CAPITULO 4:

Hidrogenacion catalitica de o,B-deshidro-o-aminoacidos ciclobutilicos.
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4. HIDROGENACION CATALITICA DE «,-DESHIDRO-a-AMINOACIDOS
CICLOBUTILICOS.

En este capitulo se describiran los resultados de un amplio estudio acerca de la
hidrogenacion catalitica de los o,B-deshidro-a-aminoacidos ciclobutilicos opticamente
activos obtenidos segun el capitulo 3, es decir DHAAs provenientes de (-)-verbenona con
el doble enlace unido directamente al anillo ciclobutanico y a,B-deshidro-a-aminoacidos
obtenidos a partir de a-pineno, los cuales contienen el doble enlace a un metileno de
distancia del ciclobutano.

Como se ha comentado en la introduccidon, en la bibliografia se encuentran
numerosos ejemplos de hidrogenacion de olefinas aquirales, pero son pocos los casos en los
cuales los sustratos a hidrogenar son quirales. Es por este motivo que en el presente trabajo
se llevo a cabo un estudio de hidrogenacion de DHAAs quirales con catalizadores de
distinta naturaleza.

Los catalizadores utilizados en esta Tesis para llevar a cabo la reduccion del doble
enlace son muy diversos, habiéndose usado catalizadores en fase heterogénea (Pd/C) y
catalizadores en fase homogénea, entre los cuales el catalizador de Wilkinson,
[RhCI(PPh3)s]), contiene ligandos aquirales y Chiraphos y Duphos contienen ligandos

quirales.
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4.1. Condiciones experimentales de hidrogenacion para cada uno

de los catalizadores utilizados.

Se estudiaron las condiciones Optimas para la hidrogenacion con cada catalizador.

En el caso de usar Pd/C 10% las condiciones han sido en todos los casos: Immol
de alqueno/125 mg de catalizador, usando etanol como disolvente, a una presion de
hidrogeno de 60 psi (4 atm) y a temperatura ambiente. El tiempo de reaccion es variable,
dependiendo del sustrato a hidrogenar, oscilando entre 4 horas y 4 dias.

En los casos de hidrogenacion en los cuales se usa el catalizador de Wilkinson
([RhCI(PPh3);]), se hallé que las condiciones idoneas para conseguir la total reduccion del
doble enlace son: 1 mmol alqueno/35 mg de catalizador, en una mezcla 1:1 de
benceno/etanol, a una presion de hidrogeno de 60 psi (4 atm) y 11 dias de reaccion en todos
los casos. A tiempos menores se observa una reduccion parcial del doble enlace.

Las condiciones de la hidrogenacion con el catalizador quiral Rh[(S,S)-
Chiraphos)(NBD)|CIO4 fueron en todos los casos: lmmol de alqueno/15 mg de
catalizador, en etanol como disolvente, a 4 atmosferas de presion de hidrogeno y a
temperatura ambiente. El tiempo de reaccion en todos los casos fue de 3 dias. En ningln
caso se produce la hidrogendlisis del grupo Cbz.

Por ultimo, con los catalizadores de la familia del Duphos ([(COD)Rh((R,R)-Et-
DuPHOS)|OTH, [(COD)RI((S,S)-Et-DuPHOS)|OTf ¢ [(COD)Rh((R,R)-Me-
DuPHOS)]OTf) las condiciones de reaccion fueron: Immol de alqueno/24 mg de
catalizador, en MeOH como disolvente, a una presion de hidrégeno de 2 atm y a
temperatura ambiente. El tiempo de reaccion necesario para la total reduccion del doble
enlace fue en todos los casos de 24 horas. En ninglin caso se produce la hidrogenolisis del

grupo Cbz.

4.2. Estudio de hidrogenacion de los o,p-deshidro-a-aminodcidos

obtenidos a partir de (-)-a-pineno y (+)-a-pineno.

En el capitulo 3 se comentd la sintesis de los a,B-deshidro-o-aminoacidos

ciclobutanicos enantioméricos 13 y 72, a partir de (-)-a-pineno y (+)-o-pineno,
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respectivamente. Asi pues, se ensayd la hidrogenaciéon de 13 y 72 con distintos

catalizadores. Los aminoacidos obtenidos se muestran en el Esquema 26:

o/w
NHAC

0
M602C K4 CO2Me
O = &}

AcHN N </
) ° @

o

H,, catalizador
H,, catalizador

0O Rt SRz
CO,Me
MeOzC g &
R1 ///Rz O
R,=NHAc, R,=H, 80a R;=NHAc, R)=H, 81a
R;=H, R,=NHAc, 80b R;=H, R,=NHAc, 81b
Esquema 26

En todos los casos de hidrogenacion ensayados se produce la eliminacion del acetal,
pero no se observa epimerizacion 1°,3’-trans. Los resultados obtenidos en los diversos
ensayos de hidrogenacion se muestran en la Tabla 2.

Las relaciones diastereoisoméricas mostradas en la Tabla 2 han sido determinadas
en base a la integracion del/os metil/os CHjs.s y CHspgns €n posicion 2' del anillo
ciclobutanico observados en el espectro de RMN 'H de la mezcla. La asignacién de las

configuraciones absolutas se vera en el apartado 4.4.1.
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Tabla 2: Resultados de la hidrogenacion de 13 y 72 con distintos catalizadores.

Entrada Sustrato  Catalizador Producto Rdto. Config.  Rel. diast.
mayoritario absoluta®

1 13 Pd/C 10%" 80a/80b 89% RIS 50/50¢
2 13 Wilkinson 80a/80b 80% R/S 50/50°
3 13 (S,S)-Chiraphos 80a 82% R 96/4¢
4 13 (R,R)-Et-Duphos 80a 90% R >99.5/0.5¢
5 13 (S,S)-Et-Duphos 80b 89% S >99.5/0.5
6 72 (8,S)-Chiraphos 81a 81% R 85/15¢
7 72 (R,R)-Et-Duphos 81a 92% R >99.5/0.5
8 72 (S.S)-Et-Duphos 81b 90% S >99.5/0.5

aDiastereoisomero mayoritario; b 4 dias de reaccién; ¢ Determinado por RMN 1H (250 MHz);

dDeterminado por RMN 1H (500 MHz).

Como puede verse en la tabla, cuando el doble enlace no esta directamente unido al
anillo ciclobutanico, como es el caso de la olefina 13, los centros estereogénicos del
ciclobutano quedan muy alejados y lo que es mas importante, la presencia de un metileno
entre el doble enlace y el anillo aumenta la libertad conformacional, por lo que un
catalizador no quiral (Wilkinson o Pd/C) ya sea voluminoso o no, no permite la
discriminacion facial, y se obtiene asi una mezcla de diastereoisdmeros practicamente en
relacion 1:1.

En los casos de utilizacion de catalizadores quirales, se ha observado una
diastereoseleccion m-facial elevada. Asi por ejemplo, y como puede verse en la Tabla 2, la
hidrogenacion de los dos enantiomeros 13 y 72 (entradas 3 y 6) con (S,S)-Chiraphos
conduce a la obtencion de dos aminodcidos mayoritarios con configuracion absoluta R en
C,. Por lo tanto, en ambos casos se cumple el mecanismo de Halpern y el catalizador

determina la estereoselectividad del proceso. La extrapolacion del mecanismo de Halpern
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(apartado 1.5.2., capitulo 1) a la hidrogenacion de las enamidas 13 y 72 se muestra en el

Esquema 27 y en el Esquema 28.

TN
RO P
RH
Me I Me
Ph,P PPh, (1\
SR /Rh<P +
(S,S)-Chiraphos-Rh S S

S=disolvente

/‘

N :
H>\/ (H¥<

R W%,
H COQMe
cara si %
Q ~ H NHAc
HsCC = //,I"’n. K
H R g H R COzMe
aminoacido

mayoritario (80a)

H CO,Me
cara re

aminoacido
minoritario (80b)

Esquema 27
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il G
= O oMy
Roe™ . _O_<NH i O_ NH
" " COaMe H CO,Me
72 cara si %
aminoacido
mayoritario (81a)
.
vl
Chs CHs
N2 R M, T
CcOMe H>><ﬁ¥<COZMe
72 carare l

aminoacido
minoritario (81b)

Esquema 28

Como muestran estos esquemas, los aminoacidos mayoritarios 80a y 81a provienen
de la adicion de H; por la cara C,-si del doble enlace de la olefina de partida.

En la hidrogenacion de 13 con (S,S)-Chiraphos la relacion diastereoisomérica
obtenida es de 96/4, superior a la obtenida en el caso de hidrogenar 72 con el mismo

catalizador (85/15). En base a estos resultados, parece ser que existe una doble induccion de
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asimetria, por parte del catalizador y de la olefina, en la hidrogenacion de 13 con (S,S)-
Chiraphos, mientras que con 72 el efecto seria el contrario. Estos resultados indican que
aun estando los centros estereogénicos alejados del doble enlace, una de las caras sigue
estando mdas favorecida estéricamente, en el caso de utilizar (S,S)-Chiraphos como
catalizador.

En cambio, en todos los casos de hidrogenacion de los enantiomeros 13 y 72 con los
catalizadores del tipo Duphos se ha observado, por RMN 'H de 500 MHz, la formacién de
un Unico aminoacido. En los casos de utilizaciéon de (R,R)-Et-Duphos el aminoacido
obtenido presenta configuracion absoluta R en C,, mientras que con (S,S)-Et-Duphos se
obtiene el aminoécido de configuracion absoluta S. Asi pues, con los catalizadores del tipo
Duphos, el efecto predominante y tinico en la induccion de asimetria es la quiralidad del

catalizador.

4.3. Estudio de hidrogenacién de «,p-deshidro-a-aminodcidos

obtenidos a partir de (-)-verbenona.

4.3.1. Resultados de la hidrogenacion de los o,B-deshidro-a.-
aminodcidos con configuracion del doble enlace Z.

Se presentaran en este apartado los resultados obtenidos en las hidrogenaciones de
las diferentes olefinas con configuracion del doble enlace Z, sintetizadas segun se describe
en el capitulo 3, con cada uno de los catalizadores. Los a-aminodcidos saturados resultantes

se muestran en el Esquema 29:
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O
CO,Me -0
0y
RHN oy RHN oy AcHN <
MeOZC R= AC, 41 MeOZC R= AC, 62 MeOzC
Cbz, 47 Cbz, 63
H,, catalizador H,, catalizador H,, catalizador
(6]
COsMe & 2
R /111y
R4 §R2 1 SRz MeO,C
< "1y * \ /1)
MGOZC MGOZC
R,=NHAc, R,=H, 76b
R,=NHAc, R,=H, 74b R,=NHAc, R,=H, 76b
R;=H, R,=NHAc, 76a
R,=H, R,=NHAc, 74a R,=H, R,=NHAc, 76a
R,=NHCbz, R,=H, 75b R,=NHCbz, R,=H, 77b
R,=H, R,=NHCbz, 75a R,=H, R,=NHCbz, 77a
COoMe COoMe
NHCbz NHAc
il il
MeO,C BnOH,C
H,, catalizador H,, catalizador
COsMe CO,Me
R1 //RZ R1 ///RZ
& "1
MeOZC BnOH2C

R,=NHCbz, R,=H, 78b

R,=H, R,=NHCbz, 78a

Esquema 29

R, =NHCbz, R,=H, 79b

R,=H, R,=NHCbz, 79a

Como ya se comento en el capitulo 3, las olefinas 41, 47, 62, 63 y 64 tienen la

misma quiralidad. En cambio, 55 y 32 poseen quiralidad inversa a las anteriores. Este
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hecho sera clave, como se comentara a continuacidén, en los resultados obtenidos tras
utilizar los diversos catalizadores.

Se recogen en la Tabla 3 los resultados de la hidrogenacion de los DHAAs 41, 47,
62, 63 y 64, de igual quiralidad, mostrados en el Esquema 29. En la Tabla 4 se muestran
los resultados obtenidos en la hidrogenacion de las olefinas 32 y 55, de igual quiralidad
entre ellas, pero con quiralidad inversa a las mostradas en la Tabla 3.

Las relaciones diastereoisoméricas mostradas en la Tabla 3 y la Tabla 4 han sido
determinadas en base a la integracion de las sefiales del/os metil/os CHs.s y CH3pans €1
posicion 2' del anillo ciclobutanico observados en el espectro de RMN 'H de la mezcla.

La determinacion de la configuracion absoluta del diastereoisdmero mayoritario
obtenido en cada caso se comentara en el apartado 4.4.2.

Cabe destacar, en primer lugar, que la hidrogenacion de la olefina 62 con cualquiera
de los catalizadores utilizados, produce la eliminacion total o parcial del sistema
dioxolanico, lo cual favorece una parcial isomerizacion del centro estereogénico en
posicion o de la metil cetona resultante, dificultando la determinacion de los excesos
isoméricos en el producto. Por otro lado, se observa que al hidrogenar la olefina 64 con
cualquiera de los catalizadores ensayados no tiene lugar tal epimerizacién, siendo posible la
determinacion de la relacion diastereoisomérica de la mezcla obtenida. La olefina 63 es
analoga a 62 pero contiene la funcién amino protegida en forma de carbamato de bencilo.
En todas las hidrogenaciones de 63 ensayadas se observa la eliminacion del acetal, pero en
este caso no se produce isomerizacion 1°,3’-trans, por lo que los excesos

diastereoisoméricos (ed) han podido ser determinados sin ninglin problema.

93



Capitulo 4

Tabla 3: Resultados de las hidrogenaciones de 41, 47, 63 y 64 con los diferentes

catalizadores.
Entrada Sustrato  Catalizador Producto Rdto. Config. Rel. diast.
mayoritario absoluta®

1 41 Pd/C 10%° 74a/74b 85% R/S ~50/50°
2 41 Wilkinson 74a 90% R 75/25°¢
3 41 (S,S)-Chiraphos 74a 87% R 95/5¢
4 41 (R,R)-Et-Duphos 74a 90% R 85/15°
5 47 (S,S)-Chiraphos 75a 85% R 90/10¢
6 47 (R,R)-Et-Duphos 75a 88% R 88/12¢
7 47 (S,S)-Et-Duphos 75b 80% S 80/20¢
8 47 (R,R)-Me-Duphos 75a 81% R 78/22¢
9 64 Pd/C 10%° 76a/76b 80% R/S ~50/507
10 64 Wilkinson 76a 85% R 80/20°
11 64 (S,S)-Chiraphos 76a 85% R 83/17°
12 64 (R,R)-Et-Duphos 76a 95% R 80/20°
13 63 (S,S)-Chiraphos 77a 85% R 87/13¢
14 63 (R,R)-Et-Duphos 77a 88% R 85/15¢
15 63 (S,S)-Et-Duphos 77b 87% S 80/20°

a Diastereoisémero mayoritaro; b Tiempo de reaccién de 4 horas. ¢ Determinado por RMN 'H (250

MHz); d Determinado por RMN 1H (500 MHz).
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Tabla 4: Resultados de las hidrogenaciones de 55 y 32 con los diferentes catalizadores.

Entrada Sustrato  Catalizador Producto Rdto. Config. Rel. diast.

mayoritario absoluta®
1 32 Wilkinson 79b 88% S 77/23°
2 32 (S,5)-Chiraphos 79b 81% S 68/32°
3 55 (S,5)-Chiraphos 78b 80% S 90/10°
4 55 (R,R)-Et-Duphos 78a 83% R 83/17°
5 55 (S,5)-Et-Duphos 78b 79% S 90/10°
6 55 (R,R)-Me-Duphos 78a 78% R 76/24¢

a Diastereois6mero mayoritario; » Determinado por RMN !H (250 MHz); ¢ Determinado por RMN 'H

(500 MHz).

Como puede observarse en la Tabla 3, en la hidrogenacion catalitica heterogénea
con paladio sobre carbon de las olefinas 41 y 64 (entradas 1 y 9) no se induce ninguna
estereoselectividad, ya que se obtienen en los dos casos mezclas de diastereoisdmeros en
una relacion practicamente 1:1. Condiciones de catalisis heterogénea, por tanto, no
permiten discriminar entre las dos caras de la olefina, obteniéndose mezclas
diastereoisoméricas.

En contraste, el catalizador de Wilkinson permite inducir diastereoselectividad
facial en la adicion de hidrogeno. Como se ha mencionado anteriormente, el catalizador de
Wilkinson es un catalizador aquiral, pero muy voluminoso, por lo tanto se coordinard a la
olefina y adicionara el H, por la cara menos impedida estéricamente. En las olefinas 41, 64
y 32, dado que poseen el doble enlace directamente unido al anillo ciclobutanico, la
congestion estérica es importante, viéndose asi una de las caras de la olefina menos
impedida para la coordinacion del catalizador de Wilkinson, y por tanto, para la adicion de

hidrogeno. Asi, la hidrogenacion de 41 y 64 con Wilkinson conduce a un diastereoisdémero
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mayoritario con configuracion R (Tabla 3, entradas 2 y 10), mientras que se obtiene el
diastereoisdmero S mayoritariamente en la hidrogenacion de 32 (Tabla 4, entrada 1).

Lo mismo sucede al utilizar el catalizador quiral (S,S)-Chiraphos en la
hidrogenacion de 41, 47, 63, 64 (de igual quiralidad) y 32, 55 (de quiralidad inversa a las
anteriores). Con 41, 47, 63 y 64 el diastereoisomero mayoritario contiene configuracion R,
mientras que con 32 y 55 es S la configuracion absoluta del C,, produciéndose pues la
adicion de H; por la cara menos impedida de la olefina (comparense las entradas 3, 5, 11y
13 en Tabla 3 con entradas 2 y 3 en Tabla 4).

De acuerdo con el mecanismo propuesto por Halpern (ver capitulo 1), en la
hidrogenacion de a-enamidas aquirales de configuracion Z con (S,5)-Chiraphos, se deberia
obtener de forma mayoritaria un aminoacido saturado con configuraciéon R en el centro
estereogénico formado. Asi pues, en el caso de hidrogenar enamidas quirales, como las aqui
estudiadas, (5,5)-Chiraphos no sigue el mecanismo de Halpern y actia como un catalizador
aquiral siendo, por tanto, la olefina la que gobierna la estereoselectividad del proceso.

Con el fin de establecer preferencias conformacionales que pudieran llevar a un
comportamiento diferente de estos sustratos y establecer qué cara de las olefinas estd menos
impedida estéricamente, Elena Garcia Exposito, en su Tesis Doctoral, desarroll6 un estudio
tedrico utilizando el método de la teoria del funcional de la densidad, variando el
substituyente en la posicion 3' sobre un modelo de olefina en el cual el doble enlace esta
unido al anillo ciclobutdnico y con configuracion R en los centros estereogénicos del

ciclobutano. Los resultados se muestran en la Tabla 5:
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cara C,-re

CONFORMERO 1 CONFORMERO 2

Tabla 5: Angulo diedro ¢ y AE calculados® para las conformaciones de minima energia, 1

y 2 para diferentes sustratos.

Conférmero 1 | Conformero 2 AE(.y)
¢ (grados) ¢ (grados) (kcal/mol)

R
H 237 165 0.23
H;CO-CO- 238 173 0.51
H;C-CO- 238 166 0.63
o/w 223 176 0.78

"LL‘ Bio

(a) Método de calculo: BPWO91 (Funcional de intercambio de Becke y correlacion

de Perdew y Wang del 91) Base: 6-31G*

En relacion al substituyente R en posicion 3', los calculos indican que la presencia
de cualquiera de los grupos R#H mostrados en la tabla incrementa todavia mas la
preferencia al ataque por la cara si ya que, como puede observarse, la diferencia energética
entre las dos conformaciones mas estables 1 y 2 es mayor que en el caso de R=H. Estos
resultados confirman que la cara mas favorecida para el ataque es la cara C,-si (segin
muestra el conféormero 1 representado), opuesta a la agrupacion gem-dimetilo, mostrandose

asi concordancia respecto a los resultados obtenidos experimentalmente tanto en el caso de
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usar el catalizador de Wilkinson como (S,S)-Chiraphos. Asi, el conformero 1 es
predominante. Por ultimo, es de destacar que, segun los céalculos teodricos, la olefina en la
que R es un grupo dioxolanico, presentara mayor selectividad facial, ya que muestra la
diferencia energética mayor entre los dos conférmeros. Cuando los substituyentes son un
grupo éster o un grupo acetilo, el valor de AE es muy similar, pero es superior en el caso de
la olefina con un grupo acetilo. Esto significaria que la diastereoselectividad facial para la
olefina 64 (R=CH3CO-), deberia ser superior a la olefina 41 (R=CH3;0-CO-), lo que
experimentalmente no se cumple, ya que los excesos diastereoisoméricos en el caso de la
utilizacion del catalizador Chiraphos son mayores con la olefina 41. Una explicacion de
estos resultados seria algiin tipo de coordinacion adicional del catalizador con 41 que, a
diferencia de 64, incrementaria la seleccion de una de las caras, efecto éste no tenido en
cuenta en el calculo.

Asi pues, si para las olefinas 41, 47, 63 y 64 la cara menos impedida es la cara C,-si,
para las olefinas de quiralidad inversa 32 y 55 la cara que presenta menor congestion
estérica, por la que se adicionara el hidrogeno, es la cara C,-re (Figura 32), tal y como se
observa experimentalmente en las hidrogenaciones de estas olefinas con los catalizadores

de Wilkinson y (,S)-Chiraphos.

-
-,
-

H

R=NHAc, R'=CH,OBn, 32
R=NHCbz, R'=CO,Me, 55

Figura 32: Conformacién mas favorecida para las olefinas 32 y 55.

Por lo tanto, dado que (S,S)-Chiraphos actia como un catalizador aquiral, las
diferencias observadas en los ed en la hidrogenacion de 32 y 55 vienen determinadas por el

mayor impedimento estérico de la olefina de partida. Asi, la cara C,-re presenta menor
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congestion estérica en 55 que en 32, en base a las relaciones diastereoisoméricas
observadas (Tabla 4, entradas 2 y 3).

Se muestran en el Esquema 30 los complejos diastereoisoméricos formados entre la
enamida y los catalizadores (S,S)-Chiraphos o Wilkinson, asi como los aminodcidos
obtenidos en la hidrogenacion de las olefinas de quiralidad (R,R) y (S,S) en el anillo de
ciclobutano, en base a los resultados observados con estos catalizadores y las conclusiones
extraidas de los calculos tedricos.

Tal y como se comentd en el capitulo 1, en los catalizadores del tipo Duphos, es
posible variar el volumen de los substituyentes en las posiciones 2,5 del anillo de fosfolano
con el fin de obtener mayores ed en sistemas muy congestionados. Es por este motivo que
en nuestro caso se utilizaron los catalizadores (R,R)-Et-Duphos, (R,R)-Me-Duphos y (S,S)-
Et-Duphos. Como puede observarse en la Tabla 3 y la Tabla 4, el aminoacido mayoritario
obtenido en la reduccion de cualquiera de las olefinas con (R,R)-Et-Duphos o (R,R)-Me-
Duphos tiene configuracion R en C,, mientras que en los casos de utilizar (S,S)-Et-Duphos
se crea un centro estereogénico de configuracion absoluta S. Por tanto, esta diferencia es
clave si comparamos estos resultados con los obtenidos con (S,S)-Chiraphos, ya que en el
caso de utilizar cualquiera de los catalizadores del tipo Duphos la configuracion del centro
estereogénico formado es la inducida por el catalizador incluso, como es nuestro caso, al
hidrogenar olefinas 6pticamente activas muy congestionadas.

El Esquema 31 muestra un resumen de la configuracion absoluta resultante de la
hidrogenacion de las diferentes olefinas sintetizadas a partir de (-)-verbenona y los
catalizadores de Wilkinson, (S,S)-Chiraphos, (R,R)-Et-Duphos, (S,S)-Et-Duphos y (R,R)-
Me-Duphos. Tal y como se observa en este esquema, con los catalizadores del tipo Duphos
se obtiene el aminoacido mayoritario con la configuracion dictada por el catalizador,
gobernando éste, por tanto, la diastereoselectividad del proceso. Asi, con los catalizadores
del tipo Duphos se cumpliria el mecanismo propuesto por Halpern, a diferencia, como se ha
mencionado anteriormente, de lo que sucede con (S,S)-Chiraphos y Wilkinson, siendo en

estos ultimos casos la olefina la que gobierna.
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Configuracion absoluta

Laahizador (diast. mayoritario)
/
Wilkinson R
(8,5)-Chiraphos R
Rl
R < (R,R)-Et-Duphos R
R"HN R\ »
R,R)-Me-Duphos
MeO,C (R.R) up R
(S,S)-Et-Duphos S
o
/‘
Wilkinson S
CO,Me (S,S)-Chiraphos S
N NHR" < (R,R)-Et-Duphos R
S S|
R (R,R)-Me-Duphos R
(S,S)-Et-Duphos S
.
Esquema 31

Dado que los catalizadores del tipo Et-Duphos son comerciales en sus dos formas
enantiopuras, se decidi6 realizar un estudio de hidrogenacion de las dos olefinas
enantioméricas 47 y 55 con estos catalizadores, con el fin de establecer si se daban efectos

de matching-mismatching. En el Esquema 32 se muestran los resultados obtenidos.
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Tal y como se comentd en el capitulo 1, para poder hablar de matching-mismatching
es indispensable que se forme mayoritariamente un centro estereogénico cuya
configuracion absoluta sea la inducida por el catalizador utilizado, siendo el caso matching
o de doble induccion asimétrica en el que se da un ed mayor. En todos los casos en los que
se han utilizado los catalizadores del tipo Duphos, la diastereoselectividad ha sido la
dictada por el catalizador. Como puede verse en el Esquema 32, la olefina 47 con el
catalizador (R,R)-Et-Duphos conduce a un mayor ed que el observado con el (S,5)-Et-
Duphos, lo que significa que en la hidrogenacion de 47 con (R,R)-Et-Duphos existe un
efecto cooperativo entre la quiralidad del catalizador y la quiralidad de la olefina, o
matched-pair, mientras que con el (S,5)-Et-Duphos el efecto es contrario y por lo tanto
seria el caso de mismatched-pair. Cabe destacar que no es éste un caso muy marcado de
matching-mismatching, ya que la diferencia entre las relaciones diastereoisoméricas
obtenidas no es muy elevada. Es conveniente recordar que la coordinacion del catalizador
(R,R)-Et-Duphos con 47 se produce por la cara menos impedida estéricamente y por tanto
se da una doble induccion de asimetria entre la quiralidad del catalizador y la quiralidad de
la olefina. Al contrario sucede con (S,S)-Et-Duphos, que se coordina por la cara mas
impedida.

En el caso de 55, enantiomero de 47, el efecto es como cabia esperar el contrario, ya
que el caso de doble induccidon asimétrica seria el obtenido en la reduccion con (S,S)-Et-
Duphos (ya que la coordinacion del catalizador se produce por la cara menos impedida de
la olefina), mientras que el mismatching se obtiene con (R,R)-Et-Duphos. Asi pues, al
utilizar (R,R)-Et-Duphos el matched-pair se da con 47, mientras que con (S,S)-Et-Duphos
se produce matching con 585.

Por otro lado, tal y como muestra el Esquema 32, si comparamos los resultados en
los casos de hidrogenacion de 47 y 55 con (S,S)-Et-Duphos, puede verse que con 55 se da
una doble induccion asimétrica, mientras que con 47 el efecto es contrario. Al contrario
sucede con ambos enantidémeros y el (R,R)-Et-Duphos, siendo el matched-pair el observado

con 47, y el mismatched-pair con 55, aunque la diferencia no es muy elevada.
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CO,Me
(S,5)-Et- R (R,R)-Et-
Duphos cpzHN, L | Duphos
8020/ |~ R i —————— |88/12 (R/S)
MeOZC .
mismatching matching
CO,Me
matching (S,S)-Et- (R,R)-Et-  mismatching
Duphos S NHCbz Duphos
90/10S/R) | <— S cmil —> | 83/17 (R/S)
MeOZC

Esquema 32

Con la finalidad de mejorar los ed se penso utilizar un catalizador de la familia del
Duphos, pero que presentara menos requerimientos estéricos que el Et-Duphos. Se escogio
el (R,R)-Me-Duphos, ya que el menor volumen de los substituyentes metilo del fosfolano
podria aumentar el ed en la hidrogenacién de 47 y 55 que son olefinas muy congestionadas.
Pero al usar este catalizador, se obtuvieron peores excesos que al utilizar (R,R)-Et-Duphos,
siendo las relaciones diastereoisoméricas de 78/22, en el caso de 47 (Tabla 3, entrada 8), y
76/24, en el caso de 55 (Tabla 4, entrada 6).

Por ultimo, se ha de comentar que los ed obtenidos en la hidrogenacion de los o, 3-
deshidro-a-aminodcidos ciclobutanicos Opticamente activos, comentados a lo largo del
presente capitulo, han sido inferiores a los observados en la hidrogenacion de a,3-deshidro-
o-aminoacidos aquirales, como puede verse en ejemplos encontrados en la literatura,

39g,40

proximos al 100%. En el Esquema 33 se muestra uno de ellos.
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CO,Me R _-CO:Me
X (R,R)-Et-Duphos
>
NHAc NHAc
>99% ee
Esquema 33

El modelo propuesto por Burk para interpretar la estereoseleccion de los
catalizadores tipo Duphos (ver apartado 1.5.1., capitulo 1) no tiene en cuenta las
interacciones que puedan existir entre los grupos R del fosfolano con substituyentes
quirales y voluminosos en la posicion B de la enamida, como es nuestro caso, que
presentaran con seguridad requerimientos estéricos mas complejos resultando, como

consecuencia, ed inferiores.

4.3.2. Resultados de la hidrogenacién del a,B-deshidro-a-

aminodcido 65, con configuracién E del doble enlace.

Se decidio realizar un estudio comparativo de hidrogenacion de o,B-deshidro-o.-
aminoacidos ciclobutanicos opticamente activos con estereoquimica Z o E del doble enlace,
utilizando diferentes catalizadores quirales. Para ello se escogieron los sustratos 63 y 65.
Los resultados obtenidos en la hidrogenacion de la olefina 63 se encuentran en la Tabla 3,
pero se recogeran también en la Tabla 6 para facilitar la comparacion. Las relaciones
diastereoisoméricas mostradas en la Tabla 6 han sido determinadas en base a la integracion
de las sefiales del/os metil/os CHs.s y CHsyuns €n posicion 2' del anillo ciclobutdnico
observados en el espectro de RMN 'H (500 MHz) de la mezcla.

Antes de comentar los resultados obtenidos cabe destacar que, tal y como se decia
en el capitulo 1, la estereoquimica del producto final no sélo depende de la quiralidad del
catalizador, sino también de la geometria del doble enlace. Por otro lado, los resultados
mostrados en el Esquema 11 del capitulo 1 hacen referencia a hidrogenaciones de olefinas
aquirales. En nuestro caso, la olefina 65-F es dpticamente activa. Si la hidrogenacion de 63,
de estereoquimica Z, con (S,5)-Chiraphos conduce a la obtencion de un aminoécido

mayoritario con configuracion absoluta R (Tabla 6, entrada 1), la hidrogenacion de 65, de
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estereoquimica E, con el mismo catalizador conduce mayoritariamente al aminoacido con
configuracion S (Tabla 6, entrada 4). Por lo tanto, en el caso de usar el catalizador (S,S)-
Chiraphos, se seguiria el mismo mecanismo que el mostrado en el Esquema 11 (capitulo
1). En la hidrogenacion de la olefina 65 con (S,S)-Chiraphos no ha podido ser determinada
la relacién diastereoisomérica, ya que se observa en el crudo de reaccion por RMN 'H la
formacion de otros productos, posiblemente debidos a la epimerizacion del hidrogeno o

carbonilico.

Tabla 6: Resultados de la hidrogenacion de 63 y 65 con distintos catalizadores.

Entrada Sustrato Catalizador Producto Rdto. Config.  Rel. diast.
(config.) mayoritario absoluta®

1 63 (2) (S,S)-Chiraphos 77a 85% R 87/13

2 63 (2) (R,R)-Et-Duphos 77a 88% R 85/15

3 63 (2) (S,S)-Et-Duphos 77b 87% S 80/20

4 65(E)  (S.S)-Chiraphos 77b 70% S b

5 65 (F) (R,R)-Et-Duphos 77a/77b 74% R/S ~50/50

6 65(E)  (S.5)-Et-Duphos 77b 83% S 87/13

a Diastereoisomero mayoritario; » No ha podido ser calculada en este caso la relacion
diastereoisomérica, ya que aunque en el crudo de reaccion se observa mayoritariamente el

aminoacido 77b, también se observa la apariciéon de otros productos.

En el capitulo 1 se coment6 que en la bibliografia se halla descrito que al hidrogenar
mezclas de dos olefinas aquirales idénticas pero con configuracion Z y E del doble enlace,
con catalizadores del tipo Duphos, se obtiene el mismo aminoacido mayori‘[ario.40b En
nuestro caso, esto se cumple en el caso de utilizar (S,S)-Et-Duphos en la reduccion tanto de
63 como de 65, ya que se obtiene el aminoicido 77b, de configuracion S, de forma
mayoritaria. Sorprendente fue el resultado en la hidrogenacion de 65-E con (R,R)-Et-

Duphos (entrada 5), ya que se obtienen los aminoacidos 77a y 77b en una proporcion
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practicamente 1:1, y no el de configuracion R. Parece ser pues, que las conclusiones a las
que Burk y col. llegaron en la hidrogenacion de olefinas E con los catalizadores del tipo
Duphos,*” no es extensible al caso de hidrogenar olefinas 6pticamente activas.

Con el fin de poder racionalizar estos resultados, la Dra. Elena Garcia-Expdsito
llevé a cabo un estudio tedrico de las conformaciones preferentes de las olefinas £ anélogo

al realizado con olefinas de configuracion Z (ver Tabla 5):

N\COMe

cara re
¢ i

R

",
-
H

Tabla 7: Angulo diedro ¢ calculado® para la conformacién de minima energia.

Conférmero predominante
R ¢ (grados)
H;C-CO- 240

(a) Método de calculo: BPW91 (Funcional de intercambio de Becke y correlacion

de Perdew y Wang del 91) Base: 6-31G*

Los resultados de este estudio indican, que en el caso de o,p-deshidro-o-
aminoacidos de configuracion £ como el de la Tabla 7, existe una unica conformacion
predominante, a diferencia de lo que sucedia para las olefinas Z, en las que existian 2
conformeros de minima energia, uno de los cuales era mas estable. Seglin la conformacion
preferencial mostrada, el ataque se produciria por la cara re’, opuesta a la agrupacion gem-
dimetilo, y obteniéndose asi el aminoacido de configuracion S. Los calculos estan de
acuerdo con los resultados experimentales en los casos de utilizar los catalizadores (S,S)-Et-
Duphos y (S,5)-Chiraphos conduciendo a la obtencion del aminoacido con configuracion S
en el centro estereogénico creado. También estarian en concordancia con el resultado

obtenido en la hidrogenacion de 65 con (R,R)-Et-Duphos (relacion diastereoisomérica

" Proquiralidad referida a C,.
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~1:1), ya que en este caso el catalizador, al gobernar la estereoselectividad del proceso
hacia la obtencion del isdémero R, tendra tendencia a adicionar hidrogeno por la cara si, muy
impedida estéricamente, razéon por la cual se obtiene una proporcion nula a favor del
diastereoisomero R. Es este pues, un efecto marcado de matching-mismatching, siendo
claramente la doble induccion de asimetria el resultado de la hidrogenacion de 65 con (S,S)-

Et-Duphos y el efecto opuesto con el catalizador (R,R)-Et-Duphos.

4.4. Elucidacion de la configuracion absoluta en los aminodcidos

ciclobutdnicos obtenidos en los apartados 4.2. y 4.3.

4.4.1. Determinacion de la configuracién absoluta en los
aminodcidos obtenidos a partir de pineno.

Fue posible en el caso de la hidrogenacion de 13 con (S,S)-Chiraphos la obtencion
de cristales adecuados, a partir de la mezcla de reaccion, que permitieron el estudio por
difraccion de rayos X del producto mayoritario, 80a (Figura 33). Como puede observarse
en la Figura 33, es R la configuracion absoluta del centro estereogénico generado.

Asi, la configuracion absoluta de los centros estereogénicos del aminoacido 80a es
(1’S,3’R,2R).

En el Espectro 4 se muestra un ejemplo de como se han determinado las relaciones
diastereoisoméricas obtenidas en cada caso. En particular, se muestra el espectro de RMN
'H (500 MHz) de la mezcla de diastereoisomeros 80a/80b obtenida en la reduccién de 13

con el catalizador (S,S5)-Chiraphos.
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Figura 33: Estructura de 80a determinada por Rayos X.

Para determinar la relacion diastereoisomérica obtenida en este caso, se han
integrado las sefales correspondientes a los metilos en posicion cis de ambos
diastereoisomeros, 80a y 80b, respectivamente, siendo asi la relacion obtenida de 96/4. El
aminoacido mayoritario obtenido en la hidrogenacion de la olefina 13 con (S,S)-Chiraphos
es 80a (como se ha podido asignar por rayos X), por lo tanto, en el Espectro 4 la sefal
correspondiente al aminoacido minoritario corresponderia a 80b, diastereoisomero de 80a y

con configuracion absoluta (1°S,3’R,2S).
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Hidrogenacion olefina 13 con (S,S)-Chiraphos

1.2818
1.2727
0.8028
0.7920

i .
T 3

80a

80b
MMJ \ CHstrans
=
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: 3|8 .
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S
LA L e e LA B
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1.0 0.5
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Espectro 4: Determinacion de la relacién diastereoisomérica obtenida en la
hidrogenacién de la olefina 13 con el catalizador (S,S)-Chiraphos en el espectro de RMN

1H (acetona-ds, 500 MHz).

Para poder asignar inequivocamente cudl es el aminodcido mayoritario obtenido en
las hidrogenaciones de los enantiomeros 13 y 72 con cada uno de los catalizadores
ensayados, es importante tener en cuenta cual es la relacion de isomeria entre los

aminoacidos que se pueden llegar a obtener en estas reacciones. En la Figura 34 se
muestran todos ellos.
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AcHN
0 &
CO,Me
DIASTEREOISOMEROS '
MeO,C e - > iy
AcHN? 7H 0
80a (1'S,3'R,2R) \ / 81a (I'R3'S,2R)

ENANTIOMEROS DIASTEREOISOMEROS

O / \
DIASTEREOISOMEROS oy
MeOzC Ny ha \

80b (1'S,3'R,2S5) 81b (1'R,3'S.2S5)

Figura 34: Relacion de isomeria entre los aminoacidos 80a, 80b, 81a y 81b.

DIASTEREOISOMEROS

Asi, teniendo en cuenta que los espectros de RMN 'H de dos enantiémeros son
superponibles, mientras que los espectros de dos diastereoisdbmeros no coinciden, y
conociendo los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN 'H de los aminoacidos
80a y 80b, es posible asignar por RMN 'H cuél es el amino4cido mayoritario obtenido con
cada catalizador. A titulo de ejemplo, se muestran los espectros de RMN 'H
correspondientes a los crudos de reaccion obtenidos en la reduccién de 13 con (S,S)-
Chiraphos y (R,R)-Et-Duphos, y la hidrogenacion de 72 con (S,S)-Et-Duphos y (R,R)-Et-
Duphos (Figura 35).

Como puede verse, el Gnico aminoéacido obtenido en la reaccién de hidrogenacion
de 13 con (R,R)-Et-Duphos se corresponde con el aminoacido mayoritario obtenido con
(S,S)-Chiraphos, 80a. Por otro lado, el espectro de RMN 'H del producto de la reduccion de
13 con (R,R)-Et-Duphos coincide con el obtenido en la hidrogenacion de 72 con (S,5)-Et-

Duphos, por lo tanto los aminoacidos producidos en cada caso deben de ser enantidmeros
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entre ellos. Asi pues, 81b es el aminodcido producto de la reduccién de 72 con (S,S5)-Et-
Duphos.

Finalmente, para deducir qué producto se forma en la hidrogenacion de 72 con
(R,R)-Et-Duphos basta comparar el espectro obtenido en este caso y, por ejemplo, el
espectro de la hidrogenacion de 13 con (S,S)-Chiraphos. El aminoacido obtenido en la
hidrogenacion de 72 con (R,R)-Et-Duphos no coincide con el aminodcido mayoritario
obtenido en la reduccion de 13 con (S,S)-Chiraphos, por lo tanto ha de existir una relacion
de diastereoisomeria entre ellos. Asi se deduce que el producto de la hidrogenacion de 72

con (R,R)-Et-Duphos es 81a.
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Hidrogenacién olefina 13 con (S,S)-Chiraphos =8 8§
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Figura 35: Espectros de RMN !H (acetona-ds, 500 MHz) de los crudos de reaccion
correspondientes a la hidrogenaciéon de 13 con (S,S)-Chiraphos y (R,R)-Et-Duphos, y de
72 con (S,9)-Et-Duphos y (R,R)-Et-Duphos.
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4.4.2. Determinacion de la configuracion absoluta en los
aminodcidos obtenidos a partir de (-)-verbenona.

En el caso de la hidrogenacion de la olefina 64 con (S,S)-Chiraphos pudieron

obtenerse cristales adecuados para el estudio por difraccion de rayos X que permitieron

asignar configuracion R al centro estereogénico C, (Figura 36) y por lo tanto determinar

que el aminoacido mayoritario producto de esta hidrogenacion es 76a:

\//
MeOC “‘\\\\\\ ””"'n\ R CO,Me
H H 47

H “NHAc
76a

Figura 36: Estructura de 76a determinada por Rayos X.

Dado que los a,B-deshidro-a-aminoacidos 41, 47 y 63 presentan una estructura

analoga a 64, la coordinacion del catalizador (S,S)-Chiraphos con cada uno de ellos se
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producird mayoritariamente por la misma cara, o sea, la cara si, obteniéndose en todos los
casos el aminoacido mayoritario con configuracion R. Teniendo en cuenta este hecho, se ha
podido asignar por RMN '"H de manera analoga a la descrita en el apartado 4.4.1. la
configuracion absoluta del aminoacido mayoritario obtenido en cada caso, con cada uno de
los catalizadores y con cada uno de los sustratos.

A modo de ejemplo, se muestran a continuacion los espectros de RMN 'H de la
hidrogenacion de 63 con (R,R)-Et-Duphos y (S,5)-Chiraphos y 65 con (R,R)-Et-Duphos y
(S,S)-Et-Duphos (Figura 37).

Como puede verse en la Figura 37, en este caso es posible distinguir claramente los
dos diastereoisomeros 77a y 77b formados en la hidrogenaciéon y calcular las relaciones
diastereoisoméricas entre ellos, por integracion de las sefiales del H2 para cada uno de
ellos, o en base a la integracion de los metilos en posicion cis 6 trans unidos al carbono 2°.
En el espectro de RMN 'H de la mezcla de hidrogenacion de 63 con (R,R)-Et-Duphos se
forma el mismo aminoacido mayoritario que en el caso de la utilizacion de (S,5)-Chiraphos,
por lo tanto se forma mayoritariamente 77a (1’R,3’R,2R). Como se comento en el apartado
4.3.2., en la reduccion de 65 con (R,R)-Et-Duphos se forman los diastereoisomeros 77a y
77b en una proporcion similar, lo que se muestra muy claramente en el espectro.
Finalmente, la utilizacion de (S,S)-Et-Duphos en la hidrogenacion de 65 conduce a la
obtencion del diastereoisomero del producto mayoritario de la hidrogenaciéon de 63 con
(S,S)-Chiraphos, por lo tanto, 77b.

La determinacion de la configuracion absoluta del aminodcido mayoritario
resultante de las distintas hidrogenaciones del sustrato 55, se llevo a cabo por RMN 'H, de
manera analoga a la descrita en el apartado 4.4.1., teniendo en cuenta que 55 es
enantiomero de 47, y que en la hidrogenacién de 47 con (S,S)-Chiraphos se produce el

aminoacido con configuracion absoluta (1’R,3’R,2R) (75a).
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Hidrogenacion olefina 63 con (R,R)-Et-Duphos
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Figura 37: Espectros de RMN !H (acetona-ds, 500 MHz) de los crudos de reaccion
correspondientes a la hidrogenacion de 63 con (S,S)-Chiraphos y (R,R)-Et-Duphos, y de
65 con (S,5)-Et-Duphos y (R,R)-Et-Duphos.
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El caso del sustrato 32 es un caso particular, ya que no se pudieron obtener cristales
adecuados para el andlisis por difraccion de rayos X de ninguna de las mezclas de reaccion
obtenidas en las hidrogenaciones de 32 ensayadas. La determinacién pues, de la
configuracion absoluta obtenida en cada caso se llevd a cabo de manera intuitiva,
comparando los espectros de RMN 'H de los crudos de hidrogenacion de 32 con los
catalizadores de Wilkinson y (S,S)-Chiraphos (Figura 38).

Como ya se coment6 en el apartado 4.3.1. la coordinacion de un catalizador aquiral,
como es el catalizador de Wilkinson, se da por la cara que presenta menor congestion
estérica, por lo tanto en la olefina 32 la cara C,-re. La adicion de hidrégeno por esta cara
conduce a la obtencion del aminoacido mayoritario con configuracion absoluta S en Cs.

Segin muestra la Figura 38, el aminoicido mayoritario obtenido en la
hidrogenacion de 32 con Wilkinson y (S§,S)-Chiraphos es el mismo. Por tanto, con (S,S)-
Chiraphos se obtiene 79b mayoritariamente, con configuracion absoluta S en el centro
estereogénico generado.

Dado que en este caso no pudo obtenerse un derivado sélido y para confirmar que se
conservaba la configuracion relativa cis de los substituyentes situados en las posiciones
1',3" del anillo ciclobutanico en el aminoacido 79b (obtenido a partir de 32), se realizd un

experimento nOe diferencial para confirmar la estereoquimica (Figura 39).
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Figura 38: Espectros de RMN 'H (250 MHz, acetona-ds) de los crudos de hidrogenacion
de 32 con los catalizadores de Wilkinson y (S,S)-Chiraphos.
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+-2°-CH,4
0.68%  0.54% ¢-2’-CH,4
79b
A W
8.0 15 '7.:) 6.5 6.0 55 5.6 o 4.‘5 '4.:) ' 3.‘5 3.(‘)’ o '2.‘5 ' '2.6 o '1.‘5' ' '1.6' ' 0.‘5'
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Irrad. 2°-CH, trans HI
H3'
S L " - JU\,A». A JAWL el s s iy e
-CH,0Bn
H3a
Trrad. 2°-CH, cis JL He'a
- WLA" Jont " Y

Figura 39: Espectros NOEDIFF sobre 79b (500 MHz, acetona-ds).

Se irradiaron los metilos cis y trans situados en la posicion 2' del anillo

ciclobutanico. Al realizar la irradiacion del CHs.; se observa un nOe intenso sobre los

hidrégenos BnO-CH>- y sobre H3,, mientras que no se observa nOe sobre ninguno de los

dos hidrégenos situados en las posiciones 1' y 3' del anillo. En cambio, la irradiacion del

CHs3ans produce nOe sobre los hidrogenos H; y Hj. Esta estereoquimica cis indica una

configuracion absoluta (1'S,3'S) de los centros estereogénicos del anillo ciclobutanico en el

aminoacido 79b.
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Resumen de este capitulo

El anélisis de los resultados obtenidos en el presente capitulo lleva a las siguientes

conclusiones generales:

En primer lugar, en condiciones de catalisis heterogénea con Pd/C no se induce
ningun tipo de diastereoselectividad facial.

En el caso de utilizar catdlisis homogénea con un ligando aquiral del tipo
Wilkinson, la estereoselectividad viene determinada por el sustrato a hidrogenar. Asi, se ha
podido observar que la utilizacion del catalizador de Wilkinson en la hidrogenacién de la
olefina 13 conduce a la obtencion de dos diastereoisomeros en igual proporcion, debido a la
lejania del doble enlace al anillo ciclobutdnico. En cambio, cuando el doble enlace se
encuentra directamente unido al anillo ciclobutdnico la congestion estérica es superior y el
uso de un catalizador voluminoso aquiral induce una buena estereoseleccion a favor de uno
de los dos diastereoisomeros posibles.

Por otra parte, cabe mencionar las diferencias mostradas en el uso de diversos tipos
de catalizadores quirales, el (S,S)-Chiraphos y los catalizadores del tipo Duphos:

En los casos de hidrogenacion de los sustratos con el doble enlace (de configuracion
Z) unido al anillo de ciclobutano con (8,S)-Chiraphos, es la olefina y no el catalizador la
que gobierna la estereoselectividad, obteniéndose asi el aminoacido mayoritario con la
configuracion absoluta determinada por la olefina de partida. Esto no sucede en el caso de
usar cualquiera de los catalizadores del tipo Duphos ensayados, ya que en todos los casos
se obtiene el aminoacido mayoritario con la configuracion inducida por el catalizador, y
viéndose por lo tanto la direccion de la estereoselectividad del proceso determinada
mayoritariamente por el catalizador utilizado.

Un caso particular es la hidrogenacion de la olefina 65, con el doble enlace unido al
anillo, pero con configuracion E. En este caso, la hidrogenacién con (S,5)-Chiraphos,
conduce a la obtencion del aminoécido con la configuracion dictada por el catalizador. Sin
embargo, al coincidir ésta con el resultado del ataque por la cara menos impedida de la

olefina, no se puede llegar a la conclusion que sea el catalizador el unico que dicta la
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estereoselectividad de la reaccion, sino tanto el catalizador como la olefina. Cuando los
catalizadores utilizados en la hidrogenacion de 65 han sido del tipo Duphos se han obtenido
resultados sorprendentes, en comparacion con los ya citados en la bibliografia. Asi, la
utilizacion del (S,5)-Et-Duphos conduce a la obtencion del aminoéacido con la configuracion
dictada por el catalizador, pero al utilizar el (R,R)-Et-Duphos se obtiene una mezcla de
diastereoisdmeros en una proporcion practicamente 1:1, siendo por lo tanto la olefina la que
gobierna en este caso la estereoselectividad del proceso. Cabe destacar, que la olefina 65,
de configuracion E, es Opticamente activa y en la bibliografia todos los ensayos de
hidrogenacion con catalizadores tipo Duphos se han llevado a cabo con olefinas E
aquirales.

También existen diferencias en los resultados obtenidos cuando el sustrato de
partida contiene el doble enlace a un metileno de diferencia del anillo ciclobutanico, y por
tanto, alejado de los centros estereogénicos de la molécula. Cuando el catalizador utilizado
en estos casos es del tipo Duphos, se ha observado que la estereoselectividad del proceso
viene determinada exclusivamente por el catalizador, mientras que con (S,S)-Chiraphos,
tanto la quiralidad del catalizador como la quiralidad de la olefina juegan un papel

predominante.
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Sintesis e hidrogenacion catalitica de o,-deshidro-a-péptidos

ciclobutilicos.
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5. SINTESIS E HIDROGENACION DE «,3-DESHIDRO-0-PEPTIDOS
CICLOBUTILICOS.

En este capitulo se abordara la sintesis de o,B-deshidro-a-péptidos ciclobutilicos
Opticamente activos a partir de un o,f-deshidro-oi-aminoacido obtenido previamente. La
hidrogenacion catalitica de los o,-deshidro-a-péptidos conducird a la obtencion de a-

péptidos ciclobutilicos.

5.1. Obtencidn de los a,B-deshidro-a-péptidos 83 y 84.

Se penso sintetizar dos o,f-deshidro-a-péptidos ciclobutilicos Opticamente puros,
uno conteniendo el aminoacido glicina en su estructura y el otro una unidad de (S)-
fenilalanina. La razéon de incorporar una glicina y una fenilalanina es realizar
posteriormente un estudio de hidrogenacion de estos deshidropéptidos y establecer posibles
diferencias, ya que el que contenga una (S)-fenilalanina poseera un centro quiral adicional.

El o,B-deshidro-a-aminoacido escogido como producto de partida para la
preparacion de los o,-deshidro-o-péptidos es el sustrato 63. Se escogio éste debido a su
rapida accesibilidad, ya que se sintetiza tan s6lo en cinco etapas con buen rendimiento

global.
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5.1.1. Obtenciéon del dcido 82, intermedio sintético para la
obtencién de los a,B-deshidro-a-péptidos.

El deshidroaminodcido 63 contiene la funcién acido protegida en forma de
carboxilato de metilo. El primer paso, pues, fue la hidrdlisis del éster para asi tener la
funcion acido libre y poder llevar a cabo el acoplamiento con cada uno de los aminoacidos
protegidos de la glicina y la (S)-fenilalanina, respectivamente. En el Esquema 34 se

muestra la reaccion de hidrdlisis del éster metilico.

1) 1M K,CO;5
MeOH-H,0 (3:1)
ta., 12h

2)5% HCl ta., 12 h

Esquema 34

Se observo que al llevar a cabo la hidrolisis del éster metilico de 63 con K,COs, en
una mezcla de solventes MeOH-H,O en relacion 3:1, durante 12 horas y seguida de un
tratamiento en medio acido, se producia la desproteccion del acido carboxilico, pero se
observaba una parcial eliminacion del grupo dioxolano. Asi, las condiciones acidas
requeridas en el tratamiento del crudo de reaccion provocan de manera parcial la
desproteccion de la metil cetona. Debido a la mezcla de productos obtenida, se propuso
agitar en medio acido (HCI 5%) la fase acuosa resultante después de realizar sucesivas
extracciones con éter dietilico del crudo de reaccion, de manera que después de 12 horas de
reaccion se obtuvo el cetoacido 82 ([a]p=-20.9 (¢=0.76, MeOH)) con 55% de rendimiento

global.
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5.1.2. Reaccidén de obtencién de los a,B-deshidro-a-péptidos 83 y
84.

Controlar de manera efectiva la formacion del enlace amida es obviamente muy
importante en la sintesis de péptidos, y mas cuando se trabaja con productos que requieren
condiciones suaves para efectuar esta reaccion. Uno de los reactivos mas usados son las
carbodiimidas que activan el grupo carboxilo para la reaccion con la amina (Esquema 35).
Actualmente se utiliza una variante de esta metodologia utilizando conjuntamente un
catalizador, el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), tanto si la sintesis del péptido se realiza en

fase solida (resinas) como en disolucion.

o '\’/RZ
)J\ R“—N=C=N-R - = R 0 NH™

O-acilisourea

/7 O\ urea
HOBt

HOBt Q
1)J\ /
R 1 / \ /
R3NH:j R

éster activo del HOBt

Esquema 35

En el presente trabajo se ha usado esta metodologia sintética, pero utilizando el
monoclorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida, ya que este reactivo
permite purificar el crudo de reaccion de manera mas comoda, dado que la eliminacion de
la urea resultante es mas facil que la proveniente de la DCC. En el Esquema 36 se

muestran las reacciones efectuadas en cada caso.
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82
PhH,C, H
MeO,C-CH,-NH, HCl / Et;N MeO,C-C-NH, HCI / Et;N
HOB, carbodiimida, HOBY, carbodiimida,
ta., 20 h ta., 20 h

H3C
/N—CHZ—CHZ—CH2—N=():N—CH2—CH3
H5;C
Carbodiimida
Esquema 36

De esta manera, la reaccion de condensacion del acido 82 y el éster metilico de la
glicina o el éster metilico de la (S)-fenilalanina, respectivamente, se lleva a cabo utilizando
Et;N anhidra, 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida, 1-hidroxibenzotriazol como
catalizador y en el seno de DMF anhidra. La reaccion se mantiene en agitacion durante 20
horas a temperatura ambiente en atmdsfera de nitrogeno. Asi, el o,-deshidro-a-péptido 83
es un aceite y se obtiene con un 85% de rendimiento, mientras que 84 es un sélido blanco
(punto de fusion=131-135 °C) obtenido con un 81% de rendimiento.

Se muestran a continuacién los espectros de RMN 'H de los o,p-deshidro-o-

péptidos 83 y 84:
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H4’a, H4’b
MeO,C-H,C-HN-C CHacis
Il 83 COZCH3 COCH3
-2’-CH,
¢-2’-CH,
CH0 CHNH| HI’,H3]
Haromaticos 2 :
AJM Holefinico L \4
2 NH
I . X M J S .
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 - 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
(0]
g H1’, H3’,CH,P
CbzHN “CHgtrans
Haromaticos, NH MeOZC—HC*—HNf("‘: CHacis +2’-CH,
84
PhH,C O o CH
COCH ¢z L,
CH,0 CO,CH, Ha'a, 3
H4’b
Holefinico \4
w I st . e
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 L0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

Figura 40: Espectros de RMN !H (acetona-ds, 250 MHz) de los o,3-deshidro-a-péptidos 83
y 84.

5.2. Hidrogenaciéon catdlitica de  «,p-deshidro-a-péptidos

ciclobutilicos.

En este apartado se abordara la sintesis de oa-péptidos ciclobutilicos mediante
hidrogenacion con catalizadores quirales de los a,B-deshidro-a-péptidos descritos en el

apartado 5.1.

5.1.1. Condiciones experimentales de hidrogenacion.

En el capitulo 4 se pudo comprobar que con los catalizadores de la familia del

Duphos, [(COD)Rh((R,R)-Et-DuPHOS)]OTf y [(COD)Rh((S,S)-Et-DuPHOS)]OTY, se

127



Capitulo 5

llegaban a obtener los mejores ed, y ademads, se podia estudiar con detalle el posible efecto
de doble induccion de asimetria entre dos sustratos quirales. Es por este motivo que éstos
fueron los catalizadores usados en la hidrogenacion de los a,B-deshidro-a-péptidos. Se
utilizo también el [(COD)Rh((S,S)-Me-DuPHOS)]OTH{, con el fin de estudiar el efecto del
volumen de los substituyentes del catalizador en la estereoselectividad facial.

Las condiciones experimentales en la hidrogenacion fueron: 24 mg de catalizador
por cada mmol de producto de partida, usando MeOH como disolvente, a una presion de
hidrogeno de 2 atm y a temperatura ambiente. El tiempo de reaccion necesario para la total
reduccion del doble enlace vari6 entre 24 horas y 48 horas. En ninglin caso se produce la
hidrogendlisis del grupo Cbz. En el siguiente apartado se indicaran las condiciones

especificas en cada caso.

5.1.2. Resultados obtenidos en la hidrogenacion catalitica de los
a,B-deshidro-a-péptidos 83 y 84.

En el presente apartado se recogeran los resultados obtenidos en la hidrogenacion de
los a,B-deshidro-a-péptidos 83 y 84. Los a-péptidos obtenidos se muestran representados
en el Esquema 37.

En la Tabla 8 estan recogidos los resultados obtenidos en la hidrogenacion de 83 y
84. Las relaciones diastereoisoméricas observadas han sido determinadas en base a la
integracion de las sefiales del/os metil/os CHs.s ¥ CHspans €n posicion 2' del anillo
ciclobutanico observados en el espectro de RMN 'H (500 MHz) de la mezcla.

En el apartado 5.1.3. se explicara con detalle como se han determinado las

configuraciones absolutas.
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H,, catalizador H,, catalizador

0
R, R
HN— | 3
MeO,C 0
R,=NHCbz, R,=H, 85b R,=NHCbz, R,=H, 86b
R,=H, R,=NHCbz, 85a R,=H, R,=NHCbz, 86a

Esquema 37
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Tabla 8: Resultados de la hidrogenacion de 83 y 84 con los diferentes catalizadores.

Entrada Sustrato  Catalizador Producto Rdto. Config. Rel. diast.

mayoritario absoluta®
1 83 (R,R)-Et-Duphos 85a 96 % R 91/9°
2 83 (S,S)-Et-Duphos 85b 96 % S 89/11°
3 83 (R,R)-Me-Duphos 85a 90 % R 91/9"
4 84 (R,R)-Et-Duphos 86a 88 % R 99/1°
5 84 (S,S)-Et-Duphos 86b 82 % S 95/5°

a Diastereoisémero mayoritario; P 24 horas de reaccién; ¢ 48 horas de reaccién.

Al igual que sucedia en la hidrogenacion de los DHAAs con los catalizadores del
tipo Duphos, en el caso de utilizar estos catalizadores en la hidrogenacion de los DHPs 83 y
84, se obtiene mayoritariamente el péptido con la configuracion absoluta dictada por el
catalizador. Asi, con los catalizadores (R,R)-Et-Duphos y (R,R)-Me-Duphos se obtiene el
péptido mayoritario con configuracion R, mientras que con el catalizador (S,S)-Et-Duphos
se obtiene el péptido S.

Tal y como se comentaba en el apartado 1.5.3., se ha visto que puede existir una
influencia del substituyente en posicion o del doble enlace en a-enamidas, tanto en las
estereoselectividades obtenidas en la hidrogenacién catalitica, como en la direccion de la
estereoselectividad. En nuestro caso, parece que también se da este efecto, ya que por
ejemplo, las relaciones diastereoisoméricas obtenidas en la reduccion de 83 y 84 con (R,R)-
Et-Duphos (entradas 1 y 4) son superiores a las obtenidas en la hidrogenacion de los a.,f3-
deshidro-a-aminoacidos 63 (85/15) 6 64 (80/20) (ver apartado 4.3.1.), sustratos similares a
83 y 84 pero con la funcidn éster en posicion o.. Lo mismo sucede con los ed obtenidos con
los catalizadores (5,5)-Et-Duphos y (R,R)-Me-Duphos (ver capitulo 4).

Por otra parte, el deshidropéptido 83, como ya se ha comentado con anterioridad,

contiene una unidad del aminoécido glicina incorporado en su estructura, mientras que 84
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contiene el aminodcido fenilalanina, el cual aporta un centro quiral adicional con
configuracion absoluta S. Esta diferencia parece ser clave en la diastereoselectividad facial
en la hidrogenacion, ya que en todos los casos de hidrogenacion de 84 ensayados las
relaciones diastereoisoméricas han sido superiores a las observadas en la reduccion de 83.
Por lo tanto, el centro quiral adicional de 84 favorece el ataque por una de las caras. Asi, en
la hidrogenacion de 84 con (R,R)-Et-Duphos se obtiene el a-péptido 86a de forma
mayoritaria y en una relacion superior (99/1) al observado en la reduccion de 83 con el
mismo catalizador (91/9). Lo mismo sucede cuando el catalizador utilizado es el de
quiralidad inversa, el (S,5)-Et-Duphos, obteniéndose mayoritariamente el péptido de
configuracion S, pero en el caso de reducir el doble enlace de 83 la relacion
diastercoisomérica observada ha sido inferior (89/11) a la obtenida con 84 (95/5). Con todo
esto, parece claro que incorporar un centro quiral adicional a la molécula ayuda a aumentar
la diastereoselectividad facial en la hidrogenacion, aunque éste centro estereogénico no
determina la direccion de la diastereoselectividad del proceso en los casos ensayados con
los catalizadores del tipo Duphos.

Dado que 83 y 84 son quirales y los catalizadores del tipo Duphos también los son,
es posible también en este caso hablar de la posible doble induccion de asimetria en la
hidrogenacion. Como puede verse en la Tabla 8, el ed obtenido en la hidrogenacion de 83
con (R,R)-Et-Duphos (entrada 1) es superior al obtenido con (S,S)-Et-Duphos (entrada 2),
aunque la diferencia es muy pequeia, con lo que se podria hablar de matching-mismatching
pero seria muy arriesgado. El uso de (R,R)-Me-Duphos no supone una mejora respecto a
(R,R)-Et-Duphos en la diastereoseleccion obtenida, ya que en ambos casos se obtiene el
mismo exceso diastereoisomérico. Por otra parte, en la hidrogenacion de 84 con (R,R)-Et-
Duphos (entrada 4) si es posible hablar de una doble induccion de asimetria del catalizador
y del deshidropéptido, ya que el exceso diastereoisomérico es superior y sobretodo mas
marcado (se obtiene practicamente un unico producto) que el resultante en la hidrogenacion

de 84 con (S,S)-Et-Duphos (entrada 5), que seria el caso contrario o mismatching.
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5.1.3. Elucidacion de la configuracion absoluta de los aminodcidos
mayoritarios obtenidos en la hidrogenacién de los a,B-deshidro-a-
péptidos 83 y 84.
Fue posible obtener cristales adecuados de la mezcla de reaccion de la
hidrogenacion del a,B-deshidro-a-péptido 83 con el catalizador (R,R)-Me-Duphos (Figura

41) pudiéndose determinar asi la configuracion absoluta del aminoacido mayoritario, 85a,

obtenido en esta reaccion.

Il
MeO,CH,CHNC._ g

\\\\\\\/lllh

CHj

Figura 41: Estructura de 85a determinada por Rayos X.
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En la hidrogenacion de 83 con (S,S)-Et-Duphos se obtuvo un producto, cuyo
espectro de RMN 'H no coincide con el de 85a. Se obtuvo pues 85b, diastereoisomero de
85a, y con configuracion S en el centro estereogénico formado.

En el caso de las hidrogenaciones de 84 no fue posible en ningin caso obtener
cristales adecuados de la mezcla de reaccion con el fin de poder realizar un estudio por
difraccion de rayos X y poder determinar asi el péptido mayoritario obtenido en cada caso.
Pero dado que en la reduccion de 84 con (R,R)-Et-Duphos y (S,S)-Et-Duphos,
respectivamente, se obtiene un aminoéacido de forma muy predominante, se decidio realizar
un estudio por RMN mediante experimentos NOESY de los aminoédcidos mayoritarios (86a
y 86b) obtenidos en cada caso y determinar asi la configuracion absoluta del centro
estereogénico formado. En la Figura 42 y Figura 43 se muestran los resultados.

Como puede verse en estas figuras, los nOes mas significativos observados en cada

caso se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: nOes observados en 86a y 86b.

H1 /H1', sz, H4‘a, H4‘b= Hb
NOESY (86a) | H,/H,, H,, H,

H,/H,, H,,, H,

H; / Hy, Hy,, Hap, CHsgi, CHs
NOESY 86b) | 1 /p1.. h,. H,

H,/H,, H,
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ppm )

20

4.0

6.0

8.0

Figura 42: Experimento NOESY del producto obtenido en la hidrogenacion de 84 con
(R,R)-Et-Duphos.
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Figura 43: Experimento NOESY del producto obtenido en la hidrogenaciéon de 84 con
(S,9)-Et-Duphos.
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Si nos fijamos en las figuras anteriores, uno de los nOes mas significativos es el del
H;. En 86a se observa nOe entre el H; y los hidrogenos Hy, y Hap del anillo ciclobutanico
pero no con los metilos del anillo, mientras que en 86b se observa nOe entre el H; y los
CHs.is y CH3ans del ciclobutano, pero no con los hidrogenos Ha>, y Havp. Esto parece indicar
que la entrada del hidrogeno durante el proceso de hidrogenacion del DHP 84 con el
catalizador (R,R)-Et-Duphos se produce por la cara opuesta a la agrupacién gem-dimetilo,
obteniéndose asi 86a con configuracion R. Por otro lado, en 86b (producto de la
hidrogenacion de 84 con (S,5)-Et-Duphos), H; se encuentra proximo a CHjs.;s y CHspgns,
con lo cual, muy probablemente el hidrégeno se habra adicionado por la cara de los
metilos. Asi, 86b presentard configuracion S en el carbono estereogénico formado. Estos
resultados estarian de acuerdo con los ya obtenidos en las hidrogenaciones del
deshidropéptido 83, en el cual se produce el a-péptido de configuracion R con (R,R)-Et-
Duphos y el a-péptido S con (S,5)-Et-Duphos, asi como con los resultados de las
hidrogenaciones de los DHAAs de configuracion Z con los catalizadores del tipo Duphos.

Otro dato importante a tener en cuenta es la diferencia de los desplazamientos
quimicos (~1 ppm) de los NH observada en los espectros de RMN 'H (500 MHz) de 86a y
86b (Figura 44). Esto indica una conformacion preferente muy congelada, producida
quizas por la presencia de un puente de hidrégeno entre el Hy y el carbonilo del grupo

protector Cbz, pudiéndose formar asi un “anillo” de siete miembros.
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Figura 44: Espectros de RMN 'H (acetona-ds, 500 MHz) de 86a y 86b.

Teniendo en cuenta los nOes mas significativos observados mostrados en la Tabla 9
y la posible presencia de un puente de hidrogeno, las conformaciones propuestas para 86a y

86b (obtenidas a partir de Chem3D) se muestran a continuacion (Figura 45 y Figura 46).
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(=0
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CH;cis

Figura 45: Conformacion propuesta para 86a.
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Figura 46: Conformacion propuesta para 86b.

5.3. Experimentos de dicroismo circular de los a,p-deshidro-a-
péptidos 83 y 84 y los a-péptidos 85b y 86a.

Se realizaron experimentos de dicroismo circular de 83, 84, 85b y 86a con el fin de

estudiar si estos sustratos adoptan una determinada conformacién, tal como se halla

descrito en la bibliografia. En la Figura 47 y la Figura 48 se muestran los espectros de DC

de todos ellos.
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Figura 47: Espectros de dicroismo circular de los o,B-deshidro-a-péptidos 83 y 84.
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Figura 48: Espectros de dicroismo circular de los a-péptidos 85b y 86a.
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Los espectros mostrados en la Figura 48 corresponden, el de color rosa, a la mezcla
de reaccion obtenida en la hidrogenacion del DHP 83 y el catalizador (S,S)-Et-Duphos, en
la cual resulta como producto mayoritario 85b. El de color azul, a la mezcla de reaccion
obtenida en la hidrogenacion del DHP 84 y el catalizador (R,R)-Et-Duphos, en la cual se
obtiene como producto mayoritario 86a.

Los espectros de dicroismo circular mostrados en la Figura 47 y la Figura 48
presentan una forma con la misma tendencia que la de otros péptidos (en particular o,[3-
deshidro-a-péptidos) descritos en la bibliografia, los cuales se ha demostrado que poseen la

capacidad de ser inductores de giros B.**
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6. APLICACION SINTETICA DE LOS a-AMINOACIDOS
CICLOBUTILICOS: SINTESIS DE ACIDOS PEPTIDONUCLEICOS (APN).

En el presente capitulo se presentard la sintesis de un monémero de APN a partir de
un o-aminoacido ciclobutilico obtenido mediante hidrogenacion catalitica del
correspondiente DHAA. Por otra parte, se describira la sintesis en fase soélida de varios
oligdbmeros de APN que contendran una unidad del mondmero anteriormente sintetizado y
los resultados del estudio de la estabilidad térmica (7,,) de estos oligdbmeros, una vez

hibridados con cadenas de ADN, ARN y APN.

6.1. Obtencion de un mondmero de APN.

La obtencion del monomero de APN se llevo a cabo mediante un procedimiento
experimental que parte de un aminoacido con la funcién amino protegida en forma de
carbamato de bencilo y obtenido a partir de (+)-a-pineno.

Asi, y siguiendo la misma ruta sintética mostrada en el Esquema 25 del capitulo 3 a

partir de (+)-a-pineno, se sintetizé el DHAA 87. (Esquema 38):
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)
H
Bn N )\
O\H/ | OMe
)
N %,
e
— >
o Jo
(+)—a—pineno (66) 87
[a]p=-4.8 (c=0.83, MeOH)
Esquema 38

Una vez obtenido el sustrato 87, el siguiente paso fue la hidrogenacién catalitica de

éste para obtener el aminoacido 88a (Esquema 39):

0]
o NI :
n NH._ _-OBn
\H/ | OMe MeOZCIIun\ 2 \”/
0 H,, 2 atm 0o
%, (R,R)-Et-Duphos ,
H ", O : ",
H 7 7 H “COCH,4
O
87 88a
Esquema 39

El catalizador utilizado fue el (R,R)-Et-Duphos ya que, como se vio en el capitulo 4,
la utilizacion de este catalizador en la hidrogenacion de deshidroaminoacidos sintetizados a
partir del pineno, es una reaccion altamente estereoselectiva pues se obtiene un Unico
diastereoisomero. Asi, 88a se obtuvo con un 91% de rendimiento después de 4 dias de
reaccion y a 2 atm de presion de hidrégeno. La configuracion absoluta del centro

estereogénico creado en esta reaccion se determind por analogia con el resultado obtenido
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en la hidrogenacion de 72 (sustrato andlogo a 87 pero con la funcidon amino protegida en

forma de acetamida) y el catalizador (R,R)-Et-Duphos, en la cual se obtenia el aminoéacido

81a con configuracion R en el carbono 2.
Las reacciones efectuadas para sintetizar el mondémero de APN objetivo se muestran

en el Esquema 40:
H
NH
" NHBoc

H
MEOZC//,, NH\H/OBH
(0]
. a H
_— :
~§'i>

COCH, EOCHs
88a 89
b
0

90

91
a) BocNHCH,COH (94), MeOH, H,, Pd/C 10%, 5 atm, 6 h, 67% rdto. b) DCC, acido 2-(timin-1-il)acético,

DhbtOH, DMF, 12 h, 57% rdto. ¢) K,CO;, MeOH/H,O (3:1), 12 h, 24% rdto.
Esquema 40
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En primer lugar, es necesario sintetizar el N-Boc-2-aminoacetaldehido, reactivo

adecuado para obtener el intermedio 89. Asi, 94 se prepard6 como muestra el siguiente

esquema:53
H N/Y\OH a BocHN/\/\OH b 0
2 —_—
BocHN~
OH OH
92 93 94

a) (Boc),0, NaOH, H,0, 12 h, 55% rdto. b) KIO,, H,O, 2 h, 61% rdto.

Esquema 41

Partiendo de 3-amino-1,2-propanodiol se procedid en primer lugar a proteger la
funcion amino de éste en forma de carbamato de terc-butilo con (Boc),O y NaOH en H,O
durante una noche, obteniéndose asi el diol 93 con un 55% de rendimiento. La oxidacion de
93 con KIO4 durante 2 h condujo a la obtencion del aldehido 94 con un 61% de
rendimiento. La estabilidad del aldehido 94 es baja, con lo cual debe guardarse a 0 °C.

A continuacion, se llevdo a cabo la sintesis del intermedio 89 por aminacion
reductiva de 94, segin un procedimiento similar al propuesto por Burk.™® En este proceso
se produjo, en primer lugar, la hidrogenolisis in situ del grupo Cbz con la consecuente
obtencion de la amina libre. Esta amina reacciond con el aldehido 94 formédndose una
imina, la reduccion de la cual en presencia de H, y Pd/C condujo a 89. Las condiciones
experimentales necesarias para darse esta reaccion se basan en la utilizacion de MeOH
como disolvente, Pd/C 10%, a 5 atm de presion de hidrogeno y durante 6 horas. El
intermedio 89 no se aisla y se utiliza directamente en el paso siguiente.

La introduccién de la base nucleica, en este caso un derivado de la timina, se realizd
mediante un procedimiento ampliamente usado para este tipo de reacciéon.” Asi, a una
solucion de DMF que contiene el acido 2-(timin-1-il)acético y DhbtOH (el cual actia como

catalizador), se afiadio6 DCC. Pasado el tiempo necesario se adiciond el intermedio 89 y se

53 Dueholm, K.L.; Egholm, M.; Buchardt, O. Org. Prep. and Procedures Int., 1993, 25 (4), 457.
54 Stammers, T.A.; Burk, M.J. Tet. Letters, 1999, 40, 3325.
>3 Piischl, A.; Sforza, S.; Haaima, G.; Dahl, O.; Nielsen, P.E. Tet. Letters, 1998, 39, 4707.
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dejo el sistema toda la noche en atmodsfera de nitrdgeno, obteniéndose el derivado 90 con
un 57% de rendimiento.

Finalmente, para preparar el monomero de APN 91 es necesario llevar a cabo la
hidrolisis del éster en 90 para obtener el acido libre. La reaccion tuvo lugar con K,COs, en
una mezcla de solventes MeOH/H,O en una relacion 3:1 y durante 12 horas. Tras el
tratamiento del crudo de reaccion con HCI 5% se produjo un solido, el cual se recristalizo
de éter dietilico/pentano. De esta manera se obtuvo un sélido blanco de punto de fusion
115-120°C, muy poco soluble. Debido a la posible epimerizacion del carbono 3’ del anillo
ciclobutanico en la reaccion de hidrolisis, se realizo un analisis por HPLC en fase reversa

del mondémero 91. A continuacion se muestra el cromatograma obtenido (Figura 49).
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Figura 49: HPLC del sélido obtenido en la reaccion de hidrolisis de 90.

Como puede verse, existen varios picos en el cromatograma, el de mayor

proporciéon (tiempo~19 min) correspondiente al mondémero deseado 91, y los de menor
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proporcidon (tiempo~15 min) provenientes seguramente de la epimerizacion de 91 en la
posicion a-carbonilica del anillo ciclobutanico. Dado que la proporcion del epimero es muy
baja y a su dificil manipulacion mediante técnicas cromatograficas convencionales, se
decidid incorporar el mondémero 91 sin purificacion adicional a un oligobmero de APN,

mediante técnicas estandar de fase solida.

6.2. Sintesis en fase sélida de oligémeros de APN.

La sintesis en fase solida de los oligobmeros de APN se llevd a cabo en los
laboratorios del Profesor Nielsen de la Universidad de Copenhague.

Para comprobar que es posible incorporar un mondémero del APN 91 en un
oligobmero de APN estandar se llevo a cabo una prueba, en la cual se sintetizo el APN 93
mostrado a continuacion: Ac-T-(91)-C-G-A-T-LysNH,, el cual contiene 6 unidades de
monomeros de APN, una de las cuales es 91, mientras que las otras son mondmeros
estandar de APN con diferentes bases nucleicas.

En la Figura 50 se muestra un esquema de como tiene lugar, en general, la sintesis
en fase s6lida de APN protegidos en forma de N-Boc.

Como soporte solido se utiliza la resina MBHA, la cual contiene grupos de 4-
metilbenzhidrilamino. Tal y como puede verse en la Figura 50, una vez ha tenido lugar el
anclaje del primer monomero al soporte solido, tiene lugar la eliminacion del grupo
protector Boc, y posteriormente un lavado. A continuacion se produce el acoplamiento con
otra unidad de APN y un posterior lavado. Seguidamente tiene lugar el “capping” y un
lavado posterior. Este ultimo paso tiene la finalidad de eliminar los productos de posibles
reacciones secundarias. Estos procesos se llevan a cabo n veces, en funcion del nimero de
mondmeros que se quieran incorporar. Para finalizar, es necesario eliminar el oligdémero
sintetizado del soporte solido, proceso que se lleva a cabo con una solucion de acido

trifluorometanosulfonico/TF A/m-cresol/tioanisol (2:6:1:1).
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O
Boc N\/l\ /\«:u\m:um
\\H///\\\/// H Resina

1. Desproteccion: TFA
2. Lavado

0]
(0]
N\)J\ /\vvvww
CF3CO0, +H3N/\/ N Resina

3. Acoplamiento
4. Lavado

b %

oo >N \)J\ /\/
N

Resina
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B
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Figura 50: Representacion esquematica de la sintesis en fase sélida de APN.
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A continuacion se muestra una tabla resumen con algunos de los reactivos utilizados

en las diferentes etapas de la sintesis.

Tabla 10: Resumen del ciclo de la sintesis de Boc-APN.

Operacion Reactivo/Disolvente

1. Lavado DCM

2. Desproteccion TFA/ Anisol (95/5)

3. Lavado DCM/DMF

4. Lavado Piridina

5. Acoplamiento Monoémero APN, DMF, HATU, DIPEA
6. Lavado DMF

7. “Capping” Ac,0/Colidina/DMF (1/1/8)
8. Lavado DMF

9. Lavado con piperidina 5 % piperidina, DMF

10. Lavado DMF/DCM

DCM: diclorometano; TFA: 4cido trifluoroacético; DMF: dimetilformamida; HATU: O-(7-azabenzotriazol-
1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroniohexafluorofosfato; DIPEA: Diisopropiletilamina.

Siguiendo este procedimiento se sintetizdé el APN 93. Este oligdbmero se estudio en
primer lugar con HPLC analitico, y a continuacion se purifico mediante HPLC preparativo
en condiciones de fase reversa. Finalmente, el peso molecular del producto obtenido se
determind mediante espectroscopia de masas MALDI-TOF. A continuacidon se muestra el

espectro MALDI obtenido para el APN 93:
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PNAGen5-64raw, beregnet Mw= 1957.05
Data: PNAsyn3264.6 18 Sep 102 13:47 Cal: NADIA120820002 12 Aug 102 14:25
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Figura 51: Espectro MALDI-TOF del APN 93.

Asi pues, dado que el acoplamiento se produjo correctamente, se decidio sintetizar
un APN de cadena mas larga, en particular un decdmero, en el cual se incorpord el
monomero 91. El procedimiento seguido para su preparacion fue el mismo al utilizado para
el APN 93. La secuencia del decamero es la siguiente:

APN 94: Ac-G-T-A-G-A-(91)-C-A-C-T-LysNH,

En la Figura 52 se muestra el espectro MALDI obtenido para el APN 94.
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PNA2543 raw beregnet Mw=3007,07
Data: PNAsyn3400.18 3 Mar 103 14:01 Cal: 3 Mar 103 14:17
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Figura 52: Espectro MALDI-TOF del APN 94.

6.3. Estudio de la estabilidad térmica (Tm).

Como ya se comento en el capitulo 1, la afinidad en la hibridaciéon con una cadena
complementaria de ADN o ARN se mide obteniendo las curvas de 7, (temperatura de
fusion o de desnaturalizacion) de los complejos resultantes del acoplamiento.

Se decidio estudiar la estabilidad térmica del APN 94 al hibridarse con una cadena
complementaria de ADN, ARN o APN, de manera antiparalela. Para poder establecer una
comparacion del valor de 7, del complejo dimérico formado por el APN 94, se sintetizo un
APN estandar (APN 95: Ac-G-T-A-G-A-T-C-A-C-T-LysNH,), con las mismas bases
nucleicas que 94, pero sin ninguna unidad del monémero 91. Se midi6 el valor de 7, una
vez hibridado 95 con una cadena complementaria de ADN, ARN o APN.

Si el valor de 7, del complejo formado por el APN 94 con la cadena
complementaria es superior al 7, para el complejo que contiene el estindar APN 95, esto

significaria que la incorporacién del mondémero 91 produce un aumento en la afinidad, y
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por tanto en la estabilidad, respecto a una cadena analoga de APN estandar. En la Tabla 11

se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 11: Temperaturas de fusion (valores de Tm)2

Entrada Secuencia ADN® ARN® APN¢
1 APNO95 54° 571" 72,2
2 APN94 54° 57" 70f

* Tm= temperatura de fusién (medida en solucion tampén: 100 mM NaCl, 10 mM fosfato, 0.1 mM EDTA,
PH=7). Velocidad de calentamiento: 1K/min. Absorbancia UV medida a 260 nm. ® Secuencia de ADN
complementario: 5°-d(AGTGATCTAC)-3’. © Secuencia de ARN complementario: 5’-d(AGUGAUCUAC)-3".
¢ Secuencia de APN complementario: 5’-d(AGTGATCTAC)-3". ¢ T,, medida de 10 a 95 °C. f 7}, medida de 5
a95°C.

Como puede verse en la Tabla 11, los valores mas altos de 7,, se obtuvieron para
los complejos de hibridacion entre APN9S o APN94 con una cadena complementaria de
APN (72,2 para APN95-APN y 70 para APN94-APN). Por lo tanto, los complejos
diméricos APN95-APN y APN94-APN son mas estables que los resultantes de la
hibridacion con cadenas de ADN o ARN, tal y como se comenta en el capitulo 1.

Por otra parte, parece ser que tanto el APN94 como el APN9S manifiestan una
ligera mayor afinidad por una cadena complementaria de ARN que por una de ADN,
aunque las diferencias no son muy marcadas (AT, para APN95= 3,1 °C; AT,, para APN94=
3 °C).

Finalmente, los valores de 7,, de los complejos diméricos APN94-ADN, APN94-
ARN y APN94-APN (entrada 2), son iguales o practicamente iguales (con ADN o ARN) o
ligeramente inferiores (con APN) que los valores de 7, de los complejos diméricos
APNI95-ADN, APN95-ARN y APN9S5-APN (entrada 1). Asi pues, la incorporaciéon del
monomero 91 en un oligonucleotido, no mejora ni empeora la afinidad por una cadena
complementaria de ADN o ARN, respectivamente.

Este es un resultado preliminar, ya que se podria, por ejemplo, variar la base
nucleica de 91, o la cadena en posicion a del 4cido con el fin de variar la conformacion del

monomero y aumentar asi la afinidad en la hibridacion con una cadena complementaria.
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Los principales resultados asi como las conclusiones de esta Tesis se describen a

continuacion:

1. Se han sintetizado una gran variedad de compuestos ciclobutanicos polifuncionalizados y
de configuracion absoluta determinada, partiendo de (-) y (+)-a-pineno y (-)-verbenona,
como precursores quirales respectivos.

En particular, se han puesto a punto rutas sintéticas eficientes para la preparacion de

o,B-deshidro-a-aminoacidos y o,-deshidro-o-péptidos.

2. La hidrogenacion de DHAAs con Pd/C como catalizador, no ha resultado ser
estereoselectiva en ninglin caso, como ya era esperado.
En cambio, el catalizador de Wilkinson induce buena estereoselectividad cuando el

doble enlace se halla unido directamente al ciclobutano.

3. En la hidrogenacién de DHAAs de configuracion Z con el doble enlace unido al anillo
ciclobutanico, utilizando (S,5)-Chiraphos como catalizador, se obtiene una
estereoselectividad semejante, en general, a la que resulta con el catalizador de Wilkinson.
En este caso es la quiralidad del sustrato la que gobierna la estereoseleccion.

Por el contrario, cuando el doble enlace se halla a un metileno de distancia del

anillo, tanto el sustrato como el catalizador influyen en la estereoselectividad del proceso.

4. Con (R,R) 6 (S,5)-Et-Duphos como catalizador, éste siempre determina la quiralidad
inducida en la hidrogenacion, tanto si el doble enlace se halla separado del ciclobutano por
un grupo metileno o unido directamente al anillo, cuando la estereoquimica del DHAA es
Z. En algunos casos, se ha observado doble induccion asimétrica (matching) y en otros

mismatching.
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En general, la estereoselectividad es mas elevada cuando el doble enlace no se halla
directamente unido al ciclobutano, lo que pone de manifiesto la sensibilidad a los efectos
estéricos cuando se utilizan los catalizadores tipo Duphos.

Se ha comprobado que en la hidrogenacion de un DHAA con configuracion del
doble enlace E, con (R,R)-Et-Duphos se obtiene una mezcla de ambos diastereoisomeros
(~1:1) mientras que con (S,5)-Et-Duphos se obtiene un distereoisémero muy mayoritario

cuya configuracion es la dictada por el catalizador.

5. En la hidrogenacion de DHPs con catalizadores tipo Duphos se han obtenido resultados
similares a los de los DHAAs, siendo siempre el catalizador el que gobierna la
estereoselectividad del proceso.

La reduccion del péptido conteniendo (S)-fenilalanina presenta una
diastereoseleccion mas elevada que la hidrogenacion del péptido con glicina. En el primer
caso se manifiesta, pues, la influencia del centro estereogénico de la fenilalanina en la doble

induccion de asimetria.

6. Se ha sintetizado el primer monémero de APN conteniendo un anillo ciclobutanico y
timina como base pirimidinica.
Este compuesto ha sido incorporado en un oligbmero que no manifiesta especial

afinidad por ADN o ARN, segun los ensayos realizados hasta el presente.
7. Algunos de los productos ciclobutdnicos sintetizados en esta Tesis estdn siendo

incorporados al fulereno Cgy para realizar su estudio estructural y evaluacion bioldgica

posterior.
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Procedimientos experimentales.
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