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Abstract

The project of the present TFG is part of a research line that pursues development of molecular
switches based on the MAG system (Figure 1), which allow control of the functioning of ion
channel in neuronal glutamate receptors by photo-excited induction. These molecules present
3 different fragments with complementary activity: 1) a maleimida cysteine-reactive fragment to
bind to the protein near the ion channel; 1) a glutamate derivative as agonist of the receptor of
ion channel; Ill) a photoisomerizable azobenceno unit that allows, or not, the agonist to reach
the receptor, depending on the isomeric form of the molecule.
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Figure 1. Structure molecular switches based on the MAG system

This work has been focused in improving a synthetic route of intermediate 2 previously
established in the research group and make this a reproducible procedure. The synthesis
consisted in 6 reaction steps with a low 9 % overall yield described and with problems of
reproducibility, starting from commercial L-pyroglutamic acid.

0}
p_q M H)klk
OtBu MOtBu s NHBoc
Boc ' z

+BuO,C~ > CO,t-Bu
L-Piroglutamic acid 3 (2S,4R)-1
2

Scheme 1. Synthetic strategy for the synthesis of intermediate glutamate

The main challenges pending to resolve of this synthetic route were: I) the scaling-up of the two
first steps; 1) to improve both the yield and the reproducibility of the alkylation of lactame 3 to
afford the intermediate 1.

After much research, the two fist steps have been scaled-up successfully and the key
transformation of 3 in 1 has been improved in reproducibility and yield. Once intermediate 1 is
obtained, in three reaction steps: the lactame hydrolysis, protection of the carboxyl group and
the olefin metathesis (Scheme 1), the advanced intermediate 2 has been synthetized with a 60
% overall yield of the last three steps.
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Acetato de etilo
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Desplazamiento quimico
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l. Introduccion

La nanociencia y la nanotecnologia se centran en el estudio de los fendmenos y la manipulacion
de los materiales a escala atdmica, molecular y macromolecular, con el objetivo de disefiar y
construir dispositivos funcionales a esta escala.

Los interruptores moleculares forman parte de estos dispositivos donde se ha propuesto
aplicaciones en campos tan diversos como la quimica, la biomedicina o la ciencia de los
materiales.! En este Trabajo Final de Grado se reproducird la sintesis que se planted en este
grupo de investigacion para la obtencion de una parte de un interruptor molecular, derivado del
glutamato. Es por este motivo que a lo largo de la introduccién de este trabajo se explicarj,
primero, el funcionamiento de los receptores de glutamato en el sistema nervioso central y, a
continuacion, los interruptores moleculares y sus aplicaciones en el campo de las biociencias.

1.1 Receptores de glutamato

El acido L-glutamico, o en su forma ionizada, el glutamato (abreviado Glu o E) es uno de los
20 aminodcidos que forman parte de las proteinas. A Parte, es el neurotransmisor excitatorio
por excelencia de la corteza cerebral humana, formando parte del 90 % de la sinapsis en el
cerebro humano.? Su papel como neurotransmisor estd mediado por la estimulacién de
receptores especificos, denominados receptores de

glutamato, que se clasifican en: ionotrépicos (iGIuR) el NH,
receptor estd unido directamente al canal idnico, vy HOMOH
receptores metabotrépicos (MmGIUR) de siete dominios o o

transmembrana y acoplados a proteinas G de 4cido

glutamico. El proyecto que incluye este trabajo estudia Figura 2. Acido L-glutamico
interruptores  moleculares que permitan controlar

dpticamente los receptores ionotrdpicos de glutamato.?

1.1.1. iGluR (receptores de glutamato ionotrépicos)

Los receptores de glutamato ionotrdpicos son complejos proteicos formados por cuatro
subunidades (por donde se une el glutamato), las cuales comparten una estructura basica
comun, asi como, cuatro regiones hidrofdbicas dentro de la secuencia central (Figura 3 (i)). De
esta manera, los receptores iGlu forman un canal catiénico que permite el paso selectivo de
iones sodio (Na*), potasio (K*) o calcio (Ca?*), (Figura 3 (ii)) produciendo una despolarizacién en
la membrana celular, vital para la transicidn sinaptica excitatoria, es decir, la comunicacién entre
neuronas dentro del cerebro humano los cuales son procesos muy rapidos.
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Figura 3. (i) Estructura general de una subunidad del receptor de glutamato ionotrépico. (ii) Estructura del
receptor ionotrépico de glutamato. El receptor esta unido al canal catidnico (sin glutamato unido al centro activo,
canal cerrado). (iii) Glutamato unido al receptor iGlu haciendo que se abra el canal idnico liberando cationes
fuera de la célula.

La sinapsis (comunicacién entre neuronas) se produce cuando un impulso nervioso (descarga
guimica, que origina una corriente eléctrica en la membrana de la célula), iniciado en una célula
emisora, viaja a lo largo del axén hasta alcanzar su extremo. Alli el impulso provoca la entrada
de cationes de calcio dentro de la célula y, posteriormente, la liberacidon del neurotransmisor
quimico (glutamato en este caso) al espacio sindptico que se difunde a través de éste,
estimulando la siguiente neurona de la cadena (célula post sindptica) mediante la interaccidn
con proteinas receptoras (en este caso iGIuR). Una vez el glutamato se une al recetor iGluR,
iones como Na* o K*, pasan a través del canal hasta llegar al centro del complejo, provocando la
despolarizacién de la membrana y con ello generando un nuevo impulso eléctrico que volvera a
viajar a lo largo de la célula hasta que éste encuentre a otra (Figura 3 (iii)).

1.2 Interruptores moleculares

Los interruptores moleculares son compuestos, que se caracterizan por tener dos o mas estados
estables y diferenciales (con diferentes propiedades fisico-quimicas), los cuales pueden
evolucionar de manera reversible como respuesta a un estimulo externo. Frente al estimulo, el
interruptor molecular puede interconvertir su estado en forma “On” y “Off” (Figura 4 (i)).

(i) (i) ©/N¢N/© - db

Estimulo

trans-azo cis-azo
CH
HaC, p''3 HaC, CH3
On Off uv O : —
6 Visible N o
CH3 CHs
Espiropirano Merocianina

Figura 4. (i) Dibujo esquemadtico de la interconversidn de los estados “On” y “Off”. (ii) Ejemplos de
interconversidn estereoisometria trans y cis, arriba; interconversion constitucional, abajo.



Sintesis derivado de glutamato para formar parte del sistema MAG.

Normalmente, los dos estados de un interruptor molecular presentan una relacién de
estereoisomeria o de isomeria constitucional. En la Figura 4 (ii) se muestra un ejemplo de cada
situacién: arriba la interconversidén estereoisométrica trans y cis de un interruptor molecular
tipo azobencénico.* La de abajo muestra la interconversion entre dos isémeros constitucionales,
el espiropirano (isémero cerrado incoloro) y el merocianina (isémero abierto da color). En
cualquiera de los dos casos, y como consecuencia a las diferencias estructurales, los dos estados
del interruptor se difieren en sus propiedades fisico-quimicas.

En general, los interruptores moleculares pueden responder a una gran variedad de estimulos,
tales como térmica, eléctrica, dptica, magnética, o estimulos quimicos. Dependiendo de la
respuesta del interruptor frente al estimulo, asi como las condiciones en las que se utilicen, se
obtendran interruptores con diferentes aplicaciones. De especial interés es el uso de estimulos
fotoquimicos, ya que aparte de ser no invasivo, permiten controlar la actividad del interruptor
a distancia (fotorelé). El grupo de compuestos que mejor responden a este tipo de estimulo son
los fotocromos.

El fotocromismo se define como una transformacidon fotoquimica inducida mediante la
absorcién de radiacidn electromagnética entre dos especies quimicas A y B que se diferencian,
no sélo en su espectro de absorcion sino también en sus indices de refraccion, constante
dieléctrica, estructura geométrica y potencial de oxidacién/reduccion. Los sistemas
fotocromicos mas extendidos involucran reacciones unimoleculares. En la figura 5 se muestra el
perfil de energia caracteristico de un sistema fotocrémico. La especie A, termodindamicamente
mas estable, se transforma mediante irradiacion en la forma B. La reaccidon inversa puede tener
lugar térmicamente o bien fotoquimicamente. Dependiendo del tipo de fotocromismo que
adopte la molécula influird, entre otras cosas, en las aplicaciones que esta pueda tener.’

Estados Excitados |

hvy, N | S

Barrera de
activacion

hv,or A

\ 4

Figura 5. Perfil de energia caracteristico de un sistema fotocrémico.

Los interruptores moleculares se pueden utilizar en diferentes campos, por ejemplo, en ciencia
de los materiales se ha propuesto de utilizarlos como memorias moleculares capaces de
almacenar informacién y como valvulas y maquinas moleculares. En estos ultimos afios el campo
de las biociencias estd encontrando mayor aplicaciones para estos compuestos ya sea como
sensores para monitorizar especies bioldgicas o como herramientas para controlar y modificar
la estructura de biomoléculas y la actividad celular. El Grupo de investigacion en el cual
pertenece este trabajo investiga interruptores moleculares que puedan tener aplicaciones en el
control de la actividad neuronal.®



Sintesis derivado de glutamato para formar parte del sistema MAG.

1.2.1 Interruptores moleculares capaces de controlar la actividad neuronal mediante estimulo
foto-quimico.

Gracias a las propiedades que ofrecen los interruptores moleculares podemos conseguir
modificar material biolégico mediante un estimulo luminico de tal manera que podamos
controlar y manipular externamente la actividad celular.”® Con estos compuestos podemos
desarrollar estrategias de manipulacidon éptica utilizando técnicas no invasivas y selectivas
donde éstos puedan activarse (“On”) o desactivarse (“Off”) a distancia. Una de las aplicaciones
mas relevantes del control dptico de la actividad celular se produce en el campo de la
neurotransmisién y del control de la actividad neuronal.

Como se ha comentado a lo largo de la introduccidn, los neurotransmisores son moléculas
capaces de transmitir, amplificar y modular sefiales entre neuronas. Por lo tanto, tener el control
de su actividad mediante la aplicacion de estimulos externos no solo nos permitira controlar la
neurona a voluntad, sino que también se podria estudiar el papel que juegan las diferentes
células del sistema nervioso y con ello entender su funcionamiento en detalle.

La estrategia que se sigue, para este tipo de control, es la modificacion de los compuestos que
actuan como neurotransmisores, de manera que pueda activar o desactivar su capacidad para
interaccionar en los sitios de unidn neuronal bajo irradiacidon. En concreto, se han centrado en
el glutamato como neurotransmisor sintetizando un interruptor molecular que permita el
control del canal iGIuR.®

Los grupos de los profesores Pau Gorostiza (Institut de Bioenginyeria de Catalunya, Barcelona),
Dirk Trauner (Universidad de Munich, Alemania), Ehud Y. Isacoff (Universidad de California,
Estados Unidos), Jordi Hernando (grupo de Electroquimica, fotoquimica y reactividad organica,
UAB) conjuntamente con este grupo de investigaciéon (Grupo de Sintesis Organica
Estereoselectiva, UAB) de la mano de Félix Busqué y Ramdn Alibés; han desarrollado una familia
de interruptores moleculares que controlan el funcionamiento del receptor iGIuR. La molécula
disefada con este fin es el sistema MAG (Maleimida-Azobenceno-Glutamato), que representa
el ejemplo mas simple de esta familia de interruptores.°

Este compuesto esta formado por tres unidades basicas (Figura 6):

1) Un grupo Maleimida que

permite anclar el interruptor MAG a H Q

una unidad de cisteina en el exterior o . /©/ \([)]/\ﬁ

del dominio de la unién del ligando. J o /©/ N : NH

2) Un grupo Azobenceno q\)J\H HOOC™ ™" COOH
fotoisomerizable. Constituye el ©

Interruptor en si. Figura 6. Estructura del interruptor molecular MAG.!

3) Una unidad de Glutamato que
actua de agonista en el centro activo
del receptor iGluR, abriendo o cerrando el canal idnico.

En primer lugar, para que este compuesto pueda cumplir con su objetivo debe ser unido
covalentemente en una region cercana al centro activo del receptor mediante el acoplamiento
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del grupo maleimida y el grupo tiol de un residuo de cisteina del sistema iGluR. Una vez se ha
unido al receptor, y en ausencia de irradiacién, el interruptor MAG se encuentra en su forma
extensa trans favorecida termodindmicamente. De esta manera el grupo terminal glutamato se
encuentra alejado del lugar de unién del receptor, por lo cual el canal idnico se mantendra
cerrado sin la posibilidad del intercambio de iones con el exterior celular. Cuando al sistema
MAG se le irradia con luz de frecuencia adecuada (v1~360 nm), la unidad central azobencénica
de MAG se interconvierte a su forma isomérica plegada cis. Esto permite el acoplamiento entre
la unidad de glutamato y el lugar de unidn del receptor, haciendo que el canal iénico del receptor
se abra permitiendo el paso de los cationes. Finalmente este proceso puede revertir o bien de
forma espontdnea una vez la forma cis de MAG se relaje termodindmicamente en su estado
estable trans, o bien por irradiacién con luz de frecuencia adecuada (v2 ~450 nm) para
fotoinducir la transformacién cisstrans (Figura 7).%?

_N
UL S
(i) H 2 WASN_0
NS s 2 & G T
N 4

4 NJOL /©/ N : NHs vis o calor 0 oj/NH “00C_ .~

N —OOC/\/\COO— (450 nm) NH.*
(0] H S N wNH3

trans- MAG COO

cis-MAG

(ii)

K*/Na*/Ca™

Figura 7. (i) Interconversion entre los estados trans y cis del sistema MAG. (ii) Mecanismo de apertura y
cerramiento del canal idnico controlado por el receptor iGIuR mediante la interconversidn fotoquimica entre

los dos estados del interruptor MAG.*3

La capacidad de controlar el proceso de apertura-cerramiento del canal idnico gobernado por el
receptor iGIuR mediante estimulo éptico del interruptor

molecular MAG, asi como la reversibilidad vy «—Electrode
reproducibilidad de este funcionamiento se demostré

mediante medidas electroquimicas. La técnica Platch clamp i e
(fijacién de membranas) permite medir potenciales de

membrana. Se usa una micropipeta como electrodo que

tiene una punta abierta de cerca de un micrémetro de

didmetro, un tamafo que encierra un area superficial que a /x‘})\
menudo contiene uno o0 pocos canales iGnicos  CellMembrane Na* channel
moleculares. El electrodo, un alambre de cloruro de plata

Figura 8. Esquema de la técnica

es puesto en contacto con esta soluciéon y conduce la
Platch clamp

corriente eléctrica al amplificador, obteniendo las medidas
electroquimicas (Figura 8).
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Il. Objetivos

A lo largo de la introduccion se ha hablado del papel que juega la parte del glutamato en el
sistema MAG en el estudio del funcionamiento neuronal. Dado la importancia que tiene la
obtencidén del precursor de glutamato para estos sistemas, se ha visto necesario la reproduccion
y optimizacién de la ruta sintética puesta en marcha en el grupo de investigacion, con el fin de
convertirlo en un procedimiento robusto y reproducible.

Para este trabajo se plantean los siguientes objetivos:

- El escalado de las 2 primeras etapas de reaccion para obtener 3 en la mayor cantidad
posible para la posterior utilizacidn en el estudio de la obtencién del intermedio clave
(2S,4R)-1.

- La optimizacién de las condiciones de reaccion, tratamiento y purificaciéon en la
obtencién de la molécula (25,4R)-1, mediante alquilacion de la lactama 3, con el fin de
obtener el maximo rendimiento posible, ya que es una reaccién que es pobre en
rendimiento.

- Obtencién del intermedio clave (2S,4R)-1 a partir de su diasteroisdmero no deseado,
(25,45)-1 que inevitablemente se forma en la reaccion. Para ello se realizara un estudio
de la reaccidn de epimerizacion del centro estereogénico (4S) en diferentes condiciones
(temperatura, disolvente, reactivos, etc.) para obtenerla con el mayor rendimiento
posible.

- Obtencién del intermedio 2, que posteriormente formara el precursor de glutamato
para formar parte del interruptor molecular MAG.

N OtBu N OtBu

0" Boc 0 'I%loc OtBu O Boc
3 (25.4R11 (2S,45)1
(0]
H
> l;lHBoc
BUOtOC/-\/.\COOtBu
2

H
N
N
W Y
J 0 /@/ °N NH,
n A HOOC COOH

MAG

10
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Ill. Resultados y discusion

En el esquema 2 se recoge el analisis retrosintético planteado para la obtencion del precursor

del fragmento de glutamato 2.

(0]
"
S NHBoc
t-BuO\n/'\/'\n/Ot-Bu
(0] 2 (e}
Metatesis
k: NHBoc Proteccién o : l;lHBOgt o
t-BuO\n/'\/'\n/Ot-Bu v \n/\/\n/
(0] (e}
5
(6] 6 (@]
Proteccion
0O acido 0
N OH N OtB
t
o N o N u
Acido L-piroglutamico 4

Apertura .
de anillo L 0]
>
N OtBu
O Boc
(2S,4R)-1
Alilacion
Proteccion
amida O
—————
\
Boc
3

Esquema 2. Analisis retrosintético para la preparacién del precursor de glutamato 2.

El precursor de glutamato 2 proviene de la metdtesis entre el crotonaldehido y el intermedio 6,
que éste viene de la esterificacion del dcido carboxilico de la molécula 5 en forma de éster terc-
butilico. La apertura de anillo de (2S,4R)-1 en condiciones basicas permite la obtencién de la
molécula 5. El intermedio clave de la sintesis es la molécula (2S,4R)-1, que proviene de la
alilacién de la posiciéon a de la amida ciclica protegida, 3. Por ultimo, el intermedio 3 proviene
de dos etapas de proteccion de los grupos funcionales, amida y acido carboxilico, del acido L-
piroglutdmico en forma de carbamato y éster respectivamente. El acido L-piroglutamico es un

producto comercial.

11



Sintesis derivado de glutamato para formar parte del sistema MAG.

3.1. Sintesis de (s)-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, 3.

La ruta sintética comienza a partir del acido L-piroglutamico, donde protegeremos sus grupos
funcionales, el nitrégeno de la amida y el carbono del acido, en forma de carbamato de terc-
butilo y de éster terc-butilico, respectivamente. Las dos primeras etapas de proteccién del L-
piroglutdmico tienen como objetivo obtener 3 en cantidades grandes.

La primera reaccidon de proteccion que se hace es la del 4cido carboxilico. La esterificacidon se
hizo basandose en el proceso descrito por Gross #, ya que trabajaba con la misma molécula,
pero en vez de utilizar HCIO4 se utilizd H,SO4. De esta manera se obtenia un rendimiento
ligeramente mas bajo, por esta razén la cantidad de los equivalentes de sulfurico utilizados es
mas grande asi como el tiempo de reaccion que es de 16 h, el doble del descrito, tal y como se
muestra en el esquema 3.

0] 0]
p-« HiSO, M
N H N B
N 0] N OtBu

O t-BuOAc, ta,24h O

(43 %)

Acido L-piroglutamico

Esquema 3. Reaccidn de esterificacion del dcido carboxilico en forma de terc-butilo, 4.

La evolucién de la reaccion se seguia mediante cromatografia de capa fina, pero nunca se
observo que el sustrato de partida se acabara. Se utilizd AcOEt para mejorar la extraccién del
producto en lugar de éter dietilico. Después de las extracciones se requeria una ultima lavada
de la fase organica con una disolucion de NaHCOs saturada, porqué en el proceso de extraccion
el AcOEt arrastraba el 4cido acético que se genera en la reaccién. De esta manera se obtiene el
intermedio 4 con un rendimiento del 43 % sin poder recuperar el reactivo de partida.
Normalmente las reacciones de esterificacidon con terc-butilo suelen dar rendimientos bajos, es
por esto que el rendimiento de la reaccién no es alta.

El espectro de resonancia magnética nuclear de protén del producto presenta una sefiala § 1.47
en forma de singlete que integra 9 protones. Confirmando de esta manera la formacion del éster
terc-butilico (Anexo 1). Segiin vemos en el espectro, el crudo de la reaccidn sale bastante limpio
de impurezas, por lo tanto el mismo crudo de reaccidn se puede utilizar para la siguiente
reaccion sin la necesidad de purificar.

El siguiente paso de reaccion es la proteccion del nitrogeno de la lactama en forma de carbamato
de terc-butilo, siguiendo la misma metodologia que plantea Goss para esta misma molécula tal
y como se indica en el esquema 4.
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0]
MO Boc,0, DMAP M
N OtBu

o N OtBu CHiCN,0°C —ta,4h  O°  pgoo

4 (95 %)
Esquema 4. Proteccion del nitrégeno de la lactama en forma de carbamato de terc-butilo.

El DMAP (dimetilaminopiridina) actia como catalizador en esta reaccién de formacién del
carbamato, permitiendo realizarla en ausencia de acido, en condiciones suaves, para que no se
vea afectado el éster terc-butilico o que se nos pueda generar especies no deseadas. El DMAP
reacciona con el dicarbonato de di-terc-butilo (Boc;0) formando la especie de terc-butilpiridinio
correspondiente, donde éste serd atacado por el nitrégeno de la lactama formando el
carbamato de terc-butilo y recuperandose el DMAP.

La reaccion se sigue mediante capa fina hasta la consumicion total del producto de partida. Se
le hace una posterior purificacion mediante cromatografia en columna de silice obteniendo el
compuesto 3 con un rendimiento del 95 %.

El espectro de resonancia magnética del producto muestra un nuevo singlete alrededor de
6 1.40. Se observan los dos singletes alrededor de § 4.45, integrando los dos picos salen 18
protones, 9 del éster terc-butilico y 9 del carbamato de terc-butilo, confirmando de esta manera
la formacién del producto 3.También se observa la sefial del protén a-carboxilico, H-2, a § 4.40
que antes era un multiplete, pasa ahora a ser un doblete de dobletes. Esto es debido a que ahora
solo se acopla a los dos protones diferenciales de H-3, tal y como se puede observar en la figura
9.

o © 2%xC(CHs)s

e

L L e B B B L s B B B B B B B B B N S
4.7 4.5 4.3 4.1 3.9 3.7 3.5 3.3 3.1 29 2.7 2.5 23 21 1.9 1.7 15 13 11

Figura 9. Espectro de 'H RMN (250 MHz, CDCls) de 3.
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3.2. Sintesis de (25,4R)-4-alilo-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
(25,4R)-1.

El siguiente paso de reaccién es la obtencién de la molécula objetivo (25,4R)-1, que plantea la
introduccion del grupo alilo en la posicién a respecto la lactama de 3.

La obtencién de este intermedio se ha convertido en la etapa clave de esta sintesis por los
rendimientos tan bajos que plantea esta reaccion de alilacién. Por este motivo hemos
desarrollado un estudio de optimizacion de las condiciones de reaccidn, tratamiento y
purificacién para obtener (2S,4R)-1 con el maximo rendimiento posible y hacer de esta reaccion
un procedimiento robusto y reproducible. También nos hemos centrado en la recuperacion del
producto (2S,4R)-1 a partir de su diasteroisémero no deseado, (2S5,4S)-1 en una reaccién de
epimerizacién a partir de diferentes condiciones de reaccién.’

Es importante que la molécula tenga una isomeria definida, en este caso (2S,4R), para seguir con
la ruta sintética, porque el derivado de glutamato final, cuando forme parte del interruptor
molecular, tiene que ser reconocido por el receptor iGIuR y llevar a cabo su papel. El isémero
(25,4S) actuaria de antagonista dejando sin funcionalidad al interruptor molecular. Es el motivo
por el que necesitamos (2S,4R)-1 con el mayor rendimiento posible.

La reaccidn de alilacién consiste, en primera instancia, la formacion del enolato lactdmico de 3
en condiciones cinéticas, para después hacerlo reaccionar con una molécula electréfila como es
el bromuro de alilo tal y como se observa en el esquema 5.

\/’, N
Mo 1) LIHMDS, -78 °C, THF p_(o O
+
N OtBu Br
(0] N _78 0 N OtB N OtB
Boc 2) = , THF, -78 °C 0”7 Boc u o N u
3 (2S,4R)-1 (25,45)1

Esquema 5. Reaccidn de alilacién de 3 en condiciones cinéticas.

La reaccion se lleva a cabo en condiciones cinéticas, es decir, la utilizacion de base fuerte
(LIHMDS) y a temperaturas bajas (-78 °C). Son necesarias estas condiciones de reaccion para
evitar las dialilaciones y la formacidn de productos no deseados. La base arranca el protdén de la
posicién a respecto la lactama formando asi el enolato correspondiente. Una vez formado el
enolato, éste puede atacar por la cara de arriba (ataque en sin) y nos daria el producto no
deseado (2S,4S)-1 o puede atacar por la cara de abajo (ataque en anti) dandonos el producto
deseado (25,4R)-1, tal y como se observa en el esquema 6.

14



Sintesis derivado de glutamato para formar parte del sistema MAG.

\ o)

H
OtBu
) N~ ",
Sin Boc H

(25,4S)

Anti \\ " o

L fom
o

N~
Boc H
(2S,4R)

Esquema 6. Mecanismo del ataque del enolato al bromuro de alilo

De esta manera se genera un nuevo centro estereogénico en la molécula, con la mezcla de los
dos diasteroisdmeros, aunque, se trata de una reaccidn diastereoselectiva, es decir, el isémero
(2S5,4R) se genera en mas cantidad que el (25,4S) ya que el ataque del enolato por la cara de
abajo (ataque en anti) tiene menos impedimento estérico que el ataque en sin causado por el
éster terc-butilico del centro 28.

Todas las reacciones que se hicieron en el estudio se afiadiendo siempre los mismos
equivalentes de base (1.1 equivalentes) y de bromuro de alilo (4 equivalentes), que
anteriormente en este mismo grupo de investigacién se vio que en estas cantidades de
equivalentes proporcionaban mejores rendimientos. Solo se modifican las condiciones de
escalado, adicién, tratamiento y purificacién de los reactivos de tal manera que se disefiaron
diferentes experimentos tal y como se observa en la tabla 1.

N2 exp | Tamafo Adicion Basificacion Purificacién Anti Sin
(%) (%)
1 300 mg Bromuro = Enolato NH4CI Hexano/AcOEt 21 6.3
(GE 20:1 a 4:1)
2 300 mg Enolato = Bromuro NH4Cl Hexano/AcOEt 10 6
(GE 20:1 a 4:1)
3 300 mg Bromuro = Enolato Silica Hexano/AcOEt 22 8
(GE 20:1 a 4:1)
4 1g Bromuro = Enolato Silica Hexano/AcOEt 18 9
(GE 20:1 a 4:1)
5 2g Bromuro = Enolato Silica Hexano/AcOEt 12 6
(GE 20:1 a 4:1)

Tabla 1. Diferentes condiciones de reaccién para la alilacién con el rendimiento de los
diastereoisomeros.

Después de realizar los diferentes experimentos se ve, en primer lugar, que el escalado de la
reaccion influye en el rendimiento. Cuando se hace a escala de miligramo los rendimientos son
mejores que cuando se hace a escala de gramo (n2 5). El orden de adicidn es lo que mas influye
en el rendimiento final (n2 2), siendo el orden bromuro sobre enolato lo que da mejores
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resultados. Basificar con NH4Cl supone posible pérdida del producto mediante las diferentes
extracciones que se hacen en comparacién al basificar con silica, pero se observa que la
diferencia entre los dos rendimientos es pequefia (n2 1y 3). Sin embargo, lo que se observa con
diferencia respecto a los demas experimentos es la fase de purificacién del producto. Cuando se
purifica por cromatografia en columna de gel silice sin utilizar gradiente de elucién se favorece
la separacion de los diastereoisémeros y de otros productos obteniendo mejores resultados (n?
6). Por lo tanto, Como se observa en la tabla, el experimento 6 es el que nos proporciona mejor
rendimiento ya que éste recoge las mejores condiciones descritas.

La asignacién de los dos diastereoisdmeros se ha basado en la comparacidn de los resultados
obtenidos por RMN descritas en la bibliografia. Como se puede apreciar en la figura 10, los dos
isdmeros se pueden diferenciar por la sefial correspondiente al protén H-2, alrededor de 6 4.40
donde cada seial presenta diferenciaciones en las constantes de acoplamiento de este protdn
con los dos protones de H-3 para (2S,4R)-1 (J2,3s= 9.6 Hz, J3r=1,6 Hz) y para (2S5,45)-1 (J235s= 9.3
Hz, J,,3.=5,7 Hz).

a1 e "2

N~ “42 OtBu r
Boc

(28,48)-1
J o L J“\ . ﬁ'wlmuh

T T T T T T T T T T T T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5

Figura 10. Comparacién entre los dos espectros de *HRMN de los dos estereoisémeros.

A parte, en este mismo grupo de investigacion se hizo la caracterizacidén de los dos isémeros
mediante la técnica nOe, irradiando el proton H-2. Se observd que en la especie (2S,4R)-1 el H-
2 se encontraba préximo con el protén H-1!, es decir, posicionado en cis respecto la cadena
alilica. En cambio, irradiando la sefial del protén H-2 del diasteroisémero (25,4S)-1, se observaba
nOe sobre los protones H-3 y H-4 donde se deducia que H-2 esta en la misma direccidn en el
espacio que el protdn H-4 y que por lo tanto, en trans respecto a la cadena alilica.
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Acumulando el producto (25,45)-1, que se nos generaba en la reaccién de alilacién como
producto no deseado, se estudié la forma de recuperar, a partir de éste, el producto (2S,4R)-1
en una reaccion de epimerizacion del centro (4S). Para ello se utilizaron dos bases como
catalizadores (TBAF y DBU) para establecer un equilibrio entre ambos isdmeros y de esta
manera obtener la maxima cantidad de (2S,4R)-1.

N s
o ,L;,loc OtBu THF, reflux o rl%loc OtBu
(42 %)
(2S,4S)-1 (2S,4R)1
N \/a
O DBU MO
o Ejoc OtBu CH,Cl,, 0°C > t.a. o Ejoc OtBu
(17 %)
(2S,45)-1 (2S,4R)-1

Esquema 7. Reaccion de epimerizacidn con diferentes bases cataliticas.

El TBAF es una base no nucledfila que al ser soluble en disolventes orgdnicos puede ser utilizada
en condiciones anhidras. De esta manera, el TBAF representa una fuente de fluoruro “anhidro”
donde la falta de cantidades significativas de agua permite la presencia de aniones fluoruros
“desnudos” (libres de la solvatacidn del agua), y hacer que sean mas accesibles y mucho mas
reactivos que seran los que arranquen el protdn de la posicion a respecto la lactama. El DBU, de
la misma manera que el TBAF, es una base amidina no nucledfila, voluminosa, que actta de la
misma manera en la reaccién de epimerizacién arrancando el protén a tal y como se indica en
el esquema 8.

Base H-Base
XN XN NG
N OB '/ - N OB / N OB
0" Boc ! O Boc v O Boc !
H‘Base B

ase

Esquema 8. Mecanismo de epimerizacidn.

Se llevaron a cabo diferentes reacciones de epimerizacién con estas dos bases cataliticas a
diferentes condiciones para asi encontrar la mas dptima para obtener la especie en anti (2S,4R)
con mayor rendimiento. La siguiente tabla muestra los diferentes experimentos disefiados con
las dos bases cataliticas.
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N2 | Disolvente (*) Base Equivalentes | Temperatura | Tiempo Ratio
Anti / Sin
1 CHCl, TBAF 1.1 60°C 2h 3 1
2 CH.Cl; DBU 1.1 60°C 2h 1 2
3 CH.Cl, DBU 4 25°C () 48h 1 2
4 THF TBAF 1.1 80°C 2h 2 1
5 THF DBU 1.1 80°C 2h 1 3

(*) Los disolventes utilizados en todos los experimentos son anhidros.
(**) Excepto este experimento, que se hizo a temperatura ambiente, es resto experimentos de la tabla se

Tabla 2. Experimentos de epimerizacion a diferentes condiciones de reaccién.

Tal y como se observa en la tabla 2, aparentemente a igual de condiciones, la funcién del anién
fluoruro del TBAF es mas eficaz como base catalitica en esta reaccion de epimerizacidn que una
amidina como es el DBU. El maximo rendimiento obtenido fue en el experimento 1 con un 42%
de rendimiento, pudiendo recuperar el reactivo de partida.

En esta reaccidn se podria haber epimerizado tanto el centro 4S como el 2S de la molécula, pero
debido a la poca accesibilidad del proton H-4 gracias al éster terc-butilico, no se observo
epimerizacidn en este centro, por lo tanto se trata de una reaccidn regioselectiva.

3.3. Obtencion del acido (2R)-2-{(2S)-3-terc-butoxi-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-
3-oxopropilo}-4-pentenoico, 5.

Una vez obtenido (2S,4R)-1 con una cantidad asequible para poder proseguir con la ruta
sintética, el siguiente paso de reaccion supone la apertura del anillo lactdmico para obtener la
estructura de tipo glutamato. Esta apertura consiste en una hidrolisis basica de la lactama
utilizando como base nucleofila LiOH.

Este paso de reaccidon es uno de los motivos de porque se protege los grupos funcionales con
grupos voluminosos como son los terc-butilos, para que no se nos hidrolizen y perdamos los
grupos protectores de la molécula. De todos modos, para no correr riesgo de que se nos hidrolize
tanto el éster terc-butilico como el carbamato, haremos la reaccidon con una concentracion de
LiOH no muy grande (1 M) y bajo una temperatura de 0 °C tal y como se puede ver en el esquema
9. Después del tratamiento del crudo y su purificacién mediante cromatografia en columna de
gel silice, se ha obtenido 5 con un rendimiento del 91 %.

N t

p_{o LOH1M . NHBoc
E OtBu THF/H,O (1:1), 0°C

0" Noe HO,C”~ " >CO,t-Bu
(25,4R)-1 (91 %) 5

Esquema 9. Apertura del anillo mediante hidrolisis basica.
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El espectro de resonancia magnética de protdn del intermedio 5 muestras la aparicion de la
sefial del hidrogeno enlazado al nitrégeno carbamico, en forma de doblete a § 5.3. También se
observa en el espectro la aparicion del protdn del acido carboxilico a 6 9.9. Por otro lado en el
espectro del RMN de carbono nos muestra la aparicion de la sefial del carbono del acido
carboxilico a & 178.8 confirmando definitivamente la formacién del intermedio 5 (Anexo ).

3.4. Obtencion de (2R,4S)-2-alilo-4-[(terc-butoxicarbonilo)amino]pentanodiodato de
di-terc-butilo, 6.

La siguiente reaccién que se lleva a cabo en nuestra ruta sintética consiste en la esterificacion
del acido carboxilico en forma de éster terc-butilico para tener el grupo funcional carboxilico
protegido para las siguientes etapas de reaccion.

Este caso, la esterificacion se realiza en condiciones de reaccion mucho mas suaves que en las
utilizadas en las protecciones anteriores para evitar la formaciéon de productos no deseados.
Para llevar a cabo esta esterificacion, en estas condiciones, se utiliza el 2,2,2-tricloroacetimidato
de terc-butilo y un 4cido de Lewis como el BF3-OEt; disueltos en diclorometano a temperatura
ambiente tal y como muestra el esquema 10.

Cl H
HO,C~ > >CO,t-Bu CHCh ta. t+Bu0,C~ > > COo,t-Bu

5 (74 %) 6

NH
k CI%J\Ot-B BF;-OFEt k
> NHBoc cl 4 Brs Ok NHBoc

Esquema 10. Reaccion de esterificacidon del acido carboxilico en condiciones
suaves.

En esta reaccidn, el oxigeno de nuestro acido carboxilico ataca al carbono del acetimidato, que,
con la presencia de del acido de Lewis es un potente electréfilo, en una reaccién de sustitucion
desplazando al terc-butdxido y formandose el acetimidato correspondiente, en una reaccién de
equilibrio. Posteriormente el anidén terc-butdxido desplaza el equilibrio atacando al carbono
carboxilico de nuestra molécula, en otra reacciéon de sustitucion, formandose el éster terc-
butilico, 6, y el 2,2,2-tricloroacetamida.’®

La evolucién de la reaccién se seguia mediante cromatografia de capa fina, pero nunca se
observo que el producto de partida se acabara. Después de 3 horas horas damos la reaccidn por
finalizada, ya que no se veia evolucion de la reaccién. Después del tratamiento del crudo de
reaccién y su posterior purificacion por columna de gel silice se obtuvo 6 con un rendimiento
del 74 %.
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En el espectro de resonancia magnética de protdn realizado al producto 6 se observa una nueva
sefial a § 1.39 en forma de singlete y que integra 9 protones confirmando la presencia del nuevo
grupo terc-butilico. Ademas, en el espectro no se observa la presencia de la sefial del protén del
acido a 6 9.9 como se observaba para la molécula 5. La formacién del producto se confirma con
el espectro obtenido de resonancia magnética de carbono donde nos revela una nueva sefial a
6 173.4 que confirma la aparicion del nuevo grupo éster formado asi como la nueva sefial
obtenida a 6 80 que corresponde al carbono terciario del grupo terc-butilico.

3.5. Sintesis de (2S,4R)-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-4-[(E)-4-oxobut-2-en-1-ilo]
pentanodioato de di-terc-butilo, 2.

A este paso de reaccion tenemos el esqueleto del glutamato, con todos los grupos funcionales
protegidos en forma de éster o carbamato, con una cadena alilica. Por esta cadena alilica es por
donde se unird el fragmento de glutamato al interruptor molecular. Para facilitar esta union se
afiadira un grupo aldehido de un carbono, 2 que serd nuestro intermedio para posteriormente
formar el precursor de glutamato que ira unido al interruptor.

Para llevar a cabo la introduccién de este grupo aldehido se hace una metatesis del doble enlace
de la cadena alilica. El método que se escogid para esta sintesis es la metatesis de olefinas de
Grubbs. El catalizador que se utiliza es el de Hoveyda-Grubbs de 22 generacion, 7 (véase en

indice de férmulas).'”-18

El catalizador de Hoveyda-Grubbs hace la metatesis entre la molécula 6 y el crotonaldehido para
darnos la molécula 2 tal y como muestra el esquema 11. Se trata de una reaccidn intermolecular
en la que las dos olefinas se intercambian los grupos (cross metathesis) dando el producto final.
La reaccidn se hace a reflujo, en condiciones anhidras y bajo atmosfera inerte debido a la
sensibilidad de este catalizador al oxigeno y humedad.

| i g
k: NHBoc /\)LH 7 |

+BuO,C~ > DCO,t-Bu  CHyCly, reflux

> NHBoc

+BuO,C~ " “CO,t-Bu
6 (88 %) 2

Esquema 11. Metdtesis de olefinas del compuesto 6.

Debido al alto precio del catalizador se optimizd la reaccidon utilizando la menor cantidad de 7
(1.7 % mol). Como se trabaja con muy poca cantidad de catalizador, se afadira, éste, en
pequefias porciones al crudo de reaccién para aumentar, de esta manera, su actividad catalitica.
Antes de que le catalizador inicie el ciclo catalitico de la metatesis, primero éste debe activarse
en un proceso dindmico en donde se libera el estireno a partir de la metatesis cruzada entre el
precursor y la olefina para generar la especie activa, que una vez se ha consumido todo el
sustrato, puede retornar el estireno liberado y generar de nuevo el precursor (efecto
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boomerang) tal y como se muestra en la figura 11, aunque el mecanismo de recuperacién siguen
en procesos de estudios.?

o

H)i
o] ‘
e l%lHBoc

/\/\
tBuO,C CO,tBu

2
activacién
kﬁ ';‘HBOC oj@
tBUO,C”"CO,tBu \<

R 6
‘ oo
RU=—

Ru
e ‘ o > ciclo catalitico Ri—
o = NHBoo Hoveyda-Grubbs CI/ \

\< tBuOZC/\/\ CO,tBu 9 \<
= 8 7
7 /\
\(O
/_\ recuperacion

a

catalizador

Cl
activado ‘_‘\‘\ R I _\\‘CI

|
K I%IHBoc

Buo,e” > co,Bu
6

Figura 11. Mecanismo de accion del catalizador Hoveyda-Grubbs simplificado. (en el anexo Il
muestra el ciclo catalitico)

En ciclo catalitico, el catalizador activado 8 (carbeno metalico) enlazado con la molécula 6, une
al crotonaldehido en su esfera de coordinacién. Se produce una cicloadicion [2+2] entre el
crotonaldehido y el carbeno metdlico formando un metalaciclobutano, donde su posterior
cicloreversion nos da la molécula 2 en forma de olefina cis y el carbeno metalico
correspondiente 9. El nuevo carbeno formado, primero libera la molécula 2 de su esfera de
coordicanciény posteriormente mediante otra cicloadicién y cicloreversion entre 9y 6 volvemos
atener el carbeno metalico 8 con la liberacién de propeno, donde nuevamente 8 volvera a iniciar
un nuevo ciclo catalitico (Anexo Il). Gracias a los factores estéricos y electrdnicos del catalizador,
la estereoquimica de la reaccidn siempre nos da nuestro producto en cis (reaccion

estereoselectiva).?’

De esta manera, después del tratamiento del crudo de reaccion y su purificacion mediante
cromatografia de gel silice, utilizando 1.7 % de catalizador se obtuvo un rendimiento del 88 %.

El espectro de resonancia magnética de protén del producto 2 revela la aparicion de la nueva
sefial en forma de doblete a 6 9.50, integrando un protdn caracteristica de los aldehidos. Esta
sefial se acopla con la sefial del protén H-3' (JcHo3'= 7.8 Hz). Por otro lado, en el espectro de
resonancia de carbono se observa la nueva sefial & 193.6 correspondiente con el carbono
carbonilico del aldehido.
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Sintesis derivado de glutamato para formar parte del sistema MAG.

En este trabajo de Fin de Grado se ha conseguido sintetizar el intermedio 2, a partir delacido L-

piroglutdmico comercial y mediante una ruta sintética de 6 pasos con un rendimiento global del

6 %. Este precursor de glutamato que formara parte del sistema MAG en posteriores estudios.

Para ello se ha conseguido:

Realizar el escalado de las dos primeras reacciones, obteniendo aproximadamente unos

6 g del producto 3, con un rendimiento global de las dos primeras etapas del 41 %.

Estudiar y optimizar la obtencién del intermedio clave (25,4R)-1, mediante la alquilacion

de lalactama 3. Desafortunadamente, pese a probar varias condiciones de reaccién para

obtener este producto con el mayor rendimiento posible, no se ha conseguido tener un

rendimiento mayor al 32 %, aunque si se ha conseguido ganar reproducibilidad en la

reaccion. No obstante se ha conseguido obtener dicho intermedio a partir de su

diasteroisémero (2S5,4S)-1 no deseado y subproducto de la reaccién de alquilacion. De

esta manera se obtuvo un rendimiento total del 37 % de (2S,4R)-1.

o)

OH

N
S

Acido L-piroglutamico

o)

H,S04
o N
t+-BuOAc, t.a, 24 h H
(43%) 4

CH,Cly, reflux
(88 %)

0
Boc,0, DMAP

—_—

OtBu cH,cN, 0°C ta, 4h

(95 %)

: NHBoc

t+BuO,C~ " CO,t-Bu

2

Esquema 12. Ruta sintética para la obtencion del precursor de glutamato.

Avanzar hasta el intermedio 2 a partir de 1, mediante tres pasos de reaccion con un
rendimiento global de estas tres transformaciones del 60 %.

X N
O @) \/c_ 0
M 1) LIHMDS, -78 °C, THF + M
goc OtBu 2) B THE 7800 o goc OtBu o goc OtBu
3 (25,48)-1 (2S,4R)-1
(11 %) (32 %)
TBAF, CH,Cl,
reflux
(42 %)
NH
cl
. t CR)LOFBU, BF3-OEt, t
LiOH 1 M y NHBoc Cl > NHBoc
THF/ H,0 (1:1), 0°C A CH,Cly, t.a. Al A
2 (0 ) HO,C™ >"CO,t-Bu 228 tBu0,C” " COo,t-Bu
(91 %) 5 (74 %) 6
O
o]
/\)J\H ,7 HJ\lk
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos de caracterizacion

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se han registrado en el Servicio de
Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad Auténoma de Barcelona. Para los espectros de
protén y carbono de 250 MHz se ha utilizado un aparato Bruker AC 250.

Los desplazamientos quimicos 6 se da en ppm, utilizando como referencia interna el propio
disolvente deuterado (CDCls). Las abreviaturas usadas para describir la multiplicidad de las
absorciones son las siguientes: s (singlete), d (doblete), t (triplete), dd (doblete de doblete), dt
(doblete de triplete), td (triple doblete), m (multiplete).

Cromatografia

Las cromatografias de capa fina han sido efectuadas sobre cromofolios Alugram Sil G/UV,s, de
0.25 mm de grueso. El revelado de las mismas se ha realizado, dependiendo de cada caso, bajo
una ldmpara de ultravioleta de 254 nm y/o con una solucién de KMnO, y posterior
calentamiento.

Las cromatografias en columna se han realizado usando gel de silice de 230-400 mesh como fase
estacionaria. La fase movil de la columna se encuentra indicada para cada caso.

Disolventes anhidros

Para las reacciones sensibles a la presencia de agua, los disolventes han estado previamente
anhidrizados en mismo dia que se realizé la reaccidn.
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5.2 Sintesis de Fragmento de Glutamato

5.2.1. Sintesis de (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilato de terc-butilo, 4

o) 4 3 0
e SO o[
N OH N OtBu

o j t+-BuOAc, t.a, 24h 0

Acido L-piroglutamico

En un matraz de fondo redondo de 250 ml de capacidad, con agitacion magnética, se disuelven
5.78 g (44.79 mmol) del 4cido L-piroglutamico, en 70 ml de acetato de terc-butilo. Se deja agitar
la reaccidn durante unos 15 min (el acido no llega a disolverse del todo) y se le afiade 3.6 ml de
H,SO4 (96% en agua, 64.83 mmol). Se deja la mezcla de la reaccién en agitacidon 24 h a
temperatura ambiente.

Después de dejar la reaccién durante toda la noche se adiciona lentamente 100 ml de una
disolucién saturada de NaHCO; y termino llegando a pH =5-6 afiadiéndole poco a poco una
disoluciéon de NaOH 30%. El producto se extrae con AcOEt (4 x 100 ml). Se juntan las fases
organicas y se lavan con 70 ml de una disolucién saturada NaHCO; y posteriormente con 70 ml
de una disoluciéon saturada de NaCl. La fase orgdnica se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se
evapora el disolvente bajo presion reducida, obteniendo 3.52 g (19 mmol, 43%) de un sdlido
blanco identificado como (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilato de terc-butilo, 4.

Datos espectroscopicos de 4:

'H RMN (250 MHz, CDCl3) & 6.10 (S(ancho), 1H, H-1), 4.12 (m, 1H, H-2), 2.38 (m, 3H, H-4, H-3), 2.18
(m, 1H, H-3), 1.47 (s, 9H, -C(CH3)s).

5.2.2. Sintesis de (S)-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, 3.

@)
MO Boc,0, DMAP p—{
N c OtBu

o7 N OtBu cusen,o°csta,24h O Bo

4 3

En un Schlenk de 250 ml de capacidad, con agitacién magnética y bajo atmdsfera de nitrégeno,
se disuelven 3.60 g (19.5 mmol) de (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilato de terc-butilo, 4, en 90 ml
de acetonitrilo anhidro y se enfria a 0 °C. Seguidamente, se adiciona 735 mg (6.02 mmol) de
DMAP y 9.88 g (45.25 mmol) de carbonato de di-terc-butilo (Boc;0). Se deja agitando la
disolucion durante 30 min a 0 °C y luego se deja durante 4 horas a temperatura ambiente. La
evolucidn de la reaccidn se sigue por cromatografia en capa fina (hexano/AcOEt 2:1).

Transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente, a presién reducida, hasta llegar a sequedad
para obtener un aceite anaranjado. Se purifica el crudo de la reaccidn con una cromatografia en
columna de gel silice (hexano/AcOEt 2:1) obteniéndose 5.28 g (18.54 mmol, 95 %) de un sdlido
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parcialmente blanco identificado como (S)-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
3.

Datos espectroscopicos de 3:

1H RMN (250 MHz, CDCls) & 4.40 (dd, J235=9.3 Hz, J» 3r= 2.7 Hz, 1H, H-2), 2.36 (m, 3H, H-3g, H-4),
1.91 (m, 1H, H-3s), 1.43 (s, 9H, -C(CHs)3), 1.38 (s, 9H, -C(CH:)s).

5.2.3. Sintesis de (25,4R)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, (2S,4R)-1y
(25,4S)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, (25,45)-1.

3i
X , 3 X
MO 1) LIHMDS, -78 °C, THF e MO o)
5 +
0 'éloc OtBu 2) A Br,THF, -78°C N OtBu N OtBu

O Boc O Boc

3 (25,4R)-1 (25,45)-1

En un Schlenck de 50 ml de capacidad, con agitacion magnética y bajo atmosfera de nitrégeno
(condiciones anhidras), se disuelven 303 mg (1.06 mmol) de (S)-5-oxopirrolidina-1,2-
dicarboxilato de di-terc-butilo, 3, en 8 ml de THF anhidro. Se sumerge la disolucién en un bafo
de acetona a-78 °Cy se adiciona, gota a gota en un intervalo de 10 minutos, 1.17 ml (1.17 mmol)
de LIHMDS (1 M en THF) y se deja agitar durante una hora a -78 °C.

Por otro lado, en un Schlenck de 25 ml de capacidad, con agitacién magnética y bajo atmosfera
de nitrégeno (condiciones anhidras), se disuelven 0.38 ml (4.25 mmol) de bromuro de aliloen 5
ml de THF anhidro a -78 °C. Transcurrida una hora esta disolucion de bromuro de alilo se adiciona
via jeringuilla, gota a gota, en un intervalo de 10 min aprox. al enolato formado en el en Schlenck
de 50 ml. Se deja agitar la disolucion resultante a -78 °C durante 4 horas. La evolucién de la
reaccion se sigue mediante cromatografia de capa fina (hexano/AcOEt 3:1).

Transcurrido este tiempo, no se observa evolucién en la capa fina. Se le aflade 100 mg de silica
y se deja agitar 5 minutos. Se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida obteniendo un
solido color marrén. El crudo de la reaccidn se purifica mediante cromatografia en columna de
gel silice (hexano/AcOEt 10:1) obteniéndose 110 mg (0.34 mmol, 32 %) de un sdlido
parcialmente marrén identificado como (2S,4R)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-
terc-butilo, (25,4R)-1 y 38 mg (0.12 mmol, 11 %) de un sélido color marrén identificado como
(2S,4s)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, (25,4S)-1.

Datos espectroscopicos de (2S,4R)-1:

1H RMN (250 MHz, CDCl3) & 5.74 (ddt, J2 3trans= 17.0 Hz, J2,3ais= 10.1 Hz, J2,1= 6.9 Hz, 1H, H-2)),
5.08 (m, 2H,H-3), 4.41 (dd, J2.35= 9.6 Hz, J>3x= 1.6 Hz, 1H, H-2), 2.66 (m, 2H, H-1'a, H-4), 2.23-1.91
(m, 3H, H-1's, 2H-3), 1.52 (s, 9H, -C(CHs)s), 1.48 (s, 9H, -C(CHs)s).
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13C RMN (250 MHz, CDCls) § 174.6 (C-5), 170.5 (COester), 149.5 (CO(carbamato)), 134.5 (C-2/), 117.7
(C-3), 83.4 (-C(CHs)3), 82.4 (-C(CHs)3), 57.9 (C-2), 41.2 (C-4), 34.6 (C-1), 28.04 (2xC(CHs)s), 28.0
(C-3).

Datos espectroscopicos de (2S,4S5)-1:
1H RMN (250 MHz, CDCls) § 5.72 (dddd, J2, 3trans= 16.5 Hz, J2,3cis= 10.5 Hz, Jz, 1= 7.7 Hz, J2, 7%= 5.9
Hz, 1H, H-2), 5.05 (m, 2H, H-31), 4.38 (dd, , J235= 9.3 Hz, J53r= 5.7 Hz, 1H, H-2), 2.60 (m, 2H, H-1’,

H-4), 2.44 (dd, Jss= 13.5 Hz, Js5.= 9.4 Hz, 1H, H-3s), 2.21 (m, 1H, H-11), 1.70 (dt, 1H, H-3g), 1.49
(s, 9H,-C(CHs)3), 1.47 (s, 9H, -C(CHs)s).

13C RMN (250 MHz, CDCls) & 174.9 (C-5), 170.7 (COester), 149.6 (CO(carbamato)), 134.9 (C-21), 117.7
(C-3), 83.5 (-C(CHs)3), 82.2 (-C(CH3)3), 58.2 (C-2), 42.2 (C-4), 35.5 (C-17), 28.0 (2xC(CH3)3), 26.4 (C-
3).

5.2.4. Epimerizacion de (25,45)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
(25,4S5)-1.

5.2.4.1. Epimerizacién de (25,45)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
(25,4S5)-1. Utilizacion de TBAF como base catalitica.

X \/c
\/b—{O TBAF p—«o
N OtBu CHCly, reflux N OtBu
Boc

O O Boc
(25,49)-1 (25,4R)-1

En un matraz de fondo redondo de 50 ml de capacidad, con agitacién magnética, se disuelven
155 mg (0.48 mmol) de (2S,4s)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, (2S,4S)-
1, en 2.5 ml de CH,Cl, a 0 °C. A esta temperatura, se le adiciona lentamente 0.52 ml (0.52 mmol)
de fluoruro de tetrabutilamonio, TBAF (1 M, THF). Una vez adicionado, se lleva la mezcla de
reacciéon a reflujo y se deja evolucionar 2 horas. La evolucidon de la reaccion se sigue por
cromatografia en capa fina (hexano/ AcOEt 3:1). No desaparece reactivo de partida.

Transcurrido este tiempo, se le afiade al balén 10 ml de una disolucién saturada de NH4Cl, se
deja agitar y se decantan las dos fases. El producto se extrae con AcOEt (2x 10 ml) se combinan
las fases orgdanicasy se secan con Na,SO,4 anhidro. Se filtra y se evapora el disolvente bajo presion
reducida hasta llegar a sequedad, obteniendo un aceite marrdn. Se purifica el crudo con una
cromatografia en columna de gel silice (hexano/AcOEt 10:1) obteniéndose 65 mg (0.2 mmol,
42%) de un sélido parcialmente marrén identificado como (2S,4R)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-
dicarboxilato de di-terc-butilo, (25,4R)-1.

5.2.4.2 Epimerizacién de (2S,4S)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
(25,45)-1. Utilizacion de DBU como base catalitica.

\ \///
0] DBU MO
N OtB CHCl;, 0°C > t.a. N OtB
O Boc ! e O Boc !
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En un matraz de fondo redondo de 10 ml de capacidad, con agitacién magnética, se disuelven
72 mg (0.22 mmol) de (25,4S)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo, (2S,4S)-
1, en 2 ml de CH,Cl, a 0 °C. A esta temperatura, se le adiciona lentamente 120 pl (0.88 mmol)
de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-en, DBU. Se deja agitar la disolucion durante 2 dias a
temperatura ambiente. La evolucidn de la reaccion se sigue por cromatografia en capa fina
(hexano/ AcOEt 3:1). No desaparece reactivo de partida.

Transcurrido este tiempo, diluyo la disolucidon con 2 ml de CHCl,. Se hacen lavadas con HCI 10%
(2 x 3 ml), 3 ml de H,0 y 3 ml de una disolucion saturada de NaCl. La fase orgdnica se seca con
sulfato de sodio anhidro. Se filtra y se evapora el disolvente bajo presion reducida hasta llegar a
sequedad, obteniendo un aceite marrdn. Se purifica el crudo con una cromatografia en columna
de gel silice (hexano/AcOEt 10:1) obteniéndose 12.3 mg (0.038 mmol, 17%) de un sélido
parcialmente marrdn identificado como (25,4R)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-
terc-butilo, (2S,4R)-1.

5.2.5 Sintesis del acido (2R)-2- {(2S)-3-terc-butoxicarbonilo-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-3-
oxopropilo}-4-pentanoico, 5.

5

\//’, o 4 l
M LIOH 1 M » 3 NHBoc
1 z , - 3
o7 TN OBu  THF/HO(11),0°C  HO,C 27 CO,tBu
(2S,4R)1 5

En un matraz de fondo redondo de 100 ml de capacidad, con agitacion magnética, se disuelven
600 mg (1.84 mmol) de (2S,4R)-4-alil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilato de di-terc-butilo,
(25,4R)-1, en 14 ml de THF y 11.2 ml de H0. La disolucién resultante se sumerge en un bafio de
agua-hielo, a 0 °C, y se adicionan 2.8 ml de LiOH 1M (2.8 mmol). Se deja la reaccidn agitando
durante 2 horas a 0 °C. La evolucidon de la reaccién se sigue por cromatografia en capa fina
(hexano/ AcOEt 1:1).

Transcurrido este tiempo, y después de ver que no hay reactivo de partida, se afiade una
solucién de HCI 5% hasta llegar a un pH 2-3. El producto se extrae con AcOEt (3 x 25 ml). Se
combinan las fases organicas y se secan con Na;SO, anhidro. A continuacion, se filtra y se
evapora el disolvente obteniendo un aceite amarillo. Se purifica el crudo con cromatografia de
gel silice (hexano/AcOEt 1:1) obteniéndose 576 mg (1.67 mmol, 91%) de un sdélido de color
amarillo-pardo identificado como el acido (2R)-2- {(2S)-3-terc-butoxicarbonilo-2-[(terc-
butoxicarbonilo)amino]-3-oxopropilo}-4-pentanoico, 5.

Datos espectroscopicos de 5:

1H RMN (250 MHz, CDCls) 6 9.94 (b, 1H, -COOH), 5.61 (m, 1H, H-4), 5.28 (d, Jun.2 = 6.7 Hz, 1H, -
NH-), 5.0 (m, 2H, H-5), 4.22 (m, 1H, H-2), 2.35 (m, 4H, H-2, H-3, H-1%), 1.63 (m, H-1), 1.45 (s,
9H, -C(CHs)s), 1.45 (s, 9H, -C(CHs)s).
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3¢ RMN (250 MHz, CDCls) 6 178.8 (-COOH), 171.4 (C-3'), 156.5 (COcarbamato), 134.5 (C-4), 117.3
(C-5), 81.9 (-C(CHs)3), 80.9 (-C(CH3)3), 52.4 (C-2'), 41.3 (C-2), 36.2 (C-1/), 33.5 (C-3), 28.1 (-C(CH3)3),
27.7 (-C(CHs)s).

5.2.6. Sintesis de (2R,4S)-2-alilo-4-[(terc-butoxicarbonilo)amino] pentanodiodato de di-terc-
butilo, 6.

3

NH
| CI%J\ |
cl Ot-Bu BF3-OEt, 2 '
x  NHBoc Cl » 1" NHBoc
: H 1 = T o5
CH,Cl,, t.a. 3
HO,C™ >""CO,t-Bu 2V 18 tBUO,C 2 >3 CO,t-Bu
5 6

En un matraz de fondo redondo de 2 bocas de 50 ml de capacidad con agitacién magnética y
bajo atmosfera de argdn (condiciones anhidras), se disuelven 500 mg (1.46 mmol) de acido (2R)-
2- {(2S)-3-terc-butoxicarbonilo-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-3-oxopropilo}-4-pentanoico, 5,
en 13 ml de CHCl, anhidro. Se adiciona 0.52 ml (2.91 mmol) de 2,2,2-tricloroacetimidato de
terc-butiloy 73 ul (0.58 mmol) de BF;-OEt,. Se deja agitando la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente. Al cabo de 3 horas damos la reaccidn por finalizada. La evolucidn de la reaccién se
sigue por cromatografia de capa fina (hexano/AcOEt 3:1).

Transcurrido ese tiempo, se le afiade al baldn 3 ml de una disolucién saturada de NaHCOs/H,0
(1:1) y se deja agitar 5 min. El producto se extrae en un embudo de decantacidon con CH,Cl; (3x
7 ml). Se combinan las fases orgéanicas y se secan con Na;SO, anhidro. Se filtra y se evapora el
disolvente bajo presion reducida hasta llegar a sequedad, obteniendo un aceite amarillento. Se
purifica el crudo con una cromatografia en columna de gel silice (hexano/AcOEt 3:1)
obteniéndose 429 mg (1.07 mmol, 74%) de un sélido parcialmente amarillo identificado como
(2R,45)-2-alilo-4-[(terc-butoxicarbonilo)amino]pentanodiodato de di-terc-butilo, 6.

Datos espectroscopicos de 6:

1H RMN (250 MHz, CDCl3) & 5.51 (ddt, J2,3trans= 16.8 Hz, J2,30is= 10.2 Hz, J2,1= 6.8 Hz, 1H, H-2)),
4.85 (m, 3H, H-3/, -NH-), 4.19(m, 1H, H-4), 2.33 (m, 2H, H-2, H-1i), 2.12 (m, 2H, H-3, H-1), 1.63
(m, 1H, H-3), 1.41 (s, 9H, -C(CHs)3), 1.41 (s, 9H, -C(CHs)s), 1.39 (s, 9H, -C(CHs)s).

13C RMN (250 MHz, CDCl3) 6 173.4 (C-5), 171.3 (C-1), 155.0 (COcarbamato), 134.7 (C-21), 116.7 (C-3/),
81.2 (-C(CHs)s), 80.2 (-C(CHs)s), 78.9 (-C(CHs)3), 52.3 (C-4), 41.9 (C-2), 36.6 (C-11), 33.6 (C-3), 28.0
(-C(CH3)s), 27.7 (-C(CHs)3), 27.6 (-C(CH3)s).
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5.2.7 Sintesis de (2S,4R)-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-4-[(E)-4-oxobut-2-en-1-ilo]
pentanodioato de di-terc-butilo, 2.

L Y
I;IHBoc |

Crotonaldehido, 7 ; )
- 2 1 NHBoc

t‘BUO2C/\/\CO2t-Bu CH,Cl,, reflux 5 - S
i 4
22 t-BuO,C” 3" COt-Bu
6 2

En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 50 ml de capacidad, con agitacion magnéticay
bajo condiciones anhidras (atmosfera de argdn), se disuelven 442 mg (1.11 mmol) de (2R,4S)-2-
alilo-4-[(terc-butoxicarbonilo)amino] pentanodiodato de di-terc-butilo, 6, en 5 ml de CH,Cl,
anhidro.

Paralelamente se coge un matraz de fondo redondo de dos bocas de 5 ml de capacidad, con
agitacién magnética y bajo atmosfera de argén y se disuelven 17 mg (0.02 mmol) de catalizador
de Grubbs de 22 generacion, 7, en 2 ml de CH,Cl; anhidro.

Al balén de 50 ml, donde tenemos 6, se le adiciona 0.5 ml (5.53 mmol) de crotonaldehido y 1 ml
de la disolucién del catalizador, del balén de 5 ml, y se lleva a reflujo. Pasados 40 min de reflujo
se le adiciona el otro mililitro de catalizador a la mezcla de reaccién. Se lava el balén de 5 ml con
0.5 ml de CH,Cl; anhidro y se sigue dejando refluir hasta alcanzar las 3 horas de reaccién. La
evolucion de la reaccidn se sigue mediante cromatografia de capa fina (hexano/AcOEt 3:1).

Transcurrido este tiempo no se observa producto de partida, se para el reflujo y se evapora el
disolvente bajo presidn reducida hasta llegar a sequedad obteniendo un aceite negro. El crudo
se purifica con cromatografia en columna de gel silice (hexano/AcOEt gradiente de elucién 3:1
a 2:1) obteniéndose 416 mg (0.97 mmol, 88 %) de un aceite color amarillo identificado como
(2S,4R)-2-[(terc-butoxicarbonilo)amino]-4-[(E)-4-oxobut-2-en-1-ilo] pentanodioato de di-terc-
butilo, 2.

Datos espectroscopicos de 2:

IH RMN (250 MHz, CDCls) & 9.51 (d, Jcno 3= 7.8 Hz, 1H, -CHO), 6.77 (dt, J2,3= 15.7 Hz, J2,1= 6.9
Hz, 1H, H-2Y), 6.14 (dd, J3,2= 15.7 Hz, J3,cio= 7.8 Hz, 1H, H-3/), 4.24 (m, 1H, H-2), 2.61 (m, 3H, H-
1/, H-4), 2.19 (m, 2H, H-3g), 1.68 (m, 1H, H-3s), 1.45 (s, 9H, -C(CHs)3), 1.42 (s, 9H, -C(CHs)3), 1.41
(s, 9H, -C(CHs)3).

13C RMN (250 MHz, CDCls) 6 193.6 (-CHO), 173.0 (C-5), 171.4 (C-1), 155.3 (COcarbamato), 154.4 (C-
2/), 134.7 (C-3), 82.6 (-C(CHs)3), 81.9 (-C(CHs)s), 80.2 (-C(CHs)s), 52.8 (C-2), 41.9 (C-4), 35.6 (C-1)),
34.9 (C-3), 28.6 (-C(CHs)s), 28.3 (-C(CHs)3), 28.3 (-C(CHs)3).
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Il. Esquema ciclo catalicio de Hoveyda-Grubbs 22 generacion.
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Esquema del mecanismo de accion del catalizador Hoveyda-Grubbs.
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