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Resumen

En este trabajo de fin de grado se busca mejorar el rendimiento en la Ultima etapa
de sintesis de ircinialactama J, un sesterterpeno de origen marino que presenta
una prometedora actividad antiviral contra el adenovirus humano (HAdV). Para
ello se han disefiado dos modelos sintéticos en los que el grupo hidroxilo de la
unidad de acido tetrénico se ha protegido con el grupo metoximetilo (MOM), el

cual se puede eliminar de manera controlada en medio acido.

Los dos modelos se obtuvieron realizando la proteccion de la unidad de &cido
tetronico con cloruro de metoximetilo, seguido de un proceso de condensacion
en tres etapas del acido tetronico con un aldehido de estructura similar al
fragmento de ircinialactama J. Finalmente se realizé la desproteccion del grupo

MOM con &cido clorhidrico.
Palabras clave: ircinialactama J, acido tetrénico, metoximetilo, antiviral.
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Resumo

Neste traballo de fin de grao buscase mellorar o rendemento da ultima etapa de
sintese da ircinialactama J, un sesterterpeno de orixe marifio que presenta unha
prometedora actividade antiviral contra o adenovirus humano (HAdV). Para isto
desefiaronse dous modelos de ircinialactama J, nos que o grupo hidroxilo da
unidade de &cido tetrénico se protexeron co grupo metoximetilo (MOM), o cal se

puido eliminar de maneira controlada en medio acido.

Os dous modelos sintéticos obtivéronse en primeiro lugar realizando a proteccion
do &cido tetrénico con cloruro de metoximetilo, seguido dun proceso de
condensacion en tres etapas do acido tetrénico cun aldehido de estrutura similar
0 fragmento de ircinialactama J. Finalmente realizase a desproteccién en medio

acido.
Palabras clave: ircinialactama J, acido tetronico, metoximetilo, antiviral.
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Abstract

In this final degree work we aim to improve the yield of the last synthesis step of
ircinialactam J, a sesterterpene of marine origin that shows promising antiviral
activity against human adenovirus (HAdV). For this purpose, two models of
ircinialactam J have been designed, in which the hydroxyl group of the tetronic
acid unit has been protected with the methoxymethyl (MOM) group, which can be

removed in a controlled manner in acid medium.

The two synthetic model were obtained by first protecting the tetronic acid with
methoxymethyl chloride, followed by a three-step condensation process of the
tetronic acid with an aldehyde similar in structure to the ircinialactam J fragment.

Finally, the MOM group was deprotected with hydrochloric acid.
Keywords: ircinialactam J, tetronic acid, methoxymethyl, antiviral.
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Abreviaturas, simbolos y acrénimos

6: desplazamiento quimico.

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina.
LDA: diisopropilamiduro de litio.
MOM: metoximetilo.

PNM: producto natural marino.

RMN: resonancia magnética nuclear.
TBDPS: terbutildifenilsilano.

TFA: acido trifluoroaceético.

TLC: cromatografia en capa fina.



1.Introduccion



Introduccién

Obtencion de productos naturales marinos con actividad biolégica

En farmacologia tiene una gran importancia el descubrir, aislar y caracterizar
nuevos compuestos extraidos de organismos con el fin de encontrar principios
activos desconocidos. Los organismos terrestres han permitido el desarrollo de
farmacos tan importantes como la penicilina o la aspirina®, sin embargo el dificil
acceso a organismos marinos no permiti6 su estudio hasta los afios 60
(Tarazona Ramos, 2017). El desarrollo en las técnicas de buceo permitié la facil
recoleccion de individuos de interés, lo que sumado a la aparicién de nuevas
metodologias analiticas, espectroscépicas y espectrométricas propulsd el

estudio de los productos naturales marinos (PNM) (Nieto Prieto, 2013).

Las estructuras de los productos naturales marinos incluyen, entre otros,
terpenos, péptidos, alcaloides, esteroides, acidos grasos o acetaogeninas, que
proceden principalmente de animales invertebrados como esponjas, cnidarios,
moluscos, equinodermos o ascidias. De una gran cantidad de productos
naturales marinos se han publicado multitud de actividades bioldgicas, entre las
que cabe destacar las actividades antitumorales, antiviricas, antiinflamatorias y

antibacterianas (Jiménez, 2018).

Hasta la fecha, existen seis tipos estructurales (ver Figuras 1 y 2) de agentes
terapéuticos que han sido aprobados y pueden considerarse como derivados de
los PNM (Altmann, 2017). Dos nucledésidos, la citarabina anticancerigena (ara-
C) y la antiviral (ara-A), fueron los primeros medicamentos aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
derivados de dos arabinonucledsidos naturales. La toxina peptidica w-
conotoxina MVIIA ziconotide (Prialt®) que se muestra en la Figura 2, indicada
para el control del dolor, fue el primer farmaco aprobado por la FDA (2004) con

la misma estructura del PNM aislado de la fuente natural.

El primer medicamento contra el cancer aprobado por la FDA (2015) aislado
directamente de una fuente marina, el tunicado Ecteinascidia turbinata, fue la

ecteinascidina 743 (trabectedina o Yondelis®).
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Figura 1. Estructura de citarabina ara-C, ara-A, &cido eicosapentaenoico, dolastatina,
halichondrine B, ecteinascidina 743 y brentuximab vedotin,.

La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) la aprobé en 2007 para el
tratamiento del sarcoma avanzado en tejidos blandos y en 2009 para el
tratamiento del cancer recurrente de ovario sensible al cis-platino cuando se
combina con doxorrubicina liposomal. Otro agente anticancerigeno, el mesilato
de eribulina, es un derivado truncado sintético del policétido PNM halichondrin
B; este fue aprobado por la FDA en 2010 y es comercializado por Eisai
Pharmaceuticals bajo el nombre de Halaven®. Otro farmaco anticancerigeno
aprobado con relacién a los PNM es el conjugado anticuerpo-farmaco (ADC),
brentuximab vedotin. Este Ultimo es comercializado por Seattle Genetics bajo el
nombre de Adcetris®. Se compone de un anticuerpo especifico del tumor y el

pentapéptido monometil auristatina E, un derivado de la dolastatina 10.



Figura 2. Vista estereoscoépica de w-conotoxina MVIIA, ziconotide (Prialt®).

Lovaza® es una mezcla de dos ésteres etilicos de Acidos grasos poliinsaturados
w-3 derivados del pescado, &acido eicosapentaenoico (EPA) vy &acido
docosahexaenoico (DHA). Fue aprobado por la FDA en 2004 como un agente
terapéutico para reducir los triglicéridos séricos, y es comercializado por
GlaxoSmithKline. Vascepa®, vendido por Amarin. Es un &cido graso
poliinsaturado w-3 puro de éster etilico EPA, mientras que Epanova, vendido por
AstraZeneca, es una mezcla de tres acidos grasos poliinsaturados libres w-3.
Fueron aprobados por la FDA en 2013 y 2014, respectivamente para tratar

también la hipertrigliceridemia.

No cabe duda de que estos nuevos farmacos derivados de PNM pueden
convertirse en los futuros tratamientos para una gran variedad de enfermedades,
siendo entre ellas importante el SARS-CoV-2 y sus multiples variantes. La
plitidepsina (Aplidin®) (ver Figura 3) es un farmaco antitumoral que se suministra
combinado con dexametasona a pacientes con mieloma multiple

recidivante/refractario (https://www.tga.gov.au/auspar-plitidepsin). Este farmaco

muestra una potente inhibicion del eEFla (factor de elongacion eucariético 1A)
gue se encarga de transportar el aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma eucariota
durante la traduccion del mRNA. El eEF1a también esta implicado en la
replicacion de algunos virus, entre ellos el SARS-CoV-2. Se ha demostrado que
la plitidepsina produce una reduccion en los niveles de las proteinas que forman
la nucleocapside de SARS-CoV-2, en el RNA viral (Zhang et al., 2014) y las

vesiculas de doble membrana (DMV) (Sachse et al., 2022).
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Figura 3. Estructura de la plitidepsina.

Variabilinas e ircinialactamas: origen, estructura y actividad

Durante el estudio de organismos marinos procedentes de la peninsula de
Yucatan (Pech Puch, 2020), en 2017 el grupo de investigacion QUIMOLMAT-
PRONAMAR del CICA (Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas) aisl6
de Incinia felix cinco compuestos bioactivos: ircinialactama J, ircinialactama K,
ircinialactama L (ver Figura 4), (7Z,12Z,18R,20Z)-variabilina, (7E,12E,18R,202)-
variabilinay (12E,18R,20Z)-8-hidroxivariabilina.

O\
\\NJ

Ircinialactama K Ircinialactama L

Figura 4. Estructura de ircinialactama Ky L.

En la Figura 5 se observa la estructura de ircinialactama J, en la que el esqueleto
central contiene tres alquenos trisustituidos de estereoquimica Z (C7, C12y C20)
y un estereocentro de configuracion R (C18). Esta funcionalizada en un extremo
(C5) con un anillo de lactama aq,B-insaturada que contiene un grupo
homobencilico en el nitrégeno, mientras que en el otro extremo (C20) presenta

una unidad de acido tetrénico (Pech Puch, 2020).
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Figura 5. Estructura de ircinialactama J, la esponja Ircinia felix de la que se extrajo y la ubicacion

de la peninsula de Yucatéan en la que fue recolectada.

Para poner en contexto la importancia de ircinialactama J es necesario comentar
la historia de este tipo de estructuras de naturaleza sesterterpénica. En 1973 se
aislé por primera vez la (7E,12E,18S,202)-variabilina (ver Figura 6) (Faulkner,
1973), una molécula producida juntamente a su epimero (7E,12E,18R,20Z)-
variabilina por las esponjas pertenecientes a la familia Irciniidae. Con el paso de
los afios se han descubierto y caracterizado numerosos estereoisémeros y
analogos de la primera variabilina. Las variabilinas son sesterterpenos
funcionalizados en un extremo con una unidad de furano y en el otro con una

unidad de &cido tetronico, como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Estructura de (7E,12E,18S,20Z)-variabilina.
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En 2010 se aislo un grupo de nuevos metabolitos de la familia de esponjas
Irciniidae que se nombraron ircinialactamas (Balansa et al., 2010). Los nuevos
metabolitos formaban una familia de sesterterpenos similar a las variabilinas,
pero presentaban un anillo de lactama con un sustituyente glicilo en el 4tomo de
nitrégeno en lugar de una unidad de furano. Con el paso del tiempo se han
aislado ircinialactamas con distintos sustituyentes unidos al nitrégeno de la
lactama y/o funcionalizados con un acido carboxilo en lugar de acido tetrénico
(ver Figura 7) (Prasad et al., 2018).

7 12 OH
(\I\/ l/\/ SN Ircinialactama A, R= CH,CO,H
N o Ircinialactama I, R = CH,CH,-Ph
/ O
R o
x X A Ircinialactama C, R = CH,CO,H

N0 Ircinialactama H, R = CH,CH,-Ph

Figura 7. Estructura de ircinialactama A, I, Cy H.

Los sesterterpenos aislados de la familia Irciniidae han mostrado una amplia
actividad biologica: antibacteriana, antiviral, antitumoral y antiinflamatoria (Liu et
al., 2007). Por este motivo, se recolect6 Ircinia felix en las costas de Yucatan,
mostrando su extracto una importante actividad antiviral. El fraccionamiento y
purificacion de dicho extracto permitié aislar ircinialactama J que mostré una
actividad antiviral frente al adenovirus humano (HAdV) (Lion, 2014). Los
resultados mostraron un valor 1Cso de 5.23 yM (concentracion de farmaco que
inhibe en un 50%), y una citotoxicidad CCso de 139.45 uyM (concentracion de
farmaco que reduce las células viables en un 50%). Estos valores son muy
prometedores, ya que ircinialactama J es cinco veces mas potente que el antiviral
estdndar Cidofovir, manteniendo una citotoxicidad ligeramente inferior
(1C50=24.06 pM y CCs0=179.09 Mm con HAdV) (Mazzotta et al.,, 2021).
Posteriormente, se comprobd su actividad antiviral frente al SARS-CoV-2
empleando estudios computacionales de docking. En estos se concluyé que
ircinialactama J presenta cierta afinidad por la proteasa M-pro, lo que podria
implicar la inhibicion de una importante diana de SARS-CoV-2 en el desarrollo

de nuevas terapias (Millan Alvarez, 2022).
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Su actividad antiviral con un destacado valor terapéutico y su novedosa
estructura permitieron patentar la estructura y actividad biologica de
ircinialactama J. Ademas nos llevé a desarrollar una sintesis total que permitiese

su obtencion y la de nuevos derivados mas activos (Millan Alvarez, 2022).

Precedentes sintéticos

La sintesis de ircinialactama J fue realizada por el Dr. Ramoén Millan durante su
Tesis doctoral en 27 etapas, basandose en la sintesis de (7E,12E,18R,202)-

variabilina, puesto que las ircinialactamas carecian de precedentes sintéticos.

Como estrategia retrosintética se establecieron dos desconexiones como se
presenta en la Figura 8, dividiendo la molécula en tres fragmentos: el fragmento
A contiene la unidad de lactama aq,B-insaturada con el sustituyente
homobencilico, el fragmento B es un aldehido que presenta dos alquenos Z
trisustituidos y el fragmento C es una unidad de &cido tetronico.

(0]
Condensacion
estereoselectiva
O
+ Q /
OP'
U/ > Ciclacion
(0] (0]
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Reaccion
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S

0
opP?

U

nerol

Figura 8. Esquema retrosintético empleado en la sintesis total de ircinialactama J (tomado de
Millan Alvarez, 2022).

Tal como se muestra en la Figura 9, el fragmento A se obtuvo a partir de nerol.
La sintesis comienza con una ruptura oxidativa del nerol convenientemente
protegido, para dar un aldehido, el cual se somete a una olefinaciéon de Horner-
Wadsworth-Emmons dando lugar a un &cido carboxilico, que se metila
diasteroselectivamente con la asistencia de una oxazolidinona quiral de Evans.
En el otro extremo del compuesto se incorpora una unidad de propino que se
elonga con una unidad de 2 atomos de carbono con la que se obtiene un alcohol
homopropargilico, que es el intermedio clave para realizar una reaccién de
carbometalacion que aporte el segundo alqueno Z. Finalmente el alcohol
homoalilico se convierte en un yoduro para ser utilizado posteriormente en una

reaccion de alquilacion.
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TBDPSO

HO 1. TBDPSCI, imidazol, DMF, t.a.
\ N 2. NBS, THF/H,0 (3:1), 0 °C _ A
3. K,CO3 MeOH, t.a.
4. HslOg, dioxano/H,0 (2:1), 0 °C

o
66% (4 etapas) 1. Phalk)]\OEt CH,Cl, ta., 83%

2. K-Selectride, t-BuOH, THF, -78 °C, 76%

nerol

1a. (CH3)sCCOC, EtsN 3. LiOH, EtOH/THF (3:1), 70 °C, 92%

1b. (R)-4-benzyloxazolidin-2-one

TBDPSO n-Buli TBDPSO

THF, -78 °C, 95% o
\ - \
. PMB <%
A 2. LDA, Mel, THF, ~78 °C
= 75% (RIS > 95:5)

3. LiAlH4, THF, 0°C, 78%
4. PMBTCA, CSA, CH,Cl t.a

1. TBAF, THF, t.a, 94%
2. PBr3 Et,0, 0°C

3. TMS— ,n-BuLi
THF, -78 °C
4. TBAF, THF, 0 °C

55% (3 etapas)

1. n-BuLi, THF, -40°C, | PO reflujo
2. Amberlyst® 15, MeOH, reflujo, 50% (2 etapas)

OPMB MgBr (500 mol%), Fe(acac); (20 mol%)
tolueno, t.a., 60% (Z/E > 95:5)
4.1, PPhg, imidazol, CH,Cl, t.a., 91%

Figura 9. Esquema de reaccion para la obtencién del fragmento A.

El fragmento B se prepar0 a partir de succinimida (ver Figura 10). Para ello se
realiza una alquilacién con bromuro de feniletilo, seguido con una reduccion con
NaBHs y un tratamiento con la resina acida Amberlist®15 en etanol. Los

fragmentos A y B se unen mediante una reaccion de alquilacion.

7 o
Hb NaH, DMF, t.a. ©\ﬁj§

O 2. NaBH, MeOH, 0 °C, 69% (2 etapas)
3. Amberlyst®15 ,ta., 66%
LDA, THF, -78 °C, 82%
(200 mol%)

CH,Cl, t.a., 63%

CH,Cl,, 78 °C, 82%

S
N
>
Figura 10. Esquema de reaccion para la obtencion del fragmento B y su unién al A.
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El fragmento C se obtuvo por ciclacion de 3-metilacetilacetato de etilo y su
posterior proteccion (ver Figura 11). ElI fragmento C se acopla al aldehido
obtenido anteriormente mediante una reaccidon de condensacion aldodlica

diasteroselectiva.

0]

(0] (0]
1.Br, H,0 o)
Ot ————» /
2. HBr, 100 °C OMe
70% (2 etapas) FragmentoC
3. K,CO4, Me,SO,
acetona, t.a., 58% 1. LDA, THF

PH
2. MsCI,Et;N, DMAP, CH,Cl,, 0 °C

3. DBU, tolueno, t.a., 49% (3 etapas)

Figura 11. Esquema de reaccion para la obtencién del fragmento C y su unién a los fragmentos
Ay B.

Rendimiento de la sintesis total

La ircinialactama J se ha podido sintetizar en 27 etapas. Descontando la Gltima
etapa de desproteccion del grupo hidroxilo en el acido tetronico (C22), se ha
logrado la sintesis de 22-O-metil-ircinialactama J con un rendimiento global de
0.43%. Sin embargo, la etapa final de desproteccion del grupo protector metoxilo

presenta un rendimiento del 15%, implicando una gran pérdida de producto final.
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2.0bjetivos
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Objetivos

El principal objetivo de este trabajo de fin de grado es mejorar el rendimiento
global en la sintesis de ircinialactama J. Especificamente, se pretende mejorar
el rendimiento del ultimo paso de la sintesis que implica la eliminacion del grupo
protector del grupo hidroxilo en el anillo de &cido tetronico. Con este fin, se
propone preparar dos modelos sintéticos que sean analogos simplificados de
Ircinialactama J y que posean un acido tetrénico con un grupo hidroxilo protegido
con metoximetilo (MOM) y buscar un método de desproteccién con un buen
rendimiento.

OGrupo Protector OH

_—

ircinialactama J

N
= OMe OH

— N

desproteccion

N

modelos sintéticos

Figura 12. Propuesta de modelos sintéticos para la realizacion de este TFG.
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3.Resultados y discusion
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Resultados v discusién

Planteamiento sintético

Se propone una estructura analoga al fragmento que comprende C15-C25 de
ircinialactama J, con la cual ensayar el paso de desproteccion. Este modelo
sintético anélogo se obtendria por condensacion de un fragmento X que se
obtendria a partir del nerol, el cual se haria reaccionar con el fragmento Y que

contendria la unidad de acido tetronico (ver Figura 13).

TBDPSO

! . OH
N S 9
——> @3?,11
(0]
4
(0]

Fragmento C15-C25

TBDPSO 1%
+ 0
NS
[t
o—/

X Y
Figura 13. Esquema retrosintético para la obtencién del modelo sintético analogo.

También se plantea una estructura ain mas simple de modelo sintético para
realizar ensayos previos para confirmar la viabilidad de las reacciones. En este

caso el fragmento Z se trata de valeraldehido comercial (ver Figura 14).

O
O/ o—

J

(0]

Figura 14. Esquema retrosintético para la obtencién del modelo sintético simple.
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Etapa de protecciéon

En primer lugar, se obtiene el fragmento Y (1) mediante la proteccion del grupo
hidroxilo del acido tetrénico, proporcionado por el Dr. Ramoén Millan, con el grupo
protector MOM (Xiong et al., 2017). Esta reaccion se trata de una sustitucion
nucledfila (Sn2) en donde la DIPEA desprotona el hidroxilo del &cido tetrénico, el
cual ataca al carbono unido al cloro del cloruro de metoximetilo (MOMCI) (ver
Figura 15).

(o) YNW/ O
O / > O /
CH,Cl,
OH MOMCI oﬂ\oﬂ
, 1
Acido
tetrénico 88%

Figura 15. Esquema de reaccion de la proteccion del grupo hidroxilo del &cido tetrénico.

En el espectro de RMN de protdn de 1 se confirma la formacién del tetronato 1
(ver Figura 16) por la aparicion de las sefiales singuletes caracteristicas del MOM
a én 3.48 (3H) y 5.11 ppm (2H).

—5.11
471
4.70
4.70
4.69
3.48
1.77
1.77
1.76

— {

E ®| [p@ E © B ()
1 5.1070 4.6984 3.4847| 1.7662

216 ——a—
(N

g

3.00-=

3.22=

T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5

w |
o

T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
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Figura 16. Espectro de RMN 'H del tetronato 1.

20



Se obtuvo un rendimiento del 88% para la proteccion del grupo hidroxilo con
MOM, siendo mayor que el 58% obtenido originalmente para la proteccion con

metoxilo (Millan Alvarez, 2022).

Condensacion

A continuacion, se realiza la condensacion del valeraldehido con el tetronato 1
(ver Figura 17). En primer lugar, se realiza el tratamiento de 1 con LDA, que
produce la desprotonacioén de un proton alilico del tetronato, produciéndose un
anion de litio que realiza un ataque nucledfilo al grupo carbonilo del
valeraldehido, dando lugar al alcohol intermedio que se convierte en el mesilato
2, con el objetivo de obtener un buen grupo saliente para su posterior

eliminacién, dando lugar a la mezcla de alquenos 3Z/E.

LDA

i~
f
-

THF, -78°C
o0\ _ 0—\
© OH o—
1
MsCl,
CH.Cly | EtN,
DMAP

O
DBU
O
) QU
Y/ tolueno, t.a.

Figura 17. Esquema etapa a etapa de la reaccién de condensacion para el modelo sintético

simple.

Esta reaccion se realiz6 en primer lugar con LDA, obtenida in situ a partir de
diisopropilamina y n-BuLi. En este primer intento, el espectro de RMN no reveld
la presencia de la sefal caracteristica de mesilato alrededor de 3.00 ppm, como
se aprecia en la Figura 18, descartandose la obtencion del producto requerido.
En el segundo intento, se emple6 LDA comercial y en el espectro de RMN de

protdn del crudo de reaccion se observaron dos sefiales singuletes a 2.99 y 3.05
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ppm que indicaban la presencia una mezcla de mesilatos diasteroméricos
(Figura 18). Dicha mezcla se traté con DBU en tolueno, obteniéndose el alqueno
3 con un rendimiento global de las tres etapas del 12%. El origen del fallo en el
primer intento pudo ser la descomposicion del n-BuLi con el paso del tiempo,
reduciéndose su concentracién y obteniéndose una concentracion insuficiente

de LDA para llevar a cabo la reaccion.

T T
3.70 365 360 355 350 345 340 335 330 325 320 315 3.10 3.05 3.00 295 290 285 2.80
f1 (ppm)

Figura 18. Comparacion entre los espectros RMN H del alqueno 3 (1), mesilato 2 obtenido con

LDA comercial (2), alcohol intermedio con LDA obtenida in situ (2) y tetronato 1 (4).

El producto obtenido 3 se trata de una mezcla de alquenos Z/E en proporcion
5:1, tal como indica el RMN de protén del crudo de reaccion (ver Figura 19). En
el RMN del crudo de reaccion se aprecian ademas de las sefiales las
correspondientes a una mezcla de alquenos las del tetronato 1. El tetronato 1y

la mezcla de alquenos se encuentran en una proporcion 1:1 (Figura 19).
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Para el modelo sintético analogo (ver Figura 21), el aldehido empleado es un
derivado del nerol, que obtuvo el Dr. Ramoén Millan tras la proteccion del grupo
hidroxilo con TBDPSCI y una ruptura oxidativa con HslOs (ver Figura 20) (Millan
Alvarez, 2022).

HO TBDPSO
1. TBDPSCI, imidazol, DMF, t.a.

2. NBS, THF/H,0 (3:1), 0 °C S
X >
3. K2CO3’ MeOH, t.a.

4. H510g, dioxano/H,0 (2:1), 0 °C
66% (4 etapas)

Figura 20. Esquema de reaccion para la obtencion del aldehido a partir de nerol.

LDA
TBDPSO
i EMO TBDPSO
OH o™\ . __
(0] 6}
/) X \
0—\ THF, -78°C o
o—
1 (e}
MsCl,
CH.Cly | EtgN,
DMAP
TBDPSO TBDPSO
o/\o/ DBU OMs o/\o/
N - N
h tolueno, t.a N
(0] T (0]
(0] (e}
6 5

Figura 21. Esquema del obtencion del modelo sintético analogo 6.

De nuevo, se intento realizar la primera etapa obteniéndose la LDA in situ. En
este caso, el espectro de RMN mostro las sefales del mesilato a 2.86, 2.91, 2.92
y 2.95 ppm que confirmaron la obtencién de los mesilatos 5 (ver Figura 22),
obteniéndose con un rendimiento del 57%, siendo el rendimiento para las tres

etapas del 12%.
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TBDPSO

TBDPSO
TBDPSO
o/\o/,
X X o)
\\ o
(e o\ ri
6Z o] 6E J

T
.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80
f1 (ppm)

Figura 22. Comparacion entre los espectros RMN H del alqueno 6 (1), el mesilato 5 (2) y el
tetronato 1 (3).

El producto de eliminacion del mesilato obtenido 6 es de nuevo una mezcla de
alquenos Z/E en una proporcion 5:1, como se demuestra en la Figura 23. En este
caso el producto de partida, el tetronato 1, no se detecté en el RMN H del
producto de reaccion.
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Los rendimientos en la condensacién han resultado inferiores a los obtenidos por
Millan (2022), del 70% en dos etapas y 49% en tres etapas. Estos bajos
rendimiento se achacan al n-BuLi utilizado y a la falta de experiencia en la

manipulacion de reactivos tan sensibles a la humedad.

Etapa de desproteccion

La desproteccion del grupo MOM se realiz6 en medio acido, siguiendo las
condiciones de la bibliografia (Wuts & Greene, 2007). En primer lugar se probo6
el TFA (Woodward et al, 1981) en cantidades estequiométricas en

diclorometano.

o} / o— TFA O /
/ OJ CH,Cl, / OH

Figura 24. Esquema de reaccion de la desproteccion del modelo sintético simple con TFA.

Se siguio el avance de la reaccion mediante TLC a dos horas y a las veinticuatro
horas. Tanto las TLC como el posterior RMN de protén (ver Figura 25) permiten
confirmar que no ha tenido lugar la reaccion, puesto que las sefales

caracteristicas del MOM siguen presentes.
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Figura 25. Comparacion entre los espectros RMN H del producto de desproteccion con TFA (1)
y del alqueno 3 (2).

Ante estos resultados negativos, se propuso modificar el método de
desproteccion empleando un exceso de HCI siguiendo las condiciones
propuestas por Auerbach & Weinreb (Auerbach & Weinreb, 1974). Tras dos
horas de reaccion, la TLC reveld que el producto de partida todavia no se habia

consumido, por lo que se dejo reaccionando hasta veinticuatro horas.

0 0
o} / o— HCI o} /
/o MeOH /" “oH
10%
3 4

Figura 26. Esquema de reaccion de la desproteccion del modelo sintético simple con HCI.

Tras las veinticuatro horas la TLC muestra la ausencia de producto de partida y

en el espectro RMN de proton del crudo se observo la ausencia de las sefiales
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caracteristicas del MOM en torno a 3.5 y 5.3 ppm, apareciendo las sefiales del

protén del hidroxilo a 3.6-3.7 ppm (ver Figura 27).
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Figura 27. Espectro de RMN H del alqueno 4 y comparacién entre ampliaciones de los espectros

RMN 1H del alqueno 4 (1) y del alqueno 3 (2).
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Desgraciadamente, el rendimiento de desproteccion con HCI después de
veinticuatro horas fue muy reducido, un 10%. A pesar de ello y dado que la

desproteccion es viable, se decidio aplicarlo a modelo sintético 6.

TBDPSO TBDPSO
O\ . __ OH
~ O HCl ~
X N\ _ = X N
o) MeOH o)
(e} (e}
6 7

Figura 28. Esquema de reaccion de la desproteccion de la molécula modelo.

El estudio por TLC de la evolucion de la reaccion de desproteccion de 6 con HCI
en MeOH después de veinticuatro horas la TLC mostré la ausencia de producto
de partida. Ademas, el espectro de RMN del crudo de reaccion no mostré las

sefiales caracteristicas del MOM alrededor de 3.4y 5.1 ppm (ver Figura 29).
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En estas condiciones de HCI concentrado en MeOH se demuestra que es posible
desproteger efectivamente el MOM, aunque se observa que también se produce
la desproteccion del grupo TBDPS. Sin embargo, este aspecto no deberia ser un
inconveniente en la sintesis de ircinialactama J, puesto que este grupo no esta
presente en la etapa final de desproteccion. Aunque no se ha realizado una
purificacion en ninguno de los dos casos, por falta de producto o tiempo, estos
ensayos son muy valiosos para lograr la optimizacion de la etapa final de la
sintesis total de ircinialactama J. Con el fin de emplear este método, se plantea

los siguientes ensayos:

a) la reaccion con HCI concentrado en MeOH a diferentes temperaturas.

b) ensayar la desproteccion con HCI 6M en THF a 50 °C (Meyers et al., 1975).

c) ensayar la desproteccion con HCI concentrado en alcohol isopropilico (Hall &
Deslongchamps, 1995).
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4.Procedimiento experimental
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Procedimiento experimental

Las reacciones se han realizado en atmdsfera inerte de N2, a excepcion de las
reacciones de desproteccion. El material empleado en estas reacciones se ha
secado durante una noche en una estufa y se ha enfriado antes se su uso en un
desecador. Ademas, los matraces de fondo redondo se han flameado bajo

corriente de Na.

El secado de CH2Cl2 se ha realizado con Ca(OH)2, manteniendo el disolvente a
reflujo durante 1 hora. El tolueno seco que se ha empleado era comercial. El THF
se ha secado empleando tamices moleculares (Williams & Lawton, 2010), que Sse
activan microondas durante 3 min a 500 W de potencia. La humedad
desprendida por los tamices se elimina conectando el balon que los contiene a
una linea de vacio, se espera a que enfrien, se hace pasar una corriente de
argon y se repite el proceso completo otras dos veces. Una vez han sido

activados los tamices moleculares se afade el disolvente al matraz.

Protecciéon del grupo hidroxilo del &cido tetrénico con MOM

(@) YNW/ O
O / > O /
CH,Cl,
OH MOMCI oﬂ\oﬂ
. 1
Acido
tetrénico

88%

Se mezclan 401.6 mg de acido tetrénico (3.52 mmol), 2.15 mL de DIPEA (12.35
mmol) y 500 yL de MOMCI (6.58 mmol) en 24 mL de CH2Cl2 seco a 0 °C. La

mezcla se agita durante 4 horas a temperatura ambiente.

La reaccién se detiene con 24 mL de agua y se extrae 3 veces con 24 mL de
AcOEt. A continuacion, la fase organica combinada se lava con 24 mL de una
disolucion saturada de NaCl, se seca con Na2SO0s, se filtra, se concentra a
presién reducida y se seca a vacio. Se obtienen 489.2 mg de tetronato 1 (3.09

mmol, 88%), un aceite amarillo.

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.1070 (s, 2H), 4.6984 (g, J = 1.5 Hz, 2H),
3.4847 (s, 3H), 1.7662 (t, J = 1.6 Hz, 3H). 13C NMR (75 MHz, CDCls) & 175.5,
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170.0, 101.6, 95.1, 66.3, 57.1, 6.9. HRMS (ESI) m/z: [M+Na]* calculado para
C7H10NaO4* 181.0471, encontrado 181.0471.

Sintesis del alqgueno 3

1.
O

o&/ LDA, THF, -78°C ' Q)
2. MsCl, EtsN, DMAP, CH,Cl, 4

o— 3. DBU, tolueno, t.a. o—
24%

Se anaden 220 uyL de una disolucion 2.0 M de LDA (440 pmol) sobre una
disolucién de 52.8 mg de tetronato 1 (333.85 ymol) en 15 mL de THF seco a -78
°C. Se agita la mezcla durante 3 horas a -78 °C. A continuacion, se afiade una
disolucién de 50 pyL (470.20 umol) de valeraldehido en 10 mL de THF y se

mantiene la agitacion durante 3 horas a la misma temperatura.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacién y se lava con 50
mL de disolucion saturada de NH4Cl. A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 50 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se

seca con NazSO0s, se filtra, se concentra a presion reducida y se seca a vacio.

El residuo resultante se emplea directamente, se disuelve en 15 mL de CH2Cl2
seco y se afiaden 29.2 mg de DMAP (239.01 umol), 20uL de MsCl (258.42 umol)
y 50 yL de EtsN (615.78 umol). Se mantiene la agitacion durante 2 horas a la

misma temperatura.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacién y se lava con 50
mL de disolucion saturada de NH4Cl. A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 50 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se
lava con 50 mL de disolucion saturada de NaCl, se seca con Na2SOa4, se filtra,
se concentra a presion reducida y se seca a vacio. Posteriormente, se realiza
una cromatografia en columna con una fase movil 30% AcOEt/hexano. Se

obtiene el mesilato 2, un aceite amatrillo.
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El residuo resultante se disuelve en 5 mL de tolueno seco y se afiaden 54 uL de

DBU (294.8 ymol). La mezcla se agita durante 6 horas a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacion y se lava con 20
mL de disolucion saturada de NH4Cl, A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 20 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se
seca con Na2S0Os, se filtra, se concentra a presion reducida y se seca a vacio.
Se obtienen un total de 17.9 mg, puesto que la relacién tetronato 1/alqueno 3 es
1:1 se han obtenido 8.95 mg de producto (39.55 ymol, 12%), un aceite amarillo,

como una mezcla de alguenos Z/E en proporcién 5:1.

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.63 (t, J = 8.5 Hz, OH), 5.40 (t, J = 8.0 Hz,
2H), 5.30 (s, 1H), 5.26 (s, 3H), 5.12 (s, 4H), 4.72 (9, J = 1.6 Hz, 4H), 3.53 (s, 1H),
3.52 (s, 5H), 3.51 (s, 5H), 2.47 (g, J = 7.4 Hz, 1H), 2.32 (q, J = 7.5 Hz, 4H), 2.01
(s, 1H), 1.98 (d, J = 0.5 Hz, 5H), 1.80 (t, J = 1.6 Hz, 6H), 1.48 — 1.23 (m, 13H),
0.91 (td, J=7.1, 2.4 Hz, 7H). 3C NMR (75 MHz, CDCls) & 207.10, 175.00, 170.99,
169.95, 159.58, 143.78, 116.50, 114.89, 109.74, 101.62, 101.58, 95.38, 95.27,
95.07, 66.26, 57.12, 57.07, 53.55, 32.06, 31.49, 31.23, 30.99, 30.24, 29.75,
25.37, 24.94, 22.39, 22.30, 13.88, 8.69, 8.26, 6.89, 1.94. HRMS (ESI) m/z:
[M+Na]* calculado para Ci2H1sNaO4* 249.1097, encontrado 249.1097.

Sintesis del alqueno 6

1.

TBDPSO
k(wo
TBDPSO
(0] o\ __
LDA, THF, -78°C . @]
0 ) - NN
JO_ 2. MsCl, Et3N, DMAP, CH,Cl, e}
0 3. DBU, tolueno, t.a. (0]
1 6

Se preparan 5.92 mL de una disolucion 0.21 M de LDA en THF (1.25 mmol)
afiadiendo 210 pL de diisopropilamina (1.5 mmol) y 710 yL de disolucién 2.5 M
de n-BulLi (1.26 mmol) sobre 5 mL de THF seco a -30 °C. Se afiaden 4.20 mL de
la disolucion de LDA (886.83 umol) sobre una disolucién de 98.2 mg de tetronato

1 (620.92 ymol) en 15 mL de THF seco. Se agita la mezcla durante 1 hora a -78
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°C. A continuacion, se afiade una disolucién de 377.0 mg (1.03 mmol) de (2)-6-
((terbutildifenilsilis)oxi)-4-metilhex-4-enal en 10 mL de THF y se mantiene la

agitacion durante 3 horas a la misma temperatura.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacion y se lava con 50
mL de disolucion saturada de NH4Cl. A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 50 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se
seca con NazSO0s, se filtra, se concentra a presion reducida y se seca a vacio.

El residuo resultante, que se emplea directamente, se disuelve en 15 mL de
CH2Cl2 seco y se afaden 77.2 mg de DMAP (631.90 umol), 40 pL de MsCI
(516.84 ymol) y 100 pL de EtsN (1.23 mmol). Se mantiene la agitacion durante 2

horas a la misma temperatura.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacion y se lava con 50
mL de disolucion saturada de NH4Cl. A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 50 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se
lava con 50 mL de disolucién saturada de NaCl, se seca con Na2SOs4, se filtra,
se concentra a presion reducida y se seca a vacio. Posteriormente, se realiza
una cromatografia en columna con una fase mévil 25% AcOEt/hexano. Se

obtienen 212.4 mg de mesilato 5 (361.95 pmol, 57%), como aceite amarillo.

El residuo resultante se disuelve en 5 mL de tolueno seco y se afiaden 54 L de

DBU (736.99 ymol). La mezcla se agita durante 6 horas a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacién y se lava con 20
mL de disolucion saturada de NH4Cl. A continuacion, se extrae la fase acuosa
con 3 volumenes de 20 mL de AcOEt. La fase organica combinada resultante se
seca con Na2SOa, se filtra, se concentra a presion reducida y se seca a vacio.
Posteriormente, se realiza una cromatografia en columna con una fase moévil
20% AcOEt/hexano. Se obtienen 38.7 mg de alqueno 6 (76.37 pmol, 12%), como

un aceite amarillo, siendo una mezcla de alquenos Z/E en proporcion 5:1.

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.72 — 7.64 (m, 15H), 7.46 — 7.34 (m, 22H),
5.52 —5.40 (m, 5H), 5.23 (t, J = 7.8 Hz, 3H), 5.16 (s, 5H), 5.13 (s, 1H), 4.18 (dd,
J=6.5, 1.3 Hz, 8H), 3.44 (s, 8H), 3.40 (s, 2H), 2.43 (q, J = 8.2 Hz, 1H), 2.32 (q,
J=7.6 Hz, 6H), 2.06 — 1.95 (m, 19H), 1.72 (q, J = 1.2 Hz, 11H), 1.59 (s, 3H), 1.44
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—1.32 (m, 4H), 1.27 (d, J = 8.6 Hz, 14H), 1.04 (s, 32H). 13C NMR (75 MHz, CDCls)
0 170.86, 160.15, 159.44, 143.94, 143.35, 136.42, 136.26, 135.71, 134.07,
133.96,129.74, 129.67,127.78, 127.74, 126.05, 125.94, 113.57, 108.53, 103.70,
101.83, 95.29, 60.72, 57.08, 31.31, 29.83, 26.96, 26.92, 24.08, 24.02, 23.43,
23.23, 19.29, 8.76, 8.34. HRMS (ESI) m/z: [M+Na]® calculado para
CsoH3sNaOsSi* 529.2381, encontrado 529.2379.

Desproteccion del algueno 3 con TFA

0] 0]

o} / o— TFA O /
/o CH,Cl, /" “oH

Se disuelven 8.95 mg de alqueno 3 (39.55 pmol) en 3 mL de CH2Clz seco. A 0°C
se afiaden 50 uL de TFA (652.94 umol) y se mantiene la mezcla agitando durante

5 minutos a 0 °C y luego 2 horas a temperatura ambiente.

La mezcla resultante se concentra a presion reducida y se seca a vacio. No se

obtiene el producto esperado.

Desproteccion del alqueno 3 con HCI concentrado

0] 0]

o— HCI o
/o MeOH /" “oH
10%

Sobre el crudo de la reaccion anterior se afladen 2 mL de MeOH y 0.4mL de HCI
(comercial 37%, 4.87 mmol). La mezcla se agita durante 2 horas a temperatura
ambiente.

La mezcla de reaccion se vierte en un embudo de decantacion y se lava con 10
mL de disolucion saturada de NaHCOs. A continuacion, se extrae la fase acuosa

con 3 volumenes de 10 mL de AcOEt y se lava con 10 mL de disolucion saturada
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de NaCl. La fase organica combinada resultante se seca con NazSOs, se filtra,

se concentra a presion reducida y se seca a vacio.

El producto resultante aln se encuentra protegido, se repite el mismo
procedimiento agitando durante 24 horas a temperatura ambiente. Se obtienen

1.5 mg de alqueno 4 (8.23 umol, 10%), como un aceite amarillo.

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 5.66 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 5.41 (t, J = 7.9 Hz,
2H), 4.35 — 4.28 (m, 2H), 3.70 — 3.62 (m, 2H), 2.51 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 2.33 (q, J
= 7.4 Hz, 5H), 2.06 — 1.98 (m, 1H), 1.80 (d, J = 1.9 Hz, 10H), 1.27 (d, J = 8.7 Hz,
106H), 0.92 — 0.81 (m, 29H). No fue posible obtener un 3C NMR, puesto que la
masa del producto es muy reducida. HRMS (ESI) m/z: [M+Na]* calculado para
C10H14NaOs* 205.0835, encontrado 205.0834.

Desproteccion del alqueno 6 con HCI concentrado

TBDPSO TBDPSO
O N\ __ OH
~ S HCl ~
X N _ X N
0 MeOH 0
(0] (e}
6 7

Se disuelven 38.7 mg de alqueno 6 (76.37 umol) en 2 mL de MeOH y se afiaden
0.4mL de HCI (comercial 37%, 4.87 mmol). La mezcla se agita durante 24 horas

a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccién se concentra a presion reducida y a continuacion se
extrae con 3 volumenes de 10 mL de AcOEt. A continuacion la fase organica
combinada resultante se lava con 10 mL de disoluciéon saturada de NaCl, se seca
con Na2SOas, se filtra, se concentra a presion reducida y se seca a vacio. Se

obtienen 39.2 mg de alqueno 7, un aceite amarillo.

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.74 — 7.69 (m, 1H), 7.41 — 7.36 (m, 1H),
5.48 (d, J = 8.5 Hz, OH), 4.07 (dd, J = 8.0, 5.3 Hz, OH), 3.93 (dd, J = 15.5, 6.9 Hz,
OH), 3.35 — 3.29 (m, OH), 2.52 — 2.41 (m, OH), 2.24 (dg, J = 19.2, 7.1 Hz, OH),
2.08 (d, J = 11.3 Hz, OH), 1.84 — 1.77 (m, 1H), 1.77 — 1.72 (m, OH), 1.43 (d, J =
3.5 Hz, OH), 1.35 — 1.24 (m, 1H), 1.08 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCls) &
175.36, 172.39, 172.31, 172.23, 162.48, 162.33, 162.29, 144.40, 144.26, 144.12,
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141.37,140.34, 135.62, 135.18, 134.93, 129.79, 127.84, 124.89, 124.13, 122.27,
122.00, 121.44, 121.33, 109.23, 109.07, 108.92, 108.75, 100.08, 99.74, 99.62,
69.11, 68.86, 57.92, 57.87, 40.95, 40.78, 31.52, 29.81, 26.68, 23.95, 23.79,
23.40, 23.23, 23.12, 22.80, 20.65, 19.12, 16.13, 16.01, 14.22, 6.30, 6.23, 5.89.

HRMS (ESI) m/z: [M+Na]* calculado para C2sH34NaO4Si* 485.2119, encontrado
485.2119.
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5.Conclusiones/Conclusions/Conclusions
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Conclusiones

Se ha realizado la sintesis de un fragmento modelo de ircinialactama J, que
contiene una unidad de &cido tetrénico. Se ha logrado la proteccion con
metoximetilo (MOM) del grupo hidroxilo de la unidad de acido tetronico con un

alto rendimiento (88%).

El HCI ha permitido la desproteccion completa del grupo protector MOM. Sin
embargo, aun es necesario optimizar los parametros de esta reaccion:

concentracion del HCI, disolvente, temperatura y tiempo.

Conclusiéons

Realizouse a sintese dun fragmento modelo de ircinialactama J, que contén unha
unidade de acido tetrénico. Logrouse a proteccion con metoximetilo (MOM) do
grupo hidroxilo da unidade de acido tetronico con alto rendemento (88%).

O HCI permitiu a desproteccién completa do grupo protector MOM. Sen
embargo, ainda € necesario optimiza-los parametros desta reaccion:

concentracion do HCI, disolvente, temperatura e tempo.

Conclusions

Synthesis of an ircinialactam J fragment was performed, bearing a tetronic acid
moiety. Protection with methoxymethyl (MOM) of the hydroxyl group of the
tetronic acid unit has been achieved in high yield (88%).

HCI has allowed the complete deprotection of the MOM protective group.
However, it is still necessary to optimize this reaction parameters: HCI

concentration, solvent, temperature, and time.
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Anexos
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Figura 30. Espectro de RMN !H del tetronato 1.
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Figura 36.
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