis del derivado (%)-trans-1-bencil-3-hidroxi-4-

tert-butoxicarbonilaminopiperidina. (t)-trans-47. ............. 223

3.12.7. Sintesis del derivado (t)-trans-1l-bencil-4-amino-3-
hidroxipiperidina. ()-trans-48........cccecevviiirieiirieincrincennnns 223

3.12.8 Procedimiento general para los derivados acilados (%)-
trans-45a,b, (1)-trans-50a,b, (t)-trans-56, (1)-trans-57. ..... 224

3.12.9. Sintesis de los derivados (t)-trans-49, (+)-trans-54, (+)-

3.12.10. Sintesis del compuesto (3R,4R)-1-benciloxi-carbonil-
4-hidroxi-3-tert-butoxicarbonilaminopiperidina. (3R,4R)-51

3.12.13. Sintesis del derivado (3R,4R)-4-acetoxi-1-
benciloxicarbonil-3-(dialilamino)piperidina. (3R,4R)-56..... 226



Indice

3.12.14. Sintesis del derivado (3R,4R)-4-acetoxi-1-
benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilaminopiperidina.
(BRyAR)-58. ..cueuruiiiiiiiiiiinieiiiitaiecetecereseresessessssssssssssssssssssses 226

3.12.15. Sintesis del derivado (3R,4S)-1-benciloxicarbonil-3-
tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxipiperidina. (3R,4S)-51.227

3.13. Datos experimentales .......cccceieiiririercnciniiniercescesseroncancs 228

Capitulo 4: Sintesis enantioselectiva de segmentos
pirrolidinicos de inhibidores de la o6xido nitrico neuronal
53 - T T 247

4.1. Importancia de las 6xido nitrico sintasas (NOS)............. 251

4.2. Sintesis de 3-(aminopirimidil)metil-4-hidroxipirrolidinas

............................................................................................ 255
4.2.1. Resoluciones de hidroxiarilpirrolidinas y derivados de
1as MISIMAS ..cciriiiiiiiiiiniiiieiiieiacirietacirtesetcrsaceressscessscasessscens 258

4.3. Resoluciones enzimaticas.......ccccceveiriiinciriecriecncncecanenes 258

4.4. Sintesis de 10s sustratos ......cccceeiiriniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieiee. 267

4.4.1. Sintesis de los ésteres derivados de los sustratos (*)-
trans-66 y (1)-trans-67 .......ccccceeieiieiiiiiiiiiiniiniinciecieitincincnns 267

4.4.2. Sintesis de los compuestos (t)-trans-70, (t)-cis-70 y sus
ésteres derivados.....c..ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittttieieieienenenes 268

4.4.3. Sintesis de los compuestos (t)-cis-67, (+)-trans-77, (t)-
cis-77 y sus ésteres derivados........ccceeveveieinieinininincncacncncnnns 270

4.5. Resoluciones enzimaticas de las hidroxipirrolidinas
sintetizadas.....cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s eceeeees 273

4.5.1. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-trans-72 y sus
derivados...cccceveiiiiieiiieieieieieiiiacitititttititititittttetetetesetacacaaes 273



Indice
4.5.2. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-trans-70 y sus

L4 Y 5 72 T Lo Y-S N 276

4.5.3. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-cis-70 y sus
derivadoS..ccccieieiiiieiuiiiieiiieietitietetieietetitiettittacetietesetsacasenes 279

4.5.4. Resolucion enzimatica del sustrato (+)-trans-67 y sus
derivados....cocieieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiititititititititiiiiiiieieietetetecacacacaes 282

4.5.5. Resolucion enzimatica del sustrato (i)-cis-67 y sus
derivados....cocieieiiieiiiaiiiiiiiiiiiittititititititieiiieieieietetetetacacaaes 284

4.5.6. Resolucion enzimatica del sustrato (+)-trans-77 y sus
L =3 2 T o T s 286

4.5.7. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-cis-77 y sus
L =3 2 T o T s 288

4.6. Resumen de las condiciones de reaccion mas favorables289
4.7. Asignacion de la configuracion ........cccceeeieiiiirncrcinnnen. 291

4.7.1. Asignacion de la configuracion del derivado (+)-trans-70

......................................................................................... 292
4.7.2. Asignacion de la configuracion del derivado (+)-trans-66
......................................................................................... 293
4.8. General....c.cccceieieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitititititittititittitteseseseens 301
4.8.1. Biocatalizadores .....ccccceuvururnrnrnrnriiiieieieieieieiececacaaes 301
4.9. Procedimientos sintéticos .......cccecvuiuinininininininieieennnene. 301

4.9.1. Sintesis del compuesto 2-(tert-butoxicarbonil-amino)-
4,6-dimetilpiridina. 63.......ccccceieiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieienae. 301

4.9.2. Sintesis del compuesto 1-tert-butoxicarbonil-3,4-
epoxipirrolidina. 65 .....ccciiiiiiiniiniiniiniiiiisniseisacescessesseronconns 301

4.9.3. Sintesis de los compuestos (i)-trans-66 y (t)-trans-67



Indice

4.9.4. Sintesis de los derivados acilados (+)-trans-72, ()-
trans-73, (t)-trans-74a,b, (t)-cis-74a,b, (t)-cis-73, (t)-trans-78,

4.9.6. Sintesis de los derivados (t)-trans-68 y (+)-trans-75.303
4.9.7. Sintesis de los derivados (t)-trans-69 y (+)-trans-76.304
4.9.8. Sintesis de los derivados (t)-trans-70 y ()-trans-77.304

4.9.9. Sintesis del derivado 1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-
[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-ilimetil}4-
hidroxipirrolidina (BR,4S)-70 ....cccecetiririnrinrinriecisccscercnnennens 304

4.9.10. Procedimiento general para las acilaciones
eNZIMALICAS .ccvuveuinruiniiiitiiiiiiirteieieitttieietecatetencececeensecanes 305

4.9.11. Procedimiento general para las hidrélisis enzimaticas



Resumen






El uso de la biocatalisis en sintesis organica ha experimentado
un creciente auge debido a la alta quimio-, regio- y
enantioselectividad que muestran las enzimas, lo que permite
obtener moléculas con gran complejidad sintética de forma muy
simple. Ademas, este tipo de transformaciones se producen en
condiciones suaves de reaccion y no agresivas con el medio
ambiente, considerandose procesos que estan dentro de la Quimica
Sostenible.

Esta memoria, esta dividida en una introduccion y cuatro
capitulos en los que se abordara la sintesis y resolucion mediante el
uso de lipasas como catalizadores, de diferentes compuestos de alto
valor anadido.

Introduccion: este apartado es un breve resumen acerca de la
biocatalisis: aspectos generales, evolucion histérica y su uso actual
en la industria. Ademas, cada capitulo consta de una breve
introduccion especifica.

Capitulo 1: este capitulo hace hincapié en la dificultad de la
resolucion de centros estereogénicamente impedidos. Se lleva a
cabo la sintesis de aminoalcoholes mediante reduccion de
cianhidrinas derivadas de cetonas y se estudia su resolucion
enzimatica mediante el uso de lipasas tanto por el grupo amino

como por el hidroxilo terciario.

Capitulo 2: en este apartado se lleva a cabo la sintesis y
resolucion de trans-3,4-bromohidrinas, asi como de trans-y cis-3,4-
aminoalcoholes derivados del tetrahidrofurano y de la pirrolidina.
La resolucion se realiza tanto mediante hidrolisis como mediante
procesos de acilacion utilizando diferentes lipasas como
catalizadores. Ademas, se asigna la configuracion absoluta de los
compuestos Opticamente puros obtenidos, sintetizando a partir de
ellos los previamente descritos en la bibliografia que permitieron su

comparacion.



Los principales resultados de este capitulo han sido
publicados en:

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry,
2013, 24, 694-698

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2014, 22, 5563-5568.

Capitulo 3: Se lleva a cabo una sintesis regioselectiva de
derivados 3-amino-4-hidroxipiperidinicos ortogonalmente
protegidos, obteniéndose productos de interés por su posible
aplicacion en la sintesis de compuestos farmacologicamente activos
con elevados rendimientos. Ademas se consigue la resolucion de los
mismos de manera satisfactoria y la posterior derivatizacion de los
compuestos enantiopuros para la asignacion de la configuracion
mediante la comparacion con los previamente descritos en la

bibliografia.

Los resultados obtenidos han sido enviados para su
publicacion.

Capitulo 4: Se estudia la resolucion enzimatica de
hidroxialquilpirrolidinas precursoras de inhibidores de la o6xido
nitrico sintasa. Ademas se lleva a cabo la resolucién de otros
regioisomeros del sustrato de interés lo que permite un estudio mas
amplio de la capacidad de las lipasas para la resoluciéon de este tipo
de estructuras.

Los resultados obtenidos se enviaran proximamente para su

publicacion



Summary






The growing importance of biocatalysis in organic synthesis is
due to the high quimio, -regio and enantioselectivity shown by
enzymes that allows to get highly complex molecules in a very
simple way. Moreover, this kind of transformations take place in
mild reaction conditions and are non-aggressive to the environment.

In general they are considered within the sustainable chemistry.

In this Doctoral Thesis we carry out the synthesis and
enzymatic resolution of several building blocks of complex
molecules that exhibit interesting biological activities by use of
lipases as catalyst.

Introduction: this section is an overview about biocatalysis,
the enzymes’ history and their use in the industry. Moreover, every
chapter has a short individual summary.

Chapter 1: This chapter shows the difficulty of the production
of optically pure quaternary carbon centres. Here we describe the
synthesis and the resolution of aminoalcohols obtained from
ketone-derived cyanohydrins wusing enzymatic aminolisis or
hydrolysis of their acylated derivatives.

Chapter 2: This chapter described the synthesis and
enzymatic resolution of (¥)-trans-3-bromo-4-
hydroxytetrahydrofuran, cis- and trans-3-amino-4-
hydroxytetrahydrofuran and their pyrrolidine analogues. We also
established the absolute configuration of the optically pure
heterocycles obtained by comparation their specific rotation signs
with those reported in the literature.

The main results attained in this work have been published in:

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry,
2013, 24, 694-698

A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2014, 22, 5563-5568.



Chapter 3: This chapter summarizes the synthesis of
enantiopure trans-3-amino-4-hydroxypiperidines orthogonally
protected. The key steps are a regioselective epoxide ring-opening
with diallylamine and the enzymatic resolution of the resulting
aminoalcohol. The absolute configuration of optically pure
compounds is established.

This results attained in this work have been sent for their

publication.

Chapter 4: In this chapter, we described the enzymatic
processes for the preparation of the hydroxyalquilpyrrolidines that
are precursors of inhibitors of the neuronal nitric oxide synthase. In
addition, we also carry out the enzymatic resolution of other
regioisomers in order to investigate the scope of the enzymatic

resolution.

This results attained in this work will be sent for their

publication.
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Introduccion

El objetivo general de esta tesis doctoral es la resolucion de
diferentes derivados quirales de alto valor anadido. Como
catalizadores de estos procesos se utilizaran una serie de enzimas,
siendo mas concretamente, las lipasas las enzimas elegidas para las
biotransformaciones.

0.1. Biocatalisis

La Biocatalisis se define como la mediaciéon de reacciones
quimicas por sistemas biolégicos, incluyendo enzimas aislados,
células enteras o extractos de células libres.!

0.1.1. Biocatalisis a lo largo de la historia

Las células vivas son sistemas extraordinariamente complejos
donde ocurren un gran numero de reacciones quimicas. El
catalizador que permite llevar a cabo este tipo de transformaciones
se llama enzima, la cual, cataliza las reacciones quimicas
aumentando su velocidad, sin consumirse en el proceso ni

modificarse su estructura.

La historia de la biocatalisis se remonta a miles de afnos atras,
puesto que existe constancia de su uso ya en el antiguo Egipto.23 A
continuacion, se detallan los descubrimientos mas relevantes a lo

largo de la historia hasta nuestros dias (Esquema 1).

1 T. Hudlicky, J. W. Reed, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 3117-3132.
2 S. E. Milner, A. R. Maguire, Arkivoc 2012, (i), 321-382.
3 A. Ghanem, Tetrahedrom 2007, 63, 1721-1754.

11



Introduccién
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Se han encontrado fermentacién alcohélica descubrieron que
papiros  del  antiguo Ssta catallfada por los algunos enzimas eran
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cristalizar una ureasa.

Esquema 1. Descubrimiento de la biocatalisis a lo largo de la historia.

0.1.2. Biocatalisis en la Industria

La necesidad actual de las industrias de llevar a cabo los
procesos de una manera poco contaminante asi como econdémica
minimizando la temperatura a la que se realizan y el nimero de
pasos de reaccion ha encontrado en la biocatalisis una herramienta
indispensable, puesto que, las condiciones suaves de reaccion, la
baja toxicidad y la selectividad de los procesos son caracteristicas
propias de los procesos biocataliticos.4

4 a) V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, “Combination of biocatalysis and
Chemical Catalysis for the Preparation of Pharmaceuticals through Multi-Step
Syntheses” en  Multi-Step Enzyme  Catalysis: Biotransformations and
Chemoenzymatic Synthesis. Wiley-VHC 2008, Weinheim (Germany). Capitulo 10.
Pags 213-233; b) S. Panke, M. Wubbolts, Current opinion in Chemical Biology 2005,
9, 188-194; ¢) T. Zelinsky, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2004, 43, 788-824.

12



Introduccion

En los ultimos afnos se ha apreciado un aumento del uso de
procesos biocatalicos en la industria, en sectores muy diversos,
tales como la industria farmacéutica, quimica, alimentaria,
cosmética, textil, piensos y papelera.s

Sin embargo, el mayor niumero de estos procesos se encuentra
en la industria farmacéutica. Esto es debido a la creciente demanda
de compuestos enantiopuros, puesto que, los enantiomeros de un
compuesto bioactivo pueden generar distinta respuesta en un
organismo. El isbmero que presenta una mayor actividad se conoce
como eutémero mientras que aquel que presenta baja actividad o
bien nula, se conoce como distomero. En la actualidad mas del 50%
de los medicamentos disponibles tienen en cuenta esta
quiralidad.6” Algunos ejemplos clasicos que representan estos
hechos son:

e La ketamina (Figura 1), siendo el enantiomero (S) un potente
analgésico y anestésico, su isomero (R) causa alucilaciones.

(S)-ketamina (R)-ketamina

Figura 1. Enantiémeros de la ketamina.

e Ambos enantiomeros del ibuprofeno son activos (Figura 2),
siendo, el isomero (S) 100 veces mas potente que el (R), sin
embargo, el enantibmero inactivo se transforma en el isomero (S)

mediante una inversion unidireccional en el interior del organismo.

5 a) R. Wohlgemuth, I. Plazl, P. Znidarsic-Plazl, K. V. Gernaey, J. M. Woodley,
Trends in Biotechnol. 2015, 33, 302-314; b) J-M. Choi, S-S. Han, H-S. Kim,
Biotechnol. Adv. 2015, doi:10.1016/j.biotechadv.2015.02.014

6 K. K.-C. Liu, S. M. Sakya, C. J. O'Donell, A. C. flick, J. Li, Bioorg. Med. Chem.
2011, 19, 1136-1154.

7 B. Kasprzyk-Hordern, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4466-4503.
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OH OH
HO HO_ A
I T L

(S)-Ibuprofeno (R)-Ibuprofeno

Figura 2. Enantiémeros del Ibuprofeno.

e La carvona, proporcionando la (R)-carvona olor a menta,
mientras que la (S)-carvona presenta un olor a alcaravea (Figura 3).

O O

(R)-carvona (S)-carvona

Figura 3. Enantiémeros de la carvona.

0.2. Quimica Sostenible

Uno de los aspectos de la biocatalisis que se ha mencionado
anteriormente es su baja agresividad con el medio ambiente. El
interés en el desarrollo de procesos de este tipo en industrias
quimicas o biotecnolégicas ha ido creciendo considerablemente a lo
largo de los ultimos anos,® conociéndose como tecnologias
sostenibles y siendo definidas como Green Chemistry y White
biotechnology (quimica verde y biotecnologia blanca).

El concepto de quimica verde fue formulado por primera vez en
los 90.9 Por otro lado, la Asociacion Europea de Bioindustrias
(Europabio) definio la biotecnologia blanca como un campo
emergente dentro de la biotecnologia moderna con utilidad
industrial, de hecho, el concepto de biotecnologia blanca es

comunmente aceptado en el mundo de la industria como la

8 R. Breitling, E. Takano, Curr. Opin. Biotech. 2015, 35, 46-51.

9 a) P. T. Anastas, N. Eghbali, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-312; b) T. J. Collins,
in Green Chemistry, Macmillan Encyclopedia of Chemistry, Simon and Schuster
Macmillan, New York, 1997, vol. 2, pags. 691-697.
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aplicacion de herramientas biotecnologicas para producir
compuestos de interés, teniendo en cuenta los principios de la

quimica verde.

Como bien han publicado Anastas y Horvath,!0 los pasos a
seguir para esta nueva tecnologia son los conocidos como los 12
principios de la quimica verde, los cuales han sido recogidos bajo el
término PRODUCTIVELY (productivamente) que se pueden resumir
en los siguientes:

1) Prevent wastes (minimizar la generacion de residuos)
2) Renewable materials (utilizar materias primas renovables)

3) Omit derivatization steps (evitar pasos de proteccion y

desproteccion innecesarios)

4) Degradable chemical products (emplear productos quimicos

que sean inocuos para el medio ambiente)

5) Use safe chemicals (disenar métodos sintéticos con baja o
inexistente toxicidad)

0) Catalytic reagents (utilizar catalizadores lo mas selectivos
posible)

7) Temperature, pressure ambient (utilizar condiciones suaves

de reaccion)

8) In-process monitoring (desarrollar métodos analiticos para

realizar un seguimiento en tiempo real de las reacciones)

9) Very few auxiliary substances (minimizar el uso de

compuestos auxiliares)

10) E-factor, maximise feed in product (economia atomica:
disenar rutas sintéticas que minimicen los residuos. E=

residuos/productos)

10 a) I. T. Horvath, P. T. Anastas, Chem. Rev. 2007, 107, 2167-2168; b) I. T.
Horvath, P. T. Anastas, Chem. Rev. 2007, 107, 2169-2173.
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11) Low toxicity of chemical products (sintetizar productos
quimicos de baja toxicidad)

12) Yes, it is safe (emplear sustancias que minimicen el riesgo

de accidentes)

Como se puede deducir de los principios 2, 7 y 9, la
biocatalisis, desde que se ha considerado una alternativa a la
quimica organica clasica, juega un papel importante en los procesos
poco contaminantes.!! Tanto las células enteras como las enzimas
aisladas permiten llevar a cabo las reacciones en condiciones
suaves sin la necesidad de utilizar metales pesados. Ademas, el uso
de las enzimas adecuadas permite obtener los productos de manera
quimioselectiva (preferencia por uno de los grupos funcionales de
distinta naturaleza organica presentes en una molécula),
regioselectiva (capacidad que tienen de reaccionar con un grupo
funcional cuando existen varios de éstos en distintas zonas del
compuesto) y enantioselectiva (capacidad para discriminar entre los

dos enantiémeros de una mezcla racémica).12

En los ultimos anos se ha determinado la estructura de un
gran numero de enzimas, se ha investigado la promiscuidad
enzimatica y la aplicacion de técnicas de ADN recombinante,!3 lo
cual ha contribuido a abaratar los costes de estos procesos
biocataliticos y mejorar los rendimientos obtenidos con ellos.
Ademas, se ha llevado a cabo técnicas de inmovilizaciéon de
enzimas!'4 con resultados satisfactorios, lo cual es esencial para su

estabilidad en distintos medios de reaccion y su reutilizacion.

11 R. A. Sheldon, F. van Rantwijk, Aust. J. Chem. 2004, 57, 281-289.

12 V. Gotor, I. Alfonso, E. Garcia-Urdiales. Asymmetric Organic Synthesis with
Enzymes. Willey-VCH.Weinheim 2008

13 a) U. T. Bornscheuer Synlett 2013, 24, 150-156; b) M. B. Quin, C. Scmidt-
Dannert. ACS Catal. 2011, 1, 1017-1021.

14 L. Cao, Curr. Opin. Chem. Biol. 2005, 9, 217-226.
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0.2.1. Enzimas en disolvente organico

A pesar de que los procesos enzimaticos transcurren a
temperaturas suaves y que el medio acuoso es el mas utilizado, los
procesos biocataliticos no se limitan a estas condiciones y algunas
enzimas poseen una alta termoestabilidad que permite trabajar a
temperaturas mas altas, llegando incluso a los 125 °C sin perder su
efectividad. Ademas, algunas de ellas tienen la capacidad de
trabajar de manera satisfactoria en disolventes organicos, siendo
ésta una opcion que resuelve en ocasiones el problema de la baja
solubilidad de muchos compuestos organicos en agua.2

Hasta mediados de los anos 80,15 las reacciones catalizadas
por enzimas en disolventes organicos no se consideraban factibles,
puesto que, se creia que las enzimas fuera de su medio natural
perdian su actividad. El hecho de poder trabajar en disolventes
organicos presenta grandes ventajas, dado que, permite entre otras,
una mejor solubilidad de los compuestos organicos, una sencilla
recuperacion de los productos finales de reaccion, asi como
favorecer los procesos de deshidratacion o esterificacion evitando
procesos indeseados de hidrolisis. Se ha demostrado que la
desnaturalizacion de las proteinas en medios organicos anhidros
apenas ocurre. De hecho, la estabilidad de la proteina es menor en
disolventes miscibles con el agua (-2.5 < log P < 0), como la acetona,
que en disolventes hidrofébicos (2 < log P < 4), como los alcanos.
Las proteinas necesitan una microcapa de agua para mantener su
actividad catalitica. En disolventes miscibles con el agua esa capa
esencial se disuelve, mientras que en disolventes hidrofobicos

permanece inalterada.!6

15 a) G. Kirchner, M. P. Scollar, A. M. Klibanov, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107,
7072-7076; b) A. Zaks, A. M. Klibanov, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 3192-
3196.

16 a) G. Carrea, S. Riva. Organic Synthesis with Enzymes in Non-Aqueous Medium.
Wiley-VCH. Weinheim 2008; b) S. Hazarika, P. Goswami, N. N. Dutta, A. K.
Hazarika. Chem. Eng. J. 2002, 85, 61-68; c) A. M.Azevedo. D. M. F. Prazeres, J. M.
S. Cabral, L. P. Fonseca, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2001, 15, 147-153; d) H. Sztajer,
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0.2.2. Inmovilizacion de enzimas

A pesar de la gran versatilidad que proporciona el uso de
enzimas en diferentes tipos de procesos, el uso de éstas aisladas o
bien como células enteras conlleva una serie de desventajas, puesto
que, pueden ser inestables en el medio de reaccién tanto por la
temperatura, el pH, la concentracion de los sustratos, ademas de la
imposibilidad de su recuperacion para ser reutilizada, lo cual,

incrementa el coste del proceso.

Un buen método para solventar estos problemas es la
inmovilizacion de las enzimas.!* Desde la segunda mitad del siglo
20 se han llevado a cabo numerosos intentos para su inmovilizacion
de manera que puedan ser usadas en diferentes procesos.

Existen diferentes métodos de inmovilizacion,!” como son,
adsorcion, interaccion electrostatica, modificacion de la superficie,
enlace covalente, entrecruzamiento (cross-linking),? etc. Todos ellos,
conllevan a una serie de beneficios, puesto que permiten la
reutilizacion del biocatalizador, disminuyendo el coste del proceso,
al estar inmovilizadas, aumenta su estabilidad, por lo que admiten
una mayor variacion del pH y la temperatura y por tanto pueden ser
utilizadas en un mayor numero de procesos sobre todo, de tipo
industrial.

Sin embargo, la inmovilizacion de las enzimas también puede
generar desventajas, puesto que, en algunos casos, éstas pierden
parte de su actividad debido a modificaciones quimicas en la
superficie de la proteina o a problemas de difusiéon y acceso al
sustrato del centro activo de la misma. Esto conlleva a la necesidad
de generar un buen método de inmovilizacion'® que permita la
utilizacion de la enzima con todas sus cualidades ademas de tener

unos costes razonables que permitan su uso de manera industrial.

H. Lunsdorf, H. Erdmann, U. Menge, R. Schmid. Biochim. Biophys. Acta 1992,
1124, 253-261; e) A. Zaks, A. M. Klibanov. J. Biol. Chem. 1988, 263, 3194-3201.

17 D. N. Tran, K. J. Balkus Jr. ACS Catal. 2011, 1, 956-968.

18 R. A. Sheldon, Org. Process. Res. Dev. 2011, 15, 213-223.
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0.3. Lipasas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas
aumentando la velocidad de las reacciones y sin consumirse en el
proceso ni modificar el sentido de los equilibrios quimicos. Su
utilizacion tiene la ventaja de catalizar solamente la reaccion
deseada, evitando la aparicion de productos secundarios.

Tradicionalmente, las enzimas pueden ordenarse segun la
reaccion convencional que catalizan. Esto ha permitido clasificar los
biocatalizadores en familias, cada uno de los cuales posee un codigo
de cuatro numeros precedido de las siglas EC (Enzyme
Commission).

Este trabajo se basara casi exclusivamente en el uso de un
tipo de hidrolasas, y mas concretamente en las denominadas
lipasas.

Las lipasas (EC 3.1.1.3), son triglicerol hidrolasas cuya
principal funcion biolégica es catalizar la hidrélisis de triglicéridos
para dar acidos grasos libres, mono, diglicéridos y glicerol.
Actualmente se han caracterizado un gran numero de ellas y se ha
visto que presentan amplia variedad tanto en eficacia como en
especificidad,!® puesto que, a diferencia de otras enzimas, las
lipasas aceptan una gran variedad de sustratos actuando incluso
en medio organico, lo cual le da mejor versatilidad pudiendo ser
aplicados tanto en reacciones de hidroélisis como en la sintesis de

ésteres.

Esta gran versatilidad se debe principalmente a que cuando
son utilizados en medios organicos cualquier nucleofilo (alcoholes,
peroxidos, aminas, amoniaco, etc.) pueden remplazar al agua en el

intermedio acil-enzima (Esquema 2).20

19 R. Schimd, R. Verger, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608-1633.
20 a) V. Gotor, Org. Process Res. Dev. 2002, 6, 420-426; b) V. Gotor, Bioorg. Med.
Chem. 1999, 7, 2189-2197.
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Esquema 2. Reacciones catalizadas por hidrolasas.

En la ultima década se ha publicado que aproximadamente
dos tercios de las biotransformaciones se llevan a cabo utilizando
enzimas hidroliticos.2! De este modo, este tipo de catalizadores han
mostrado una excelente utilidad en la preparacion de detergentes,
alimentos y estructuras quirales precursores de compuestos con
actividad biologica o farmacos.22

0.3.1. Mecanismo de actuacion

Las lipasas siguen el mecanismo de las serin hidrolasas,23 el
cual cumple la cinética de Michaelis-Menten y transcurre

fundamentalmente en tres etapas:

21 U. T. Bornscheuer, R. J. Kazlauskas, Hydrolases in Organic Synthesis, 2° Ed.
Wiley-VCH. 2006.

22 a) V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2006, 40,
111-120; b) R. D. Schmid, R. Verger, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608-1633;
c) A. Ghanem, Tetrahedron 2007, 63, 1721-1754.

23 a) J. B. Jones, J. F. Beck, in Applications of Biochemical Systems in Organic
Chemistry, Eds. J. B. Jones, C. J. Sih, D. Perlman, parte I, Wiley 1976, 107; b) R.
J. Kazlauskas, H. K. Weber, Curr. Opin. Chem. Biol. 1998, 2, 121-126.
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Esquema 3. Mecanismo de actuaciéon de las serin hidrolasas.

En el primer paso, el sustrato R;-COOR, se une al centro
activo de la enzima formando un enlace no-covalente en el Complejo
de Michaelis, permitiendo el ataque nucledéfilo del grupo hidroxilo de
la serina, el cual ha sido desprotonado previamente por el resto de
histidina, formando el intermedio tetrahedrico 1 (IT1).
Seguidamente tiene lugar el intermedio acil-enzima eliminandose el
grupo R;OH. El grupo carbonilo del intermedio acil-enzima es

atacado por un nucledfilo (NuH), dando lugar al intermedio
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tetrahédrico 2 (IT2), el cual, finalmente, evoluciona para recuperar
el catalizador y liberar el producto final de la reaccion R;CONu.

0.3.2. Estructura de las lipasas

En esta memoria se han utilizado una gran variedad de lipasas
que actian seglin este mecanismo, obteniéndose los mejores
resultados con las lipasas de Candida antarctica de tipo Ay B (CAL-
A y CAL-B).

La lipasa de Candida antarctica tipo A (CAL-A) (Figura 4),
proviene de la levadura Candida antarctica originariamente aislada
en la Antartida. A lo largo de los anos ha mostrado muy buena
eficacia en disolventes organicos, a elevadas temperaturas y en un
amplio intervalo de pH. Entre las resoluciones que se han descrito
en la bibliografia con esta enzima destacan las de alcoholes

terciarios?4 y N-acilacion de B-aminoésteres.25

Figura 4. Estructura tridimensional de la lipasa CAL-A.

La lipasa de Candida antarctica tipo B (CAL-B) es una proteina
globular cuya cadena polipeptidica esta compuesta por 317

aminoacidos (Figura 5).26 Su estructura presenta en su centro

24 M. Wiggers, J. Holt, R. Kourist, S. Bartsch, I. W. C. E. Arends, A. J. Minnaard,
W. T. Bornscheuer, U. Hanefeld. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2009, 60, 82-86.

25 a) S. Gedey, A. Liljeblad, L. Lazar, F. Fulop, L. Kanerva, Tetrahedron: Asymmetry
2001, 12, 105-110; b) T. Liljeblad, L. Kanerva, Tetrahedron 2006, 62, 5831-5854.
26 S. Lutz, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2743-2748.
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activo dos canales casi paralelos que se extienden desde la serina
del centro activo hasta la superficie, diferiendo en el tamano de sus
huecos. El hueco grande hidrofobico aloja el fragmento acilo del
sustrato y en el hueco pequeno situado por debajo de la triada
catalitica se coloca el nucleéfilo.

El tamano restringido de dicho centro activo sumado a las
fuertes interacciones existentes entre los aminoacidos de la cadena
proteica y los sustratos explican la excelente enantiopreferencia que
muestra frente a alcoholes secundarios2??” y otros nucleéfilos como
las aminas primarias.2®8 Entre sus aplicaciones mas importantes se
encuentra la preparacion de aminas y amidas, tanto quirales como
aquirales a través de procesos de amindlisis y amonolisis

enzimatica.z29

Figura 5. Estructura tridimensional de la lipasa CAL-B.

0.3.3. Enantioselectividad y reconocimiento quiral

Para describir la enantioselectividad obtenida en Ilas
transesterificaciones de alcoholes secundarios (que por extension se
puede aplicar a reacciones con otros nucleéfilos) sin predecir el

27 V. Gotor, Biocatal. Biotransform. 2000, 18, 87-103.
28 1. Alfonso, V. Gotor, Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 201-209.
29 V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Curr. Org. Chem. 2006, 10, 1125-1143.
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grado de las mismas, Kazlauskas y colaboradores3? disenaron una

regla empirica.

Esta regla se basa en la diferencia de tamano de los
sustituyentes unidos al centro estereogénico. Cuando el
enantiomero favorecido del alcohol (enantiomero que reacciona mas
rapido) se une a la lipasa, el sustituyente mas grande (L) se
acomoda en el hueco de mayor tamano, mientras que el grupo
pequeno (M) se aloja en el hueco mas pequeno. Para el enantiomero
desfavorecido la situacion es justo la contraria, en este caso, el
grupo voluminoso deberia ser alojado en el hueco mas pequeno
(Figura 6).

RO, H RO H

Q@ (@Q

(R)-enantiémero: (S)-enantiémero:
favorecido desfavorecido

Figura 6. Enantiomero favorecido segun la regla de Kazlauskas.

Por lo tanto, segin este modelo el valor de la
enantioselectividad que puede mostrar una lipasa en la resolucion
de un alcohol esta determinado por la diferencia de tamano entre
los grupos grande (L) y mediano (M). Siempre teniendo en cuenta
que los tamanos de los grupos sustituyentes estan limitados por el
espacio disponible en los respectivos huecos del centro activo de
cada lipasa. Cuando los sustituyentes del centro estereogénico son
mayores que estos huecos, la enantioselectividad decae de forma
drastica.

Cuando el orden de preferencia de los sustituyentes concuerda
con su tamano (cuando el sustituyente mayor tiene mayor prioridad
que el pequeno segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog),3! la regla

30 R. J. Kazlauskas, A. N. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org. Chem.
1991, 56, 2656-2665.
31 R. S. Cahn, S. C. Ingold, V. Prelog, Angew. Chem. 1966, 5, 385-415.
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de Kazlauskas predice una enantiopreferencia por el alcohol de
configuracion (R).

0.4. Medida de la razon enantiomeérica

En una resolucion cinética el valor del exceso enantiomérico
del sustrato (ees) y del producto (eep) varia con el avance de la
reaccion. Por esta razon comparar estos valores en diferentes
procesos no tiene demasiado sentido a menos que se comparen a
conversiones iguales. La propiedad que regula la variacion en los
excesos enantioméricos es la constante de especificidad (kr) que
representa la velocidad aparente de segundo orden de la reaccion
enzimatica global a concentraciones bajas de sustrato. Esta k. se
denomina enantioselectividad o razon enantiomérica E en una
resolucion enzimatica (Ecuacion 1),32 y permite medir la capacidad
de una enzima para distinguir entre dos enantiémeros de una
mezcla racémica. La enantioselectividad de una enzima puede
variar dependiendo de las condiciones de reaccion pero es

independiente del momento en el que se analice la misma.
(kcat / KM)R

EFE= ———
(kcat/ KM)S

Ecuacién 1. Ecuacion de enantioselectividad.

rel

Aunque no existe una norma general para determinar el valor
de E a partir de cual se puede considerar que la resolucién se ha
realizado con éxito, se considera que valores de E por debajo de 15
no tienen utilidad para fines practicos, y sélo si la E es superior a
100 se puede conseguir producto y el sustrato enantiopuros a

conversiones cercanas al 50%.

32 C. S. Chen, Y. Fujimoto, G. Girdaukas, C. Sih, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104,
7294-7299.
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Generalmente el valor de E se calcula a partir de las variables
experimentales ¢, ees y eep,, aunque existen varios métodos para la

determinacion de esta magnitud.33

Estas tres magnitudes estan relacionadas (Ecuacion 2), lo que
permite conocer una de las variables a partir de las otras dos.

eeg
C —
(ees + eey)

Ecuacioén 2. Ecuacion para el calculo de la conversion.

Para reacciones irreversibles que siguen una cinética de
Michaelis-Menten y en las que no existe inhibicion por producto, la
E puede ser determinada con las siguientes ecuaciones (Ecuacion
3).

_ In[1-c(1+eep)] _  In[(1-c)(1-eeq)]
~ In[1-c(1-ee,)] —  In[(1-c)(1+eey)]

Ecuacion 3. Ecuaciones para la determinacion de la Enantioselectividad.

En general, en esta memoria, la conversion se ha determinado
a partir de los valores de ees y ee, que fueron medidos con gran
exactitud mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC),
utilizando para ello columnas de relleno quiral.

0.5. Objetivos generales

Hasta este punto se ha realizado una breve introduccion
destacando la importancia de las biotransformaciones para la
preparacion de compuestos organicos de forma selectiva, sencilla,
eficaz, no contaminante y especialmente orientada a la preparacion

de productos 6pticamente puros.

33 A. J. J. Straathof, J. A. Jongejan, Enzyme Microb. Technol. 1997, 21, 559-571.
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Esta memoria consta de cuatro capitulos en los que se
utilizaran las lipasas como catalizadores en procesos de resolucion

cinética.
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1.1. Preparacion de compuestos con centros
estereogénicos cuaternarios

La preparacion de compuestos o6pticamente puros en los que el
centro estereogénico esta en un carbono cuaternario es uno de los
retos de la sintesis organica actual. El interés que despiertan este
tipo de compuestos, se debe tanto a la dificultad que a menudo
presenta la construccion de un centro estereogénico con elevada
congestion estérica, como a las propiedades terapéuticas que
poseen algunos compuestos con esta estructura, dado que, una
gran variedad de ellos forman parte de productos naturales y
farmacologicos. Entre los compuestos de mayor interés destacan los
aminoacidos a,a-disustituidos,3* que no se pueden obtener a partir
de fuentes naturales y los alcaloides con grupos amino a-

cuaternarios derivados de los mismos.35

Otro ejemplo de estos compuestos son los derivados del 4-
benzopirano3¢ (Figura 7) puesto que son compuestos con
propiedades B-bloqueantes.

34 a) C. Cativiela, M. Ordoniez, Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 1-63; b) M. L
Calaza, C. Cativiela, Eur. J. Chem. 2008, 20, 3427-3448; c) C. Cativiela, M. D. Diaz
de Villegas, Tetrahedron: Asymmetry 2007, 18, 569- 623; d) H. Vogt, S. Brase, Org.
Biomol. Chem. 2007, 5, 406-430; e) Y. Ohfune, T. Shinada, Eur. J. Org. Chem.
2005, 5127-5143.

35 a) P. M. Dewick, Medicinal Natural Products-A Biosynthetic Approch; Wiley:
Chinchester 1997; b) G. A. Cordell, Introduction to Alkaloinds-A Biogenetic
approach; Wiley: New York 1981.

36 a) X. Florence, S. Sebille, P. Tullio, P. Lebrun, B. Pirotte, Bioorg. Med. Chem.
2009, 17, 7723-7731; b) V. Calderone, L. Testai, A. Martelli, S. Rapposelli, M.
Digiacomo, A. Balsamo, M. C. Breschi, Biochem. Pharmacol. 2010, 79, 39-47; c) R.
C. Gadwood, L. M. Thomasco, V. E. Gropii, B.-A. Burnett, S. J. Humphrey, M. P.
Smith, W. Watt, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5, 2101-2104.
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Figura 7. Dihidrobenzopiranos de interés.

Los canales de potasio son membranas proteicas que permiten
el paso de iones potasio a través de la membrana celular. Un tipo de
éstos, es el sensible al ATP (Karp), €l cual regula los cambios de ATP
intracelular. Una buena regulacion de estos canales disminuye la
tendencia a enfermedades tales como la hipertension, angina de

pecho, asma e incontinencia urinaria.

Los compuestos que llevan a cabo la apertura de los canales
de Karr (KCOs), forman parte de un grupo heterogéneo de
compuestos de diferentes clases quimicas como son
cianoguanidinas, tioformamidas y derivados del benzopirano. Los
primeros compuestos que mostraron actividad cardioprotectora
fueron el cromacalim y el pinacidil (Figura 8),37 sin embargo, su uso

fue limitado debido a los efectos secundarios que mostraban.

{ §ou
N“O NN
NC OH O/ o
N N
= NG~
(0]
(x)-Cromacalim (x)-Pnacidil

Figura 8. Estructuras del cromacalim y pinacidil.

37 X. Florence, S. Sebille, P. de Tullio, P. Lebrun, B. Pirotte, Bioorg. Med. Chem.
2009, 17, 7723-7731.
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Debido a esto, en los ultimos anos se ha desarrollado una
serie de derivados del benzopirano con el objetivo de mostrar alta
selectividad a los canales de P-bloqueantes del pancreas o bien
cardiacos. Hasta el momento, las modificaciones realizadas en los
benzopiranos han sido en la posicion C-4, mostrando mejores
resultados aquellos que tienen una estructura espiro.38

38 a) S. Rapposelli, V. Calderone, R. Cirilli, M. Digiacomo, C. Faggi, F. La Torre, M.
Manganaro, A. Martelli, L. Testai, J. Med. Chem. 2009, 52, 1477-1480; b) M. C.
breschi, V. Calderone, A. Martelli, F. Minutolo, S. Rapposelli, L. Testai, F. Tonelli,
A. Balsamo, J. Med. Chem. 2006, 49, 7600-7602.
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1.2. Procesos biocataliticos

Las lipasas se usan de forma habitual para la resolucion de
alcoholes secundarios e incluso aminas o alcoholes primarios, sin
embargo, las resoluciones desarrolladas hasta el momento no han
permitido sintetizar un gran numero de alcoholes terciarios
enantiopuros con altos rendimientos y pureza.

Las enzimas que han mostrado una mayor efectividad en la
resolucion cinética de alcoholes terciarios han sido las hidrolasas,39
tanto las lipasas como las esterasas, dado a su disponibilidad
comercial y a no necesitar un cofactor para llevar a cabo
satisfactoriamente su catalisis (factor de gran importancia a la hora
de realizar estudios sobre las mismas). Debido a esto, se han
realizado una serie de mutaciones sobre algunas de ellas para
aumentar la capacidad de aceptaciéon de sustratos con centros
estereogénicos impedidos.

Por tanto, en este capitulo se hara un breve resumen de
aquellas que mejores resultados han mostrado en la resolucién de

estos centros cuaternarios.

1.2.1. Epoxido hidrolasas, deshalogenasas e hidroxinitrilo
liasas

1.2.1.1. Epoxido hidrolasas

La resolucion cinética de oxiranos racémicos tiene lugar bajo
la catalisis de epoxido hidrolasas procedentes de la Rhodococcus
ruber’® y Bacillus subtilis (Esquema 4).41 En ambos casos la

39 R. Kourist, P. Dominguez de Maria, U. T. Bornscheuer, ChemBioChem. 2008, 9,
491-498.

40 H. Hellstrom, A. Steinreiber, S. F. Mayer, K. Faber, Biotechnol. Lett. 2001, 23,
169-173.

41 A. Fujino, M. Asano, H. Yamaguchi, N. Shirasaka, A. Sakoda, M. Ikunaka, R.
Obata, S. Nishiyama, T. Sugai, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 979-983.
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apertura de epoxidos racémicos en medio acuoso en la resolucion
cinética da el correspondiente alcohol con alta enantioselectividad y

buenos rendimientos.

o R. ruber o OH
SM 1789 OH
) +
éK/OVPh pH 6.5 §"'///O\/Ph R/O\/Ph
30°C, 24 h, s
c=33%E=174 ees=94% ee,=9%6%
/\lﬂ &} BnO” > DOH , [ TOBn
BnO® 9 7dias, 30°C, oH S
c=52%
E=73 ee, = 82% ees > 99%

Esquema 4. Resoluciéon enzimatica con epoéxido hidrolasas.

1.2.1.2. Deshalogenasas

Por otro lado, Janssen y colaboradores*? han descrito el uso de
halohidrinas deshalogenasas como la Agrobacterium radiobacter
AD1 (HheC) dando lugar a la apertura del epoxido con alta
enantioselectividad utilizando NaCN (Esquema 35).

O 0]
HheC OH
r,%@ + NaCN 4)tamp()n \\u\‘Rk/CN + Et/ﬂ
Et pH7.5 ta.
5h, ee, > 99% ees =51%

c=34 E>200

Esquema 5. Apertura selectiva de epoxidos.

1.2.2. Lipasas y esterasas

Varias lipasas y esterasas aceptan alcoholes terciarios como
sustratos. Un ejemplo de ello es la lipasa de Candida antarctica de
tipo A (CAL-A).

La resolucion llevada a cabo por Bornscheuer y
colaboradores,*3 en la cual catalizan la acilacién enzimatica del 2-

hidroxi-2-fenilbut-3-ino, con la lipasa CAL-A, muestra una buena

42 M. Majeric-Elenkov, W. Hoeffken, L. Tang, B. Hauer, D. B. Janssen, Adv. Synth.
Catal. 2007,349, 2279-2285.

43 S. H. Krishna, M. Persson, U. T. Bornscheuer, Tetrahedron: Asymmetry 2002,
13, 2693-2696.
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enantioselectividad (Esquema 6), aunque con una conversion

moderada.
o
. 2 OH
CAL A g
4} _n
ta. 48 h, N
c=17%, E=48

ee; =20% ee, = 97%

Esquema 6. Reaccion catalizada por la lipasa CAL-A.

Otra resolucion llevada a cabo con la misma lipasa es la
acilacion enzimatica del 1-hidroxi-1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-
naftaleno, para la cual utilizando acetato de vinilo como medio de
reaccion se obtuvo una excelente enantioselectividad, sin embargo,
la conversion fue moderada y tras 6 dias solo se alcanzo un 20% de

conversion.
- OH

CAL-A
4) +
144 h, 6 dias
¢ =20%, E > 200

eey = 20% eep > 99%

Esquema 7. Acilacién enzimatica catalizada por la lipasa CAL-A.

Otra lipasa de interés para la resolucion de este tipo de
sustratos es la esterasa de higado de cerdo (pig liver esterase) (PLE)
(Esquema 8),* la cual cataliza la reaccion de hidrolisis enzimatica

en medio acuoso con moderados rendimientos.

ta,55h
N ¢ =36% ee, =97% N

OH/
0”0 4}
@/ tampén pH 7.0 @/

Esquema 8. Resolucion con la esterasa PLE.

44 J. F. Coope, B. G. Main, Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 1393-1398.
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Las cianhidrinas derivadas de cetonas son aceptadas por la
proteasa Subtilisina A o la lipasa Candida rugosa CRL. Los acetatos
de estas cianhidrinas son  hidrolizados con elevada
enantioselectividad, mostrando estas enzimas una opuesta
preferencia estereoquimica dando lugar a los productos deseados
con buenos rendimientos y moderada o alta enantioselectividad.*s

AcO (CN HQ CN
©)\ + ©/<
CRL
ees = 84% ee, = 54%
AcO +CN
Subtilisina A AcO, CN HO, (CN

c=50, E=58 +
ta., 20 h
eeg = 90% ee, = 90%

Esquema 9. Resolucion de cianhidrinas racémicas con lipasas.

Finalmente, la lipasa mas estudiada para este tipo de procesos
en sustratos con centros esterogénicamente impedidos es la Bacillus
subtilis (BS2).46 Esta esterasa ha sido sometida a una gran cantidad
de estudios debido a su efectividad catalitica, se ha llevado a cabo
su clonacion y posterior sobreexpresion en E. Coli, siendo varias de
sus mutantes mejores catalizadores para la resolucion de alcoholes
terciarios que la propia BS2. Un ejemplo de ello es la resolucion del
acetato 1,1,1-trifluoro-2-fenilbut-3-in-2-ilo, puesto que una de las
mutantes de la BS2 catalizé su hidrélisis con una excelente
enantioselectividad, siendo este resultado mejor que el obtenido al

utilizar la enzima sin modificar.

45 J. Holt, I. W. C. E. Arends, A. J. Minnaard, U. Hanefeld, Adv. Synth. Catal. 2007,
349, 1341-1344.

46 a) B. Heinze, R. Kourist, L. Fransson, K. Hult, U. T. Bornscheuer, Protein Eng.
Des. Sel. 2007, 20, 125-131; b) R. Kourist, S. Bartsch, U. T. Bornscheuer, Aduv.
Synth. Catal. 2007, 349, 1393-1398.
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BS2
(Gly105Ala)
tampén/ DMSO
30 °C, 20 min,
¢ =58, E>100

ees= 94% ee,= 96%

Esquema 10. Hidroélisis enzimatica llevada a cabo por la BS2 mutante.

1.2.3. Resoluciones enzimaticas a través de grupos
funcionales alejados del centro estereogénico

Debido a la dificultad que posee la resolucion de centros
cuaternarios, una posible solucion a este problema es alejar el
centro estereogénico impedido del punto de reaccion sobre el que
actia la enzima. Son varios los ejemplos encontrados en la

bibliografia que utilizan esta estrategia.

En este grupo de investigacion se llevo a cabo la resolucion de
un intermedio para la preparacion del (S)-citalopram+?’ de manera
enantiopura, mediante la acilacion enzimatica catalizada con la
lipasa CAL-B. Se Obtuvo el producto deseado con una alta

enantioselectividad (Esquema 11).

ee,> 99% ees= 86%

Esquema 11. Resolucion enzimatica del precursor del (S)-citalopran.

Utilizando como catalizador la lipasa CAL-B, se puede obtener
casi la misma enantioselectividad mediante el proceso de hidroélisis
(Esquema 12).

47 L. F. Solares, R. Brieva, M. Quir¢s, I. Llorente, M. Bayod, V. Gotor, Tetrahedron:
Asymmetry 2004, 15, 341-345.
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A

o~ O

NC
(o | me

N  CHs;CN/H,0

N\ 30°C,89h
c=40,E=68

ee,= 95%

ees= 63%
Esquema 12. Resolucion de hidrélisis del precursor del (S)-citalopran.

Posteriormente, se
derivado del

realizo0 la resolucion enzimatica del

2-ciclobutil-2-hidroxi-2-fenilacetonitrilo (Esquema
13),48 intermedio en la sintesis de (S)-oxibutimina, obteniéndose con
la lipasa CAL-B una elevada enantioselectividad.

OH
(e} (0]
L CAL-B L N
} +
NG 0~ SO0 tampén pH 7.0 NG o~ Yo NC.:
1,4-dioxano Ph>\@
F’h>\g 30°C, 16 h Ph
c=42, E>200
) ees=T71% ee, > 99%

Esquema 13. Hidroélisis enzimatica del derivado acetoxiacetilado.

Mas recientemente, Guerrab et al.49 desarrollaron la resolucién

de a-hidroximetilcicloalcanonas, utilizando para ello la lipasa AK

como catalizador lo que permiti6 obtener

una excelente
enantioselectividad (Esquema 14).

48 V. Recuero, M. Ferrero, V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron:
Asymmetry 2007, 18, 994-1002.

49 Z. Guerrab, S. Schweiger, B. Daou, M. Ahmar, B. Cazes, Tetrahedron:
Asymmetry 2010, 21, 1752-1757.

44



Antecedentes

o
o )ko/\ o) o
AK
oy aNo N o4
PH

/ OH  Benceno ] OAc
Ph 65°C, 11h Ph
¢ =50, E>200
ee; = 98% ee, = 98%

Esquema 14. Resolucion de centros estereogénicos cuaternarios.

Como se ha comentado previamente en la introduccion de este
capitulo tanto la sintesis como la posterior resolucion de los centros
cuaternarios ha demostrado ser una ardua tarea. Puesto que en
este capitulo se desarrollara la sintesis y resolucién de precursores
de compuestos [-bloqueantes, a continuacién se exponen unos
ejemplos desarrollados en este grupo de investigacion referentes a la
resolucion de las cianhidrinas con estructuras semejantes o bien
precursoras de los compuestos cuya resolucion se va a estudiar

posteriormente.

La resolucién de la cianhidrina derivada de la tetralona se
consiguiéo mediante una acilacién catalizada por la lipasa CAL-A
(Esquema 15).50

P

HO CN 07N HO, CN 2

CAL-A NC, $04/<
4} + \ +
tolueno
6 dias, 30 °C
ees= 15% ee, > 99% (80%)
5% 14%

Esquema 15. Reaccién de acilaciéon enzimatica catalizada por la lipasa CAL-A.

El producto acilado se obtiene con una elevada pureza optica
aunque con bajo rendimiento debido a la reaccion espontanea de la
cianhidrina en el medio de reacciéon que lleva a la recuperacion de

un 80% de la tetralona inicial.

50 J. A. Rodriguez-Rodriguez, V. Gotor, R. Brieva, Tetrahedron: Asymmetry 2011,
22, 1218-1224.
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Mediante la reaccion de hidroélisis enzimatica de su derivado
esterificado, y, tras analizar diferentes condiciones de reaccion, se
consiguido obtener el sustrato enantiopuro con un 40% de
rendimiento al utilizar la lipasa CAL-A como catalizador (Esquema
16).

dioxano/ tampon
®© fosfato pH 7 (2:1) ©é
2 dias, 30 °C
ees > 99% ee,= 24% 21%
40% 39%

Esquema 16. Reaccion de hidrélisis catalizada por lipasas.

El mejor resultado se consigui6 mediante una reaccion de
aminodlisis del derivado metoximetil acetilado de la tetralona con
una amina de estructura semejante a la del éster. En estas
condiciones se consiguié una elevada enantioselectividad en el
proceso consiguiéndose el sustrato enantiopuro con buen
rendimiento. La cianhidrina que se forma como producto se
descompone completamente en estas condiciones de reaccion,

simplificando el nimero de productos de reaccién.

NH,
0 0 o
NC §o—/& / CALA NG b\\oJ& y
S g —-—) ' g
Et,0
30°C, 23 h

61%
ee, > 99% °

39%
Esquema 17. Reaccion de amindlisis catalizada por lipasas.

Cuando se trata de extender el método a la resoluciéon de
estructuras analogas como la 4-cromanona o la 1-indanona solo se

obtuvieron conversiones y enantioselectividades moderadas.
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Objetivos

Teniendo en cuenta el valor sintético de los procesos de
preparacion de compuestos  enantiopuros con = centros
estereogénicos impedidos y en concreto la importancia de los
derivados dihidrobenzipiranicos mostrados en la introduccién, como
objetivos a este capitulo se ha planteado:

e Sintesis de aminoalcoholes derivados de 4-cromanona y
tetralona mediante la formacion de la cianhidrina y su posterior

reduccion.

e Estudio de su resolucion mediante procesos de amindlisis
enzimatica con lipasas comerciales.

e Preparacion de los derivados esterificados y protegidos en el

grupo amino.

e Estudio de la resoluciéon enzimatica de estos sustratos
mediante procesos de hidrolisis catalizados por lipasas y esterasas.
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1.3. Sintesis de los precursores

En primer lugar se llevo a cabo la sintesis de los sustratos de
partida a partir de las cetonas correspondientes. En el caso del
derivado (*)-4c, al no ser la cetona de partida un sustrato
comercial, fue necesario sintetizarla a partir del S5-bromo-2-

hidroxiacetofenona 1 (Esquema 18).

O

R1\©fk
OH

1

O
)j\ Tolueno
Ry R, | 110°C,12h

pirrolidina | 80%

TMSO_ CN HO +~NH,
TMSCN, |2 |AIH4 R4 S
CH20I2 EtZO R,
R2 ta.5h R ta,2h X" R,
90-95% 95%
2a-c (¥)- 3a-c (£)- 4a-c

Molécula X R4 R,

a O H H
b C H H
[ O Br Me

Esquema 18. Sintesis de los compuestos (*)-4a-c.

Basandose en los procedimientos sintéticos encontrados en la
bibliografia,38b el compuesto 1, se hizo reaccionar con acetona y
pirrolidina en tolueno, dando lugar a la cetona 2c¢ con elevado
rendimiento. Una vez obtenidos los sustratos 2a-c, éstos se hicieron
reaccionar con TMSCN y I, en CH.Cl,, para dar las cianhidrinas
protegidas (£)-3a-c.5! La reduccion de las mismas utilizando para
ello LiAlH4 en Et,0, generé los aminoalcoholes deseados (t)-4a-c.

51 S. Yadav, B. V. S. Reddy, M. S. Reddy, A. R. Prasad, Tetrahedron Lett. 2002, 43,
9703-9706.
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Los procesos cataliticos que se van a estudiar son reacciones
de aminolisis, hidrolisis o esterificacion. Para ello, se sintetizaron
también los ésteres y las amidas racémicas que participan en estos
procesos, bien como sustratos o bien como productos de las
reacciones enzimaticas y por tanto, la sintesis de estos compuestos
en su forma racémica se requiere para el seguimiento y analisis de
las reacciones mediante HPLC quiral.

A partir de los aminoalcoholes (t)-4a-c se prepararon las
amidas correspondientes (*)-5a-c con cloruro de acetilo y KoCO3 en
CH3CN (Esquema 19).

0
HO )J\CI 3\\

< NH
R1\<:fj 2 K,CO, R, HO SN
R,  CHsCN
X R, ta. 12 h YR
77-83% Ry
(¥)- 4a-c (¥)- 5a-c

Molécula X R; R,

a O H H
b C H H
c O Br Me

Esquema 19. Sintesis de los compuestos (+)-5a-c.

Tanto para las reacciones de hidrolisis como para llevar a cabo
el seguimiento de las reacciones de amindlisis, fue necesaria la
sintesis de los carbamantos (%)-6a-c, haciendo reaccionar los
aminoalcoholes (t)-4a-c con CbzCl en presencia de piridina y
CH2Clo.

54



Resultados y discusion

HO, —NH HO
R N 2 cbzClLPy R o NHCbz
R2 CH2C|2 R2
X" R, ta,12h X" R,
95-98%
(¥)- 4a-c (*)- 6a-c

Molécula X R Ry O CH.CI
2v12

a O H H )Lm ta,12h

b C H H EtsN, DMAP | 47-50%

[ O Br Me
=0

O N~
R, " ~NHCbz
[ I LR
X 2

R,
(¥)- 7a-c

Esquema 20. Sintesis de los compuestos (*)-7a-c.

Una vez sintetizados los compuestos (t)-6a-c, se llevo a cabo la
acetilacion de los mismos en presencia del cloruro de acido
correspondiente, EtsN en CH.Clz, dando lugar a los compuestos
racémicos ()-7a-c, cuya hidrolisis enzimatica se llevara a cabo

posteriormente.

1.3.1. Resolucion mediante reacciones de amindlisis

Para poder llevar a cabo el seguimiento de las reacciones
enzimaticas y calcular asi los excesos enantioméricos y la
enantioselectividad, se optimizo la separacion de los enantiomeros,
tanto del producto (*)-5a, como del sustrato derivatizado (*)-6a en
HPLC quiral. La derivatizacion se llevé a cabo utilizando CbzCl,
K>CO3 y CH2Cl, sobre la alicuota a analizar.

1.3.1.1. Resolucion del sustrato (+)-4a

En primer lugar se estudio la reaccion de amindlisis del

compuesto (t)-4a. Para ello se utilizaron 5 equivalentes del agente
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de acilacion, BuOMe como disolvente, manteniendo la agitacion
orbital a 30 °C. (Esquema 21).

(0]
HO, )J\ R HO, ?
@fj k. Lipasas ’ TN + HOG \N»\
H
t
0 BuOMe

30°C O

- (R) o (S)-5a
(#)-4a (R) o (S)-4a

Esquema 21. Reaccién de amindlisis del sustrato (+)-4a.

Al llevar a cabo las reacciones con la lipasa CAL-B y AcOEt
como agente de acilacion (Tabla 1), se alcanzé una conversion del
20% tras 24 horas con baja enantioselectividad (entrada 1). La
misma reaccion catalizada por la lipasa AK (entrada 2) mostr6é una
conversion del 16% y una enantioselectividad mas baja que en el
caso anterior. Para las reacciones catalizadas por la lipasa CAL-A y
PSL-IM (entradas 3 y 4) tras 24 horas no se observo producto de

reaccion.

Tabla 1. Amindlisis enzimatica del compuesto (t)-4a, en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa R t (horas) ees? (%) eep? (%) (%) E°

CAL-B Et 24 3 10 20 2
2 AK Et 24 3 17 16
3 CAL-A Et 24 -— — — —
4 PSL-IM Et 24 -— — — —
S CAL-B Pr 24 1 6 15 1
6] CAL-B  Bn 24 9 5 65 2

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-0(1+ ees)].32

Con el objetivo de mejorar la catalisis, se decidi6 probar otros
agentes de acilacion. Para ello se utiliz6 la lipasa CAL-B como
biocatalizador puesto que habia sido la enzima que mejores
resultados habia mostrado, acetato de propilo (AcOPr) y acetato de
bencilo (AcOBn) como agentes de acilacion. La reaccion catalizada
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por CAL-B y acetato de bencilo como agente de acilacion (entrada
0), tras 24 horas mostré una conversion del 65%, sin embargo, los
excesos enantiomeéricos alcanzados fueron bajos. Por ultimo la
reaccion cuyo agente de acilacion fue el acetato de propilo (entrada
5), tras el mismo periodo de tiempo, alcanzé un 15% de conversion
con una baja enantioselectividad.

1.3.1.2. Resolucion del sustrato (t)-4b

A continuacion se llevo a cabo la reaccion de amindlisis
enzimatica del sustrato (f)-4b con S equivalentes de diferentes
agentes de acilacion, en tBuOMe como disolvente a 30 °C (Esquema
22).

(0]
o}
HO, MR HO_,
& NH, ] L ~NH, HO_, »\
Lipasa + WTN
sy N
‘BuOMe
30°C
(£)-4b (R) o (S)-4b (R) o (S)-5b
Esquema 22. Amindlisis enzimatica del compuesto (t)-4b.

Las reacciones se llevaron a cabo con CAL-B como
biocatalizador puesto que, en el caso del sustrato (*)-4a mostro
mejores resultados que el resto de enzimas probadas (Tabla 2).

Tabla 2. Aminolisis enzimatica del compuesto (+)-4b, en ‘BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa R t (horas) 7;: ; eer? (%) (;: ) Ec
1 CAL-B Et 24 12 30 28 2
2 CAL-B Pr 24 10 28 26 2
3 CAL-B Bn 24 34 15 69 2

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/ (ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢(1+ ees)].32

En primer lugar se llevo a cabo la resolucion con AcOEt como
agente de acilacion (entrada 1), tras 24 horas se alcanzo el 28% de

conversion con baja enantioselectividad. Al igual que para el
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sustrato anterior, se decidi6 probar otros agentes de acilacion,
observandose que, cuando se trata del AcOPr (entrada 2), en el
mismo periodo de tiempo, tanto la conversion como la
enantioselectividad son bajas. Por ultimo, tras 24 horas de reaccion
el AcOBn mostr6 una conversion del 69% pero con excesos
enantioméricos bajos.

1.3.1.3. Resolucion del sustrato (t)-4c

Finalmente, se llevd a cabo la reaccion de amindlisis
enzimatica con el sustrato ()-4c.

O
R (0]
Bro oM TNH, Ao HOG «™NH, HOL M
Lipasa , + Br \H
o ‘BuOMe
30°C (@)
(*)-4c (R) o (S)-4c (R) o (S)-5¢

Esquema 23. Aminoélisis enzimatica del compuesto (+)-4c.

De manera analoga al sustrato anterior, se llevd a cabo la
reaccion con CAL-B como catalizador, ‘BuOMe como disolvente y 5

equivalentes de diferentes agentes de acilacion a 30 °C (Tabla 3).

Tabla 3. Aminodlisis enzimatica del compuesto (t)-4c, en BuOMe a 30 °C.

t ees? eep?

Entrada Lipasa R (horas) (%) (%) ct (%) Ec
1 CAL-B Et 48 - -—- Trazas ---
2 CAL-B Pr 48 33 >99 25 >200
3 CAL-B Bn 48 36 >99 27 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d(1+ ees)].32

En este caso, los mejores resultados se obtuvieron al utilizar
acetato de bencilo como agente de acilacion (entrada 3), alcanzando
tras 2 dias de reacciéon un 27% de conversion con una excelente
enantioselectividad. Al utilizar el acetato de propilo (entrada 2) los
resultados fueron muy similares al anterior, puesto que, tras el
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mismo periodo de tiempo se alcanzé un 25% de conversion con
excelente enantioselectividad. Cabe mencionar, que en ambos
casos, tiempos de incubacién mas prolongados no conducen a un

incremento de la conversion.

La elevada enantioselectividad obtenida en estos procesos y la
influencia de la estructura del éster observada en estas reacciones
sugieren varias posibles vias de optimizacion del proceso: empleo de
ésteres de cadena mas larga, incremento de la temperatura y
estudio de la influencia de la concentracion de sustrato y de
catalizador en el proceso.

1.3.2. Resolucion mediante procesos de hidroélisis

Para realizar el estudio de la resolucion a través de procesos
que involucran al grupo hidroxilo terciario se introdujo el grupo Cbz

en la amina.

Como se ha mostrado en la introduccién, son pocos los
ejemplos descritos en la bibliografia en los que se lleva a cabo la
reaccion de acilacion enzimatica de alcoholes terciarios,4344 siendo
la conversion muy baja en este tipo de procesos. La reaccion de
hidroélisis, es en principio mas favorable, y, aunque tampoco existen
demasiados ejemplos, en ocasiones se consiguen mejores resultados

tanto respecto a la enantioselectividad como a la conversion.

Por otra parte, en este apartado, ademas de las enzimas
comerciales, se dispuso de algunas lipasas y esterasas preparadas
en el grupo del profesor Uwe Bornscheuer, donde, durante una
estancia de 3 meses, se realizé parte de este estudio. Estas enzimas
no estan inmovilizadas y solo son adecuadas para catalizar

procesos de hidrélisis.

1.3.3. Estudios de solubilidad

Basandose en estudios previos, se decidio llevar a cabo las

reacciones de hidroélisis en tampon fosfato S0 mM a pH 7.5y 10%
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de DMSO como cosolvente, puesto que éstas fueron las condiciones
cuyos mejores resultados mostraron en la bibliografia. Sin embargo,
bajo estas condiciones, los sustratos (£)-7a-c no son solubles, por lo
que fue necesario realizar pruebas de solubilidad de estos sustratos
utilizando como cosolventes una gran variedad de disolventes
organicos. Los disolventes en los que se consiguié una mayor
solubilizacion del sustrato fueron ‘BuOMe, AcOEt, CH,Cl, y CH3CN.

1.3.4. Estudios del cosolvente

Es importante resaltar, que el objetivo principal de este
estudio no fue otro mas que comprobar que aquellos disolventes en
los que eran solubles los sustratos (t)-7a-c¢ no disminuian la

actividad enzimatica.

Este estudio fue necesario puesto que hasta el momento estas
enzimas solo se habian probado utilizando DMSO como cosolvente,
y por tanto, se desconocia su comportamiento en otros disolventes

organicos, siendo posible su inhibicién en alguno de ellos.

Las pruebas se realizaron con una reaccion modelo, siendo el
sustrato elegido el acetato de p-nitrofenilo y la enzima BS2 en
tampon fosfato 50 mM a pH 7.5 con un 10% de diferentes

disolventes organicos como cosolventes (Esquema 24).

A on
BS2
+ H,O 4)
tampon
10% cosolvente
NO, NO,

Esquema 24. Estudio modelo de actividad en los diferentes disolventes.

Bajo estas condiciones se llevaron a cabo las reacciones con
una gran variedad de disolventes organicos (hexano, CH2Cl,, DMSO,
DMF, BuOMe, butanol, tolueno, AcOEt, CH3CN y acetona). En
primer lugar, se observéo mayor conversion al llevar a cabo las

pruebas en disolucion tampon sin cosolvente, seguida de la
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obtenida al utilizar hexano, DMSO, BuOMe y CH,Cl,. De los cuatro
disolventes, los sustratos (+)-7a-c solamente se disuelven
totalmente en CH:Cl, y BuOMe, pero debido a la toxicidad del
CH2Clz, se decidi6 usar como cosolvente en las reacciones de
hidrolisis posteriores el ‘BuOMe, puesto que, la actividad de la BS2
en este disolvente era elevada y ademas permite comparar estos
resultados con las enzimas comerciales.

1.3.5. Estudio de la actividad de las hidrolasas

Ademas de los estudios anteriores se comprobo la actividad de
las enzimas a utilizar. Este estudio es necesario puesto que, al
tratarse de células enteras o enzimas liofilizadas no soportadas
pueden llegar a desnaturalizarse con el tiempo. De este modo, se
llevo a cabo el ensayo de pH de Bauman et al.52 utilizando el acetato
de 1-feniletilo como sustrato modelo.

Este ensayo consta de un estudio de pH mediante el uso de un
indicador de color, el cual, si se lleva a cabo la hidrolisis enzimatica
se observa el cambio de azul a amarillo al hidrolizarse el éster del
sustrato modelo. Para ello se utilizaron 20 uL de una disolucion del
sustrato en 200 mM DMSO, 5 pL de azul de bromotilo (BTB, 16 mM
en 16% de etanol y 84% H»0), 30 uL de las diferentes esterasas en
glicerol y 145 uL de una disolucion tampoéon de fosfato de sodio
S mM a pH 7.7, hasta alcanzar un volumen final de 200 uL, siendo
éste el volumen maximo que alcanzan las placas de microtitulo

utilizadas para llevar a cabo el estudio.

52 M. Baumann, B. H. Hauer, U. T. Bornscheuer, Tetrahedron: Asymmetry 2000,
11, 4781-4790.
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Figura 9. Ensayo de actividad enzimatica de diferentes células enteras.

En este ensayo fueron probadas 13 esterasas diferentes, de las
cuales solamente 2 mostraron actividad, puesto que, como se
muestra en la Figura 9 tornan su color a amarillo, lo cual indica
hidrolisis del grupo éster y la consiguiente formacion del alcohol,
siendo éstas las PLEO1 y la PLEOS.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en estos
estudios previos, se procedio6 al estudio enzimatico con los sustratos
previamente sintetizados (%)-7a-c.

1.3.6. Hidroélisis enzimatica del sustrato (1)-7a

En primer lugar, lleva a cabo la hidrolisis enzimatica del
mismo con una disoluciéon tampoén fosfato 50 mM a pH 7.5 y
‘BuOMe como cosolvente manteniendo a 30 °C la agitacién orbital.
Los biocatalizadores utilizados en este caso fueron la lipasa CAL-A,
y una serie esterasas comerciales de la casa Enzymicals (ESO1,
ES06, ES08, ES09, ES10) expresadas en E. Coli o procedentes de la
esterasa de higado de cerdo (PLEO1, PLEOS) también expresadas en
E. Coli. Ademas se probaron esterasas aisladas en el laboratorio del
profesor Bornscheuer (Pestll, ESA3, ES56). Sin embargo, se observo
la hidrélisis del sustrato en ausencia de catalizador, por lo que no
se obtuvo el compuesto enantioenriquecido.

Teniendo en cuenta este resultado, se decidio llevar a cabo las
reacciones con los mismos catalizadores pero utilizando ‘BuOMe

como disolvente y 10 equivalentes de H,O (Esquema 25). En este
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caso, no se produjo la reaccion quimica pero en el proceso
biocatalitico, tras 4 dias de reaccion se obtuvieron, en la mayor
parte de las biotransformaciones, trazas poco enriquecidas del
producto deseado.

0} O

Y Cbz

O «~N’ Llpasas
o]
o 30°C

(¥)-7a (¥)-7a (¥)-6a

Esquema 25. Hidrélisis enzimatica del compuesto (£)-7a.

1.3.7. Hidrolisis enzimatica del sustrato (t)-7b-c

Basandose en los resultados obtenidos con el sustrato anterior
(¥)-7a, la hidrolisis de éstos se llevo a cabo en BuOMe como
disolvente y 10 equivalentes de H>O, y la misma serie de lipasas y
esterasas que anteriormente, sin embargo, tras 4 dias no se observo

el producto de hidrélisis (Esquema 26).

OY
(@) \\\N,Cbz Lipasas n
Ry <_ H 4
R ‘BuOMe/ H,0
2 0,
X R, 30°C

(£)-7b X = CH,, Ry =H, R, = H
(#)-7c X = O, Ry = Br, R, = CHj

Esquema 26. Hidrélisis enzimatica de los compuestos (+)-7b-c.

Los resultados obtenidos en la resolucion de esta serie de
compuestos, no permiten la resolucion mediante la hidrolisis del
alcohol terciario esterificado. La estrategia que podria tener mejores
resultados seria la funcionalizacion de estos compuestos de manera
que la resolucion se lleve a cabo mediante una reaccion con un

grupo mas alejado del centro estereogénico impedido.

No obstante, tanto la funcionalizacion quimica del alcohol
terciario como la posterior resolucion requeriran un estudio mas

extenso que no forma parte de esta tesis doctoral.
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Conclusiones

Se ha sintetizado el compuesto 6-bromo-2,2-dimetil-4-
aminometil-4-hidroxicromanona que posee actividad como [3-
bloqueante y dos analogos de estructura mas simples derivados de
la 4-cromanona y tetralona respectivamente.

Se ha estudiado su resolucion enzimatica mediante procesos
de aminodlisis de estos sustratos o bien de hidrolisis de sus ésteres
derivados.

Se ha conseguido una excelente enantioselectividad en los
procesos de amindlisis enzimatica catalizada por la lipasa CAL-B del
compuesto 6-bromo-2,2-dimetil-4-aminometil-4-hidroxicromanona
aunque con una conversion baja (27%) que requiere un posterior

estudio para su optimizacion.

Los procesos de hidrolisis enzimaticos han requerido un
estudio de las condiciones de reaccion puesto que algunas de las
esterasas empleadas no son comerciales. Los resultados de estos
procesos no han permitido la resolucion de los sustratos, por lo que
se requiere la preparacion de nuevos derivados en los que la
catalisis enzimatica se produzca sobre un grupo mas alejado del

centro estereogénico impedido.
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1.4. General

Todos los reactivos utilizados a lo largo de esta memoria
fueron adquiridos a Acros Organics, Aldrich, Fluka o Merck, sin ser

necesarios tratamientos previos para su purificacion.

1.4.1. Biocatalizadores

La lipasa de Candida antarctica tipo B (CAL-B, Novozyme SP-
435L, 7300 PLU/g) fue donada por Novozymes. La lipasa de
Candida antarctica tipo A (CAL-A, lipasa NZL-101, 6.2 U/g) es
comercializada por Codexis. La lipasa Burkholderia cepacia (PSL-IM,
500 U/g) y la lipasa de Pseudomonas cepacia inmovilizada sobre
particulas de ceramica PSL-C (1019 U/ g) son comercializada por
Amano Pharmaceuticals. La lipasa de Pseudomonas fluorescens AK
(22100 U/g) fue sumistrada por Aldrich.

Las esterasas utilizadas en este capitulo provienen de higado
de cerdo (PLEO1 27 mU/mg, PLEOS 269 mU/mg) estan
sobreexpresadas en E. Coli, asi como las esterasas de origen
bacteriano (ESO1 29.17 U/mg, ES6 3.56 U/mg, ESO8 0.304 U/mg,
ES09 0.634 U/mg y ES10 1.329 U/mg), y todas ellas son

comercializadas por Enzymicals.

1.4.2. Disolventes

Los disolventes empleados en reacciones sintéticas se
sometieron  previamente a un tratamiento de secado,
almacenandose bajo atmosfera de nitrogeno. El ‘BuOMe, el THF y el
Et2O se secaron sobre sodio empleando como indicador
benzofenona, mientras que el CHyCl,, el MeOH y el DMSO se
secaron sobre hidruro calcico.
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1.5. Técnicas de analisis

1.5.1. Cromatografia en gel de silice

Para la cromatografia en capa fina se han utilizado
cromatofolios de gel de silice POLYGRAM SIL G/UVas4 (0.25 mm de
espesor), los cuales llevan incorporado un revelador ultravioleta,
comercializados por Merck. Como reveladores se utilizaron una
disolucion acuosa al 1% de KMnOa4, 5% de KoCOs y un 5% de NaOH
en 200 mL de agua; una disolucion formada por etanol (93%), acido
acético glacial (1%), acido sulfirico fumante (3.5%) y p-anisaldehido
(2.5%); o bien una disolucion formada al 3% de ninhidrina en
etanol, dependiendo de la naturaleza de los sustratos a analizar.

Para la cromatografia de columna de los compuestos de la
primera parte se empleo gel de silice 60 (230-240 Mesh) adquirida a
Merck.

1.5.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El seguimiento de las reacciones de acilacion enzimatica y la
medida de los excesos enantioméricos de sustratos y productos, se
llevo a cabo utilizando un cromatografo Hewlett-Packard 1100,
empleando la columna quiral Chiralpak IC (25 x 0.46 cm). La
deteccion empleada fue visible-ultravioleta a 210 y 215 nm,

utilizando como fase movil mezclas de hexano/isopropanol.

1.5.3. Espectroscopia de infrarojo (IR)

Se registraron los espectros en un espectréometro Perkin-Elmer
1720-X FT empleando pastillas de KBr (muestras solidas) o en
ventanas de NaCl (aceites). Las bandas de tension se indican en

valores de v maxima y se expresan en cm-1.
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1.5.4. Espectrometria de masas

Las medidas de masa exacta se llevaron a cabo con un
espectrometro Bruker ESI-TOF empleando las técnicas de ESI* o
EI*. Los valores en ambos casos se refieren a unidades de masa

atomica (uma).

1.5.5. Puntos de fusion

Se han llevado a cabo con un aparato Gallenkanp en tubos
capilares abiertos y por tanto sus valores no estan corregidos.

1.5.6. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de !'H-RMN,
13C-RMN, secuencia de pulsos DEPT y las correlaciones
heteronucleares escalares (1H-13C) a través de un enlace con una
secuencia HSQC han sido realizados con espectréometros Bruker
AC-300, DPX-300 y AV-300 (300.13 MHz para 'H y 75.5 MHz para
13C), AV-400 (400.13 MHz para 'H y 100.6 MHz para 13C).

Los desplazamientos quimicos se dan en valores de (§) en
partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento en
Hertzios (Hz).

Los calibrados se hicieron sobre la sefial del CDCls; (13C,
76.95), o del CHCls (1H, 7.26) residual.
1.5.7. Rotacion especifica

Se han medido con un polarimetro Perkin-Elmer 241
(unidades 10! cm? x grado x g'1), empleando la lampara de sodio
(D).
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1.6. Procedimientos sintéticos

1.6.1. Procedimiento general para amindlisis enzimatica

El correspondiente aminoalcohol (%)-4a-c (0.1 mmol) se
disuelve en BuOMe (900.0 ulL) y se anade la lipasa (10.0 mg) y
10 equivalentes del agente de acilacion. La mezcla se agita a 30 °C y
250 rpm en un agitador orbital. El progreso de la reaccion se
monitoriza tanto por HPLC como por TLC hasta que se consigue la
conversion adecuada. La enzima se elimina por filtracion y se lava
con BuOMe. El crudo se purifica por cromatografia de columna (8
al 25% MeOH/ CH.Cl,).

1.6.2. Procedimiento general para la hidrodlisis enzimatica

El correspondiente éster (t)-7a-c (0.04 mmol) se disuelve en
tBuOMe (400.0 ul) y se anade la lipasa o esterasa (10.0 mg) y
10 equivalentes de H2O. La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm en un
agitador orbital. El progreso de la reacciéon se monitoriza tanto por
HPLC como por TLC hasta que se consigue la conversion adecuada.
La enzima se elimina por filtracion y lavado con ‘BuOMe. El crudo

se purifica por cromatografia de columna (20 % AcOEt/ hexano).

1.6.3. Sintesis de 6-bromo-2,2-dimetil-4-cromanona. 2c

A la disolucion del compuesto 1 (1.5 g, 7.0 mmol) en tolueno
(4 mL), se le anade acetona (0.8 uL, 0.01 mmol) y pirrolidina
(181.0 uL, 2.2 mmol). La disolucion resultante se mantiene a 110°C
durante 24 horas en un tubo sellado. Transcurrido ese tiempo, el
disolvente se elimina bajo presion reducida y el crudo resultante se
disuelve en AcOEt (15 mL). La disolucion se lava sucesivamente con
HCI 6N (50 mL), NaOH 4N (25 mL) y H20 (50 mL). La fase organica
se seca con NaxSO4 y se evapora el disolvente a presion reducida. El
crudo se utiliza en el siguiente paso de reaccion sin previa

purificacién por cromatografia de columna.
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1.6.4. Sintesis de las trimetilsililoxicianhidrinas (+)-3a-c

Se disuelven las cetonas (*)-2a-c¢ (6.0 mmol) en 50 mL de
CH.Cl, seco bajo atmosfera inerte, junto con I al 15% (228.0 mg,
0.9 mmol). La disoluciéon resultante se enfria con bafno de hielo y se
le anaden gota a gota TMSCN (1.5 mL, 12.0 mmol). La mezcla se
deja reaccionar durante 5 horas y se lava con H>O (5 x 15 mL). La
fase organica se seca con Na>SOs; y se evapora el disolvente a
presion reducida. El crudo resultante se purifica por cromatografia
de columna (20% AcOEt/ hexano) obteniéndose los productos puros
como aceites amarillos con un rendimiento del 75 al 85%.

1.6.5. Sintesis de los aminoalcoholes (t)-4a-c

Bajo atmosfera inerte, se disuelven las cianhidrinas ()-3a-c
(5.1 mmol) en Et,0 seco. La disolucion se enfria con bano de hielo.
Sobre ella se anade LiAlH4 (12.8 mmol, 488.3 mg) en 3 porciones
separadas en intervalos de 15 minutos. Una vez terminada la
adicion se retira el bano de hielo y se deja agitando 2 horas. A
continuacion la disolucién vuelve a ser enfriada para destruir el
exceso de LiAlH4 adicionando H2O lentamente seguido de NaOH 1N.
La disoluciéon resultante se filtra sobre celita y se procede a la
extraccion con AcOEt (5 x 15 mlL). La fase organica se seca con
Na,S0O4, se evapora el disolvente a presion reducida. Los
compuestos obtenidos como aceites amarillos solamente se
purificaron por cromatografia de columna (8% MeOH/ CH:Cly),
cuando se utilizaron como sustratos en las reacciones de
aminolisis, en el resto de los casos se continud la sintesis con el
crudo de reaccion. Los productos puros se obtienen en todos los

casos con un rendimiento del 95%.

1.6.6. Sintesis de las amidas (t)-5a-c

A una disoluciéon de los aminoalcoholes (t)-4a-c (0.5 mmol) y
K>COs (103.7 mg, 0.75 mmol), en 3 mL de CH3CN, se le anade
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lentamente cloruro de acilo (35.5 uL, 0.5 mmol), a temperatura
ambiente y bajo atmosfera inerte. La mezcla se mantiene agitando
durante 24 horas, se evapora el disolvente y se disuelve el crudo en
CH2Cl; (15 mlL). La disolucion resultante se extrae con H2O (3 x 15
mlL) y la fase organica se seca con Na>SO4y se evapora el disolvente
a presion reducida. El crudo de reaccion se purifica por
cromatografia de columna (20% MeOH/ CH2Cly) obteniéndose los
productos puros con un rendimiento entre 77-83%

1.6.7. Sintesis de los carbamatos (*)-6a-c

Se disuelven los aminoalcoholes (t)-4a-c (3.5 mmol) en 35 mL
de CH2Cl, bajo atmoésfera inerte. La disolucion se enfria con un
bafio de hielo y se anade piridina (714.0 pL, 8.8 mmol) y CbzCl
(1.25 mL, 8.8 mmol). La reaccion se deja agitando a temperatura
ambiente durante 12 horas. El disolvente de la reaccién se evapora
a presion reducida y se purifica por cromatografia de columna (30%
AcOEt/ hexano), obteniéndose los productos puros con un

rendimiento entre 90-95%.

1.6.8. Sintesis de los ésteres (+)-7a-c

Los carbamatos (t)-6a-c (2.47 mmol) se disuelven en CH2Cl, en
atmosfera inerte. La disolucion se enfria con un bano de hielo y se
anade DMAP (75.0 mg, 0.6 mmol), EtsN (1.7 mL, 12.4 mmol) y el
cloruro de acido. (778.0 pL, 12.4 mmol). La disolucién se deja
agitando 12 horas, tras las cuales se evapora el disolvente a presion
reducida y se purifican los productos por cromatografia de columna
(20% AcOEt/hexano). Dando lugar a los ésteres con un rendimiento
entre el 46- 50%.

1.7. Datos experimentales

En esta seccion se han recogido los datos experimentales de los

compuestos que forman parte de este capitulo.
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6-Bromo-2,2-dimetil-4-cromanona. 2c
Formula molecular: C;;H;;BrO;

Br o Estado fisico: aceite amarillo
\©\)§< Peso molecular: 255.11 g/mol
o) Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.58

HRMS (ESI*Y, m/z) calculada (C;1Hi12BrOz)* 255.0015 m/z,
encontrada 255.0026.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.93 (m, 1H), 7.51 (m, 1H), 6.81
(m, 1H), 2.69 (s, 2H, CH,), 1.43 (s, 6H, CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 191.3 (C), 158.8 (C), 138.7 (C),
128.9 (C), 121.4 (CH), 120.5 (CH), 113.2 (CH), 79.6 (C), 48.5 (CHo.),
26.5 (CHy).

IR (NaCl): v 3054.19; 2985.87; 1762.21 cm-!

Rendimiento: 80%
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3,4-Dihidro-4-(trimetilsililoxi)-2H-1-benzopirano-4-carbonitrilo.
(£)-3a

Formula molecular: C;3H;7NO>Si

TMSO_ _cN Estado fisico: aceite amarillo
473 Peso molecular: 247.37 g/ mol
0" ? Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.72

HRMS (ESI*, m/z) calculada (Ci3H:7NNaO.Si)* 270.0935 m/z,
encontrada 270.0921.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.61 (dt, J= 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.33
- 7.27 (m, 1H), 7.01 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz,
1H), 4.37 (m, 2H, H-2), 2.47 — 2.36 (m, 2H, H-3), 0.22 (s, 9H, TMS).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 153.9 (C), 131.8 (CH), 129.1 (CH),
121.4 (C), 121.2 (CH), 117.9 (CH), 65.9 (C-2), 61.7 (C-4), 36.7 (C-3),
1.6 (TMS).

IR (NaCl): v 2254 cm'!

Rendimiento: 95%
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1,2,3,4-Tetrahidro-1-trimetilsililoxinaftaleno-1-carbonitrilo.
(£)-3b

TMSO_  cN Formula molecular: C4H;oNOSi
5 Estado fisico: aceite amarillo
3 Peso molecular: 245.11 g/ mol
4 Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.66

HRMS ESI* calculada para (CisH1o)NNaOSi)* 268.1128 m/z,
encontrada 268.1115.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.76 — 7.58 (m, 1H), 7.29 (dd, J =
5.8, 3.3 Hz, 2H), 7.13 (dd, J = 5.1, 3.8 Hz, 1H), 2.85 (m, 2H, H-4),
2.36 (m, 1H, H-2), 2.22 (m, 1H, H-2), 2.04 (m, 2H, H-3) 0.24 (s, 9H,
TMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 136.5 (C), 136.0 (C), 129.7 (C),
129.5 (CH), 128.4 (CH), 127.0 (CH), 122.5 (CN), 70.0 (C-1), 38.2 (C-
2), 28.7 (C-4), 19.1 (C-3), 1.8 (TMS).

IR (NaCl): v 3055.18; 2986.84; 2255 cm'!

Rendimiento: 90%
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6-Bromo-3,4-dihidro-2,2-dimetil-4-trimetilsililoxi-2H-1-
benzopirano-4-carbonitrilo. (+)-3c

Formula molecular: C;5H,BrO,Si
Br TMSO_ _cN Estado fisico: aceite amarillo
\©\)j< Peso molecular: 354.31 g/mol
o Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.69

HRMS ESI*: calculada para (CisH20BrNNaO,Si)* 376.0292 m/z,
encontrada 376.0339.
1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.64 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.37 (dd,
J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.39 (m, 2H, CH,),
1.46 (s, 6H, CHs), 0.30 (s, 9H, TMS).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): & 158.6 (C), 134.0 (CH), 131.4 (CH),
122.0 (CH), 121.0 (C), 120.2 (C), 74.9 (C), 46.6 (CHy), 27.6 y 27.5
(CH3), 1.3 (TMS).
IR (NaCl): v 3053.91; 2984.98; 2305.81 cm'!
Rendimiento: 90%
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Parte experimental

4-Aminometilcroman-4-ol. (t)-4a

Formula molecular: C;0H3NO>
@f‘i\SNHz Estado fisico: aceite amarillo
) Peso molecular: 179.22 g/ mol
O Rf: (6% MeOH/ CH,Cly): 0.30
HRMS (ESI*, m/z) calculada (Ci0H:3NNaOjz)* 202.0833 m/z,
encontrada 202.0838.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.31 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H),
7.15 - 7.09 (m, 1H), 6.89 - 6.83 (ddd, J = 15.1, 7.7, 1.2 Hz, 1H),
6.78 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 4.13 (td, J = 6.9, 4.2 Hz, 2H, H-2),
3.09 (s, 3H, NH, y OH), 2.90 (d, J = 13.3 Hz, 1H, CH,), 2.75 (d, J =
13.3 Hz, 1H, CHy), 1.94 (m, 2H, H-3).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): & 154.7 (C), 129.2 (CH), 126.6 (CH),
126.2 (CH), 120.7 (CH), 117.0 (C), 67.7 (C-4), 63.3 (C-2), 50.6 (CHy),
33.3 (C-3).
IR (NaCl): v 3581.45; 3053.67; 2987.74 cm-!
Rendimiento: 95%

1-Aminometil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ol. (+)-4b
Foérmula molecular: C;;H;sNO
NH, Estado fisico: aceite amarillo
@ij{ Peso molecular: 177.24 g/ mol

4 Rf: (10% MeOH /CH.Cly): 0.31
HRMS (ESI*, m/2z) calculada (C:1H16NO)* 178.1226 m/z, encontrada
178.1209.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.52 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.19 (dd,
J=6.6, 2.5 Hz, 3H), 7.09 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 2.95 - 2.73 (m, 4H, H-
4y CH»), 2.48 (s, 3H, NH, y OH), 2.08 - 1.75 (m, 4H, H-2 y H-3).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 140.6 (C), 137.2 (C), 128.8 (CH),
127.2 (CH), 126.3 (CH), 126.2 (CH), 72.2 (C-1), 51.6 (CHy), 34.4 (C-
4), 29.6 (C-2), 19.94 (C-3).
IR (NaCl): v 3583.24; 3053.90; 2986.09 cm-!
Rendimiento:95%
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6-Bromo-2,2-dimetil-4-aminometilcroman-4-ol. (t)-4c

Br Ho NH, Formula molecular: C;,H6BrNO,
\in Estado fisico: aceite amarillo

o Peso molecular: 286.16 g/mol
Rf: (20% hexano/ AcOEt): 0.35
HRMS (ESI*, m/z) calculada para (Ci2H:7BrNOy)* 286.0437 m/z,
encontrada 286.0445.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.56 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.28 (dd,
J =6.5, 2.2 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 2.98 (d, J = 12.8 Hz,
1H), 2.81 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 2.01 (m y s, SH, NH,, OH y CH,),
1.45 (s, 3H, CHs), 1.38 (s, 3H, CHa).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 153.2 (C), 132.4 (CH), 130.0 (CH),
128.8 (CH), 120.3 (C), 113.2 (C), 75.3 (C), 68.3 (C), 53.0 (CHy), 45.8
(C-3), 30.3 (CH3), 25.8 (CH3).
IR (NaCl): v 3582.25; 3053.57; 2985.71 cm-!
Rendimiento: 95%
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Parte experimental

N-[(4-Hidroxicroman-4-il)metillJacetamida (+)-5a

HO J\ Formula molecular: Ci2H5sNO3
O\)j; H Estado fisico: aceite amarillo
5 Peso molecular: 221.25 g/ mol
© Rf: (6% MeOH /CH,Cly): 0.66
HRMS (ESI*, m/z) calculada para (Ci2HisNNaOg3)* 244.0944 m/z,
encontrada 244.0951.
1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.46 (s, 1H), 7.21 (dd, J= 7.6, 6.2
Hz, 1H), 6.96 (dd, J = 8.7, 4.0 Hz, 1H), 6.84 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz,
1H), 6.01 (s, 1H), 4.37 — 4.18 (m, 2H, H-2), 3.83 - 3.70 (m, 1H, H-3),
3.56 (m, 1H, H-3), 2.05 (m, SH, CH,, CHay).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): & 171.5 (CO), 154.4 (C), 129.6 (CH),
126.4 (CH), 125.9 (CH), 120.8 (CH), 117.1 (C), 69.0 (C-4), 63.5 (C-2),
48.6 (CH2), 33.2 (C-3), 23.2 (CHay).
IR (NaCl): v 3054.29, 2986.23, 2305.76, 1711.34 cm'!
Rendimiento: 83%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 16.276 y 16.764 min.
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N-[(1-Hidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)metiljJacetamida
(£)-5b

HO j\ Formula molecular: C;3H:7NO,
9 H Estado fisico: aceite amarillo
3 Peso molecular: 219.28 g/ mol
4 Rf: (20% MeOH /CH2Cly): 0.77

HRMS (ESI‘, m/z) calculada para (CisHi7NNaOy)* 242.1155 m/z
encontrada 242.1151.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.63 — 7.46 (m, 1H), 7.28 - 7.15
(m, 3H), 7.09 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 6.2 (s, OH o NH;), 3.74 — 3.59 (m,
1H, CH,), 3.42 — 3.30 (m, 2H, H-4 y CHy), 2.88 - 2.73 (m, 2H, H-4,
H-2 o H-3), 2.01 (s, 3H, CH3), 1.82 (m, 3H, H-2 y H-3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 171.8 (CO), 140.6 (C), 137.4 (C),
129.2 (CH), 127.9 (CH), 126.7 (CH), 126.6 (CH), 73.3 (C-1), 49.4
(CHz), 34.5 (C-4), 29.8 (C-2), 23.6 (C-3), 20.6 (CHa).

IR (NaCl): v 3442.94, 3054.04, 2986.24, 2305.65, 1711.54 cm-!
Rendimiento: 77%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 20.838 y 24.517 min.
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Parte experimental

N-[(6-Bromo-4-hidroxi-2,2-dimetilcroman-4-il)metilJacetamida.
(x)-5¢

(0]
HO )K Formula molecular: C14H1sBrNO;

Br ” Estado fisico: aceite amarillo

o Peso molecular: 328.20 g/mol
Rf: (10% MeOH /CH2Cly): 0.75
1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.28 (s,
1H), 6.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.65 (dd, J = 13.8, 5.0 Hz, 1H, H-3),
3.34 (dd, J = 14.0, 7.0 Hz, 1H, H-3), 2.02 - 1.93 (m, 5H, CH, y CH3),
1.37 (m, 6H, CHj).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 172.5 (CO), 152.7 (C), 132.7 (C),
129.9 (CH), 128.2 (CH), 120.5 (CH), 113.2 (C), 75.4 (C-4), 69.3 (C-2),
51.3 (CHy), 45.1 (C-3), 29.8 (CH3), 26.2 (CHas), 23.5 (CHa).
IR (NaCl): v 3319.69; 2979.71; 2932.30; 1651.56 cm'!
Rendimiento: 80%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 14.628 y 21.657 min.
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N-[(4-Hidroxicroman-4-iljmetiljcarbamato de bencilo. (t)-6a

HO Formula molecular: CisH9NO4
©\)§;NHCbz Estado fisico: so6lido blanco
Peso molecular: 313.35 g/ mol

o~ 2 Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.33
HRMS (ESI*, m/z) calculada para (C:2HisNNaOg3)* 336.1223 m/z,
encontrada 336.1223.
1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.43 — 7.32 (m, 5H), 7.23 - 7.16
(m, 1H), 6.96 — 6.89 (m, 1H), 6.87 — 6.81 (m, 1H), 5.10 (s, 2H, CH»,),
4.24 (dd, J = 6.6, 3.9 Hz, 2H, H-2), 3.67 — 3.47 (m, 2H, H-3), 2.19 —
2.07 (m, 1H, CHj), 2.02 — 1.92 (m, 1H, CHo).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 157.3 (CO), 154.5 (C), 136.2 (C),
129.6 (CH), 128.6 (CH), 128.2 (CH), 128.1 (CH), 126.4 (CH), 125.7
(CH), 120.8 (CH), 117.1 (C), 68.8 (C-4), 67.0 (CH2), 63.4 (C-2), 49.7
(CHy), 33.0 (C-3).
IR (NaCl): v 3440.27; 3051.87; 2985.92; 1719.28 cm-!
Rendimiento: 97%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 85:15);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 9.747 y 11.190 min.
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Parte experimental

N-[(1-Hidroxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)metiljcarbamato de
bencilo. (+)-6b

Formula molecular: C;0H2:1NOs3
HO NHCbz Estado fisico: aceite amarillo
©ij€ Peso molecular: 311.37 g/ mol
7 Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.47
HRMS (ESI*, m/2z) calculada para (CioH21NNaOs3)* 334.1414 m/z,
encontrada 334.1446.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.53 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 1H),
7.47 - 7.26 (m, SH), 7.30 - 7.14 (m, 2H), 7.16 — 7.04 (m, 1H), 5.11
(s, 2H, CHy), 3.56 (dd, J = 13.7, 7.7 Hz, 1H, H-4), 3.38 (dd, J = 13.7,
4.3 Hz, 1H, H-4), 2.79 (m, 2H, H-2), 2.18 - 2.04 (m, 1H, H-3), 1.80
(m, 3H, H-3, CHy).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 157.3 (CO), 140.1 (C), 137.2 (C),
136.5 (C), 128.9 (CH), 128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.6 (CH), 126.5
(CH), 126.3 (CH), 72.9 (C-1), 66.9 (CH2), 50.2 (CH), 34.0 (C-4), 29.6
(C-2), 20.2 (C-3).
IR (NaCl): v 3436.49; 3053.78; 2942.11; 1713.91 cm!
Rendimiento: 95%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 10.738 y 18.021 min.
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Capitulo 1

N-[(6-Bromo-4-hidroxi-2,2-dimetilcroman-4-il)metiljcarbamato
de bencilo. (1)-6¢

Formula molecular: Co,0H2:BrNO4

HO Estado fisico: aceite transparente
Br NHCbz
Peso molecular: 420.30 g/ mol
\Cfoi Rf: (30% AcOEt/ hexano): 0.38
HRMS (ESI*, m/z) calculada para (CoH22BrNKO4)* 458.0364 m/z
encontrada 458.0394.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.38 -
7.29 (m, 6H), 6.74 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 4.3 Hz, 2H, CH,),
3.75-3.63 (m, 1H, H-3), 3.34 (m, 1H, H-3), 2.05 (dd, J= 31.6, 14.6
Hz, 2H, CH,), 1.43 (s, 3H, CH3s), 1.36 (s, 3H, CHa).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 157.5 (CO), 152.5 (C), 136.1 (C),
132.6 (CH), 129.3 (CH), 128.6 (CH), 128.3 (CH), 128.2 (CH), 127.3
(CH), 120.2 (C), 112.9 (C), 74.9 (C), 67.3 (CH2), 51.7 (CH2), 44.5
(CHz), 29.4 (CH3), 25.8 (CHg).
IR (NaCl): v 3439.40; 3053.39; 2985.35; 1718.50 cm-!
Rendimiento: 98%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 12.071 y 15.582 min.
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Parte experimental

N-[(4-Acetoxicroman-4-il)metilJcarbamato de bencilo (1)-7a

O
A Férmula molecular: C20H,1NOs
o .
NHCbz Estado fisico: so6lido blanco
3 Peso molecular: 355.38 g/ mol
o ? Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.37

HRMS (ESI*, m/z) calculada para (C20H2:NNaOs)* 378.1312 m/z,
encontrada 378.1286.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.37 — 7.17 (m, 7H), 7.03 — 6.85
(m, 2H), 5.13 (s, 2H, CH), 4.43 — 4.13 (m, 2H, H-2), 3.98 (dd, J =
17.3, 6.5 Hz, 2H, CHy), 2.73 (td, J = 9.2, 4.3 Hz, 1H, H-3), 2.49 -
2.33 (m, 1H, H-3), 2.29 (s, 3H, CHay).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 165.8 (CO), 156.6 (CO), 154.8 (C),
136.2 (C), 130.0 (CH), 128.6 (CH), 128.4 (CH), 128.2 (CH), 126.3
(CH), 122.3 (CH), 120.8 (CH), 117.7 (CH), 109.4 (C), 79.4 (C-4), 67.2
(CHy), 63.4 (C-2), 48.6 (CH2), 29.3 (C-3), 25.93 (CHg).

IR (NaCl): v 3442.62; 3054.18; 2986.28; 1761.72; 1723.67 cm-!
Rendimiento: 48%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 85:15);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 17.914 y 19.088 min.
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Capitulo 1

N-[(1-Acetoxi-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ilmetiljcarbamato de
bencilo (*)-7b

O
/Z< Foérmula molecular: C2;H23NO4
0 NHCbz Estado fisico: aceite transparente
2 Peso molecular: 353.41 g/ mol
v Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.37

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.57 — 7.13 (m, 9H), 5.15 (s, 2H,
CHy), 3.84 (dd, J = 14.5, 9.1 Hz, 1H, H-4), 3.44 (m, 1H, H-4), 3.11 —
2.70 (m, 3H, H-2 y H-3), 2.51 (m, 1H, H-3), 2.25 (s, 3H, CH3), 2.00
(m, 2H, CH,).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): & 168.6 (CO), 164.6 (CO), 156.9 (C),
137.7 (C), 129.5 (CH), 129.0 (CH), 128.6 (CH), 128.0 (CH), 126.7
(CH), 125.5 (CH), 110.9 (C), 83.3 (C-1), 67.4 (CH2), 50.4 (CHy), 29.8
(C-4 0 C-2), 28.8 (C-2 0 C-4), 21.2 (C-3), 18.5 (CHs).

IR (NaCl): v 3442.66; 3054.27; 2986.35; 1720.04 cm!
Rendimiento: 46%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 10.738 y 18.021 min.
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Parte experimental

N-[(4-Acetoxi-6-bromo-2,2-dimetilcroman-4-il)metil]jcarbamato
de bencilo. (t)-7c

O
/Z< Formula molecular: C,,H,4BrNOs
Br 0 NHCbz Estado fisico: aceite transparente
Peso molecular: 462.33 g/ mol
(@] Rf: (30% AcOEt/ hexano): 0.49

HRMS (ESI*, m/2) calculada para (Co2H24BrNaNOs)* 484.0730 m/z
encontrada 484.0730.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.48 (m, 1H), 7.43 — 7.29 (m, 6H),
6.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.13 (s, 2H, CHy), 4.13 (dd, J = 14.5, 5.2
Hz, 1H, H-3), 3.80 (dd, J = 14.4, 7.6 Hz, 1H, H-3), 2.73 (d, J = 15.2
Hz, 1H, CHy), 2.32 (m, 1H, CHy), 2.18 (s, 3H, CHj3), 1.41 (s, 3H,
CHas), 1.35 (s, 3H, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 165.3 (CO), 156.8 (CO), 152.9 (C),
136.5 (C), 133.5 (CH), 129.9 (CH), 128.9 (CH), 128.6 (CH), 120.7
(CH), 113.2 (C), 110.5 (C), 75.2 (C), 67.5 (CHg), 49.4 (C-3), 39.1
(CH2), 29.1 (CHs), 26.7 (CHs), 21.5 (CHs).

IR (NaCl): v 3439.40; 3053.39; 2985.35; 1762.21; 1723.76 cm-!
Rendimiento: 50%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 14.276 y 20.520 min.
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Introduccion

Las pirrolidinas o tetrahidrofuranos o6pticamente puros, con
diferente grado de funcionalizacion, son unidades estructurales que
aparecen frecuentemente en productos naturales y otros
compuestos con importante actividad biologica. Algunos ejemplos
representativos pueden ser los inhibidores de glucoxidasas,S3
intermedios en la sintesis de cefalosporinas,5* carbohidrato-
mimeéticos>S o antitumorales.56

Es importante también, destacar el interés de estas
estructuras heterociclicas por su creciente utilizacion en
organocatalisis, especialmente los 1,2-dioles, aminoalcoholes y
diaminas ciclicas. En concreto este capitulo se centrara en la
preparacion quimioenzimatica de los ciclos de 3-amino-4-
hidroxipirrolidina y tetrahidrofurano que se muestran en la Figura
10 y derivados de los mismos de forma enantiopura.

OH
H OH OH
RO S T
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© © \Cbz
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© \Cbz

Figura 10. Estructura de los compuestos racémicos de interés.

2.1. Importancia de las pirrolidinas quirales

Las pirrolidinas quirales y, especialmente, los aminoalcoholes
heterociclicos vecinales, forman parte de la estructura de
numerosos compuestos biologicamente activos, tanto naturales
como sintéticos,5” siendo unidades estructurales esenciales para

esta actividad.

53 R. Lysek, P. Vogel, Helv. Chim. Acta 2004, 87, 3167-3181.

54 Y. S. Lee, J. Y. Lee, S. H. Jung, E. Woo, D. H. Suk, S. H. Seo, H. J. Park,
Antibiot. 1994, 47, 609-612.

55 B. G. Davis, M. A. T. Maughan, T. M. Chapman, R. Villard, S. Courtney, Org.
Lett. 2002, 4, 103-106.

56 Y. Tsuzuki, K. Tomita, K. Shibamori, Y. Sato, S. Kashimoto, K. Chi, J. Med.
Chem. 2004, 47, 2097-2109.

57 M. Pichon, B. Figarede, Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 927-964.
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Capitulo 2

Ejemplos de ellos son algunas quinolinas sustituidas con
unidades  3-amino-4-metoxipirrolidina que han  mostrado

propiedades antibacterianasS8 y antitumoralesS¢ (Figura 11).

o COOH o COOH COOH

o)
HoN N Hol { N 2Hal N
N / N I NN
F b =N T N S
N
N F N \/ N N\)
MeHNJ/\g MeHNLg MeHNLg

OMe OMe OMe

8 9 10

Figura 11. Quinolinas con propiedades antibacterianas.

La importancia de la configuracion queda reflejada al
comprobar que aquellas que contienen el derivado (3 R,4S)-3-metoxi-
4-metilaminopirrolidina unido al anillo de naftiridina en C-7 (8 y 9)
tienen una potente actividad antibacteriana, mientras que, la
quinolina  cuyo sustituyente es el (3S,45)-3-metoxi-4-
metilaminopirrolidina (10) es el agente antitumoral Voreloxin

(AG-7352) para el tratamiento del cancer de colon, mama y ovario.

Otros compuestos de interés que contienen en su esqueleto la
estructura de la trans-3-amino-4-hidroxipiperidina son los
compuestos (11) y sus derivados (Figura 12). Se ha estudiado la
actividad de esta familia de compuestos con distintos sustituyentes
en el nitrogeno piperidinico por su potente actividad inhibidora
frente a los receptores CCR2% de la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1/ CCL2) implicada en la inflamacion de tejidos
que se produce como respuesta inmune a una infeccién. Su

regulacion es esencial para el tratamiento de enfermedades cronicas

58 T. Okada, K. Ezumi, M. Yamakawa, H. Sato, T. Tsuji, T. Tsushima, K. Motokawa,
Y. Komatsu, Chem. Pharm. Bull. 1993, 41, 126-131.

59 a) C. Xue, A. Wang, D. Meloni, S. Friedman, B. Metcalf, Bioorg. Med. Chem. Lett.
2010, 29, 7473-7478; b) S. L. Deshmane, S. Kremlev, S. Amini, B. E. Sawaya, J.
Interf. Cytok. Res. 2009, 29, 313-326.
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relacionadas con la falta de control de esta respuesta en

enfermedades como la artritis reumatoide o la esclerosis multiple.

CF3

O

n=1,2 11
Figura 12. Inhibidor frente a los receptores CCR2.

Con configuracion cis un ejemplo destacable es el derivado de
la guanina (12) que se ha evaluado como inhibidor potencial de la
purina nucleosido fosforilasa (PNP) con posibles aplicaciones
terapéuticas en varias enfermedades como el cancer, artritis
reumatoide, rechazo en transplantes y otras enfermedades
autoinmunes.®© Ademas, también con configuracion cis se
encuentra como sustituyente en la pirazina (13), receptor
antagonista del CRF (factor liberador de corticotropina), el cual esta
asociado con desordenes de ansiedad, estrés postraumatico,

desorden obsesivo-compulsivo (Figura 13).6!

(0]
OR

N NH :
N N/)\NHZ X N N

o) Rj\ R
HO-g! Q—OH N=

/

HO Ar
(6]

12 13

Figura 13. Compuestos cis-pirrolidinicos de interés.

60 D. Rejman, N. Panova, P. Klener, B. Maswabi, R. Pohl, I. Rosenberg, J. Med.
Chem. 2012, 55, 1612-1621.

61 M. D. Ennis, K. E. Frank, J-M Fu, R. L. Hoffman, P. R. Verhoest,
WO02004099201 Al 2004, CAN141: 410966, W0O2003045924 Al 2003, CAN139:
6891.

99



Capitulo 2

2.2. Importancia de los tetrahidrofuranos quirales

Al igual que en el caso de las pirrolidinas, derivados
enantiopuros del tetrahidrofurano son moléculas de gran

importancia por sus aplicaciones farmacéuticas y agricolas.

Aunque los tetrahidrofuranos polifuncionalizados quirales son
ampliamente conocidos debido a que son la base de los
monosacaridos, son escasos los procesos sintéticos descritos para
la preparacion de los sustituidos exclusivamente en las posiciones
C-3y C-4.

Derivados a destacar son los analogos de nucleodtidos (Figura
14) por sus posibles aplicaciones como agentes antivirales como la
estructura (14).62

B = Adenina
HC\) -0 Citosina
HO-R~= Guanosina
0 Timidina
oyt
O
14

Figura 14. Derivados del tetrahidrofurano.

A pesar de que las unidades que se muestran en los apartados
anteriores, son en apariencia sencillas, la existencia de varios
grupos funcionales y dos centros estereogénicos, hace que su
sintesis requiera la utilizacion de métodos altamente regio-, quimio-

y enantioselectivos para su preparacion.

Para la sintesis de los aminoalcoholes heterociclicos
opticamente puros que se aborda en este capitulo se han seguido
dos estrategias distintas. En una primera parte se plantea la
sintesis y resolucion enzimatica de las trans-bromohidrinas

precursoras de los aminoalcoholes de configuracion cis. En una

62 W. Wang, H. Jin, N. Fuselli, T. S. Mansour, Biorg. Med .Chem. Lett. 1997, 7,
2567-2572.
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segunda parte, se estudiara la sintesis y resolucion de los
aminoalcoholes heterociclicos tanto cis como trans que se muestran

en la Figura 10.
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2.3. Preparacion de aminoalcoholes
tetrahidrofuranicos y pirrolidinicos opticamente
puros

Como se ha visto en la introduccién, tanto las bromohidrinas
como los aminoalcoholes derivados del tetrahidrofurano y
pirrolidina sustituidos en las posiciones 3 y 4 del anillo, son
compuestos con gran interés especialmente por las posibles
aplicaciones farmacéuticas de sus derivados

En la actualidad son pocos los métodos descritos para la
sintesis asimétrica de los mismos. Sin embargo, en los ultimos anos
se han aplicado los procesos biocataliticos a la resolucion de
compuestos con estructuras analogas a las que se estudiaran en

este capitulo.

2.3.1. Sintesis a partir de productos naturales

Estas sintesis se caracterizan generalmente por un elevado

numero de pasos que repercuten en sus rendimientos.

A principios de los 90, Boérner y colaboradores,®3 sintetizaron
de manera enantiopura los derivados (3R,4S5)-3-amino-4-
hidroxitetrahidrofurano y (3R,4R)-3-amino-4-hidroxitetrahidro-

furano a partir de los acidos naturales D-isoascorbico y L-ascorbico.

63 A. Borner, J. Holz, H. Kagan, Tetrahedron Lett. 1993, 34, 5273-5276.
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OH
OH OH
&f" Rindhe
— (0]
HO OH

OH
HO H
o H,oN {
il e
= o
HO OH

Esquema 27. Sintesis de los aminoalcoholes de interés a partir de productos
naturales.

"mQ

2.3.2. Catalisis asimétrica

A finales de los 90, Schaus et al.%4 describieron una sintesis
para la apertura asimétrica de epoxidos meso con TMSNs y
complejos quirales de Cr(Ill) (Esquema 28). La apertura del epoxido

se logra con elevados rendimientos.

O,

=N N=
SUN
(@] ,{13 (6] tBU
Bu
Bu Bu
2% mol
o (2% mol) o
@ TMSN; ) )/\7
t.a., 12 h, 96% N B
(e} 3 OTMS
ee=97%

Esquema 28. Apertura asimétrica con complejos de Cr(III).

En la ultima década, Arai et al®5 desarrollaron un nuevo
método de apertura de epoxidos (Esquema 29) utilizando como
catalizador un complejo formado por Niobio (V) y un ligando
tetradentado, el cual lleva a cabo la desimetrizacion de epéxidos con

rendimientos cuantitativos y excelentes enantioselectividades.

64 S. E. Schaus, J. F. Larrow, E. N. Jacobsen, J. Org. Chem. 1997, 62, 4197-4199.
65 K. Arai, M. M. Salter, Y. Yamashita, S. Kobayashi, Angew. Chem. Int. Ed. 2007,
46, 955-957.
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(11 mol %)
o) Ho,  NHPh
Nb(OMe)5 (10 mol & \
[\ + phnn, NP(OMe)S (10mo A’))
N Tolueno / CH,Cl, 3:2 N
| |
Boc MS (4A) 0.16 M Boc
18 h, 78%

Esquema 29. Apertura asimétrica de epoxidos.

En el caso del epdoxido de pirrolidina, se consigue el

aminoalcohol trans con un ee = 89% y un rendimiento del 78%.

Martin et al% (Esquema 30) sintetizaron una serie de

complejos quirales de lantanidos derivados del (R)-binaftol que

mostraron una alta eficacia en la apertura asimétrica de epoxidos

meso, dando lugar a los correspondientes aminoalcoholes trans que

pueden alcanzar, en las condiciones mas favorables, dependiendo

del sustrato y el complejo utilizado, excesos enantiomeéricos del

orden del 80% y rendimientos moderados.

‘ ‘ 0.0 ‘ ‘
oMo
e [T X

©

® + 3LiCl
Li(THF),,

o) L
@ . (7 mol %)
o CH,Cly, MS (4A)
NH, 40°C,40h
M=Y, Sm, Sc

Esquema 30. Catalisis asimétrica.

66 M. Martin, A. E. Hellani, J. Yang, J. Collin, S. Bezzenine-Lafollée, J. Org. Chem.

2011, 76, 9801-9808.
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2.3.3. Resolucion enzimatica de 3,4-dihidroxitetrahidro-
furano

En este grupo de investigacion se describio la sintesis y
resolucibn o bien asimetrizacion de 3,4-dihidroxitetrahidro-
furanos.6” A partir de los derivados trans diacetilados se lograron
altas enantioselectividades en los procesos de hidrélisis catalizados
por la lipasa PSL-C (Esquema 31).

OAc OH OAc
AcO N PSL-C ’ AcO N . AcO,,
b tampén pH 7.0 b
O CHZCN (1:2) o o
30°C,24h
c=51, E>200 ee, = 95% ees> 99%
Esquema 31. Hidroélisis enzimatica del compuesto (#)-trans-3,4-

diacetoxitetrahidrofurano.
Por otro lado, al tratarse de la asimetrizacion de los derivados
cis, los mejores resultados fueron obtenidos mediante procesos de

acilacion enzimatica (Esquema 32).

O
oL
HO CAL B HO o-Ph
30°C, 17 h,
c=80 o
ee, = 85%
Esquema 32. Alcoxicarbonilacién enzimatica del compuesto ()-cis-

dihidroxitetrahidrofurano.

2.3.4. Resolucion enzimatica de 3,4-dihidroxipirrolidina

De forma analoga a los derivados del furano, se resolvieron las
trans-3,4-dihidroxipirrolidinas.®® En este caso los mejores
resultados tanto en conversion como en enantioselectividad, se
obtuvieron en los procesos de hidrolisis enzimatica de los derivados
acetilados al ser la reaccion catalizada por la lipasa CAL-B
(Esquema 33).

67 V. Recuero, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 1684-1688.
68 J. A. Rodriguez-Rodriguez, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron 2010, 66, 6789-
6796.
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OAc OAc OAc

AcO,, Eg CAL.B HO AcO, Eg HO,,, Eg
N 1,4- Dloxano/ H,O p N N
Cbz Cbz

Cb 30 °C, 5 dias

iy o

c=40% c=56% c=5%
ee > 99% ee>79% ee > 99%

Esquema 33. Hidrolisis enzimatica del compuesto (+)-trans-3,4-diacetoxi-1-
benciloxicarbonilpirrolidina.

Se puede obtener de forma enantiopura tanto el sustrato como
el producto de reaccion dependiendo de la conversion alcanzada. En
el esquema se muestra el resultado obtenido cuando la conversion
alcanza el 40%.

En la desimetrizacion de los derivados cis (Esquema 34), tanto
las pruebas de hidrolisis como las de acilacion con varios derivados
acilados diferentes, dieron lugar a conversiones bajas.

. 1 o ;
HO\ES 07N OJK OJK
N

CAL-A HO + 0O
1,4-dioxano ﬁ/

Cbz 30°C,24h N N
c=7 Cbz Cbz

ee =10% ee =93%

Esquema 34. Acilacién enzimatica del compuesto (*)-cis-1-benciloxicarbonil-3,4-
dihidroxipirrolidina.

2.3.5. Resolucion enzimatica de trans-3-amino-4-
hidroxipirrolinida

Por ultimo, en este grupo de investigacion se llevo a cabo la
sintesis y resolucion de (t)-trans-3-amino-4-hidroxipirrolidinas.®® Se
sintetizaron varios derivados con distintos sustituyentes en el grupo
amino con el objetivo de probar su efecto en los procesos

biocataliticos. La ruta sintética se muestra en el Esquema 35.

69 J. A. Rodriguez-Rodriguez, F. J. Quijada, R. Brieva, F. Rebolledo, V. Gotor,
Tetrahedron 2013, 69, 5407-5412.
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NAlil, F’d OAC)z NHBoc
b dialilamina HO'«E’} NDMBA ’ Eg Boc,O HO,,
T CH,Cl, CH2C|2 N
Cbz 90°C, 48 h 50 °C, 48 h , ta,24h, y
80% Gz “ 87% cbz

Esquema 35. Sintesis de (3)-trans-3-amino-4-hidroxipirrolidinas
En los procesos de acilacion enzimatica se observaron
excelentes resultados cuando el derivado protegido con Boc es
catalizado por la lipasa CAL-B (Esquema 36).

o}
NHBoc )ko/\ NHBoc NHBoc

HO,, Eg CAL-B HO,, AcO, 3
Py wrwm—. T
N N
Cbz

1,4-dioxano, Et3N,
Cbz 30°C,3.5h
c=52 E=123
eeg > 99% ee,=91%
Esquema 36. Acilacion enzimatica de los aminoalcoholes objeto de estudio.

En vista de los buenos resultados obtenidos en la resolucion
de las trans-3-amino-4-hidroxipirrolidinas mediante procesos de
acilacion enzimatica, y, teniendo en cuenta su importancia debido a
su amplia presencia en compuestos biologicamente activos, tal
como se ha puesto de manifiesto en la introduccién de este capitulo,
se plante6 como objetivo la sintesis y resolucion tanto del cis-3-
amino-4-hidroxipirrolidina como de los cis y trans 3-amino-4-

hidroxitetrahidrofuranos

Ademas, se llevo a cabo la sintesis y posterior resolucion de las
trans-bromohidrinas vecinales tetrahidrofuranicas y pirrolidinicas,
puesto que, son precursoras de los aminoalcoholes cis, asi como de

otros compuestos, mediante procesos Sy2.
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En la introduccién de este capitulo ha quedado patente la
importancia de las bromohidrinas y los aminoalcoholes
tetrahidrofuranicos y pirrolidinicos como precursores de moléculas
de interés biologico, ésto, unido a la capacidad de las lipasas para
llevar a cabo transformaciones estereoselectivas ha dado lugar al
planteamiento de los siguientes objetivos:

e Preparacion de forma racémica de los derivados trans-3-
bromo-4-hidroxitetrahidrofurano y trans-3-bromo-4-hidroxipirro-

lidina.

e Resolucion enzimatica de los mismos y posterior asignacion
de su configuracion absoluta.

e Preparacion de forma racémica de los derivados cis y trans
del 3-amino-4-hidroxitetrahidrofurano y del cis-3-amino-4-hidroxi-

pirrolidina.

e Resolucion enzimatica de los mismos y posterior asignacion

de su configuracion absoluta.
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2.4. Sintesis y resolucion de bromohidrinas
heterociclicas

Teniendo en cuenta la utilidad de los procesos biocataliticos en
la resolucion de compuestos heterociclicos hidroxilados mostrados
en los antecedentes, se propone llevar a cabo la sintesis y
resolucion de bromohidrinas heterociclicas de cinco miembros
mediante los procesos quimioenzimaticos que se describen a

continuacion.

En general, se han estudiado procesos enzimaticos de
acilacion del grupo hidroxilo y procesos de hidrolisis de derivados
acilados del mismo.

2.4.1. Sintesis y resolucion de trans-3-bromo-4-hidroxi-
tetrahidrofurano

Inicialmente se estudio la hidroélisis enzimatica del ()-trans-3-
bromo-4-fenilacetoxitetrahidrofurano (%)-trans-17a, el cual fue
preparado con alto rendimiento mediante el proceso que se describe
a continuacion (Esquema 37). Cabe mencionar que el motivo por el
cual se elige este éster es su facilidad a la hora de ser detectado por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) debido a la presencia
de un grupo cromoéforo.

s Py Br
S o ;(5;,03' CH4CN o S
15 (¥)-trans-16 (¥)-trans-17a

Esquema 37. Sintesis de los compuestos (+)-trans-16 y (+)-trans-17a.

En primer lugar se tratéo el 2,5-dihidrofurano 15 con
N-bromosuccinimida en H»O, obteniéndose la bromohidrina (%)-
trans-16. Sin necesidad de una purificacion posterior, ésta se
esterifica con cloruro de 2-fenilacetilo en CH3;CN, lo cual permitio
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aislar, tras cromatografia de columna, el compuesto deseado (%)-
trans-17a con un alto rendimiento.

A continuacion se llevd a cabo la resolucion cinética
enzimatica del éster racémico mediante procesos de hidrolisis
(Esquema 38), estudiando los diferentes parametros de reaccion.

Br Br Br
5 Li , 5
Ph/YO ipasas , Phﬁ(o"" ., HO
‘BuOMe/ H,0
o} 2 o

o} o] o}

30°C
(¥)-trans-17a (3S,4S)-17a (3R,4R)-16

Esquema 38. Hidroélisis enzimatica del compuesto (t)-trans-17a (configuracion
obtenida con la lipasa CAL-B).

La progresion de las reacciones fue seguido mediante la
técnica de cromatografia de capa fina (TLC), no obstante, con el fin
de poder calcular las conversiones de las biotransformaciones, asi
como los excesos enantioméricos tanto de sustrato como de
producto, fue necesario optimizar las condiciones de separacion de
sus enantiomeros. Para ello, se seleccion6 la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) empleando una

columna de relleno quiral.

Una vez obtenida la separacion, se comenzo con el estudio de
los procesos enzimaticos. Inicialmente, se probaron cinco lipasas
bajo dos condiciones de reaccion diferentes: usando 10 equivalentes
de HoO en disolvente organico, o bien en proporcion 2:1 de
disolvente organico y H.O (Tabla 4).

Tras una primera prueba con distintas lipasas,
10 equivalentes de H,O y BuOMe a 30 °C como disolvente (entradas
1-3) se observaron grandes diferencias. La lipasa CAL-B hidroliza
enantioselectiviamente el éster de configuracion (3R,4R) permitiendo
aislar el alcohol enantiopuro y el éster remanente de configuracion
(3S,4S) con elevada pureza optica tras 16 horas de reacciéon
(entrada 2). Sin embargo, bajo estas condiciones, tanto la lipasa
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CAL-A como la AK (entradas 1 y 3) son poco activas y muestran una
baja enantioselectividad.

Tabla 4. Hidrolisis enzimatica del compuesto (*)-trans-17a en ‘BuOMe a 30 °C.

ees? eep? cb

Entrada Lipasa H20 t (h) (%) (%) (%) E-
1 CAL-A 10eq 22 59 27 69 3
2 CAL-B  10eq 16 >99 >99 50  >200
3 AK 10 eq 22 33 61 35 6
4 CAL-A f‘fOMe/ H0 47 g6 31 73 5
t]
5 CAL-B ;?OMC/ H0 7 97 83 54 45
t]
6 TL-IM ;?OMC/ H0 5 16 37 30 3
7 ps-sp  BuOMe/HO 8 21 16 2
2:1 dias

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢(1+ ees)].32

En las biotransformaciones cuyo disolvente fue el sistema
‘BuOMe/ H.O 2:1 (entradas 4-7), la velocidad aumento ligeramente,
sin embargo, la enantioselectividad fue siempre baja. El mejor de
los resultados fue obtenido al catalizar la reaccion con la lipasa
CAL-B (entrada 5), pero aun asi, tanto los excesos enantioméricos
como las enantioselectividades fueron inferiores a las obtenidas con

10 equivalentes de H»O.

Cabe mencionar que fue observada diferente preferencia
estereoquimica dependiendo de la lipasa utilizada, catalizando la
hidrolisis del éster (3R,4R) la CAL-B, AK y TL-IM mientras que,
tanto la lipasa CAL-A como la PS-SD catalizan la hidrolisis del éster
(3S,49).

Se estudi6 también el proceso enzimatico de acilacion, para
ello, se utilizo6 la lipasa CAL-B dado que habia mostrado una alta
enantioselectividad en los procesos de hidrélisis llevados a cabo
anteriormente (Esquema 39).
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(0]
R)I\O/ R

:Br Br =Br
HOT‘S CAL-B HO,, Eg . R\H/O ?
o7 0
S BuOMe S o) S
30°C a R: bencil
(¥)-trans-16 (3S,4S)-16 (3R,4R)-17a,b b R: metil

Esquema 39. Acilacién enzimatica del compuesto (t)-trans-16.

Inicialmente se prueban las condiciones de reaccion
habituales en este tipo de procesos: acetato de vinilo como donador
de acilo en BuOMe a 30 °C (Tabla 5).

Tabla 5. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-trans-16 en BuOMe a 30°C.

Entrada R R’ ¢ (h) ‘(ij‘; 7;,,; (%) E°
(o] (o]

1 Metil  vinil 48 14 42 25 3

2 Bencil etil 48 38 56 4 5

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). © E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d)(1+ ees)].32

En este caso (entrada 1), tras 48 horas de reaccion la
enantioselectividad alcanzada fue baja, por lo que, para intentar
mejorar los resultados se cambio el agente de acilacion. Se utilizo el
acetato de bencilo (entrada 2) puesto que se obtendrian los mismos
productos que en el caso de hidroélisis. Sin embargo, a pesar de que
tras 2 dias de reaccion se alcanzo una conversion del 40%, la
enantioselectividad fue mucho mas baja que el proceso de

hidroélisis.

2.4.2. Sintesis y resolucion de trans-3-bromo-4-hidroxi-
pirrolidinas

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la resolucion
de las bromohidrinas derivadas del tetrahidrofurano (t)-trans-17a,
se procedio al estudio de sus analogos de pirrolidina comenzando
por la hidroélisis del sustrato (f)-trans-21la el cual se sintetizo
utilizando la misma metodologia que en el caso de los derivados
tetrahidrofuranicos (Esquema 40).
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Br O Br
@CbCI,@ NBS ’HO L el 'R oA
Z!

N P N H,O p cO 1)( n

H Y bbz 2 N KoCOq N
CH,Cl, 80% bz CHCN bz

95% 60-80%

18 19 (*)-trans-20 (*)-trans-21a-c

a R: bencil

b R: metil

¢ R: metoximetil

Esquema 40. Sintesis de los compuestos (+)-trans-20 y (t)-trans-21a-c.

Al tratarse de una pirrolidina, en un primer paso fue necesaria
la proteccion del nitrogeno. Para ello, se decidi6 usar como grupo
protector el CbzCl: por un lado, por comparacion con el trabajo
realizado en este grupo de investigacion, en el que previamente se
utilizé tanto en asimetrizacion como en resolucion enzimatica de los
cis y trans 3,4-dihidroxipirrolidinas®® respectivamente, o bien en la
resolucion de las trans-3-amino-4-hidroxipirrolidinas.®® Por otro
lado, al tratarse de un grupo cromoforo, permite ser detectado con
facilidad en el HPLC quiral, para el seguimiento de las reacciones

enzimaticas.

En primer lugar, se estudiaron las reacciones de hidrolisis de

los ésteres (t)-trans-21a-c (Esquema 41).

Br Br Br
R__OU_A R__O, HO <
ISR oI &
% N ‘BuOMe/ H,0 % N N
Cbz 30 °C Cbz Cbz
(*)-trans-21a-c (3S,4S)-21a-c (3R,4R)-20
a R: bencil
b R: metil

¢ R: metoximetil

Esquema 41. Hidroélisis enzimatica de los compuestos (t)-trans-21a-c.

Como primer sustrato se escogio el (t)-trans-21a debido a su
similitud con el (*)-trans-17a resuelto anteriormente. Inicialmente
se reprodujeron las condiciones de reaccion ya descritas (Tabla 6).
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Tabla 6. Hidrolisis enzimatica de los compuestos (*)-trans-2la-c en BuOMe a
30 °C.

ees®  eep? cb

Entrada Sustrato Lipasa H20 t (dias) (%) (%) (%) Ec
+)- -
1 () ;’IZ"S CAL-B  10eq 12 25 89 22 23
+)- -
2 () ;’1‘;"3 CAL-A 10 eq 1 5 12 31 1
(*)-trans- ‘BuOMe
3 21a CAL-B  /H,0 7 17 88 16 18
2:1
‘BuOMe
4 (i)';’l‘:l”s' AK  /H.0 7 1 15 8 1
2:1
(¥)-trans- ‘BuOMe
5 >1a TL-IM  /H,0 7 6 66 8 5
2:1
6 (i)'ztrl‘l")”s' CAL-B  10eq 2 76 91 46 50
+)- -
7 () ;’l‘zns CAL-B 10eq 9h 99 99 50 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d(1+ ees)].32

Sin embargo, tanto en la hidroélisis catalizada por CAL-B como
por CAL-A se obtuvieron enantioselectividades moderadas. En el
caso de la reaccion catalizada por la lipasa CAL-B (entrada 1), tras
12 dias de reaccion solo se alcanzé un 22% de conversion y aunque
para la lipasa CAL-A (entrada 2) se aprecio un ligero aumento en la
velocidad y en la conversion, la enantioselectividad alcanzada fue

muy baja.

A continuacion, se llevd a cabo la reaccion usando un
disolvente organico 2:1 en H>O (entradas 3-5), siendo utilizado
inicialmente el ‘BBuOMe como disolvente y las enzimas CAL-B, AK,
TL-IM como catalizadores, observandose tras 7 dias de reaccion
bajas enantioselectividades. Para demostrar la influencia de los
disolventes en la catalisis, se amplio el estudio utilizando dioxano,
tolueno, CH3CN y THF bajo las mismas condiciones, pero los
resultados alcanzados no fueron mejores que el obtenido en
tBuOMe.
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Teniendo en cuenta estos resultados se decidid modificar el
sustrato de partida, siendo sintetizados los derivados (t)-trans-21b
y (¥)-trans-21c.

En ambos casos se llevo a cabo la hidrdlisis con CAL-B y
10 equivalentes de H,O en BuOMe a 30 °C, puesto que, con el
sustrato (t)-trans-2la, en estas condiciones se obtuvo una
enantioselectividad mas alta.

Los resultados obtenidos con el éster (t)-trans-21b, se
muestran en la entrada 6 de la tabla. Tras 2 dias de reaccion tanto
la conversion como la enantioselectividad fueron mayores que en el
caso del derivado (%)-trans-21la. Con el fin de mejorar estos
resultados, se decidido usar un éster mas activado, eligiéndose en
este caso el compuesto (t)-trans-21c. Efectivamente, tras 9 horas
de reaccion se consiguié alcanzar una conversion del 50%. Ademas
en este caso el proceso muestra una enantioselectividad muy alta,
obteniéndose tanto el enantiomero (3R,4R) del alcohol y como el
enantiomero (3S,4S) del sustrato remanente Opticamente puros
(entrada 7).

Finalmente, se proboé también la acilacion enzimatica del
derivado (t)-trans-20 (Esquema 42)

0
Br )J\O/\ Br Br
HO_ HO o}
CAL-B, y o
\E,? ‘BuOMe, ENg ' 73( \Er\?
\ \ \
Cbz 30°C,24h Cbz Cbz
(#)-trans-20 £~2%¢=52 (35,45)-20 (3R,4R)-21b
ees =8 ee, =7

Esquema 42. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-trans-20.

La reaccion fue llevada a cabo en BuOMe a 30 °C como
disolvente y acetato de vinilo como agente de acilacion, siendo la

lipasa CAL-B la enzima elegida para el proceso. Tras 24 horas de
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reaccion se alcanzdé el 50% de conversion obteniéndose una

enantioselectividad mas baja que en el proceso de hidrolisis.

2.4.3. Asignacion de la configuracion absoluta

Finalmente, las configuraciones absolutas del sustrato y del
producto se establecieron por comparacion con los valores de las
rotaciones opticas de los compuestos enantioméricamente puros
descritos en la bibliografia.63.70 Las configuraciones encontradas
para los productos son las predichas por la regla de Kazlauskas.”!

2.4.3.1. Configuracion absoluta del compuesto trans-3-bromo-

4-fenilacetoxitetrahidrofurano

Br
CAL-B
Ph/ﬁ(o —} HO. . Ph/Y
o S ‘BuOMe/H,0

30°C,16 h
(¥)-trans-17a ¢=50, E>200 (3R,4R)-(-)-16 (35,45)-(+)17a
ee, > 99% eeg > 99%
NaN; DMSO
110 °C, 7h
52%
K,COs
G
o s YT
ta 3h
(3RA4R)-(-)-23 100% (3R.A4R)-(+)-22

Esquema 43. Sintesis del compuesto enantiopuro (3R,4R)-(-)-23.

El sustrato trans-(+)-17a enantiopuro (Esquema 43), se
disuelve en DMSO seco y se trata con NaNs para dar la azida cis-(+)-
22. El éster se hidroliza en una mezcla de K>CO3, MeOH y H>O
durante 3 horas. El producto obtenido es el ecis-(-)-23, cuya rotacion
optica se corresponde con la configuracion (3R,4R) descrita en la

70 A. Kamal, A. A. Sahik, M. Sandbhor, M. S. Malik, S. Azeeza, Tetrahedron:
Asymmetry 2006, 17, 2876-2883.

71 a) R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org.
Chem. 1991, 56, 2656-2665; b) K. Lemke, M. Lemke, F. Theil, J. Org. Chem. 1997,
62, 6268-6273.
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bibliografia para este compuesto,®3 lo que permitio asignar al éster
de partida la configuracion (3S,4S)-(+)-17a.

2.4.3.2. Configuracion absoluta del compuesto trans-1-
benciloxicarbonil-3-bromo-4-hidroxipirrolidina

En este caso se utilizé la bromohidrina trans-(-)-20 obtenida
de la reaccion de hidrolisis enzimatica del compuesto (*)-trans-21c
(Esquema 44).

CAL B
O/\W p ‘BuOMe/ H,0O Eg p
Cbz 30°C,9h Cbz
(#)-trans21c  © 20 E>200 (3S,4S)-(-)-21c (3R,4R)-(-)-20
ee; > 99% ee, > 99%
Esquema 44. Reaccion de hidrélisis del compuesto (+)-trans-21c.

La bromohidrina trans-(-)-20 (Esquema 45), se protegié con
TBDMSCI en CH.Cl; e imidazol y una vez purificado el producto se
realizé una reaccion Sy2 con NaN3 en DMSO para dar el compuesto
cis-(+)-25. Por ultimo se desprotegio el alcohol utilizando (-)-CSA en
metanol anhidro, obteniéndose la hidroxiazida cis-(-)-26. Al realizar
la comparacion de la rotacién oOptica con el mismo compuesto
descrito en la bibliografia,’”¢ se asigné a este compuesto la
configuracion (3S,4R)-(-)-26, permitiendo también identificar la

configuracion de los precursores en la sintesis.
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Br repmsc Br
HO, *§
D imidazol ] TBDMSOp
) ta., 24 h \
Cbz 88% Cbz
(3R,4R)-20 (3R,4R)-(-)-24
NaN, | DMSO
110°C, 12 h
52%
N3 N3
HO\ES (--CSA TBDMSO\ES
N MeOH N
Cbz t-i-bg; Cbz
(35,4R)-(-)-26 ° (3S,4R)-(+)-25

Esquema 45. Sintesis del compuesto enantiopuro (3S,4R)-(-)-26.

2.5. Sintesis y resolucion de 3-amino-4-hidroxi-

tetrahidrofuranos y pirrolidinas

Tal como se ha mencionado en la introduccion de este
capitulo, los aminoalcoholes vecinales son usados en
organocatalisis como auxiliares quirales y como unidades

estructurales en compuestos de interés biologico.

Teniendo en cuenta la resolucion enzimatica de la trans-3-
amino-4-hidroxipirrolidina descrita en los antecedentes, el objetivo
de esta investigacion es ampliar este método de resolucion a nuevas
estructuras heterociclicas. En todos los casos, se estudiaran los
procesos de acilacion e hidroélisis de los derivados acilados mediante

reacciones catalizadas por lipasas.

2.5.1. Sintesis y resolucion de (t)-cis-3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofurano

La obtencion de los aminoalcoholes cis se consigue a partir de
las bromohidrinas mediante la sustitucion del bromo por la azida

en un proceso Sy2 en las mismas condiciones que el realizado para

la asignacion de la configuraciéon de la bromohidrina épticamente
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pura (Esquema 45). Tal como se ha descrito,”® el grupo hidroxilo ha
de estar protegido para evitar su posible participacion durante el
proceso Sy2, dando lugar a un epoxido intermedio que originaria
mezclas de los isomeros cis y trans. En este caso, puesto que se
disponia del éster (i)-trans-17a, cuya sintesis se ha descrito
previamente, se utilizd6 como producto de partida para la
preparacion de los nuevos sustratos.

El compuesto (t)-trans-17a se traté con NaNsz y se mantuvo a
refluyjo durante 12 horas y tras la purificacion mediante
cromatografia de columna se obtuvo el compuesto ()-cis-22. La
hidroélisis de la azida y la proteccion de la amina correspondiente se
realizaron en un solo paso en las condiciones descritas en el
esquema. Tras la purificacion se obtiene el compuesto (%)-cis-27
con alto rendimiento (Esquema 40).

Br N3 NHBoc
0 $ NaNj o) Me;P, Boc,O HO
Ph == pp ———z— )
/W p DMSO /ﬁ( NaOH, THF
o O 110°C,12h o O ta,3h o
52% 85%
(¥)-trans-17a (*)-cis-22 (¥)-cis-27

PhCH,COCI | K,COj3, CH;CN
ta., 12 h
80%

NHBoc
Ph/}(O\ES
o o]
(*)-cis-28

Esquema 46. Sintesis de los compuestos (+)-cis-27 y (+)-cis-28.

El compuesto (%)-cis-27 fue utilizado posteriormente como
sustrato en los procesos de acilacién enzimatica, ademas, el grupo
hidroxilo se esterifico de nuevo para obtener el éster (+)-cis-28, que
se estudiara como sustrato en las reacciones enzimaticas de

hidrolisis.
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Como es habitual, el seguimiento de las reacciones se realzo
mediante TLC y HPLC quiral, una vez optimizadas las condiciones

para estos analisis.

La resolucion enzimatica del derivado (%)-cis-28 se realizo
mediante procesos de hidrolisis de acuerdo con siguiente esquema:

NHBoc NHBoc NHBoc
Lipasas o, s H
Ph/}(o —) Ph™ .+ HO
le) tBUOMe/ Hzo fo)
O 30°C O O
(*)-cis-28 (3R,4R)-28 (3S,4S8)-27

Esquema 47. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-cis-28
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la resolucion
de las bromohidrinas se utilizaron inicialmente las mejores
condiciones de éstas, ‘BuOMe como disolvente y 10 equivalentes de
H>O a 30 °C (Tabla 7).

Tabla 7. Hidrolisis enzimatica del compuesto (+)-cis-28 en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa t (dias) ees? (%) eep? (%) ct (%) Ec

1 CAL-A 5 >99 >99 50 >200
2 CAL-Ad 3 >99 >99 50 >200
3 CAL-B 10 h >99 >99 50 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). < E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ eep)].32 d Doble proporcién
de enzima: sustrato

En estas condiciones se probaron una gran variedad de
lipasas. Al usar como catalizador la lipasa de Candida antarctica
tanto de tipo A como B, la reaccion mostraba una excelente
enantioselectividad y conversion, obteniéndose de manera
enantiopura en ambos casos tanto el alcohol (3S,4S)-27 como el
éster (3R,4R)-28 remanente. Aun mostrando ambas enzimas la
misma enantioselectividad, la velocidad de reaccion fue bastante
diferente, ya que, en el caso de la CAL-B (entrada 3) se alcanz6 un
50% de conversion en 10 horas, mientras que, para la lipasa CAL-A
fueron necesarios 3 dias de reaccion y la adicion de un equivalente
mas de catalizador (entrada 2). Sin embargo, para este sustrato tras
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2 dias de reaccion no se observo conversion cuando se utilizaron las
lipasas AK, TL-IM, PSL-IM y PSL-C como catalizadores.

Se probo también a la acilacion enzimatica del sustrato ()-cis-
27 (Esquema 48). Para ello, se utilizaron las enzimas CAL-A y CAL-
B, puesto que, con ellas se obtuvieron los mejores resultados en los
procesos de hidrolisis, sin embargo, en ninguno de los casos tras 3
dias de reaccion se detecto producto.

o
NHBoc )J\o/\

HO Lipasas )
g ‘BuOMe, 30°C

(¥)-cis-27

Esquema 48. Acilacion enzimatica del compuesto (+)-cis-27.

2.5.2. Sintesis y resolucion de (t)-trans-3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofurano

En vista de los buenos resultados obtenidos para el sustrato
(*)-cis-28 se planted como siguiente objetivo la sintesis y posterior
resolucion de sus analogos tetrahidrofuranicos. Se comenzé con la

resolucion del compuesto (1)-trans-28 (Esquema 49).

[o) N3 NHBoc
@ mCPBA, NaN; HO,, MegP, Boc,0 ' Ho,
J CH,Cl, H20/dioxanj NaOH, THF >
75% O 100°C, 14h O ta,3h o
80% 85%
15 29 (¥)-trans-23 (¥)-trans-27

PhCH,COCI| CH,CN

K,CO;| ta., 12h
85%

Ph

(0]
NHBoc

O

y,

(0]
(*)-trans-28

Esquema 49. Sintesis de los compuestos (+)-trans-27 y (t)-trans-28.
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El 2,5-tetrahidrofurano 15 se hizo reaccionar con mCPBA en
CH.Cl> conduciendo al correspondiente epéxido 29. Este se traté
con NaN3; en una mezcla H,O: dioxano 4:1 a 100 °C dando lugar,
con elevado rendimiento, a la correspondiente hidroxiazida (*)-
trans-23. Llegados a este punto la sintesis se completa de manera
analoga a la descrita para el compuesto (t)-cis-28.

El seguimiento de los procesos enzimaticos se realiz6 mediante
TLC y HPLC. A continuacion se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica
del derivado (t)-trans-28 (Esquema 50).

NHBoc NHBoc NHBoc
fe) Lipasas o, HO :
Ph —==__) pp +
/\[Of \E} ‘BuOMe/ H,0 /\g/ Eg p
(#)-trans-28 (35,4R)-28 (3R,48)-27

Esquema 50. Hidro6lisis enzimatica del compuesto ()-trans-28.

Para comenzar, se utilizaron las mismas condiciones que para
el compuesto (*)-cis-28, por lo que, se hizo un primer estudio con
10 equivalentes de H20 en BuOMe a 30 °C con las lipasas CAL-A y
CAL-B (Tabla 8).

Tabla 8. Acilacion enzimatica del compuesto (*)-trans-28 en BuOMe a 30 °C

Entrada Lipasa t (dias) ees? (%) eep? (%) ct (%) Ec

1 CAL-B 3h >99 >99 50 >200
2 CAL-A 7 >99 >99 50 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ eep)].32

Al igual que en la resolucion del derivado (£)-cis-28, se observo
conversion en las reacciones catalizadas por ambas lipasas, sin
embargo, la velocidad de las reacciones vari6 sustancialmente. En el
caso del sustrato (t)-trans-28 la reaccion catalizada por CAL-B
(entrada 1) alcanzé un 50% de conversion en tan solo 3 horas. La
enantioselectividad del proceso fue muy elevada obteniéndose de
manera enantiopura tanto el alcohol de configuracion (3R,4S) como
el éster remanente (3S,4R), estando la configuracion del producto
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obtenido de acuerdo con la predicha por la regla de Kazlauskas.”!
Por otro lado, en el proceso catalizado por la lipasa CAL-A (entrada
2) a pesar de mostrar igualmente una elevada enantioselectividad,
fueron necesarios 7 dias de reaccion para alcanzar una conversion
del 50%.

Como en los casos anteriores, se estudio el proceso enzimatico
de acilacion del compuesto (t)-trans-27 (Esquema 51), utilizandose
las mismas condiciones de reaccion que en el caso del sustrato (%)-
cis-27. De nuevo, los resultados obtenidos fueron poco
satisfactorios, puesto que, tras 2 dias no se observo reaccion.

(0]
NHBoc )J\O/\

HO N Lipasas )
Q ‘BuOMe, 30°C

(¥)-trans-27

Esquema 51. Acilacion enzimatica del compuesto (t)-trans-27.

2.5.3. Sintesis y resolucion de (t)-cis-3-amino-4-hidroxi-
pirrolidina

Como se ha mostrado en los antecedentes, recientemente en
este grupo de investigacion se ha realizado con éxito la sintesis y
posterior  resoluciéon del compuesto (¥)-trans-3-amino-4-
hidroxipirrolidina.t® Teniendo en cuenta los resultados descritos en
este trabajo, asi como las excelentes resoluciones enzimaticas de los
analogos tetrahidrofuranicos tanto de configuracion cis como trans
obtenidas en este capitulo, se procedi6 al estudio de la resolucion
del derivado (*)-cis-3-amino-4-hidroxipirrolidina (%)-cis-30.

Para la sintesis del mismo se parti6 de la bromohidrina (%)-
trans-20 (Esquema 52). Cabe mencionar que parte de esta sintesis
fue descrita previamente para obtener la configuracion absoluta de
dicha bromohidrina en su forma enantiopura (Esquema 45).
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La ruta sintética difiere ligeramente de la descrita para el
compuesto (t)-cis-28, debido a que, el rendimiento en el paso de
proteccion del grupo hidroxilo previo al proceso Sy2 es mayor en
este caso para la formacion del derivado (%)-trans-24 que la
esterificacion para dar el intermedio (t)-trans-21a. La hidrélisis de
la azida (t)-cis-26 y su proteccion como derivado tert-
butoxicarbonilado se realizo en un solo paso de reaccion por
tratamiento con NaOH 1 N, MesP y Boc2O en THF. El aminoalcohol
(3)-cis-30 obtenido se esterifica con el correspondiente agente de
acilacion en presencia de KoCO3s conduciendo a los derivados (t)-cis-
3la-c que se estudiaran como sustratos en los procesos
enzimaticos de hidrolisis.

5 TBpmMscI Br N3
Hoﬁ imidazol , TBDMSO\E‘» NaN, TBDMSO\Eg
N CHxXCl N  DMSO ) N
Cbz ta.5h Cbz 110°C,12h Cbz
88% 57%
(*)-trans-20 (¥)-trans-24 (¥)-cis-25
(-)-CSA MeOH
ta.,5h
91%
0._R
Y NHBoc NHBoc MesP N3
o\\ig ( PhCH,COCI HOYS { Boc,O HO\ES
N K2003, CH3CN N NaOH, N
b ta., 12 h Cbz THF oz
‘ 80-95% ta., 3h
87%
(*)-cis-31a-c (*)-cis-30 (*)-cis-26
a R: bencil
b R: metil

¢ R: metoximetil

Esquema 52. Sintesis de los compuestos (+)-cis-30 y (+)-cis-31a-c.
Una vez sintetizados los compuestos de interés, se procedio a
la hidrolisis enzimatica (Esquema 53):
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NHBoc NHBoc NHBoc
R Yorg Lipasas ] R\H/O/f«h@ . HO\E%
o N ‘BuOMe/ H,0 o N N
Cbz 30°C Cbz Cbz
(*)-cis-31a,c (3R,4S)-31a,c (3S,4R)-30
a R: bencil

¢ R: metoximetil
Esquema 53. Hidrolisis enzimatica de los compuestos (t)-cis-31a-c.

Teniendo en cuenta que, los mejores resultados se habian
obtenido con las lipasas Candida antarctica (tanto la CAL-A como la
CAL-B), se decidio estudiar en primer lugar los procesos de
hidrélisis catalizados por ambas enzimas en las mismas
condiciones: ‘BuOMe, 10 equivalentes de H2O y manteniendo la
agitacion orbital a 30 °C (Tabla 9).

Tabla 9. Hidroélisis enzimatica de los compuestos (+)-cis-31la-c en BuOMe a 30 °C.

ees? eep? cb

Entrada Sustrato Lipasa t (dias) (%) (%) (%) Ex
1 (x)-cis-31a CAL-A 2 >99  >99 50 >200
2 (t)-cis-31a CAL-B 2 -—- -—- -—- -—-
3 (¥)-cis-31c CAL-A 1 >99  >99 50 >200
4 (¥)-cis-31c CAL-B 10 h >99  >99 50 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/ (ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].32

Tras la primera prueba con el sustrato (t)-cis-3la, se
observaron claras diferencias entre las biotransformaciones
catalizadas por las dos lipasas (entradas 1 y 2), ya que, en el caso
de la CAL-A el proceso fue altamente enantioselectivo y tras 2 dias
de reaccion se alcanzé una conversion del 50% permitiendo obtener
tanto el producto de la reacciéon (3S,4R)-30 como el éster
remanente (3R,4S)-31a enantioméricamente puros, sin embargo, en
el caso de la lipasa CAL-B, bajo estas mismas condiciones, no se

observo reaccion.

Teniendo en cuenta estos resultados y basandose en la

experiencia adquirida en la resoluciéon de los compuestos previos en

133



Capitulo 2

este capitulo, se decidié probar un éster mas activado (*)-cis-31c,
llevando a cabo su hidroélisis en las mismas condiciones de reaccion
que con el sustrato (f)-cis-3la. En el caso de la lipasa CAL-A
(entrada 3) la enantioselectividad fue igualmente muy alta
lograndose tiempos de reaccion mas cortos puesto que el 50% de
conversion se alcanzé6 en tan solo un dia. En los procesos
catalizados por CAL-B (entrada 4) queda patente la influencia del
sustrato dado que no solo se obtuvieron compuestos altamente
enantioenriquecidos (ee > 99), sino que, el 50% de la conversion se
alcanzé tras 10 horas de reaccion, observandose la misma
preferencia estereoquimica en ambas lipasas, como se detalla mas
adelante.

Por ultimo se llevé a cabo la acilacion enzimatica del sustrato
(*)-cis-30 (Esquema 54).

O
(0]
NHBoc )J\O/\ :L\IHBoc Y NHBoc
HO\E% CAL-B ] HO//,,.O , O
N tBuOMe N N
Cbz 48 h, 30 °C Cbz Cbz
E > 200, c=50
(#)-cis-30 (3R,45)-30 (3R,4S)-31b
ees> 99 ee,>99

Esquema 54. Acilacién enzimatica del compuesto (t)-cis-30.
El proceso se llevd a cabo en ®BuOMe a 30 °C, con
5 equivalentes de acetato de vinilo y CAL-B como catalizador. Este,
a diferencia de los derivados del furano (t)-cis- y (%)-trans-27,
resultd ser un excelente sustrato para la reaccion de acilacion
catalizada por la lipasa CAL-B puesto que, tras 2 dias de reaccion
se alcanz6 una conversion del 50% y tanto el producto como el

sustrato remante se obtuvieron de forma enantiopura.
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2.5.4. Asignacion de la configuracion absoluta

La determinacion de la configuracion de los compuestos
enantiopuros obtenidos en las reacciones enzimaticas, se realizé por

comparacion con productos previamente descritos en la bibliografia.

2.5.4.1. Configuracion absoluta del compuesto cis-3-tert-
butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano

En este caso, solamente fue necesaria la desproteccion del
grupo amino en el compuesto cis-(-)-27 obtenido como producto de
la hidrélisis enzimatica (Esquema 55). Para ello, se disolvio el
producto enantiopuro, cis-(-)-27 en una mezcla de metanol/ HCI 3N
durante 24 horas. La comparacion del signo de la rotacion optica de
este compuesto con el previamente descrito en la bibliografia,63
permitié6 tanto asignar la configuracion (3S,4S)-(-)-32 al
aminoalcohol como averiguar la configuracion del resto de

compuestos obtenidos en la reaccion de hidrolisis enzimatica.

CAL B NHBoc NHBoc
HO 0, =
Ph + Ph /1r,
Y \[S ‘BuOMel 1,0 *[5 IO
30°C, 10 h 0 o
. 50, E > 200
(+)-cis-28 €= (3S,48)~(-)-27 (3R,4R)-(+)-28
ee, > 99% eegs > 99%
HCI 3N | MeOH
ta., 24 h
90%
NH,
HO\ES
o]
(35,48)-(-)-32

Esquema 55. Confirmacion de la configuraciéon del compuesto (3S,4S)-(-)-32.
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2.5.4.2. Configuracion absoluta del compuesto trans-3-tert-
butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano

La desproteccion se realizo de la misma manera que en el caso
anterior, corroborandose también la configuracion esperada al
obtener mediante la hidrolisis del compuesto trans-(-)-27 el
aminoalcohol (3R,4S)-(-)-32.63

NHBoc NHBoc NHBoc
i HO o,
Ph/\“/o CAL-B . Ph/\{(
o ‘BuOMe/ H,O g 5 5
O 30°c,3h
¢ =50, E > 200
(+)-trans-28 (3R,4S)-(-)-27 (3S,4R)-(+)-28
ee, > 99% eeg > 99%

HCI 3N | MeOH
ta,24h
90%

NH,
0
(0]

(3R4S)-(-)-32

Esquema 56. Confirmacion de la configuracion del compuesto (3R,4S)-(-)-32.

2.5.4.3. Configuracion absoluta del compuesto cis-1-
benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxipirro-
lidina

En este caso la desproteccion transcurre con un mayor
rendimiento mediante la disolucion del compuesto enantiopuro cis-
(+)-30 en etanol saturado con HCI, obteniéndose tras 2 horas de
reaccion a temperatura ambiente el compuesto cuya rotacion optica
tiene el signo opuesto al compuesto de configuracion (3S,4R)

descrito en la bibliografia.6!
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o X
S0y Yg CAL-B
o N ‘BuOMe/ H,0

\

Cbz 30°C,10h

(£)-cis-31c ¢ =850, E>200

NHBoc
HO

N

\

Cbz
(3S,4R)-(+)-30
ee,>99%

HCl gas | EtO
ta.,2h

90%
NH,

HO\ES
N

\Cbz
(3S,4R)-(+)-33
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L\lHBoc

+ \O O//,,, O
ﬁo( )

Cbz

(3R,4S)-(+)-31¢c

ees> 99%

Esquema 57. Confirmacion de la configuraciéon absoluta del compuesto (3S,4R)-

(+)33.
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Conclusiones

En este capitulo ha descrito la sintesis quimica y posterior
resolucion de las (¥)-trans-3-bromo-4-hidroxitetrahidrofurano, (*)-
trans-3-bromo-4-hidroxipirrolidina, (%)-cis y (¥)-trans-3-amino-4-
hidroxitetrahidrofurano, (t)-cis-3-amino-4-hidroxipirrolidina y
derivados de estos compuestos.

Tanto la lipasa de Candida antarctica de tipo A como B han
catalizado con excelente enantioselectividad las reacciones de
hidrolisis de los sustratos propuestos asi como la reaccion de
acilacion del derivado (¥)-cis-1-benciloxicarbonil-3-tert-
butoxicarbonilamino-4-hidroxipirrolidina.

Por ultimo se han realizado las transformaciones quimicas
necesarias para determinar la configuracion absoluta de los
productos de las reacciones enzimaticas mediante la comparacion
del valor de la rotacion optica de estos compuestos enantiopuros

con los descritos previamente en la bibliografia.
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2.6. General

Los reactivos, biocatalizadores, disolventes y técnicas de
analisis han sido detalladas en la parte experimental del primer

capitulo con las excepciones que se muestran a continuacion.

2.6.1. Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

El seguimiento de las reacciones tanto de acilacion como de
hidrolisis enzimatica asi como la medida de los excesos
enantioméricos de sustratos y productos, se llevo a cabo utilizando
un cromatoégrafo Hewlett-Packard 1100. Para ello se emplearon,
ademas de las columnas quirales que se han mencionado en el
primer capitulo la Chiralpak IA (25 x 0.46 cm) y Chiralcel OJ-H
(0.46 x 25 cm). La deteccion empleada fue visible-ultravioleta a 210
y 215 nm, utilizando como fase movil mezclas en distintas

proporciones de hexano/isopropanol.

2.7. Procedimientos sintéticos

2.7.1. Procedimiento general para hidrolisis enzimatica

El correspondiente éster ()-trans-17a, (i)-trans-2la,c, (i)-
cis-28, (t)-trans-28 o (i)-cis-3la-c (0.04 mmol), se disuelve en
BuOMe (400 pul) y se anade la lipasa (15.0 mg) y 10 equivalentes de
H>0. La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm en un agitador orbital. El
progreso de la reaccion se monitoriza tanto por HPLC quiral como
por TLC hasta que se consigue la conversion adecuada. La enzima
se elimina por filtracion y se lava con BuOMe. El crudo se purifica
por cromatografia de columna (20 al 70% AcOEt/ hexano).

2.7.2. Procedimiento general para la acilacion enzimatica

El correspondiente (%)-trans-16, (t)-trans-20, (i)-cis-27, (i)-
trans-27 o (t)-cis-30 (0.04 mmol) se disuelve en BuOMe (400 ul) y
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se anade la lipasa (15.0 mg) y 5 equivalentes de agente de acilacion.
La mezcla se agita a 30 °C y 250 rpm en un agitador orbital. El
progreso de la reaccion se monitoriza tanto por HPLC quiral como
por TLC hasta que se consigue la conversion adecuada. La enzima
se elimina por filtracion y lavado con BuOMe. El crudo se purifica
por cromatografia de columna (20 al 70% AcOEt/ hexano).

2.7.3. Sintesis del compuesto 1l-benciloxicarbonil-2,5-
dihidropirrol. 19

Se anade CbzCl (5.2 mL, 36.2 mmol) gota a gota a 0 °C sobre
una mezcla que contiene 18 (1.0 g, 14.5 mmol) y Py (2.9 mL,
36.2 mmol) disueltos en 40 mL de CH2Cl,. La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante 12 horas. A continuacion se
evapora el disolvente y se purifica por cromatografia de columna
(30% AcOEt/hexano). Se obtiene el producto deseado con un 95%

de rendimiento.

2.7.4. Procedimiento general para la preparacion de las
bromohidrinas (t)-trans-16 y (1)-trans-20

Se prepara una disolucion de N-bromosuccinimida (NBS)
(650.0 mg, 3.7 mmol) en 3 mL de H2O, y se enfria en un bano de
hielo. A ésta, se anaden 2.5 mmol del compuesto 15 o 19. La
reaccion se agita durante 4 horas a temperatura ambiente, tras lo
cual, se anade Et;O (3 x 15 mL), se lava con salmuera y la fase
organica se seca con Na>SO4. El disolvente se evapora bajo presion
reducida, obteniéndose un crudo de reaccion amarillo/ naranja con
un 70-80% de rendimiento. En los casos en los que se requiere la
bromohidrina pura, ésta se purifica por cromatografia de columna
(40% AcOEt/ hexano) obteniéndose un aceite amarillo con un 77%-

80% de rendimiento tras la purificacion.
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2.7.5. Sintesis de los ésteres (t)-trans-17a,b y (+)-trans-
21a-c

A una disoluciéon del crudo de la bromohidrina ()-trans-16 o
(x)-trans-20 (3.0 mmol) en CH3CN (30 mL), se anade el
correspondiente cloruro de acilo (4.6 mmol) y K>CO3 (623.0 mg,
3.0 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
12 horas. Seguidamente el disolvente se evapora bajo presion
reducida y se annade AcOEt (25 mL). La mezcla se lava con H>O (3 x
15 ml) y la fase organica se seca con NaxSOs4 El disolvente se
evapora bajo presion reducida y el residuo se purifica por
cromatografia de columna (20% AcOEt/ hexano) obteniéndose
aceites amarillos con un rendimiento 60-80%.

2.7.6. Sintesis de (3R,4R)-3-azido-4-fenilacetoxitetra-
hidrofurano. (3R,4R)-22

Al sustrato puro (3S,4S)-17a (30.0 mg, 0.1 mmol) obtenido por
la hidrolisis con CAL-B se le anade bajo atmoésfera de nitrogeno
DMSO (2 ml), y azida de sodio (33.0 mg, 0.5 mmol). La mezcla se
agita a 110°C durante 7 horas. Seguidamente el disolvente se
evapora bajo presion reducida y el compuesto se purifica por
cromatografia de columna (30% AcOEt/ hexano) obteniéndose el
compuesto (3R,4R)-22 como un solido amarillo con un 52% de

rendimiento.

2.7.7. Sintesis de (3R,4R)-3-azido-4-hidroxitetra-
hidrofurano. (3R,4R)-23

Una disolucion de (3R,4R)-22 (8.0 mg, 0.03 mmol) y K>CO3
(4.5 mg, 0.03 mmol) en MeOH/ H,O (2 mL/ 1 mL) se agita a
temperatura ambiente durante 3 horas. Seguidamente se anade
AcOEt (10 mL) y se lava con H20 (3 x 15 mL). Las fases organicas se
juntan y se secan con Na>SO4. El crudo se purifica por
cromatografia de columna (30% AcOEt/ hexano), obteniéndose el
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compuesto (3R,4R)-23 como un aceite amarillo con un 100% de
rendimiento. La rotacion especifica caracteristica del producto puro

concuerda con la ya descrita.

2.7.8. Sintesis de (t)-trans-3-azido-4-hidroxitetrahidro-

furano. (+)-trans-23

Se prepara una disolucion de 29 (1.0 g, 11.6 mmol) en una
mezcla de 1,4-dioxano-H20 4:1 (50 mL). Sobre ella se anade azida
de sodio (2.2 g, 33.8 mmol). La mezcla se deja agitando durante
12 horas a 100°C en un tubo sellado. Transcurrido ese tiempo, la
mezcla resultante se extrae con AcOEt (3 x 20 ml), las fases
organicas combinadas se mezclan y se secan sobre Na;SOs. El
crudo resultante se purifica por cromatografia de columna (30%
AcOEt/ hexano) obteniéndose el producto (*)-trans-27 puro,

incoloro, con un 80% de rendimiento.

2.7.9. Sintesis de (3R,4R)-1-benciloxicarbonil-3-bromo-4-
(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina. (3R,4R)-24

El compuesto enantioméricamente puro (3R,4R)-20 (25 mg,
0.08 mmol), obtenido de la hidrélisis catalizada por la CAL-B, se
disuelve en CH.Cl> (8.8 mL). A esta disolucion se le aniaden, bajo
atmosfera inerte, imidazol (7.48 mg, 0.1 mmol) y cloruro de tert-
butildimetilsililo (TBDMSCI) (15.0 mg, 0.1 mmol). La mezcla se deja
agitando durante 24 horas a temperatura ambiente tras las cuales
se evapora el disolvente y el crudo se purifica en cromatografia de
columna (35% AcOEt/ hexano) obteniéndose el compuesto (3R,4R)-

24 como un aceite transparente con un 88% de rendimiento.

2.7.10. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-azido-4-
(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina. (3S,4R)-25

A una disolucion del compuesto enantioméricamente puro
(3R,4R)-24 (30.0 mg, 0.1 mmol) en DMSO, se le anade, bajo
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atmosfera inerte, azida de sodio (23.4 mg, 0.36 mmol) y se mantiene
agitando durante 12 horas a 110°C. El disolvente se elimina a
presion reducida y el compuesto se purifica por cromatografia de
columna (20% AcOEt/ hexano) conseguiéndose el derivado (3S,4R)-
(+)-25 como un aceite transparente con un 57% de rendimiento.

2.7.11. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-azido-4-
hidroxipirrolidina. (3S,4R)-26

El compuesto enantioméricamente puro (3S,4R)-25 (10.0 mg,
0.03 mmol) se disuelve, bajo atmosfera inerte, en metanol seco
(300.0 uL). A esta disolucion se le anade acido-(-)-camphor sulfonico
(CSA) (35.0 mg, 0.15 mmol). Se agita durante S horas a
temperatura ambiente, y, tras eliminar el disolvente a presion
reducida, el crudo de reaccion se purifica por cromatografia de
columna (40% AcOEt/ hexano). El producto (3S,4R)-26 incoloro se
obtiene con un 100% de rendimiento.

2.7.12. Sintesis del compuesto 3,4-epoxitetrahidrofurano.
29

A una disolucion del compuesto 15 (5.0 g, 71.3 mmol) en
20 mL de CH2Cl; a O °C, se anade mCPBA (4.3 g, 25.0 mmol,). La
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado
ese tiempo, se lava la fase organica con NaOH 1N (3 x 15 mL) y se
seca con NaxSO4 Se evapora el disolvente a presion reducida a 0 °C
(debido a la volatilidad del compuesto), obteniéndose el producto
deseado 29 como un aceite transparente con un 75% de

rendimiento.

2.7.13. Procedimiento general para sintesis de (*)-cis-28,
(*)-trans-28 y (+)-cis-31a-c

Bajo atmosfera inerte, sobre una disolucion  del

correspondiente N-tert-butoxicarbonilaminoalcohol (%)-cis-27, (%)-
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trans-27 6 (t)-cis-30 (3.0 mmol) en CH3CN (30 mL) se anade el
correspondiente cloruro de acido (4.6 mmol) y KoCOs (623.0 mg,
4.5 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 12
horas. Tras ese tiempo, se evapora el disolvente a presion reducida
y se extrae con AcOEt (3 x 10 mL), las fases organicas se juntan y
se secan sobre Na,SO4. El crudo se purifica por cromatografia de
columna (40% AcOEt/ hexano), obteniéndose los productos con un
rendimiento 80-95%.

2.7.14. Procedimiento general para la sintesis de ()-cis- y
(¥)-trans-3-tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidro-
furano y (%)-cis-1l-benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonil-
amino-4-hidroxipirrolidina [(+)-cis-27 (t)-trans-27 y (t)-cis-
30]

El compuesto de partida (t)-cis-23, (t)-trans-23 6 ()-cis-26
(4.0 mmol), se disuelve bajo atmoésfera inerte en THF seco (40 mL) y
se anadi6o por este orden: NaOH 1M desoxigenado (8 mL), MesP
(12.0 mmol) y Boc2O (12.0 mmol). La mezcla resultante se agita a
temperatura ambiente durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo, el
disolvente se elimina bajo presion reducida y el crudo se disuelve en
AcOEt (20 mL) lavandolo con H,O (3 x 10 mL). La fase organica se
seca sobre Na»SOs El crudo se purifica por cromatografia de
columna (30% hexano/ AcOEt), obteniéndose el producto con un
rendimiento 85-87%.

2.7.15. Sintesis de (3S,4S)-3-amino-4-hidroxitetra-
hidrofurano (3S5,45)-32 vy (3R,4S)-3-amino-4-hidroxi-
tetrahidrofurano (3R,4S)-32

El compuesto enantioméricamente puro (-)-cis-27 o (-)-trans-
27 (10.0 mg, 0.05 mmol), obtenidos por la hidrolisis catalizada por
la lipasa CAL- B se disuelve en metanol (1 mL) y se anade HCl 3N

(20.0 uL), la disolucion se agita a temperatura ambiente durante
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24 horas tras las cuales se evapora el disolvente a presion reducida.
El crudo de reaccion se purifica por cromatografia de columna (20%
MeOH/CH.Cly). El producto purificado es un aceite transparente y
se obtiene con un 90% de rendimiento. La rotacion especifica de los
productos puros (3R,4S)-32 y (3S,4S)-32 se compara con la
descrita previamente en la bibliografia.

2.7.16. Sintesis de (3S,4R)-1-benciloxicarbonil-3-amino-4-
hidroxipirrolidina (3S,4R)-33

El compuesto enantioméricamente puro (3S,4R)-30 (20.0 mg,
0.06 mmol) obtenido por la hidrélisis catalizada por la CAL-B, se
disuelve en etanol (1.2 mL) y se anade etanol saturado de HCI
(5mlL). La mezcla de reaccion se agita durante 2 horas.
Seguidamente se evapora el disolvente a presion reducida, siendo el
crudo de reaccion purificado por cromatografia de columna (20%
MeOH/CH,Cly). El producto (3S,4R)-33 se obtiene como un aceite
transparente con un 90% de rendimiento. La rotaciéon especifica del
producto puro concuerda con la descrita previamente en la
bibliografia.

2.8 Datos experimentales

En esta seccion se han recogido los datos experimentales de
los compuestos que han formado parte de este capitulo.
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trans-3-Bromo-4-hidroxitetrahidrofurano. ()-trans-16

Formula molecular: C;H;BrO,
Estado fisico: Aceite amarillo

Peso molecular: 167.00 g/mol

Rf: (50% AcOEt/ hexano): 0.63

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 4.59 (m, 1H, H-4), 4.43 (dd, J =
10.6, 4.6 Hz, 1H, H-5), 4.27 (dd, J = 10.0, 4.2 Hz, 1H, H-2), 4.23 -
4.18 (m, 1H, H-3), 4.10 (dd, J = 10.6, 2.2 Hz, 1H, H-5), 3.83 (dd, J =
10.0, 1.5 Hz, 1H, H-2).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): & 78.8 (C-4), 74.2 (C-5), 73.3 (C-2),
51.5 (C-3).

IR (NaCl): v 3100 - 3400 cm-!

Rendimiento: 77%

(3S,4S)-3-Bromo-4-hidroxitetrahidrofurano:
[a]3%:-27.6 (c = 1, CH2Cly) ee >99%. (3S,4S)-(-)-16
Rendimiento: 48%
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trans-3-Bromo-4-fenilacetoxitetrahidrofurano. (t)-trans-17a

Iy W

r Formula molecular: C;2H3BrO3
Ph o 3 . .
/w]/ mz Estado fisico: Aceite amarillo

O s o] Peso molecular: 284.13 g/mol
Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.45
HRMS (ESI+, m/z) calculada para [Ci2H13BrNaOs] + 306.9940 m/ z,
encontrada 306.9913.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.49 — 7.18 (m, SH), 5.40 (d, 1H, J
= 6.6, H-4), 4.30 (m, 3H, H-2, H-3 y H-5), 4.09 (m, 1H, H-2 o H-5),
3.87 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.66 (s, 2H, CH,)).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.9 (CO), 133.6 (C), 129.6 (CH),
129.1 (CH), 127.8 (CH), 81.0 (C-4), 75.0 (C-5), 71.7 (C-2), 48.4 (C-3),
41.5 (CHa).
IR (NaCl): v 1739 cm-!
Rendimiento: 80%
HPLC (210, 215 nm): columna: OJ-H (Hexano: isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min. tr (3R4R) = 25.142 min y tr (35,45 = 27.412

min.

(3S,4S)-3-Bromo-4-fenilacetoxitetrahidrofurano:
[a]3%: + 73.1 (c = 1, CHCly) ee >99%. (3S,4S)-(+)-17a
Rendimiento: 49%
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trans-3-Acetoxi-4-bromotetrahidrofurano. (t)-trans-17b

Iy o]

YO 3 : Foéormula molecular: CsHoBrO;
0O I(} 5 Estado fisico: Aceite amarillo
Peso molecular: 209.04 g/mol
Rf (40% AcOEt / hexano): 0.38
HRMS (ESI+, m/z): calculada para [CsHoBrNaOs]* 230.9627 m/z,
encontrada: 232.9618.
1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 5.29 - 5.19 (m, 1H, H-3), 4.28 —
4.15 (m, 3H, H-2, H-4 y H-5), 3.97 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.74 (m, 1H,
H-2 o H-5), 1.98 (s, 3H, CHzy).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 169.7 (CO), 81.2 (C-3), 74.4 (C-2),
71.3 (C-5), 48.2 (C-4), 20.7 (CH3).
IR (NaCl): v 1742 cm-!
Rendimiento: 82%
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1-Benciloxicarbonil2,5-dihidropirrol. 19

Férmula molecular: C;,Hi3NO>

@ Estado fisico: Aceite incoloro
Nbb Peso molecular: 203.24 g/mol
VA

Rf (30% AcOEt/ hexano): 0.43
1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.38 (m, 5H), 5.78 (d, J = 9.0 Hz,
2H, CHy), 5.17 (m, 2H, CH), 4.18 (m, 4H, CHo).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 154.7 (CO), 137.0 (C), 128.5 (CH),
128.0 (CH), 127.9 (CH), 125.8 (CH), 125.7 (CH), 66.8 (CH2), 53.5
(CH2).
IR (NaCl): v 3058; 1695 cm-!
Rendimiento: 90%
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trans-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-hidroxipirrolidina.
(+)-trans-20

HO B 3r Formula molecular: C;,H;4BrNO;
p 2 Estado fisico: Aceite amarillo
N Peso molecular: 300.15 g/mol
cbz Rf (20% AcOEt/ hexano): 0.15

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.38 (m, S5H), 5.16 (s, 2H, CHo),
4.50 (m, 1H, H-4), 4.24 — 4.06 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.99 - 3.78 (m,
2H, H-2 y H-5), 3.51 (m, 1H, H-3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.0 (CO), 136.4 (C), 128.5 (CH),
128.1 (CH), 127.9 (CH), 76.1 (C-4), 67.2 (CHy), 52.9y 52.8 (C-2 o C-
5), 51.7y 51.3 (C-2 0 C-5), 50.2 y 49.7 (C-3).

IR (NaCl): v 3200-3300; 1706.50 cm-!

Rendimiento: 80%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (35,4S) = 13.5y tr (B3R,4R) = 15.77 min.

(3R,4R)-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-hidroxipirrolidina:

[a]§’:-5.0 (¢ = 1, CHCLs) ee > 99% (3R,4R)-(-)-20
Rendimiento: 47%
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trans-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-fenilacetoxipirrolidina.
(+)-trans-21a

Br
ph/wz/o $3 Formula molecular: Co0H20BrNO4
0O p 2 Estado fisico: Aceite amarillo
N\Cbz Peso molecular: 418.28 g/mol

Rf (20% AcOEt/ hexano): 0.36

HRMS  (ESI+, m/z): calculada para  [CooH20BrNNaOg4]*
440.0468 m/z, encontrada 440.0457.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.52 — 7.19 (m, 10H), 5.35 (d, 1H,
J = 4.3 Hz, H-4), 5.19 (s, 2H, CH,), 4.2 (brs, 1H, H-3), 4.11 - 4.00
(m, 1H, H-2 o H-5), 3.94 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.75 - 3.53 (m, 3H, H-2
o H-5, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.7 (CO), 155.1 (CO), 137.8 (C),
133.5 (C), 129.5 (CH), 129.2 (CH), 129.0 (CH), 128.6 (CH),
128.4 (CH), 127.88 (CH), 78.9 (C-4), 67.7 (CHy), 53.8 y 53.5 (C-2 o
C-5),49.8 y 49.6 (C-2 0 C-5), 47.2 y 46.5 (C-3), 41.5 (CHy).

IR (NaCl): v 1740, 1704 cm-!

Rendimiento: 80%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (35,4S) = 21.685y tr (B3R,4R) = 23.726 min.
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trans-1-Benciloxicarbonil-3-acetoxi-4-bromopirrolidina.
(¥)-trans-21b

oy

YO : Foéormula molecular: Ci4H6BrNO4
o p 5 Estado fisico: Aceite amarillo

N Peso molecular: 342.19 g/mol
Rf (20% AcOEt/ hexano):0.36
HRMS ESI+ calculada para [Ci4Hi1s6BrNNaO4]* 364.0155 m/z,
encontrada: 364.0169.
1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.39 (br s, S5SH), 5.33 (m, 1H, H-3),
5.18 (br s, 2H, CHy), 4.41 — 4.24 (m, 1H, H-4), 4.12 — 3.86 (m, 3H,
H-2 y H-5), 3.71-3.5 (m, 1H, H-2 o H-5), 2.09 (s, 3H, CHaj).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 169.6 (CO), 154.7 (CO), 136.4 (C),
128.5 (CH), 128.2 (CH), 128.0 (CH), 128.6 (CH), 78.3 (C-3), 67.3
(CHz), 53.4 y 53.2 (C-2 0 C-5), 49.6 y 49.3 (C-2 o0 C-5), 46.9 y 46.2
(C-4), 20.9 (CHsy).
IR (NaCl): v 1744, 1704 cm-!
Rendimiento: 60%
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S,4S) = 20.914 y tr (3R,4R) = 23.955 min.

\
Cbz
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trans-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-(2-metoxiacetil)-
pirrolidina. (t)-trans-21c

\OWO 5 Formula molecular: C;5H;3sBrNOs
p 2 Estado fisico: Aceite amarillo

Peso molecular: 372.21 g/mol

Rf (40% AcOEt/hexano): 0.30

HRMS ESI* calculada para [CisHisBrNNaOs]* 394.0261 m/z,
encontrada: 394.0258.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.52 — 7.27 (m, SH), 5.42 (m, 1H,
H-4), 5.17 (br s, 2H, CHj), 4.38 — 4.24 (m, 1H, H-3), 4.21 - 3.84 (m,
SH, CHy, H-2 y H-5), 3.62 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.44 (s, 3H, CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;s): 6 168.1 (CO), 154.6 (CO), 136.3 (C),
128.5 (C), 128.2 (CH), 128.0 (CH), 78.5 (C-4), 69.5 (CH»), 67.3 (CHo>),
59.5 (CHsj), 53.3 (C-2 0 C-5), 49.4 (C-2 o C-5), 46.3 (C-3).

IR (NaCl): v 1758, 1704 cm-!

Rendimiento: 65%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (35,45 = 42.144 min y tr (B3R,4R) = 54.054

min.

\Cbz

(3S,4S)-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-(2-metoxiacetil)-
pirrolidina:

[a]3%:-10.0 (c = 0.05, CHCl3) ee > 99% (3S,4S)-(-)-21c
Rendimiento: 49%
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Capitulo 2

(3R,4R)-3-Azido-4-fenilacetoxitetrahidrofurano. (3R,4R)-(+)-22

N3
ph/YO,@' 3 Formula molecular: Ci2Hi13N303
L)
O 5 G

Estado fisico: aceite amarillo

Peso molecular: 247.25 g/mol

Rf (30% AcOEt/hexano): 0.35

HRMS ESI* calculada para [Ci2Hi13N3NaOs]* 270.0855 m/z,
encontrada 270.0849.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.40 — 7.28 (m, SH), 5.20 (m, 1H,
H-4), 4.11 (m, 1H, H-3), 4.08 - 3.96 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.90 — 3.72
(m, 2H, H-2 y H-5), 3.67 (s, 2H, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 171.1 (CO), 133.2 (C), 129.3 (C),
128.7 (CH), 127.3 (CH), 73.7 (C-4), 70.8 (C-5), 70.1 (C-2), 60.7 (C-3),
40.9 (CH).

IR (NaCl): v 2355.5, 1738.05 cm-!

Rendimiento: 52%

[a]3%: +1.4 (c = 0.08, CH2Cly) ee > 99%
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Parte experimental

trans-3-Azido-4-hidroxitetrahidrofurano. (t)-trans-23
Formula molecular: C;H7N30-

N . .
HO, ng Estado fisico: aceite amarillo
2

4 Peso molecular: 129.11 g/mol

® 0 Rf (30% AcOEt/hexano): 0.40
IHNMR (300.13 MHz, CDCls3): & 4.54 — 4.26 (m, 1H, OH), 4.16 -
3.96 (m, 3H, H-2, H-3 y H-5), 3.94 - 3.78 (m, 1H, H-5), 3.74 (dd, J =
9.7, 4.2 Hz, 1H, H-2), 2.35 (m, 1H, H-3).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 73.1 (C-5), 71.9 (C-4), 69.5 (C-2),
63.1 (C-3).
IR (NaCl): v 2355.5, 1738.05 cm-!
Rendimiento: 52%
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Capitulo 2

(3R,4R)-1-Benciloxicarbonil-3-bromo-4-(tert-butildimetilsililoxi)-
pirrolidina (3R,4R)-(-)-24

Br
TBDMSO\Eis Férmula molecular: Ci3sH>sBrNO3Si
4
2

sl Estado fisico: Aceite transparente
Cbz Peso molecular: 414.41 g/mol

Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.68

HRMS-ESI* calculada para [CigH2sBrNNaOsSi]* 436.0914 m/z,

encontrada: 436.0899.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.38 (m, SH), 5.18 (s, 2H, CHy),

4.41 (m, 1H, H-4), 4.18 - 4.01 (m, 2H, H-3, H-2 o H-5), 3.97 - 3.72

(m, 2H, H-2 y H-5), 3.40 (m, 1H, H-2 o H-5), 0.89 (s, 9H, TBDMS),

0.15 (s, 6H, TBDMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.4 (CO), 137.1 (C), 128.9 (CH),

128.4 (CH), 128.3 (CH), 779y 77.1 (C-4), 67.4 (CHg), 53.3 y 53.0

(C-20C-5),52.6 y 52.4 (C- 2 0 C-5), 51.2 y 50.6 (C-3), 26.0 (CHs,

TBDMS), 18.3 (C, TBDMS), -4.3 (CHsz, TBDMS).

IR (NaCl): v 1708.8 cm-!

Rendimiento: 88%

[a]2°: -3.0 (c = 0.08, CHCls) ee > 99%
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Parte experimental

(3S,4R)-1-Benciloxicarbonil-3-azido-4-(tert-butildimetil-
sililoxi)pirrolidina. (3S,4R)-(+)-25

N3
TBDMSO, 3 Foéormula molecular: C;3H2sN4O3Si
54 N 2 Estado fisico: Aceite transparente

Peso molecular: 376.53 g/mol

Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.59
HRMS-ESI* calculada para [CisH20N4O3Si]* 377.2003 m/z,
encontrada: 377.1996.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.38 (br s, SH), 5.16 (s, 2H, CH>),
4.43 (m, 1H, H-4), 4.05 - 3.70 (m, 1H, H-3), 3.50 (m, 4H, H-2 y H-
5), 0.94 (s, 9H, TBDMS), 0.29 (s, 6H, TBDMS)

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 154.8 (CO), 136.6 (C), 128.5 (CH),
128.1 (CH), 128.0 (CH), 73.5y 72.9 (C-4), 67.1 (CHz), 62.2 y 61.7
(C-3), 51.2 y 50.8 (C-5), 48.3 y 48.0 (C-2), 25.3 (CHs, TBDMS), 18.1
(C, TBDMS), -5.0 (m, CHs, TBDMS)

IR (NaCl): v 2104.3, 1704.5 cm-1.

Rendimiento: 57%

[a]3%: +35.0 (c = 0.1, CHCls) ee > 99%

\Cbz
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Capitulo 2

cis-1-Benciloxicarbonil-3-azido-4-hidroxipirrolidina. (*)-cis-26

N
HO 33 Formula molecular: C;o,H14N4O3
;" 2 Estado fisico: Aceite transparente
N\Cb Peso molecular: 262.26 g/mol
Z

Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.14

1H NMR (300.13 MHz, CDCls3): 6 7.38 (s, SH), 5.15 (d, J = 2.3 Hz,
2H, CH,), 4.38 (s, 1H, OH), 4.06 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H-3), 3.87 - 3.33
(m, SH, H-2, H-4 y H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.1 (CO), 136.8 (C), 128.9 (CH),
128.5 (CH), 128.4 (CH), 71.7 (C-4), 67.1 (CHy), 63.0 (C-2), 51.5
(C-5), 48.2 (C-3)

IR (NaCl): v 3200-3300; 2100.87; 1704.55 cm-1.

Rendimiento: 80%
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Parte experimental

cis-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano.
(X)-cis-27.

NHBoc Formula molecular: CoH7NO4

HO 3 Estado fisico: solido blanco.
2 5 2 Peso molecular: 203.24 g/mol

Rf (20% MeOH/ CH,CL): 0.59

Punto de fusion: 148-154°C

HRMS ESI* calculada para [CoHi17NNaO4]* 226.1050 m/z,
encontrada 226.1030.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): & 5.22 (bs, 1H, OH o NH), 4.32 (bs,
1H, H-4), 4.16 (bs, 1H, H-3), 4.07-3.96 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.78 (dd,
J=10.1, 2.3 Hz, 1H, H-5), 3.53 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-2), 1.45 (s, 9H,
CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.9 (CO), 80.0 (C), 74.4 (C-5),
70.6 (C-4), 70.4 (C-2), 53.5 (C-3), 28.3 (CHay).

IR (NaCl): v 3400-3200, 1690, cm-!

Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: OJ-H (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min. (El producto enantiopuro se derivatiza como
éster cis-28, tr (35,45 = 19.395 min).

(3S,4S)-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano:

[a]§": -3.6 (c=0.10, MeOH), ee > 99 % (3S,4S)-(-)-27
Rendimiento: 48%
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Capitulo 2

trans-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano.

trans-27.
HO %HBOC Formula molecular: CoH7NO4
m 2 Estado fisico: solido blanco
>0 Peso molecular: 203.24 g/mol

Rf (20% MeOH/ CH2Cly): 0.59
Punto de fusion: 144-146°C
HRMS ESI* calculada para [CoHi7NNaO4]* 226.1050 m/z,
encontrada 226.1061.
IHNMR (300.13 MHz, CDCls): 6 4.79 (bs, 1H), 4.30 (m, 1H, H-4),
4.09 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.97 (m, 1H, H-3), 3.71 (dd, J = 2.9, 9.9
Hz, 1H, H-5), 3.64 (dd, J =2.9, 9.4 Hz, 1H, H-2), 1.47 (s, 9H, CHa)
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.9 (CO), 80.3 (C), 77.3 (C-4),
73.6 (C-5), 71.0 (C-2), 59.8 (C-3), 28.3 (CHy).
IR (NaCl): v 3400-3200, 1689, cm-!
Rendimiento: 85%
HPLC (210, 215 nm): columna: OJ-H (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min. (El producto enantiopuro se derivatiza como
éster trans-28, tr (3R,4S) = 26.627 min).

(3R,4S)-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-hidroxitetrahidrofurano

[o]2%: - 4.2 (c = 0.15, MeOH), ee >99 % (3R,4S)-(-)-27
Rendimiento: 48%
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Parte experimental

cis-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-fenilacetoxitetrahidro-
furano. ()-cis-28.

O, 4 yHBOC Formula molecular: C;7H23NOs
W, 3
m O 5 Estado fisico: aceite amarillo
°=0 Peso molecular: 321.37 g/mol

Rf (50% AcOEt/ hexano): 0.37
HRMS ESI+ calculada para [Ci7H23NNaOs|t 344.1468 m/z,
encontrada 344.1466.
IHNMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.42 - 7.27 (m, 5H), 5.25 (m, 1H,
H-4), 4.45 - 4.43 (m, 2H, NH y H-2 o H-5), 4.14 - 4.01 (m, 1H, H-2 o
H-5), 3.82 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.72 (s, 2H, CH,), 3.43 (m, 1H, H-3),
1.45 (s, 9H, CHs).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.5 (CO), 155.7 (CO), 133.4 (C),
129.1 (CH), 128.8 (CH), 127.4 (CH), 80.0 (C), 73.3 (C-4), 72.6 (C-5),
70.0 (C-2), 52.1 (C-3), 41.5 (CH2), 28.3 (CHay).
IR (NaCl): v 1730, 1711, 3341 cm-!
Rendimiento: 80%
HPLC (210, 215 nm): columna: OJ-H (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min. tr (3R,4R) = 17.187 y tr (3S,4S) = 20.072 min.

(3R,4R)-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-fenilacetoxitetrahidro-
furano:

[a]3%: + 16.3 (c=0.10, EtOH), ee >99 %.(3R,4R)-(+)-28.
Rendimiento: 49%
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Capitulo 2

trans-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-fenilacetoxi-
tetrahidrofurano. (t)-trans-28.

o NHBoc Férmula molecular: C;;H23NOs
wh . . .
m '[%2 Estado fisico: aceite amarillo

© s O Peso molecular: 321.37 g/mol

Rf (50% AcOEt/ hexano): 0.37
HRMS ESI* calculada para [Ci7H23NNaOs]* 344.1468 m/z,
encontrada 344.1478.
1HNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.40-7.25 (m, 5H), 5.11 (m, 1H, H-
4), 4.85 (bs, 1H, NH), 4.12 - 4.02 (m, 3H, H-2, H-3 y H-5), 3.74 -
3.68 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.66 (s, 2H, CHj), 1.45 (s, 9H, CHj)
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.9 (CO), 155.9 (CO), 133.4 (C),
129.2 (CH), 128.8 (CH), 127.2 (CH), 79.0 (C-4), 77.6 (C), 72.1 (C-2 0
C-5), 71.9 (C-2 0 C-5), 56.6 (C-3), 41.10 (CH2), 28.3 (CHa).
IR (NaCl): v 3341, 1730, 1711 cm-!
Rendimiento: 85%
HPLC (210, 215 nm): columna: OJ-H (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min. tr (3S,4R) = 21.474 y tr (3R,4S) = 29.432 min.

(3S,4R)-3-tert-Butoxicarbonilamino-4-fenilacetoxitetra-
hidrofurano:

[a]3%: + 9.0 (c = 0.10, MeOH), ee >99 %.(3S,4R)-(+)-28.
Rendimiento: 49%
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Parte experimental

3,4-Epoxitetrahidrofurano. 29

o Formula molecular: C;HeO>

Estado fisico: aceite incoloro.
b Peso molecular: 86.04 g/mol
Rf (30% AcOEt/ hexano): 0.36
IHNMR (300.13 MHz, CDCl;3): & 3.86 (d, J = 10.4 Hz, 2H, CHy),
3.66 (s, 2H, CHy), 3.51 (d, J= 10.5 Hz, 2H, CH).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 67.2 (CH,), 55.7 (CH).
Rendimiento: 87%

O
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Capitulo 2

cis-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-
hidroxipirrolidina. (t)-cis-30.

NHBoc
HO 3 Formula molecular: C;7H>4N>Os5
4
s 2 Estado fisico: aceite incoloro.
Cbz Peso molecular: 336.38 g/mol

Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.15
HRMS ESI+ calculada para [Ci7H24NoNaOs]* 359.1583 m/z,
encontrada 359.1577.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl;): 6 7.35 (m, SH), 5.12 (s, 2H, CHo),
4.41 - 4.05 (m, 2H, H-3 y H-4), 3.71 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.54 (m,
2H, H-2 y H-5), 3.35-3.17 (m, 1H, H-2 o H-5); 1.45 (s, 9H, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 155.6 (CO), 155.1 (CO), 136.5 (C),
128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.9 (CH), 80.0 (C), 70.4 y 69.6 (C-4), 67.1
(CHy), 53.1 (C-5), 52.6 (C-3), 48.0 (C-2), 28.3 (CHa).

IR (NaCl): v 3400-3200, 1689, cm-!

Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 75:25);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S,4R) = 11.123 y tr (3R,4S) = 14.794 min.

(3S,4R)-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-
hidroxipirrolidina:

[a]3%: + 7.2 (c = 0.07, MeOH), ee >99 %.(3S,4R)-(+)-30
Rendimiento: 47%
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Parte experimental

cis-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-fenil-
acetoxipirrolidina. (t)-cis-31a.

o, r\; HBoc Formula molecular: C2sH30N206

m 4 O 2 Estado fisico: aceite amarillo

5N Peso molecular: 454.52 g/mol
Rf (60% AcOEt/ hexano): 0.71
HRMS ESI* calculada para [CasH3oNa2NaOglt 477.1996 m/z,
encontrada 477.1949.
IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.45 - 7.25 (m, 10H), 5.15 (s, 2H
CH,), 4.32 (m, 1H, H-4), 3.87-3.43 (m, 5H, H-2, H-3 y H-5), 3.36 (s,
2H, CH,), 1.46 (s, 9H, CHa).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 175.8 (CO), 170.4 (CO), 154.7 (CO),
136.5 (C), 133.6 (C), 129.4 (CH), 129.1 (CH), 128.8 (CH), 128.6 (CH),
128.1 (CH), 127.5 (CH), 127.2 (CH), 80.0 (C), 73.1y 72.9 (C-4), 67.1
y 65.9 (CH), 50.9 y 50.6 (C-2 0 C-5), 49.4 (C-2 o C-5), 48.1 (C-3),
41.6 y 41.0 (CHyp), 28.3 y 27.0 (CHa).
IR (NaCl): v 3053, 1715, 1705 cm!
Rendimiento: 95%
HPLC (210, 215 nm): columna: IA (hexano: Isopropanol 75:25),
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4S) = 8.383 y tr (3S,4R) = 10.528 min.

\
Cbz

(3R,4S)-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-fenil-
acetoxipirrolidina:

[a]3?: =+ 35.0 (c= 0.10, CHCl), ee >99 %.(3R,4S)-(+)-312
Rendimiento: 49%
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Capitulo 2

cis-1-Benciloxicarbonil-3-acetoxi-4-tert-butoxicarbonil-
aminopirrolidina. (t)-cis-31b.

YOO’” 4 N 3HBOC Formula molecular: C;9H26N206
o 562 Estado fisico: aceite incoloro

N Peso molecular: 378.42 g/mol
Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.39
HRMS ESI+ calculada para [Ci9H26N2NaOe]* 401.1683 m/z
encontrada 401.1660.
IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.52-7.31 (m, SH), 5.23 (m, 1H, H-
4), 5.13 (s, 2H, CHy), 4.75 (m, 1H, H-3), 4.41 (m, 1H, NH), 3.89 (m,
1H, H-2 o H-5), 3.62 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.19 (m, 1H, H-2 o H-5),
2.13 (s, 3H, CH3s), 1.59 (s, 9H, CHa).
13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 170.7 (CO), 154.9 (CO), 130.7 (C),
128.5 (CH), 128.1 (CH), 128.0 (CH), 80.3 (C), 77.3 (C-4), 67.1 (CHy),
51.7 (C-2 o C-5), 50.9 (C-3), 48.26 (C-2 o C-5), 28.3 (CH3), 22.65
(CHs).
IR (NaCl): v 1744, 1719, 1706 cm-!.
Rendimiento: 80 %
HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 75:25)
30 °C 0.8 mL/min tr (3S,4R) =13.510 y tr (3R,4S) = 28.881 min.

bbz

(3R,4S)-1-Benciloxicarbonil-3-acetoxi-4-tert-butoxicarbonil-
aminopirrolidina:

[a]3%: = -2.0 (c = 0.10, MeOH), ee > 99 %. (3R,4S)-(-)-31b
Rendimiento: 18%
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Parte experimental

cis-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-(2-
metoxiacetoxi)pirrolidina. (+)-cis-31c.

“o o .4 §NHB°C Férmula molecular: CooHsN,O~
W %62 Estado fisico: aceite amarillo
O s N Peso molecular: 408.45 g/mol
Cbz Rf (40% AcOEt/ hexano): 0.28

HRMS ESI+ calculada para [CasH3oN2NaOslt 431.1794 m/z,
encontrada 431.1789.

IHNMR (300.13 MHz, CDCls3): & 7.35 (s, SH), 5.34 (bs, 1H, H-4),
5.13 (s, 2H, CHy), 4.82 (m, 1H, H-3), 4.44 (bs, 1H, NH) 4.08 (s, 2H,
CHy), 3.89 (m, 1H, H-5), 3.65 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.44 (s, 3H, CHj),
3.19 (m, 1H, H-2), 1.45 (s, 9H, CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 169.9 (CO), 155.3 (CO), 155.1 (CO),
136.8 (C), 128.9 (CH), 128.5 (CH), 128.4 (CH), 80.7 (C), 73.1 (C-4),
70.0 (CH»), 67.5 (CHz), 59.8 (CH3), 52.0 (C-3) 51.7 (C-5), 48.4 (C-2),
28.7 (CH3).

IR (NaCl): v 3345, 1730, 1710 cm-1.

Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 75:25);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4S) = 8.585 min y tr (3S,4R) = 9.214 min.

(3R,4S)-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-(2-
metoxiacetoxi)pirrolidina:

[a]3%: = + 10.9 (c = 0.10, MeOH), ee > 99 %. (3R,4S)-(+)-31c.
Rendimiento: 49%
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Introduccion






Introduccion

3.1. Importancia de las 3,4-aminohidroxi-
piperidinas

Las piperidinas polifuncionalizadas son unidades
estructurales frecuentes en productos naturales y en moléculas con
actividad biolégica. En concreto, las piperidinas sustituidas en las
posiciones 3 y 4 por grupos amino e hidroxilo, son unidades
esenciales para la actividad de un gran numero de moléculas con
actividad farmacologica.

A continuacion se describen algunos ejemplos significativos
que contienen en su estructura a uno de los dos posibles
regioisomeros.

La trans-4-amino-3-hidroxipiperidina (Figura 15), forma parte
de la estructura del BMS-690514 (36), compuesto en estudio para
el tratamiento de distintos tipos de cancer, especialmente para el

tratamiento del cancer de pulmoén.?2

NHBn
~OH

\ N\ /J
N NN
\_N. J
36 (BMS-690514) N
35

Figura 15. Analisis retrosintético del BMS-690514.

72 B. E. Fink, A. V. Gavai, G. D. Vite, P. Chen, H. Mastalerz, D. J. Norris, J. S.
Tokarski, Y. Zhao, W. —-C. Han, WO2005066176 A1 2005, CAN160:278922.

179



Capitulo 3

Por otra parte, la estructura de 3-amino-4-hidroxipiperidina
esta presente en el compuesto (37) (Figura 16), un inhibidor de las
tiroxina quinasas, con un gran interés por su posible aplicacion en

el tratamiento de varias enfermedades autoinmunes.?3

Cl
C:)H
(j/“ CF,
N (@]
< )

H,NT N

37

Figura 16. Inhibidor de las tiroxina kinasas.

Otro ejemplo relevante de trans-3-amino-4-hidroxipiperidinas
(Figura 17) son los derivados radio-marcados del trozamizol (38)
puesto que son inhibidores de los transportadores vesiculares
acetilcolina y pueden ser utilizados como radiotrazadores en

tomografia por emisiéon de positrones (PET).74

Ph
OH
N//,,,@

N
H

38

Figura 17. Trozamicol.

73 T. B. Hopkins, X. Cai, T. R. Chan, P. Conlon, M. Humora, T. J. Jenkins, J. M.
MacPhee, X. Shi, R. A. Miller, A. Thompson, WO02013185082 A2 2013,
CAN160:69958.

74 a) S. M. N. Efange, A. Khare, S. M. Parsons, R. Bau, T. Metzenthin, J. Med.
Chem. 1993, 36, 985-989; b) A. B. Khare, R. B. Langason, S. M. Parsons, R. H.
Mach, S. M. N. Efange, Nucl. Med. Biol. 1999, 26, 609-617; c) S. M. N. Efange, R.
H. Mach, A Khare, R. H. Michelson, P. A. Nowak, P. H. Evora, App. Radiat. Isot.
1994, 45, 465-472.
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Por otra parte, los isomeros de configuracion trans suelen ser
los precursores sintéticos de las cis-3-amino-4-hidroxipiperidinas,
las cuales se obtienen mediante la inversion del grupo hidroxilo.
Estos compuestos también tienen importantes propiedades
farmacologicas como es el caso de los inhibidores del PAD4 (39)
(Figura 18) y pueden ser utilizados en tratamientos de varios tipos
de enfermedades como la artritis reumatoide, asma o psoriasis
entre otras.?>

3 5o
peeRiv NG s acH:

] ) A, B, C N o C sustituidos con
Re = H ¢ alquilo diferentes grupos alquilo,
alcoxido o hidroxilo.

Inhibidores de PAD4 Inhibidores del factor Xa
39 40

Figura 18. Piperidinas de interés.

Por ultimo cabe mencionar la importancia de las cis-3,4-
diaminopiperidinas76 (Figura 18) de las cuales también son
precursores los trans-3,4-aminoalcoholes, puesto que estan
presentes en los inhibidores del factor Xa (40), una serin proteasa
que juega un papel importante en la prevencion de trombos y

anginas.

Estos ejemplos muestran como la presencia de unidades de
piperidina sustituidas por grupos amino en las posiciones 3 y 4 del

anillo, de su configuracion tanto absoluta como relativa, es esencial

75 S. J. Atkinson, M. D. Barker, M. Campbell, H. Diallo, C. Dovault, N. S. Garten, J.
Liddle, R. J. Sheppard, A. L. Walker, C. Wellaway, D. M. Wilson, WO 2014015905
Al 2014, CAN160:278922.

76 A. Mochizuki, Y. Nakamoto, H. Naito, K. Uoto, T. Ohta, Bioorg. Med. Chem Lett.
2008, 18, 782-787.
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para la actividad de varias moléculas con importantes propiedades

farmacologicas.

Por ello, es de gran interés el desarrollo de métodos regio y

enantioselectivos para su sintesis.
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3.2. Sintesis regioselectiva de 3-amino-4-hidroxi-
piperidinas y 4-amino-3-hidroxipiperidinas

A lo largo de los ultimos afios se han descrito varios métodos
para la sintesis regioselectiva de las piperidinas disustituidas en las
posiciones 3 y 4 del anillo.

Young y colaboradores?” realizaron un estudio comparativo
sobre los diferentes métodos de sintesis regioselectiva de las trans-
4-amino-3-hidroxipiperidinas, con el objetivo de preparar la (-)-
(3R,4R)-1-bencil-4-bencilamino-3-hidroxipiperidina (34) precursora
del BMS-690514 (Figura 15) mencionado en los antecedentes. De
los métodos analizados, se concluyo, que el mas adecuado para ser
llevado a gran escala era la apertura regioselectiva del epoxido de la
piperidina y la posterior resolucion del aminoalcohol racémico
obtenido. Ademas, estos autores realizaron posteriormente un
estudio de este método comprobando su aplicabilidad a mayor

escala.”®

La apertura regioselectiva del epodxido de la piperidina con
aminas ciclicas secundarias en presencia de acidos de Lewis habia
sido descrita previamente por Ganina et al.7 La presencia del acido
de Lewis favorece el ataque de la amina a la posicién C-4 del anillo.

Posteriormente, Tokuda et al.80 y Sheunemann et al.8! llevaron
a cabo el estudio de esta apertura mediante el ataque regioselectivo

77 1. S. Young, A. Ortiz, J. R. Sawyer, D. A. Conlon, F. G. Buono, S. W. Leung, J. L.
Burt, E. W. Sortore, Org. Process Res. Dev. 2012, 16, 1558-1565.

78 A. Ortiz, I. S. Young, J. R. Sawyer, Y. Hsiao, A. Singh, M. Sugiyama, R. M.
Corbett, M. Chau, Z. Shi, D. A. Conlon, Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5253-5257.
79 O. G. Ganina, I. S. Veselov, G. V. Grishina, A. Yu. Fedorov, I. P. Beletskaya,
Russ. Chem. Bull. 2006, 55, 1642-1647.

80 O. Tokuda, T. Aikawa, T. Ikemoto, I. Kurimoto, Tetrahedron Lett. 2010, 51,
2832-2834.

81 M. Sheunemann, L. Henning, U. Funke, J. Steinbach, Tetrahedron 2011, 67,

3448-3456.
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con diferentes aminas hacia la posicion C-3 o C-4 del anillo en

distintas condiciones.

De este modo, partiendo del epoxido y tratandolo con BnNH, y
LiCl en CH3CN se obtiene preferentemente la trans-4-aminobencil-
3-hidroxipiperidina (Esquema 58) con elevado rendimiento y alta
regioselectividad.80

0 NHBn OH
@ BnNH,, LiCl Kj\“\\OH @N\\NHBn
4} +
CH4CN
N 3
B ta.18h N N
n 95% Bn Bn
>20:1

Esquema 58. Apertura regioselectiva de epéxidos.

De manera opuesta, en ausencia del acido de Lewis se obtiene
preferentemente el regioisémero contrario con una proporcion que
varia dependiendo del nucleédfilo y del disolvente utilizado,
favoreciendo en este caso un disolvente proético el ataque de la

amina en C-3.

3.3. Importancia del grupo protector

En este punto es necesario aclarar el papel que juega el grupo
protector de la piperidina, puesto que, la regioselectividad en la
sintesis de los derivados que se van a estudiar a lo largo de este
capitulo depende de é€l.

Tokuda et al8® explican la regioselectividad observada en
presencia del acido de Lewis por la coordinacién del catién litio con
el oxigeno del epoxido y el nitrogeno del anillo de piperidina dando
lugar a un conférmero rigido I, (Esquema 59). El ataque axial del
nucleéfilo en C-4 ocurre selectivamente segiin de la regla de Furst
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Plattners2? dando lugar a la trans-4-aminobencil-3-hidroxipiperidina

(Esquema 58).

Li Bn
Q,N OH,Bn
* —
Nu
I NU- C-4 producto
mayoritario

‘ Ho BN

f S = L7
|

NUBN Nu

C-3 producto

1] Il o
mayoritario

Esquema 59. Explicacion de la regioselectividad para la apertura nucleoéfila del
epoxido.

Por el contrario, en ausencia del acido de Lewis, existiria un
equilibrio entre los conféormeros II y III, desplazado hacia el
conformero II en el que la repulsion electrostatica entre el atomo de
nitrogeno del anillo de la piperidina y el oxigeno del epdxido es

menor, lo que favoreceria el ataque axial del nucleéfilo en C-3.

Para la coordinacion del acido de Lewis es fundamental, por
tanto, la basicidad del nitréogeno piperidinico. Esto se demuestra al
sustituir el grupo bencilo por el etoxicarbonilo (Esquema 60).

o NHBn OH
@ B, LiCH @NOH Kj\\NNHBn
+
CH4CN )
N 3 0 N N
! E de 20°Ca40°C ) A
COEt 531 51% CO,Et CO,Et
2:1

Esquema 60. Efecto del grupo protector en la apertura del epéxido.

82 A. Furst, Pl. A. Plattner, Helv. Chim. Acta 1949, 32, 275-283.
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En este caso, el nitrogeno del carbamato es mucho menos
basico y no se produce la coordinacién con el cation litio. Como
consecuencia de ello, se obtiene una mezcla de los dos
regioisomeros, practicamente en la misma proporcion en presencia
o ausencia de acido de Lewis, observandose también en ambos
casos una menor reactividad.

3.4. Obtencion de las 3,4-aminohidroxipiperidinas
opticamente puras

Se ha descrito la resolucion del regioisomero 4-amino-3-
hidroxipiperidina, mediante la formacion de sales diasteroméricas
con acido (R)-o-acetilmandélico (Esquema 61).77.78 Obteniéndose el
aminoalcohol de configuracion (3R,4R) adecuado para la sintesis del
BMS-690514.

NHBn acido NHBn

OH (R)-o.acetil- . HOZC\:/OAC
mandélico , :
'Tl EtOH, 42% ’Tj ©
Bn Bn

Esquema 61. Resolucion mediante recristalizacion.

Otra alternativa a la separacion de los enantiomeros, descrita
para ambos regioisomeros, es la resolucion mediante HPLC quiral

semipreparativo (Esquema 62).83.84

83 G. S. Basarab, P. J. Hill, C. E. Garner, K. Hull, O. Greeen, B. A. Sherer, P. B.
Dangel, J. I. Manchester, S. Bist, S. Hauck, F. Zhou, M. Uria-Nickelsen, R.
Nlingworth, R. Alm, M. Rooney, A. E. Eakin, J. Med. Chem. 2014, 57, 6060-6082.

84 M. T. Burger, W. Han, J. Lan, G. Nishiguchi, C. Bellamacina, M. Lindval, G.
Atallah, Y. Ding, M. Mathur, C. McBride, E. L. Beans, K. Muller, V. Tamez, Y.
Zhang, K. Huh, P. Feucht, T. Zavorotinskaya, Y. Dai, J. Holash, J. Castillo, J.
Langowski, Y. Wang, M. Yu Chen, P. D. Garcia, J. Med. Lett. 2013, 4, 1193-1197.
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NHCbz NHCbz NHCbz
@\\NOR A wOR h/oR
Cromatografia O
N g N + N
42% cada
O)\O enantiomero Oél\o OZ\O
L . .
R: CH3, H
R": CH3, Ph

Esquema 62. Separaciéon cromatografica.

3.5. Resoluciones enzimaticas

En la actualidad no se ha descrito ningin método de
resolucion enzimatica de los aminohidroxipiperidinas, sin embargo,
si se han encontrado ejemplos de la preparacion enantioselectiva de
las trans-3,4-dihidroxipiperidinas.

Chang et al.8> han descrito una sintesis de los isomeros de
configuracion trans- enantioméricamente puros mediante una
trans-dihidroxilacion de 1,2,5,6-tetrahidropiridina N-sustituida
catalizada por la bacteria Sphingomonas sp. HXN-200. En la
biotransformacién participan dos enzimas, una monooxigenasa y
una epoxido hidrolasa.

85 D. Chang, M. F. Heringa, B. Witholt, Z. Li, J. Org. Chem. 2003, 68, 8599-8606.
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e} OH
@ h @* “\\\OH
sphingomonas sp

&ooph HXN-200 \
|
2 CO,Ph CO,Ph
.0 OH o) 60%
* ‘\\\\OH *
sphingomonas sp ) +
N HXN-200 N N
CO,Ph CI;OZPh CO,Ph
32%
sp. HXN-200
OH
A _OH
ee = 96% (j,
0,
92% ’T‘
CO,Ph

Esquema 63. Resolucion enzimatica utilizando la bacteria sp. HXN-200.

La enantioselectividad alcanzada en el proceso global es la
suma de la que se logra en el proceso de epoxidacion de la olefina
que se enriquece en la posterior hidrélisis biocatalitica del epoxido
obtenido (Esquema 63). El isomero (+)-trans-(3R,4R) se obtiene con
un rendimiento del 60% y un ee = 96%. El enantiomero opuesto (-)-
trans-(3S,4S) se obtiene a través de una hidrélisis enantioselectiva
del epoxido racémico con la epoxido hidrolasa de HXN-200 para dar
lugar al epoxido enantiopuro con un rendimiento del 34%, el cual se
continua hidrolizando en presencia de la bacteria hasta obtener el
diol trans-(3S,4S) con un rendimiento de 92% y ee = 96%.

Por ultimo, en este grupo de investigacion se ha llevado a cabo
la resolucion enzimatica de la trans-3,4-diacetoxipiperidinast
(Esquema 64), obteniéndose excelentes resultados al catalizar la

reaccion de hidrolisis con la lipasa CAL-B, puesto que, la enzima

86 L. F. Solares, I. Lavandera, V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron
2006, 62, 3284-3291.
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muestra una alta regio- y enantioselectividad obteniéndose solo uno

de los posibles isomeros como producto de reaccion.

OAc OH OAc
Kj‘\\“OAc CALEB h‘\\\\OAc . (j,OAc
CH3CN/ H,O
'Tl 30°C,24h N N
Cbz c=49, E> 200 Cbz Cbz
ees = 97% ee,>99%

Esquema 64. Hidrolisis enzimatica del derivado (t)-trans-3,4-diacetoxipiperidina.
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Teniendo en cuenta el interés de las trans-amino-
hidroxipiperidinas sustituidas en las posiciones 3 y 4 del anillo
como unidades estructurales de diversos productos de interés
biolégico y, por otra parte, la utilidad que presentan los métodos
biocataliticos para la preparacion enantiselectiva de diversos
heterociclos funcionalizados, este capitulo se ha centrado en la
puesta a punto de un método quimioenzimatico para la preparacion
de estos compuestos. Se han planteado los siguientes objetivos:

e Sintesis regioselectiva y estudio de la resolucion enzimatica
de (¥)-trans-1-bencil-4-dialilamino-3-hidroxipiperidina y  sus
derivados.

e Sintesis regioselectiva y estudio de la resolucion enzimatica
de (#)-trans-1-bencil-3-dialilamino-4-hidroxipiperidina y  sus
derivados.

e Preparacion de derivados N-benciloxicarbonilados de la (%)-

trans-3-amino-4-hidroxipiperidina y estudio de su resoluciéon

enzimatica.

e Asignacion de la configuracion absoluta a los productos

opticamente puros obtenidos en los procesos enzimaticos.

e Sintesis del derivado (3R,4S5)-1-benciloxicarbonil-4-hidroxi-3-

tert-butoxicarbonilaminopiperidina.
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3.6. Sintesis y resolucion de (t)-trans-4-amino-3-
hidroxipiperidinas

Se comenz6 con el estudio de la acilaciéon enzimatica del
derivado (t)-trans-44 y la hidrolisis de los ésteres (*)-trans-45a,b.

La sintesis regioselectiva de los sustratos esta basada en los
trabajos de Tokuda et al.80 mencionados en los antecedentes. Se
comenzo con la proteccion de 1,2,3,6-tetrahidropiridina comercial
41 con bromuro de bencilo, obteniéndose la piperidina bencilada
42. Aunque este proceso transcurre con rendimientos cuantitativos
(Esquema 65), es importante mencionar, que para su sintesis a
mayor escala se ha optimizado un método a partir de la piridina.??

ﬁ\ f
@ BnBr @ 1° TFA, NCS 0 NHAUil, N
Et;N H,0,70°C, 4h LiClO,
N P S ) —) @NOH

\ CH4CN I 2°NaOH 10N N CH4CN
H 75°C,4h Bn 45°C,2h Bn ta,12h N
100% 95% 85% I
Bn
41 42 (£)-43 (¥)-trans-44
i CH,Cl,
R” >cl g%mh
DMAP ?
EtsN

ﬁ\ f
N
a R: metil ““‘O\H/R
b R: metoximetil lo)

N
I

Bn
(*)-trans-45a,b

Esquema 65. Sintesis de los compuestos (t)-trans44 y (+)-trans-45a,b.

El siguiente paso fue la formacion del epoxido correspondiente,

con TFA y N-clorosuccinimida (NCS), en estas condiciones se evita
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la sobreoxidacion de la piperidina, dando lugar con elevado
rendimiento al epoxido (*)-43. Seguidamente, con dialilamina y en
presencia de LiClOs4 se consiguio la apertura del epdxido y la
consiguiente formacion del compuesto (t)-trans-44 en proporcion
9:1 respecto al regioisomero opuesto. La separacion del
regioisomero deseado se realiza facilmente mediante cromatografia
de columna. Por 1ltimo, se esterifica con el cloruro de acido
correspondiente y EtsN en CH2Cl,, obteniéndose, el compuesto (%)-
trans-45a,b con elevado rendimiento.

En este punto cabe mencionar que se seleccioné la dialilamina
como nucleofilo para la apertura del epoxido, puesto que, ademas
de ser wuna amina voluminosa que podria favorecer la
regioselectividad en el proceso, permite una desproteccion
ortogonal, con respecto al grupo bencilo, en el producto formado.

Una vez obtenidos los sustratos se estudiaron las resoluciones
cinéticas de los ésteres racémicos (t)-trans-45a,b (Esquema 66)
mediante la hidroélisis enzimatica. La progresion de las reacciones y
la determinacion de los excesos enantioméricos tanto de sustrato
como de producto, se llevaron a cabo mediante la técnica de HPLC

empleando una columna de relleno quiral (ver parte experimental).
\L J/
N Lipasas
WO__R
YY" o
0

N 30 °C, 4 dias
I

Bn . :
a R: metil
(¥)-trans-45a,b b R: metoximetil

v

Esquema 66. Hidrolisis enzimatica del compuesto (+)-trans-45a,b.

Inicialmente se estudio la hidrolisis enzimatica del derivado
(¥)-trans-45a catalizada con las lipasas CAL-A, CAL-B, AK y
PSL-IM, en BuOMe con 5 equivalentes de H,O a 30 °C.
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Tras 4 dias de reaccion no se observé producto en ninguno de
los casos, por lo que, se llevo a cabo la catalisis en medio acuoso
utilizando tampon fosfato S0 mM de pH 7.0 como disolvente y como
catalizadores las mismas lipasas que en el caso anterior. Sin
embargo, en estas condiciones se observa la formaciéon de producto
en ausencia de catalizador tras 1 hora de reaccion.

Teniendo en cuenta que la actividad de las enzimas puede
variar notoriamente en funcion del tipo de éster utilizado, se decidio
probar con las mismas enzimas y en las condiciones de reaccion
iniciales, un éster mas activado, siendo el elegido en este caso el (%)-
trans-45b. Sin embargo, tampoco en este caso se observo la
formacioén del producto.

Seguidamente, se estudié la reaccion de acilacion enzimatica
del derivado (%)-trans-44 utilizando las mismas lipasas que en el
caso anterior, 5 equivalentes de acetato de vinilo como agente de
acilacion y BuOMe a 30 °C (Esquema 67).

N )J\o/\
Lipasas
+OH // |
ﬁj‘ ‘BuOMe 7
30 °C, 4 dias

N
I

Bn
(*)-trans-44

Esquema 67. Acilacion enzimatica del compuesto (+)-trans-44.

En este caso, los resultados obtenidos tampoco fueron
satisfactorios, puesto que, tras 4 dias de reacciéon no se observo

conversion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidio
cambiar de grupo protector del sustituyente amino y comprobar su
influencia en los procesos de acilacion. Para ello se realizo la
apertura del epoxido (+)-43 (Esquema 68), con NaN3 en presencia de
LiClO4, conduciendo al compuesto (t)-trans-46.
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O NaN, N MesP NHBoc
@ LiClO, {ijH Boc,O ﬁj\mOH
’Tj CH1CN NaOH, THF N
Bn 80°C,12h ! ta., 5h, !
80% Bn 50% Bn
(+)-43 (*)-trans-46 (*)-trans-47

Esquema 68. Sintesis del compuesto (*)-trans-47.

La azida (t)-trans-46 formada, en presencia de MesP y ditert-
butildicarbonato en THF, da lugar a la correspondiente amina
protegida (t)-trans-47. En primer lugar, y tras la habitual puesta a
punto de las condiciones necesarias para el seguimiento de la
reaccion mediante el HPLC quiral, se llevé a cabo la reaccion de

acilacion enzimatica del mismo (Esquema 69).

(0]
NHBoc N
wOH .
Lipasas N
|4
N ‘BuOMe, 30 °C
|
Bn
(*)-trans-47

Esquema 69. Acilaciéon enzimatica del compuesto (+)-trans-47.

En este caso, se probaron las lipasas de Candida antarctica de
tipo A y B, como agente de acilacion se utilizaron S equivalentes de
acetato de vinilo y ‘BuOMe como disolvente a 30 °C, sin observarse
producto tras 4 dias de reaccion.

De los resultados expuestos hasta este momento parece
evidente la inaccesibilidad del hidroxilo en la posicién 3 de la
piperidina al centro activo de las lipasas probadas. Estos
resultados, por otra parte, no fueron sorprendentes puesto que
concuerdan con los previamente obtenidos en este grupo de
investigacion cuando se lleva a cabo la resolucion de 3,4-
dihidroxipiperidinas que se mencionan en los antecedentes de este

capitulo.8¢ En este caso, la lipasa CAL-B catalizaba exclusivamente
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la hidrolisis del derivado acetilado en posicién 4 obteniéndose un

Unico regioisomero.

Llegados a este punto, se decidio probar la reacciéon de
aminolisis (Esquema 70), puesto que, la amina libre se obtiene
facilmente a partir de la azida. El compuesto (i)-trans-46 en
presencia de PhsP y MeOH da lugar a la correspondiente amina (%)-

trans-48.
N NH
 Nang * o * OH
@ LiCIO, , PhsP Ej
N CH5CN N MeOH, H,0 N
Bn 80°C,12h B 50°C, 12 h B
80% n 90% n
(+)-43 (*)-trans-46 (¥)-trans-48

Esquema 70. Sintesis del compuesto (t)-trans-48.

El seguimiento de la reaccion de amindlisis se hizo mediante la
técnica de cromatografia de capa fina (TLC). En primer lugar, se
hizo reaccionar el sustrato (t)-trans-48, en ‘BuOMe como disolvente
a 30 °C y las lipasas CAL-A, CAL-B y AK, utilizando como agente de

acilacion 5 equivalentes de acetato de etilo.

O

NH, )I\o/\

wOH Lipasas
P TEEN
disolvente, 30 °C U

(¥)-trans-48

Esquema 71. Reaccion de amindlisis del compuesto (*)-trans-48.

Bajo estas condiciones y tras 3 dias de reaccion, no se observo
producto, por lo que se decidi6 utilizar el acetato de etilo tanto como
agente de acilacion como disolvente, manteniendo inalteradas el

resto de condiciones.

Es importante mencionar que para todas las reacciones

enzimaticas es necesario realizar de manera paralela una prueba de
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control, es decir, mismas condiciones de reaccién pero sin la
adicion de la enzima, de esta manera se comprueba como de
efectiva es la catalisis enzimatica. Esta prueba cobra aun mas
importancia al tratarse de reacciones de aminolisis debido a la alta
reactividad de las aminas. Tras solamente 1 hora de reaccion se
observo, que, tanto en ausencia de catalizador como en todas las
pruebas enzimaticas, se habia alcanzado el 100% de conversion.

3.7. Sintesis y resolucion del derivado (t)-trans-3-
amino-4-hidroxipiperidina
Para el estudio de la resolucion enzimatica de estos nuevos

sustratos se preparo el regioisomero (i)-trans-49 y los derivados
acilados del mismo (Esquema 72).

i R
e} OH NK\ R™Cl O)\O (\

NHAIil N DMAP, Et;N N
’ —} - \/\
EtOH CHCl,

N

| o N
Bn 380/0, 48 h I|3 ta., 12h N
o n 85-88% Il3
n
(£)-43 (¥)-trans-49 (*)-trans-50a,b
a R: metil

b R: metoximetil

Esquema 72. Sintesis de los compuestos (t)-trans-49 y (t)-trans-50a,b.

La sintesis de estos sustratos esta basada en los trabajos
descritos en los antecedentes,?’7.78.80 el compuesto (t)-trans-49 se
prepar6 a partir del epoxido (+)-43 por tratamiento con dialilamina
en ausencia del acido de Lewis. En este caso la presencia de un
disolvente prético como el etanol favorece la regioselectividad y el

rendimiento de la reaccion.

A pesar de ser éste el Unico regioisomero que se detecta en el
medio de reaccion, la reactividad varia dependiendo de las
condiciones de la misma. Para alcanzar un elevado rendimiento

(80%) es necesario llevar a cabo la reaccion en un tubo sellado
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durante 48 horas a 80 °C, recuperandose el 20% restante del
producto de partida inalterado. Por ultimo, por tratamiento del
aminoalcohol obtenido con el correspondiente cloruro de acido en
CH2Cl,, se consiguieron los derivados (%)-trans-50a,b con alto
rendimiento.

Con el objetivo de hacer un seguimiento de las reacciones asi
como calcular los excesos enantiomeéricos tanto de sustrato como de
producto, se optimiz6 la separacion de los enantiomeros mediante
HPLC quiral. Una vez establecidas las condiciones, se llevaron a
cabo en primer lugar las reacciones de hidrélisis enzimatica
(Esquema 73).

R
O)\O K\
N Lipasas
NN 1 2

‘BuOMe/H,0

'Tl 30°C

Bn
a R: metil

(£)-trans-50a,b b R: metoximetil

Esquema 73. Hidroélisis enzimatica de los compuestos (+)-trans-50a,b.

Las condiciones iniciales para la hidrolisis del sustrato (%)-
trans-50a fueron 5 equivalentes de H2O, BuOMe como disolvente a
30 °C y se probaron varias lipasas (CAL-A, CAL-B, AK, PSL-IM). En
ninguno de los casos se observo reaccion tras 3 dias de incubacion.
Debido a esto, se llevan a cabo estas mismas reacciones con un
éster mas activado (f)-trans-50b, en las condiciones descritas
anteriormente. En este caso, tras 3 dias de reaccion se observaron
trazas del producto deseado en las reacciones catalizadas por las
lipasas CAL-A, CAL-B y AK. En un intento de aumentar la velocidad
de la reaccién, se utilizo como medio de reaccién tampoén fosfato
50 mM a pH 7.0, sin embargo, en estas condiciones, se observo la
formacion en una elevada proporcion del producto racémico en

ausencia de catalizador.
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Finalmente, se estudi6 el proceso de acilacion enzimatica del
sustrato (t)-trans-49 (Esquema 74) con las mismas lipasas que
para el sustrato anterior, 5 equivalentes de acetato de vinilo y
tBuOMe como disolvente a 30 °C (Tabla 10).

0}

OH 7 )J\O/\ OH J\ N

ﬁij ~~X |lipasas (j/N ~ X N\/\
‘BuOMe

N 30°C '
Bn Bn
(¥)-trans-49 (3S,4S)-49 (3R,4R)-50a

Esquema 74. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-trans-49.

En estas condiciones (Tabla 10) se observdo una elevada
enantioselectividad con las lipasas CAL-B, CAL-A, AK y PSL-IM
(entradas 1-4). Sin embargo, las conversiones alcanzadas no fueron
elevadas, siendo el mejor de los resultados el obtenido con la lipasa
CAL-B (entrada 1), puesto que, tras 4 dias de reaccion, se obtuvo

un 31% de conversion.

Con el fin de optimizar la conversion de los procesos se estudio
el efecto de la temperatura y del disolvente con los biocatalizadores
que mostraron conversiones mas altas en los procesos iniciales
(CAL-A y CAL-B).

Los disolventes probados fueron el tolueno, CH3CN y el propio
acetato de vinilo. En las reacciones realizadas en acetato de vinilo
(entradas S y 6), se observd un aumento de la velocidad de la
reaccion con ambas enzimas, aunque con la lipasa CAL-B (entrada
5) disminuy6 la enantioselectividad. Por el contrario, en la reaccion
llevada a cabo con la lipasa CAL-A como catalizador (entrada 6) se
mejoro la velocidad consiguiéndose un 40% de conversion tras 4
dias de reaccion y sin pérdida de enantioselectividad.
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Tabla 10. Acilacion enzimatica del compuesto (*)-trans-49 a 30 °C.

Entrada Lipasa  disolvente (tdias) (eo/e;)s)a (eo/e:;a cb (%) E°

1 CAL-B BuOMe 4 46 >99 31 >200
2 CAL-A BuOMe ) 40 >99 27 >200
3 AK BuOMe 6 28 >99 22 >200
4 PSL-IM BuOMe 6 13 >99 11 >200
5 CAL-B AcOVin 4 59 47 55 S

6 CAL-A AcOVin 4 64 >99 40 >200
7 CAL-B Tolueno S 35 >99 26 S

8 CAL-A Tolueno 4 -—- - trazas ---

9 CAL-B CH3CN 5 26 >99 20 >200
10 CAL-A CH;:CN 4 --- - trazas ---
114 CAL-B ‘BuOMe 4 62 >99 38 >200
124 CAL-B ‘BuOMe 7 87 >99 47 >200
134 CAL-A AcOVin 4 16 >99 14 >200
144 CAL-B St‘:lg Me/ 4 81 >09 45 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC.b ¢ = ees/(eesteep). ¢ E = In[(1-¢(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].3% d reacciones
llevadas a cabo a 45 °C.

Los resultados de las reacciones llevadas a cabo en tolueno y
CH3CN como disolventes se muestran en las entradas 7-10. Al
catalizar la reaccion con CAL-B en CH3CN (entrada 9) como
disolvente se obtuvo un 20% de conversiéon tras 5 dias de reaccion,
mientras que para el resto de las biotransformaciones, en el mismo
periodo de tiempo, solamente se obtuvieron trazas del producto

deseado.

Tras finalizar el estudio de los diferentes disolventes, se
concluyo, que los mejores resultados con CAL-B se obtenian con
tBuOMe como disolvente, mientras que con la lipasa CAL-A se podia
mejorar la velocidad utilizando acetato de vinilo como disolvente.
Por tanto, y teniendo en cuenta estos resultados, se estudio la
influencia de la temperatura elevandola a 45 °C y manteniéndo el
resto de condiciones mas favorables en cada caso. Con CAL-B, tras
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4 dias (entrada 11) la conversion era ligeramente superior que la
obtenida a 30 °C (entrada 1), y tras 7 dias de reaccion (entrada 12)
se alcanz6 una conversion cercana al 50% lo que permitié obtener
también el sustrato remanente con una elevada pureza optica. Por
el contrario, al llevar a cabo la reaccion con CAL-A en acetato de
vinilo a 45°C (entrada 13) la actividad descendi6 apreciablemente.

Teniendo en cuenta los excelentes resultados obtenidos con
CAL-B, se intent6é optimizar el proceso mediante la adicion de una
pequena cantidad de EtsN al medio de reaccion. Se ha descrito,8”
que la adicion de aminas en pequena proporcion puede favorecer la
catalisis al evitar la presencia de acido en el medio de reaccion. En
este caso, la presencia del acido acético podria provenir de la
hidrélisis quimica o enzimatica del agente de acilacion. De este
modo, se llevo a cabo la acetilacion enzimatica bajo las condiciones
anteriormente descritas en presencia de EtsN, observandose un
incremento considerable de la velocidad de la reaccion puesto que
tras so6lo 4 dias se consiguié practicamente la misma conversion
que en 7 dias en ausencia de amina sin pérdida de la elevada
enantioselectividad en estas condiciones (entrada 14).

3.8. Estudio de la resolucion de los derivados
benciloxicarbonilados de la piperidina

Como se ha explicado anteriormente, la presencia de
bencilamina como grupo protector del nitrogeno piperidinico es
esencial para el control de la regioselectividad. No obstante, desde el
punto de vista de la catalisis enzimatica, se planted el estudio de la
influencia de este grupo protector en la misma, y para ello, se
sintetizaron los derivados N-benciloxicarbonilados. Por otra parte,
se encuentra descrita en la bibliografia la separacion de ambos
enantiomeros del compuesto (*)-bencil-3-(tert-butoxicarbonilamino)-

4-hidroxipiperidina-1-carboxilato (£)-trans-51 (

87 F. Theil, Tetrahedron 2000, 56, 2905- 2919.

208



Resultados y discusion

Figura 19) mediante el uso del HPLC quiral (material suplementario
de la cita 84). Por lo que, obtener estos derivados 6pticamente puros
facilaria la asignacion de la configuracion absoluta de los
previamente resueltos.

OH

@“\\\NHBOC

N
I

Cbz
(¥)-trans-51

Figura 19. Compuesto con configuracion descrita a comparar.

Por ambas razones, y a pesar de que era previsible una baja
regioselectividad en la apertura del epoxido ()-53, se decidio

sintetizar estos regioisomeros y estudiarlos como sustratos de las

reacciones enzimaticas (Esquema 75).
|
OH

O Cbz-Cl ’ O mCPBA l (jo NHAlil, l fj ’ ﬁj .OH

NaHCO; , CH,Cl, N EtOH

H,0,t.a,4h Cbz a5 24n ' 80 °C, 48 h \
2 2 Cbz ' Cbz N
85% 90% 80% Cbz
60% 30%
41 52 (¥)-53 (¥)-trans-54  (*)-trans-55
Et;N
O |EtN o 3

)kq CH,Cl, )J\CI CHClz

DMAP |ta, 12h DMAP ta., 12h
85% 85%

LU Cr
O oy

| N
Cbz !

(¥)-trans-56 (¥)-trans-57

Esquema 75. Sintesis de los compuestos (t)-trans-54, (+)-trans-55, (t)-trans-56 y
(¥)-trans-57.
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Para la sintesis de las piperidinas benciloxicarboniladas, se
partio de la piperidina 41 (Esquema 75), la cual fue protegida
previamente con Cbz. Para ello, fue tratada con NaHCO3; en H>O y
cloroformiato de bencilo, obteniéndose la 1-benciloxicarbonil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina 52 con elevado rendimiento. En este
caso, para la formacion del epoxido fue posible la utilizacion de
mCPBA como agente oxidante, puesto que, la proteccion como
carbamato impide la oxidacion del nitrogeno. Una vez obtenido el
compuesto (£)-53, se hizo reaccionar con dialilamina en etanol,
dando lugar, como era previsible, a mezclas de ambos regioisomeros
(¥)-trans-54 y (t)-trans-55 en proporcion 2:1, los cuales fueron
separados de manera satisfactoria mediante cromatografia de

columna.

En primer lugar se estudioé tanto la acilacion del sustrato ()-
trans-54 como la hidrélisis de su derivado (t)-trans-56. Para ello,
se probaron diferentes lipasas (CAL-A, CAL-B, AK) en BuOMe como
disolvente a 30 °C y 5 equivalentes de acetato de vinilo o H>O
respectivamente, sin embargo, en ninguno de los procesos se

observo producto tras 4 dias de reaccion.

De manera analoga, se llevaron a cabo dichos procesos para
los derivados (%)-trans-55 y (f)-trans-57. Las condiciones de
reaccion probadas fueron las mismas que en el caso anterior y en

ningln caso se observo producto de reaccion.

Aunque la resolucion de estos sustratos no ha sido posible,
este estudio pone de manifiesto como la estructura del sustrato es
uno de los factores que mas influye en la enantioselectividad de los
procesos enzimaticos, al tener que acomodarse éste en el centro

activo de la enzima.

3.9. Asignacion de la configuracion absoluta

La determinacion de la configuracion de los compuestos

enantiopuros se obtuvo tras una serie de transformaciones a partir
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del compuesto (3R,4R)-50a obtenido en la reaccion de acilacion
enzimatica del sustrato ()-trans-49 (Esquema 76).

O

OH ™ )J\O/\ oH N o;\o s

«N CAL-B ~_N
ﬁj ~ X ) O/ ~ X . «N NP
N BuOMe/ EtzN

N
Bn 30°C,4dias B N

c=45E > 200 Bn
(£)-trans-49 (35,45)-49 (3R,4R)-50a

Esquema 76. Acilacion enzimética del compuesto (+)-trans-49

En primer lugar, se intercambié el grupo bencilo por el
benciloxicarbonilo en el compuesto (3R,4R)-50a,88 por tratamiento
de éste con cloroformiato de bencilo, obteniéndose el compuesto
enantiopuro (3R,4R)-56 con alto rendimiento (Esquema 77).
Seguidamente se realizo la desalilacion del sustituyente amino en
las condiciones de Tsuji-Trost.89 Tras una filtracion sobre silica gel
del crudo de reacciéon se hizo reaccionar con ditert-butildicarbonato,
obteniéndose la amina protegida (3R,4R)-58. Por ultimo, y con el
objetivo de obtener el compuesto (3R,4R)-51 descrito previamente
en la bibliografia, se hidroliz6 el acetilo por tratamiento con K>COs3
en una mezcla de MeOH/ H»0, obteniéndose, el compuesto deseado

(3R,4R)-51 con un rendimiento cuantitativo.

88 V. H. Rawal, R. J. Jones, M. P. Cava, J. Org. Chem. 1987, 52, 19-28.
89 F. Garro-Helion, A. Merzouk, F. Guibé, J. Org. Chem. 1993, 58, 6109-6113.
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J\ &J\ 1) Pd(AcO), )\
(olgNe) X o o (\ Phs;P, NDMBA 0“0

(\ ~ CH,Cl, ta., 48 h
N X Cbz-ClI ’ WN e 2Clo, } «NHBoc
CH5CN 2) Boc,O

N ta,1h N CH,Cl,, ta., 12 h N
Bn 95% Cbz 90% Cbz
(3R,4R)-50a (3R,4R)-56 (3R,4R)-58
K,CO3 MeOH/ H,O
ta.,3h
100%

OH
~NHBoc

N

|
Cbz

(3R,4R)-51

Esquema 77. Sintesis del compuesto enantiopuro (3R,4R)-51.

Para asignar la configuracion absoluta al producto obtenido,
se llevo a cabo su analisis mediante cromatografia HPLC quiral en
las condiciones previamente descritas (material suplementario de la
cita 84). De acuerdo con ella, se asign6 la configuraciéon de su
precursor (3R,4R)-50a procedente de la reaccion biocatalizada por
la lipasa CAL-B para el sustrato (t)-trans-49. El cromatograma
obtenido mediante este analisis con una columna de relleno quiral
(Chiralpak AD-H) a 30 °C, utilizando como eluyentes una mezcla de
heptano: isopropanol (70:30) se muestra en la figura 20. Una vez
establecidas las configuraciones absolutas se comprobé una vez
mas que la lipasa CAL-B cataliza la acilacion del enantiomero

esperado de acuerdo con la regla de Kazlauskas.30
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Figura 20. Cromatogramas de HPLC del compuesto (+)-trans-51 racémico y el
(3R,4R)-51 enantiopuro.

3.10. Sintesis del derivado (3R,4S)-1-
benciloxicarbonil-4-hidroxi-3-tert-butoxicarbonil-
aminopiperidina

Como bien se ha comentado en la introduccion a este capitulo,
tanto los derivados trans como los cis son estructuras claves para la
actividad farmacologica de varios compuestos. Por tanto, como
muestra de la versatilidad del derivado (3R,4R)-51 previamente
obtenido, se decidi6é sintetizar su analogo cis (3R,4S)-51 (Esquema
78), mediante una reaccion en condiciones de Mitsunobu. Por
comparacion con los datos previamente descritos respecto al
analisis mediante HPLC quiral de este compuesto,’> se corrobora
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que se ha obtenido el compuesto deseado sin perder su pureza
optica, permitiendo confirmar de forma adicional la configuracion

absoluta de los compuestos obtenidos.?>

OH 1) PhgP

OH
PNBA, DIAD :
(‘j»\NHBOC THF, ta., 12 h O»\\NHBOC
2) K,COs, )
N MeOH/ Hy0 N
Cbz ta., 3h, Cbz
(3R,4R)-51 60% (3R,4S)-51

Esquema 78. Sintesis del compuesto (3R,4S)-51 en condiciones de Mitsunobu.
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En este capitulo se ha estudiado la sintesis regioselectiva de
trans-3-dialilamino-4-hidroxipiperidinas y trans-4-dialilamino-3-
hidroxipiperidinas y su resolucion mediante procesos de acilacion
catalizados por lipasas o de hidrélisis de sus derivados
esterificados.

Se ha comprobado la influencia de los grupos sustituyentes
del nitrogeno del anillo piperidinico tanto en la sintesis de los
sustratos racémicos como en su resolucion, siendo el grupo bencilo
con el que mejores resultados se han obtenido en ambos casos.

El método sintético que se ha puesto a punto combina la
apertura regioselectiva del epoxido de la piperidina con dialilamina
y la resolucion del trans-aminoalcohol obtenido mediante la
acetilacion con la lipasa CAL-B. Este método, permite Ila
preparacion con elevada pureza optica y buen rendimiento la
(3S,45)-N-bencil-3-dialilamino-4-hidroxipiperidina asi como (3R,4R)-
N-bencil-4-acetoxi-3-dialilaminopiperidina.

La influencia de los grupos protectores se ha puesto de
manifiesto en la serie de transformaciones llevadas a cabo para la

asignacion de la configuracion absoluta de los productos obtenidos.
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3.11. General

Los reactivos, biocatalizadores, disolventes y técnicas de
analisis han sido detalladas en la parte experimental del primer

capitulo con las excepciones que se muestran a continuacion.

3.11.1. Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

El seguimiento de las reacciones tanto de acilacion como de
hidrolisis enzimatica asi como la medida de los excesos
enantioméricos de sustratos y productos, se llevo a cabo utilizando
un cromatoégrafo Hewlett-Packard 1100. Para ello se emplearon las
columnas quirales mencionadas en los capitulos anteriores asi
como la Chiralpak AD-H (0.46 x 25 cm). La deteccion empleada fue
visible-ultravioleta a 210 y 215 nm, utilizando como fase movil
mezclas en distintas proporciones de hexano/isopropanol o bien
heptano/ isopropanol.

3.12. Procedimientos sintéticos

3.12.1. Procedimiento general para las acilaciones
enzimaticas

La mezcla de reaccion contiene la correspondiente
aminohidroxipiperidina N-protegida (0.18 mmol), la lipasa (100.0
mg), EtsN (150 uL) y el agente de acilacion (S equivalentes) en
t‘BuOMe (1.5 mL). Se agita a 45°C y 250 rpm en un agitador orbital.
El progreso de la reaccion se sigue mediante HPLC quiral hasta la
conversion requerida. La enzima se elimina mediante filtracion y se
lava con ‘BuOMe. El disolvente se elimina a presion reducida y el
crudo se purifica mediante cromatografia de columna (20% hexano
/ AcOEt).
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3.12.2. Procedimiento general para las hidrélisis
enzimaticas

La mezcla de reaccion contiene la correspondiente
aminoaciloxipiperidina N-protegida (50.0 mg), la lipasa (100.0 mg) y
5 equivalentes de H2O en ‘BuOMe (1.5 mL). Se agita a 30°C y 250
rpm en un agitador orbital. El progreso de la reaccion se sigue
mediante HPLC quiral hasta la conversion requerida. La enzima se
elimina mediante filtracion y se lava con BuOMe. El disolvente se
elimina a presion reducida y el crudo se purifica mediante
cromatografia de columna (20% hexano / AcOEt).

3.12.3. Sintesis de 1-bencil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. 42

A una disolucion de 1,2,3,6-tetrahidropiridina (12.0 mmol,
1.0 g) en 10 mL de CH3CN, se le anade de EtsN (1. 7 mL, 12.0 mmol)
y bromuro de bencilo (1.6 mL, 12.0 mmol). Se calienta a 75 °C en
un tubo sellado. Tras 4 horas de reaccion se evapora el disolvente y
se purifica mediante cromatografia de columna (100% AcOEt),

obteniéndose un aceite amarillo con rendimiento cuantitativo.

3.12.4. Sintesis de 1-bencil-3,4-epoxipiperidina (+)-43

A una disolucion de 1-bencil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(620.0 mg, 3.6 mmol) en 25 mL H»>O, se anade TFA gota a gota
(342.3 mg, 4.6 mmol). Cuando la disolucion se aclara se anade NCS
(277.2 mg, 2.0 mmol) y se agita a 70°C durante 5 horas. Pasado
este tiempo se anaden 10 mL NaOH 10N y se mantiene la agitacion
durante 2 horas mas a 45 °C. Seguidamente se extrae con AcOEt (3
x 10 mL). Se juntan las fases organicas y se secan sobre Na>SO4. El
crudo obtenido se purifica mediante cromatografia de columna (40%
AcOEt/hexano) obteniéndose un aceite amarillo con un rendimiento
del 95%.
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3.12.5. Sintesis 1l-bencil-4-amino-3-hidroxipiperidinas (+)-
trans-44, (1)-trans-46.

A una disolucion en atmoésfera inerte del epoxido ()-43
(320.0 mg, 1.7 mmol) en CH3CN (15 mL) se anade LiClO4 (539.0 mg,
5.1 mmol) y la amina correspondiente (dialilamina o bien azida de
sodio) (2.5 mmol) y se deja agitando durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se evapora el disolvente y el crudo resultante se purifica
mediante cromatografia de columna (1% MeOH/CH,Cl,). Se obtiene
el isomero deseado con un rendimiento entre el 80-85%.

3.12.6. Sintesis del derivado (+)-trans-1-bencil-3-hidroxi-4-
tert-butoxicarbonilaminopiperidina. (t)-trans-47.

El compuesto de partida (*)-trans-46 (200.0 mg, 0.86 mmol),
se disuelve bajo atmoésfera inerte en THF seco (10 mL) y se anadio
por este orden: NaOH 1M desoxigenado (2 mL), MesP (229.8 uL,
2.6 mmol) y BocO (560.0 mg, 2.6 mmol). La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante 3 horas. Transcurrido ese
tiempo, el disolvente se elimina bajo presion reducida y el crudo se
disuelve en AcOEt 20 mL lavandolo con H>O (3 x 10 mL). La fase
organica se seca sobre Na.SOs4 El crudo se purifica por
cromatografia de columna (2% MeOH/ CH,Cl).

3.12.7. Sintesis del derivado (t)-trans-1-bencil-4-amino-3-
hidroxipiperidina. ()-trans-48

Sobre una disolucion en atmosfera inerte del compuesto (£)-
trans-46, (200.0 mg, 0.9 mmol) en MeOH (8.5 mL) se anade PhsP
(338.0 mg, 1.3 mmol) y se agita hasta su completa disolucion. A
continuacién se anade H,O (155.0 uL, 1.3 mmol) y se agita durante
12 horas a 50 °C hasta la completa desaparicién del sustrato de
partida. Seguidamente, el disolvente se evapora a presion reducida
y el crudo se purifica mediante cromatografia de columna (10%
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MeOH/ CH.Cl), obteniéndose el compuesto (t)-trans-48, como un

aceite con un 90% de rendimiento.

3.12.8 Procedimiento general para los derivados acilados
(¥)-trans-45a,b, (t)-trans-50a,b, (t)-trans-56, (t)-trans-57.

Bajo atmoésfera inerte se disuelve el correspondiente alcohol
(¥)-trans-44, (i)-trans-49, (t)-trans-54 o ()-trans-55 (1.0 mmol)
en 10 mL de CH2Cl,, se le anade DMAP (6.4 mg, 0.05 mmol), EtsN
(217.6 uL, 1.6 mmol) y el cloruro de acilo correspondiente
(2.1 mmol). Pasadas 12 horas se extrae 3 veces (3 x 15 mL) con
H>0. Se la fase organica se seca con Na,SO4 anhidro y se purifica
mediante cromatografia de columna (10% MeOH/ CH.Cl),
obteniéndose los productos como aceites amarillos con un
rendimiento entre el 85y el 90%.

3.12.9. Sintesis de los derivados (t)-trans-49, (t)-trans-54,
(¥)-trans-55

Se disuelve el epoxido -correspondiente (+)-43 o (%)-53
(1.6 mmol) en 10 mL de etanol, se anade dialilamina (229.2 uL,
2.4 mmol) y se deja a 80°C durante dos dias en un tubo sellado. A
continuacion se evapora el disolvente y se purifica el producto por
cromatografia de columna. En el caso del derivado (t)-trans-49, la
purificacion se lleva a cabo (2% MeOH/ CH.Cly), obteniéndose el
producto como un aceite amarillo con un 80% de rendimiento,

recuperandose el epoxido de partida.

En el caso de los compuestos (t)-trans-54 y (i)-trans-55, el
producto se obtiene como mezclas de ambos isomeros, siendo
posible su separacion por cromatografia de columna (40% AcOEt/
hexano). Se obtienen los productos deseados como aceites amarillos
siendo el rendimiento de un 60% para el derivado (t)-trans-54 y un
30% en el caso del (+)-trans-55.
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3.12.10. Sintesis del compuesto (3R,4R)-1-benciloxi-
carbonil-4-hidroxi-3-tert-butoxicarbonilaminopiperidina.
(3R,4R)-51

El compuesto (3R,4R)-58 (100.0 mg, 0.3 mmol) se disuelve en
una mezcla metanol/ agua (3 mL/ 1.5 mL) y se anade KyCOs
(35.0 mg, 0.6 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante 3 horas. Seguidamente se evapora el disolvente bajo
presion reducida y se disuelve el crudo en AcOEt (10 mL). La
suspension resultante se lava con agua (3 x 15 mL) y la fase
organica se seca con Na>SO;. El producto (3R,4R)-51 se obtiene
como un aceite transparente de manera cuantitativa sin necesidad
de purificacion.

3.12.11. Sintesis del compuesto 1-benciloxicarbonil-
1,2,3,6-tetra-hidropiridina. 52

Se anade CbzCl (3.8 mL, 26.3 mmol) gota a gota a 0 °C sobre
una mezcla que contiene 41 (2.0 g, 21.9 mmol) y NaHCO3 (2.8 g,
26.3 mmol) disueltos en 50 mL de H,O. La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante 4 horas. A continuaciéon se
anaden 20 mL de una disolucion acuosa de Na>CO3 al 5%.y se lava
con CH,Cl; (3 x 20 mL). La fase organica se seca con Na>SO4y tras
evaporar el disolvente bajo presion reducida se purifica por
cromatografia de columna (20% AcOEt/hexano). Se obtiene el

producto deseado con un 85% de rendimiento.

3.12.12. Sintesis de 1l-benciloxicarbonil—3,4-epoxipipe-
ridina. (+)-53

A una disolucion del compuesto 52 (3.4 g, 18.0 mmol) en
20 mL de CH2Cl; a O °C, se anade mCPBA (4.3 g, 25.0 mmol,). La
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado
ese tiempo, se lava la fase organica con NaOH 1N (3 x 15 mL). La

fase organica se seca con Na>SO4y tras evaporar el disolvente bajo
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presion reducida se purifica por cromatografia de columna (50%
AcOEt/ hexano). Se obtiene el producto deseado (£)-53 como un

aceite transparente con un 90% de rendimiento.

3.12.13. Sintesis del derivado (3R,4R)-4-acetoxi-1-
benciloxicarbonil-3-(dialilamino)piperidina. (3R,4R)-56

El sustrato (3R,4R)-50a (250.0 mg, 0.7 mmol) obtenido en la
acilacion enzimatica del sustrato ()-trans-49 catalizada por la
lipasa CAL-B, se disuelve en CH3CN (7 mL) y se annade CbzCl (104.0
uL, 0.7 mmol). La disolucion se agita a temperatura ambiente
durante 1 hora. Seguidamente se elimina el disolvente a presion
reducida y se resuspende el crudo de reaccion en AcOEt (10 mL). La
mezcla se lava con H20 (3 x 10 mL) secandolo posteriormente sobre
Na»SO4 anhidro. El disolvente se elimina a presion reducida y el
crudo se purifica por cromatografia de columna (10% AcOEt/
hexano). Se obtiene el producto puro como un aceite transparente

con un rendimiento del 95%.

3.12.14. Sintesis del derivado (3R,4R)-4-acetoxi-1-
benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilaminopiperidina.
(3R,4R)-58.

En un bulbo se introduce el compuesto (3R,4R)-56 (216.0 mg,
0.6 mmol). Una vez colocado sobre el bulbo un embudo de adicion
de presion compensada, el sistema se pone en atmoésfera de
nitrégeno y, a continuacién, se introducen 2 mL de CH2Cl, anhidro
en el bulbo. En el embudo de adicion se mezclan el Pd(OAc). (S mg,
0.03 mmol) y PhsP (23.0 mg, 0.08 mmol) con 2 mL de CHxCl,
anhidro; se deja durante cinco minutos preformando el catalizador
y, después, se gotea al bulbo. Se retira el embudo de adicién y se
adiciona directamente el acido N-N-dimetilbarbitarico (272.0 mg,
1.7 mmol). Se deja reaccionar a reflujo de CH2Cl, durante 48 horas.

Una vez completado este tiempo, se lava la fase organica con una
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disolucion de NaOH ac. 3N (4 x 10 mL), se seca sobre NaxSO4
anhidro y se elimina el disolvente a presion reducida. El crudo
resultante se filtra sobre silica gel (5% MeOH/ CH2Cly).

El crudo resultante se disuelve en CH2Cl, (2.5 mL) y se anade
Boc20 (15.6 mg, 0.7 mmol) dejandolo agitar a temperatura ambiente
durante 12 horas. A continuacion se evapora el disolvente y se
purifica por cromatografia de columna (3% MeOH/ CH.Cl),
obteniéndose el compuesto (3R,4R)-58 como un aceite amarillo con
un 90% rendimiento.

3.12.15. Sintesis del derivado (3R,4S)-1-benciloxicarbonil-
3-tert-butoxicarbonilamino-4-hidroxipiperidina.
(3R,4S)-51

A una suspension del alcohol (3R,4R)-51 (0.2 mmol) en THF
seco (2.4 mlL) se adiciona por este orden y tras la completa
disolucion del anterior: PhzP (9.2 mg, 0.35 mmol), pNBA (80.2 mg,
0.48 mmol), seguidamente se pone la reaccion a cero grados y se
anade gota a gota DIAD (101.3 uL, 0.48 mmol). La mezcla se deja
agitando 12 horas a temperatura ambiente, tras las cuales se
evapora el disolvente y se procede al paso de desproteccion, para el
cual, se redisuelve el crudo en una mezcla de MeOH/H>O
(3 mL/1.5 mL) y se le anade K>CO3 (35.0 mg, 0.3 mmol). La mezcla
se deja agitar durante 2 horas y se evapora el disolvente a presion
reducida. El crudo se suspende en AcOEt (6 mL) y se extrae con
agua (3 x 10 mL). Se combinan las fases organicas y se secan con
Na,SOs4. El producto se purifica por cromatografia de columna (3%
MeOH/ CH.Cl), obteniéndose (3R,4S)-51 como aceite blanco con
un 60% de rendimiento.
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3.13. Datos experimentales

En esta seccion se han recogido los datos experimentales de los
compuestos que forman parte de este capitulo.
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1-Bencil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. 42

Formula molecular: CoHisN
4

3 5 Estado fisico: aceite transparente
206 Peso molecular: 173.25 g/mol

N

én Rf: (20% Hexano/ AcOEt): 0.3

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.48 — 7.25 (m, SH), 5.81 (dtd, J =
8.6, 3.4, 1.7 Hz, 1H, C-5), 5.72 (dtt, J = 7.9, 3.0, 1.5 Hz, 1H, C-4),
3.64 (s, 2H, CHy), 3.03 (m, 2H, H-6), 2.62 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H-2),
2.22 (m, 2H, H-3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): & 138.8 (C), 129.6 (CH), 128.6 (CH),
127.4 (CH), 125.9 (C-4 o C-5), 125.6 (C-4 o C-5), 63.4 (CH), 53.3
(C-6), 50.1 (C-2), 26.7 (C-3).

Rendimiento: 100%

1-Bencil-3,4-epoxipiperidina. (+)-43

Formula molecular: C;,H;5NO
Estado fisico: aceite transparente

3@ Peso molecular: 189.25 g/mol
6 Rf: (40% AcOEt/Hexano): 0.35

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.44 — 7.16 (m, SH), 3.48 (s, 2H,
CH,), 3.24 (m, 2H, H-4 y H-5), 3.04 (m, 1H, H-2 o H-6), 2.70 (m, 1H,
H-2 o H-6), 2.42 — 2.30 (m, 1H, H-2 o H-6), 2.28 — 2.17 (m, 1H, H-2
o H-6), 2.07 — 1.95 (m, 2H, H-3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): & 137.9 (C), 129.0 (CH), 128.3 (CH),
127.1 (CH), 62.4 (CH»), 52.4 (C-6), 51.4 (C-4 o C-5), 50.7 (C-4 o C-
5), 45.8 (C-2), 25.6 (C-3).

Rendimiento: 95%
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trans-1-Bencil-4-(dialilamino)-3-hidroxipiperidina. (t)-trans-44

\Lf
N
4 OH

5 . Formula molecular: C;sH2N>O
. 3 Estado fisico: aceite transparente
2
N Peso molecular: 286.41 g/mol
Bn

Rf: (1% MeOH/ CH2Cl): 0.05

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [CisH27N2OJ* 287.2118 m/z,
encontrada 287.2122.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.39 — 7.24 (m, SH), 5.87 - 5.73
(m, 2H, 2 x CH=CH,), 5.22 — 5.09 (m, 4H, 2 x CH=CH,), 3.64 — 3.57
(m, 3H, H-3, CHy), 3.40 — 3.37 (m, 2H, 2 x CH-CH=CH,) 3.23 (ddd, J
= 10.4, 4.6, 2.1 Hz, 1H, H-2), 2.97 - 2.90 (m, 3H, H-6 y 2 x CH-
CH=CHy), 2.44 (ddd, J = 12.1, 9.8, 3.9 Hz, 1H, H-4), 1.99 (dt, J =
11.7, 2.6 Hz, 1H, H-6), 1.89 (t, J = 10.0 Hz, 1H, H-2), 1.78 — 1.63
(m, 1H, H-5), 1.53 (ddd, J = 24.0, 12.2, 4.1 Hz, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;s): & 137.1 (C), 129.5 (CH), 128.6 (CH),
127.5 (CH), 117.6 (CHy), 67.0 (C-3), 64.6 (C-4), 63.1 (CH»), 59.2 (C-
2), 53.3 (C-6), 53.0 (CHy), 22.5 (C-95).

IR (NaCl): v 3462.71, 2988.02, 2086.81, 1643.65, 1802.23 cm!
Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: IA (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 6.794 y 7.460 min.
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trans-3-Acetoxi-1-bencil-4-(dialilamino)piperidina. (t)-trans-45a

\L J/
N Formula molecular: C;0H2sN>O»
4 o Estado fisico: aceite transparente
5 3\\‘\\
\g/ Peso molecular: 328.45 g/mol
° N 2 Rf: (20% Hexano/ AcOEt): 0.75
Bn

HRMS (ESI*Y, m/z) calculada para [C21H20N202]* 329.2224 m/z,
encontrada 329.2206.

ITHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.38 — 7.22 (m, S5H), 5.83 - 5.63
(m, 2H, 2 x CH=CHy), 5.22 - 5.01 (m, 5H, H-3 y 2 x CH=CH,), 3.56
(br s, 2H, CHy), 3.39 - 3.21 (dd, J = 13.8, 5.2 Hz, 2H, 2 x CH-
CH=CH,), 3.10 — 2.81 (m, 4H, H-2, H-6 y 2 x CH-CH=CH,), 2.72 —
2.55 (td, J = 12.6, 4.4 Hz, 1H, H-4), 2.06 (s, 3H, CH3), 1.96 (m, 2H,
H-2 y H-6), 1.74 (m, 1H, H-5), 1.61 (ddd, J = 23.6, 12.4, 3.9 Hz, H-
5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.5 (CO), 138.3 (C), 138.0 (CH),
129.4 (CH), 128.7 (CH), 127.5 (CH), 116.5 (CHy), 69.4 (C-3), 62.8
(CH2), 61.1 (C-4), 57.3 (C-2), 53.2 (CHy), 52.9 (C-6), 24.2 (C-5), 21.6
(CH3).

IR (NaCl): v 2088.22, 1643.81 cm!

Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tg = 5.012 y 5.712 min.
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trans-1-Bencil-4-(dialilamino)-3-metoxiacetoxipiperidina.
(x)-trans-45b

AW

4 z .
5 3\\\\\0\[(\ o~ Formula molecular: C>;H3oN-2O3
(o]

5 5 Estado fisico: aceite blanco.
N Peso molecular: 358.47 g/mol

Bn Rf: (20% Hexano, AcOEt): 0.83
HRMS (ESI*Y, m/z) calculada para [C2:H31N2O3]* 359.2329 m/z,
encontrada 359.2333.
1HNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.36 — 7.21 (m, 5H), 5.72 (m, 2H, 2
x CH=CHj), 5.23 - 5.01 (m, SH, H-3, 2 x CH=CHy), 4.02 (s, 2H,
CHy), 3.53 (m, 2H, CH,), 3.52 - 3.44 (m, 3H, CHs), 3.36 — 3.23 (m,
2H, 2 x CH-CH=CH,), 3.06 (ddd, J = 10.0, 4.8, 2.2 Hz, 1H, H-3),
2.92 (m, 3H, H-6 y 2 x CH-CH=CH,), 2.74 — 2.57 (td, J = 10.7, 5.2
Hz, 1H, H-2), 1.95 (m, 2H, H-2 y H-6), 1.82 - 1.70 (m, 1H, H-5),
1.57 (ddd, J = 25.0, 12.2, 3.7 Hz, 1H, H-5).
13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 169.8 (CO), 138.4 (C), 137.9 (CH),
129.3 (CH), 128.7 (CH), 127.6 (CH), 116.7 (CHy), 70.3 (CH2), 69.7
(C-3), 62.8 (CHy), 61.2 (CH3), 59.7 (C-4), 57.2 (C-2), 53.1 (CHy), 52.8
(C-6), 23.8 (C-5).

IR (NaCl): v 2088.22, 1643.81 cm!

Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 6.775 y 8.874 min.
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trans-4-Azido-1-bencil-3-hidroxipiperidina. (t)-trans-46

4N3 OH Férmula molecular: C;,H4sN-O
5@3 Estado fisico: aceite transparente
6 l}l 2 Peso molecular: 232.28 g/mol
Bn Rf: (1% MeOH/ CH.Cly): 0.31

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [Ci2H17N4O]* 233.1397 m/z,
encontrada 233.1385.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.36 — 7.26 (m, SH), 3.63 (m, 1H,
H-3), 3.55 (m, 2H, CHy), 3.39 — 3.27 (m, 1H, H-4), 2.91 (m, 1H, H-2),
2.75 - 2.67 (m, 1H, H-6), 2.27 — 2.14 (m, 2H, H-2 y H-6), 2.07 -
1.98 (m, 1H, H-5), 1.73 - 1.61 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): & 137.6 (C), 129.0 (CH), 128.4 (CH),
127.3 (CH), 69.8 (C-3), 63.4 (C-4) 62.4 (CHy), 57.1 (C-2), 50.5 (C-6),
27.9 (C-95).

IR (NaCl): v 3053.87, 2986.07, 2304.08 cm-!

Rendimiento: 80%
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trans-1-Bencil-4-tert-butoxicarbonilamino-3-hidroxipiperidina.
(+)-trans-47

NHBoc .
4 OH Formula molecular: C;7H2sN203
° 3 Estado fisico: aceite transparente
NN Peso molecular: 306.40 g/mol
Bn RE: (1% MeOH/ CH,Cly): 0.17

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [Ci7H27N.Oz]* 307.2016 m/z
encontrada 307.2013.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.32 (m, SH), 4.62 (s, 1H, OH o
NH), 3.60 — 3.49 (m, 3H, CH, y H-3), 3.40 (m, 1H, H-4), 3.04 (m, 1H,
H-2), 2.79 (m, 1H, H-6), 2.22 (m, 1H, H-5), 2.01 (m, 3H, H-2, H-5y
H-6), 1.47 (s, 9H, CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): & 148.0 (CO), 137.6 (C), 129.1 (CH),
128.3 (CH), 127.2 (CH), 80.3 (C), 72.7 (C-3), 62.4 (CH), 58.9 (C-2),
54.7 (C-4), 51.6 (C-6), 30.0 (C-5), 28.3 (CHy).

IR (NaCl): v 3058.97, 2986.67, 1697.84 cm-!

Rendimiento: 50%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 15.315 y 20.907 min.
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trans-4-Amino-1-bencil-3-hidroxipiperidina. (t)-trans-48

58\1%2 OH Formula molecular: C;2H1sN2O
3 Estado fisico: aceite transparente
° ’T‘ 2 Peso molecular: 206.14 g/mol

Bn Rf:(10% MeOH/ CH2Cl,): 0.05

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [Ci2H19N2OJ* 207.1492 m/z,
encontrada 207.1499.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.35 - 7.18 (m, 5H), 3.57 — 3.45
(AB, J = 12.9 Hz, 2H, CH,), 3.33 (td, J = 9.4, 4.4 Hz, 1H, H-3), 3.00
- 2.75 (m, 4H, NH, OH, H-2 y H-6), 2.51 — 2.40 (m, 1H, H-4), 2.00
(td, J=11.5, 2.3 Hz, 1H, H-6), 1.87 (t, J= 10.3 Hz, 1H, H-2), 1.81 -
1.70 (m, 1H, H-5), 1.41 (ddd, J = 23.7, 12.6, 3.6 Hz, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 137.9 (C), 129.2 (CH), 128.2 (CH),
127.1 (CH), 72.7 (C-3), 62.6 (CH,), 59.0 (C-2), 55.3 (C-4), 52.2 (C-6),
32.7 (C-95).

IR (NaCl): v 3600, 3053.9, 2986.02 cm!

Rendimiento: 90%
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trans-1-Bencil-3-(dialilamino)-4-hidroxipiperidina.
(+)-trans-49

ny
5 A saN N Formula n.lolecula.\r: 918H26NQO
Estado fisico: aceite incoloro

2
6 '}‘ Peso molecular: 286.41 g/mol

Bn Rf: (1% MeOH/ CH,CL): 0.26

HRMS (ESI*Y, m/z) calculada para [CisH27N2O|* 287.2118 m/z,
encontrada 287.2125.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.42 — 7.22 (m, SH), 5.77 (m, 2H,
2 x CH=CH;), 5.27 - 5.03 (m, 4H, 2 x CH=CH,), 3.54 (AB, J = 13.5
Hz, 2H, CHj), 3.49 — 3.40 (m, 1H, H-4), 3.37 - 3.30 (m, 2H, 2 x CH-
CH=CH,), 2.95 - 2.80 (m, 4H, H-2, H-6, 2 x CH-CH=CH,), 2.75 (td, J
= 10.7, 3.6 Hz, 1H, H-3), 2.16 — 1.93 (m, 2H, H-2 o H-6, H-5), 1.85
(t, J=10.8 Hz, 1H, H-2 o0 H-6), 1.72 — 1.53 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 138.4 (C), 136.6 (CH), 129.0 (CH),
128.8 (CH), 128.2 (CH), 127.0 (CH), 117.3 (CH.), 68.04 (C-4), 63.1
(C-3), 62.8 (CHz), 52.7 (CHz), 51.7 (C-2 o C-6), 50.3 (C-2 o C-6), 32.3
(C-5).

IR (NaCl): v 3053.99, 2986.21 cm!

Rendimiento: 80%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S5,4S) = 6.530 y tr (3R,4R) = 6.959 min.

(3S,4S)-1-Bencil-3-(dialilamino)-4-hidroxipiperidina:
[a]3%: + 5.2 (c = 1, CHCl3) ee >81% (38,4 S)-(+)-49
Rendimiento: 45 %
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trans-4-Acetoxi-1-bencil-3-(dialilamino)piperidina.
(¥)-trans-50a

o;\o N
fj (\ Férmula molecular: C,0H2sN>O»

5 3N

Estado fisico: aceite blanco.

N Peso molecular: 328.45 g/mol

Bn Rf: (20% hexano/ AcOEt): 1.1

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C21H20N20:2]* 329.2224 m/z,
encontrada 329.2205.

IHNMR (300.13 MHz, CDCls): 7.32 (m, SH), 5.71 (m, 2H, 2 x
CH=CH,), 5.19 - 5.02 (m, 4H, 2 x CH=CHy), 4.98 - 4.85 (dt, J =
10.2, 4.9 Hz, 1H, H-4), 3.55 (AB, J = 12.8 Hz, 2H, CH,), 3.32 - 3.21
(m, 2H, 2 x CH-CH=CH,), 3.15 - 2.89 (m, 3H, H-2 o H-6, 2 x CH-
CH=CH,), 2.81 (d, J = 12.7 Hz, 2H, H-3), 2.14 - 2.07 (s y m, 7H,
CHs, H-5, H-2 y H-6), 1.77 — 1.55 (ddd, J = 23.0, 12.5, 4.7 Hz, 1H,
H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCI13): 6 170.5 (CO), 138.3 (C), 137.5 (CH),
128.9 (CH), 128.2 (CH), 127.1 (CH), 116.2 (CHg), 71.0 (C-4), 62.6
(CHy), 59.7 (C-3), 53.2 (CHy), 53.2 (C-2 0 C-6), 51.4 (C-2 o C-6), 30.7
(C-5), 21.4 (CHaj).

IR (NaCl): v 2088.22, 1643.81 cm-!

Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R4R) =4.785y tr (3S,4S) = 5.323 min.

(3R,4R)-1-Bencil-3-(dialilamino)-4-acetilpiperidina:
[a]3%: + 1.8 (c = 1, CHCl;) ee >99% (3R,4R)-(+)-50a
Rendimiento: 48 %

237



Capitulo 3

trans-1-Bencil-3-(dialilamino)-4-metoxiacetoxipiperidina.
(¥)-trans-50b

0
0~ O K\ Formula molecular: C2;H3oN2O3
5 b 3{\\\\N\/\ Estado fisico: aceite incoloro
: 2 Peso molecular 358.47 g/mol
En Rf (20% hexano/ AcOEt): 0.8

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C2:H31N2O03]* 359.2329 m/z,
encontrada 359.2345.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.31 (m, SH), 5.84 - 5.61 (m, 2H, 2
x CH=CHy), 5.20 - 4.91 (m, S5H, H-4, 2 x CH=CH,), 4.06 (s, 2H,
CH,), 3.54 (m, 2H, CH,), 3.48 (s, 3H, CH3), 3.28 (dd, J = 14.2, 5.1
Hz, 2H, 2 x CH-CH=CHy), 2.98 (m, 4H, H-3, H-2 o H-6, 2 x CH-
CH=CHy), 2.83 (d, J = 11.3 Hz, 1H, H-2 o H-6), 2.09 - 1.93 (m, 3H,
H-5, H-2 y H-6), 1.77-1.67 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;s): 6 169.8 (CO), 137.2 (C), 128.9 (CH),
128.4 (CH), 128.3 (CH), 127.1 (CH), 116.5 (CHy), 71.3 (C-4), 70.0
(CHz), 62.5 (CHo), 59.7 (C-3), 59.3 (CH3s), 53.1 (CHz), 52.5 (C-2 o C-
6), 51.3 (C-2 o C-6), 30.6 (C-5).

IR (NaCl): v 3053.52, 2985.31, 1751.60 cm-!

Rendimiento: 88%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 95:5);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 6.328 y 11.159 min.
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(3R,4R)-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-
hidroxipiperidina. (3R,4R)-(+)-51

O:l Formula molecular: C1sH26N2O5s
‘g\NHBOC Estado fisico: aceite incoloro
NN 2 Peso molecular: 350,41 g/mol
Cbz Rf (10% MeOH/CH,Cl,):0.56

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [CisH26N2NaOs|+ 373.1734 m/z,
encontrada 373.1744.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.45 - 7.30 (m, SH), 5.25 - 5.07
(m, 2H, CHy), 4.82 (s, 1H, OH o NH), 4.22 - 4.01 (m, 1H, H-2 o H-6),
3.86 (m, 1H, H-2 o H-6), 3.65 (m, 1H, H-4), 3.47 (m, 1H, H-3), 3.11
(m, 2H, H-2 y H-6), 1.97 (m,1H, H-5), 1.73 - 1.53 (m, 1H, H-5), 1.45
(s, 9H, CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 156.2 (CO), 155.3 (CO), 136.5 (C),
128.5 (CH), 128.0 (CH), 127.9 (CH), 80.3 (C), 70.6 (C-4), 67.4 (CHy),
52.9 (C-3), 45.5 (C-2 0 C-6), 41.2 (C-2 0 C-6), 31.3 (C-5), 28.3 (CHs).
IR (NaCl): v 3100, 3054.95, 2987.30, 2962.41, 1695.07 cm!
Rendimiento: 95%

HPLC (210, 215 nm): columna: ADH (Heptano: EtOH 70:30); 30 °C,
1.0 mL/min, tr (3S,4S) = 5.205 y tr (3R,4R) = 6.951 min.

[a]3%: + 3.1 (c = 1, CHCl3) ee >99%.
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(3R,4 S)-1-Benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonilamino-4-
hidroxipiperidina. (3R,4S)-(+)-51.

QT NHBoG Formula molecular: C;3H2N-Os5
50 3 Estado fisico: Aceite blanco
NN 2 Peso molecular: 350.41 g/mol

Cbz Rf (10% MeOH /CH,Cl,):0.59

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [CisH2sN2NaOs|* 373.1734 m/z,
encontrada 373.1738.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): & 7.38 (m, 5H), 5.15 (m, 2H, CHo),
5.01 -4.91 (m, 1H, OH o NH), 4.00 (m, 1H, H-4), 3.79 (m, 1H, H-3),
3.7-3.1 (m, 4H, H-2 y H-6), 1.83 — 1.64 (m, 2H, H-5), 1.46 (s, 9H).
13C NMR (75.5 MHz, CDCls3): 6 156.8 (CO), 156.4 (CO), 136.5 (C),
128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.9 (CH), 80.2 (C), 70.1 (C-4), 67.4 (CHo),
50.4 (C-3), 44.7 (C-2 o C-6), 39.8 (C-2 o0 C-6), 30.3 (C-5), 28.3 (CHa).
IR (NaCl): v 3100, 3054.95, 2987.30, 2962.41, 1695.07 cm'!
Rendimiento: 60%

HPLC (210, 215 nm): columna: ADH (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 1.0 mL/min, tr (3R,4S) = 12.724 y tr (3S,4R) = 16.732 min
[a]3%: + 1.9 (c = 1, CHCl3) ee >99%.
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1-Benciloxicarbonil-1,2,3,6-tetrahidropiridina. 52.

A Formula molecular: C;3H;5NO>
3@ 5 Estado fisico: Aceite transparente
2\~ 6 Peso molecular: 217.26 g/mol

Chbz Rf (20% AcOEt/Hexano):0.33

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.38 (m, 5H), 5.81 (m, 1H, C-5),
5.64 (m, 1H, H-4), 5.16 (m, 2H, CH,), 3.96 (m, 2H, H-6), 3.57 (m,
2H, H-2), 2.14 (m, 2H, H-3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): & 155.2 (CO), 136.5 (C), 128.2 (CH),
127.7 (CH), 127.6 (CH), 125.1 (C-5), 124.8 (C-4), 66.7 (CHy), 43.1
(C-2 0 C-6), 40.1 (C-2 o0 C-6), 24.7 (C-3).

IR (NaCl): v 1713.56, 1630.95 cm'!

Rendimiento: 85%

1-Benciloxicarbonil-3,4-epoxipiperidina. ()-53.

5 Q Formula molecular: C;3H;5NO3
6@2 Estado fisico: Aceite transparente
N Peso molecular: 233.26 g/mol

Cbz Rf (50% AcOEt/Hexano):0.53

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.38 (m, SH), 5.10 (m, 2H, CH,),
3.85 - 3.72 (m, 2H, H-3 y H-4), 3.44 (m, 2H, H-2), 3.23 (m, 2H, H-6),
2.01 (m, 2H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): & 155.2 (CO), 136.3 (C), 128.4 (CH),
128.0 (CH), 127.8 (CH), 66.7 (CH2), 55.3 (C-3 y C-4), 47.5 (C-2 o C-
6), 41.3 (C-2 0 C-6), 21.1 (C-5).

IR (NaCl): v 1715.03 cm!

Rendimiento: 90%
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trans-1-Benciloxicarbonil-3-(dialilamino)-4-hidroxipiperidina.
(+)-trans-54

4OH A Férmula molecular: C;oH»N2O3
5@\\\“'\]\/\ Estado fisico: aceite incoloro
6NN~ 2 Peso molecular: 330.42 g/mol

Chbz Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.43

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [Ci9H27N20s]* 331.2016 m/z,
encontrada 331.2030.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.46 — 7.29 (m, SH), 5.78 (m, 2H,
2 x CH=CH,), 5.36 — 5.03 (m, 6H, 2 x CH=CH,, CH3), 4.44 - 4.11 (m,
2H, H-2 y H-6), 3.82 - 3.55 (td, J= 10.4, 5.2 Hz, 1H, H-4), 3.36 (dd,
J=14.4, 4.7 Hz, 2H, 2 x CH-CH=CH,), 3.17 — 2.87 (m, 2H, 2 x CH-
CH=CHy), 2.86 — 2.44 (m, 3H, H-2, H-6 y H-3), 2.08 (m, 1H, H-5),
1.48 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): & 155.6 (CO), 137.0 (C), 136.8 (CH),
128.9 (CH), 128.5 (CH), 128.3 (CH), 118.3 (CHy), 68.3 (C-4), 67.9
(CHy), 63.2 (C-3), 53.0 (CHy), 44.2 (C-2 0 C-6), 42.9y 41.9 (C-2 o C-
6), 33.0y 32.7 (C-5).

IR (NaCl): v 3053.99, 2986.31, 2305.25 cm'!

Rendimiento: 60%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 32.765 y 35.193 min.

242



Parte experimental

trans-1-Benciloxicarbonil-4-(dialilamino)-3-hidroxipiperidina.
(x)-trans-55

hg

fj Formula molecular: C;9H2sN-O3

3.0OH . . .
5 b Estado fisico: aceite amarillo

6> N 2 Peso molecular: 330.42 g/mol

Cbz Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.45

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [CioH27N2Os]* 331.2016 m/z,
encontrada 331.2031.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.37 (m, SH), 5.91 - 5.73 (m, 2H, 2
x CH=CHy), 5.28 - 5.11 (m, 6H, 2 x CH=CH,, CH3), 4.42 (m, 2H, H-2
y H-6), 3.37 (m, 3H, H-3, 2 x CH-CH=CH,), 2.97 (m, 2H, 2 x CH-
CH=CH,), 2.62 (m, 3H, H-2, H-4 y H-6), 1.70 (m, 2H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 155.4 (CO), 136.6 (C), 136.0 (CH),
128.5 (CHy), 128.0 (CHy), 127.9 (CH2), 117.8 (CHy), 77.3 (C-3), 67.5
(CHz), 64.3 (C-4), 52.7 (CH2), 49.0 (C-2 o C-6), 43.7 (C-2 o C-6), 24.2
(C-5).

IR (NaCl): v 3053.78, 2985.93 cm'!

Rendimiento: 30%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 18.824 y 20.149 min.
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trans-4-Acetoxi-1-benciloxicarbonil-3-(dialilamino)piperidina.
(+)-trans-56

OJ\O S .
4 N Formula molecular: C>1H2sN2O4
5 3\\\\\ V\ . . .
Estado fisico: aceite incoloro
6 l}l 2 Peso molecular: 372.46 g/mol
Cbz Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.65

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C2:H2N204]* 373.2122 m/z,
encontrada 373.2135.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.43 — 7.34 (m, SH), 5.81 — 5.64
(m, 2H, 2 x CH=CH,), 5.11 (m, 7H, H-4, 2 x CH=CH, CH,), 4.14 (m,
2H, H-2 y H-6), 3.29 (dd, J = 14.3, 5.0 Hz, 2H, 2 x CH-CH=CH,),
3.08 (m, 2H, 2 x CH-CH=CH,), 2.77 (m, 3H, H-2, H-6 y H-3), 2.08
(s, 3H, CHsj), 2.00 (m, 1H, H-5), 1.69 — 1.46 (dd, J = 13.8, 4.6 Hz,
1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 170.3 (CO), 155.1 (CO), 136.8
(CH),136.6 (C), 128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.9 (CH), 116.7 (CHy),
70.31 (C-4), 67.3 (CHz), 59.4 (C-3), 53.0 (CHy), 43.4 (C-2 o C-0),
42.2 (C-2 o C-6), 30.7 (C-5), 21.3 (CHy).

IR (NaCl): v3053.80, 2986.11, 2304.72, 1723.76, 1718.50 cm-!
Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 12.322 y 13.324 min.

(3R,4R)-1-Benciloxicarbonil-4-acetoxi-3-(dialilamino)piperidina:
[a]3%: + 5.92 (c = 1, CHCl3) ee >99% (3R,4R)-(+)-56
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trans-3-Acetoxi-1-benciloxicarbonil-4-(dialilamino)piperidina.
(x)-trans-57

\L f
N
43,0

Formula molecular: C;1H2sN-O4
5 X Y
f)

o) Estado fisico: aceite incoloro

| Peso molecular: 372.46 g/mol

Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.67
HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C2:H2N2O4]* 373.2122 m/z,
encontrada 373.2135.

IHNMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.74 — 7.32 (m, SH), 5.93 - 5.70
(m, 2H, 2 x CH=CH,), 5.35 — 5.03 (m, 6H, 2 x CH=CH,, CH,), 4.92
(m, 1H, H-3), 4.24 (m, 2H, H-2 y H-6), 3.42 — 3.19 (m, 2H, 2 x CH-
CH=CH,), 2.95 (dd, J = 14.3, 7.3 Hz, 2H, 2 x CH-CH=CH,), 2.76 (m,
3H, H-4, H-2 y H-6), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.95 - 1.64 (m, 1H, H-5),
1.64 - 1.36 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 169.9 (CO), 155.0 (CO), 137.1 (CHoz),
136.5 (C), 128.5 (CH), 128.1 (CH), 128.0 (CH), 116.5 (CH), 67.7 (C-
3), 67.4 (CHz), 60.4 (C-4), 52.7 (CH2), 46. 8 (C-2 o0 C-6), 43.2 (C-2 0
C-6), 23.4 (C-5), 21.1 (CHa).

IR (NaCl): v 3052.95, 2986.24, 1650.67 cm!

Rendimiento: 85%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tg = 13.322 y 14.411 min.
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(3R,4R)-4-Acetoxi-1-benciloxicarbonil-3-tert-butoxicarbonil-
aminopiperidina. (3R,4R)-(+)-58

L

o~ O

6
\

Cbz

4 NHBoc

3
2

Formula molecular: Cy0H2sN2Og¢
Estado fisico: aceite transparente
Peso molecular: 392.45 g/mol
Rf (3% MeOH/CH:Cl,): 0.66

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.38 (m, 5H), 5.15 (m, 2H, CH,), 4.84
(m, 1H, H-4), 4.63 (m, 1H, H-3), 4.05 (m, 1H, H-2 o H-6), 3.77 (m,
2H, H-2 y H-6), 3.16 (m, 2H, H-5, H-2 o H-6), 2.09 (s, 3H, CHa),
1.93 (s, 1H, H-5), 1.44 (s, 9H, CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCls): & 170.7 (CO), 155.0 (CO), 154.9 (CO),
136.4 (C), 128.5 (CH), 128.1 (CH), 127.9 (CH), 79.9 (C), 71.3 (C-4),
67.5 (CHy), 50.2 (C-3), 46.3 (C-2 0 C-6), 41.1 (C-2 o C-6), 28.5 (C-5),

28.3 (CHs), 21.1 (CHa).

IR (NaCl): v 3054.83, 2985.98, 1701.12, 1696.92, 1672.56 cm-!

Rendimiento: 90%

[a]2°: + 1.5 (c = 1, CHCls) ee >99%.
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Introduccion

4.1. Importancia de las oxido nitrico sintasas
(NOS)

La oxido nitrico sintasa (NOS)%° es una monooxigenasa
hemodependiente que cataliza la conversion de L-arginina y Oz en
L-citrulina, produciendo 6xido nitrico (NO). Hasta el momento se
conocen tres isoformas de las NOS:

e Neuronal (nNOS), se encuentra en el cerebro y en la
mitocondria, estando involucrada en la comunicacion celular.

e Endotelial (eNOS), se encuentra en el endotelio, y esta
involucrada en la vasodilatacion.

e Macrofaga o inducible (iNOS), se expresa durante la

respuesta del sistema inmune.

Un exceso de NO suele estar asociado a enfermedades
neurodegenerativas, conociéndose, hasta el momento, unas 600
enfermedades diferentes entre las que se incluyen paralisis cerebral,
Alzheimer y Parkinson. Estas enfermedades, cuyo riesgo aumenta
con la edad, implican degeneraciones irreversibles del tejido
neurologico. Debido a esto, se han realizado una serie de estudios, a
partir de los cuales, se ha deducido que la inhibicién selectiva de la
nNOS puede ser neuroprotectora.

Sin embargo, debido a la similitud existente en el centro activo
de las tres isoformas, es dificil encontrar un inhibidor selectivo para

las nNOS. Silverman et al.,°! apoyando su trabajo en las estructuras

9 a) F. Xue, J. M. Kraus, K. J. Labby, H. Ji, J. Mataka, G. Xia, H. Li, S. L. Delker,
L. J. Roman, P. Matasek, T. L. Poulos, R. Silverman, J. Med. Chem. 2011, 54,
6399-6403; b) H. Li, F. Xue, J. M. Kraus, H. Ji, K. J. Labby, J. Mataka, S. L.
Delker, P. Martasek, L. J. Roman, T. L. Poulos, R. Silverman, Bioorg. Med. Chem.
2013, 21, 1333-1343; c) P. C. Trippier, K. J. Labby, D. D. Hawker, J. Mataka, R.
Silverman, J. Med. Chem. 2013, 56, 3121-3147.

91 a) H. Ji, B. Z. Stanton, J. Igarashi, H. Li, P. Matasek, L. Roman, T. L. Poulos, R.
Silverman, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 3900-3914; b) H. Ji, S. Delker, H. Li, P.
Matasek, L. Roman, T. L. Poulos, R. Silverman, J. Med. Chem. 2010, 53, 7804-
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cristalinas?? de las nNOS, disenaron de mediante métodos
computacionales la estructura 59. A partir de ella, mediante
sucesivos estudios, se obtuvieron varios derivados en los que se
optimizaba su capacidad inhibidora y selectividad, como es el caso
del compuesto 60. En todos ellos la (3R,4R)-hidroxipirrolidina 61,
cuya sintesis sera descrita posteriormente en este capitulo, es una
parte esencial del esqueleto.

H
o ;
HNT ONT S o~ N DY
\/\@/F HN" N NN
60 59

Elioc
ﬁ o
P
HoN N w l'/OH
61

Figura 21. Estructuras disefiadas como inhibidores del nNOs.

Teniendo en cuenta la importancia de estas estructuras, y el
bajo rendimiento de la sintesis descrita para el compuesto
enantiopuro 61, se plantedé la resolucion enzimatica de dicho

compuesto, cuyos resultados seran expuestos en este capitulo.

7824; c) J. M. Kraus, R. Silverman, US8618143 B1 2013, CAN, 160:125937; d) F.
Xue, H. Li, S. L. Delker, J. Fang, P. Matasek, L. Roman, T. L. Poulos, R. Silverman,
J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 14229-14238; e) G. R. Lawton, H. R. Ranaivo, L. K.
Wing, H. Ji, F. Xue, P. Martasek, L. J. Roman, D. M. Watterson, R. Silverman,
Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 2371-2380.

92 a) B. R. Crane, A. S. Arvai, R. Gauchhui, C. Wu, D. K. Ghosh, D. E. Getzoff, D. J.
Stuehr, J. A. Tainer, Science 1997, 278, 425- 431; b) C. S. Raman, H. Li, P.
Matasek, V. Kral, B. S. Masters, T. L. Poulos, Cell. 1998, 95, 939-950.
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4.2. Sintesis de 3-(aminopirimidil)metil-4-
hidroxipirrolidinas

Como se ha mostrado en la introduccién, estas estructuras
han cobrado importancia puesto que son una parte fundamental de
moléculas con una alta capacidad como inhibidores selectivos de
nNOS. A continuaciéon se describen los ejemplos encontrados en la
bibliografia en los que se lleva a cabo la sintesis y resolucion de
estas estructuras.

La sintesis del compuesto 61 (Figura 21) mencionado en los
antecedentes ha sido desarrollada por el grupo de Silverman y
colaboradores.?2 La ruta sintética que describieron estos autores
parte del derivado de la 6-amino-2,4-dimetilpiridina 62 (Esquema
79), el cual se protege con ditert-butildicarbonato para formar el
precursor 63 con elevado rendimiento. Paralelamente, el epoxido 65
se forma a partir del compuesto 64, utilizando para ello mCPBA en
CH2Cl.

X
~ Boc,0 |
| Boc. 7
A7 NN
H,N" N BUOH |
62  60°C,48h H 63
80%
o
@ mCPBA b
N cHol, ) N
Boc p°C,48h :
70% Boc
64 65

Esquema 79. Sintesis de los precursores 63 y 65.

Seguidamente se lleva a cabo la reaccion de acoplamiento
(Esquema 80). Mediante el tratamiento de la piridina 63 con nBulLiy
la posterior adicién del epoxido 65, se obtienen los compuestos ()-
trans-66 y (t)-trans-67.
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HN,Boc o
N N
| _ ,
b 53% (70%) (30%) OH
N (*)-trans-66 (*)-trans-67
Boc
65

Esquema 80. Sintesis de los compuestos (*)-trans-66 y (+)-trans-67.

La inversion del grupo hidroxilo en el compuesto ()-trans-66
no es posible en las condiciones de reaccion de Mitsunobu porque
se produce la migracion del grupo Boc al grupo hidroxilo de la
pirrolidina. Por ello, es necesario introducir en el grupo amino un

segundo grupo tert-butoxicarbonilo.

Se partio del compuesto (t)-trans-66 (Esquema 81) el cual se
traté6 con TBDMSCI e imizadol en CH2Cl,, protegiéndose asi el grupo
hidroxilo de la pirrolidina con elevado rendimiento.

N,BOC TBDMSCI

imidazol l

N N 4 CH2C|2 N z
H o lta.1zh H OTBDMS
(*)-trans-66 95% (*)-trans-68
Boc,O | THF

DMAP ta., 48 h
95%

(*)-trans-70 (¥)-trans-69

Esquema 81. Sintesis del compuesto (*)-trans-70.
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A continuacion, se protege por segunda vez el carbamato
sustituyente del anillo piridinico utilizando un segundo ditert-
butildicarbonato pero esta vez con la ayuda de DMAP en THEF,
formandose el derivado (t)-trans-69. Por ultimo, se desprotege el
grupo hidroxilo con TBAF en THF, el cual, da lugar al compuesto
(¥)-trans-70 con un rendimiento cuantitativo.

La separacion de los dos enantiomeros (Esquema 82) se hace
tras la inversion del grupo hidroxilo de la pirrolidina mediante una
reaccion de Mitsunobu en presencia del acido (S)-(-)-canfanico como
nucleofilo, lo que da lugar a los ésteres diasteroméricos cuya
separacion requiere una serie de columnas cromatograficas.

(*)-trans-70

acido| pDIAD

(S)-(-)-canfanico
/Boc
A N
| = \Q (@]
(Boc),N~ N v

(35,45,1S" 4R")-71 (3R.4R,18",4R")-T1

0
o

(@]
Qum

Na,CO; | H20/MeOH
35°C, 30 min
97%

(3R,4R)-70

Esquema 82. Separacion de enantiémeros.

257



Capitulo 4

Finalmente, se obtiene el isomero (3R,4R)-70 mediante la
hidrélisis del sustrato (3R,4R)-71 con Na,COs; en una mezcla de
MeOH /H-O0.

4.2.1. Resoluciones de hidroxiarilpirrolidinas y derivados
de las mismas

Aunque la sintesis y resolucion mencionada en el apartado
anterior es la Unica que se ha encontrado descrita hasta el
momento en la bibligrafia, cabe mencionar por la analogia de los
compuestos, la separacion cromatografica descrita por Lin et al..93
Estos autores han conseguido la separacion de ambos
enantiomeros de la N-tert-butoxicarbonil-3-hidroxi-4-arilpirrolidina
(Esquema 83) mediante cromatografia de HPLC quiral utilizando

columnas semipreparativas.

? E hlralpakAD 7 \ / g

Esquema 83. Separacion de enantiomeros mediante HPLC quiral semipreparativo.

4.3. Resoluciones enzimaticas

Hasta el momento, solamente Correia y colaboradores®t han
desarrollado un método enzimatico de resolucién de derivados 3-
hidroxi-4-arilpirrolidinicos (Esquema 84). En este caso, la
resolucion enzimatica se lleva a cabo mediante el proceso de
hidroélisis utilizando la lipasa PS-AK como catalizador, siendo
necesarios 30 dias de reaccion para obtener tanto sustrato como

producto con excelentes excesos enantioméricos.

93 P. Lin, L. Chang, R. J. DeVita, J. R. Young, R. Eid, X. Tong, S. Xheng, R. G. Ball,
N. N. Tsou, G. G. Chicchi, M. M. Kurtz, K.C. Tsao, A. Wheeldon, E. J. Carlson, W.
Eng, H. D. burns, R. J. Hargreaves, S. G. Mills, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17,
5191-5198.

94 R. L. Barreto, M. J. S. Carpes, C. C. Santana, C. R. D. Correia, Tetrahedron:
Asymmetry 2007, 18, 435-442.

258



Antecedentes

Ar,  OAc Ay, OH A, OAc
z’i Lipasa PS-AK y b FS
[Tj tampon fosfato rTj * [Tj
o,
Cbz pH 7, 10% tolueno Cbz Cbz

Ar: B— Naphthyl
Esquema 84. Resolucion enzimatica de derivados de la pirrolidina.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la experiencia
adquirida en este grupo de investigacion en la resolucion de
compuestos heterociclicos funcionalizados con grupos hidroxilo,9s
se decidi6 llevar a cabo la sintesis y resolucion de los derivados
pirrolidinos precursores de los inhibidores de nNOS.

Por otra parte, considerando también la escasez de ejemplos
de resoluciones enzimaticas de alquil o aril-hidroxipirrolidinas, se
amplio el estudio al regioisomero (t)-trans-67 y los distintos
derivados de éste, que se obtienen simultaneamente con los

métodos sintéticos que se acaban de describir.

El método biocatalitico mejoraria considerablemente la eficacia
de la sintesis, evitando la separacion de los diasteroisomeros 71
mediante columnas cromatograficas y podria ser de gran utilidad

para la preparacion de estas moléculas a mayor escala.

95 a) A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 694-
698; b) A. Villar-Barro, R. Brieva, V. Gotor, Bioorg. Med. Chem. 2014, 22, 5563-
5568.
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Teniendo en cuenta el interés de las hidroxialquilpirrolidinas
precursoras de inhibidores de nNOS, y las ventajas que puede
presentar la catalisis enzimatica para la resolucion de las mismas,
como objetivos en este capitulo se han planteado:

e Sintesis y resolucion de los derivados (¥)-trans-1-tert-
butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-
ilmetil}-4-hidroxipirrolidina y (¥)-trans-1-tert-butoxicarbonil-3-{[6-
(tert-butoxicarbonilamino)-4-metilpiridin-2-iljmetil}-4-
hidroxipirrolidina.

e Sintesis y resolucion de los derivados (¥)-cis-1-tert-
butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-
illmetil}-4-hidroxipirrolidina.

e Se ha ampliado el estudio de esta resolucion a los
compuestos ()-trans-1-tert-butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicar-
bonil)amino]-4-metilpiridin-4-il}metil}-4-hidroxipirrolidina, que se
obtienen como producto secundario de la sintesis de sus
regioisomeros. Se plantea el estudio tanto de éste como de su
isomero cis y derivados de los mismos lo que permite tener una
mayor informacion sobre la capacidad de las lipasas utilizadas para
la resolucion de estas estructuras.
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4.4, Sintesis de los sustratos

En primer lugar, siguiendo la metodologia descrita por
Silverman y colaboradores,® se llevo a cabo la sintesis de los
sustratos cuya resolucion enzimatica se va a estudiar en este
capitulo (Esquema 80).

ﬁ
Boc\N N/

Boc
| .
H 63 BuLi N NBoc HN Boc
n-BulLi [
+ 4} | + N N
THF Boc. N7 y L
o -78°C, 4 h ! OH H
53% H o o OH
(70%) (30%)
N (¥)-trans-66 (¥)-trans-67
Boc
65

Esquema 80. Sintesis de los compuestos (t)-trans-66 y (t)-trans-67.

Aunque el objetivo principal de este trabajo es la resoluciéon de
los compuestos (t)-trans-66 y (t)-cis-66 asi como de sus derivados,
al ser obtenido en la sintesis su regioisomero (t)-trans-67 se
estudi6 también su resolucion. Tal como se ha comentado en los
antecedentes, en la bibliografia se describen escasos ejemplos de

resoluciones biocataliticas de estructuras de este tipo.

4.4.1. Sintesis de los ésteres derivados de los sustratos (*)-
trans-66 y (t)-trans-67

Una vez sintetizados los sustratos de partida se llevo a cabo su
acilacion (Esquema 85) mediante un procedimiento habitual con
cloruro de acetilo en CH2Cly, lo que dio lugar a los ésteres (*)-trans-
72 y (t)-trans-73 cuyas reacciones de hidrolisis enzimatica seran

estudiadas posteriormente.
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_Boc
HN Boc
NTX
Boc., * |
/ =
(70%) 30%) O
(*)-trans-66 (*)-trans-67
o) o)
)J\ CH,Cl, )k CHyCl,
Cl |ta.,12h cl |ta.12h
70
DMAP, Et;N | 84% DMAP, EtN |27
.Boc
HN Boc
N N
| _ _
(¥)-trans-72 (*)-trans-73

Esquema 85. Sintesis de los compuestos (*)-trans-72 y (+)-trans-73.

4.4.2. Sintesis de los compuestos (t)-trans-70, (+)-cis-70 y
sus ésteres derivados

Teniendo en cuenta que las estructuras de interés tienen
configuracion cis, y, que como se ha comentado en Ilos
antecedentes, no es posible realizar la inversion de Mitsunobu de
este compuesto debido a la migracion del grupo tert-butoxicarbonilo
en las condiciones de reaccion, se prepar6 el derivado (%)-trans-70
utilizando el proceso descrito por Silverman y colaboradores®a como

se muestra en el Esquema 81 de los antecedentes.

La resolucion el compuesto ()-trans-70, es de gran interés
como posible precursor de los inhibidores. Para el estudio de esta
resoluciéon Dbiocatalitica se sintetizaron también sus ésteres
derivados (Esquema 86) disolviendo el sustrato en CH.Cly, y
esterificandolo con el correspondiente cloruro de acido en presencia
de DMAP y Et3N, dando lugar a los compuestos (t)-trans-74a,b.
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IBoc }300
X N R N
Boc. | = ) ) Boc. I P2
NN NN
H OH

Boc OH
(¥)-trans-66 (¥)-trans-70
i CH,Cl,
R ta,12h

cl
_QE59,
DMAP, Et,N | 90-95%

a R: metil
b R: metoximetil (%)-trans-74a,b

Esquema 86. Sintesis de los compuestos (t)-trans-70 y (t)-trans-74a,b.

Finalmente se realiz6 la sintesis del compuesto (t)-cis-70,
mediante la inversion de Mitsunobu del grupo hidroxilo en su
isomero (i)-trans-70 (Esquema 87). Al compuesto (t)-trans-70
disuelto en THF se le anadio PhsP, pNBA y DIAD. El posterior
tratamiento del crudo obtenido con K,COs disuelto en una mezcla
de MeOH y H;O, dio lugar al compuesto (t)-cis-70 con buen

rendimiento.
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1) PhsP
pNBA, DIAD
THF, t.a., 12
N N / 2) K,CO3,
| z
Boc OH 1\/| ae.’OSHr/\ H0 Boc OH
(¥)-trans-70 73% (£)-cis-70
(0] CH,Cl,
ta.,12h
R™ "Cl | 83-95%
DMAP, Et;N
Boc.
a R: metil

b R: metoximetil

(¥)-cis-74a,b

Esquema 87. Sintesis de los compuestos ()-cis-70 y (+)-cis-74a,b.

Ademas, para el estudio de su resolucion mediante reacciones
de hidroélisis enzimatica, se prepararon los ésteres (t)-cis-74a,b
(Esquema 87), utilizando condiciones analogas a las de los
sustratos (t)-trans-74a,b.

4.4.3. Sintesis de los compuestos (t)-cis-67, (t)-trans-77,
(*)-cis-77 y sus ésteres derivados

Como se ha mencionado previamente, se decidi6 llevar a cabo
el estudio de los isomeros (+)-cis-67 y (%)-trans-67 y sus
consiguientes derivados (Esquema 88).
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_Boc 1) PhgP _Boc
HN Boc pNBA, DIAD HN Boc
NTX N THF, t.a., 12 h NTX N
| 2) K,COs, ) |
MeOH/ H,0
OH ta.,,3h OH
(*)-trans-67 70% (*)-cis-67
o) CH,Cl,
PN ta,12h
Cl 87%
DMAP, Et;N
_Boc
HN IBoc
N
o\(o
(¥)-cis-73

Esquema 88. Sintesis de los compuestos (t)-cis-67 y (t)-cis-73.

En este caso, y a diferencia del compuesto (t)-trans-66, si se
puede realizar la inversion del alcohol, en las condiciones de la
reaccion de Mitsunobu, sin que se observe la migracion del grupo
tert-butoxicarbonilo. De este modo, y bajo las condiciones descritas
en el Esquema 88, se obtuvo el compuesto deseado (t)-cis-67.
Finalmente, se trata con cloruro de acetilo, para formar el
correspondiente éster (*)-cis-73.

Seguidamente, tras una serie de transformaciones analogas
realizadas en el compuesto (f)-trans-66, se obtuvo con elevado
rendimiento el derivado (t)-trans-77 (Esquema 89). El cual, por
tratamiento con el cloruro de acetilo correspondiente, dio lugar al
compuesto (t)-trans-78.
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.Boc .Boc Boc.  .Boc
HN Boc HN Boc N Boc
[ TBDMSCI [ Boc,O {
NTX N > N N 2 ) NTX N
~ e " A~ owe T Ao
OH ta.,12h OTBDMS ta., 48 h OTBDMS

93% 95%

(¥)-trans-67 (¥)-trans-75 (¥)-trans-76

THF
TBAF | ta, 1h

100%
B B 0
oc. , .boC
N Boc )J\CI Boc\N,Boc
N N' Boc
N| DMAP, Et;N NN N
= s ( CH,Cl, |
o0.P° ta., 12h
\f 90% OH

(*)-trans-78 (*)-trans-77

Esquema 89. Sintesis de los compuestos (t)-trans-77 y (t)-trans-78.

Por 1ltimo, se sintetiz6 mediante las condiciones de
Mitsunobu ya descritas el compuesto (%)-cis-77 (Esquema 90), el

cual se esterifico para obtener el derivado (t)-cis-78.

Boc.. .Boc

N~ 1) PhsP Boc. .Boc
Boc  NBA, DIAD N Boc
N X N THF, ta., 12 h N7 N
A e | e
1 N X
OH ta.,3h OH
(¥)-trans-77 70% (¥)-cis-T7
0 CH,Cl,
ta.12h
C 1 s7%
DMAP, Et;N
Boc.,  .Boc
N (BOC
N
o\(o
(*)-cis-78

Esquema 90. Sintesis de los compuestos (+)-cis-77 y (*)-cis-78.
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4.5. Resoluciones enzimaticas de las hidroxi-

pirrolidinas sintetizadas

Una vez finalizada la sintesis de todos los sustratos propuestos
se procedio al estudio de su resoluciéon enzimatica mediante
procesos de hidrélisis o de acilacion. Las lipasas que se han
probado han sido la CAL-A, CAL-B, AK y PSL-IM, aunque en las
tablas que se exponen a lo largo del capitulo solo se han incluido
los resultados mas representativos para cada sustrato.

En este punto cabe mencionar que la existencia de 2 tipos de
lipasa CAL-A se debe a la reciente aparicion en el mercado de una
nueva preparacion de la misma, siendo proporcionada en este caso
por la casa Chiralvision, la cual difiere en actividad con la ya
existente, como se podra apreciar a lo largo de este capitulo.

El uso de la ultima lipasa adquirida sera representado a lo
largo del capitulo como CAL-A* con el objetivo de diferenciarla de la
ya utilizada a lo largo de toda la memoria (CAL-A de Codexis).

Con el objetivo de llevar un seguimiento de las reacciones asi
como de calcular los excesos enantioméricos de sustrato y
producto, se optimizaron las condiciones para el analisis de los
enantiomeros mediante la técnica de HPLC quiral, siendo este
mismo procedimiento el utilizado para todos los sustratos que se
estudiaran a lo largo de este capitulo.

4.5.1. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-trans-72 y
sus derivados

Se comenzé con el estudio del compuesto (%)-trans-72

(Esquema 91).
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}300 Boc
A N ]
B | Lipasas + | = N
oC. = N N : .
NgY { 'BuOMe/ H,0 b 5 BN
H o %O 30°C Oj/ |l| OH
(¥)-trans-72 (3R,48)-72 (3R,4S)-66

Esquema 91. Hidrélisis enzimatica del compuesto (*)-trans-72.

En este caso la hidroélisis enzimatica se llevo a cabo utilizando
10 equivalentes de H2O en BuOMe a 30 °C (Tabla 11).

Tabla 11. Hidrolisis enzimatica del compuesto (t)-trans-72 en ‘BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa t (dias) ees? (%) eep? (%) ct (%) Ec
1 CAL-A 2 60 72 45 11
2 CAL-A* 3 16 81 16 11
3 CAL-B 3 - -—- trazas -—-
4 AK 3 - -—- trazas -—-

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-g(1+ ees)].32

Utilizando la lipasa CAL-A como catalizador (entrada 1), tras 2
dias de reaccion se alcanz6 un 45% de conversion, sin embargo, la
enantioselectividad no fue elevada. Al tratarse de la lipasa CAL-A*
(entrada 2), la enantioselectividad observada fue semejante aunque
la enzima muestra menos actividad frente a este sustrato y tras 3
dias de reaccién, la conversion solamente alcanzé el 16%. Por
ultimo, en las reacciones biocatalizadas por las lipasas CAL-B y AK
(entradas 3 y 4), tras 3 dias de reaccién solamente se observaron

trazas del producto.

A continuacion, se llevaron a cabo las reacciones de acilacion

enzimatica del sustrato ()-trans-66 (Esquema 92).
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Boc )J\O/\
X
| L|pasas . Boc\ Q
BOC\N N/ / d|solvente {

b Sn 30°C

(#)-trans-66 (35,4R)-66 (3s,4R)-72

Esquema 92. Acilacién enzimatica del compuesto (t)-trans-66.

Inicialmente se probaron las condiciones habituales en este
tipo de reacciones, 5 equivalentes de acetato de vinilo como agente
de acilacion y ‘BuOMe como disolvente manteniendo la agitacion a
30 °C.

Tabla 12. Acilacion enzimatica del compuesto (*)-trans-66 en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa disolvente (t dias) ;Zs)“ (eo/e:;a (‘f;o) Ex

1 CAL-A BuOMe 8h 64 74 46 12

2 CAL-A* BuOMe 1h 89 78 53 24

3 AK BuOMe 4 8 >99 7 >200
4 CAL-B BuOMe 4 27 87 24 19

5 CAL-B AcOVin 3 13 >99 12 >200
6 CAL-A AcOVin 8h 11 12 50 1

7 AK AcOVin 3 S 31 1 2

8 CAL-B Tolueno 4 6 >99 7 >200
9 CAL-A Tolueno 8h 36 76 32 10

10 AK Tolueno 3 2 >99 2 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/ (ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].32

Bajo estas condiciones, con la lipasa CAL-A tras 8 horas de
reaccion (entrada 1) se alcanzo6 una conversion cercana al 50% con
una baja enantioselectividad. La reaccién biocatalizada por la lipasa
CAL-A* (entrada 2), en solo 1 hora super6 ligeramente el 50% de
conversion mostrando una enantioselectividad moderada. La lipasa
AK (entrada 3) muestra muy baja actividad a pesar de tener una
enantioselectividad aparentemente alta. Por ultimo, la lipasa CAL-B
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(entrada 4) es mas lenta que las lipasas CAL-A y presenta una

enantioselectividad moderada.

Teniendo en cuenta estos resultados, con el objetivo de
mejorar tanto la enantioselectividad como la velocidad de los
procesos, se realizo un estudio de la influencia de los disolventes
con estos mismos biocatalizadores. Sin embargo, tanto el uso de
acetato de vinilo como de tolueno (entradas 5-10) no mejoraron en
ningun caso los resultados obtenidos previamente con el tBuOMe.

4.5.2. Resolucion enzimatica del sustrato (i)-trans-70 y

sus derivados

En primer lugar, se estudio la resolucion cinética de hidrélisis
de los sustratos ()-trans-74a,b (Esquema 93).

]300 }30c
X N X N Boc
Boc.. | _ Lipasas Boc.. | _ | X N
'T‘ N E ) 'T‘ N . ¥ Boc Pz -
Boc O BuOMe / Hzo Boc E) N N W
O 30ec O Boc OH
R R
a R: metil
b R: metoximetil
(¥)-trans-74a,b (3R,4S)-74a (3R,4S)-70
(3S,4R)-74b

Esquema 93. Hidrélisis enzimatica de los compuestos (+)-trans-16a,b.

Inicialmente se llevo a cabo la reaccion de hidrélisis enzimatica
con el sustrato (t)-trans-74a (Tabla 13). Para ello, se utilizaron 10
equivalentes de H.O y BuOMe como disolvente manteniendo la

agitacion orbital a 30 °C.

La lipasa CAL-A (entrada 1) tras 4 dias de reaccion, alcanzé un
19% de conversion y una enantioselectividad moderada, mientras
que, la lipasa CAL-A* (entrada 2) mostré mayor conversion pero
menos enantioselectividad en el mismo periodo de tiempo. Tanto la
lipasa CAL-B como la AK (entradas 3 y 4) apenas mostraron

actividad en el mismo periodo de tiempo.
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Tabla 13. Hidrélisis enzimatica de los compuestos (t)-trans-74a,b, en BuOMe a
30 °C.

Entrada Sustrato Lipasa ( di:ns) 7;: ; 7;: )a cb (%) Ec
1 (x)-trans-74a  CAL-A 4 22 95 19 48
2 (t)-trans-74a  CAL-A* 4 49 65 43 8
3 (t)-trans-74a  CAL-B 4 -—- - trazas -
4 (¥)-trans-74a AK 4 -—- - trazas ---
5d (x)-trans-74a  CAL-A 23 h 88 86 50 39

6d (x)-trans-74a  CAL-A* 7 19 93 18 34
7e (x)-trans-74a  CAL-A* 10h 29 44 40 3
8 (¥)-trans-74b  CAL-A 1 >99 76 56 48
(£)-trans-74b  CAL-A* 9h 40 57 41 5
10 (x)-trans-74b  CAL-B 4 -—- -—- trazas -—-
11 (*)-trans-74b AK 4 --- -—- trazas ---

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). ¢ E = In[(1-0(1- ees)]/In[(1-¢(1+ ees)].32 d reaccion a
45 °C. e reaccion a 60 °C.

Teniendo en cuenta estos resultados, se intenté mejorar la

conversion obtenida elevando la temperatura de reaccion a 45 °C.

En estas condiciones, la reaccion catalizada por la CAL-A
(entrada 5) tras 23 horas de reaccion alcanzé una conversion del
50%, sin embargo, la enantioselectividad decrecié respecto a la
reaccion a 30 °C. Al llevarse a cabo la reaccion con la lipasa CAL-A*
(entrada 6), tras 7 dias de reaccion se alcanz6 un elevado exceso
enantiomérico de producto, sin embargo, la enantioselectividad fue
moderada. Al llevar a cabo la reaccion catalizada por la lipasa CAL-
A* a 60 °C (entrada 7), se observo un incremento de la velocidad de
la reaccion, puesto que, tras 10 horas se alcanzé un 40% de
conversion, sin embargo, la enantioselectividad decrecié respecto a
la obtenida tanto a 30 °C como a 45 °C.

En vista de los resultados obtenidos se decidi6é utilizar como
sustrato en la hidrolisis enzimatica un éster mas activado, siendo el
derivado (t)-trans-74b el elegido.
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Efectivamente, con dos de las lipasas probadas se incremento
la velocidad de reaccion. La lipasa CAL-A (entrada 8) tras 1 dia de
reaccion alcanzoé el 56% de conversion, lograndose asi un excelente
exceso enantiomérico de sustrato. Bajo estas mismas condiciones,
con la lipasa CAL-A* (entrada 9), tras 9 horas de reaccion, se
alcanzo una conversion del 41% con baja enantioselectividad. Tanto
la lipasa CAL-B como la AK (entradas 10 y 11) mostraron también
con este sustrato una actividad catalitica muy baja, obteniéndose
solamente trazas del producto deseado tras 4 dias de reaccion.

Una vez estudiada la hidroélisis enzimatica se procedio al
estudio de los procesos de acilacion enzimatica del sustrato (f)-
trans-70 (Esquema 94).

O
Boc

Boc )]\O/\ Boc N N

| ~ N Lipasas | N N , Boc | _ Q
4} N7 N

BOC‘N N/ 7 disolvente BOC\N N/ / I o
: OH 30°C : OH Boc 0

Boc Boc \V\

(*)-trans-70 (3S,4R)-70 (3S,4R)-74a

Esquema 94. Acilacion enzimatica del compuesto (+)-trans-70.

En la reacciéon de acilaciéon enzimatica se utilizaron las
diferentes lipasas, 5 equivalentes de acetato de vinilo y ‘BuOMe a
30 °C como disolvente (Tabla 14).

Bajo estas condiciones, se observo que tras sé6lo 3 horas la
reaccion catalizada por la lipasa CAL-A* (entrada 1) alcanz6 el 35%
de conversion con una enantioselectividad moderada. Estos
resultados fueron mejores que los obtenidos en el caso de la lipasa
CAL-A (entrada 2), puesto que fue necesario 1 dia de reaccion para
alcanzar el 50% de conversion y la enantioselectividad fue inferior.
Con las lipasas CAL-B y la AK (entradas 3 y 4) tras 3 dias de

reaccion se obtuvieron conversiones muy bajas.
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Tabla 14. Acilacion enzimatica del compuesto (t)-trans-70, en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa disolvente (t dias) (eo/e;)s)a (eo/e:;a ct (%) E°

1 CAL-A* BuOMe 3h 46 84 35 18

2 CAL-A BuOMe 1 73 73 50 14

3 CAL-B BuOMe 3 31 51 38 4

4 AK BuOMe 3 22 87 20 18

S CAL-A*  AcOVin 3.5h >99 93 52 >200
6 CAL-A AcOVin 3 43 76 36 11

7 CAL-B AcOVin 3 —- -—- trazas ---

8 AK AcOVin 3 -—- -—- trazas ---

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). © E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d)(1+ ees)].32

La influencia del disolvente se probo utilizando acetato de
vinilo no solo como agente de acilacion sino también como
disolvente. En estas condiciones, la lipasa CAL-A* (entrada 5J5)
muestra una elevada enantioselectividad tras 3.5 horas de reaccion
obteniéndose el enantiomero (3S,4R)-70 del sustrato remanente y el
producto (3S,4R)-74a con un elevado exceso enantiomérico. La
reaccion catalizada por la lipasa CAL-A (entrada 6) bajo las mismas
condiciones mostré, una enantioselectividad baja y una velocidad
moderada, tras 3 dias de reaccion, alcanzando una conversion del
36%. Con las lipasas CAL-B y AK (entradas 7 y 8) se observaron
solamente trazas del producto tras el mismo periodo de tiempo.

4.5.3. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-cis-70 y sus

derivados

En primer lugar, se estudio la reaccion de hidroélisis enzimatica
del sustrato (*)-cis-74a (Esquema 95).
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Boc. | NP ‘BuOMe / H,0
|
Boc Oy\o 45 °C
(¥)-cis-74a

Esquema 95. Hidrolisis enzimatica del compuesto (*)-cis-74a.

Las reacciones enzimaticas se realizaron con 10 equivalentes
de H2O y BuOMe como disolvente. Sin embargo, tras 3 dias de
reaccion, no se observo producto con ninguna de las lipasas
utilizadas para el proceso, incluso llevando a cabo la biocatalisis a
una temperatura de 45 °C.

Teniendo en cuenta estos resultados, se probaron inicialmente

las mismas condiciones de reaccion con el éster (t)-cis-74b
(Esquema 96).

Boc IBoc
AN N
. Boc.. | pZ
Lipasas 'Tl N A % .
Boc O Boc O
0 ‘BuOMe / H,O 0
45°C
(@) (@)
\ \
(¥)-cis-74b (3R,4R)-74b (35,45)-70

Esquema 96. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-cis-74b.

Los mejores resultados obtenidos para este proceso se
muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-cis-74b, en ‘BuOMe a 45 °C.

Entrada Lipasa t (dias) 7;: ; T;: ; c® (%) Ec
1 AK 10 40 >99 29 >200
2 CAL-A* 10 38 >99 28 >200
3 CAL-B 10 14 >99 12 >200
4 CAL-A 10 -—- -—- trazas -—-
5d CAL-A* 1 77 71 52 14
64d CAL-A 2 22 27 45 2
74d AK 1 67 81 45 18

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. P ¢ = ees/(eesteep). ¢ E = In[(1-¢(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].32 d reaccion en
tampo6n fosfato 50 mM a pH 7.5.

Bajo las condiciones iniciales, las lipasas AK y CAL-A*
(entradas 1 y 2) alcanzaron un 29% de conversion tras 10 dias de
reaccion, observandose una enantioselectividad muy elevada. Con
la lipasa CAL-B (entrada 3), al igual que en los casos anteriores, se
observd una enantioselectividad elevada pero la conversion
alcanzada fue menor. En el caso de la lipasa CAL-A (entrada 4) solo

se observaron trazas de producto.

Para intentar mejorar la conversion, se usé tampon fosfato
S0mM a pH 7.5 como medio de reaccion y BuOMe como
cosolvente. En este caso, se alcanzdé una conversion del 52%
(entrada 5) tras 1 dia de reaccion con la lipasa CAL-A*, sin embargo
la enantioselectividad fue mucho menor que la obtenida en tBuOMe.
Mas drastico aun fue el descenso de la enantioselectividad en la
reaccion catalizada por la lipasa CAL-A (entrada 6) en estas
condiciones, aunque, tras 2 dias de reacciéon se alcanz6 un 45% de
conversion. Por ultimo, la reaccién catalizada por la lipasa AK
(entrada 7), tras 1 dia de reaccion obtuvo una buena conversion

pero la enantioselectividad no alcanzé los niveles deseados.

Finalmente se llevd a cabo la reaccion de acilacion enzimatica

del compuesto ()-cis-70 (Esquema 97).
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O
Boc )J\o/\
N Lipasas )
BOC\N disolvente
Boc OH 30°C
(%)-cis-70

Esquema 97. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-cis-70.

Para ello, se dispuso de diferentes tipos de lipasas, 5
equivalentes de acetato de vinilo como agente de acilacion y ‘BuOMe

como disolvente, manteniendo la agitacion orbital a 30 °C.

En estas condiciones y tras 3 dias de reaccion, no se observo
actividad catalitica en ninguno de los casos. Teniendo en cuenta
estos resultados, se decidi6 prescindir del ‘BuOMe y utilizar el
acetato de vinilo como disolvente, sin embargo tampoco se observo
producto de reaccion.

4.5.4. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-trans-67 y
sus derivados

Finalmente, puesto que en la sintesis inicial del derivado (%)-
trans-66 se forma también, aunque en menor proporcion, su
regioisomero (t)-trans-67, se estudié su resolucion asi como la de
sus derivados.

En primer lugar se realiz6 la hidrolisis enzimatica del sustrato
(*)-trans-73 (Esquema 98).

NHBoc B NHBoc B
poc poc NHBoc
NTX N . N N Boc

| Lipasas | . N7 N

/ / + I *

. 'BuOMe/ % /.
0-C  tampén, 50 mM 0-° 5H
Q( pH 7.5, 30 °C ﬁ/
E=4
(*)-trans-73 (+)-trans-73 (-)-trans-67

Esquema 98. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-trans-73.
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Para ello se utilizaron dos condiciones diferentes: BuOMe con
10 equivalentes de H.O o bien tampon fosfato SO0 mM a pH 7.5
siendo el I BuOMe el cosolvente de la reaccion.

En el primer caso no se observo reaccion con ninguna de las
enzimas probadas, mientras que cuando se utiliza tampon fosfato
se observd reaccion con las lipasas CAL-A y AK se produjo catalisis,
pero con una enantioselectividad muy baja (E = 4).

Seguidamente, se llevdo a cabo el proceso de acilacion
enzimatica del sustrato (t)-trans-67 (Esquema 99).

O

NHBoc
Boc
NHBoc Boc )J\O/\ NHBoc Boc NEN N
N| X N Lipasas l N| X N N | P L
= /" 'BuOMe, 30 °C FNSY, o
z z 0
OH OH %(
(¥)-trans-67 (+)-trans-67 (-)-trans-73

Esquema 99. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-trans-67.

Para ello se utilizaron las lipasas habituales, 5 equivalentes de
acetato de vinilo como agente de acilacion y tBuOMe como

disolvente manteniendo la agitacion orbital a 30 °C (Tabla 16).

Tabla 16. Acilacion enzimatica del compuesto (+)-trans-67 en BuOMe a 30 °C.

ees? eep? cb

Entrada Lipasa t (dias) (%) (%) (%) E
1 CAL-A 2 91 655 24
2 CAL-B 5 25 93 22 35
44 AK 4 91 99 48 >200
5e CAL-B 3 81 86 48 34

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eer) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢(1- ees)]/In[(1-0)(1+ ees)].32 4 10 eq.AcOvin. ¢
20 eq. AcOvin.

En las condiciones probadas inicialmente, la lipasa AK
(entrada 3), mostréo una elevada enantioselectividad, lograndose

obtener el producto enantiopuro con una baja conversion tras 5
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dias de reaccion. Con las lipasas CAL-A y CAL-B (entrada 1 y 2), la
enantioselectividad fue moderada, aunque en el caso de la
biocatalisis producida por la lipasa CAL-A (entrada 1), tras 2 dias de
reaccion, se pudo obtener el sustrato altamente enantioenriquecido.

Teniendo en cuenta la elevada selectividad del proceso
catalizado por la AK, se intent6é incrementar la conversion mediante
un aumento de la concentracion del agente de acilacion. Al utilizar
10 equivalentes de acetato de vinilo (entrada 4), tras 4 dias de
reaccion, alcanzé una conversion practicamente del 50%
manteniéndose la elevada enantioselectividad.

Aunque la enantioselectividad obtenida inicialmente por la
reaccion catalizada por la lipasa CAL-B es mas baja, se probo
también el efecto del aumento de la cantidad del agente de acilacion
alcanzando hasta 20 equivalentes. A pesar de que en estas
condiciones se logré alcanzar una conversion cercana al 50% en 3
dias de reaccion, la enantioselectividad se mantuvo con un valor
moderado de E = 34.

Para este sustrato también se llevaron a cabo pruebas con
diferentes disolventes como fueron el dioxano y el acetato de vinilo,
que no mejoraron en ningdn caso los resultados obtenidos con la
lipasa AK en las condiciones indicadas en la entrada 4, por lo que

no se han incluido en la tabla.

4.5.5. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-cis-67 y sus
derivados

En primer lugar se llevd a cabo la hidroélisis enzimatica del

sustrato (t)-cis-73 (Esquema 100).
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Boc NHBoc
NTX N IBoc
| AK NTX N
- s . N
tampon / dioxano N
0 ° 30°C "
s\/ c=57,E=35
665> 99 ee,= 75
(¥)-cis-73 (-)-cis-73 (+)-cis-67

Esquema 100. Hidrélisis enzimatica del compuesto (+)-cis-73.

La hidrolisis se llevo a cabo con 10 equivalentes de H2O y
tBuOMe como disolvente a 30 °C. Tras 4 dias de reaccion solamente
se apreciaron trazas del producto deseado, por lo que, se decidio
utilizar otros disolventes en la catalisis. Sin embargo, el uso de
tolueno, dioxano y CH3CN no conllevé a mejoras apreciables y tras
el mismo periodo de tiempo tampoco se observé producto.

Se llevaron a cabo varias reacciones utilizando tampon fosfato
S50 mM a pH 7.5 como disolvente y dioxano y/o BuOMe como
cosolvente con el fin de mejorar la catalisis. En este caso, al tratarse
de la reaccion catalizada por la lipasa AK, si se observo producto de
reaccion aunque la enantioselectividad fue moderada (Esquema
100).

Finalmente, se estudio la acilacion enzimatica del sustrato (£)-
cis-67 (Esquema 101).

O

NHBoc Boc AO/\
NTX N Lipasas
| ’
‘BuOMe, 30 °C
OH

(¥)-cis-67 (-)-cis-67 (+)-cis-73

Esquema 101. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-cis-67.

Las condiciones probadas inicialmente fueron 10 equivalentes
de acetato de vinilo y ‘BuOMe como disolvente a 30 °C (Tabla 17).
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Tabla 17. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-cis-67 a 30 °C.

Entrada Lipasa disolvente ( di:ns) 7:;: ; T;: ; ct (%) Ec
1 CAL-B BuOMe 3 58 53 52 5
2 AK BuOMe 3 - -—- trazas -—-
3 CAL-B dioxano 3 29 >99 23 >200
4 CAL-B CH3CN 3 17 >99 15 >200
S CAL-B AcOVin 3 38 >99 28 >200
6d CAL-B AcOVin S >09 >99 50 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].32 d Reaccion llevada
a cabo a 45 °C.

En estas condiciones, la reaccion catalizada por CAL-B
(entrada 1) en BuOMe, alcanzoé tras 3 dias de reacciéon una
conversion del 50%, pero la enantioselectividad fue baja. Al utilizar
la lipasa AK como catalizador (entrada 2), solo se detectaron trazas

de producto.

Para mejorar estos resultados se probaron varios disolventes
con los que se logré mejorar en algunos casos la catalisis con CAL-
B. Al utilizar como disolvente dioxano (entrada 3), CH3CN (entrada
4) o bien acetato de vinilo (entrada 5), tras 3 dias de reaccion, se
obtiene una enantioselectividad muy alta pero la conversion solo
alcanza el 28%. Teniendo en cuenta este resultado, se incremento6 la
temperatura de este proceso a 45 °C, y, tras 5 dias de reacciéon
(entrada 6), se observé un 50% de conversion y una alta
enantioselectividad, lo que permitié6 obtener oOpticamente puros
tanto el sustrato como el producto.

4.5.6. Resolucion enzimatica del sustrato (i)-trans-77 y
sus derivados

En primer lugar, se llevo a cabo la reaccion de hidrolisis
enzimatica del compuesto (t)-trans-78 (Esquema 102), utilizando

para ello 10 equivalentes de H.O y BuOMe a 30 °C como disolvente.
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Boc., .Boc Boc., .Boc
N Boc Boc Boc\N,Boc
N™ X Nl . N™ X N/ /BOC
| Lipasas | AN N
_ . B
‘BuOMe/ H,0 B = -
O 0 L
OQ( 30°C O\V\ OH

(¥)-trans-78 (+)-trans-78 (-)-trans-77

Esquema 102. Hidrolisis enzimatica del compuesto (+)-trans-78.

Bajo estas condiciones las lipasas CAL-A (entradas 1 y 2)
catalizaron la reaccion pero con baja enantioselectividad, mientras
que, tanto la lipasa CAL-B como la AK (entradas 3 y 4) solamente

dieron lugar a trazas del producto deseado.

Tabla 18. Hidrdlisis enzimatica del compuesto (t)-trans-78 en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa t (dias) 7;: )a T;: ; cb (%) Ec
1 CAL-A 4 1 1 53 1
2 CAL-A* 4 38 57 40 5
3 CAL-B 4 -—- - trazas -—-
4 AK 4 -—- --- trazas -—-

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/ (ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-¢)(1+ ees)].32

Al igual que para los sustratos anteriores, también se llevd a

cabo la reaccion de acilacion enzimatica (Esquema 103).

O
Boc\N,Boc Boc\ Boc
}300
N N Llpasas )\)j\):)
| ,
= / ‘BuOMe 'o
on 30
(¥)-trans-77 (+)-trans-77 (-)-trans-78

Esquema 103. Acilacion enzimatica del compuesto (t)-trans-77.

Para estas biotransformaciones se utilizaron, acetato de vinilo
como agente de acilacion y ‘BuOMe a 30 °C como disolvente (Tabla
19).
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Tabla 19. Acilacién enzimatica del compuesto (t)-trans-77 en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa t (dias) 7:;: ; 7;: ; cb (%) Ec
1 CAL-A* 2 65 >99 40 >200
2 CAL-A 4 28 >99 22 >200
3 CAL-B 7 30 44 40 3
4 AK 7 49 61 44 7

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(ees+eep). ¢ E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d(1+ ees)].32

En la reaccion catalizada por la lipasa CAL-A* (entrada 1), se
consiguié una excelente enantioselectividad y una conversion del
40% tras 2 dias de reaccion. La lipasa CAL-A (entrada 2) permitio
obtener una enantioselectividad muy elevada con una conversion
tras 4 dias de reaccion del 22% sin observarse un aumento de la
misma en tiempos mas prolongados. Las reacciones catalizadas
tanto por CAL-B como por AK (entradas 3 y 4) fueron necesarios 7
dias para alcanzar una conversion de apenas el 40% con baja
enantioselectividad.

4.5.7. Resolucion enzimatica del sustrato (t)-cis-77 y sus
derivados

En primer lugar, se llevo a cabo el estudio de la reaccion de

hidroélisis enzimatica del compuesto (+)-cis-78 (Esquema 104).

Boc., .Boc
N }300
N N
N CALA

=
‘BuOMe/ H,0
o}

(@) 30 °C, 4 dias (@) OH
\V\ ¢ =33, E>200 Q(
eeg=49 ee, > 99
(¥)-cis-78 (+)-cis-78 (+)-cis-77

Esquema 104. Hidrélisis enzimatica del compuesto (t)-cis-78.

Cuando se llevé a cabo la catalisis con 10 equivalentes de H2O,
tBuOMe como disolvente a 30 °C, la lipasa CAL-A, tras 4 dias de
reaccion alcanzo el 33% de conversion dando lugar al producto
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enantiopuro y a una enantioselectividad mayor de 200 (Esquema
104).

Finalmente, se llevd a cabo el proceso de acilacion enzimatica
del sustrato (t)-cis-77 (Esquema 105).

(6]
Boc. .Boc
\ Boc )J\O/\
NTX N Lipasas ,
| _ ‘BuOMe
30°C
(*)-cis-77 (-)-cis-77 (-)-cis-78

Esquema 105. Acilacién enzimatica del compuesto (+)-cis-77.

Las acilaciones enzimaticas se llevaron a cabo en acetato de
vinilo como agente de acilacion y BuOMe como disolvente a 30 °C,
como se ha sido habitual en los casos anteriores.

Tabla 20. Acilacion enzimatica del compuesto (*)-cis-77 en BuOMe a 30 °C.

Entrada Lipasa t (dias) T;: ; T;: ; (;: ) Ec
1 CAL-B 3 75 >99 43  >200
2 CAL-A* 3 36 >99 27  >200
3 CAL-A 3 13 >99 11 >200

a Excesos enantioméricos de sustrato (ees) y de producto (eep) determinados por
HPLC. b ¢ = ees/(eesteep). © E = In[(1-¢)(1- ees)]/In[(1-d(1+ ees)].32

Con la lipasa CAL-B (entrada 1) como catalizador, se observa
una excelente enantioselectividad y conversion cercana al 50% tras
3 dias de reaccion. Una vez mas se observa una gran diferencia
entre las lipasas CAL-A (entradas 2 y 3).

4.6. Resumen de las condiciones de reaccion mas
favorables

Para tener una vision conjunta de los resultados obtenidos,

dado el numero de sustratos que se han estudiado, se han
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seleccionado los procesos mas favorables en cada caso y se
relacionan a continuacion:

Boc
Boc Boc SN N
CAL-A* Boc. | pZ
) Boc.. + ’T‘ N A
: Boc o 5/\0

Boc.
oc 'T‘ N o

Boc OH )J\O/\
30°C,3.5h, -
c=52 E > 200 eeg > 99 ee, =93

(*)-trans-70 ' (3S,4R)-70 (3R,4S)-74a
/Boc
‘ X N
AK Boc\,Tl N/ o /
‘BuOMe / H,0 Boc o °
45 °C, 10 dias, T
c=29, E>200 O\
ees =40 ee, > 99
(#)-cis-74b (3R,4R)-74b (35,4S)-70
o}
NHBoc gy )J\o/\\ NHBoc
N| X N AK N| A
& /" 'BuOMe, 30°C, NS
OH c=48, E>200
eeg =91 ee, > 99
(*)-trans-67 (+)-trans-67 (-)-trans-73

o)
NHBoc g )ko A

N N CAL-B
| = AcOVin, 45 °C,
OH 5 dias,
¢ =50 E>200
eeg > 99 ee, > 99
(*)-cis-67 (-)-cis-67 (+)-cis-73
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(0] Boc . N Boc
Boc. . .Boc Boc
N Boc )J\o/\ N
/ NTX
N N CAL-A* |
| = B
= ‘BuOMe O*
2 30 °C, 2 dias, H o)
OH  ;=40E> 200 OH *(
eeg= 65 ee, > 99
(¥)-trans-77 (+)-trans-77 (-)-trans-78
Boc., .Boc
N Boc Boc\N .Boc
{ Boc
NTX /
| P CAL-A N N
‘BuOMe/ H,0 l Pz E)
O i * :=_*
O% 30 °C, 4 dias OH
¢ =33, E>200
eegs=49 ee,> 99
(*)-cis-78 (+)-cis-78 (+)-cis-77

Al analizar estos resultados se concluye que es posible resolver
cada uno de los sustratos mediante la seleccion del catalizador mas

adecuado y de las condiciones de reaccion.

Ademas, se ha constatado la influencia de la estructura del
sustrato en la catalisis enzimatica. Cabe destacar el hecho de que
variaciones estructurales en posiciones alejadas del centro en el que
tiene lugar la catalisis, como la presencia de uno o dos grupos tert-
butoxicarbonilo sobre el grupo amino que sustituye al anillo de
piridina, sean determinantes en el resultado del proceso

dependiendo de la lipasa utilizada como catalizador.

4.7. Asignacion de la configuracion

La determinacion de la configuracion de los compuestos
enantiopuros obtenidos en las reacciones enzimaticas se lleva a
cabo mediante una serie de transformaciones, comparando el
producto final obtenido con el descrito previamente en la
bibliografia.90a
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4.7.1. Asignacion de la configuracion del derivado (+)-

oC }300
) O
: . Boc\,}l N/ \Q
Boc OH

trans-70

CAL-A
‘BuOMe / H,0
30°C, 1dia,
c=58,E=48
ees > 99% ee, =76%
(%)-trans-74b (3S,4R)-(+)-74b (3R,4S)~(-)-70

K,CO, | MeOH/ H,O
ta,3h
100%

1) PhsP
PNBA, DIAD

(THF, ta.,12h
Boc..
|

2) K,COg3,
! OH MeOH/ H,O
ta,3h

75%

(3S,4S)-(+)-70 (3S,4R)-(+)-70

Esquema 106. Confirmacién de la configuracion del compuesto (3S,4R)-74b.

En primer lugar, el sustrato enantiopuro remanente (3S,4R)-
74b obtenido en la hidrolisis catalizada por la lipasa CAL-A, se
hidroliza con KoCO3 en una mezcla de MeOH y H,O, dando lugar al
compuesto (3S,4R)-70. La inversion del hidroxilo de este derivado
de configuracion trans, se consigue mediante una reaccion de
Mitsunobu, obteniéndose, sin perder enantiopureza, el compuesto
(3S,48)-70, siendo éste el enantiomero opuesto al descrito

previamente en la bibliografia.

292



Resultados y discusion

Boc
Boc Boc AN N
N * N
B CALA" ) B \ Boo.,, | - Q
Boc\N N/ y o Boc\N N/ / é 3
| Z oC 0
)J\o/\ OH %

2 |
Boc OH Boc
30°C, 3.5h,

(¥)-trans-70 c=48 E > 200

(3S,4R)~(+)-70 (3S,4R)~(-)-74a

eeg > 99% eep=93%

1) PhsP | 2) KoCOs,
PNBA, DIAD | MeOH/ H,0

THF, ta., 12h | ta,3h
75%

(3S,4S)-(+)-70

Esquema 107. Confirmacion de la configuracién del compuesto (3S,4R)-70.

Del mismo modo, se llevdo a cabo la asignacion de la
configuracion obtenida en la reaccion de acilacion enzimatica
utilizando la lipasa CAL-A* como catalizador (Esquema 107), en la
cual, al sustrato remante enantipuro se le hizo reaccionar bajo las
condiciones de reaccion de Mitsunobu, obteniéndose la inversion
del grupo hidroxilo. El compuesto obtenido fue comparado mediante
la medida de la desviacion optica y mediante los tiempos de
retencion previamente descritos en la bibliografia®0a mediante HPLC
quiral, tras lo cual se concluy6 que su configuracion absoluta era
(3S,4S)-70.

4.7.2. Asignacion de la configuracion del derivado (%)-
trans-66

El producto de la reaccion de acilacion enzimatica (3S,4R)-72
(Esquema 108) se hace reaccionar con ditert-butildicarbonato en
THF con el fin de obtener el compuesto (3S,4R)-74a. La
configuracion absoluta de este derivado se asigna por comparacion
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con el compuesto (3S,4R)-74a obtenido como producto de la
acilacion enzimatica del (f)-trans-70 cuya asignacion se explico en
el apartado anterior.

(0]
Boc
Boc )J\O/\ Boc fj\ N
CAL-B , + Boc\,Tl N/ \Q
H 0 j/O

‘BuOMe N {
30 °C, 4 dias H OH
c=24,E=19
(*)-trans-66 (3S,4R)-(+)-66 (3S,4R)-(-)-72
ees =27% ee, = 87%
Boc,0O | THF

DMAP |ta., 48 h
95%

IBoc
) O
Boc. -
NN Q
Boc Oy\o

(3S,4R)-74a

Esquema 108. Confirmaciéon de la configuracion del compuesto (3S,4R)-66.
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En este capitulo se ha logrado la resolucion de segmentos
pirrolidinicos que forman parte de la estructura de inhibidores de
oxido nitrico sintasa.

El mejor resultado para esta resolucion se ha obtenido
mediante la reaccion de acilacion enzimatica de 1-tert-
butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-
ilmetil}-4-hidroxipirrolidina catalizada por CAL-A*, mediante la cual
ambos enantiomeros se pueden obtener de forma enantiopura y con
buen rendimiento.

La resolucion de estereoisomero de configuracion cis se logra
mediante la hidrolisis de 1-tert-butoxicarbonil-3-{6-[bis(tert-
butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-iljmetil}-4-metoxiacetoxi-
pirrolidina.

El estudio de la resoluciéon enzimatica se ha ampliado a
estructuras analogas en las que el metileno esta unido a la posicion
4 de piridina y que presentan diferente sustitucion en este anillo
aromatico, lo que ha permitido constatar la influencia de la
estructura del sustrato en el resultado de los procesos
biocataliticos.
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4.8. General

Los reactivos, disolventes y técnicas de analisis han sido
detalladas en la parte experimental del primer capitulo con las

excepciones que se muestran a continuacion.

4.8.1. Biocatalizadores

En este capitulo, ademas de las enzimas previamente
mencionadas en el capitulo 1, se ha utilizado un nuevo preparado
comercial de la lipasa de Candida antarctica CAL-A* (CAL-A T2-150,
3000 U/g) es comercializada por Chiralvision.

4.9, Procedimientos sintéticos

4.9.1. Sintesis del compuesto 2-(tert-butoxicarbonil-
amino)-4,6-dimetilpiridina. 63

Bajo atmoésfera inerte, se disuelve el compuesto 62 (1.0 g, 8.2
mmol), en 16mL de BuOH se le anade Boc.O (2.8 g, 13.1 mmol) y
se mantiene agitando durante 48 h a 60°C. Una vez transcurrido
ese tiempo, el disolvente se evapora y el residuo se purifica por
cromatografia de columna (10% AcOEt/ hexano). Se obtiene el
producto puro como un soélido blanco con un 80% de rendimiento.

4.9.2. Sintesis del compuesto 1-tert-butoxicarbonil-3,4-
epoxipirrolidina. 65

A una disolucion de 64 (1.0 g, 5.9 mmol) en 35 mL de CH.Cl
a 0°C, se le anade mCPBA (2.0 g, 11.8 mmol). Tras 48 horas de
agitacion el precipitado se filtra y la mezcla se neutraliza con 1M
NaOH (15 mL), para extraer posteriormente con AcOEt (3 x 15 mL).
Se juntan las fases organicas y se secan con Na;SOs; anhidro. El

disolvente se evapora bajo presion reducida y el crudo se purifica
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por cromatografia de columna (30% AcOEt/ hexano). Se consigue el

producto como un aceite amarillo con un rendimiento del 70%.

4.9.3. Sintesis de los compuestos (t)-trans-66 y (+)-trans-
67

Una disolucion del compuesto 63 (738 mg, 3.3 mmol) en 6 mL
de THF se enfria a -78°C. Se anade "Buli (1.6 M en hexano, 5.1 mL,
8.3 mmol) gota a gota bajo atmosfera de argon y protegido de la luz.
La disolucion cambia de incolora a naranja. Una vez se obtiene ese
color, se retira el bano y se mantiene protegido de la luz agitando a
temperatura ambiente durante 45 min. Tras este tiempo, la
disolucion adquiere un color rojo oscuro. Seguidamente, se vuelve a
poner a -78°C y se anade el compuesto 65 (768.0 mg, 4.1 mmol)
gota a gota disuelto en 7 mL de THF. Se mantiene a esa
temperatura durante 1 hora tras la cual se deja agitando durante 2
horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se anade
agua fria y se extrae con AcOEt (3 x 15 mlL). Se juntan las fases
organicas y se secan con NaxSOs anhidro. Una vez evaporado el
disolvente, se purifica el crudo resultante por cromatografia de
columna (40% AcOEt/ hexano) obteniendo un 53% de rendimiento
de la mezcla de ambos productos soélidos puros; siendo
respectivamente un 70% del compuesto (t)-trans-66 y un 30% del
(+)-trans-67.

4.9.4. Sintesis de los derivados acilados (%)-trans-72, ()-
trans-73, (t)-trans-74a,b, (t)-cis-74a,b, (t)-cis-73, (t)-trans-
78, (¥)-cis-78

Bajo atmoésfera inerte se disuelve el correspondiente alcohol
(*)-trans-66, (i)-trans-67, (t)-cis-67 (t)-trans-70, ()-cis-70, (i)-
trans-77 o (t)-cis-77 (0.20 mmol) en 3 mL de CH2Cly, se le anade
DMAP (6.4 mg, 0.05 mmol), EtsN (55.8 uL, 0.4 mmol) y el cloruro de

acilo correspondiente (0.4 mmol). Pasadas 12 horas se extrae 3
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veces (3 x 15 mL) con H>O. Se juntan las fases organicas y se secan
con Na>SO4 anhidro. Una vez evaporado el disolvente, el crudo de
reaccion se purifica mediante cromatografia de columna (40%
AcOEt/ hexano), obteniéndose los productos como aceites amarillos
con un rendimiento entre el 83 y el 95%.

4.9.5. Sintesis de los compuestos ()-cis-67, (1)-cis-70 y (+)-
cis-77

A una suspension del alcohol correspondiente (t)-trans-66,
(¥)-trans-67, (i)-trans-70 o (i)-trans-77 (0.5 mmol) en THF seco
(5.3 mL) se adiciona por este orden y tras la completa disolucion del
anterior: PhzP (206.0 mg, 0.8 mmol), pNBA (177.0 mg, 1.1 mmol),
seguidamente se pone la reaccion a 0 °C y se anade gota a gota
DIAD (205.3 uL, 1.1 mmol). La mezcla se deja agitando 12 horas
tras las cuales se evapora el disolvente y se procede al paso de
desproteccion, para el cual, se disuelve el crudo en una mezcla de
MeOH/ H>0 (3 mL/3 mL) y se le anade K.CO3(145.0 mg, 1.1 mmol).
La mezcla se deja agitar durante 2 horas y se evapora el disolvente
a presion reducida. El crudo se suspende en AcOEt (8 mL) y se
extrae con H,O (3 x 10 mL). La fase organica se seca con NaSO4 y
el disolvente se evapora bajo presion reducida. El producto se
purifica por cromatografia de columna (30% AcOEt/ hexano),

obteniéndose como aceite blanco con un 70-75% de rendimiento.

4.9.6. Sintesis de los derivados (t)-trans-68 y (+)-trans-75

Bajo atmosfera inerte, se disuelve en 10 mL de CHzCl: el
compuesto (t)-trans-66 o (t)-trans-67 (420.0 mg, 1.1 mmol). Al
medio se anade imidazol (175.0 mg, 2.6 mmol) y TBDMSCI
(194.0 mg, 1.3 mmol). La reaccién se deja agitando durante 12
horas a temperatura ambiente. La fase organica se lava con H,O (3x
10 mL), se seca con NaxSO4 y el disolvente se evapora bajo presion
reducida. El crudo se purifica por cromatografia de columna (40%
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AcOEt/ hexano), obteniéndose el producto puro como un aceite

amarillo con un rendimiento entre el 93- 95%.

4.9.7. Sintesis de los derivados (+)-trans-69 y (+)-trans-76

Los compuestos anteriores (t)-trans-68 o (t)-trans-75 (1.0 g,
1.9 mmol), se disuelven bajo atmosfera inerte en 13 mL de THF. A
esta disolucion se le anade DMAP (116.0 mg, 0.9 mmol) y Boc.O
(628.0 mg, 2.8 mmol), manteniendo la agitacion durante 2 dias.
Transcurrido ese tiempo, se evapora el disolvente a presion
reducida y se purifica el crudo de reaccion mediante cromatografia
de columna (20% AcOEt/ hexano). Se obtiene el producto puro

como aceite amarillo con un 95% de rendimiento.

4.9.8. Sintesis de los derivados (t)-trans-70 y (t)-trans-77

A una disolucion de los compuestos (t)-trans-69 o (i)-trans-
76 (1.0 g, 1.6 mmol) en 16 mL de THF se le anade TBAF (2.3 mlL,
2.3 mmol). La mezcla se deja agitando durante 1 hora a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se annaden 20 mL de H2O
y se extrae con AcOEt (3 x 15mlL). La fase organica se seca en
Na,SO4 y se evapora a presion reducida, obteniéndose el producto
sin necesidad de una purificaciéon posterior con un rendimiento

cuantitativo.

4.9.9. Sintesis del derivado 1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-
[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-ilmetil}4-
hidroxipirrolidina (3R,4S)-70

El compuesto (3R,4S)-74b (20.0 mg, 0.03 mmol) se disuelve
en una mezcla MeOH/ H2O (1 mL/ 1 mL) y se anade K>COs (9.6 mg,
0.1 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 3
horas. Seguidamente se evapora el disolvente bajo presion reducida
y se disuelve el crudo en AcOEt (8 mL).La suspensiéon resultante se
lava con agua (3 x 15 mL) y la fase organica se seca con NaxSO4. El
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producto (3R,4S)-70 se obtiene como un aceite transparente de

manera cuantitativa sin necesidad de purificacion.

4.9.10. Procedimiento general para las acilaciones
enzimaticas

La mezcla de reacciéon contiene la correspondiente 3-hidroxi-4-
alquilpirrolidina (0.1 mmol), la lipasa (100.0 mg) y el agente de
acilacion (5 equivalentes) en BuOMe (1.0 mL). Se agita a 30°C (para
algunos sustratos se incrementé la temperatura a 45 °C, ver Tabla
13 y Tabla 17) y 250 rpm en un agitador orbital. El progreso de la
reaccion se estudia mediante HPLC hasta la conversion requerida.
La enzima se elimina mediante filtracion y se lava con ‘BuOMe. El
disolvente se elimina a presion reducida y el crudo se purifica

mediante cromatografia de columna (40% hexano/ AcOEt).

4.9.11. Procedimiento general para las hidroélisis
enzimaticas

La mezcla de reaccion contiene el correspondiente sustrato
esterificado (0.1 mmol), la lipasa (100.0 mg) y 10 equivalentes de
H.O (para algunos sustratos fue requerido el uso de disolucion
tampon, ver Tabla 15) en BuOMe (1.0 mL). Se agita a 30°C y 250
rpm en un agitador orbital. El progreso de la reaccion se estudia
mediante HPLC hasta la conversion requerida. La enzima se elimina
mediante filtracion y se lava con ‘BuOMe. El disolvente se elimina a
presion reducida y el crudo se purifica mediante cromatografia de
columna (40% hexano / AcOEt).

4.10. Datos experimentales

En esta seccion se han recogido los datos experimentales de los

compuestos que han formado parte de este capitulo.
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2-(tert-butoxicarbonilamino)-4,6-dimetilpiridina. 63

Férmula molecular: C1o,H13sN-O>

AN Estado fisico: so6lido blanco
BOC\N | NG Peso molecular: 222.28 g/mol
H Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.48

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.72 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 2.39 (s,
3H, CHj3), 2.29 (s, 3H, CH3), 1.50 (s, 9H, CHa).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 156.7 (C), 153.0 (C), 151.7 (CO),
150.1 (C), 119.5 (CH), 110.1 (CH), 80.9 (C), 28.6 (CHas), 24.1 (CHa),
21.6 (CHgy).

IR (NaCl): v 3413.97, 3054.14, 2985.99, 1711.98 cm-!
Rendimiento: 80%

Punto de fusion: 56-58 °C

1-tert-Butoxicarbonil-3,4-epoxipirrolidina. 65
Formula molecular: CoH;5NO3

O

@ Estado fisico: aceite amarillo
N Peso molecular: 185.22 g/mol
Boc Rf: (30% AcOEt/ hexano): 0.35

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;s): 6 3.78 (dd, J = 22.3, 12.8 Hz, 2H,
CH,), 3.67 (d, J = 1.1 Hz, 2H, CHy), 3.31 (dd, J = 12.8, 2.8 Hz, 2H,
CH), 1.45 (s, 9H, CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 155.2 (CO), 80.2 (C), 56.0 (CH), 55.5
(CH), 47.7 (CHy), 47.3 (CHy), 28.8 (CHy).

IR (NaCl): v, 1695.47 cm!

Rendimiento: 70%

Punto de fusion: 56-58 °C
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1-tert-Butoxicarbonil-3-{[6-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-2-illmetil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-trans-66

Formula molecular: C;H33N305
Estado fisico: solido blanco
Peso molecular: 407.50 g/mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.37

HRMS-(ESI*, m/z) calculada para [C2:H33N3NaOs|* 430.2312 m/z
encontrada: 430.2306.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.60 (s, 1H), 6.60 (s, 1H), 4.06
(dd, J= 13.4, 6.7 Hz, 1H, H-4), 3.76 — 3.49 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.28
-2.91 (m, 2H, H-2 y H-5), 2.85 - 2.54 (m, 2H, CH,), 2.48 — 2.30 (m,
1H, H-3), 2.25 (s, 3H, CHs), 1.43 (s, 9H, CHsj), 1.39 (s, 9H, CHaj).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;s): & 157.4 (CO), 154.5 (CO), 152.4 (C),
151.4 (C), 150.6 (C), 119.3 (CH), 110.7 (CH), 80.8 (C), 79.3 (C), 75.0
y 74.4 (C-4), 52.5 y 52.2 (C-5), 49.6 y 49.2 (C-2), 45.1 y 44.7 (C-3),
39.0 (CHy), 28.4 (CH3), 28.2 (CH3), 21.3 (CHy).

IR (NaCl): v 3411.41; 3054.15; 2981.93; 1712.00; 1686.67 cm-!
Rendimiento: 70%

Punto de fusion: 42-47 °C

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4S) = 11.302 y tr (3S,4R) = 11.882 min.

(3S,4R)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{[6-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-2-iljmetil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]3%: + 4.2 (c = 1, CH2Cly) ee = 89% (3S,4R)-(+)-66

Rendimiento: 25 %
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1-tert-Butoxicarbonil-3-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-4-iljmetil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-trans-67

NHBoc Boc Formula molecular: C2;H33N305
N| N 2—N Estado fisico: solido blanco
= Y4 ° Peso molecular: 407.50 g/ mol
OH Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.35

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C21H33N3NaOs|* 430.2312 m/z
encontrada: 430.2276.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): & 7.56 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 4.06
(dd, J=9.9, 5.1 Hz, 1H, H-4), 3.67 (m, 1H, H-5), 3.57 (m, 1H, H-2),
3.24 (m, 1H, H-5), 3.11 (m, 1H, H-2), 2.76 (m, 2H, CH,), 2.47 (m,
1H, H-3), 2.39 (s, 3H, CH3s), 1.50 (s, 9H, CHs), 1.45 (s, 9H, CHay).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 156.8 (CO), 154.6 (CO), 152.5 (C),
151.5 (C) y 151.3 (C), 118.6 (CH), 109.3 (CH), 80.9y 79.5 (C), 74.4 y
73.8 (C-4), 52.5 (C-5), 48.9 (C-2), 46.9 y 46.3 (C-3), 37.0 (CHy), 28.5
(CHs), 28.3 (CH3), 23.9 (CHg).

IR (NaCl): v 3411.41; 3054.15; 2981.93; 1712.00; 1686.67 cm-!
Rendimiento: 30%

Punto de fusion: 42-44 °C

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tg = 8.180 y 9.056 min.

(+)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-4-iljmetil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]3%: + 20.0 (c = 1, MeOH) ee >91% (+)-trans-67.
Rendimiento: 48 %
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1-tert-Butoxicarbonil-3-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-4-illmetil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-cis-67

NHBoc /Boc
NTX 2 N
| _ ; s Formula molecular: C,;H;33N305
4
OH Estado fisico: aceite incoloro

Peso molecular: 407.50 g/mol

Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.35
HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C21H34N30s] +408.2493 m/z
encontrada 408.2480.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.61 (s, 1H), 6.68 (s, 1H), 4.18 (s,
1H, H-4), 3.47 (m , 3H, H-2 y H-5), 3.18 (t, J= 10.7 Hz, 1H, H-5 o
H-2), 2.89 (m, 1H, CH,), 2.67 (m, 1H, CH>), 2.39 (s, 3H, CH3), 2.36 —
2.25 (m, 1H, H-3), 1.50 (s, 9H, CHz3), 1.44 (s, 9H, CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 156.7 (CO), 154.5 (CO), 152.5 (C),
152.2 (C), 151.5 (C), 118.7 (CH), 109.2 (CH), 80.8 (C), 79.5 (C), 71.5
(C-4), 55.0 (C-5), 48.7 (C-2), 44.4 (C-3), 32.7 (CH2), 28.5 (CH3), 28.3
(CHas), 23.9 (CHa).

IR (NaCl): v 3411.41; 3054.15; 2981.93; 1712.00; 1686.67 cm-!
Rendimiento: 70%

HPLC (210, 215 nm): columna: [A (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr=7.441 y 8.267 min.

(-)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-4-iljmetil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]3%:-30.0 (c = 1, MeOH) ee >99% (-)-cis-67

Rendimiento: 48 %
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3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[6-(tert-butoxicarbonilamino)-
4-metilpiridin-2-iljmetil}pirrolidina. (t)-trans-72

Formula molecular: C,3H35N306
Peso molecular: 449.54 g/ mol
Estado fisico: aceite amarillo

Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.7

HRMS (ESIY, m/z) calculada para [C23H3eN3Os]* 450.2599 m/z,
encontrada: 450.2624.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.64 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 5.01 (s,
1H, H-3), 3.74 (dd, J = 12.5, 5.6 Hz, 1H, H-2), 3.55 (m, 1H, H-5),
3.27 (m, 2H, H-2 y H-5), 2.72 (m, 2H, CHoy H-4), 2.60 (m, 1H, CH,),
2.31 (s, 3H, CHs3), 2.03 (s, 3H, CH3), 1.53 (s, 9H, CH3), 1.46 (s, 9H,
CHj3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): & 170.6 (CO), 156.6 (CO), 154.5 (CO),
152.3 (C), 151.4 (C), 149.8 (C),119.2 (CH), 110.5 (CH), 80.9 (C), 79.6
(C), 76.8 y 76.0 (C-3), 50.4 y 50.1 (C-2), 49.0 y 48.6 (C-5), 42.7 (C-
4), 38.8 (CHy), 28.5 (CH3), 28.3 (CH3s), 21.3 (CH3), 21.0 (CHay).

IR (NaCl): v 3416.33, 2253.01, 1709.63 cm-!

Rendimiento: 84%

HPLC (210, 215 nm): columna: A (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S,4R) = 7.973 y tr (3R,4S) = 8.583 min.

(3S,4R)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[{6-(tert-butoxicar-
bonilamino)-4-metilpiridin-2-illmetil}pirrolidina:

[a]3%: - 3.1 (c = 1, CH2Clo) ee = 60% (3S,4R)-(+)-72
Rendimiento: 33 %
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3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-
4-metilpiridin-4-iljmetil}pirrolidina. (t)-trans-73

Formula molecular: C33H3sN3O06

3 Peso molecular: 449.54 g/ mol

0 Estado fisico: aceite amarillo
Q( Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.60

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C23H3eN3Os]* 450.2599 m/z,
encontrada: 450.2605.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 7.64 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 4.93 (m,
1H, H-3), 3.77 (dd, J= 12.5, 5.7 Hz, 1H, H-2), 3.37 (m, 2H, H-2 y H-
5), 3.17 (m, 1H, H-5), 2.74 (dd, J = 12.4, 5.3 Hz, 1H, CHy), 2.54 (m,
2H, H-4 y CHy), 2.39 (s, 3H, CHj3), 2.05 (s, 3H, CH3s), 1.52 (s, 9H,
CHas), 1.45 (s, 9H, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 170.6 (CO), 156.5 (CO), 154.4 (CO),
152.5 (C), 151.7 (C), 150.9 (C), 118.6 (CH), 109.4 (CH), 80.8 (C),
79.8 (C), 76.3 (C-3), 50.4 (C-2), 48.4 (C-5), 43.2 (C-4), 38.9 (CHa),
28.4 (CH3), 28.2 (CH3), 23.4 (CH3), 21.0 (CHay).

IR (NaCl): v 3416.33, 2253.01, 1709.63 cm-!

Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna [A (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr=7.778 y 8.288 min.

(-)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[3-(tert-butoxicarbonil-
amino)-4-metilpiridin-4-iljmetil}pirrolidina:

[a]3%:-2.1 (c = 1, MeOH) ee >99% (-)-trans-73

Rendimiento: 48 %

311



Capitulo 4

3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-
4-metilpiridin-4-iljmetil}pirrolidina. (t)-cis-73

NHBoc

Formula molecular: C23H3sN306
Estado fisico: aceite amarillo
Peso molecular: 449.54 g/ mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.60

HRMS (ESI*, m/z) calculada para [Ca23H3sN3O¢]* 450.2599 m/z
encontrada: 450.2590.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 8 7.63 (s, 1H), 6.63 (s, 1H), 5.13 (s,
1H, H-3), 3.62 - 3.40 (m, 3H, H-2 y H-5), 3.18 (m, 1H, H-5), 2.89 -
2.73 (m, 1H, H-4), 2.66 (m, 2H, CH,), 2.42 (s, 3H, CHas), 2.17 (s, 3H,
CHzs), 1.52 (s, 9H, CH3), 1.46 (s, 9H, CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 170.6 (CO), 158.5 (CO), 156.9 (CO),
154.2 (C), 152.4 (C), 151.6 (C), 151.0 (C), 118.1 (CH), 109.0 (CH),
80.7 (C), 79.6 (C), 74.4 (C-3), 52.8 (C-2), 48.8 (C-5), 44.5 (C-4), 32.9
(CHy), 28.4 (CH3), 28.2 (CH3), 23.8 (CH3), 21.0 (CHy).

IR (NaCl): v 3416.33, 2253.01, 1709.63 cm-!

Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 80:20);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 18.228 y 20.214 min.

(-)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{[3-(tert-butoxicarbonil-
amino)-4-metilpiridin-4-iljmetil}pirrolidina:

[a]20:-1.1 (c= 1, CH2Cly) ee >99% (-)-cis-73

Rendimiento: 49 %
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1-tert-Butoxicarbonil-3-{[6-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-2-illmetil}4-(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina.
(x)-trans-68

Formula molecular: C,7H47N305Si
Peso molecular: 521.33 g/ mol

5 Estado fisico: aceite incoloro
Rf: (30% AcOEt/ hexano): 0.65

Boc..
N 374

OTBDMS

I-=2

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.17 (s, 1H), 6.62 (s, 1H), 4.08 —
3.92 (m, 2H, H-4 y H-2 o H-5), 3.60 (m, 2H, H-2 o H-5), 3.12 (m,
2H, H-2 y H-5), 2.87 - 2.71 (m, 1H, CHy), 2.45 (m, 2H, H-3 y CHy),
2.31 (s, 3H, CHj3), 1.60 — 1.40 (m, 18H, CHj3), 0.99 - 0.86 (m, 9H,
TBDMS), 0.03 (s, 6H, TBDMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): 6 156.1 (CO), 155.1(CO), 152.8 (C),
151.7 (C), 119.4 (CH), 110.4 (CH), 81.2 (C), 79.8 (C), 74.7 (C-4),
53.3 y 53.2 (C-5), 49.0 y 48.8 (C-2), 47.1 (C-3), 39.4 (CHy), 28.9
(CH3), 28.6 (CH3), 26.1 (TBDMS), 21.6 (CHs), 18.4 (TBDMS), -4.3
(TBDMS).

Rendimiento: 95%
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-2-il}metil}-4-(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina.
(+)-trans-69

Foéormula molecular: C3,HssN307Si
Estado fisico: espuma incolora

5 Peso molecular: 621.88 g/ mol
Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.12

N N 37%4
Boc OTBDMS

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.26 (s, 1H), 6.60 (s, 1H), 4.05 —
3.88 (m, 1H, H-4), 3.73 - 3.38 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.13 (m, 2H, H-2
y H-5), 2.88 - 2.66 (m, 1H, CH»), 2.44 (q, J = 8.7 Hz, 2H, H-3 y CH»),
2.29 (s, 3H, CHsj), 1.45 (m, 27H, CHz3), 0.90 (s, 9H, TBDMS), 0.06 (s,
6H, TBDMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): & 158.7 (CO), 154.5 (CO), 151.8 (C),
151.4 (C), 122.5 (CH), 119.5 (CH), 82.9 (C), 79.2 (C), 75.0 y 74.3 (C-
4), 53.0 y 52.4 (C-5), 48.7 y 48.2 (C-2), 46.5 y 45.9 (C-3), 389 y
38.7 (CHyp), 28.5 (CH3), 27.9 (CHa), 25.7 (TBDMS), 21.0 (CHs), 18.0
(TBDMS), -4.6 y -4.8 (TBDMS).

Rendimiento: 95%
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Parte experimental

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-2-il}metil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-trans-70

Formula molecular: C;sH41N307
Estado fisico: aceite amarillo
Peso molecular: 507.62 g/mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.17

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 6.89 (m, 2H), 4.22 - 4.01 (m, 1H,
H-4), 3.63 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.14 (m, 1H, H-5), 3.07 — 2.96 (m,
1H, H-2), 2.80 (m, 2H, CH,), 2.47 — 2.34 (m,1H, H-3), 2.31 (s, 3H,
CHs), 1.41 (m, 27H, CHa).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 159.1 (CO), 154.9 (C), 151.8 (C),
150.8 (C), 123.7 (CH), 120.8 (CH), 83.7 (C), 79.6 (C), 75.3 y 74.6 (C-
4), 53.1 (C-5), 49.7 (C-2), 45.0 (C-3), 39.5 (CHy), 28.8 (CHs), 28.3
(CH3), 21.3 (CHy).

IR (NaCl): v 3411.41; 3054.15; 2981.93; 1712.00; 1686.67 cm-!
Rendimiento: 100%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4S) = 9.548 y tr (3S,4R) = 10.241 min.

(3S,4R)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-2-il}metil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]2’: + 3.0 (c = 1, CH2Cly) ee >99%. (3S,4R)-(+)-70
Rendimiento: 48 %
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-2-il}metil}-4-hidroxipirrolidina. (*)-cis-70

Formula molecular: CosH41N3O7
Estado fisico: aceite amarillo
Peso molecular: 507.62 g/mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.20

1H NMR (300.13 MHz, CDCl;3): 6 7.01 — 6.93 (m, 2H), 4.06 (s, 1H,
H-4), 3.70 - 3.50 (m, 1H, H-2), 3.50 - 3.40 (m, 2H, H-5), 3.21 (t, J =
10.7 Hz, 1H, H-2), 3.02 - 2.92 (m, 1H, CHy), 2.85 (m, 1H, CH,), 2.38
(s y m, 4H, CHs y H-3), 1.48 (m, 27H, CHg).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl3): &: 158.8 (CO), 154.4 (C), 151.5 (C),
122.7 (CH), 120.4 (CH), 83.5 (C), 79.1 (C), 70.7 (C-4), 53.6 (C-5),
49.0 (C-2), 44.7 (C-3), 35.0 (CH»), 28.5 (CH3), 27.9 (CHs), 21.0 (CHs).
IR (NaCl): v 3411.41; 3054.15; 2981.93; 1712.00; 1686.67 cm-!
Rendimiento: 100%

HPLC (210, 215 nm): columna: ADH (Hexano: Isopropanol 90:10);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4R) = 7.209 y tr (3S,4S) = 9.223 min.
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Parte experimental

3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-2-il}metil}pirrolidina. (t)-trans-74a

Formula molecular: C,sH43N30s
Estado fisico: aceite amarillo
Peso molecular: 549.31 g/mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.40

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH43N3NaOs]* 572.2942 m/z,
encontrada 572.2948.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 6.95 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 4.97 (s,
1H, H-3), 3.74 (dd, J = 12.5, 5.4 Hz, 1H, H-2), 3.49 (m, 1H, H-5),
3.44 -3.11 (m, 2H, H-2 y H-5), 2.86 - 2.72 (m, 2H, CH2 y H-4), 2.66
(m, 1H, CHy), 2.34 (s, 3H, CH3), 2.02 (s, 3H, CH3), 1.45 (m, 27H,
CH3).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 170.5 (CO), 157.6 (CO), 154.4 (CO),
151.9 (C), 151.3 (C), 149.8 (C), 122.7 (CH), 119.7 (CH), 82.9 (C),
79.6 (C), 76.0 (C-3), 50.5y 50.1 (C-2), 48.9y 48.6 (C-5), 43.3 y 42.6
(C-4), 39.0 y 38.8 (CH»), 28.5 (CHaz), 27.9 (CHj3), 21.0 (CHs), 20.9
(CH3).

IR (NaCl): v 3055.08, 2985.27, 1732.58, 1697.14 cm'!
Rendimiento: 90%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S,4R) = 12.353 y tr (3R,4S) = 18.662 min.

(3R,4 S)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{6-[bis(tert-
butoxicarbonil)amino]-4-metilpiridin-2-ilimetil}pirrolidina:
[a]3%: + 10.0 (c = 1, CH2Cly) ee >99% (3R,4S)-(+)-74a
Rendimiento: 45 %
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-2-il}metil}-4-metoxiacetoxipirrolidina. ()-trans-74b

Formula molecular: CooH45N309

0 Peso molecular: 579.32 g/mol
T Estado fisico: aceite amarillo
C< Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.28

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C29H4sN3NaOo]* 602.3048 m/z,
encontrada 602.3069.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 6.96 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 5.10 (m,
1H, H-4), 3.98 (s, 2H, CHy), 3.86 — 3.72 (m, 1H, H-5), 3.50 (m, 1H,
H-2), 3.43 (s, 3H, CH3), 3.37 (m, 1H, H-5), 3.22 (m, 1H, H-2), 2.84
(s, 2H, CH2y H-3), 2.74 — 2.57 (m, 1H, CH»), 2.34 (s, 3H, CH3), 1.45
(m, 27H, CHy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 169.7 (CO), 157.5 (CO), 154.4 (CO),
152.0 (C), 151.4 (C), 149.8 (C), 122.7 (CH), 119.7 (CH), 82.9 (C),
79.67 (C), 77.3 y 76.5 (C-4), 69.6 (CHs), 59.4 (CHjs), 50.5 (C-5), 48.8
y 48.5 (C-2), 43.3 y 42.6 (C-3), 39.0 (CH»), 28.4 (CH3), 28.2 (CHaj),
27.9 (CHzs), 20.9 (CHa).

IR (NaCl): v 3054.76, 2986.96, 1731.21, 1689.99 cm!
Rendimiento: 95%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3R,4S) = 17.494 y tr (3S,4R) =29.748 min.

(3R,4 S)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-2-il}metil}-4-metoxiacetoxipirrolidina:
[a]3?:+ 3.9 (c = 1, CH2Cl) ee >99% (3R,4S)-(+)-74b
Rendimiento: 40 %
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Parte experimental

3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-2-il}metil}pirrolidina.
(X)-cis-74a

Formula molecular: C;sH43N30s
Peso molecular: 549.66 g/ mol
Estado fisico: aceite amarillo
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.51

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH43N3NaOs]* 572.2942 m/z,
encontrada 572.2942.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): 6 6.93 (d, J= 7.0 Hz, 1H), 6.84 (s,
1H), 5.18 (d, J = 16.5 Hz, H-3), 3.63 — 3.41 (m, 3H, H-2 y H-5), 3.15
(d, J=10.3 Hz, 1H, H-5), 2.94 (m, 1H, CH,), 2.77 (m, 2H, CH>y H-
4), 2.34 (s, 3H, CHs), 2.12 (s, 3H, CHs3), 1.45 (m, 27H, CHas).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.5 (CO), 158.0 (CO), 151.9 (C),
151.3 (C), 149.8 (C), 122.4 (CH), 119.8 y 119.7 (CH), 82.9 (C), 79.5
(C), 74.7 y 73.9 (C-3), 52.8 y 52.4 (C-2), 49.1 y 48.8 (C-5), 42.1 y
41.5 (C-4), 34.9 (CHy), 28.4 (CHs), 28.3 (CHs), 27.9 (CHjz), 21.1
(CH3), 20.9 (CH3).

IR (NaCl): v 3055.01, 2986.33, 1735.08, 1696.74 cm'!
Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 15.760 y 24.216 min.
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{6-[bis(tert-butoxicarbonil)Jamino)-4-
metilpiridin-2-il}metil}-4-metoxiacetoxipirrolidina. (t)-cis-74b

Formula molecular: CooH45N309

o Estado fisico: aceite incoloro
j/ Peso molecular: 579.32 g/ mol
O Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.42
\

HRMS (ESI‘, m/z) calculada para [C20H4s5N3NaOo|* 602.3048 m/z,
encontrada 602.3030.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 7.03 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 5.32 (s,
1H, H-4), 4.12 (s, 2H, CHy), 3.60 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.52 - 3.44 (m,
2H, H-2 y H-5), 3.23 (m, 4H, CHz y H-3), 2.95 (m, 2H, CH,), 2.40 (s,
3H, CH3), 1.47 (m, 27H, CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 170.3 y 170.2 (CO), 158.3
(CO),154.8 (CO), 154.5 (CO), 152.3 (C), 151.8 (C), 150.3 (C), 122.8
(CH), 120.4 y 120.3 (CH), 83.4 (C), 80.0 (C), 75.7 y 74.8 (C-4), 70.1
y 70.0 (CHy), 59.8 y 59.7 (CHs), 53.1 y 52.8 (C-5), 49.4 y 49.1 (C-2),
42.6 y 41.9 (C-3), 35.2 (CH2), 28.8 (CH3), 28.3 (CH3), 21.4 (CHa).

IR (NaCl): v 3055.12, 2984.41, 1786.18, 1752.52, 1690.87 cm-!
Rendimiento: 95%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr (3S,4S) = 15.769 y tr (B3R,4R) = 19.969 min.
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Parte experimental

1-tert-Butoxicarbonil-3-{[3-(tert-butoxicarbonilamino)-4-
metilpiridin-4-illmetil}-4-(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina.
(x)-trans-75

NHBoc
IBoc
N| A 2—N Férmula molecular: C,;H47N305Si
Z 374 ° Peso molecular: 521.33 g/ mol
OTBDMS Estado fisico: aceite incoloro

Rf: (30% AcOEt/ hexano): 0.65
HRMS (ESI*, m/z) calculada para [C27H4sN30sSi|* 522.3358 m/z,
encontrada 522.3349.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): & 7.58 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 3.94 (m,
1H, H-4), 3.60 (m, 1H, H-5), 3.44 (m, 1H, H-2), 3.14 (m, 1H, H-5),
3.03 (m, 1H, H-2), 2.79 (m, 1H, CH,), 2.53 — 2.31 (m, 5H, CH> y H-
3, CH3), 1.60 — 1.40 (m, 18H, CH3), 0.99 - 0.86 (m, 9H, TBDMS),
0.03 (s, 6H, TBDMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 157.1 (CO), 155.0 (CO), 152.8 (C),
151.8 (C), 118.8 (CH), 109.6 (CH), 81.2 (C), 79.8 (C), 75.4 (C-4),
53.0 y 52.7 (C-5), 49.0 y 48.8 (C-2), 46.2 (C-3), 37.3 (CHy), 28.9
(CH3), 28.6 (CH3), 26.1 (TBDMS), 24.3 (CHs), 18.4 (TBDMS), -4.3
(TBDMS).

IR (NaCl): v 3054.26, 2963.00, 1782.24, 1725.05, 1685.39 cm-!
Rendimiento: 93%
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-

metilpiridin-4-il}metil}-4-(tert-butildimetilsililoxi)pirrolidina.

(*)-trans-76
Boc\N,Boc
/Boc
NTX 2 N
| 5
¥z /4
OTBDMS

HRMS (ESI+, m/z) calculada para [C27H4sN3NaO7Si]* 644.3701 m/z,

encontrada 644.3704.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): & 6.88 (s, 2H), 3.95 (d, J = 4.8 Hz,
1H, H-4), 3.53 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.20 — 2.77 (m, 3H, H-2, H-5 y
CHa), 2.50 (s, 3H, CHa), 2.36 (m, 2H, H-3 y CHy), 1.45 (m, 27H,

Formula molecular: C3;HssN3O7Si
Estado fisico: espuma incolora
Peso molecular: 621.88 g/ mol
Rf: (20% AcOEt/ hexano): 0.12

CHs), 0.90 (s, 9H, TBDMS), 0.06 (s, 6H, TBDMS).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls): 6 157.8 (CO), 154.5 (CO), 151.8 (C),
151.4 (C), 121.9 (CH), 118.5 (CH), 82.9 (C), 79.5 (C), 74.9 y 74.3 (C-
4), 52.7 y 52.2 (C-5), 48.4 y 48.2 (C-2), 47.2 y 46.6 (C-3), 36.4 y
36.3 (CHa), 28.5 (CHa), 27.9 (CHs), 25.7 (TBDMS), 24.0 (CHs), 18.0

(TBDMS), -4.6 y -4.8 (TBDMS).

IR (NaCl): v 3055.02, 2986.34, 1783.53, 1751.00, 1723.76,

1687.85 cm-!

Rendimiento: 95%
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Parte experimental

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-4-il}metil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-trans-77

Boc., .Boc
N
Boc
N 2 N Formula molecular: C26H41N307
| _ 5 Estado fisico: so6lido blanco
3 %)4H Peso molecular: 507.62 g/ mol
Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.20

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH41N3NaO7]* 530.2837 m/z,
encontrada 530.2822.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 6.89 (s, 2H), 4.02 (s, 1H, H-4),
3.69 - 3.41 (m, 2H, H-2 y H-5), 3.21 (m, 1H, H-5), 3.03 (m, 1H, H-
2), 2.80 - 2.6 (m, 1H, CH,), 2.60 — 2.30 (m, SH, CHs, H-3 y CHy),
1.44 (m, 27H, CHs).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): & 157.9 (CO), 154.6 (CO), 151.7 (C),
151.4 (C), 151.0 (C), 122.2 (CH), 118.5 (CH), 83.0 (C), 79.6 (C), 74.2
y 73.6 (C-4), 52.5 y 52.2 (C-5), 48.7 (C-2), 46.6 y 46.1 (C-3), 36.4
(CHy), 28.5 (CH3), 27.9 (CH3), 24.0 (CHj).

IR (NaCl): v 3054.85, 2986.88, 1783.12, 1752.53, 1685.64.
Rendimiento: 100%

Punto de fusion: 147-150 °C

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 10.742 y 14.146 min.

(+)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-4-il}metil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]2°: + 1.2 (c= 1, MeOH) ee >99% (+)-trans-77

Rendimiento: 10 %
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Capitulo 4

1-tert-Butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-4-il}metil}-4-hidroxipirrolidina. (t)-cis-77

Formula molecular: C2cH41N307
Peso molecular: 507.62 g/ mol

Estado fisico: sélido blanco

Rf: (40 % AcOEt/ hexano): 0.31

HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH41N3NaO7]* 530.2837 m/z,
encontrada 530.2831.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls3): 6 6.95 (s, 2H), 4.12 (m, 1H, H-4),
3.44 (m, 3H, H-2 y H-5), 3.19 (m, 1H, H-2), 2.96 - 2.85 (m, 1H,
CHy), 2.75 - 2.65 (m, 1H, CHj), 2.49 (s, 3H, CHj3), 2.38 — 2.27 (m,
1H, H-3), 1.45 (m, 27H, CHzy).

13C NMR (75.5 MHz, CDCls3): & 157.8 (CO), 154.7 (CO), 151.7 (C),
151.5 (C), 122.2 (CH), 118.6 (CH), 82.9 (C), 79.5 (C), 71.1 y 70.3
(C-4), 55.3 y 55.0 (C-5), 48.6 y 48.3 (C-2), 44.9 y 44.3 (C-3), 32.2
(CHz), 28.5 (CH3), 27.9 (CH3), 27.0 (CHs), 24.0 (CHj).

IR (NaCl): v 3055.16, 2987.00, 1684.68 cm-!

Rendimiento: 70%

Punto de fusion: 170-174 °C

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 7.692 y 12.962 min.

(-)-1-tert-Butoxicarbonil-3-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)amino]-4-
metilpiridin-4-il}metil}-4-hidroxipirrolidina:

[a]20:-2.3 (c= 1, CH2Cly) ee = 75% (-)-cis-77

Rendimiento: 35 %
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Parte experimental

3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-4-il}metil}pirrolidina. (t)-trans-78

Boc. _.Boc
N ,Boc
NTX 5 N
| P 2 Formula molecular: CosH43N30g
4 03 Estado fisico: aceite amarillo
O\V\ Peso molecular: 549.66 g/ mol

Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.40
HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH43N3NaOs]* 572.2942 m/z,
encontrada 572.2944.

1H NMR (300.13 MHz, CDCls): & 6.94 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 4.95 (m,
1H, H-3), 3.77 (m, 1H, H-2 o H-5), 3.58 — 3.12 (m, 3H, H-2 y H-5),
2.79 (m, 1H, CH»), 2.51 (m, S5H, CH3z, CH,, H-4), 2.06 (s, 3H, CH3),
1.47 (m, 27H, CHas).

13C NMR (75.5 MHz, CDCl;3): 6 170.2 (CO), 157.9 (CO), 151.9 (C),
151.3 (C), 150.0 (C), 122.0 (CH), 118.3 (CH), 82.9 (C), 79.8 (C), 75.9
(C-3), 50.3 y 49.9 (C-2), 48.3 (C-5), 44.5 y 43.3 (C-4), 36.4 (CH2),
28.4 (CH3), 27.9 (CH3), 24.0 (CH3), 21.0 (CHay).

IR (NaCl): v 3055.20, 2983.35, 1738.23, 1691.74 cm-!
Rendimiento: 90%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 14.444 y 25.777 min.

(-)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-4-iljmetil}pirrolidina:

[a]°:-1.6 (c= 1, CH2Cly) ee = 65 %. (-)-trans-78

Rendimiento: 13 %
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Capitulo 4

3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)-

amino]-4-metilpiridin-4-il}metil}pirrolidina. (*)-cis-78

Formula molecular: CosH43N303s
Estado fisico: aceite amarillo

Peso molecular: 549.66 g/ mol

Rf: (40% AcOEt/ hexano): 0.41
HRMS (ESI*, m/2z) calculada para [C2sH43N3NaOs]* 572.2942 m/z,
encontrada 572.2947.

1H NMR (300.13 MHz, CDCl3): 6 6.92 (s, 1H), 6.84 (s, 1H), 5.16 (d,
J = 22.1 Hz, 1H, H-3), 3.69 - 3.39 (m, 3H, H-2 y H-5), 3.25 - 3.10
(m, 1H, H-2 o H-5), 2.82 (s, 1H, CHy), 2.72 - 2.54 (m, 2H, CH, y H-
4), 2.48 (s, 3H, CHs), 2.14 (s, 3H, CH3), 1.49 — 1.42 (m, 27H, CHzy).
13C NMR (75.5 MHz, CDCls3): 6 170.1 (CO), 157.9 (CO), 151.9 (C),
151.3 (C), 150.7 (C), 121.6 (CH), 118.1 (CH), 82.9 (C), 79.7 (C), 73.4
(C-3), 52.7 y 52.3 (C-2), 48.8 (C-5), 43.3 y 42.6 (C-4), 32.5 (CHy),
28.4 (CH3), 27.9 (CH3), 23.4 (CH3), 21.0 (CHy).

IR (NaCl): v 3054.99, 2986.17, 1738.78, 1691.88 cm'!
Rendimiento: 87%

HPLC (210, 215 nm): columna: IC (Hexano: Isopropanol 70:30);
30 °C, 0.8 mL/min, tr = 15.064 y 23.261 min.

(-)-3-Acetoxi-1-tert-butoxicarbonil-4-{{3-[bis(tert-butoxicarbonil)-
amino]-4-metilpiridin-4-ilimetil}pirrolidina:

[a]20: - 1.0 (c= 1, CH2Cly) ee >99% (-)-cis-78

Rendimiento: 31 %
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