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1. Sintesis enantioselectiva

Uno de los principales objetivos de la quimica organica sintética es la preparacion
enantioselectiva de productos naturales.!

Numerosas sustancias naturales quirales presentan actividad biolégica y en la mayoria
de los casos, esta actividad es debida a un enantiémero en particular.* Es por esto que
la elucidacién de la configuraciéon absoluta de los carbonos asimétricos presentes en
moléculas naturales ha adquirido una enorme importancia. La sintesis enantioselectiva
es una herramienta muy importante que ha colaborado enormemente a dichos fines.
Asimismo, una vez identificado inequivocamente el enantiémero responsable de la
actividad biolégica de un compuesto particular, se enfrentan enormes dificultades a la
hora de aislar dicho producto de fuentes naturales en cantidades o6ptimas para
satisfacer la demanda. Por este motivo es creciente el interés de las industrias quimica,
farmacéutica y agroquimica en la sintesis enantioselectiva como la forma de obtener un
producto final con la pureza 6ptica deseada en cantidades suficientes.

Los métodos quimicos convencionales para la obtenciéon de moléculas 6pticamente
puras, como la resolucién de racematos y el uso auxiliares quirales, no siempre
permiten obtener la deseada pureza enantiomérica con buenos rendimientos e

implican en algunos casos, laboriosos métodos de separacion.
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2. Uso de estrategias quimioenzimaticas

Dentro del campo de la sintesis enantioselectiva, una excelente alternativa a los
métodos quimicos son los métodos bioquimicos, que recurren a la elevada
estereoespecificidad de las enzimas para la introduccién de asimetria en el proceso de
sintesis.>

Si bien estos métodos se encuentran limitados por la especificidad del sustrato, la
simplicidad de ejecucién desde el punto de vista préctico, y los elevados valores de
exceso enantiomérico (ee) que pueden alcanzarse con estos métodos, los han
convertido en una valiosa herramienta tanto a nivel industrial como de laboratorio.

La utilizacién de enzimas, ademas de permitir la induccién asimétrica buscada, se ha
clasificado como un método de producciéon “verde” o “sustentable” por algunos
autores.®

Hay dos formas de trabajar con enzimas como catalizadores asimétricos: la utilizaciéon
de enzimas aisladas o de células enteras. El empleo de una u otra dependera
principalmente de la necesidad de cofactores que presente la enzima y de la
disponibilidad de la enzima aislada.

Cuando la enzima a utilizar no requiere cofactores y es estable en estado puro, la
reaccion se puede llevar a cabo utilizando la enzima aislada en un medio de reaccién
adecuado. En algunos casos, especialmente en preparaciones industriales en gran
escala, el uso de enzimas inmovilizadas es muy ventajoso.

Sin embargo cuando la enzima requiere el uso de uno o varios cofactores, como ser en
el caso de las oxidorreductasas, se prefiere realizar fermentaciones utilizando células
enteras. Esto se hace principalmente para evitar la adquisicion de cofactores que son
muy costosos y cuyos sistemas de regeneracion suelen ser de baja eficiencia. Las células
vivas tienen todos los cofactores necesarios como parte de su metabolismo, por lo tanto
se aprovecha la maquinaria enzimaética de la célula para realizar la reaccién objetivo.
Este procedimiento presenta limitaciones como pueden ser la toxicidad del sustrato y
de los reactivos a utilizar en las condiciones de crecimiento de las células o incluso la

presencia de otras enzimas capaces de metabolizar el producto deseado.
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En nuestro grupo de investigacién trabajamos en la oxidacion microbiana de arenos,
con una cepa mutante de Pseudomonas putida, P. putida F39/D. Dicha bacteria permite
transformar tolueno y diversos sustratos aromaticos monosustituidos para dar cis-
ciclohexadienodioles con buenos rendimientos y excesos enantioméricos mayores al
99%.79 Esta biotransformacion también puede realizarse empleando un
microorganismo recombinante, Escherichia coli JM109 que contiene el plasmido

pDTG60110 (esquema 1).

R R
tolueno dioxigenasa OH
P. putida F39/D o OH
E. coli recombinante
R=CH,, I, Br,
Cl, -CH=CH,

Esquema 1: Biotransformacién de sustratos aromaticos monosustituidos.

Ambos microorganismos contienen la enzima tolueno-dioxigenasa que cataliza la
dihidroxilacion asimétrica de arenos monosustituidos en cis-ciclohexadienodioles. La
Pseudomonas putida F39/D fue aislada por Gibson® y se trata de una cepa mutante de P.
putida, que carece de actividad cis-diol deshidrogenasa, es decir que posee la ruta
metabdlica de catabolismo de arenos bloqueada (esquema 2). En ella la expresion
enzimatica de tolueno-dioxigenasa debe ser inducida por tolueno. La Escherichia coli
JM109 (pDTG601) es una cepa recombinante construida por Gibson en 1989.10 Los
genes que codifican para la expresion del complejo enzimatico tolueno-dioxigenasa
fueron clonados en un vector para E. coli formando el pldsmido denominado pDTG601
que al ser inducido con isopropil-p-D-tiogalactopiranésido (IPTG) oxida sustratos

aromaticos a los correspondientes cis-dioles.



Antecedentes

P. putida

‘ E. coli J]M109(pDTG601)
R tolueno R cis-dihidrodiol R

dioxigenasa OH | deshidrogenasa OH

I ——— acetato
OH - OH
cepa mutante bloqueada o
P. putida F39/D

Esquema 2: Ruta metabdlica para la degradacién de arenos por microorganismos.

3. Reactividad de los derivados de cis-ciclohexadienodioles

Los ciclohexadienodioles obtenidos por biotransformacién son materiales de partida
muy versatiles en sintesis enantioselectiva. Constituyen sintones valiosos al presentar
las funciones de cis-diol, dieno conjugado y alcohol alilico. Por ello, presentan una
enorme potencialidad como materiales de partida para la sintesis de compuestos
naturales polioxigenados como lo documentan las sintesis que han sido reportadas de:

carbohidratos, inositoles, conduritoles, alcaloides, terpenos, etc.611-13

Los derivados de cis-ciclohexadienodioles presentan dos caracteristicas que los hacen
excelentes sintones homoquirales para sintesis asimétricas. La primera consiste en
planos y ejes de simetria que permiten un diastero- y enantiocontrol para futuras
reacciones sobre ellos. La funcién cis-diol es capaz de diferenciar el plano del anillo en
dos caras prodiasterotépicas que denominamos o y  (esquema 3). El efecto estérico
del diol bloquea la cara  del anillo, haciendo mas reactiva la cara a frente a una
especie quimica que se acerque a la molécula, fundamentalmente si la funcion diol se
encuentra protegida. De manera contraria los hidroxilos también pueden actuar como
grupos directores favoreciendo un ataque sobre la cara p para reactivos oxifilicos. De
esta forma la propia molécula puede dirigir la orientacion espacial de una especie
reactiva, generando un control diasteromérico de los productos obtenidos. En cuanto a
las insaturaciones presentes en la molécula, pueden ser consideradas como un dieno

polarizado, o como dos dobles enlaces con un contenido electrénico diferenciable. Esto



Antecedentes

ocurre debido a la presencia del sustituyente en posiciéon 3 que cumple un rol de
polarizacion y de asimetria para el dieno. Se presenta entonces un plano denominado
proenantiotépico que bisecta al cis-diol posibilitando la enantiodivergencia. Cualquier
operaciéon por encima o por debajo de este plano con la subsecuente remocién del
grupo R (que requiere que sea un halégeno) deriva en la preparacién de cada uno de
los enantiémeros. Este concepto ha sido ampliamente explotado para la sintesis de

carbohidratos, inositoles y alcaloides en sus dos series enantioméricas.!

elemento de polarizacion )
y asimetria del dieno grupos directores
o bloqueadores
\_ =
OH ,
__________ _ " _.__.___plano de simetria
roenantiotdpico
dieno polarizado u olefinas plano de simetria
electronicamente diferenciadas prodiasterot6pico

Esquema 3: Funciones orgénicas y planos de diastero y enantio diferenciacién en cis-

ciclohexadienodioles.

La segunda caracteristica radica en su alta reactividad y capacidad de funcionalizacion,
que le otorgan una destacable versatilidad. Los dioles halogenados han sido los mas
utilizados para fines sintéticos. Por lo tanto, su funcionalizacién y reactividad han sido
extensamente descritas. A modo de ejemplo, se describen a continuacioén algunas de las
reacciones desarrolladas sobre estos dioles con un grupo halégeno en posicion 3¢

(esquema 4).
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Suzuki-Stille-Heck

rupturas oxidativas /_\ g
X /—\
3 _OH
cicloadiciones /&/\ 4 2 rearreglos sigmatrépicos
5

i 1 "OH
dihidroxilacién \J

epoxidacién
aziridinacién
halohidroxilacién
ciclopropanacién
rupturas oxidativas

Esquema 4: Reacciones desarrolladas sobre dioles halogenados en posicién 3.

Los dobles enlaces conjugados pueden reaccionar a través de cicloadiciones
regioselectivas [4+2] por su alto cardcter de dieno,'>!> sin embargo ambos dobles
enlaces pueden también actuar como diendfilos bajo ciertas condiciones.’* Por otra
parte, la polarizacion aportada por el halégeno genera una diferenciacién electrénica y
estérica de estas olefinas, lo que permite una excelente regioselectividad frente a
electrofilos. Por esta razoén, las dihidroxilaciones, epoxidaciones, halohidroxilaciones,
aziridinaciones y ciclopropanaciones ocurren regioselectivamente en el doble enlace
menos impedido y mds rico en electrones (distal al halégeno).* A nivel de las
funciones alcohol alilico se han ensayado rearreglos tipo Claisen.’e El hal6geno en
posicion tres unido a un carbono sp? también puede ser objeto de acoplamientos C-C
tipo Suzuki, Stille y Heck.131718 Las ozondlisis de las olefinas (rupturas Cs-Cy y Cs-Co)
han sido una ruptura oxidativa de enlaces C-C con gran valor sintético.1?

Cuando en la posicién 3 existe un grupo dador de electrones por efecto inductivo,
como en el caso de los productos de biotransformacion de tolueno y estireno, la
reactividad del dieno cambia notoriamente. En estos casos el doble enlace més rico en
electrones es a la vez el mas impedido, y el menos impedido es el menos nucleofilico.
Por lo tanto la reactividad frente a una adicién electrofilica ya no es facilmente
predecible, y dependerd de los factores estéricos y electrénicos que gobiernen la
reaccion. Las reacciones de dihidroxilacién y epoxidaciéon han sido estudiadas para el
cis-3-metilciclohexadienodiol y la selectividad obtenida muestra que para ambas
reacciones los efectos electrénicos predominan sobre el congestionamiento estérico, ya

que el doble enlace mas reactivo es el més sustituido.920
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En la tabla 1 se presentan datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio,? donde
se muestra la reactividad de estos sistemas frente a la dihidroxilacion utilizando
cantidades cataliticas de tetréxido de osmio y N-6xido de metilmorfolina (NMO) como

co-oxidante.

Entrada Sustrato Productos (relacion) Rendimiento
total
CH,
tHs HO, ,CH Q
1 o Ho, 4 & ‘ X 70%
X X HOTYTTO
o o OH
(67 : 33)
Cl Cl
O o)
2 <:EO>< é[ < 70%
HO" Y O
OH
(100)
OH
HO OH
B
ores HO,, OTBS
OTBS
3 OTBS OTBS 70%
OTBS
(80 : 20)

Tabla 1: Dihidroxilacién de cis-ciclohexadienodioles.

En la entrada 1 se observa que para el caso del cis-3-metilciclohexadienodiol protegido
como aceténido, la regioselectividad para la olefina mas rica en electrones es mayor. La
adicion syn del tetréxido de osmio al doble enlace, ocurre por la cara menos impedida
(cara o), ya que la cara P se encuentra bloqueada por el grupo isopropilideno. Ambos
productos se obtienen con esta estereoquimica. Para el caso del cis-3-
clorociclohexadienodiol protegido como aceténido, se obtiene exclusivamente el

producto de dihidroxilacién sobre la olefina con mayor densidad electrénica (entrada

10
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2). La entrada 3 muestra la dihidroxilacién del cis-diol derivado de estireno, que

presenta la funcién diol protegida como éteres de silicio voluminosos. En este caso el

ataque ocurre sobre la olefina mas rica en electrones y posteriormente reacciona sobre

la olefina terminal para dar el producto tetrahidroxilado.

De igual manera se realiz6 un estudio exhaustivo de la selectividad de la

halohidroxilacion sobre varios cis-ciclohexadienodioles.21.22

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en lo que respecta a la reactividad

de estos sistemas frente a la halohidroxilacién en condiciones de Prévost 2326 (acetato

de plata, iodo y 4cido acético glacial) o empleando N-iodosuccinimida (NIS).2

Sustrato/ Rendimiento
Entrada Productos (relacién)
Condiciones total
Br Br Br
(0] (@] (@)
C| O J@n" f;t X
o] AcO” ™ o AcO' o 90%
AcOAg, I, !
AcOH glacial (89:1)
CH, . CH, . CH,3 . L oo
2 % X 4 Aco\@o % 74%
o AcO : © AcO" [ © 0 | (incluye un 4%
AcOAg, I, dela
AcOH glacial (57:3:10) diiodohidrina)

Tabla 2: Halohidroxilacién de derivados de cis-ciclohexadienodioles.

11
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Sustrato/ Rendimiento
Entrada Productos (relacién)
Condiciones total
Br Br Br
o) o) o) .
o | an
o HO” ™ 0>< HO" 0><
NIS 1 I
(75:10)
(0] (@] (@)
| o ﬁI X X
HO” Y ~O HO' o 94%
NIS 1 1
(79:15)

Tabla 2: Halohidroxilacién de derivados de cis-ciclohexadienodioles (Continuacién).

En la entrada 1 se puede observar que para el derivado cis-3-bromociclohexadienodiol
protegido como acetonido, la regioselectividad es 100% sobre la olefina mas rica en
electrones, al tiempo que la estereoselectividad es muy alta para el producto obtenido
del ataque del iodo por la cara adel diol. Esto se explica por el importante
impedimento estérico presente en la cara P debido a la presencia del grupo
isopropilideno.

Para el cis-diol obtenido de la biotransformacién del tolueno protegido como
acetonido, la regioselectividad es mayor para la olefina con menor contenido
electrénico (entrada 2). También se observa una mayor proporcion del estereoisémero
obtenido del ataque sobre la cara o del diol. Esto indica que los efectos estéricos
predominan sobre los electrénicos al momento de una adiciéon electrofilica en
condiciones de Prévost en estos sistemas.

En las entradas 3 y 4 se puede observar que en la reaccién con N-iodosuccinimida (NIS)
de los dioles derivados del bromobenceno y del tolueno, la regioselectividad es 100%
sobre la olefina distal al sustituyente, independientemente del contenido electrénico de
las olefinas, lo cual confirma que los efectos estéricos son predominantes en este tipo

de sistemas.
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4. Aplicaciones de los derivados de cis-ciclohexadienodioles en sintesis

asimeétrica.

4.1 Sintesis de productos naturales y compuestos de importancia comercial.

El principal indicador del valor que presentan los cis-ciclohexadienodioles como
sintones homoquirales es la cantidad de publicaciones de los altimos 30 afios que los
emplean como material de partida para la obtencion de productos naturales
enantioméricamente puros.

En la tabla 3, se resume cronolégicamente la obtencion de productos naturales con alto
valor agregado o de importancia comercial a partir de estos dioles.6 Cabe destacar la
diversidad estructural de los productos sintetizados (polimeros, terpenos, alcaloides,
azucares, ciclitoles, inositoles) a partir de sélo cinco sintones (dioles correspondientes
al tolueno, clorobenceno, bromobenceno, estireno, y B-bromoetilbenceno) como se

indica en las entradas 3a 10 y 13 a 16.

Autor
Entrada | Diol de Partida Producto Ref
(aiio)
OH * * Taylor
1 28
@: n (1983)
OH
polipropileno
OH
Gibson
2 29
N OH (1983)
H
OH Y 2 Hudlicky 19
3 3 =
HO OH
OH (1988)
PGE:q

Tabla 3: Sintesis de productos naturales y de importancia comercial a partir de derivados de cis-

ciclohexadienodioles.
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Autor
Entrada Diol de Partida Producto Ref
(aiio)
=
OH
! 30
Hudlicky
OH
(1989)
(+)-zeylena
Br QH C:)H
OH MeO,__~_OH  HO, OH
5 UL L
OH HO " YOH Me0” > You| Hudlicky | 31
OH OH (1990)
(+) y (-)-pinitol
Cl OH o _OH
H 31
OH
HO' Clig Hudlicky
6 OH (1990)
(+) y (-)-trihidroxiheliotridano
(0]
(0]
OH
HO OFt Hudlicky
© 13
’ OH 0 (1992)

HO™  gtO

especionina

Tabla 3: Sintesis de productos naturales y de importancia comercial a partir de derivados de cis-

ciclohexadienodioles (Continuacién).
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Autor
Entrada | Diol de Partida Producto Ref
(aiio)
Br
8 @OH Hudlicky v
OH (1992)
licoricidina
Br _OH
OH ‘. _OH
9 \\‘O: Hudlick 32
OH HO" ™~ “OH udlicky
OH (1995)
pseudo-p-D-altropiranosa
Br
10 OH Banwell 33
COMe (1996)
Br
/@:OH Hudlicky
1 Br OH (1999) 34
narciclasina
I (0]
H;C OH
OH 3 \Ei’ Banwell
‘) 35
12 OH v~ 'OH (2001)
OH
(-)-gabosina A

Tabla 3: Sintesis de productos naturales y de importancia comercial a partir de derivados de cis-

ciclohexadienodioles (Continuacién).
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Autor
Entrada | Diol de Partida Producto Ref
(aiio)
OH
13 OH Banwell
36
(2004)
(-)-hirsutina
Br OH
OH HO (:) . OH Gonzalez |
(2004)
epi-inositol
Cl
15 OH
OH Banwell | 37
(-)-cladospolide (2005)
Br
OH
16 Hudlicky %
OH
(2007)
(+)-codeina

Tabla 3: Sintesis de productos naturales y de importancia comercial a partir de derivados de cis-

ciclohexadienodioles (Continuacién).
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Autor
Entrada | Diol de Partida Producto Ref
(aiio)
Cl <0 OH
oH (0] O “: ‘ 'OH Banwell 29
17 OH N H (2008)
(+)-nangustina
o
I )
OH H,;C Banwell 40
OH
18 OH (2010)

(+)-isoepiepoformina

Tabla 3: Sintesis de productos naturales y de importancia comercial a partir de derivados de cis-

ciclohexadienodioles (Continuacién).
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4.2 Sintesis de ciclohexenonas sustituidas quirales.

En nuestro laboratorio se llevé a cabo, entre otras, la sintesis de una serie de enonas
quirales a partir de los mencionados cis-ciclohexadienodioles.#? Estas enonas
constituyen valiosos intermedios para la sintesis enantioselectiva de productos
naturales y fueron preparadas facilmente a partir de los mencionados dioles.

Tal como se indica en el esquema 5, el diol 1 se protegi6é en una primera etapa tanto con
el grupo isopropilideno como con acetatos. La posterior cis-dihidroxilacién con
tetroxido de osmio se produjo sobre el doble enlace mas rico en electrones tal como se
discuti6 previamente (ver seccion 3) para dar los compuestos 3a o 3b. El hidroxilo
alilico se oxid¢ utilizando el reactivo de Dess Martin para dar las enonas 4a y 4b

respectivamente. La remocién del grupo isopropilideno del compuesto 4a dio lugar a

la enona 5.
CH CH
3 OH 2,2-dimetoxipropano, p-TsOH, T.A., 80% 3 OR 0sO, NMO HCI)_,I,SC “\OHOR
0 Ac,O, EtzN, DMAP, 0°C 90% acetona:H,O (1:1)
1 2a: R= C(Me), 3a (55%)
2b: R= Ac 3b (42%)
H;C, OH H;C, OH
Dess Marti BN D 50 BN
ess Martin o OR owex o OH
CH,Cl,, T.A. OR MeOH:H,0 (1:5), 50°C OH
4a (75%) 5 (86% a partir de 4a)
4b (60%)

Esquema 5: Preparacion de la enona quiral 5 a partir de cis-3-metilciclohexadienodiol.

El diol 1 también fue utilizado como material de partida para la preparacién de enonas
en las cuales los grupos hidroxilo se encuentran protegidos selectivamente (esquema
6). La proteccién selectiva se llevé a cabo empleando un agente sililante voluminoso
como el clorodimetiltexilsilano (THSCI) el cual reacciona con el hidroxilo en el carbono
1 dando 6 con 85% de rendimiento. Posteriormente se procedié a la protecciéon del
hidroxilo libre bajo la forma de acetato empleando anhidrido acético y trietilamina en
presencia de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) para dar 7a. También se utiliz6
clorometilmetiléter (MOMCI) y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) para dar 7b. La
posterior cis-dihidroxilacién se produjo regioselectivamente, tal como se discutié en la

seccion 3, sobre el doble enlace més sustituido para dar los compuestos 8a u 8b. La

18



Antecedentes

posterior oxidaciéon con el reactivo de Dess Martin dio lugar a las enonas 9a y 9b

respectivamente.
CH, o CH, CH,3
o  THSCL imidazol OH Ac,O, EtzN, DMAP, 0°C, 80% OR
DMF, 0°C, 85% 0 MOMC, DIPEA, CH,Cl,, 0°C 80%
OH OTHS OTHS
1 6 7a: R=Ac
7b: R=MOM
H;C, OH . H;C OH
0sO,, NMO, HO,, S OR Dess Martin o . OR
acetona:H,O (1:1) CH,Cl,, T.A.
0°C OTHS OTHS
8a (70%) 9a (75%)
8b (52%) 9b (80%)

Esquema 6: Preparacion de enonas quirales 9a y 9b.

Asimismo se prepararon las enonas 13, 15 y 16 a partir del cis-3-

clorociclohexadienodiol tal como se indica en el esquema 7.

Cl1 Cl
OH 22 d1metox1propano, 0OsO, NMO, ©: >< Dess Martin ><
p-TsOH, T.A.90% @: >< acetona:F,O (1:1) HOY ™Y CHCI, T A O
OH 0°C, 80% &n 45% éu
10 12 13
NBS
DME:H,0,
0°C, 70%
Cl
Cl1
(6: >< Dess Martin O>< Zn, NH,CI (30% en H,0) o
i CHQCI%, TA. O E O T.A.50% o O><
14 15 16

Esquema 7: Preparacion de enonas 13,15 y 16.

El diol 10 se protegi6 con el grupo isopropilideno utilizando dimetoxipropano y en
presencia de é&cido p-toluenosulfénico. La cis-dihidroxilacion del compuesto 11
permitié obtener el diol 12 el cual se oxid6 con reactivo de Dess Martin para dar lugar a
la enona 13 enantioselectivamente. Por otra parte, el compuesto 11 se sometié a
condiciones de halohidroxilacion con N-bromosuccinimida (NBS) para dar el
compuesto 14. La oxidaciéon del hidroxilo alilico permitié obtener la enona 15, la cual

luego de la remocion del bromo dio lugar a la ciclohexenona sustituida 16.
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5. Epoxienonas quirales naturales.

Sin duda la naturaleza juega un rol determinante como fuente de nuevos compuestos

lideres para el desarrollo de nuevos farmacos. Un ntmero significativo de éstos son

producidos por microorganismos debido a interacciones de los mismos con

organismos superiores de los cuales son aislados.* Los microorganismos endofiticos

constituyen, entre otros, una de las fuentes naturales de donde se han aislado una

variedad importante de epoxienonas quirales. La relativa abundancia en la naturaleza

de dichas epoxienonas ciclicas, asi como el amplio rango de actividad biolégica

demostrada, han hecho que estas moléculas sean de interés en las areas de biologia,

farmacologia y sintesis quimica. Algunas de estas estructuras se muestran en el

esquema 8.42

T

(-)-LLC10037.

(0]
X
o)
OH

(+)-harveynona

epoxiquinol A

OH

H,C
o)

(+)- epoformina

g T

OH OH OH O
(+)-parasitenona  (+)-epiepoxidén (+)-KT 8110

OH

o
O
- .
(@O k(o)
OH O HN OH
(+)-epoxidon (-)-manumicina A olf (+)-chaloxona
OH o
H,C.__-~ Br '
\@o e
o OH
(+)-epiepoformina (+)-isoepiepoformina (+)-bromoxona

O (0]
(o) o)
OH O OH OH OH (:)H
(-)-filostina ent-RKTS-33 acido ambtiico

Esquema 8: Epoxienonas quirales naturales.
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Algunos de estos productos son aislados de hongos endofiticos presentes en hojas y
raices de plantas tropicales, asi como también de una gran variedad de plantas
ornamentales, hongos y especies marinas. Con el progresivo estudio de estas especies
se ha ido incrementando el nimero de moléculas descritas, se han documentado
interesantes datos sobre las actividades biologicas de las mismas y se han dedicado
cada vez madas esfuerzos a la sintesis de ellas tanto en forma racémica como
enantioméricamente pura.043-52

Entre las variadas actividades bioldgicas que presentan se destacan: antiftingica,
antibidtica y anticancerigena ademas de fitotoxicas y de inhibicién de diversas

enzimas.42
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6. Aislamiento y actividad biolégica

Considerando el gran nimero de epoxienonas descritas en la literatura se detallaran

aqui aquellas estrechamente relacionadas con esta tesis.

6.1 LL-C10037a

En 1984, Lee y colaboradores publicaron el aislamiento de LL-C10037c, un metabolito
de Streptomyces LL-C10037 que presenta actividad anticancerigena y antibiética.>® Este
producto natural presenta actividad antibacteriana frente a Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Proteus mirabilis y actividad anticancerigena frente a la linea celular de
leucemia murina P388.

Su estructura fue correctamente determinada recién en el afio 1987 cuando el grupo de
Gould llev6 a cabo estudios sobre la biosintesis de este metabolito. Se determiné que se
trata de un derivado del 4cido 3-hidroxiantranilico el cual se obtiene a través de la via
del acido shikimico (esquema 9) empleando sustratos deuterados para alimentar los
cultivos de Streptomyces LL-C10037.54% La elucidacion de su estructura y
estereoquimica absoluta mediante andlisis de difraccién de rayos X, fue reportada en el

afio 1990.5¢

COOH OH OH OH
\ NH, Descarboxilacién NH, 1) Oxidacién NHAc
—_ - lag
HO" H [ :[ 2) Acetilacién
© H o COOH )
OH OH
acido shikimico dcido 3-hidroxiantranilico
(o]
H
Oxidacion NHAc Epoxidacion . NHAc  Reduccion . N\n/
n n o
LL-C10037a

Esquema 9: Propuesta de biosintesis de LL-C10037a. a partir del dcido 3-hidroxiantranilico.
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6.2 Bromoxona

En el afio 1987, Higa y colaboradores aislaron de una nueva especie de gusano marino

del género Ptychodera, (+)-bromoxona y su derivado acetilado (esquema 10) junto con

un gran nimero de metabolitos secundarios.’” La estructura de (+)-bromoxona asi

como su estereoquimica absoluta fue determinada por analisis de rayos X del derivado

acetilado. Este presenta importante actividad antitumoral en ensayos in vitro sobre

células de la linea P388 de leucemia murina, con valores de IC50 del orden de 10 ng/L.

Br.

‘u,

«‘\\O

OH

(+)-bromoxona

Br.
~O0

OAc

(+)-acetilbromoxona

Esquema 10: Estructura de (+)-bromoxona y su derivado acetilado.

6.3 Epoformina y epiepoformina

En 1973, Yamamoto y colaboradores aislaron (+)-epoformina (esquema 11) de los

caldos de cultivo del hongo Penicillium claviforme.5® Este producto natural presenta una

marcada actividad citotéxica, antimicrobiana y antifingica. La estructura de (+)-

epoformina asi como su estereoquimica absoluta fue confirmada a través de su sintesis

enantioselectiva en 1999.5°

CH,

OH

(+)-epoformina

CH,

OH

(+)-epiepoformina

Esquema 11: Estructura de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina.

En el ano 1978, Nagasawa y colaboradores aislaron (+)-epiepoformina (esquema 11)

del medio de cultivo de un hongo no identificado.®® Este compuesto presenta

importante actividad como inhibidor de la germinacion. La estructura de (+)-
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epiepoformina asi como su estereoquimica absoluta fue confirmada mediante sintesis

enantioselectiva.6!

Algunos reportes®? indican que una especie del hongo Myrothecium roridum, cuando
crece en determinadas condiciones, produce (-)-epoformina y (-)-epiepoformina
(esquema 12) hasta ese momento no encontradas en fuentes naturales. Atn no ha sido

determinada la actividad biolégica de estos compuestos.

0 0
CH, CH;
o). o
OH OH

(-)-epoformina (-)-epiepoformina

Esquema 12: Estructura de (-)-epoformina y (-)-epiepoformina.

6.4 Isoepiepoformina

En 1986 Jarvis y Yatawara reportaron que bajo determinadas condiciones, los cultivos
del hongo Myrothecium roridum CL-514 son capaces de producir el antibidtico (+)-
isoepiepoformina (esquema 13).93 La determinacion estructural fue realizada mediante
analisis de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y de 3C mientras que la

estereoquimica absoluta fue determinada por dicroismo circular.

CH,
H

Qum

(+)-isoepiepoformina

Esquema 13: Estructura de (+)-isoepiepoformina.
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6.5 Acido ambtico

En 2001 Li y colaboradores® publicaron el aislamiento y la elucidacién estructural del
acido ambtico (esquema 14), aislado de varias especies fingicas de Pestalotiopsis (entre
ellas P. microspora) y una especie del género Monochaetia (hongo endofitico aislado de
Taxus Wallichana), genéticamente relacionados entre si. Esta molécula ha mostrado una
significativa actividad contra varias especies de hongos que generalmente son
patégenos de plantas. En particular se destaca su actividad contra varias especies de
Fusarium, Diplodia natalensis y Cephalosporium gramineum. Esta actividad antimicética
demuestra que su propia presencia en tejidos vegetales puede tratarse de una
asociaciéon mutual, protegiendo a la planta hospedadora contra eventuales patégenos.
Al ser el vegetal un sistema eucariota, en el cual el hongo endofitico habita, los
antibiéticos generados por éste tendrian una toxicidad celular reducida, lo cual realza
aun mas su potencialidad como futuro farmaco. Estos microorganismos endofiticos
han sido relativamente poco estudiados y son potenciales fuentes de nuevos productos
naturales farmacoldgicamente activos con un amplio rango de actividades bioldgicas.
Esto puede deberse a su magnitud (1.5 x 10° especies) y a su intima asociacién y
coevolucién con otros organismos.®56 Se estima que practicamente todas las especies
de plantas conocidas hasta el momento son huéspedes de al menos una especie de
endofito.¢”

La estereoquimica relativa del acido ambtico ha sido predicha por estudios de
resonancia magnética nuclear en estado solido en el afio 2003 por Harper et al.¢ En el
afio 2003, Li et al.®® completaron la primer sintesis total enantioselectiva de (+)-acido

ambuico, confirmando de esta manera su estereoquimica absoluta.

(+)-acido ambtico

Esquema 14: Estructura de (+)-acido ambdico.
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6.6 Filostina, parasitenona, epoxidon y epiepoxidon

En 1969, Sakamura y colaboradores aislaron (+)-epoxidén de un hongo de la especie
Phyllosticta.”0 En 1970, el mismo grupo aisl6 (-)-filostina, a partir de la misma especie
de Phyllosticta.”? Ambas epoxienonas (esquema 15) exhiben actividad fitotoxica,
antifingica, antibacteriana y anticancerigena.

En el afio 2002, Son y colaboradores aislaron (+)-parasitenona del hongo marino
Aspergillus parasiticus. La elucidacion de su estructura fue llevada a cabo mediante
espectroscopia de RMN. La estereoquimica absoluta fue determinada mediante
oxidaciéon del hidroxilo alilico secundario y comparacion con los datos
espectroscopicos reportados para la epoxienona natural (-)-filostina. También es de
destacar que parasitenona presenta actividad como atrapador de radicales libres.”2
Epiepoxidén fue obtenido sintéticamente junto con epoxidén.” Posteriormente fue

aislado de un hongo no identificado y se estableci6 su actividad como fitotoxina.®0

O (0] OH H
o) o) Xe} Xe}
OH O OH O

OH OH OH O

Me)

(-)-filostina (+)-parasitenona (+)-epoxidén (+)-epiepoxidén

Esquema 15: Estructura de (-)-filostina, (+)-parasitenona, (+)-epoxidén y (+)-epiepoxidén.
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7. Sintesis de epoxienonas quirales naturales

Considerando el gran nimero de epoxienonas quirales naturales descritas en la

literatura solo se detallaran aquellas estrechamente relacionadas con esta tesis.

7.1 LL-C10037c.

Numerosas sintesis tanto racémicas como enantioselectivas de LL-C10037c han sido
reportadas por los grupos de Wipf#44, Taylor74, Johnson”> y Altenbach.45

La primera sintesis racémica fue reportada por el grupo de Wipf en el afio 1994 43 y en
el afio 1995% publicé también la primera sintesis enantioselectiva. En ese articulo se
describe el empleo de un auxiliar quiral para inducir asimetria en la sintesis (esquema
16). El material de partida fue 2,5-dimetoxianilina y la introduccién del auxiliar quiral
(2R, 4R)-pentano-2,4-diol (97% ee) se realiza en etapas tempranas de la sintesis.

El paso clave es la epoxidacién estereoselectiva del intermedio 19, en donde la
presencia del auxiliar quiral genera un entorno asimétrico sobre el carbono 6, sitio

donde se produce el ataque en la reaccion de epoxidacion.
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OCH
N, QCHs )PhIOA), Y Y
2 1) Alloc-Cl, Et;N, THF/H,0, 95% NH-Alloc OH OH
2) PhI(OAc),, CH;OH 2) PPTs, tolueno/ THF
OCH; 3) NaBH,, 0°C, MeOH, 60% OH
17 18

’
’, . ’,
'zI/Y ’/,K\( ’/,I/Y

H
60,' (0} N. H,0,, K,CO, 60/' (0} g o,, ,O E
Alloc —~ ~ ~ ~ o Alloc “Alloc
THF/H,0 (3:1), 21% ’
o o o
19
20 45:1) 2
NaBH,, 0°C
MeOH
P g‘An + p2 OE‘AII
O): oc O) oc
OH OH
22 (31:1) 23

1) TBDPSCI, imidazol, CH,Cl,

2) p-TsOH/PPTs, Acetona/H,O, pH=3, 78%
3) Separacién de epimeros

E\ 1) Ac,O, DMAP, CH,Cl,, 54%
o' ‘Alloc
.
2) PdCl,(PPh),, Bu,;SnH,

OTBDPS

AcOH, CH,Cl,, 77%

3) HF, 0°C, CH,CN/H,0, 58%

o

N
o):@/ \g/

OH

24 ()-LL-C10037a.

Esquema 16: Sintesis quiral de LL-C10037a segin Wipf et al.

La reduccién del epéxido mayoritario 20 produjo una mezcla de alcoholes epiméricos
22 y 23 en proporciéon (3.1:1). La proteccion de los hidroxilos alilicos bajo la forma de
sililéteres, remocion del auxiliar quiral y posterior separacion de los epimeros dio lugar
al intermedio 24 homoquiral. La acetilacién de la funcién nitrogenada y posterior
remocion de los grupos protectores aliloxicarbonil (Alloc) y tert-butildifenilsilil

(TBDPS) permiti6 obtener (-)-LL-C10037c.

En el afio 1999, el grupo de Johnson complet6 la segunda sintesis enantioselectiva de
(-)-LL-C100370..7> En esta sintesis se utilizé p-benzoquinona como material de partida y

la fuente de quiralidad fue una resolucién enzimaética (esquema 17).
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El producto 26 en forma racémica fue sintetizado mediante halogenacién y posterior
reduccion estereoselectiva de p-benzoquinona. El cierre del anillo oxiranico se llevé a
cabo en medio basico mediante un ataque nucleofilico intramolecular para dar el
compuesto racémico 27 segtin la metodologia previamente reportada por Altenbach.?

La resolucién enzimatica se realiz6 utilizando la lipasa de Candida rugosa la cual no es
capaz de acetilar el enantiémero (+)-27 provocando el enriquecimiento de la mezcla en
el mismo. La apertura del epdxido se realiz6 con azida de sodio. Posteriormente se
procedi6 a la epoxidacién de la olefina utilizando &cido m-cloroperbenzoico y el cierre
del segundo anillo oxirdnico se llevé a cabo a través de un ataque nucleofilico
intramolecular en medio basico para dar el compuesto 28. La reducciéon de la funcion

azida y posterior acetilacion permiti6é obtener el compuesto 29 homoquiral.

Br
ﬁo 1) Br,, 0°C Br R oH KOH, 0°C,92% Br\go Candida rugosa,
fe) 2) NaBH,, 0°C, U HO" tolueno/ acetato de
81% dos pasos HO isopropenilo (4:1), 47%
25 (#)-26 #)-27
o OH OH H
Br 1) NaNs, ZnSO,, 95% ‘ N3 1)Pd/S H, ‘ ‘\N\ﬂ/
o) o),
HO" 2) MCPBA, 94% ~ 2) Ac,0, Et;N, DMAP, 84% ~ 0
S S
(+)-27 28 29

i

Dess-Martin periodinano, 87% 0):: \[(])/
OH

(-)-LL-C10037a.

Esquema 17: Sintesis de LL-C10037a. segtn el grupo de Jonhson.

El tratamiento de 29 con el reactivo de Dess-Martin dio lugar a una reaccion en

tandem de oxidacién/ B-eliminacién que permitié obtener (-)-LL-C10037a. .

En el afio 2000 el grupo de Altenbach® publicé la sintesis enantioselectiva de (-)-LL-
C10037a y (+)-bromoxona.
Como fuente de quiralidad se emplea una resolucién enzimaética con una lipasa de

péncreas porcino que dio lugar a los productos 30 y 26 enantioméricamente puros.
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Br Br Br Br
Bra_~_OH A0OEEN g 2 oac PPLbufferpH=7 g = 0Ac , B, K _.OH
HO AcO AcO HO
(#)-26 (#)-30 (+)-30 (+)-26
(38%, ee>99%) (38%, ee>99%)

Esquema 18: Sintesis de los precursores quirales de (-)-LL-C10037a. y (+)-bromoxona por el

grupo de Altenbach.

El compuesto (+)-30 se desprotegié en medio basico donde se produjo la epoxidacién
in situ para dar (+)-27 (esquema 19). A partir de éste intermedio se empled la misma
metodologia desarrollada por Johnson por lo cual ésta estrategia se puede considerar

una sintesis formal de LL-C10037a (ver esquema 17).

o o H
H o N
BYUOAC LiOH, Et,0/MeOH Br\(j Johnson @/ N
o) 5
AcO™ HO" 5
OH
(+)-30 (+)-27 (-)-LL-C10037a
Esque

ma 19: Sintesis de (-)-LL-C10037a segtin el grupo de Altenbach.

7.2 Bromoxona

Existen numerosas sintesis reportadas de bromoxona, tanto en forma racémica como
enantioméricamente pura.*54677-79 Asimismo se reporté la sintesis del enantiémero no

natural (-)-bromoxona.46:50

La primera sintesis reportada de bromoxona pertenece al grupo Taylor, en el afio
1994.77 Se trata de una sintesis racémica en la cual emplean 2,5-dimetoxibromobenceno
como material de partida.

La primera sintesis quiral de ambos enantiémeros fue reportada por Johnson y
colaboradores en el afio 1995.4 En ese trabajo la fuente de quiralidad fue una
resolucion enzimética empleando la lipasa Amano PS-30.

A partir de p-benzoquinona y empleando la metodologia previamente descrita por
Altenbach para la sintesis de LL-C10037a. (ver esquemas 17 y 18) se describe la

obtencién de (+)-26. Como se indica en el esquema 20, la protecciéon de 26 bajo la forma

30



Antecedentes

de sililéter les permitié obtener el compuesto 31. La epoxidacion de 31 se produjo por
la cara o menos impedida para dar exclusivamente el epéxido 32. La posterior
oxidacién/eliminaciéon con CrOs-piridina dio lugar a 33 el cual fue desprotegido en

condiciones habituales para dar (+)-bromoxona.

Br Br Br
Br;@ \OH TBSOTY, Et;N Br /@ LOH  CF;COH Br:@\\\OH

45% Na,HPO,, TBSO” ™ :

HO TBSO CH,Cl,, 84% '0
(+)-26 (+)-31 (+)-32

Br Br
O O B \OH
CrO5(py), /fj H,SiF,, CHyCN /@7 o rj/i;l“
89% TBSO” ™75 4% HO™ ™75 o i
(+)-33
(+)-bromoxona (+)-bromoxona

Esquema 20: Sintesis enantioselectiva de (+)-bromoxona segun Johnson et al.

Tal como se indica en el esquema 21, la desprotecciéon del compuesto (+)-30 dio lugar al
intermedio (-)-26, a partir del cual los autores sintetizaron (-)-bromoxona empleando

una metodologia analoga a la descrita en el esquema 20.

]:3r ]:3r Br
Br\@/OAC TiO(OiPr),, iPrOH Br\@/OH . o
AcO" 929% HO" T HO i
(+)-30 (-)-26
(-)-bromoxona

Esquema 21: Sintesis de (-)-bromoxona segtin Johnson et al.

En la sintesis de (+)-bromoxona reportada por el grupo de Altenbach en el afio 20004 la
fuente de quiralidad fue una resolucién enzimatica con lipasa pancreatica porcina. El
compuesto 26 homoquiral se obtuvo por la metodologia previamente descrita por este
mismo grupo para la sintesis de LL-C10037a (ver esquema 18). Sobre 26 se realiz6 el
cierre del anillo oxirdnico mediante un ataque intramolecular en medio basico y la
posterior reacciéon con &acido m-cloroperbenzéico sobre el doble enlace para dar el
intermedio 34. La oxidacién de 34 en presencia del periodinano de Dess Martin les

permitié obtener (+)-bromoxona (esquema 22).
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i ~ Br, <2 DessMartin periodi Br ~OH
B, \OH 1) LiOH, Et,O/MeOH :Q ess-Martin periodinano :'Zg
,[ j 2) m-CPBA HO o
HO ) 0 0
(+)-26 34 (+)-bromoxona

Esquema 22: Sintesis de (+)-bromoxona segtin el grupo de Altenbach.

En el afio 2003 se reportaron dos sintesis enantioselectivas de (+)-bromoxona por los
grupos de Kitahara?® y Maycock.”
En la primera la inducciéon de quiralidad se llevé a cabo mediante la biotransformacién

del compuesto 35 con levadura de panificacién (esquema 23).

O OH

COOEt Levadura de panificacién Q’“\COOH

O O 74% O O
\J L

35 36

Esquema 23: Bloque de construccién quiral empleado por Kitahara ef al.

La presencia de dos centros quirales en el material de partida (36) permite un
estereocontrol en las reacciones posteriores. A partir de él se alcanz¢ la sintesis de (+)-
bromoxona, (+)-epiepoxidén y (+)-epiepoformina enantiopuros, compuestos que
presentan un nicleo estructural en comun. La transformacién de 36 en la enona 37 y su
epoxidacion estereoselectiva empleando peréxido de hidrégeno e hidréxido de
benciltrimetilamonio (Tritén B) como base da el compuesto 38 segtin el esquema 24. La
presencia del grupo protector sililado en el hidroxilo del carbono 4 favorece el ataque
por la cara B menos impedida. Sobre 38 se llevé a cabo la formacién de un sililenoléter
y la reaccion con cloruro de fenilselenio (PhSeCl) permitié obtener el intermedio 39
funcionalizado en posiciéon a al carbonilo. La halogenacién en esta posicion y posterior
eliminacién oxidativa permitié obtener el precursor 33 previamente utilizado por
Johnson (ver esquema 20), el cual luego de su desprotecciéon dio lugar a (+)-

bromoxona.
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OH

Q‘\\Coom - - +OTBS H,0,, Triton B ~OTBS 1) LiIHMDS, THF, TMSCI
OQ THF, 80% OQ 2) PhSeCl, CH,Cl,

o o (o)
/
37 38

36

PhSe «OTBS 1) Br,, DBU Br ~OTBS ik 400, CH,ON B LOH
o 2) HyO,, NaHCO,, THF, 68% O 599 o

(0] (6] (0]

39 33 (+)-bromoxona

Esquema 24: Sintesis de (+)-bromoxona segtin Kitahara et al.

En la sintesis propuesta por el grupo de Maycock, la asimetria se obtiene utilizando

como material de partida la enona 40 obtenida en 5 pasos a partir del producto natural

(-)-&cido quinico.8 (esquema 25)

La estrategia propuesta por los autores implica formar sobre la enona 40 una aziridina

capaz de orientar la posterior epoxidacién (esquema 25). El tratamiento del compuesto

41 con hidréxido de sodio y posterior proteccion del alcohol alilico les permitié gener

la enona 42. La epoxidacién con peréxido de hidrégeno y Tritén B como ba

ar

se

transcurrié estereoselectivamente para dar el epdxido 43. El tratamiento de 43 con

acido bromhidrico en metanol permitié el ataque selectivo sobre la aziridina en

presencia del epdxido, para dar el compuesto 33, el cual luego de la desproteccién del

hidroxilo alilico dio lugar a (+)-bromoxona.
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HO COOH o) o
5 pasos @ 1) NaOH 0.5 N, THF, 88%
- N
HO™ OH O Y o 2) TBDMSCI, DMAP,
)Vo‘ /&‘() (i-Pr),NEt, CH,Cl,, 80%
scido quini
acido quinico " OCH,
o
O
(0]
H,0,, Tritén B HBr, MeOH Br
OTBS THEF, 90% 80% 0
OTBS H
" OCH; OTBS
OCH; 33
(0}
HF 40%, CHSCN Br — Br . \OH
89% o OJQ
OH o
(+)-bromoxona (+)-bromoxona

Esquema 25: Sintesis de (+)-bromoxona segtin el grupo de Maycock.

En el afio 2009, el grupo de Banwell publicé la primera sintesis de (-)-bromoxona a

partir de cis-3-bromociclohexadienodiol de origen microbiano, el cual presenta un

exceso enantiomérico superior al 99%.50 Esta sintesis comenz6 con la halohidroxilacion

selectiva sobre la olefina mas rica en electrones del bromo diol 44. La epoxidacién se

llevé a cabo mediante un ataque nucleofilico intramolecular con metéxido de sodio en

tetrahidrofurano para dar el epoxido 45 homoquiral. La inversion de la configuraciéon

del carbono 3 y posterior oxidacion gener6 el nicleo de epoxienona 46. La

desproteccién del hidroxilo alilico permitié obtener (-)-bromoxona (esquema 26).
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Br Br 1) (t-BuOCON),, PPhs,
OH 1) NBS, H,O, THF, 89% OH CICH,CO,H, 59%
OH 2) NaOMe, THF, 56% 11 2) PDC, AcOH, CH,Cl,, 77%
(0]
44 45
Br Br
o o
% Zn(OAc),, MeOH
0" ] HO™ ™S5
a (0] 88%
46 (-)-bromoxona

Esquema 26: Sintesis de (-)-bromoxona segun el grupo de Banwell.

Recientemente el grupo de Ryu publicé la sintesis de (+)-bromoxona, (+)-epiepoxidén

y (+)-epiepoformina,52 en donde la induccién de quiralidad se llevé a cabo empleando

catalizadores quirales en reacciones de Diels Alder (esquema 27).

47

Ph
ot
©\“N. O
CF50, .4 B
CH,
0
H
I
49
o e}
95% \_/H
o) 95% ee
I PhPh 51
> . (e
— ©\“N. O
o o CFS0; 5 B
-/ CH;, (o)
H
I
48
50
Hg" "o
/
95%
98% ee
52

Esquema 27: Reaccién de Diels Alder enantioselectiva catalizada por 49 y 50.
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La reaccion de 48 con ciclopentadieno en presencia de los catalizadores 49 o 50 dio
lugar a los compuestos 51 o 52 con altos excesos enantioméricos (95 y 98%
respectivamente) segiin se indica en el esquema 27.

A partir del aducto endo 52 (esquema 28) se llev6 a cabo la sintesis enantioselectiva de
(+)-bromoxona, (+)-epiepoxidén y (+)-epiepoformina. La deshalogenacién y reduccion
de 52 permiti6 obtener el compuesto 53. La remocion del acetal y posterior protecciéon
del hidroxilo alilico dio lugar al compuesto 54. El paso clave en esta sintesis es la
epoxidacion estereoselectiva por la cara menos impedida (cara B) del intermedio 54.
Mediante una retro Diels Alder sobre 55 obtuvieron la epoxienona 56, la cual luego de

ser halogenada en posicion o al carbonilo y desprotegida permitié obtener (+)-

bromoxona.
(o] OH
H H =
I 1) n-BuszSnH, benceno, 88% w 1) Hy,SO,, acetona/ THF (1:1), 92%
2) CeCl,.7H,0O, NaBH,, MeOH, 92% 2) TBSCl, imidazol, DMF, 90%
Hy o ) CeCl;.7H,O, NaBH,, Me! Hy o
/ /
52 53
OTBS OTBS OTBS
H : H - H
H,0,, DBU, CH,CN, 86% ED:} Ph,0, 240°C
(0] (0}
a H 97 %
(0} o (0}
54 55 56
OH
H Br WOH
1) Bry, NaHCO,, CH,Cl,, 95% o — Ig
) ) Br (0} 0
2) HF 50%, CH;CN, 93 % fo)
(+)-bromoxona (+)-bromoxona

Esquema 28: Sintesis de (+)-bromoxona segtin el grupo de Ryu.
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7.3 Epiepoformina

En el afo 1995 se publicé la primera sintesis enantioselectiva de (+)-epiepoformina por
el grupo de Ogasawara.?! En ése trabajo se emple6 57 como material de partida quiral
para producir 58. Este se epoxid6 estereoselectivamente por la cara f menos impedida
y la posterior metilacién en posicion o a la cetona dio lugar al intermedio 59. Mediante
una retro Diels Alder se gener6 el nicleo de epoxienona 60 el cual se desprotegié en

condiciones habituales para dar (+)-epiepoformina (esquema 29).

OTBS
\ 1) H,0,, Trit6n B, 80%
2) KH, THF, Mel, 87%
(0}
57 58
OTBS OH
Ph,,O, reflujo, 94% B HF 45%, CH,CN B
(0] (0}
H,C H,C
o o
60 (+)-epiepoformina

Esquema 29: Sintesis de (+)-epiepoformina segtin el grupo de Ogasawara.

En 2003 Okamura y colaboradores publicaron una sintesis de (+)-epiepoformina en la
cual el paso clave para la introducciéon de quiralidad es la reacciéon de Diels Alder
enantioselectiva entre 3-hidroxi-2-pirona (61) y un diendfilo quiral apropiado 62 la cual
fue catalizada por alcaloides de la cinchona para dar el compuesto 63 (esquema 30).81 A
partir del intermedio 63 se prepar6 la enona 64 en varios pasos, la cual se someti6é a
condiciones de epoxidaciéon para dar 65. Por eliminacién del hidroxilo primario se
obtuvo 66. La isomerizacién del doble enlace permiti6é obtener la epoxienona 60 a partir
de la cual el grupo de Ogasawara®! habia reportado la sintesis de (+)-epiepoformina
(ver esquema 29), por lo cual ésta se consideré una sintesis formal de la mencionada

epoxienona.
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tfo
N
Ph.,, o
<_O/V/ 0] OTHS OTHS
0 62 4 ())X\ ; H,0,, Tritén B :
N o HO N O . - (o)
OH Alcaloides de cinchona o \J THEF, 92%
N OH O OH O
Ph
61 63 64 65
OTHS OTHS OH
TsCl, Et;N, DMAP - Pd/C, MeOH, 71% : Ogasawara B
o o (o) o
CHyCly, 94% gy ¢ H,C e
o o
66 60 (+)-epiepoformina

Esquema 30: Sintesis de (+)-epiepoformina segtin Okamura et al.

El grupo de Kitahara’”® emple6 para la sintesis de (+)-epiepoformina la misma
metodologia utilizada para la sintesis de (+)-bromoxona (ver esquema 24). Sobre el
intermedio 39 se realiz6 una metilacién en posicion a al grupo carbonilo para dar 67.
Una reacciéon de eliminacion dio lugar al compuesto 68 y la posterior desproteccion

permitié obtener (+)-epiepoformina (esquema 31).

OTBS OTBS OTBS OH
: NaH, Mel, THF : H,0,, NaHCO; - HF 40%, CH3CN :
(¢} (¢} (¢} (¢}
THF, 50% 62%
PhSe Phsd H;C H,C
o o o o
39 67 68 (+)-epiepoformina

Esquema 31: Sintesis de (+)-epiepoformina segtn Kitahara et al.

Para la sintesis de (+)-epiepoformina, el grupo de Ryu52 emple6 la metodologia descrita
previamente para la sintesis de (+)-bromoxona (ver esquema 28). Partiendo del
intermedio 55 se procedi6 a la metilaciéon en posicion a al grupo carbonilo y posterior
retro Diels Alder para generar el nicleo 60. La desproteccién del hidroxilo permitié

obtener (+)-epiepoformina (esquema 32).
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. OTBS OTBS OH
' 1) Mel, NaH, THF, 95% ' HF 50%, CH5CN, 95% '
o o ©
1 2) Phy0,240°C,97%  H,C HaC
o} o ©
55 60 (+)-epiepoformina

Esquema 32: Sintesis de (+)-epiepoformina segtin el grupo de Ryu.

En el afio 2007 Carrefio y colaboradores publicaron la sintesis de (+)-epiepoformina
haciendo uso de auxiliares quirales.82 En esa sintesis emplearon dimetoxi-p-
benzoquinona (69) como material de partida para producir el 4-hidroxi-4-[(p-
tolilsulfinil)metil]-p-quinol (70) enantioméricamente puro. La introduccién del grupo
metilo por adicion 1,4 y posterior deshidrohalogenaciéon regener6 el doble enlace
dando 71. La reaccién de epoxidacion transcurrié por la cara B menos impedida para
dar 72. La posterior reduccién no se produjo estereoselectivamente, por lo cual se debi6
separar los diasteromeros obtenidos. El tratamiento del compuesto homoquiral 73 con

carbonato de cesio dio lugar a (+)-epiepoformina (esquema 33).

?
/S._‘p-Tol 0 o)
MeQ OMe 1) %
LDA, THF 1) AlMe,, CH,Cl, o 1 m-CPBA CH,CL, 99%
2) 4cido oxélico HO "’/ 2) NBS, THF, 53% H,C 7 2) TBHP, Triton B, THF, 72%
o THF, H,0 0=S.15Tol  3) LixCOy, LiBr, DMF, 86% HO
i ’ 0=S"1pTol
]
69 70 71
o OH
OH
o 1) DIBAL-H, THF, 7% /@o Cs,CO, ,
(6]
. H,C™ )7
HSCHO 2) Separacion diasterémeros 3 HO CH,CN H C@
[ ‘ 54% 3
SO,pTol SO,pTol [e)
72 73 (+)-epiepoformina

Esquema 33: Sintesis de (+)-epiepoformina segtn Carrefio et al.
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En el afio 2009, el grupo de Banwell report6 la primera sintesis de (-)-epiepoformina.
En ese trabajo emplearon la metodologia descrita previamente para la sintesis de (-)-
bromoxona (ver esquema 26) pero en este caso aplicAndola sobre el cis-3-
iodociclohexadienodiol. Esta sintesis comenzé con la halohidroxilacion sobre la olefina
mas rica en electrones del iodo diol 74. La epoxidacion se llevé a cabo mediante un
ataque nucleofilico intramolecular con metéxido de sodio en tetrahidrofurano para dar
el ep6xido 75 homoquiral. La inversién de la configuracion del carbono 3 y posterior
oxidacion generé el nicleo de epoxienona 76. La desproteccion del hidroxilo alilico
permitié obtener 77 el cual luego de protegerse se sometié a las condiciones de Stille
para el acople del grupo metilo en posicion o del carbonilo. La desproteccion del

hidroxilo alilico dio lugar a (-)-epiepoformina (esquema 34).

1
I I 1) (+-BuOCON),, PPh, o
OH 1) NBS, H,0, THF, 66% OH CICH,CO,H, 77% o}
OH 2)NaOMe, THF, 79% . 2) PDC, AcOH, CH,Cl,, 75% 0" Y
0 cl
74 75 76
! 1) TESCI, 2,6-lutidina CH, CH;
Zn(OAd), o CH,Cl,, 55% O  HF-Py o)
MeOH, 87% HO" 2) Me,Sn, Pd(0), PhyAs  go CH,CN,78%  pO“
0 Cul, THF, 37% 0 0
77 78 (-)-epiepoformina

Esquema 34: Sintesis de (-)-epiepoformina segtin el grupo de Banwell.
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7.4 Epoformina

La primera sintesis racémica de epoformina fue reportada en el afio 1978 por el grupo
de Ichihara.#”

La primera sintesis enantioselectiva de (+)-epoformina fue publicada por Barros y
colaboradores en el afio 1999.5 En esa sintesis la inducciéon de quiralidad se llevé a
cabo empleando (-)-dcido quinico como material de partida. A partir del acido quinico
prepararon la enona 79 y la proteccién selectiva del hidroxilo secundario con posterior
epoxidacion dio lugar al epéxido 80 (esquema 35). La deshidrataciéon en medio bésico
regenera el doble enlace y la reduccién genera enantioselectivamente el compuesto 81.
Mediante pasos de proteccién-desproteccién y posterior oxidaciéon obtuvieron la enona

82, la cual luego de la desproteccion del hidroxilo permitié obtener (+)-epoformina.

(0] . o OH
1) TBDMSC], imidazol 1) (CF350,),0, (i-Pr),NEt B
DMF, 79% X DMAP, CH,Cl,, 57% N
WOH o, 1OH 1,
- CH, 2) HyO,, Tritén B, THF, 92% - CH,4 2) DIBAL-H, THF, 99% 7 CHj
OH OR OR
79 80 81
OR OH
1) Ac)O, (i-Pr),NEt, DMAP H R
CH,Cl,, 73% . KOH 10%, THF, 95% \
2~ o o
2) Bu,NF, THF, H,0, 98% CH;3 CH;3
3) Dess-Martin periodinano (0]

Py, CH,Cl,, 99% .
Y, CHyCly 99% 82 (+)-epoformina

Esquema 35: Sintesis de (+)-epoformina segin Barros et al.

7.5 Isoepiepoformina

La tnica sintesis reportada hasta el momento de (+)-isoepiepoformina es del ano 2010
y pertenece al grupo de Banwell.#0 Se trata de una sintesis enantioselectiva en la cual la
estrategia de inducciéon de quiralidad es el empleo de cis-ciclohexadienodioles de
origen microbiano como material de partida (esquema 36). La estrategia empleada por

Banwell y colaboradores consiste en la proteccion del sistema diol como p-
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metoxifenilacetal y posterior desproteccion con DIBAI-H, lo cual permitié obtener el
compuesto 84 como producto mayoritario. La mezcla de 84 y 85 se someti6 a
condiciones de halohidroxilacion empleando N-bromosuccinimida para dar 86 y 87, sin
embargo solo se reporta el aislamiento de 86. El cierre del anillo oxirdnico y posterior
oxidacion del hidroxilo alilico dio lugar a la iodoenona 89. La insercién del grupo
metilo se llevé a cabo haciendo uso de la metodologia de Stille. La posterior remociéon
del grupo p-metoxibencilo y la inversién de la configuracién del carbono 4 segtn las
condiciones de Mitsunobu permitio obtener 91. La remocion del grupo éster dio lugar a

(+)-isoepiepoformina.

1 I 1
OH , MBDMA, p-TsOH o) DIBAL-H, TBME OPMB OH
>—=PMP
OH THF, 97% o OH OPMB
84 85

25:1)
74 83 (
I 1 I
NBS, H,0, THF /@EOPMB . ,@OH NaOMe, THF, 99% OPMB
37% HO Y OH HO Y OPMB HO
Br Br o
86 87 88
I CH,
Dess-Martin periodinano OPMB  Me,Sn, Pd,(dba), OPMB 1)DDQ, H,O, CH,Cl,, 48%
CH,Cl,, 92% o) PhsAs,NMP, 63% 2) CICH,CO,H, DBAD
(0] (o) PPhs, 73%
89 90
CH, CH,3
wOCOCHCL - 7, 0Ac), 2H,0, MeOH, 66% ~OH
(0)
© (0] (0]
n (+)-isoepiepoformina

Esquema 36: Sintesis de (+)-isoepiepoformina segtin Banwell et al.

42



Antecedentes

7.6 Acido ambtico

En el afio 2003, Li y colaboradores publican la primera sintesis enantioselectiva de (+)-
acido ambtico.®

Esta sintesis fue realizada a partir de compuestos aromaticos, posteriormente oxidados
a quinona (esquema 37). En este caso, la inducciéon de asimetria se logré mediante el
uso de un auxiliar quiral en una epoxidacién asimétrica.

En esta sintesis la cadena hidroximetilica presente en el 4cido ambuico proviene del
compuesto aromatico de partida 92, el cual fue halogenado y posteriormente reducido.
La cadena que contiene el acido carboxilico proviene de un rearreglo de tipo Claisen
del compuesto 94 para dar un orto-alil fenol, el cual es oxidado a quinona y protegido
para dar 95. Por ruptura oxidativa se generé un aldehido y en pasos posteriores por
reacciéon de Wittig se complet6 la cadena. Una epoxidacién asimétrica mediada por
tartrato de isopropilo permitié obtener el epdéxido 97 con un 91% de exceso
enantiomérico. El alcohol homoalilico de 96 dirige la estereoquimica de la reaccién. La
cadena alquenilica restante fue incorporada a través de una reaccién de Stille. La
reduccién de la cetona en 99 generé dos diasterémeros en una relacion 1.2:1.

Desprotegiendo el producto mayoritario se genera (+)-acido ambtico.
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OH " /\/
OR o 1) Calor, PhI(OAc),
1) Br,, CHCl,, 94% Br 1) TBAF, THF, 93%  Br MeOH, 70%
OHC 2) NaBH,, EtOH, 100% 2) Bromuro de alilo 2) HO(CH,)OH, PPTS
OCH. 3) TBDPSCI, imidazol ' OCH K,CO,, DMF , benceno, 90%
3 DMEF, 93% OR' OCH; OR' OCH;,
92 93 94
OH Ph,C-O-OH,
Br Z 1) NalO,, 0s0,, THE/H,0, 62% Br NaHDMS, L-DIPT Br o
R'O R'O R'O
2) BH,, tBuNH,, Tolueno, 91%
0" o MeOH/H,0, 76% o o o o
K) K) 9% v 97
95

/ COOR" 1) (E)-tributil-1-heptenilestannano

1) Dess Martin periodinano, CH,Cl, Pd(PPhy),, tolueno, 94%

2) TBAF/ AcOH (1:1), THF, 76%
3) HF 48%, CH,CN, 93%

2) PPh,=C(CH;)COO1Bu, CH,Cl, 94% R'O

S
/ COOR" fe) / COOH
GsHy ~
1) MeOBEt,, NaBH,, 48%
2) separacion de diasterémeros -
OH O OH OH
3) HF 48%, CH;CN, 70%
99 (+)-acido ambdico

Esquema 37: Sintesis de (+)-acido ambtico segun Li et al.

8. Aislamiento, actividad biolégica y sintesis de gabosina A

En el afio 1993 el grupo de Zeeck aislé de Streptomyces un grupo de metabolitos
secundarios que denominaron gabosinas.8? Estos compuestos exhiben un esqueleto de
7 carbonos altamente hidroxilado que presenta similitudes estructurales con los
carbohidratos. En este trabajo se aislaron 11 compuestos de esta familia, los cuales se

muestran en el esquema 38.
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Gabosina E Gabosina F Gabosina G Gabosina H
(0} OH
HO,, HO,, HO
v W H
HO” ™ HO™ ™ HOY ™Y O\H/C 3
OH OH OH OH OH o)
Gabosina | Gabosina ] Gabosina K

Esquema 38: Gabosinas A-K aisladas por el grupo de Zeeck.

Este grupo de compuestos también se denomina “carbaztcares” debido a la similitud
estructural que presentan con los monosacaridos en los cuales el oxigeno del anillo
central esta sustituido por un carbono.

La elucidaciéon estructural de estos productos naturales se llevd a cabo mediante
estudios de resonancia magnética nuclear de 'H, 13C, correlaciéon 'H-'H (COSY) y
correlacion H-13C (HSQC).83

La estereoquimica absoluta fue determinada por derivatizaciéon con acidos quirales y
sus férmulas moleculares mediante espectroscopia de masas de alta resoluciéon

(EMAR).83
Las gabosinas A-K no presentan significativa actividad antibacteriana, antiftingica,

antiviral, herbicida o insecticida aunque presentan una débil actividad antiprotozoaria

frente a Trichomonas vaginalis.
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En el afio 2000, tres nuevas gabosinas fueron aisladas a partir de Streptomyces por el

grupo de Thiericke.8* Estas fueron denominadas gabosinas L, N y O (esquema 39).

o (o] (o]
HO, OH HO:@/CI—% HOﬂ,I‘ é.s\CH3
\\\P
HO: i :CH3 HO HO™ ¢
OH OH
Gabosina L Gabosina N Gabosina O

Esquema 39: Nuevas gabosinas aisladas por el grupo de Thiericke.

En ese trabajo se realizaron ademds estudios de actividad bioldgica de todas las
gabosinas, determinando que las gabosinas A, B, F, N y O son capaces de unirse al

ADN.

En 2001 se publicé la primera sintesis de gabosina A por el grupo de Banwell.3> Se trata
de una sintesis asimétrica en la cual la introduccién de quiralidad se realizé mediante
el empleo del cis-3-iodociclohexadienodiol (esquema 40). La estrategia propuesta
consiste en la proteccion del grupo hidroxilo distal al hal6geno bajo la forma de sililéter
para dar el compuesto 100. La posterior cis-dihidroxilacion se produce exclusivamente
sobre la olefina mds rica en electrones y se protegi6é la funcién diol con el grupo
isopropilideno para obtener el compuesto 101. La oxidacién del hidroxilo alilico dio
lugar a la enona 102, sobre la cual se debe introducir el grupo metilo. El empleo de
cloruro de metilmagnesio en presencia de cloruro de hierro (III) permitié obtener el
producto del acople carbono-carbono 103. La remocién de los grupos protectores dio

lugar a (-)-gabosina A.
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I I 1) 0s0,, NMO on
OH  TBDPSCI, imidazol OH acetona/H,0 (1:1) Oxidacion
OH DMF, CH,Cl, TBDPS 2) 22-dimetoxipropano QT OTBDPS  de swern
p-TsOH, Et, )VO 85%
74 100 101
1 o, CH,
o O ©
MeMgCl, FeCl,, HCl, ac, MeOH, 85%
o’ OTBDPS NMp, THF,94% O Y OTBDPS Ho e o

On

)Vé )V OH
102 103 (-)-gabosina A

Esquema 40: Sintesis de (-)-gabosina A segtin Banwell et al.
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9. Leishmaniasis

El término leishmaniasis define genéricamente el conjunto de patologias causadas por
la infeccion con diferentes especies del protozoario parasito Leishmania. Sus
manifestaciones clinicas dependen tanto de la especie infectante como del estado
inmunolégico del hospedador. A pesar de la heterogeneidad en la patologia y
sintomatologia existente en las leishmaniasis, todas sus manifestaciones clinicas
comparten como rasgo comun la parasitaciéon de células del sistema mononuclear-
fagocitico (macrofagos). Tradicionalmente se distinguen tres tipos bésicos de

leishmaniasis: visceral, mucocutdnea y cuténea.

La leishmaniasis visceral (LV) también llamada Kala azar, es la mas severa, se
caracteriza por producir fiebre, pérdida de peso e hinchazén del higado y bazo. Es fatal
si no se trata adecuadamente.

La leishmaniasis mucocutdinea (LMC) o de la mucosa naso-orofaringea es
relativamente poco frecuente. El rasgo caracteristico es la progresiva destrucciéon
ulcerativa de esa zona.

La leishmaniasis cutanea (LC) es una forma mds benigna de la enfermedad. La primera
manifestacion es una papula en la picadura de la mosca (mosca de la arena). La lesiéon

evoluciona a nodular y ulcerativa.

Leishmania spp es un parasito digénico, al precisar de dos hospedadores para completar
su ciclo biolégico (en la figura 1 se describe en detalle el ciclo biolégico de Leishmania
spp). Se observan dos morfologias claramente diferenciadas: el promastigote (2), forma
flagelada presente en el tubo digestivo del vector invertebrado (diptero de género
Phlebotomus y Lutzomyia) y el amastigote (3), carente de flagelo, que se desarrolla en el
interior del fagolisosoma de las células del sistema mononuclear-fagocitico del

hospedador vertebrado.s>
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HOSPEDADOR
VERTEERADO

INSECTO
VECTOR

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania: 1) Inoculacién de promastigotes por la picadura del
flebotomo hembra; 2) Fagocitosis de los promastigotes por los macréfagos; 3) Diferenciacion de
promastigote a amastigote en el fagolisosoma del macréfago y multiplicacion de los
amastigotes; 4) Lisis del macroéfago parasitado, liberacién de amastigotes y diseminacion de la
infeccién por fagocitosis de los mismos por nuevos macréfagos; 5) Ingestion de macroéfagos
parasitados con amastigotes durante la alimentacién hematéfaga del flebotomo; 6) Liberaciéon
de los amastigotes en el tubo digestivo del vector; 7) Transformaciéon de amastigotes en

promastigotes; 8) Division de los promastigotes, union a las células del epitelio digestivo.8¢

La enfermedad es endémica en regiones tropicales, subtropicales y templadas de
América Central y del Sur, Medio Oriente, cuenca mediterranea, Sudan, Kenia, India,
Bangladesh y China, abarcando un total de 88 paises. La O.M.S. estima una prevalencia
global de la enfermedad que oscila entre 12 y 14 millones de personas, con una
incidencia anual cercana a los 2 millones y wuna poblaciéon en riesgo de
aproximadamente 350 millones.8” El incremento global de casos se asocia al
subdesarrollo de las principales zonas endémicas, con problemas de desnutricién y
escasa o nula cobertura sanitaria. En el mundo desarrollado, el aumento de su

incidencia se debe al caracter de Leishmania como patégeno oportunista asociado a
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estados de inmunodepresioén, especialmente en la coinfeccion Leishmania-VIH, descrita

en 33 paises y con una mayor relevancia en el sureste de Europa.

Actualmente, la primera linea de tratamiento contra la Leishmania son los farmacos
antimoniales pentavalentes administrados parenteralmente, los cuales requieren la
hospitalizacién de los pacientes durante el tratamiento por la gravedad de sus efectos
secundarios. Otro aspecto negativo de los tratamientos cldsicos, es el alto costo
requerido y la aparicion de cepas resistentes a los farmacos utilizados.? Recientemente
se han desarrollado terapias alternativas basadas en formulaciones liposomales del
antibiético macrélido anfotericina B y se han realizado ensayos en fase IV para la
utilizacién del fosfolipido miltefosina como agente leishmanicida.’® La propension de
miltefosina a la seleccién de cepas resistentes de Leishmania, hacen necesario continuar
la basqueda del farmaco “ideal” para el tratamiento de esta enfermedad. El escaso
interés de las grandes empresas farmacéuticas en el desarrollo de farmacos
leishmanicidas, ha implicado que el descubrimiento de dichos farmacos se circunscriba
casi exclusivamente a grupos académicos, o al ensayo de farmacos desarrollados
inicialmente para otras dolencias, como es el caso de anfotericina B o miltefosina.

Por todo ello la basqueda de nuevas moléculas con potencial actividad leishmanicida
es de gran importancia.

Un estudio detallado de la bibliografia demuestra que un elevado nimero de nuevas
moléculas con actividad leishmanicida procede de fuentes naturales, como plantas,
hongos, etc. y es especialmente interesante que muchos de estos compuestos
comparten a la vez actividades leishmanicidas y fungicidas, como anfotericina B,
miltefosina, entre otras.®? Esta relacion nos llevo a proponer la posibilidad de evaluar la

actividad leishmanicida de estas epoxienonas naturales y sus anédlogos.

Desde el afio 1997, nuestro grupo de investigacion ha desarrollado una fructifera
colaboraciéon con especialistas en leishmaniasis del Instituto de Investigaciones en
Ciencias de la Salud (IICS) de la Universidad Nacional de Asuncién y del Centro para
el desarrollo de la Investigaciéon Cientifica (CEDIC) del laboratorio Diaz Gill en
Asuncién, Paraguay. En particular la colaboracion con la Dra. Antonieta Rojas de
Arias, directora de este centro y especialista en esta patologia de la Organizaciéon
Panamericana de la Salud, nos ha permitido desarrollar conjuntamente varios trabajos

interdisciplinarios en el tema.%091
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A partir del afio 2006 se inicié una colaboracion con el Dr. Luis Rivas, investigador del
Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC (Madrid, Espafia) para determinar el

mecanismo de accién de algunos compuestos sintetizados en nuestro laboratorio.
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Objetivo general:

e Ampliacion de la utilizacion de cis-ciclohexadienodioles de origen microbiano
para la preparaciéon de epoxienonas quirales naturales y andlogos con posible

actividad biolégica.

Objetivos especificos:

e Desarrollo de metodologias sintéticas para la preparacion de los ntcleos
centrales de epoxienonas quirales.

e Sintesis total enantioselectiva de epoxienonas quirales naturales bioactivas.

e Sintesis enantioselectiva de epoxienonas quirales no naturales y compuestos
estructuralmente relacionados.

e Evaluacién de actividad leishmanicida de intermedios sintéticos.

La combinaciéon de estrategias de sintesis organica convencional junto con la
introduccién de quiralidad mediada por microorganismos nos permite desarrollar una
estrategia quimioenzimatica eficiente para la sintesis enantioselectiva de productos
naturales bioactivos y derivados.

El empleo de sintones tan versatiles como los 3-metil y 3-halo cis-ciclohexadienodioles
como material de partida, hace de ésta una estrategia exitosa para la preparaciéon de
productos naturales homoquirales. Debido a que la introduccién de la quiralidad se
realiza en el primer paso, es posible obtener intermedios sintéticos con excesos
enantioméricos superiores al 99%. Es por eso que planteamos usarlos para la

preparacion de epoxienonas quirales (esquema 1).
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Esquema 1: Algunas epoxienonas quirales naturales bioactivas.
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Metodologia

Para cumplir con el primer objetivo especifico planteado, identificamos en los ntcleos

centrales de las moléculas blanco, 4 estructuras con estereoquimicas diferentes
(esquema 2):

(@) (@] (@) (@]
R S S R
o () (0) o
OH OH OH OH
A B C D
Ntcleo central Ncleo central Nitcleo central de Ntcleo central del
de bromoxona, de jesterona, (-)- LL- C10037q, acido ambuico
harveynona, tricolomelina A, (-)-epoformina
chaloxona, (-)-epiepoformina
isoepiepoformina

Esquema 2: Ntcleos centrales de epoxienonas quirales naturales.

Nuestra propuesta es obtener los patrones funcionales y estereoquimicos de los

nucleos centrales de las epoxienonas segtun el esquema retrosintético que se detalla a

continuacién (esquema 3):

X
sT R RY S
OH OH I
A B R
HO, R OH
0 0o @ = A ==
OH
S R o
(6} jo)
S S R: R

I
R
OH éH Con R= CH3, Br
O X =1, Br
C D
AcO X o
X

Esquema 3: Analisis retrosintético general para la preparacion de los nticleos centrales de

epoxienonas a partir de cis-ciclohexadienodioles.
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El analisis retrosintético propuesto para la obtencién de los ntcleos A a D implica el
empleo de intermedios enona tipo Iy II y compuestos relacionados como III, los cuales

pueden obtenerse a partir de metil y halo cis-ciclohexadienodioles.

Se plantea una estrategia convergente-divergente, en la cual es posible obtener més de
un nucleo a partir del mismo precursor al tiempo que es posible obtener el mismo
nucleo a partir de diferentes precursores. Esto constituye una fortaleza de la propuesta
metodoldgica ya que permite obtener los nticleos por méas de una ruta sintética ademas
de generar diversidad estructural en pocos pasos de sintesis y a partir de un tnico

precursor.

Para la preparacion de los nacleos A y D, la estrategia desarrollada se ilustra en el

esquema 4:
HO, R HO, R iy : HO, R
Oﬁco Desproteccion o\lv;\iEOH 1) Proteccién selectiva Qﬁocs
>< 2) Grupo saliente en
(0 oGP
OH carbono 5
1I v \'%
GP = grupo protector
GS = grupo saliente
R
(0}
K0 | Koo O NG
Ciclacién Oﬁj\ Desproteccién Oﬁj\ Inversion
"OH
oGP OH
VI
A D

Esquema 4: Preparacion de nticleos A y D a partir de enonas tipo II.

A partir de enonas tipo II mediante la remocién del grupo protector isopropilideno es
posible obtener el triol IV. La proteccion selectiva del grupo hidroxilo menos impedido
haciendo uso de un grupo protector voluminoso y la posterior introduccién de un
grupo saliente en el hidroxilo del carbono 5 permite obtener la enona V. El tratamiento
de V con una base permite el cierre del anillo oxiranico para dar lugar a VI. La
desproteccion de VI permite obtener el nicleo A. Asimismo, la inversiéon de la
configuracién del carbono 4 da lugar al ntcleo D.

Al tratarse de una estrategia convergente, tal como se ilustra en el esquema 5, es
posible obtener los mismos ndcleos a partir de enonas tipo I. La desproteccién de I

permite obtener el intermedio VII el cual sometido a condiciones de ciclacién permite

56



Objetivos y Metodologia

obtener el ntcleo D. La posterior inversiéon de la configuraciéon en el carbono 4 dara

lugar al ntcleo A.

X X X X
o) Desproteccién OH Ciclacién ol | Inversion \OH
o~ "0 0~ > ~OoH o o
i I (0] (0}
VII
I x=cn, Br D A
Esquema 5: Preparacion de nticleos A y D a partir de enonas tipo 1.

Por otra parte, para la preparacion de los nicleos C y B la estrategia desarrollada se

indica en el esquema 6:

i fo) >< Desproteccién OH  Ciclacién OH Oxidacién 0
—_— —_—
AcO” 7O AcO AcO
o (o)

L AcO Y OH
I I
I X: CHj, Br VI IX X

X X

o o
Desacetilacion Inversion
—_— —_—
HO HO™
o (o}
C B
Esquema 6: Preparacion de ntcleos C y B a partir de enonas tipo III.

La desproteccién del sistema diol de III y el posterior cierre del anillo oxirdnico en
medio bésico da lugar al epéxido IX. La oxidacién de IX permite obtener la epoxienona

X la cual, luego de la remocién del grupo acetilo, da lugar al ntcleo C. La inversion en

la configuracién del carbono 4 permite obtener el ntcleo B.
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1. Aproximacién a la sintesis de acido ambiico: Preparacién de una molécula

modelo

Como primera aproximacién a la sintesis de acido ambtico nos planteamos la
preparaciéon de una molécula modelo. Tomamos como estrategia la experiencia de
nuestro grupo de investigaciéon en el uso de sintones quirales de origen microbiano
para la preparaciéon de enonas tipo II*! (ver esquema 3 del capitulo de objetivos y
metodologia). En esta estrategia se propone el empleo de enonas como material de
partida para la sintesis enantioselectiva de una molécula modelo de dcido ambtiico.

La preparacién de este modelo nos permitira establecer la validez de esta metodologia
para la sintesis total de acido ambuico, asi como de otras epoxienonas.

Para ello nos planteamos el siguiente esquema retrosintético (esquema 1):

/ COOH
"C-C"
 —
OH
dcido ambdico
o
s R . R R -
Wittig / Mitsunobu ) Modificacion de / Epoxidacién
) \:\'O  — r:i(O [ > p:(O  —
. grupos funcionales
OH OH oGP
Molécula GP: Grupo protector
modelo
(0]
i R R X
mQH  Proteccion “OH  Modificacién de "c-C
=" r > | —
OGS OH grupos funcionales OH OH
oGP OH OH OH
I 0_0O
GS: Grupo saliente X: Br, I
R= CH para el 4cido ambico
R = CH; para la molécula modelo del 4cido ambico

Esquema 1: Analisis retrosintético para la sintesis de dcido ambtico.

El primer paso es la desconexion de la cadena alquenilica, la cual puede ser
introducida mediante una reaccién de acoplamiento carbono-carbono (tipo Suzuki)
entre una epoxienona o-halogenada y el correspondiente acido borénico. La

desconexiéon de la cadena hidroximetilica se realiza mediante la quimica de los a-
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sulfonilcarbaniones, generando un anién en posicién 3 de la enona que reaccione con
un electréfilo apropiado. La cadena que soporta al grupo acido carboxilico, se puede
introducir haciendo uso de la metodologia de Wittig, acoplando una sal de fosfonio
apropiada con el aldehido del ndcleo de epoxienona. La inversion de la configuraciéon
en el carbono 4 se realiza a través de la metodologia de Mitsunobu y el cierre del anillo
oxiranico se planea a través de un ataque nucleofilico intramolecular. La enona II es un
sintéon adecuado para la construccién quiral del dcido ambtico. La desconexion del
grupo R a través de una retro Suzuki o Stille conduce a un cis-halociclohexadienodiol.

En el esquema 1 se indica también la estructura que presenta el patréon estereoquimico
y la funcionalizacion del &cido ambtico que denominamos molécula modelo. El
analisis retrosintético para esta estructura se basa en la misma estrategia descrita
anteriormente, pero en este caso se planea a partir de la enona II derivada del cis-3-

metilciclohexadienodiol.

Para la preparacion de la molécula modelo de acido ambtico la metodologia empleada

se ilustra en el esquema 2:

OH, ,CH; OH, ,CH;
o OH Proteccion o GS Base Desproteccion
——— —_— ——
OH selectiva oGP
1
Inversién OH3C\ «0
_ S GS = Grupo saliente
) GP = Grupo protector
“OH
Molécula
modelo

Esquema 2: Preparacién de una molécula modelo de acido ambitiico.

Partiendo de la enona 1, obtenida segtn se detalla en el capitulo de antecedentes (ver
seccién 4.2), la protecciéon del hidroxilo distal se lleva a cabo utilizando un grupo
voluminoso, de modo de proteger selectivamente la posicion menos impedida. Para
ello se emplea clorodimetiltexilsilano (THSCI) formando el sililéter correspondiente.

Esta proteccion se lleva a cabo con un rendimiento de 98% (esquema 3).
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HO, CH, HO, CH,
Oﬁ:OH THSCI, Imidazol Oﬁ:OH
B
on  PMPOC OTHS
. 98% )

Esquema 3: Proteccion selectiva del hidroxilo distal.

La introduccién de un buen grupo saliente en carbono 5 es requisito previo para el
posterior cierre del anillo oxirdnico mediante un ataque nucleofilico intramolecular en
medio bésico.

Las condiciones ensayadas para la introduccion de diferentes grupos salientes se

indican en la tabla 1.

HO, CH, HO, .CH,
O = OH Condiciones O = OMs
—————
j :OTHS Tabla 1 j :OTHS
2 3

Esquema 4: Introduccién de un grupo saliente en 2.

Entrada Reactivos y condiciones Tiempo Productos
1 Cloruro de p-toluensulfonilo, Py, T.A. 72 hs Recuperacién MP
2 CH3S0,Cl, Py, CHxCly, 0°C 24 hs 3 (13%) + descomposicion
3 (CF3S02),0, DMAP, CH,Cly, 0 °C 24 hs 4 (trazas) + 5 (20%) +
descomposiciéon
4 CH3SO.Cl, EtsN, CHCl,, 0 °C 24 hs 3 (45%) +5 (39%)

Tabla 1: Condiciones ensayadas para la introduccién de un grupo saliente en C5.

Los intentos de introducir el grupo p-toluensulfonato como grupo saliente en presencia
de piridina no fueron exitosos ya que luego de transcurridas 72 hs no se observa
reaccion (entrada 1). El empleo de cloruro de mesilo y piridina como base da lugar a
bajos rendimientos en la obtencién del producto 3 mientras que se observa la

formacion de productos de descomposicion (entrada 2). El uso de anhidrido triflico no
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permite obtener el producto esperado, dando trazas del epéxido 4, el epéxido 5 con un
20% de rendimiento y productos de descomposicion (entrada 3). El compuesto 4 se
obtiene por la esterificacion del hidroxilo terciario y el posterior ataque nucleofilico

intramolecular (esquema 5).

N

HO, ,CH, @@ HC, OH

oﬁ:OH (CF,;80,,0,DMAP | 5—%2  bn \CL ﬁ
CH,Cl,, 0°C OTHS ~

OTHS OTHS
2

Esquema 5: Mecanismo de formacién del epdxido 4.

El empleo de cloruro de mesilo y trietilamina en diclorometano da lugar al producto
esperado con un rendimiento de 45% al tiempo que se observa la formacién del
epoxido 5 (ver esquema 6) con un rendimiento de 39% (entrada 4). Los productos 3y 5
se separan sin inconvenientes por cromatografia en columna.

Cabe destacar que el agregado del cloruro de mesilo debe hacerse muy lentamente ya

que de lo contrario se observa la formacién de productos de descomposicion.

HO, CH H,C
CH3 3 3 (o)
5% MsCl, Et;N 0 _OMs o!

OTHS CHyCl, OTHS OTHS
2 3 (45%) 5 (39%)

Esquema 6: Introduccién de grupo saliente en 2.

Una vez aislado el compuesto 3 se lleva a cabo el cierre del anillo oxirdnico mediante
un ataque nucleofilico intramolecular. Para ello se emplea KoCOs en tetrahidrofurano
utilizando éter corona como catalizador. La epoxidacién transcurre con un rendimiento

de 76% (esquema 7).

HO, ,CH
%, 3
o X _oMs K,CO;, 18-c-6
OTHS THF
76%
3 5

Esquema 7: Cierre del anillo oxirdnico.
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Para la remocién del grupo protector sililado las condiciones ensayadas se indican en

la tabla 2.

Entrada Reactivos y condiciones Productos
1 TBAF, THF, -50 °C, 4 hs 6 (44%)
2 Acido fosfomolibdico/SiO,, THEF, T. A. hasta 40 °C, 48 hs 6 (45%)
3 HF-Py, THF, 0°C hasta T. A., 24 hs 6 (64%)

Tabla 2: Desproteccion de 5.

El empleo de fluoruro de tetrabutilamonio en tetrahidrofurano a -50 °C permite
obtener el producto esperado con un rendimiento de 44% (entrada 1). Las condiciones
reportadas por Baskaran y colaboradores en 2005,%2 (acido fosfomolibdico adsorbido en
silica) no producen mejores resultados dando rendimientos comparables en tiempos de
reaccion mads largos. El uso del complejo 4cido fluorhidrico-piridina en
tetrahidrofurano (THF) en las condiciones reportadas por Nicolau®® da lugar al epéxido

6 con mejores rendimientos (esquema 8).

H;C H;C

Oﬁj\oi . Oﬁ
_—
THF
OTHS OH

64%
5 6

Esquema 8: Desproteccion de 5.

Tal como se puede observar en el RMN H del compuesto 6 (figura 1), se observa la
aparicion de la sefial en 3.69 ppm correspondiente al protéon geminal del epéxido, asi
como las sefiales en 6.47 y 591 ppm correspondientes a los protones olefinicos del

sistema enona.
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Figura 1: Espectro de RMN 'H del compuesto 6.

En el espectro de RMN 13C del compuesto 6 (figura 2), se aprecian las sefiales en 194.0,
144.7 y 125.6 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, asi como las

sefiales en 60.9 y 58.6 ppm de los carbonos que soportan el grupo epéxido.
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Figura 2: Espectro de RMN 3C del compuesto 6.

Para obtener una epoxienona con el patrén estereoquimico del ntcleo del &cido
ambuico es necesaria la inversion de la configuracion del carbono 4 (ver esquema 2).
Para ello se hace uso de la metodologia desarrollada por Mitsunobu en el afio 1967.94
Esta consiste en la formacién de un buen grupo saliente como sustituyente del carbono
que se desea invertir y el posterior ataque de un nucleéfilo adecuado a través de un
mecanismo Sx2 de modo que se produzca la inversion de la configuracién del centro
quiral. Dado que el nucledfilo que ataca es un carboxilato, el producto obtenido es un
éster. La posterior hidrélisis del éster da lugar al alcohol libre correspondiente con la

configuracion invertida en ese carbono.
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H3C O OH3C r\‘\Q
o «Q Condiciones ﬁj fe)
wy
OH Tabla 3 o)k©\
6 ” NO,
Esquema 9: Reaccién de inversion sobre 6.
Entrada Reactivos* Disolvent Temperatur Tiempo Productos
(n° equivalentes) e a
1 PPh; (1.1), DEAD (1.1), Benceno 0°C 24hs  Recuperaciéon MP
ac. p-NB (1.0)
2 PPh; (2.1), DEAD (2.1), Benceno reflujo 2hs 7 (15%) +
ac. p-NB (1.0) descomposicién
3 PPh; (1.1), 4c. p-NB Benceno T. A 5 min. 7 (39%)
(1.0), DEAD (1.1)

* Reactivos escritos en el orden en que son agregados.

Tabla 3: Condiciones de reaccién de Mitsunobu ensayadas para la conversion de 6 en 7.

En las condiciones reportadas por Boyd?% para la inversién de la configuraciéon
(entrada 1) se recupera el material de partida, por lo tanto se procede a elevar la
temperatura hasta reflujo asi como adicionar un equivalente extra de DEAD y de PPhs
(entrada 2). Esta reaccién se repiti6 numerosas veces, dando rendimientos poco
reproducibles y obteniendo como méaximo 15% de rendimiento, no siendo posible la
recuperacion del material de partida. Durante el transcurso de una de estas
repeticiones, accidentalmente se alter6 el orden de agregado de los reactivos
observandose la formacion del éster 7 en 5 minutos a temperatura ambiente. Luego de
su aislamiento y purificacién se obtuvo 7 con 39% de rendimiento (entrada 3). El orden
de agregado de los reactivos parece jugar un rol importante en la reactividad de estos
sistemas. En nuestro caso es necesaria la presencia del 4cido previo al agregado del

azocompuesto. Este aumento en la reactividad podria explicarse por la tendencia de la
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trifenilfosfina a coordinarse con el oxigeno del epéxido. Sin embargo, si en el medio se
encuentra presente el acido, este oxigeno se encontrard parcialmente protonado,
dejando la trifenilfosfina disponible para reaccionar con el DEAD y permitiendo que la

reaccién siga su mecanismo normalmente.

En el esquema 10 se describe el mecanismo de la reaccién de Mitsunobu, el cual ha sido
ampliamente estudiado.?”.%8

Este puede dividirse en tres etapas:

e La primera etapa es la formacion del agente activante. Consiste en el ataque
nucleofilico de la trifenilfosfina sobre el azodicarboxilato de dietilo. Esta reaccién es
rédpida e irreversible. La betaina intermedia toma el protén del acido para formar el

agente activante y el carboxilato correspondiente.

e El segundo paso, que puede ser el paso lento, consiste en la activacion del sustrato
hidroxilico. Esta controlado por la basicidad del carboxilato ya que se establece un
equilibrio 4cido-base entre el mencionado alcohol y el carboxilato. Si bien este
equilibrio se encuentra mayormente desplazado hacia la formacién del carboxilato, la
pequena proporcion de alcéxido formado es capaz de atacar al agente activante
dando lugar a la sal de oxifosfonio, mientras que el azocompuesto reacciona con el

acido protonandose y produciendo el carboxilato correspondiente.

e El tercer paso es la reaccion Sx2 sobre el carbono a invertir. Dependiendo de la

basicidad del carboxilato este puede ser el paso lento.

67



Resultados y Discusion

1) Formacién del agente activante

P 0 Q R-COOH P2

EBO0—<  )—OEt go—4 om & o4  )-OEt o
N=N _ N_% II\I_NH + R-COO
@) PhyF PhsP

PPh; betaina Agente activante

2) Activacion del alcohol sustrato

00
Et0—<  )—OFt

) 00
- R -
i H |9 N-NH R Eo—4  )—OEt
H. )—OH )‘0 Phsl’@‘j ol 2 N-NH
R R ) )—opPh3 . A
- R\\ /3
+ — +
o R-COOH
R-COO R-COOH Alcohol activado

o O O
RCOO. * EtO »—OEt
HN—-NH
3) Reaccién SN, sobre el alcohol activado
R o .
R R
) OPPh, R-COO:., + Ph.P=0
rR-co0 K ,,R)_ H 3

Esquema 10: Mecanismo de la reaccién de Mitsunobu.

Como se puede observar en el espectro de RMN 'H del compuesto 7 (figura 3), se
observa el corrimiento de la sefal correspondiente al protén geminal al hidroxilo a 5.99
ppm. Las sefales en 8.23 y 8.32 ppm correspondientes a los protones aromaticos del p-

nitrobenzoato indican la formacién del éster correspondiente.
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Figura 3: Espectro de RMN 'H del compuesto 7.

La desproteccion del éster 7 con KoCO; en metanol a -20 °C da lugar a la epoxienona 8

con un 22% de rendimiento (esquema 11).

PPhg, 4c. p-NB, DEAD O K,CO;
Benceno, T.A. MeOH
39% -20°C
6 7 NO, 22% 8

Esquema 11: Inversién de la configuraciéon en C4 de 6.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 8 (figura 4), se puede observar la sefial en
4.66 ppm correspondiente al proton geminal al hidroxilo y la desaparicion de las

sefiales aromaéticas, lo cual indica la remocién del grupo p-nitrobenzoato.
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Figura 4: Espectro de RMN 'H del compuesto 8.

De modo de confirmar la inversiéon del centro estereogénico se comparan los

experimentos de espectroscopia de correlacion homonuclear (H-H) (COSY) de los

epimeros 6 y 8 (figuras 5y 6):

Esquema 12: Estructura de los epimeros 6 y 8.
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Figura 5: Espectro de COSY del compuesto 6.
Como puede observarse, en el compuesto 6 el protéon geminal al alcohol y el protén

geminal al epoxido presentan acoplamiento entre ellos (figura 5) mientras que en el

compuesto 8 no lo hacen (figura 6).
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Figura 6: Espectro de COSY del compuesto 8.

En el esquema 13 se pueden apreciar los modelos en 3D de los epimeros 6 y 8.

Esquema 13: Modelos de bolas y varillas de los compuestos 6 y 8.

Como puede observarse en el esquema 14, la epoxienona 8 presenta la funcionalizaciéon

y el patrén estructural del ntcleo del acido ambtico. Es asi que 8 constituye una
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molécula modelo del mencionado producto natural, confirmando que la metodologia
propuesta para la sintesis enantioselectiva de epoxienonas quirales a partir de cis-
ciclohexadienodioles es valida.?” Con la preparacion de las moléculas 6 y 8 se alcanza
uno de los objetivos especificos generando los ntcleos A y D de epoxienonas (ver

capitulo de objetivos y metodologia).

(@]
"0
OH OH OH
. 8
Acido ambtico
Molécula modelo

Esquema 14: Relacioén estructural entre dcido ambtico y molécula modelo.
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2. Aproximacion a la sintesis de (+) y (-)-bromoxona

Como parte del trabajo de disefio de metodologias para la sintesis de los ntcleos de
epoxienonas se plantea la sintesis total de algunos compuestos naturales relacionados.

El compuesto natural (+)-bromoxona y su enantiémero (-)-bromoxona (esquema 15)
constituyen objetivos sintéticos sumamente atractivos, ya que presentan un ntcleo de
ciclohexenona altamente funcionalizado, con tres centros quirales, y un halégeno en la
posicion o de una enona. (+) y (-)-bromoxona corresponden a los ntcleos de

epoxienona A y B respectivamente (ver capitulo de objetivos y metodologia).

OH oH
(0] (0)
Br Br
(0] (0]
(+)-bromoxona (-)-bromoxona

Esquema 15: Estructura de (+) y (-)-bromoxona.

2.1 Primera ruta hacia la sintesis de (+)-bromoxona.

El andlisis retrosintético de (+)-bromoxona se detalla en el esquema 16.

Br
Br ~OH 1) a-halogenacién OH Deshalogenacion OH Epoxidacién
: > —_— (N
(0] 0 2) Inversiéon (0] o o
O
(+)-bromoxona
Br Br B
r
OH  Modificaciéon de ﬁOH TIodohidroxilacién OH
C > ———————————
o . OH §rupos funcionales  A.Q . OH
H H OH
I 1

Esquema 16: Anadlisis retrosintético para la sintesis de (+)-bromoxona.
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La primera desconexion se realiza a través de la a-halogenacion del sistema enona. La
inversién de la configuracion del carbono 4 puede realizarse mediante la metodologia
de Mitsunobu. La desconexién del grupo halégeno sobre el carbono 3 de la epoxienona
se planea mediante condiciones clésicas de deshalogenacién. El cierre del anillo
oxirdnico se planea mediante un ataque nucleofilico en una iodohidrina. Dicho
intermedio puede generarse a partir de la desproteccién y posterior oxidacién de la
iodohidrina intermedia, la cual puede obtenerse mediante iodohidroxilacién del cis-3-

bromociclohexadienodiol en las condiciones de Prévost. 23-25

La estrategia sintética se detalla en el esquema 17.

B B Br Br
r " 3
OH Proteccion o Prévost /@EOK 1) Desproteccién f: :O ><
OH O>< AcO Y o 2) Oxidacién o~ o
I I
Br OH ol
1) Desproteccién OH  Deshalogenacion Qf Inversién W
2) Epoxidacion o 1 [e) S o 1\
o-halogenacion Br ~OH
_— >
o
(0]
(+)-bromoxona

Esquema 17: Primera aproximacion para la sintesis de (+)-bromoxona.

El material de partida es el cis-ciclohexadienodiol 9 derivado de la biotransformacién
con Pseudomonas putida F39/D de bromobenceno. Este diol se obtiene con un
rendimiento de 1 a 2 g por litro de medio de cultivo con un exceso enantiomérico (ee)
mayor al 99%.8 El diol obtenido se protege con dimetoxipropano en presencia de 4cido

p-toluenosulfénico para dar el compuesto 10 con un rendimiento de 88% (esquema 18).
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Br
Pseudomonas putida F39/D

R=1-2g/Lde
medio de cultivo

Br
9

OH

OH

M e0><
MeO
————————————
p-TsOH
acetona

88%

Br

10

Esquema 18: Obtencién de 10 a partir de bromobenceno.

La sintesis de la iodohidrina 11 se lleva a cabo mediante una reaccién de Prévost sobre
el intermedio 10 (esquema 19). En el caso del compuesto 10 la adicién de iodonio se
produce selectivamente sobre la cara o de la olefina menos sustituida del sistema
dieno. Posteriormente el acetato ataca en la posicion alilica para dar la iodohidrina
correspondiente. La reaccién transcurre con un rendimiento de 87% observandose una
estereoselectividad entre los isomeros 11 y 12 de 99:1 respectivamente, en concordancia

con lo indicado en trabajos previos.2!

Br Br
Br
(@] (@)
o AcOAg, I, N >< . ><
O>< AcOH AcO pH o AcO™ o
87% I I
10 11 (99%) 12 (1%)

Esquema 19: Reaccién de Prévost sobre 10.

Para la remocién del grupo acetato de 11 utilizamos K>COs; en MeOH (esquema 20). La
reaccién transcurre con una conversion de 95% obteniéndose 13 y el epéxido 14. Los
rendimientos obtenidos son variables, siendo el mejor resultado alcanzado para la

obtencion del compuesto desprotegido un rendimiento del 49%.

Br Br Br
KoL IR YK
—_»
AcO Y (0] MeOH HO Y (0] O
i 95% 1 o)

13 (0-49%)

14 (51 - 100%)

Esquema 20: Desproteccién del compuesto 11.
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El compuesto 13 se oxida sin inconvenientes a la enona correspondiente utilizando

acido o-iodoxibenzoico (IBX) con un rendimiento de 92% (esquema 21).

3 fix

92%

HO

[ L
Pt 110

13 15

Esquema 21: Oxidacién del compuesto 13.

Sin embargo, considerando las dificultades encontradas para la preparacion del

compuesto 13 en condiciones de reaccion reproducibles, descartamos esta ruta

sintética.
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2.2 Segunda ruta hacia la sintesis de (+)-bromoxona

2.21 Preparacién del epéxido intermedio comiin.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se plantea la sintesis de (+)-bromoxona

seglin la nueva secuencia retrosintética que se detalla a continuacion (esquema 22):

(+)-bromoxona

: : WOH q- halogenacwn
O

Br

AcO

ILC

OH

Epoxidacion
 —
AcO

\OH

(0]

Br 1) Modificacién de
1) Inversién OH grupos funcionales
| ————— i )
2) Deshalogenacion o 2) Oxidacién
(0]
Br
Br
OH  [odohidroxilacion OH
 —
OH
OH

]

Esquema 22: Andlisis retrosintético para la sintesis de (+)-bromoxona.

La primera desconexion se puede realizar a nivel del halégeno en posicién a al grupo

carbonilo del ntcleo de epoxienona. La inversién de la configuracion del carbono 4 se

obtiene mediante la metodologia de Mitsunobu. La desconexién del halégeno en

posicion B de la enona se planea mediante métodos habituales deshalogenacion. Dicha

enona se obtiene mediante pasos que incluyen oxidacién, protecciéon y desproteccion

del ntcleo de epoxienona. El cierre del anillo oxirdnico se planea mediante un ataque

nucleofilico intramolecular de la iodohidrina acetilada, la cual se sintetiza a partir del

cis-3-bromociclohexadienodiol.

Es de destacar que también es posible plantear una secuencia retrosintética para (-)-

bromoxona a partir de un intermedio comun (I.C.) segtn se muestra en el esquema 23.
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HO"
(6}

(-)-bromoxona

Epoxidacién
————————»
AcO

o Inversion

Br

Pt [0

HO

OH

OH

Br
O 1) Oxidacién OH
———"
2) Desproteccion AcO
() (0]
I.C.
Br
Iodohidroxilaciéon OH
| —
OH

Esquema 23: Analisis retrosintético para la sintesis de (-)-bromoxona.

Este analisis retrosintético comienza con la inversion de la configuracién del carbono 4

mediante la metodologia de Mitsunobu. La oxidaciéon y desproteccion del niacleo de

epoxienona se planean mediante técnicas habituales. El cierre del anillo oxirdnico se

realiza a través de un ataque nucleofilico intramolecular de la iodohidrina que se

puede obtener a partir del cis-3-bromociclohexadienodiol.

Es posible, por lo tanto, plantear una sintesis enantiodivergente de (+) y (-)-bromoxona

a partir del intermedio comtn obtenido a partir del cis-3-bromociclohexadienodiol

(esquema 24).
o OH OH
Br Br ! H
0O  — (0]
E Br
OH OAc O
(-)-bromoxona ILC. (+)-bromoxona

Esquema 24: Intermedio comun para la preparacién de (+) y (-)-bromoxona.

La estrategia planteada para la obtencion del epodxido I.C. a partir del cis-3-

bromociclohexadienodiol se muestra a continuacién (esquema 25).
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Br
i :OH Proteccion O>< Prevost (@: >< Desproteccmn

(0]

i 11118

Br Br

E idacio
OH poxidacion OH

AcO” > TOH ACO

Ll |
o}

ILC.

Esquema 25: Sintesis del intermedio comun (I.C.) a partir del cis-3-bromociclohexadienodiol.

El material de partida para la sintesis del ep6xido I.C. es la iodohidrina 11 previamente
obtenida (esquema 19). El grupo isopropilideno se remueve empleando acido acético
50% obteniéndose 16 con un rendimiento de 94%. El cierre del anillo oxiranico se lleva
a cabo utilizando hidréxido de sodio, en presencia de sulfato acido de tetrabutilamonio
como catalizador de transferencia de fase. El ataque nucleofilico intramolecular da

lugar al ep6xido 17 (I.C.) con un 79% de rendimiento (esquema 26).

Br Br Br
o >< AcOH 50% OH  NaOH, Bu,NHSO, OH
— s 4
Ac0” Y O reflujo AcO” Y OH  CH,CL,DMF (10:1) AO
i 94% I 79% (o)
11 16 17 (LC)

Esquema 26: Desprotecciéon de la halohidrina 11 y epoxidacién de 16.

De esta manera se alcanza la sintesis enantioselectiva del intermedio comtn 17 en 4

pasos a partir del cis-3-bromociclohexadienodiol con un rendimiento global de 57%.
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En el espectro de RMN H del compuesto 17 (figura 7), se puede observar la sefial
correspondiente al protén olefinico en 5.89 ppm, asi como la sefial en 3.65 ppm

correspondiente a los protones del anillo oxirdnico. La sefial en 2.13 ppm confirma la

presencia del grupo acetato.
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Figura 7: Espectro ampliado de RMN H del compuesto 17.
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En el espectro de RMN 3C del compuesto 17 (figura 8), se observan las sefiales en 170.5
y 20.9 ppm correspondientes al grupo acetato. En 125.9 ppm se observan las dos
sefales correspondientes a los carbonos olefinicos. Las sefiales en 54.0 y 524

corresponden a los carbonos del anillo oxirdnico.
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Figura 8: Espectro de RMN 13C del compuesto 17.

Con el epéxido 17 en nuestras manos planteamos una ruta enantiodivergente para la

sintesis de (+) y (-)-bromoxona tal como se indica en el esquema 27.
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Br Br

OGP 1) Oxidacién OH 1) Inversién Br «OH
2) Desproteccién 2) Deshalogenacién/ fo)
HO 0 o 0 a-bromacioén o

GP: grupo protector (+)-bromoxona

Proteccién/ desproteccion

Br
OH
AcO
(0]
17
Oxidacién
Br Br Br
O Desproteccién O  Inversién o
_— _—
AcO HO HO™
(6] (6] (0]

(-)-bromoxona

Esquema 27: Estrategia enantiodivergente para la sintesis de (+) y (-)-bromoxona.

Para la sintesis del compuesto natural (+)-bromoxona la estrategia propuesta comienza
con la proteccion y desproteccion selectiva de los grupos hidroxilo. La posterior
oxidacién del hidroxilo libre dara lugar al ntdcleo de epoxienona halogenada en
posicion B de la enona. La remocién del grupo protector presente en el hidroxilo se
llevara a cabo por métodos tradicionales. La inversiéon de la configuracién del carbono
4 mediante la metodologia de Mitsunobu dard lugar a un ntcleo con el patrén
estructural y la funcionalizacién que presenta (+)-bromoxona. Para alcanzar su sintesis
total es necesaria la remocién del halégeno en posicion B y la subsiguiente bromaciéon

en posiciéon a de la enona.

Para la sintesis de (-)-bromoxona a partir del epéxido 17 el primer paso consiste en la
oxidacioén del hidroxilo libre para obtener una enona halogenada en posicion o. La
inversion de la configuracion del carbono 4 mediante la metodologia de Mitsunobu y
posterior hidrélisis del éster correspondiente dara lugar a (-)-bromoxona

enantioselectivamente.
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2.2.2 Segunda ruta hacia la sintesis de (+)-bromoxona

Para la sintesis de (+)-bromoxona se protege el hidroxilo libre de 17 de modo
diferencial respecto al otro grupo que se encuentra acetilado. El grupo protector del
tipo sililéter permite remover el acetato selectivamente. Para ello utilizamos
clorodimetiltexilsilano en dimetilformamida (DMF) con imidazol como base. La
reaccion de protecciéon transcurre con un rendimiento de 75% obteniendo asi 18. La
remocioén del grupo acetato se lleva a cabo con KxCO; en MeOH dando el epéxido 19

con un rendimiento de 96% (esquema 28).

Br Br Br
H TH TH
o THSCI, Imidazol OTHS K,CO4 OTHS
- -
AcO AcO HO
¢ fo) DMF c fo) MeOH f6)
75% 96%
17 18 19

Esquema 28: Proteccién y desproteccion selectiva de 17.

La oxidacion de 19 se lleva a cabo con acido o-iodoxibenzoico (IBX)1% en DMF para dar

el compuesto 20 con 86% de rendimiento (esquema 29).

Br Br
OTHS IBX OTHS
——
HO DMF O
0 86% 0
19 20

Esquema 29: Oxidacién del compuesto 19.

Como puede observarse en el espectro IR del compuesto 20 (figura 9), la sefal intensa
en 1686 cm corresponde al carbonilo del sistema enona asi como la sefial en 1609 cm-!
corresponde a la olefina conjugada con el grupo carbonilo. Asimismo se observa la

sefial correspondiente al grupo epéxido en 1254 cm-1.
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Figura 9: Espectro IR del compuesto 20.

Las condiciones ensayadas para la desprotecciéon del compuesto 20 se indican en la

tabla 4.

Entrada Reactivos y condiciones Productos
1 HF-Py, THF, 0°Ca T. A., 24 hs 21 (31%)
2 TBAF, THF, -20 °C, 30 min. Descomposicién
3 HF(ac) 48%, CHsCN, T. A., 12 hs. 21 (98%)

Tabla 4: Condiciones ensayadas para la desproteccién del compuesto 20.

Inicialmente se ensayan las condiciones utilizadas habitualmente en nuestro
laboratorio para la remocién de este tipo de grupo protector. Utilizando el complejo
acido fluorhidrico-piridina se obtiene el producto 21 con un rendimiento del 31%
(entrada 1). En un intento de mejorar este rendimiento se emplea fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF) en THF a bajas temperaturas observandose solamente

productos de descomposicion. Las condiciones reportadas por Newton,! 4cido
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fluorhidrico acuoso (48%) en acetonitrilo, permiten obtener 21 con un rendimiento de

98% (esquema 30).

Br
OTHS
HF (ac) 48%
———
o o CH,CN
20 98%

o

21

Br
OH

Esquema 30: Desproteccién del compuesto 20.

La sintesis de (+)-bromoxona implica la inversién de la configuraciéon del carbono 4.

Para ello se utiliza la metodologia de Mitsunobu segtin las condiciones indicadas en la

tabla 5.

Br
OH

Condiciones

21

A
N
Tabla 5

Br

NO,

Esquema 31: Reaccién de Mitsunobu sobre el compuesto 18.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 5:

Entrada Reactivos* Disolvent Temperatura, Productos
es tiempo
1 PPhs, 4c. p-NB, DEAD benceno Reflujo, 1h Descomposicién
2 PPhs, 4c. p-NB, DEAD benceno T. A, 1h Recuperacién MP
3 PPhs, DEAD, ac. p-NB benceno 50 °C, 1h Recuperacion MP
4 TBP, ac. p-NB, DEAD benceno T.A., 1h Recuperacién MP
5 TBP, ac. p-NB, DEAD THF Reflujo, 24h Recuperacion MP

MP: material de partida

*Reactivos escritos en el orden en que son agregados

Tabla 5: Condiciones de Mitsunobu ensayadas para la inversién de 21.

En ninguna de las condiciones ensayadas se obtiene el producto de interés.
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Considerando la imposibilidad de llevar a cabo esta reaccién y teniendo en cuenta la
ruta sintética descrita en el esquema 27, se propone variar el orden original y realizar la
deshalogenacién previo a la reacciéon de inversion. Esto permitird determinar si la
presencia del halégeno contiguo al grupo hidroxilo interfiere en la reaccion de
Mitsunobu.

La remocién del halégeno se lleva a cabo en presencia de un iniciador radicalario
(peréxido de dibenzoilo, 1,1-azobisciclohexancarbonitrilo (ABCC) 0
azobisisobutironitrilo (AIBN)) e hidruro de tributilestafio como agente reductor. La

reaccion se lleva a cabo a reflujo en un disolvente apropiado segiin las condiciones que

Br
Q,OH Condiciones OH
-
) Tabla 6 o
) (@]
21

22

se detallan en la tabla 6.

Esquema 32: Deshalogenacién del compuesto 21.

Entrada | Disolvente Iniciador Eq Temp Tiempo Producto
iniciador

1 THF AIBN 1* Reflujo 8hs 22 (15%)

2 THF ABCC 1* Reflujo 8hs  22(14-31%)
3 THF perdxido de 1 Reflujo 5hs 22 (9%)*

dibenzoilo

4 THF ABCC 1 Reflujo 8hs 22 (56%)

5 THF ABCC/luz 3t Reflujo 48hs 22 (31%)

6 Tolueno ABCC 0.3 Reflujo 2hs  22(16%)

7 Benceno ABCC 1 Reflujo 8hs 22 (15%)

8 Dioxano ABCC 1 Reflujo 7hs  22(30-50%)*

* sucesivos agregados de iniciador hasta alcanzar 1 eq.
fsucesivos agregados de iniciador hasta alcanzar 3 eq.

*con recuperacioén de material de partida.
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Tabla 6: Condiciones ensayadas para la deshalogenacién del compuesto 21.

Las reacciones con ABCC presentan en general mejores resultados que aquellas en las

que se emplea otro iniciador radicalario (entradas 1, 2 y 3). Al mismo tiempo aquellas

llevadas a cabo con ABCC en THF presentan mejores rendimientos que en otros

disolventes (entradas 4, 6, 7 y 8). En lo referente a la cantidad de equivalentes de

iniciador necesarios para que transcurra la reaccién con buenos resultados, se

determina que se requiere de un equivalente al inicio de la misma, ya que no se logran

los mismos resultados con agregados sucesivos en el transcurso de la reacciéon

(entradas 2 y 4). El empleo de luz tampoco mejora los rendimientos de obtencién de 22

(entrada 5). Por lo tanto las condiciones optimizadas para la sintesis del compuesto 22

son las correspondientes a la entrada 4 de la tabla 6, que permiten obtenerlo con 56%

de rendimiento.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 22 (figura 10), se pueden observar las sefiales

correspondientes a la olefina del sistema enona a 6.52 y 5.90 ppm, asi como las sefales

en 3.86 y 3.48 ppm correspondientes a los protones del anillo oxiranico.102
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Figura 10: Espectro de RMN 'H del compuesto 22.
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En el espectro de RMN 13C del compuesto 22 (figura 11), se aprecian las sefiales en
193.2, 145.6 y 125.6 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, asi como

las sefiales en 54.6 y 53.8 ppm de los carbonos del epéxido.
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Figura 11: Espectro de RMN 13C del compuesto 22.

Hasta aqui el compuesto 22 se obtiene en 5 pasos de reaccion a partir del intermedio
17, con un rendimiento global de 34%. Con el fin de aumentar la eficiencia para la

obtenciéon de 22 nos planteamos el disefio de una estrategia diferente.
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2.3 Tercera ruta hacia la sintesis de (+)-bromoxona

Para obtener el intermedio 22 de un modo mas eficiente nos planteamos el siguiente

esquema retrosintético:

~OH a-halogenamon ~OH  Mitsunobu
)
o
O
(+)-bromoxona
Br
OGP
1) Deshalogenacion OH
GPO 0 2) Epoxidacion A cO ¢ OH
I
GP: Grupo protector

O 2) Oxidacién

1) Modificacién de
grupos funcionales
| ———

OH

Br
Todohidroxilacion OH

)
OH

Esquema 33: Analisis retrosintético para la obtencién de (+)-bromoxona.

Esta secuencia retrosintética comienza con la desconexién a nivel del grupo halégeno

del ndcleo de epoxienona. La inversion de la configuracion en carbono 4 se planea a

través del empleo de la metodologia de Mitsunobu sobre el intermedio 22. El nticleo 22

se puede obtener mediante modificacion de grupos funcionales del ep6xido intermedio

y deshalogenacion. El cierre del anillo oxirdnico se planea mediante un ataque

nucleofilico intramolecular de la iodohidrina sintetizada a partir del cis-3-

bromociclohexadienodiol.

Tal como se indica en el esquema 34, se propone obtener el intermedio deshalogenado

a partir del ep6xido 18. La posterior modificacién de grupos funcionales e inversiéon de

la configuracién dara lugar al nicleo de (+)-bromoxona. La bromacién en posicién a. de

la enona permitira obtener enantioselectivamente (+)-bromoxona.
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OTHS Deshalogenac1on OTHS 1) Desproteccion Q/OH
AcO 2) Oxidacion o

(0]
3) Desproteccion

18

B H
1) Inversion H1dr0h51s ! «0

|
2) o-bromaciéon n (0) o)

(+)-bromoxona

Esquema 34: Sintesis de (+)-bromoxona a partir del compuesto 18.

Para la remocioén del halégeno se ensayaron condiciones radicalarias tradicionales.
Para ello se utilizaron ABCC y AIBN como iniciadores radicalarios, hidruro de
tributilestafio como agente reductor y THF como disolvente. En ninguno de los casos

fue posible obtener el producto de interés recuperdandose incambiado el material de

partida (tabla 7).
Br
OTHS OTHS
Condiciones (Q’
N
23
A0 (o} Tabla 7 / A o
18
Esquema 35: Reaccién de deshalogenacion sobre 18.
Entrada Reactivos y condiciones Producto

1 ABCC, HSnBus;, THEF, reflujo, 24 hs Recuperacion MP
2 AIBN, HSnBus, THF, reflujo, 24 hs Recuperacion MP

Tabla 7: Condiciones de deshalogenacién ensayadas sobre 18.
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Ante la imposibilidad de continuar con esta ruta se considera una modificacién que
implica la deshalogenaciéon del compuesto 17 (I.C.) y la posterior manipulaciéon de
grupos funcionales para obtener la epoxienona 22 (esquema 36). La posterior
aplicaciéon de la metodologia de Mitsunobu sobre el compuesto 22 dard lugar a una
epoxienona que presenta la funcionalizacion y el patrén estructural de (+)-bromoxona.

La posterior hidrolisis del éster obtenido permitira obtener (+)-bromoxona de un modo

enantioselectivo.

Deshalogenamon OH 1) Proteccion/ desproteccion OGP Desproteccion
> —_—

AcO 0 2) Oxidacién o 0

17 (I.C.)
Q Invers10n p HIdI‘OllSIS Br ~OH
o
2) o-bromacion Ig fo)
(+)-bromoxona

Esquema 36: Estrategia sintética para la obtencién de (+)-bromoxona.

La deshalogenacion de 17 se lleva a cabo en condiciones radicalarias, utilizando ABCC
como iniciador radicalario e hidruro de tributilestafio como agente reductor. La
reaccion transcurre con rendimiento cuantitativo. La posterior protecciéon del hidroxilo
libre con clorodimetiltexilsilano (THSCI) da lugar al intermedio 24 también

cuantitativamente (esquema 37).

T oAb, ABCC, HSnBu; OH " THSCI, imidazol OTHS
—_—
AcO DMF AcO
o0 © 100% ©
17 23 2

Esquema 37: Deshalogenacién de 17 y su posterior protecciéon como sililéter.

La remocion del grupo acetato se lleva a cabo con K;COs; en MeOH para dar el
compuesto 25 con 79% de rendimiento. Posteriormente la oxidacién se realiza con
acido o-iodoxibenzoico (IBX) dando el ntcleo de epoxienona 26 con 85% de

rendimiento (esquema 38).
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OTHS K,COs, OTHS IBX OTHS

e T

AcO MeOH HO DMF O
o 79% 0 85% o

24 25 26

Esquema 38: Obtencién de 26.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 26 (figura 12), se pueden observar las sefiales
correspondientes a la olefina del sistema enona a 6.40 y 5.85 ppm, asi como las sefales
en 3.69 y 3.39 ppm correspondientes a los protones del anillo oxiranico. En 1.68, 0.92 y

0.22 ppm se observan las sefiales del grupo protector dimetiltexilsililéter.
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Figura 12: Espectro de RMN H del compuesto 26.

En el espectro de RMN 13C del compuesto 26 (figura 13), se observan las sefiales en
193.7, 146.8 y 124.9 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, asi como
las sefiales en 54.4 y 531 ppm de los carbonos del epéxido. Las sefnales

correspondientes al grupo protector se observan entre 34.2 y -2.5 ppm.
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Figura 13: Espectro de RMN 3C del compuesto 26.

La remocién del grupo sililéter empleando &cido fluorhidrico acuoso (48%) en

acetonitrilo permite obtener la epoxienona 22 con 71% de rendimiento (esquema 39)

QOTHS HF (ac) 48% QOH
R
o CH,CN O

71%

Esquema 39: Desprotecciéon del compuesto 26.

De este modo, se alcanza la sintesis de la epoxienona 22 en 5 pasos de reaccion a partir
del compuesto 17 con un rendimiento global de 48%.

La inversiéon de la configuraciéon del carbono 4 de 22 se realiza utilizando la
metodologia de Mitsunobu. En las condiciones indicadas en el esquema 40 se obtiene el

éster 27 con un rendimiento de 63%.
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Benceno
O

” 63% o »

NO,
QGH PPhg, DIAD, éc. p-NB O\ﬂ/@/
W
O
0’ : l

Esquema 40: Reaccién de Mitsunobu sobre el compuesto 22.

Se puede observar en el espectro de RMN 'H del compuesto 27 (figura 14), las sefiales
correspondientes a los protones aromaticos del p-nitrobenzoato se encuentran en 8.32 y
8.24 ppm. Las senales en 6.71 y 6.19 ppm corresponden a la olefina del sistema enona
mientras que la sefial correspondiente al protén geminal del éster p-nitrobenzéico se
observa a 6.05 ppm. Las sefiales de los protones geminales del anillo oxirdnico se

encuentran en 3.90 y 3.59 ppm.
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Figura 14: Espectro de RMN 'H ampliado de 27.

El paso siguiente segin la estrategia planteada en el esquema 36 es la a-halogenacion

del sistema enona del compuesto 27.

NO, NO,
(@) (o]
o) Condiciones Br o)
—
Tabla 8
(0]
(@] (6]
27 28

Esquema 41: a-halogenacién del compuesto 27.

Para ello se ensayaron las condiciones que se indican en la tabla 8.
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Entrada Reactivos y condiciones Productos
1 Bra, CCly, T.A. 28 (50%)
2 Br,, DBU, CH»Cl,, T.A. Descomposicién
3 Br,, DBU, CCly, T.A. Descomposicién
4 Bry, EtsN, CHxClp, -20°Ca T. A. 29 (30-53%) + descomposicién

Tabla 8: Condiciones de a-halogenacién del compuesto 27.

Siguiendo la técnica reportada por Sun y colaboradores,'%3 se obtiene el producto de
interés 28 (esquema 42) sin requerir el agregado de base con 50% de rendimiento
(entrada 1).

El empleo de 1,8-diazabiciclo[5.4.0lundec-7-ano (DBU) como base, descompone la
muestra tanto en diclorometano como en tetracloruro de carbono (entradas 2 y 3). El
tratamiento de 27 con bromo y trietilamina en diclorometano da lugar al compuesto 29
con rendimientos variables de 30 a 53% ademdas de aislarse productos de

descomposiciéon (entrada 4).

~0 Br «O
—_—
OQ son ong
fo) 50% fo)
27 28

Esquema 42: Obtencién del compuesto 28.

Cabe destacar que si se agrega trietilamina, el compuesto 27 se convierte totalmente en
el compuesto 29. Esto nos llevé a postular que las caracteristicas dcidas del protéon en
posicion 4 de esta epoxienona hacen que en presencia de una base se favorezca la

aromatizacion, dando lugar exclusivamente al producto 29 (esquema 43).
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N02 NOZ
0. Br,, Et;N
“0 Br O
- CH,Cl,, -20 °C hasta T. A.
30-53%
o HO
o OH
27 29

Esquema 43: Formacion del compuesto 29.

A continuacién se estudian diferentes condiciones de hidroélisis del éster 28 para
obtener (+)-bromoxona. Para ello debemos tener en cuenta las consideraciones hechas
respecto a la acidez del hidrégeno en posicion 4, por lo que se ensayaron diferentes
condiciones de hidrolisis en medio &cido. Los resultados obtenidos se presentan en la

tabla 9.

Entrada Reactivos y condiciones Productos
1 Resina Dowex 50WX8-200, MeOH:H,O (95:5), 40 °C, 48 hs Recuperacién MP
2 Resina Dowex 50WX8-100, MeOH:H,0(95:5), 40 °C, 48 hs Recuperaciéon MP
3 Lipasa CAL B, MeOH:H>O, 37 °C, 24 hs Recuperacion MP
4 THF:H>O (1:1), p-TsOH hasta pH=2, T.A. 48 hs Recuperacion MP
5 HF (ac) 48%, CHsCN, 0 °C, 24 hs Recuperaciéon MP
6 K>COs, MeOH, T.A., 3 hs 30 (78%)

Tabla 9: Condiciones de hidroélisis ensayadas para la sintesis de (+)-bromoxona.

Ya que ninguna de las condiciones de hidrdlisis ensayadas en medio dcido permiten
obtener el producto de interés (entradas 1 a 5), se intent6 la desproteccion con KoCOs en
MeOH (entrada 6). Sorprendentemente, a pesar de las caracteristicas acidas descritas
previamente para el protén en el carbono 4, el empleo de estas condiciones da lugar a

(+)-bromoxona con un rendimiento de 78% (esquema 44).
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NO,

o Br “OH
K,CO
Br ~O 273 (o)
. \ O
MeOH
(0]
0 TA, 30

78% (+)-bromoxona

Esquema 44: Obtencién de (+)-bromoxona.

En el espectro de RMN !H de (+)-bromoxona (figura 15), se observa la senal
correspondiente al protén vinilico del sistema enona a 7.14 ppm, asi como las sefales

en 3.84 y 3.68 ppm correspondientes a los protones del anillo oxirdnico. La sefial del

protén geminal al hidroxilo se observa en 4.75 ppm.
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Figura 15: Espectro de RMN 'H de (+)-bromoxona.
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En el espectro de RMN 13C de (+)-bromoxona (figura 16), se observan las sefales en
186.8, 144.2 y 123.9 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, asi como

las sefiales en 57.6 y 53.5 ppm de los carbonos del epéxido.

— 18579
— 14415
— 17345
7748
e
7684
— G497
—5743
—53.50

T T T T T T T
a 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0
f1 (ppm)

Figura 16: Espectro de RMN 3C de (+)-bromoxona.

Los datos espectroscopicos obtenidos coinciden con los valores reportados para el

producto natural.5”

Este trabajo constituye la primera sintesis total enantioselectiva de (+)-bromoxona a
partir de derivados de cis-ciclohexadienodioles de origen microbiano.1%* El producto se
consigue en 12 pasos con un rendimiento global de 7% y es un ejemplo del ntdcleo A de

epoxienonas (ver capitulo de objetivos y metodologia).
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2.4 Sintesis formal de (-)-bromoxona

La estrategia sintética planteada para la (-)-bromoxona comienza con la oxidacién del
hidroxilo libre del epéxido 17 (intermedio comtn para ambios enantiémeros). Para ello
empleamos acido o-iodoxibenzoico (IBX) en dimetilformamida para dar el compuesto

31 con 75% de rendimiento (esquema 45).

Br Br
OH IBX O
—_—
AcO DMF AcO
o 75% o
17 31

Esquema 45: Oxidacién del compuesto 17.

Como puede apreciarse en el espectro IR del compuesto 31 (figura 17), la sefial intensa
en 1748 cm-! corresponde al carbonilo del sistema enona asi como la sefial en 1622 cm-!
corresponde a la olefina conjugada con el carbonilo. Asimismo se observa la sefial

correspondiente al epéxido en 1221 cm-.
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Figura 17: Espectro IR del compuesto 31.
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Una vez obtenida la epoxienona 31, es necesaria la desprotecciéon del hidroxilo en el

carbono 4 para su posterior inversion (esquema 46).

Br Br

0 Desproteccion

AcO HO

31 32

Esquema 46: Desproteccién del compuesto 31.

Para ello se ensayaron las condiciones detalladas en la tabla 10.

Entrada Reactivos y condiciones* Productos
1 Lipasa CAL B, 150 rpm, 30 °C, 5 dias 32 (70%)
2 K>COs, 0 °C, 5 minutos 33 (98%)
3 K>CO;3, -50 °C, 5 minutos 33 (83%)
4 Resina Dowex 50WX8-100, T. A., 48 hs 32 (90%) + 34 (3%)

* en todos los casos se utilizé MeOH como disolvente.

Tabla 10: Condiciones para la desproteccién del compuesto 31.

El empleo de la lipasa B de Candida antarctica (CaL B, Novozym 435) permite obtener el
producto de interés con un buen rendimiento pero luego de 5 dias de reaccioén (entrada
1).105

El empleo de K2CO; en MeOH da lugar exclusivamente al producto aromaético 33 con

altos rendimientos como se puede observar en las entradas 2 y 3 de la tabla 10

(esquema 47).
Br Br
O  K,CO,4 i OH
—_—
Ac0” X4 MeOH 50 OH
98%
31 33

Esquema 47: Condiciones de formacién del compuesto 33.

102



Resultados y Discusion

La formacién de este producto puede explicarse por la marcada acidez del hidrégeno
en posicién 4 tal como se indicé anteriormente (esquema 47). La remocién del
hidrégeno acido en las condiciones bésicas en que se realiza la reaccién da lugar a la
apertura del anillo oxirdnico y la posterior aromatizaciéon del anillo de 6 miembros
segliin se muestra en el mecanismo (esquema 48). Se descarta por lo tanto el empleo de

condiciones basicas para la desprotecciéon del grupo acetato.

Br Br Br
o cl) BH OH
H ©) -—
AcO %_} AcO OH AcO OH

33

Esquema 48: Mecanismo de formacién de 33.

Se ensaya también el empleo de una resina acida la cual da la epoxienona 32 con

excelentes rendimientos (90%) observandose la formacién de s6lo 3% del producto 34

(esquema 49).
Br Br Br
O
O Resina Dowex o
+
My
AcO MeOH HO HO "OCH;3
(0] (@) OH
31 32 (90%) 34 (3%)

Esquema 49: Desproteccion del compuesto 31 en medio acido.

El paso siguiente para la obtenciéon de (-)-bromoxona es la inversiéon de la
configuracién del carbono 4. Para ello se somete al compuesto 32 a las condiciones de

Mitsunobu.

Br
Br

O DIAD, PPhy, 4c. p-NB ?

o> O\\“
HO Benceno o

32 35

Esquema 50: Inversién de la configuracién de C4 del compuesto 32.
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Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 11.

Entrada Reactivos Disolvent Temperatur Productos
e a
1 PPhs, 4c. p-NB, DEAD Benceno T. A. Descomposicion
2 PPhs, ac. p-NB, DIAD Benceno T. A. 35 (5%) + descomposicién
3 PPhs, 4c. p-NB, DEAD Benceno Reflujo Descomposicion
4 PPhs, 4c. p-NB, DIAD Benceno Reflujo Descomposicién
5 PPhs, 4c. p-NB, DIAD THF 0 °C a reflujo Recuperacion MP
6 PPhs, Ac. cloroacético, DIAD THF T. A. areflujo Recuperaciéon MP

Tabla 11: Condiciones de Mitsunobu para la inversiéon del compuesto 32.

Las condiciones ensayadas para la inversién no dieron buenos resultados obteniendo
s6lo en las condiciones de la entrada 2 el producto de interés aunque con muy bajo

rendimiento.

Mientras nos encontrabamos realizando el trabajo experimental de esta tesis, Banwell y
colaboradores reportan la sintesis de (-)-bromoxona a partir de cis-ciclohexadienodioles
de origen microbiano como ya se comento en el capitulo de antecedentes (ver secciéon
7.2).50

Se prepar6 a partir de 17 el intermedio 36 con el cual Banwell obtuvo (-)-bromoxona.
Esta se considera entonces una sintesis formal de (-)-bromoxona a partir del intermedio

17 tal como se indica en el esquema 51.

Br Br Br

OH OH 0]
K,CO4 Sintesis formal

—— N
AcO MeOH HO o HO" o
94%

17 36 (-)-bromoxona

Esquema 51: Sintesis formal de (-)-bromoxona a partir del compuesto 17.
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La remocioén del grupo acetato con KoCOs en MeOH permite obtener 36 con 94% de

rendimiento.104
3 Aproximacion a la sintesis de (+) y (-)-epiepoformina y epoformina.
Como parte de la aproximaciéon a la sintesis de epoxienonas y considerando los

resultados obtenidos hasta el momento se plantea una estrategia sintética para la

obtencién de (+) y (-)-epoformina asi como sus epimeros (+) y (-)-epiepoformina a

o 0
HsC H,C
Ke o
OH OH

(+)-epiepoformina  (-)-epiepoformina

partir del cis-3-metilciclohexadienodiol.

0 o)
H,C H,C
(o) Ko
OH

H
(-)-epoformina

Qum

(+)-epoformina

Esquema 52: Estructura de epoformina y epiepoformina.
3.1 Sintesis de (-)-epoformina y (-)-epiepoformina.

En el esquema 53 se ilustra el andlisis retrosintético para la sintesis de los epimeros (-)-

epoformina y (-)-epiepoformina.

o o OH
H;C Inversion H3C Modificacién de H3C
O  — O >
- grupos funcionales
OH OH OAc
(-)-epiepoformina (-)-epoformina
OH
- . - OH
Epoxidacion ~ H3C OH  Jodohidroxilacién
— I > HSC OH
s
OAc

Esquema 53: Analisis retrosintético para la obtencién de (-)-epoformina y (-)-epiepoformina.

La primera desconexion consiste en la inversion de la configuraciéon del carbono 4
mediante la metodologia de Mitsunobu a partir de (-)-epoformina. Dicho compuesto se

planea obtener mediante modificaciéon de grupos funcionales y oxidaciéon del alcohol
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alilico para la obtencién del ntcleo de epoxienona. El cierre del anillo oxirdnico se
planea a través de un ataque nucleofilico intramolecular de la iodohidrina intermedia.
Esta se puede obtener mediante la aplicacién de la metodologia de Prévost sobre el cis-

ciclohexadienodiol derivado de la biotransformacion del tolueno.

La estrategia para la sintesis de (-)-epoformina y (-)-epiepoformina se detalla en el

esquema 54.

CH CH;
3
Proteccton Prevost (@:O >< 1) Desproteccién
_—
>< AcO” Y 7O 2) Epoxidacién
I

CH;, CH;3 CH;,
OH 1) Oxidacién o) Inversion O
_— > _—
2) Desproteccion HO HOY
o o o

AcO

(-)-epoformina (-)-epiepoformina

Esquema 54: Estrategia para la sintesis de (-)-epoformina y (-)-epiepoformina.

El material de partida es el cis-3-metilciclohexadienodiol obtenido de la
biotransformacion de tolueno con Pseudomonas putida F39/D. Este diol se obtiene con
un rendimiento de 1 a 2 g por litro de medio de cultivo con un exceso enantiomérico
mayor al 99%.9 El diol obtenido se protege con dimetoxipropano en presencia de 4dcido

p-toluenosulfénico para dar el compuesto 38 con un rendimiento de 90% (esquema 55).

MeO
CH;,4
Pseudomonas putida F39/D MeO
R=1-2g/Lde —TSOH ><
medio de cultivo acetona
90%

Esquema 55: Biotransformacion de tolueno con P. putida y proteccion de la funcién diol.
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El acetéonido 38 se hace reaccionar en las condiciones de Prévost para obtener las
iodohidrinas 39 y 40 (en proporcién 5:1) con un rendimiento global de 94% (esquema
56). La regio y estereoselectividad obtenidas para estos sistemas son similares a los

reportados en la literatura, en donde se encuentran ampliamente analizados.2!

CH CH;
3 o ACOAg, 12 (@: >< O
+ ><
>< AcOH ACO\“‘ (o)
I

o 949%

e 111 11

38 39 (5:1) 40

Esquema 56: Reaccion de Prévost sobre el compuesto 38.

La separacion de los isomeros 39 y 40 mediante cromatografia en columna, permite
obtener el compuesto 39 con la suficiente pureza para continuar la sintesis. Sobre este
se lleva a cabo la remocion del grupo isopropilideno empleando &cido acético 50% a
50°C para dar el diol 41 con 51% de rendimiento. Para el cierre del anillo oxirdnico se
emplea NaOH en diclorometano con sulfato acido de tetrabutilamonio como

catalizador de transferencia de fase, obteniéndose 42 con un rendimiento de 36%

(esquema 57).
CH; CH; NaOH CH;,3
o AcOH 50% OH  Bu,NHSO, OH
] B
AcO Y O 50°C AcO H OH CHyCL, AcO
: 51% i 36% (o)
39 41 42

Esquema 57: Desproteccion de la halohidrina 39 y epoxidacién.

Tal como se puede apreciar en el espectro de RMN 'H del compuesto 42 (figura 18), la
sefial a 5.19 ppm corresponde a la olefina, la sefial en 5.52 ppm corresponde al protén
geminal al acetato y la de 4.23 ppm corresponde al protén geminal al alcohol alilico.

Las sefiales correspondientes al anillo oxiranico se encuentran a 3.66 y 3.60 ppm.

Asimismo se observa la sefial correspondiente al grupo acetato en 2.14 ppm.
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Figura 18: Espectro de RMN 'H del compuesto 42.

Una vez obtenido el epéxido 42 se procede a la oxidacién del hidroxilo alilico con el fin

de generar el ntcleo de epoxienona. Para ello se emplea acido o-iodoxibenzoico (IBX)

en dimetilformamida. La reaccién de oxidacion transcurre sin

inconvenientes

obteniendo 43 con 91% de rendimiento en una hora a temperatura ambiente. La

posterior remocién del grupo acetato empleando K,COs en MeOH permite obtener (-)-

epoformina (44) con un rendimiento de 74% (esquema 58).1% El compuesto 44

constituye un ejemplo del nticleo C de epoxienonas (ver capitulo de objetivos y

metodologia).

AcO

IB KZCO3

DM MeOH

91"/ 74%
43

(-)-epoformina

Esquema 58: Sintesis de (-)-epoformina.
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En el espectro de RMN 'H de (-)-epoformina (44) (figura 19), se puede observar la senal
correspondiente al protén vinilico del sistema enona a 6.27 ppm, asi como las sefiales

en 3.83 y 3.51 ppm correspondientes a los protones del anillo oxiranico.
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Figura 19: Espectro de RMN'H de (-)-epoformina.

En el espectro de RMN 13C del compuesto 44 (figura 20), se pueden observar las sefiales
en 193.9, 140.4 y 132.5 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, asi

como las sefiales en 54.6 y 53.9 ppm de los carbonos del anillo oxirdnico.
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Figura 20: Espectro de RMN 13C del compuesto 44.

De este modo se alcanza la sintesis total de (-)-epoformina en 6 pasos a partir del cis-3-

metilciclohexadienodiol con un rendimiento global de 7%.106

Para alcanzar la sintesis de (-)-epiepoformina es necesario invertir la configuracién del
carbono 4. Para ello se hace reaccionar el compuesto 44 en condiciones de Mitsunobu
obteniéndose el éster 45 con 59% de rendimiento. La remocién del éster del acido p-
nitrobenzoico con K,CO3; en MeOH transcurre con un rendimiento de 97% (esquema

59).
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o _DEAD, PPh;

ac. p-NB
benceno
u“ 59%

(-)-epoformina

CH,
1<2co3 o
MeOH HO™
97% o
46

(-)-epiepoformina

Esquema 59: Inversion de la configuracion de C4 del compuesto 44.

En el espectro de RMN H de (-)-epiepoformina (46) (figura 21), se puede observar la

sefial correspondiente al protén vinilico del sistema enona a 6.46 ppm, asi como las

sefiales en 3.78 y 3.49 ppm correspondientes a los protones del anillo oxiranico.
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Figura 21: Espectro de RMN 'H de (-)-epiepoformina (46).

En el espectro de RMN 13C de (-)-epiepoformina (46) (figura 22), se pueden observar las

sefiales en 194.6, 139.1 y 134.5 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona,

asi como las sefiales en 57.8 y 53.5 ppm de los carbonos del ep6xido.
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Figura 22: Espectro de RMN 3C de (-)-epiepoformina (46).

De este modo, se consigue la primera sintesis total de (-)-epiepoformina (46) a partir
del cis-3-metilciclohexadienodiol en 8 pasos de reaccién con un rendimiento global de
4% .106 Con la sintesis de (-)-epiepoformina se alcanza uno de los objetivos especificos
planteados en esta tesis, la obtencion del nicleo B de epoxienonas (ver capitulo de

objetivos y metodologia).

Comparando los espectros de COSY de los epimeros 44 y 46, se puede apreciar que en
el compuesto 44 el protén geminal al hidroxilo presenta un acoplamiento con el protén
geminal del epoxido mientras que en el compuesto 46 dicho acoplamiento no se
observa (figuras 23 y 24). Esto se debe a que en el compuesto 44 los mencionados
protones se encuentran en una disposicién syn formando un dngulo correspondiente a

un maximo en la curva de Karplus.102
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Figura 23: Espectro de COSY del compuesto 44.

Por el contrario, en el compuesto 46, los protones geminales al epéxido y al alcohol se

encuentran en disposicién anti, formando un angulo correspondiente a un minimo en

la curva de Karplus.
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Figura 24: Espectro de COSY del compuesto 46.

3.2 Aproximacion a la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina.

Para la sintesis de los productos naturales (+)-epoformina y (+)-epiepoformina se

plantea el siguiente anélisis retrosintético (esquema 60).

O (@)
H5C v Inversion H,C " Modificacion de  H3C oGr
«0 e O I e ——
I grupos funcionales Y OGP
OH OH oGP
(+)-epiepoformina (+)-epoformina
OGP OH
Modificacién de H,C OGP cis-dihidroxilacion H,C OH
| — I 3
grupos funcionales Y “oGp
OGP

Esquema 60: Analisis retrosintético para la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina.
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La primera desconexién se lleva a cabo mediante la inversion de la configuracién del
carbono 4 haciendo uso de la metodologia de Mitsunobu, a partir de (+)-epoformina. El
cierre del anillo oxirdnico se planea mediante un ataque nucleofilico intramolecular del
nudcleo de enona. El sistema enona se planea obtener a partir de la oxidacion del
alcohol alilico del tetraol protegido. Dicho nucleo se puede preparar a partir del cis-
ciclohexadienodiol derivado del tolueno por cis-dihidroxilacién del doble enlace menos

sustituido.

La estrategia propuesta para la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina se

detalla en el esquema 61.

CH CH;, CH;,
} OH 1) Proteccion (0] >< Proteccién/ desproteccion OH
OH 2) cis-dihidroxilaciéon o\ - (0] GPO" < OH
OH OGP
37
CHj CH;,
1) Oxidacién O 1) Desprotecciéon Inversién o)
2) Introduccpn de Ggpo v~ Y0GSs  2) Epoxidacion Ho" ,/i HO .
un grupo saliente OGP (o)
(+)-epoformina (+)-epiepoformina

Esquema 61: Estrategia para la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina.

La proteccion del diol 37 con dimetoxipropano en presencia de acido p-toluensulfénico,
tal como se indic6 previamente, da el diol protegido 38 con un rendimiento de 90%. La
dihidroxilacion del aceténido 38 mediada por tetréxido de osmio da lugar a la
formacion de los productos 47 y 48 en proporcion (67:33) tal como se indica en el

esquema 62.20

MeO CH,
HO, CH;
MeO 0s0,, NMO HO,, 0><
N
_T:OH >< Acetona:H,O (5:1) (o] HO" I o
ace f;na 70% OH
37 38 47 48
(67:33)

Esquema 62: Proteccién del grupo diol y dihidroxilacion.
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El compuesto 47 fue empleado para la preparaciéon de la molécula modelo del 4cido
ambtico, tal como se indica en el capitulo de antecedentes (ver secciéon 4.2) y
constituye el material de partida para la preparacion de la enona 1.41 Por este motivo el
compuesto 48 se encuentra disponible en nuestro laboratorio y es el material de partida
adecuado para la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina. La protecciéon del
sistema diol se lleva a cabo con cloruro de benzoilo y trietilamina en diclorometano de
modo que permita la posterior desproteccion selectiva de los hidroxilos. La reaccion
transcurre con un rendimiento cuantitativo para dar el producto 49 segin el esquema
63. La remocion del grupo isopropilideno se realiza con cloruro ctiprico en acetonitrilo.
El rendimiento de la reaccion es de 51% recuperdndose del material de partida sin
reaccionar. De este modo sucesivas desprotecciones hacen posible obtener el producto

desprotegido 50 cuantitativamente (esquema 63).

CH3 CH3
(o] OH
CH;,4 ><
f:[ BzCl, Et;N o CuCI2 2H,0 o¥ > "on
o >< CH2C12 CHSCN @O o._0
6 100% 100%
48 50

Esquema 63: Proteccion y desproteccion selectiva de los grupos diol del compuesto 48.

Una vez obtenido 50, se procede a la oxidacién selectiva del hidroxilo alilico para
generar el sistema enona. Para ello se utiliza 4cido o-iodoxibenzoico (IBX) en

dimetilformamida obteniéndose 51 con un rendimiento de 92% (esquema 64).

CH; CH;
OH o)
I1BX
W —_— W
o~ > YoH oY > YoH
H DMF
©/go 0._0O 9% ©/go 0._0
50 51

Esquema 64: Oxidacién del compuesto 50.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 51 (figura 25), se puede observar la sefal

correspondiente al protén del sistema enona a 6.94 ppm, asi como las sefiales de los
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protones geminales a los benzoatos en 6.08 y 5.54 ppm. La sefial en 4.96 ppm
corresponde al protén geminal al hidroxilo. Las sefiales correspondientes a los

protones aromaticos se observan entre 7.39 y 8.00 ppm como sefiales multiples

complejas.
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Figura 25: Espectro de RMN H del compuesto 51.

En el espectro RMN 13C del compuesto 51 (figura 26), se pueden observar las sefiales en

197.5, 138.9 y 137.6 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona, lo cual

confirma la oxidaciéon del hidroxilo alilico.
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Figura 26: Espectro de RMN 3C del compuesto 51.

Una vez obtenido el ntcleo de enona, la propuesta sintética implica la introduccién de
un buen grupo saliente en el carbono 6 para lograr el cierre del anillo oxirdnico.

En el afio 2006 el grupo de Martin report6é una reacciéon de epoxidacion intramolecular
con excelentes resultados.1” Tal como se puede observar en el esquema 65, en esta
reaccion se protege selectivamente el alcohol primario con cloruro de benzoilo (BzCl) y
posteriormente se mesila el alcohol secundario. La metandlisis basica del benzoato da
lugar al alc6xido primario que mediante el ataque intramolecular sobre el mesilato da

lugar al ep6xido objetivo.

HO R 1) BzCl, E4ZN, CH,Cl, R
-

0\

HO 2) MsdCl, CH,Cl,
3) MeOH, NaH, CH,,

82%

Esquema 65: Reaccién de epoxidacién reportada por Martin et al.
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Con estos antecedentes se ensayan las condiciones sobre el compuesto 51. La
introduccién del grupo saliente se realiza utilizando cloruro de mesilo y trietilamina en

diclorometano a temperatura ambiente. La reacciéon transcurre sin dificultades con un

rendimiento de 92% (esquema 66).

CH, CHj,
o o
oY > oH MsCl, Et;N o™ Y YoMms
0__0O - 0__0
o CH,Cl, O
92%
51 52

Esquema 66: Mesilacion del compuesto 51.

El compuesto 52 se somete a las condiciones bésicas reportadas por Martin con NaH,
metanol y diclorometano como disolvente (esquema 67). Sin embargo los resultados

obtenidos no fueron los esperados.

CH,
O
CH;
oY . OMs NaH, MeOH o
0.0 7
(6] o
CH,C, HOY ™t

52

Esquema 67: Desprotecciéon y epoxidacion in situ de 52.

Se observa la formacién de un producto de aromatizaciéon 53 y otros productos no

identificados (esquema 68).

CH,
OH

53

Esquema 68: Producto de aromatizacién obtenido.
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También se ensaya la desproteccion de 52 con KoCOs; en MeOH en presencia de éter
corona (18-c-6), de modo de obtener el producto desprotegido para ensayar
posteriormente la epoxidacién a través de un ataque nucleofilico intramolecular.
Tampoco en este caso se obtienen resultados satisfactorios ya que incluso luego de una
semana de reaccioén solo se observa descomposiciéon de la muestra.

Debido a las dificultades observadas para la remociéon de los benzoatos, se plantea
cambiar los grupos protectores por los correspondientes sililéteres. Se recurre al uso de
cloruro de t-butildimetilsilano (TBSCl) en presencia de imidazol y dimetilformamida

como disolvente. En estas condiciones se obtiene el producto disililado 54 con un

rendimiento de 81% (esquema 69).

CH, CH,
©:O>< TBSCI, Imidazol i O><
—_—
HO" Y~ O Di\/[(yF TBSO™ Y~ O
OH 81% OTBS
48 54

Esquema 69: Obtencion del compuesto 54.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 54 (figura 27), se observa la sefal
correspondiente al protén olefinico a 5.42 ppm, asi como las sefiales de los protones
geminales del grupo isopropilideno en 4.44 y 4.27 ppm. Las sefiales en 4.20 y 3.90 ppm
corresponden a los protones geminales de los grupos sililéteres. La sefial
correspondiente a los protones del grupo isopropilideno se observa en 1.38 ppm asi

como las sefiales de los grupos sililéteres a 0.88 y 0.07 ppm.
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Figura 27: Espectro de RMN 'H del compuesto 54.

Para la remocion del grupo isopropilideno las condiciones ensayadas se resumen en la

tabla 12.

Br CH,
(0] OH CH3 CH3
>< Condiciones OH Q
o (o} * % + ><
L HO" ™~ “OH Si_ .
—si— 0./ Tabla 12 6./ /0" Y SOH HO" Y O
S ;Si\/l\ on o

54 55 56 48

Esquema 70: Productos obtenidos en la desprotecciéon de 54.
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Entrada Reactivos y condiciones Productos
1 CuCl,, CH:CN, T.A., 3 hs 55 (11%), 56 (28%), 48 (40%)
2 CeCl;, (COOH),, CHsCN, 4 hs 55, 56,48 *
3 Resina Dowex 50WX8-100, MeOH, T. A., 48 hs 48 (80%)
4 AcOH 50%, 50 °C hasta reflujo, 24 hs Recuperacién MP

* Rendimientos no determinados.

Tabla 12: Condiciones de desprotecciéon ensayadas sobre el compuesto 54.

El empleo de cloruro de cobre (II) en acetonitrilo produce la remocién no selectiva de
los grupos sililados para dar los productos 55, 56 y 48 con rendimientos de 11%, 28% y
40% respectivamente (esquema 70). Cuando se emplea cloruro de cerio (III)1%® la
reaccion se sigue por cromatografia en capa fina y se comparan los resultados con los
patrones obtenidos de la reaccién con CuCl.. Luego de transcurridas 4 hs se obtienen
los mismos productos reportados anteriormente (48, 55 y 56) por lo cual se discontinué
el ensayo.

El empleo de una resina acida remueve los grupos sililéteres sin alterar al grupo
isopropilideno dando lugar exclusivamente al producto 48 (entrada 3). El compuesto
54 no reacciona con acido acético luego de 24 hs con calentamiento desde 50 °C hasta

reflujo (entrada 4).
En nuestro laboratorio se contintan actualmente los esfuerzos para lograr la

selectividad necesaria en dicha desproteccion. Algunos de estos resultados se

comentan en el capitulo de conclusiones y trabajo futuro.
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4 Aproximacioén a la sintesis de (+)-isoepiepoformina

Otra de las epoxienonas naturales reportadas que atrajo nuestro interés es un isémero

de posicién de (+)-epiepoformina denominada (+)-isoepiepoformina (esquema 71).

(+)-isoepiepoformina (+)-epiepoformina

Esquema 71: Relacion estructural entre epiepoformina e isoepiepoformina.

El anélisis retrosintético propuesto se indica en el esquema 72.

CH3 CH3
H;C o 3
~OH Inversion OH
— | ——
HO o £
y o o
(0) O
(+)-isoepiepoformina
CH,
OH CH;3
Epoxidacion 1) Oxidacion OH
|:> |:>
(0] Y OH 2) Iodohidroxilacién
% OH

Esquema 72: Anaélisis retrosintético para la sintesis de (+)-isoepiepoformina.

Este analisis retrosintético comienza con la inversion de la configuracién del carbono 4
de (+)-isoepiepoformina mediante la metodologia tipo Mitsunobu. El ntcleo de
epoxienona se planea obtener a través un ataque nucleofilico intramolecular. La
oxidacion del hidroxilo alilico de la halohidrina correspondiente da lugar al ntcleo de
enona. Esta halohidrina se obtiene por desconexién de la funcionalizacién sobre el
doble enlace menos sustituido del cis-ciclohexadienodiol derivado del tolueno. La

estrategia sintética se detalla en el esquema 73.
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CH3 CH3
CH; o
oH 1) Proteccion >< Oxidacién O><
—_— —_—
2) Iodohidroxilacion ; 7
[ IOH ) HO” Y~ 7O o” Y ©
I I
37
CH; CH,
Desprotecaon /lj:( Ep0x1dac1on OH Inversion ~OH
—_—
: (0) O
i (0] (0]
(+)-isoepiepoformina

Esquema 73: Estrategia para la sintesis de (+)-isoepiepoformina.

La protecciéon del diol 37 se lleva a cabo en forma habitual con dimetoxipropano en
presencia de acido p-toluenosulfénico, para dar 38. El acetoénido 38 se hace reaccionar
con N-iodosuccinimida (NIS) en dimetoxietano: agua (1:1) para dar la halohidrina 57

con 75% de rendimiento segtin ha sido reportado en la literatura.?!

H
CH3 MeO C 3
MeO O><
-TSOH >< DME: HZO HO Y o
acetona (1:1) 1
90% 75%
37 38 57

Esquema 74: Proteccion del sistema diol y formacién de la halohidrina 57.

La oxidacion del hidroxilo alilico se lleva a cabo con acido o-iodoxibenzoico (IBX) en
dimetilformamida para dar 58 con un rendimiento de 70%. El grupo isopropilideno se

remueve con CuCl en acetonitrilo para dar la enona 59 con un rendimiento de 65%.

CH, CH, CH,
(@:O >< IBX Cuc12 OH
— X
HO ; (@) DMF O p CH;CN o) p OH
I 70% 1 65% I
57 58 59

Esquema 75: Preparacion de la enona 59.
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En el espectro de RMN 'H del compuesto 59 (figura 28), se observa la sefal
correspondiente al protén olefinico a 5.93 ppm, asi como las sefiales de los protones
geminales a los hidroxilos en 4.65, y 4.60 ppm. La sefial del protén geminal al iodo se

observa en 4.31 ppm.
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Figura 28: Espectro de RMN H del compuesto 59.

En el espectro de RMN 3C del compuesto 59 (figura 29), se pueden observar las sefiales
en 191.1, 159.7 y 123.9 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona. Las
sefales correspondientes a los carbonos de los hidroxilos aparecen a 74.7y 68.9 ppm

mientras que la sehal del carbono que soporta el halégeno se observa en 28.0 ppm.
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Figura 29: Espectro de RMN 3C del compuesto 59.

La enona 59 se somete para el cierre del anillo oxirdnico a las condiciones utilizadas
previamente, hidréxido de sodio y sulfato acido de tetrabutilamonio como catalizador
de transferencia de fase en diclorometano. Sin embargo en este caso la reaccién no se
produce. Aun manteniendo la reaccién durante un largo periodo de tiempo (una

semana) no se observa formacion del producto de interés recuperandose el material de

partida.
CH; CH,
OH NaOH \ OH
7 "
O ! OH Bu,NHSO, o
§ CH,Cl, (6)
59

Esquema 76: Epoxidacion del compuesto 59.
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Actualmente en nuestro laboratorio se contintian los esfuerzos para lograr el cierre del

anillo oxiranico.

5 Aproximacién a la sintesis de LL-C10037a

LL-C10037a.es una epoxienona particularmente diferente a las descritas hasta el
momento por presentar una funcién enamida en su estructura (esquema 77). Esta
funcionalizacién abre un nuevo campo de aplicacién para la sintesis de compuestos
tipo manumicinas con los cuales se encuentra estrechamente relacionada. Si bien LL-
C10037a. presenta similitudes estructurales con estas manumicinas, cabe destacar que

no presentan un origen biosintético comtn.1%

I
o}, Y
Y © Manumicina A: R= X Bu
OH -
LL-C10037 Manumicina B: R= )\%B
- o H u

Esquema 77: Relacién estructural entre LL-C10037a y las manumicinas A y B.

Como se indica en el capitulo de antecedentes, algunas de las sintesis reportadas hasta
el momento de (-)-LL-C10037a emplean materiales de partida que ya sustentan el
grupo nitrogenado. Nuestra propuesta implica la introduccién de la funcién
nitrogenada en etapas tardias de la sintesis. Esto implica obtener el ntcleo de
epoxienona y luego formar la enamida en posiciéon o de la enona.

La formacién de enamidas a partir de o haloenonas se encuentra reportada por el
grupo de Ma.l0 En esta sintesis ellos proponen el uso de ioduro de cobre (I) como
catalizador para el acople de haluros de vinilo con amidas y carbamatos (esquema 78).
La reacciéon de la enona o halogenada 60 con la carbamida 61 procede a 80 °C en

dioxano utilizando N,N-dimetilglicina como promotor y carbonato de cesio como base,
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para dar el compuesto 62 con 63% de rendimiento. Cabe destacar que en el producto

obtenido no se observa modificacion de la geometria del doble enlace.

(0)

Et0>_<\— Ph

60

N
O.
Cul XJ 61 o

Br
N
\ (@)
N,N-dimetilglicina EtO Ph
Cs,CO;, dioxano 62
80 °C
63%

(\o

Esquema 78: Acople de una enona a halogenada con una carbamida.

Este tipo de acople también ha sido descrito para la sintesis de aminoacidos entre otros

productos.11!

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantea el siguiente esquema retrosintético

para LL-C10037a.

o

H
N.
/& O

OH
LL-C10037q

OH

GPO

0" NH Desproteccion 0" NH "C-N"
J— O > OH ="
HO GPO
(0 (0]
Br
OH '
Epoxidacién Iodohidroxilacién OH
)
GPO M OH
% OH

Esquema 79: Analisis retrosintético para la sintesis de LL-C10037c.

La introduccién de la funcién enamida se puede realizar sobre el ep6xido intermedio

por enamidacién del bromuro vinilico proveniente del nacleo de epoxienona. El cierre

del anillo oxirdnico se planea mediante un ataque nucleofilico intramolecular de la

iodohidrina correspondiente. Dicha iodohidrina se obtiene mediante la aplicaciéon de la

metodologia de Prévost sobre el cis-3-bromociclohexadienodiol de partida segtn ya se

ha descrito previamente (ver secciéon 2.1, esquema 19).
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Sobre el epoxido 17 se planea realizar la introduccién de la funciéon enamida. Este
constituye un excelente material de partida ya que presenta la funcionalizacién
requerida para obtener la molécula objetivo a través de unos pocos pasos de sintesis.

Por lo tanto, la estrategia propuesta para la sintesis de LL-C10037c a partir de 17 se

detalla a continuacién (esquema 80).

OH OH (o]
r
O)\q Enamidacién O)\q \n/ Oxidacién O):J \n/
" - - G le) _— " (0]
6Ac C=)Ac 6Ac
17
o H
N
Desprotecciéon O, 0
_—>
OH
LL-C10037c

Esquema 80: Estrategia sintética para la preparacion de LL-C10037a. a partir de 17.

Para la introducciéon de la funcién enamida sobre el nticleo de epoxienona 17,
inicialmente se ensayan las condiciones reportadas por el grupo de Buchwald en el afio
2003.112 La reaccion se lleva a cabo en tolueno a reflujo, catalizada por cobre (I) y

requiere de la presencia de un ligando nitrogenado y K2COs; como base (Esquema 81).

OH H OH
H N - H
Br AN N
- o 5% mol Cul, N -
Oy, + )J\ H v o Ol
’ NH, A o

(E)AC K,COg, tolueno, A CE)AC
17

Esquema 81: Reaccién de enamidacion de 17.

Si bien no se obtuvo el producto esperado, los compuestos obtenidos se indican en el

esquema 82 y las condiciones utilizadas se presentan en la tabla 13.
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?H (6] ?Ac ?AC
o T T o::[jfm .ot
(é)Ac Lj 0 Ly, KyCOs éAc (i)Ac
17 Tolueno 63 64

Esquema 82: Productos obtenidos de la reaccion de enamidacién sobre 17.

Entrada Reactivos Disolvente Base Productos
1 Cul, Acetamida, L1 tolueno KoCOs 63 (10%), 64 (8%), 65 (5%)
2 Cul, Acetamida, L2 tolueno KoCOs 63 (12%), 64 (10%), 65 (9%)

L1: N,N’-dietiletilendiamina; L2: N,N’-dimetietilendiamina

Tabla 13: Condiciones de enamidacion del compuesto 17.

Cuando el compuesto 17 es sometido a las condiciones reportadas por Buchwald los

productos obtenidos son los ep6xidos 63, 64 y 65 (esquema 82).

En el afio 2004 el grupo de Ma!l? publica una variante de la estrategia de Buchwald en

la cual se emplea N,N-dimetilglicina como ligando nitrogenado, carbonato de cesio

como base y dioxano como disolvente.l’0 En este trabajo se estableci6 que la

introduccion de estas variantes mejora notoriamente los resultados obtenidos

previamente por el grupo de Buchwald.

Por lo tanto se decidi6 ensayar estas condiciones sobre 17 (esquema 83).

N
- OH

Dioxano

Cs,CO, OAc OAc OAc OH

Esquema 83: Enamidacion del compuesto 17.

Tampoco en estas condiciones fue posible obtener el producto de interés. Se aislan los

mismos compuestos obtenidos anteriormente junto con el producto desacetilado 66.
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Considerando la posibilidad de que la presencia de un hidroxilo libre estuviera
interfiriendo con el desarrollo de la reaccién se decide ensayar el acople de la funcién
amida sobre 18 (esquema 84).

Las condiciones ensayadas se detallan en la tabla 14.

OTHS O THSO

o X
.
7 (T

Ohc QI\ Cs,CO,,

18

Om

Dioxano o Tolueno

Esquema 84: Reaccién de enamidacién sobre 18.

Entrada Reactivos Disolvente Base Productos
1 Cul, Acetamida, L3 Tolueno KoCOs Recuperacién MP
2 Cul, Acetamida, L3 Tolueno Cs,CO;5 Recuperacion MP
3 Cul, Acetamida, L3 Dioxano Cs,COs5 Recuperaciéon MP

L3: N,N-dimetilglicina

Tabla 14: Condiciones de enamidacién de 18.

Estas condiciones tampoco permiten obtener el producto objetivo y luego de 24 hs a
110 °C se recupera el compuesto 18 incambiado.

Si bien en este tltimo caso no se obtuvo ningtn producto, observando los resultados
obtenidos sospechamos que la presencia de grupos acetato y/o hidroxilos libres en la
molécula podrian no ser adecuados para el desarrollo de esta reaccién, ya que los
compuestos aislados son productos o bien de acetilaciéon de hidroxilos libres o bien de
desacetilacion.

Se procede entonces a la proteccién del hidroxilo libre del compuesto 19 con un grupo
que pueda ser removido selectivamente, de modo de poder realizar posteriormente las
modificaciones necesarias al nticleo con el fin de preparar LL-C10037a.

Para ello se emplea cloruro de p-metoxibencilo (PMBCI). La reacciéon transcurre con un

rendimiento de 18% (esquema 85). Este rendimiento no fue optimizado ya que solo se
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necesitaban pequefias cantidades de 67 para ensayar la reaccion de acoplamiento con

acetamida.
OTHS OTHS
B Br g
o PMBC], NaH . Br
0/4». > O),‘

H THF H

OH 18% OPMB
19 67

Esquema 85: Proteccién de 19 con cloruro de p-metoxibencilo.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 67 (figura 30), se observa la sefal
correspondiente al protén vinilico a 6.01 ppm, asi como las sefiales de los protones
geminales en 4.68, y 4.60 ppm. La sefal del protén geminal al p-metoxibencilo se
observa en 4.29 ppm asi como las sefales de los protones aromaticos en 7.29 y 6.89
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Figura 30: Espectro de '"H RMN del compuesto 67.

Una vez obtenido el compuesto 67 se ensaya el acople con acetamida pero tampoco en
este caso es posible obtener el producto deseado. Luego de 48 hs a 80 °C se recupera el

material de partida (esquema 86).

OTHS O THSQ
N

~ Br
Cul \"/

S 4 NH w

W 2 O)
0@ = @ o
z (o)
OPMB | PMB

/N\)J\ OH CSZCO3,

Dioxano

Qum

Esquema 86: Reaccion de enamidacién del compuesto 67.

Considerando las dificultades encontradas hasta el momento en la introduccién de la
funcién enamida se decide intentar el acople sobre la epoxienona 32, la cual presenta el

nucleo estructural de LL-C10037o. Este acople habia sido descartado debido a la
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evidencia de aromatizaciéon en medio bésico y a la presencia de un hidroxilo libre.

Igualmente se intenta el acople considerando que es un intermedio avanzado para la

sintesis total de LL-C10037c..

La epoxienona 32 se somete a las condiciones de Ma ensayadas previamente para el

acople con acetamida (esquema 87). Lamentablemente tampoco fue posible obtener el

producto esperado.

(0)

'
O/,'

32

Br

0]

—

CuI, NHZ

S,

7

| o
N esco,

Dioxano

N
o 7‘/

LL-C10037a

Esquema 87: Reaccién de enamidacion del compuesto 32.

El producto aislado es la enona 68, constatandose la apertura del anillo oxiranico.

\\
O/,'

32

Br

O
CU.I, NH2
| O
_ N\)J\OH C52C03,
Dioxano

H (o)
Br
H"™
HO"
OH
68

Esquema 88: Formacion del producto 68.

También se intenta la reaccion de la epoxienona 32 con benzamida segin el esquema

89. Tampoco en este caso fue posible obtener el producto deseado, sino solo productos

de descomposicion.
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O
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| O
OH H
32 /NJJ\OH 20 OH

\
O,,

Dioxano

Esquema 89: Reaccién de enamidacién del compuesto 32.

Lamentablemente, todos los esfuerzos sintéticos realizados no permitieron obtener
intermedios avanzados para la sintesis de LL-C10037a. El estudio de nuevas
metodologias para la sintesis de ésta epoxienona ha quedado planteado como parte del

trabajo a realizar en el futuro.
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6 Sintesis de (-)-gabosina A

Si bien la (-)-gabosina A no pertenece al grupo de epoxienonas quirales naturales,
presenta similitudes estructurales con las mismas, por lo cual nos interesamos en su
preparaciéon. A partir del intermedio 51 previamente preparado (esquema 64) se
remueven los grupos benzoato con KoCO; en MeOH obteniendo (-)-gabosina A con

54% de rendimiento (esquema 90).

CH,
0] CH,4
- ey

oY > YoH K,CO,
@/g 0.__0 HO" > “OH

o 5 MeOH -
54%
51

69
(-)-gabosina A

Esquema 90: Preparacion de (-)-gabosina A.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 69 (figura 31), se observa la sefal
correspondiente al protén en 8 del sistema enona a 6.74 ppm, asi como las sefiales de
los protones geminales de los hidroxilos en 4.38, 4.31 y 3.72 ppm. Las sefiales de los
protones en posicién 5 y 6 presentan entre ellos una constante de acoplamiento de 10.0

Hz lo cual indica la disposicién anti entre ellos.102
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Figura 31: Espectro de RMN H del compuesto 69.

En el espectro RMN 13C de (-)-gabosina A (figura 32), se observan las sefiales en 200.5,

143.0 y 136.9 ppm correspondientes a los carbonos del sistema enona. Las sehales

correspondientes a los carbonos de los hidroxilos aparecen a 75.1, 73.9 y 67.4 ppm y el

metilo en 15.6 ppm. Los valores de desplazamientos quimicos observados se

corresponden con los valores reportados para el producto natural.$3
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Figura 32: Espectro de RMN 3C del compuesto 69.

La sintesis de (-)-gabosina A se realiza en 6 pasos a partir del cis-3-
metilciclohexadienodiol, constituyendo la primer sintesis total de (-)-gabosina A a

partir de este material de partida.10
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7. Determinacién de actividad leishmanicida de epoxienonas.

En esta seccidon se presentan los resultados obtenidos durante una pasantia de tres
meses realizada en el Centro de Investigaciones Biol6gicas del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) de Madrid bajo la direccién del Dr. Luis Rivas.

El grupo del Dr. Rivas cuenta con una amplia experiencia en el estudio de mecanismos
de acciéon de compuestos antileishmanidsicos. Desde el ano 1994 se enfoca hacia el
estudio de nuevas herramientas quimioterapéuticas y su mecanismo de accién, con un
especial énfasis en aquellas que acttan perturbando el metabolismo energético del
parésito, ya sea a través de la permeabilizacion de la membrana plasmatica, como
inhibiendo la principal fuente de ATP en Leishmania spp., la fosforilacion oxidativa. Con
este proposito, se han disefiado herramientas rdpidas de screening basadas en la
medida de los niveles intracelulares de ATP libre, en tiempo real y con pardsitos vivos,

de Leishmania transfectada con una forma citopldsmica de la luciferasa.!3
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7.1 Determinacién de compuestos activos frente a Leishmania spp.

Los compuestos sobre los cuales se ensay6 la actividad leishmanicida se indican en el

esquema 91.

Br Br Br Br Br
Q,OH /@,oms /@,oms Q,oms Q,on
AcO o AcO o HO o (@) o (@) 0
17 18 19 20 21
OH OH OTHS OTHS
(@) : I AcO : I AcO : I HO : I
(@) (@) O O

22 23 24 25

NO,
OTHS Br Br
© 0 OéQ o AO HO
o (o] (o)
27 31 32

26

Esquema 91: Compuestos ensayados para determinacién de actividad leishmanicida.

Inicialmente se llev6 a cabo el estudio sistematico de la inhibiciéon de la proliferacién en
promastigotes y amastigotes axénicos de L. donovani y L. pifanoi, respectivamente,
medida mediante inhibicién de la reduccién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio (MTT).114

Se comienza realizando un ensayo de viabilidad en amastigotes de L. pifanoi, la forma
de interés clinico, a una concentraciéon de 50 uM como “cut off” inicial ya que ésta se
considera la concentracién minima aceptable para seguir adelante con los estudios.

Se incuban los parasitos a 32 °C con los compuestos durante 4 hs a una densidad
celular de 20 x 10¢ cél/mL. Posteriormente se colocan los parasitos que estuvieron en
contacto con los compuestos en medio nuevo y se incuban a la misma temperatura
durante 5 dias. Luego se mide la proliferacion mediante la reduccién de MTT. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 33.
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Figura 33: Ensayo de viabilidad (4 hs) y proliferacion (5 d) en amastigotes de L. pifanoi.
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De este estudio se concluye que 9 de los 13 compuestos ensayados son capaces de
producir la muerte de més del 80% de las leishmanias.

Posteriormente se procede a hacer el estudio de viabilidad sobre promastigotes de L.
donovani, la forma infectiva del parasito, también realizando un cut off a 50 uM por los
mismos motivos expuestos para amastigotes. Para ello se procede a la incubaciéon de
los parasitos a 27 °C con los compuestos durante 4 hs a una densidad celular de 20 x 10¢
cél/mL. Luego de transcurridas 4 hs se colocan los parasitos que estuvieron en
contacto con los compuestos en medio nuevo y se incuban a la misma temperatura

durante 72 hs. Los resultados obtenidos se indican en la figura 34.
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Figura 34: Ensayo de viabilidad (4 hs) y proliferacién (72 hs) de promastigotes de L. donovani.
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De este ensayo se concluye que los mismos 9 compuestos tienen actividad
leishmanicida sobre la forma promastigote del parasito. Los compuestos que resultaron
activos tanto sobre amastigotes como sobre promastigotes son 18, 19, 20, 21, 22, 31, 32,
26y 27.

Una vez seleccionados los compuestos activos se procede a la determinacién de sus
LC50 (concentracion letal para el 50% de la poblacién). Para ello se ensaya un rango de
concentraciones de estos compuestos, repitiendo los procedimientos de incubacién
para amastigotes y promastigotes.

Para amastigotes los resultados obtenidos se muestran en la figura 35.
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Figura 35: Determinacién de LC50 sobre amastigotes de L. pifanoi de los compuestos activos.

Los resultados para promastigotes se muestran en la figura 36.
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Figura 36: Determinaciéon de LC50 sobre promastigotes de L. donovani de los compuestos

activos.

Con los datos obtenidos se determinaron las LC50 de los compuestos activos. Los
valores se presentan en la tabla 15. Cabe mencionar que el compuesto 18 fue
descartado por presentar valores no concordantes con los obtenidos en el ensayo de

proliferacion.
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Compuesto | Amatigotes L. pifanoi Promastigotes L. donovani
LC50 (uM) LC50 (uM)
19 =23 26.2+0.87
20 54 £0.13 8.6+0.15
21 1.8+0.01 9.76 £1.37
22 79+0.12 N.D.
26 8.9+0.29 N.D.
27 0.4 £0.06 2.88+0.17
31 81715 21.0+£1.7
32 0.4 £0.004 4.47 +0.48
Miltefosina 0.3115

N.D.: No determinado

Tabla 15: LC50 de los compuestos activos sobre Leishmania.

Los compuestos 20, 27 y 32 son los compuestos que presentaron mayor actividad
leishmanicida.

Simultdneamente, se realiz6 un estudio de toxicidad en células de estirpe macrofagica
murina (RAW 264.7). Para esto se incuban los macréfagos a 37 °C con los compuestos
durante 4 hs a una densidad celular de 10> cél/mL. Luego de transcurridas 4 h el
medio de incubacién con los productos es retirado y reemplazado por medio de cultivo
fresco donde se incuban a la misma temperatura durante 72 hs. Los valores de

toxicidad (LC50) obtenidos para macréfagos se presentan en la tabla 16.
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Compuesto RAW 264.7 LC50
19 13.7 £1.87
20 30.6+24
21 1.45 £ 0.69
22 3.3+£0.96
26 25+0.44
27 3.05 £ 0.001
31 5.6+0.2
32 488+1.1

Tabla 16: LC50 en macréfagos de los compuestos con actividad leishmanicida.

Los compuestos que presentaron menor toxicidad sobre macréfagos son 19 y 20. Con
los datos de toxicidad, tanto en parasitos como en macréfagos, se elaboré el indice
terapéutico (L.T.= LCso en macréfagos/LCsoen leishmanias) que se presentan en la tabla
17. Esta herramienta nos permite determinar cuales son los compuestos con mejores

valores de actividad y menor toxicidad.

Compuesto | Indice terapéutico (LCsoen macréfagos/LCso en leishmanias)
Amastigotes L. pifanoi Promastigotes L. donovani
19 0.6 0.5
20 5.7 3.6
21 0.8 0.1
22 0.4 N.D.
26 0.3 N.D.
27 7.6 1.1
31 0.7 0.3
32 12.2 1.1

N.D.: No determinado
Tabla 17: Indice terapéutico de los compuestos ensayados.
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Segun los datos obtenidos identificamos 3 compuestos candidatos a ser estudiados en
profundidad debido a la capacidad leishmanicida y baja toxicidad sobre macréfagos

que presentan. Estos son los compuestos 20, 27 y 32.

Br

O orns Q YQ f;r

20 (I.T.: 5.7) 7 (LT.: 7.6) 32 (LT.: 12.2)

Esquema 92: Compuestos con mayor indice terapéutico.

7.2 Estudio del mecanismo de acciéon de epoxienonas sobre Leishmania spp.

Para el estudio del mecanismo de accién de estos compuestos se realizaron una serie de
ensayos desarrollados en el laboratorio del Dr. Luis Rivas. Las principales dianas
terapéuticas para Leishmania son: la membrana plasmatica y el metabolismo energético.

Por lo tanto se procedi6 a estudiar ambos aspectos.

7.2.1 Estudios sobre la membrana plasmatica de Leishmania spp.

Inicialmente se estudi6 la capacidad de los compuestos de alterar la integridad de la
membrana plasmatica. Para ello se emplea la sonda fluorescente SYTOX Green, una
sonda de alto peso molecular (600 kD), incapaz de atravesar la membrana plasmatica
intacta, con gran afinidad por acidos nucleicos y que presenta la propiedad de
fluorescer al unirse al ADN. El fundamento de este estudio se basa en que si los
compuestos son capaces de permeabilizar la membrana plasmatica, produciendo
lesiones de tamafo suficiente como para que a través de ellas penetre el SYTOX, la
sonda accedera al interior celular, se uniré a los acidos nucleicos y emitira fluorescencia
a 524 nm al excitarse a una longitud de onda de 504 nm. Registrando la variacién de la
fluorescencia con un fluorimetro puede determinarse si el mecanismo de accién de los
compuestos ensayados es a través de la disrupcion de la membrana plasmatica de
Leishmania. Este ensayo se realiza en placas de ELISA opacas de color negro para que

no difunda la fluorescencia de un pocillo a otro.
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El ensayo consta de tres etapas:

1) Se determina la fluorescencia de los parasitos en presencia de SYTOX (deberia
ser cero si las células se encuentran en buen estado)

2) Se afiaden los compuestos a ensayar y se dejan en contacto los pardsitos con los
compuestos por 20 minutos. Durante este tiempo se registra la fluorescencia de
la muestra.

3) Se agrega a todos los pocillos Triton X-100 al 0.1%, un tensoactivo capaz de
romper la membrana plasmatica de las células. De este modo se obtiene el 100%

de fluorescencia necesario para la normalizacién de los datos.

Los valores de fluorescencia obtenidos para una concentracién por encima del LC50 se

indican en la figura 37.

Figura 37: Valores de luminiscencia obtenidos para una concentraciéon 12.5 puM de los

compuestos.

Los resultados obtenidos indican que ninguno de los compuestos permeabiliza la

membrana de manera suficiente como para que penetre el SYTOX. Sin embargo, cabe
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la posibilidad de que los compuestos en estudio produzcan pequefias lesiones,
insuficientes para permitir el paso de una molécula de 600 dalton como el SYTOX. Por
este motivo, se estudi6 la integridad de la membrana de los pardsitos mediante la
monitorizacién del potencial de membrana.

Para ello se hace uso de la sonda fluorescente aniénica Bisoxonol. En condiciones
normales el Bisoxonol no es capaz de insertarse en la membrana plasmaética debido a
que el potencial de membrana es negativo. Si los compuestos son capaces de
despolarizar el potencial de membrana, éste se hace mas positivo y permite la inserciéon
de la sonda, la cual fluoresce una vez dentro del ambiente lipidico de la membrana,
utilizando para ello las longitudes de onda de excitacién y emisién de 535 y 560 nm,
respectivamente.

Este ensayo consta de tres etapas:

1) Se determina la fluorescencia de los parasitos en presencia de BISOXONOL
(deberia ser cero si las células se encuentran en buen estado)

2) Se afiaden los compuestos a ensayar. Se dejan en contacto los parésitos con los
compuestos por 20 minutos. Durante este tiempo se registra la fluorescencia de
la muestra.

3) Se agrega a todos los pocillos el péptido membrana-activo CA(1-8)M(1-18)
[CAME], a una concentraciéon de 5 pM, un compuesto capaz de alterar el
potencial de membrana de las células. De este modo se obtiene el 100% de

fluorescencia necesario para la normalizacién de los datos.

Los valores de fluorescencia obtenidos se indican en la figura 38.
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Figura 38: Graficas de despolarizacion de membrana con Bisoxonol.

Como puede apreciarse en las gréficas de la figura 38, ninguno de los compuestos

ensayados es capaz de modificar el potencial de membrana de Leishmania.
Con estos resultados puede concluirse que el mecanismo de accion de estas

epoxienonas no esté relacionado con la alteracion de la permeabilidad de la membrana

plasmatica del paréasito.
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7.2.2 Estudios sobre el metabolismo energético de Leishmania spp.

Se determino la capacidad de los compuestos 20, 27 y 32 en lo que respecta a:

i) Disminucion de los niveles intracelulares de ATP.
if) Despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial.
iii) Inhibicién de la fosforilacion oxidativa.

Para el estudio de la disminucién de los niveles intracelulares de ATP in vivo se
emplean promastigotes de Leishmania donovani transfectadas con el gen de la luciferasa
de luciérnaga (células 3-Luc). El sistema se basa en la monitorizacién in vivo de los
cambios en los niveles intracelulares de ATP, mediante luminiscencia.l13

Los parésitos se incuban con un éster de luciferina (D-luciferina-[1-(4,5-dimetoxi-2-
nitrofenil) etil éster]), capaz de atravesar las membranas celulares, ya que la luciferina a
pH fisiolégico atraviesa con dificultad la membrana plasmética. Una vez dentro, se
hidroliza este éster por las esterasas presentes en el citoplasma, liberando la luciferina.
El mencionado éster se agrega en exceso, permitiendo que la reaccion de luminiscencia
llevada a cabo en el citoplasma del parédsito tenga como factor limitante el ATP
intracelular.

En lineas generales, la actividad catalizada por la luciferasa se divide en dos reacciones
(esquema 93): la primera reacciéon (activaciéon) es la formacion de D(-)-luciferil
adenilato a partir de D(-)-luciferina, ATP y Mg?*, formandose el complejo luciferasa-
luciferil-AMP con liberacién de pirofosfato inorganico. Finalmente el luciferil adenilato

unido a la enzima es oxidado produciéndose oxiluciferina, CO,, AMP y un fotén.

ATP 0,

o)

HO S, N COO HO s, N C-amp k» -0 s, NP
4 —— U —_— 'y

=T S T~ S T—~<T L,

Luciferina PPi luciferasa-luciferil-AMP . , co,+ AMP Oxiluciferina

Esquema 93: Reaccién de luminiscencia catalizada por la luciferasa de P. pyralis.

El papel del sistema luciferasa-luciferina como indicador de los niveles de ATP permite

su utilizacion en la evaluacién de compuestos antibioticos o citotéxicos que afecten los
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niveles intracelulares de ATP.1¢ Su actividad luminiscente permite el seguimiento de

su actividad con precisién y alta sensibilidad.

Para realizar el ensayo se mide inicialmente la luminiscencia de promastigotes de
Leishmania donovani transfectadas con el gen de la luciferasa a una concentracién de 20
x 106 cél/mL. Una vez que la sefial de luminiscencia se estabiliza, se agregan los
compuestos a ensayar y se mide la variacién de la luz emitida. Esta variacién es
directamente proporcional a la disminucion del ATP intracelular.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 39.
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Figura 39: Datos de luminiscencia obtenidos para los compuestos 20, 27 y 32.
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Con los datos obtenidos se puede concluir que todos los compuestos, principalmente a
concentraciones altas, provocan una disminucién de la luminiscencia emitida. Esto
podria deberse a dos motivos: que los compuestos actien a nivel de la sintesis de ATP
o que los compuestos sean capaces de inhibir la luciferasa. Por lo tanto, se procede a

estudiar la capacidad inhibitoria de los compuestos sobre la enzima en cuestion.

Se incuban las células 3-Luc con los compuestos 20, 27 y 32 durante 1 hora en placa
negra, son lisadas con Triton X-100 (0.1% final) y se les afiade 10 pL de una solucién de
ATP (4 mM) y luciferina (250 uM). Si los compuestos acttian inhibiendo la enzima, las
celulas lisadas no deberian emitir luminiscencia. El compuesto CA(1-8)M(1-18)
(CAME) se usa como control negativo ya que no inhibe directamente a la enzima
luciferasa.

Los resultados obtenidos se indican en la figura 40.

Figura 40: Determinacion de la capacidad de inhibicion de la luciferasa de los compuestos

ensayados.

Con los datos obtenidos se puede concluir que el compuesto 20 no inhibe la luciferasa
mientras que los compuestos 27 y 32 presentan una leve inhibicién de la misma. Por lo
tanto, podemos concluir que la disminucién de la luminiscencia observada en los
estudios con el sistema luciferina-luciferasa se debe, principalmente, a la inhibicion de

la sintesis de ATP intracelular producida por los compuestos ensayados.
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La caida en los niveles intracelulares de ATP responde a una alteraciéon de su sintesis,
ya que su pérdida como consecuencia de la permeabilizacién de la membrana
plasmatica qued¢ descartada anteriormente. La glucélisis en los parasitos de
Leishmania juega un papel minoritario en la bioenergética de la célula, siendo la
fosforilaciéon oxidativa, realizada en la tnica mitocondria del paréasito, la principal
responsable de la sintesis de ATP. Por ello, el siguiente paso consisti¢ en el estudio del
potencial electroquimico de la membrana mitocondrial, considerado como uno de los
mejores pardmetros para valorar la funcionalidad de este organelo. Para ello se utilizé
la sonda catiénica fluorescente rhodamina 123, la cual se acumula selectivamente en la
mitocondria de la célula en funcién del potencial de membrana del organelo. De esta
manera, a medida que el potencial de mitocondria se despolariza y se hace menos
negativo, debido a la acciéon de un compuesto téxico, la rhodamina 123 se acumulara
en menor grado. El monitoreo de este proceso se lleva a cabo por citofluorimetria,
utilizando las longitudes de onda de excitaciéon y emisiéon de 507 y 529 nm,

respectivamente.

La rodamina es capaz de fluorescer cuando se encuentra en la membrana mitocondrial.
Para ello se hace un blanco midiendo la fluorescencia de células sanas incubadas con
Rodamina 123. Al mismo tiempo se hace un control positivo de despolarizacién total

con cianuro de potasio (figura 41).

- -:_ z L
g ey | Control KCN 10 mM
g {w | Mean: 985 Mean: 3.35
T ,' L R PR S -:ﬂ-‘“».-.-.ﬁl‘,A e -rhrr e .
'“ Fluorescencia (a.u.) Fluorescencia (a.u.)

Figura 41: Blanco y control positivo de parasitos con Rodamina 123.
Posteriormente se mide la fluorescencia de parasitos incubados con los compuestos 20,

27 y 32. Los resultados obtenidos para el compuesto 20 se detallan en la figura 42.
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Figura 42: Citometria de Leishmanias tratadas con el compuesto 20.

En esta figura se puede ver que el compuesto 20 altera la funcionalidad de la
mitocondria, quedando por tanto afectada la fosforilacion oxidativa llevada a cabo en
este organelo. Las citometrias de los compuestos 27 y 32 no se muestran ya que los
mencionados compuestos se unen a Rhodamina generando un artefacto que no

permite determinar correctamente los valores de flourescencia.

Una vez determinado que el mecanismo de accién de los compuestos ensayados se
encuentra relacionado con la sintesis mitocondrial de ATP se procedié al estudio de la
inhibiciéon selectiva de complejos enzimaticos de la cadena respiratoria, para
determinar si actdan a nivel de la fosforilacion oxidativa, principal mecanismo de
obtencion de ATP en parasitos de Leishmania. Para ello se estudia la tasa de consumo
de oxigeno de promastigotes de L. donovani en presencia de los compuestos a ensayar y
de una serie de sustratos e inhibidores especificos para cada complejo de la cadena
respiratoria. Para garantizar el acceso de dichos sustratos e inhibidores es necesario
permeabilizar los parasitos con digitonina, detergente que permeabiliza la membrana
plasmatica dejando intacta la membrana mitocondrial interna. Para corregir la
disminucién del consumo de oxigeno por efecto de la dilucién de sustratos tras la

e N 89,117
permeabilizacion, se afiade a la muestra ADP.

154



Resultados y Discusion

Complejo | Complejo Il Complejo 1l Complejo IV F,F-ATPasa
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Figura 43: Fosforilacion oxidativa en Leishmania.

Los datos de consumo de oxigeno corresponden a las medidas obtenidas
polarogréficamente en un electrodo de oxigeno de tipo Clark.18

No se observé ningtin efecto sobre el consumo de oxigeno al afiadir los compuestos,
situacion que se da cuando los compuestos estudiados son de acciéon lenta. Por
consiguiente, los promastigotes fueron preincubados durante 4h con los compuestos a
estudiar y posteriormente se midi6 su tasa de consumo de oxigeno. En este caso los 3
compuestos inhibieron el consumo de oxigeno hasta valores del 8%, o lo que es lo
mismo un 92% de inhibiciéon. La inhibicién se debié a una accién directa sobre alguno
de los componentes de la cadena transportadora de electrones, ya que el consumo de
oxigeno no aumenté al afiadir un agente desacoplante como el cianocarbonil p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), descartando una inhibicién sobre la ATP
sintetasa. En ningtin caso el consumo de oxigeno se recuperé al afadir tetrametil-p-
fenilendiamina (TMPD) + ascorbato (0.1 mM TMPD + 1.7 mM ascorbato), sustrato que
inyecta electrones en la cadena respiratoria a nivel del citocromo c. Como consecuencia
los tres compuestos actdan a nivel del complejo IV o citocromo ¢ oxidasa, la oxidasa

terminal de Leishmania, esencial para la supervivencia del parasito.
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Conclusiones

Se sintetizaron 4 productos quirales naturales y numerosos sintones para la
preparaciéon de otras epoxienonas y compuestos relacionados, a partir de los cis-

ciclohexadienodioles, expandiendo de esta manera el uso de los mismos a nuevos

objetivos sintéticos.

Se desarrollaron estrategias para la sintesis de los cuatro niicleos centrales presentes en
las epoxienonas (A, B, C y D del capitulo de objetivos y metodologia) mediante la
sintesis total de 3 productos naturales asi como de una molécula modelo del 4cido
ambtico, demostrando que la metodologia propuesta es eficiente para la sintesis

estereodivergente de este grupo de productos naturales (esquema 1).

o o (0] (0]
R S S R
<0 o o <o
S R R: S S S RY R
OH OH OH OH
A B C D
(0] (0]
Br H,C H,C CH,4
o) o (¢} e
OH OH OH OH
. . . molécula modelo
(+)-bromoxona (-)-epiepoformina (-)-epoformina del acido ambiico

Esquema 1: Obtencién de los nidcleos de epoxienona mediante la sintesis de 3 productos

naturales y una molécula modelo del acido ambtico.

Se alcanz6 con éxito la sintesis total de cuatro productos naturales: (+)-bromoxona, (-)-

gabosina A, (-)-epoformina y (-)-epiepoformina.

Asimismo se realiz6 la sintesis de formal de (-)-bromoxona y la sintesis de una
molécula modelo del &cido ambitiico.

De este modo se establece la validez de la estrategia propuesta ya que demostramos
que es posible preparar estos compuestos aplicando la metodologia desarrollada.

Cabe destacar que la metodologia empleada para la sintesis de gabosina A presenta

una ventaja frente a las reportadas hasta el momento ya que hace uso de la
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funcionalizacién proveniente del cis-diol de partida derivado del tolueno sin requerir

de un acople carbono-carbono.

Se realizaron estudios de actividad biolégica encontrandose actividad leishmanicida en
algunas epoxienonas quirales obtenidas sintéticamente.

Los compuestos 20, 27 y 32 resultaron ser activos frente a parasitos de Leishmania spp.
en el rango micromolar al tiempo que presentan baja toxicidad frente a macréfagos.
Esto los hace buenos candidatos como cabezas de serie para continuar con el estudio de

moléculas relacionadas en busca de farmacos leishmanicidas (esquema 2).

Br NO, Br
o Q o HO
0 o o 0
20 27 32
LC50 5.4 uM LC50 0.4 uM LC50 0.4 uM

Esquema 2: Compuestos activos frente a Leishmania spp.

Se realizaron estudios de los posibles mecanismos de accién de estos compuestos,

determindndose que acttian a nivel del metabolismo energético del parasito.

158



Conclusiones y Trabajo Futuro

Trabajo futuro

En este trabajo ha quedado demostrada la validez de la metodologia desarrollada a
través de la preparacion de numerosos productos naturales e intermedios avanzados
para la sintesis de epoxienonas quirales. Es asi que se planea emplear la estrategia
desarrollada para la sintesis de otros productos naturales estructuralmente
relacionados con las epoxienonas.

Asimismo los compuestos sobre los cuales se ensay6 la actividad leishmanicida dio
lugar a resultados novedosos, lo cual nos alienta a seguir en la busqueda de posibles
actividades biolégicas de los compuestos sintetizados. La variedad de intermedios
sintéticos con que se cuenta, permitiria desarrollar estudios de relaciéon estructura-
actividad ya que se cuenta con moléculas que presentan pequefas variaciones en su
estructura.

Para aquellos productos naturales para los cuales no fue posible culminar su sintesis

total, la propuesta sintética se indica a continuacion:

(+)-isoepiepoformina

Como parte de los esfuerzos sintéticos realizados para la preparacion de (+)-
isoepiepoformina el intermedio mas avanzado que se sintetiz6 es el precursor 59.

Para la ciclacién de éste (ver esquema 76 del capitulo resultados y discusién) se
podrian ensayar condiciones mas drésticas, como el empleo de metéxido de sodio
como base, para llevar a cabo el cierre del anillo oxirdanico.#0 Una vez encontradas las
condiciones 6ptimas para la epoxidacién, la posterior inversion de la configuracién del
carbono 4 en las condiciones habituales de Mitsunobu permitiria alcanzar la sintesis

total del producto natural (+)-isoepiepoformina (esquema 3).

CH; CH, CH,
OH Epoxidacién OH Inversiéon ~OH
---------- > B
o ;7 OH o) o
i o o
59 (+)-isoepiepoformina

Esquema 3: Propuesta para la sintesis de (+)-isoepiepoformina.
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(+)-epoformina y (+)-epiepoformina

Dadas las dificultades encontradas en la desproteccion selectiva del compuesto 54 (ver
esquema 70 del capitulo de resultados y discusiéon) es que se planea una nueva
modificaciéon en los grupos protectores a emplear. Para proteger 48 se propone utilizar
clorodimetiltexilsilano (THSCI) el cual se describe como mas estable que el
clorodimetil-tert-butilsilano (TBSCI), frente a la remocién del grupo isopropilideno
selectivamente (esquema 4). Las siguientes etapas son similares a las planteadas en la

ruta original (ver esquema 61 del capitulo de resultados y discusion).

CH; CH; CH;3
O, Proteccién O, Desproteccién OH
Koo - X mmeoeeaeees -
HO™ > o) THSOY - (o] selectiva THSOY - OH
OH OTHS OTHS
48
CH, CH, CH,
1) Oxidacién fj[o 1) Desproteccion (0] Inversion (o)
____________ > e TR R [: T Lo [ f
10 \\‘J i iTe W = ]
2) Introducc.mn de THSO Y OMs 2)Epoxidacién HO' o HO o
grupo saliente OTHS (0]
(+)-epoformina (+)-epiepoformina

Esquema 4: Propuesta para la sintesis de (+)-epoformina y (+)-epiepoformina.

LL-C10037a.

Las dificultades encontradas en la formaciéon del nuevo enlace C-N (ver seccién 5 del
capitulo de resultados y discusién) nos han llevado a proponer la introduccién de la
funcién enamida en etapas mas tempranas de la sintesis. Esto implicaria la reaccion
sobre el cis-diol 10 o sobre la iodohidrina intermedia 11 en las condiciones de
Buchwald o Ma segun el esquema 5. La posterior aplicaciéon de la metodologia
desarrollada para la sintesis del ndcleo de epoxienona, darfa lugar a LL-C10037a segtin

la propuesta original (ver esquema 79 del capitulo de resultados y discusion)
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Acople C-N
------------ - -
0 ‘\“‘;
>< Teela ? wm
o N\n/
oy
“ (0]

10
(0}
Br
HNJ\ P
Acople C-N L LL-C10037a
____________ > O L’ c .
AcO Y ><
1 AcO” Y 7O
1
11
Esquema 5: Propuesta para la sintesis de LL-C10037a..
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Generalidades

Los reactivos utilizados son de origen comercial (Aldrich, Sigma, Fluka) a excepcion de
los ciclohexadienodioles quirales, que son obtenidos en nuestro laboratorio por
biotransformaciéon de arenos, de acuerdo al procedimiento publicado para la
utilizaciéon de Pseudomonas putida F39/D.119 Los disolventes se purificaron y secaron
por métodos convencionales previo a su utilizacion.

Todas las reacciones en condiciones anhidras se llevaron a cabo en atmdsfera de
nitrégeno utilizando las técnicas estandar de eliminacién de aire y humedad.

Para las cromatografias en columna se utiliz6 silica gel (tamafio 0.063 hasta 0.2 mm)
Kieselgel 60, EM Reagents, 230-400 mesh y para las cromatografias en capa fina placas
de silica con indicador UV Macherey- Nagel.

El revelado de las cromatografias en capa fina se realiz6 por exposicion a luz
ultravioleta (254 nm) y también por asperjado y exposicion al calor con una solucién de
anisaldehido y acido sulftrico en etanol (anisaldehido: H>SO4: EtOH, 1:4:95).

Los puntos de fusiéon se determinaron con un equipo de punto de fusiéon capilar
Gallenkamp y los valores no fueron corregidos.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, 13C y bidimensionales se
realizaron en un equipo AM 400 Bruker Advance. Las asignaciones de las sefiales de 'H
y 1BC se realizaron en base a los experimentos bidimensionales (COSY, HSQC vy
HMBC). Los espectros de infrarojo (IR) se realizaron en un espectrofotémetro Perkin-
Elmer 1310 y Shimadzu FT-IR 8101A, los espectros de masa (EM) en un espectrémetro
Shimadzu GC-MS QP 1100 EX. Los espectros de masa de alta resoluciéon (EMAR) se
realizaron en un equipo Bruker Daltonics spectrometer TOFQ. Las medidas de rotaciéon
Optica se realizaron en un polarimetro automaético Zuzi modelo 412 en celdas de 5mL o
en un polarimetro Kruss Optronic GmbH P8000 en celdas de 0.5 mL. Los anélisis
elementales (AE) se realizaron en un microanalizador Fisons EA 1108 CHNS-O.

Las determinaciones fluorimétricas se llevaron a cabo en un fluorimetro de placas
Varioskan Flash (Thermo Scientific). Para los ensayos de luminiscencia se utilizé un
luminometro de placas Polarstar Galaxy (BMG Labotechnologies).

Para el estudio del potencial electroquimico de la membrana mitocondrial se empled
un citofluorimetro Beckman Coulter FC500 MPL.

La lectura de las placas se realiz6 en un MTT Lector de placas de ELISA BioRad
Modelo 680.
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Los nombres de los compuestos no siempre se asignaron siguiendo estrictamente las
reglas IUPAC. En la mayoria de los casos se utilizaron cis-ciclohexadienodiol,

ciclohexano o 2-ciclohexenona como esqueleto base.

Técnicas y datos espectroscopicos

(4S, 55, 6R)-4,5,6-Trihidroxi-6-metilciclohex-2-enona (1)4

1H-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 6.91 (dd, ;= 4.8 Hz, ],=10.2 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 6.18 (d,
J=10.2 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.64 (t, ]= 4.8 Hz, 1H, HO-C(H)-C-C=C); 3.94 (dd, ];= 4.8
Hz, ;= 18.0 Hz, 1H, HO-C(H)-C-CHzs); 2.19 (s, 1H, OH); 2.07 (s, 1H, OH); 1.44 (s, 3H,
CHb).

(4S, 5R, 6R)-5,6-Dihidroxi-4-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-6-metilciclohex-2-
enona (2)

Sobre la enona 1 (0.30 g, 1.90 mmol) disuelta en DMF (2 ml) se agrega a 0 °C y bajo
atmosfera inerte THSCI (0.38 mL, 1.90 mmol) e imidazol (0.284 g, 4.18 mmol)
previamente disueltos en DMF (2 ml). Una vez finalizada la reaccién el residuo se toma
en éter etilico y se vuelca sobre agua. Se separan las capas y la capa acuosa se extrae
con éter etilico (x3). Las capas orgénicas combinadas se lavan con solucién saturada de
CuSOy4 (x2) y soluciéon saturada de NaCl (x2). Se seca con MgSO, y se evapora a vacio el
disolvente. El residuo se purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato

de etilo) para dar 2 (0.56 g, 98%) como un aceite amarillo.

TH-RMN (CDCls) & (ppm) : 6.68 (dd, J;= 3.7 Hz, J,= 10.2 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 6.08
(dd, Ji= 0.9 Hz, J,= 10.2 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.69 (t, J= 4.0 Hz, 1H, THSO-C(H)); 3.93
(d, J= 4.0 Hz, 1H, HO-C(H)); 2.48 (s, 2H, OH); 1.67 (m, 1H, (CHz),-C(H)); 1.44 (s, 3H,
HO-C-CH3); 0.90 (m, 12H, Si-C-(CHs)s); 0.24 (m, 6H, Si-(CHs)»).

BC-RMN (CDCls) & (ppm) : 199.9 (C=0); 146.9 (CH=CH-CO); 127.4 (CH=CH-CO); 76.3
(HO-C-CH3); 75.1 (HO-C); 67.5 (C-O-Si); 34.5 (H-C-(CHs)); 25.5 (Si-C-(CHs)); 20.5
(HO-C-CHs); 14.6 (CHa); -2.6 (Si-(CH))).

IR (KBr) 2960, 2869, 1688, 1464, 1186, 1078 cm-!

[o]p?5: +57 (c 0.498, CHCL).
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AE Calculado: C, 59.96; H, 9.39; Obtenido: C, 60.65; H, 9.97; C15H2s04Si

(4S, 5R, 6R)- 4-[Dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-6-hidroxi-6-metil-5-
metilsulfoniloxiciclohex-2-enona (3)

Sobre el compuesto 2 (0.48 g, 1.86 mmol) disuelto en CH>Cl> (7 ml) se agregan MsCl
(0.21 g, 1.86 mmol) y EtsN (0.22 mL, 1.86 mmol). Una vez finalizada la reaccién el
residuo se toma en éter etilico y se vuelca sobre agua. Se separan las capas y la capa
acuosa se extrae con éter etilico (x3). Las capas organicas combinadas se lavan con
soluciéon saturada de CuSO. (x2), solucion saturada de NaHCOs (x2) y solucién
saturada de NaCl (x2). Se evapora a vacio el disolvente. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 3 (0.32 g, 45%) como

un aceite amarillo.

1H-RMN (CDCls) & (ppm) : 6.68 (dq, Ji= 1.0 Hz, J,= 1.1 Hz, ;= 3.7 Hz, 1H, O=C-
C=C(H)); 6.12 (d, J= 10.3 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.76 (m, 1H, THS-O-C(H)); 4.60 (d, J=
43 Hz, 1H, MsO-C(H)); 3.14 (s, 3H, S-CHs); 1.73 (s, 3H, HO-C-CHs); 1.66 (m, 1H,
(CHs)-C(H)) ; 0.90 (m, 12H, Si-C-(CHs)a); 0.25 (m, 6H, Si-(CHa)a).

13C-RMN (CDCls) § (ppm) : 192.7 (C=0); 146.5 (CH=CH-CO); 128.7 (CH=CH-CO); 90.6
(HO-C-CHs); 73.5 (C-O-S); 67.4 (C-O-Si); 39.3 (CH:-S); 34.4 (HC-(CHs)y); 205 (HC-
(CHs)); 19.5 (CH3-C-OH); 14.6 (CH3-C-Si); -2.1 (Si-CHa); -2.5 (Si-CH).

IR (KBr) 2959, 1701, 1348, 1219, 1180, 640 cm1

[a]p?: +28 (c 1.002, CH,Cly).

AE Calculado C, 50.76; H, 7.99; S, 8.47. Obtenido: C, 51.18; H, 9.03; S, 8.77. C16H3006SiS

(4S, 5R, 6S)-4-[Dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxi-6-metil-ciclohex-2-
enona (4)

A una solucién de 2 (0.11 g, 0.37 mmol) en CH>Cl> (5 mL) a 0 °C se agrega anhidrido
triflico (0.08 mL, 0.44 mmol) y DMAP (0.18 g, 1.5 mmol). La mezcla se agita por 24 hs.
El crudo se vuelca sobre agua, se separan las capas y la capa acusa se extrae con Et;O
(x3). Las capas organicas combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOs (x2) y
con solucién saturada de NaCl (x2). Se evapora a vacio el disolvente y el crudo se
purifica por cromatografia en columna (8:2 hexanos/acetato de etilo) para dar 4

(trazas) y 5 (0.021 g, 0.07 mmol).
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1H-RMN (CDCls) § (ppm) : 6.47 (m, 1H, O=C-C=C(H)); 5.95 (d, J= 10.5 Hz, 1H, O=C-
(H)C=C); 4.62 (d, J= 4.5 Hz, 1H, THSO-C(H)); 3.74 (d, J= 3.4 Hz, 1H, O-C(H)-C-OTHS);
1.70 (m, 1H, (CHs),-C(H)); 1.54 (s, 3H, HO-C-CHs); 0.88 (m, 12H, Si-C-(CHs)s); 0.24 (s,
3H, Si-CHs); 0.21 (s, 3H, Si-CH).

(4S, 5S, 6R)- 4-[Dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxi-6-metilciclohex-2-
enona (5)

Sobre la enona 3 (0.28 g, 0.84 mmol) disuelta en THF (6 ml) a 0°C y bajo atmosfera
inerte se agrega éter corona 18-c-6 (cantidades cataliticas) y K>COs (0.12 g, 0.84 mmol).
Una vez finalizada la reaccién se filtra el KoCOs, se evapora a vacio el disolvente y el
residuo de purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para

dar 5 (0.18 g, 76%) como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCL) & (ppm) : 6.36 (dt, 1= 2.4 Hz, J,= 10.6 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 5.86
(dd, Ji=1.9 Hz, J,= 10.5 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.79 (m, 1H, THS-O-C(H)); 3.54 (t, J= 2.7
Hz, 1H, O-C(H)-C-OTHS); 1.70 (m, 1H, (CHs),-C(H)); 1.51 (s, 3H, HO-C-CHs); 0.93 (m,
12H, Si-C-(CHa)s); 0.23 (s, 3H, Si-CHs); 0.22 (s, 3H, Si-CHs).

3C-RMN (CDClLy) § (ppm) : 195.0 (C=0); 146.3 (CH=CH-CO); 125.4 (CH=CH-CO); 66.5
(CHs-C-O); 61.1 (HC-C-O-Si); 58.1 (HC-C-O-Si); 34.5 (H-C-(CHa)y); 25.5 ((CHa)o-C-Si);
20.6 ((CHs)-C-H); 18.9 ((CHs),-C-Si); 15.2 (CH»-C-C=0); -2.1 (CH3-Si)

IR (KBr) 2959, 2868, 1690, 1377, 1254, 849 cm1
[o]p?: -66 (c 1.233, CH,CL).

(4S, 5S, 6R)-5,6-Epoxi-4-hidroxi-6-metilciclohex-2-enona (6)

Sobre la epoxienona 5 (0.12 g, 0.50 mmol) disuelta en THF (2 ml) a 0 °C y bajo
atmosfera inerte se agrega el complejo HF-Py (0.12 mL, 4.60 mmol). Luego de 30
minutos se retira el bafio de hielo y se deja alcanzar temperatura ambiente. Se contintia
agitando y la reaccién se monitorea por TLC, agregandose cantidades adicionales del
complejo HF-Py hasta que la reaccion se completa Una vez finalizada la reaccion, el
crudo se vuelca sobre agua, se separan las capas y la capa acuosa se extrae con acetato
de etilo (x3). Las capas orgénicas combinadas se lavan con solucién saturada de
NaHCO:s (x2), solucién saturada de CuSO; (x2) y con solucion saturada de NaCl (x2).

Las capas organicas combinadas se secan sobre MgSO, y se evapora a vacio el
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disolvente. El residuo se purifica por cromatografia en columna (9:1 hexanos/acetato

de etilo) para dar 6 (0.05 g, 64%) como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCLy) & (ppm) : 6.47 (dt, ;= 2.6 Hz, J,= 10.5 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 5.91
(dd, J;= 1.8 Hz, J,= 10.5 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.67 (ddd, J;= 2.6 Hz, J,= 4.6 Hz, J;= 10.9
Hz, 1H, HO-C(H)); 3.69 (t, J= 2.8 Hz, 1H, O-C(H)-C-OH); 2.12 (d, J= 10.9 Hz, 1H, OH);
1.51 (s, 3H, CHs).

13C-RMN (CDCls) § (ppm) : 193.9 (C=0); 144.7 (CH=CH-CO); 125.6 (CH=CH-CO); 65.1
(C-OH); 60.9 (O-C-C-OH); 58.6 (C-CH); 14.8 (C-CHy)

IR (KBr) 3400, 1686, 1377, 1030, 849 cm1

[a]p®5: -147 (c 1.30, CH,Cl).

(4R, 5S, 6R)-5,6-Epoxi-6-metil-4-p-nitrobenzoiloxiciclohex-2-enona (7)

Se suspende la epoxienona 6 (5.6 mg, 0.04 mmol) en 2 ml de benceno. Se agrega a la
suspension la trifenilfosfina (0.01 g, 0.04 mmol), acido p-nitrobenzoico (0.01 g, 0.04
mmol) y DEAD (0.007 mL, 0.04 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente por
5 minutos y luego se evapora a vacio el disolvente. El crudo obtenido se purifica por
cromatografia en columna (1:1 hexanos/diclorometano) para dar 7 (4.5 mg, 39%) como

un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCls) § (ppm) : 8.32 (d, J= 8.8 Hz, 2H, Ar); 8.24 (d, J= 8.8 Hz, 2H, Ar); 6.65
(ddd, Ji= 2.6 Hz, J»= 4.6 Hz, J;= 104 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 6.19 (d, J= 10.3 Hz, 1H,
0=C-C(H)=C); 5.99 (d, J]= 4.7 Hz, 1H, p-NB-O-C(H)); 3.73 (d, J= 0.9 Hz, 1H, O-C(H)-C-
O-p-NB); 1.58 (s, 3H, CHs).

BBC-RMN (CDCl3) é (ppm) : 193.7 (C=C-C=0); 164.1 (C-O-(CO)- Ar); 138.1 (C=C-C=0),
131.5 (Ar); 130.2 (C=C-C=0); 124.1 (Ar); 66.5 (C-O-C=0); 61.5 (O-C-C-O-C=0); 58.5 (O-
C-CHz); 14.9 ( CHa).

IR (KBr) 3113, 2936, 1732, 1690, 1319, 1262 cm-!

[o]p195 : -159 (c 0.149, CHCly).

(4R, 5R, 6R)-5,6-Epoxi-4-hidroxi-6-metilciclohex-2-enona (8)

Se disuelve 7 (8.7 mg, 0.03 mmol) en MeOH (1 ml) a -20 °C, se agrega una punta de
espéatula de KoCOs;. Una vez finalizada la reaccién el crudo se vuelca sobre agua, se

separan las capas y la capa acuosa se extrae con acetato de etilo (x3). Las capas
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orgédnicas combinadas se secan sobre MgSO, y se evapora a vacio el disolvente. El
residuo se purifica por cromatografia en columna (6:4 hexanos/acetato de etilo) para
dar 8 (7.0 mg, 22%).

1H-RMN (CDClI3) é (ppm) : 6.63 (ddd, J:= 2.6 Hz, ],= 4.6 Hz, [;= 10.4 Hz, 1H, (H)C=C-
C=0); 6.02 (dd, ;= 1.1 Hz, J>= 10.4 Hz, 1H, C=C(H)-C=0); 4.66 (d, J]= 4.7 Hz, 1H, HO-
C(H)); 3.64 (dd, J;= 1.3 Hz, J,= 2.5 Hz, 1H, (H)-C-O); 1.52 (s, 3H, CHs).

13C-RMN (CDCls) § (ppm) : 194.1 (C=0); 142.6 (CH=CH-CO); 127.5 (CH=CH-CO); 63.9
(C-OH); 63.7 (O-C-C-OH); 58.2 (C-CH); 14.5 (C-CHs)
[a]p326: -9.22 (c 1.12, CH,CL).

(1S,2S)-3-Bromociclohexa-3,5-dien-1,2-diol (9)8

Obtenido por biotransformaciéon con Pseudomonas putida F39/D a partir de
bromobenceno.

1H RMN (CDCL) 6 (ppm) : 6.39 (d, ] = 5.8 Hz, 1H, C(H)=C-Br); 5.96 (dd, ] =3.4 Hz, ]»
=9.6 Hz, 1H, CH=C(H)-CH-OH); 5.85 (m, 1H, C=CH-C(H)=CH); 4.51 (m, 1H, CH=CH-
C(H)-OH); 4.29 (d, ] = 6.4 Hz, 1H, C-C(H)-OH); 2.78 (s ancho, 2H, OH).

(15,25)-3-Bromo-1,2-O-isopropilidenciclohexa-3,5-dien-1,2-diol (10)3!

Rendimiento: 88%.

1H RMN (CDCl;) 6 (ppm) : 6.36 (d, ]= 6.0 Hz, 1H, CH=C-Br); 5.98 (d, J= 9.5 Hz, 1H,
CH=CH-CH-O-C); 5.89 (dd, Ji= 6.0 Hz, J>= 9.6 Hz, 1H, C=CH-CH=CH); 4.74 (m, 2H,
CH-O-C); 1.47 (s, 3H, CHzs); 1.44 (s, 3H, CHas).

(IR, 25, 5S, 6R)-5-Acetil-3-bromo-6-iodo-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2,5-triol
(11)2

Rendimiento: 86 %

1H RMN (CDCl3) 6 (ppm) : 6.20 (d, J= 3.1 Hz, 1H, CH=C-Br); 5.45 (ddd, ;= 1.0 Hz, J,=
3.1 Hz, J5=7.6 Hz, 1H, AcO-C(H)); 4.64 (dd, ]:= 0.9 Hz, ]>= 5.6 Hz, 1H, I-C-C(H)-O); 4.59
(dd, Ji= 5.6 Hz, J>= 8.1 Hz, 1H, Br-C-C(H)-O); 4.13 (t, ]= 7.9 Hz, 1H, I-C(H)); 2.12 (s, 3H,
O=C-CHa); 1.52 (s, 3H, CHs); 1.43 (s, 3H, CH).

(IR, 2S, 5R, 6R)-5-Acetil-3-bromo-6-iodo-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2,5-triol
(12)21

Rendimiento: 1%
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1H RMN (CDCL) 6 (ppm) : 6.28 (d, J= 1.9 Hz, 1H, CH=C-Br); 4.70 (m, 1H, AcO-C(H));
4.57 (dd, Ji= 1.8 Hz, Jo= 5.0 Hz, 1H, I-C-C(H)-O); 4.53 (dt, ;= 1.8 Hz, J,= 9.1 Hz, 1H, Br-
C-C(H)-0); 413 (dd, Ji= 2.1 Hz, Jo= 9.2 Hz, 1H, I-C(H)); 2.12 (s, 3H, O=C-CHs); 1.45 (s,
3H, CHs); 1.43 (s, 3H, CHs).

(1R, 25, 5S, 6R)-3-Bromo-6-iodo-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2,5-triol (13)%
Rendimiento: 0-49 %

1H-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 6.38 (d, /= 4.7 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 4.69 (q, J= 5.1 Hz, 2H,
(CH3)-C-O-C(H)); 441 (t, ]= 4.2 Hz, 1H, I-C(H); 4.35 (m, 1H, HO-C(H)); 3.09 (d, J= 9.9
Hz, 1H, OH); 1.51 (s, 3H, CHz3); 1.40 (s, 3H, CHj).

(IR, 25, 55, 6R)-3-Bromo-5,6-epoxi-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2-diol (14)120
Rendimiento: 51-100%

1H-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 6.69 (d, J= 4.3 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 4.72 (dd, ;= 1.7 Hz, J>=
6.7 Hz, 1H, Br-C-C(H)-O); 4.53 (dd, J:= 2.6 Hz, |>= 6.5 Hz, 1H, Br--C-C-C(H)-O); 3.65 (m,
1H, O-C(H)); 3.46 (t, J=4.2 Hz, 1H, C=C-C(H)-O); 1.56 (s, 3H, CH3); 1.43 (s, 3H, CHa).

(4R, 5R, 65)-3-Bromo-6-iodo-4,5-O-isopropilidenciclohex-3-enona (15)

A una solucién de 13 (0.04 g, 0.10 mmol) en DMF (2 mL) se agrega IBX (0.03 g, 0.10
mmol). La mezcla se agita durante 12 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de CuSO; (x2), solucién saturada de NaCl
(x2) y se secan sobre NaySOs. Se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica
por cromatografia en columna (95:5 hexanos/acetato de etilo) para dar 15 (0.03 g, 92%)
como un aceite amarillo.

1H-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 6.49 (m, 1H, Br-C=C(H)); 4.80 (m, 2H, (H)C-O-C); 4.65 (dd,
Ji=1.1Hz, [»= 2.5 Hz, 1H, I-C(H)); 1.40 (d, J= 8.8 Hz, 6H, (CHx)2).

(1R, 2S, 5S, 6S)-5-Acetil-3-bromo-6-iodociclohex-3-en-1,2,5-triol (16)

Una solucién de 11 (0.20 g, 0.49 mmol) en AcOH 50% (10 mL) se calienta a reflujo con
agitacion durante 12 horas. La mezcla de reacciéon se deja llegar a temperatura
ambiente, se vuelca sobre agua y se extrae con EtO (x4). A las capas organicas
combinadas se les agrega hielo y se neutraliza con NaHCO; s6lido hasta pH neutro. Se

separan las capas y la organica se lava con soluciéon saturada de NaCl (x2). Se seca
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sobre NaxSO; y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (9:1 hexanos/acetato de etilo) para dar 16 (0.172 g, 94%)
como un sélido blanco.

PF: 142-144 °C

1H-RMN (CDCl) 3 (ppm) : 6.14 (t, ]= 2.6 Hz, 1H, (H)-C=C-Br); 5.58 (dt, J:= 2.6 Hz, J,=
8.7 Hz, 1H, AcO-C(H)); 4.49 (dd, ;= 1.7 Hz, |,= 4.1 Hz, 1H, HO-C(H)-C-Br); 4.37 (m,
1H, I-C(H)); 3.92 (dd, J;= 1.7 Hz, ],= 8.8 Hz, 1H, I-C-C(H)-OH); 2.14 (s, 3H,0=C-CHs).
BC-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 171.2 (C=0); 130.9 (C=C-Br); 125.1 (C=C-Br); 75.6 (C-C=C-
Br); 71.5 (Br-C-C-OH); 71.4 (HO-C-C-I); 30.9 (C-I); 20.9 (CHs).

IR (KBr) 3268, 1744, 1237, 592, 494 cm-!

[a]p?3: +5.3 (c 0.845, CH3CN)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 398.8705; Experimental: 398.8715

(1S, 4S, 5R, 6R)-4-Acetil-2-bromo-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (17)

A una solucién de 16 (0.15 g, 0.40 mmol) en CH>Cl> (10 mL) y DMF (1 mL) se agrega
NaOH (0.02 g, 0.52 mmol) y BusNHSO; (0.01 g, 0.04 mmol) con agitacion. Luego de 4
horas se agrega una solucion saturada de NHiCl hasta neutralizar. La mezcla de
reaccion se extrae con CH>Cl» (x3). Las capas organicas combinadas se lavan con una
solucion saturada de NaCl (x2). Se seca sobre NaxSO; y se evapora el disolvente a
vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna (6:4 hexanos/acetato de
etilo) para dar 17 (0.08 g, 79 %) como un sé6lido blanco.

PF: 99-100 °C

1H-RMN (CDCl3) é (ppm) : 5.89 (dd, J:= 1.6 Hz, J,= 2.8 Hz, 1H, (H)-C=C-Br); 5.51 (dd,
Ji= 2.0 Hz, |,= 4.3 Hz, 1H, AcO-C(H)); 4.38 (s, 1H, HO-C(H)); 3.65 (m, 2H, (C=C-C-
C(H)-O)2); 2.73 (s, 1H, OH); 2.13 (s, 3H, CHa).

BC-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 170.5 (C=0); 126.0 (C=C-Br); 125.9 (C=C-Br); 68.1 (C-C=C-
Br); 67.3 (C-OH); 54.0 (HO-C-C-0O); 52.4 (Ac-O-C-C-O); 20.9 (CHs).

IR (KBr) 3650, 1740, 1653, 1285, 1099, 432 cm-!

EM (m/z, %) 208 (23), 206 (M-43, 24), 190, 188 (M-59, 9), 161, 159 (M-90, 15), 136 (M-
113, 5), 127 (M-122, 70), 109 (M-139, 43), 81 (M-168, 100)

[a]p19: +55.5 (¢ 1.002, CH>Cl,)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 270.9582; Experimental: 270.9586
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(1S, 4S, 5R, 6S)-4-Acetil-2-bromo-1-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-
epoxiciclohex-2-en-4-ol (18)

A una solucién de 17 (0.17 g, 0.70 mmol) en DMF (2 mL) a 0 °C se agrega THSCI (0.18
mL, 0.92 mmol) e imidazol (0.09 g, 1.56 mmol) previamente disueltos en DMF (1 mL).
La mezcla se agita durante 12 horas a 4 °C y luego se vuelca sobre agua. Se extrae con
éter etilico y las capas orgédnicas combinadas se lavan con una solucién saturada de
CuSOys (x2) y luego con solucién saturada de NaCl (x2). Se seca sobre NaSOs y se
evapora a vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna para dar 18 (0.21
g, 75%) como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDClI3) é (ppm) : 5.90 (dd, J:= 2.4 Hz, ],= 4.1 Hz, 1H, (H)-C=C-Br); 5.50 (dd,
Ji= 2.7 Hz, |,= 4.7 Hz, 1H, AcO-C(H)); 4.49 (dt, ;= 1.8 Hz, J,= 2.6 Hz, 1H, THSO-C(H));
3.60 (dt, ;= 2.4 Hz, ],= 4.2 Hz, 1H, AcO-C-C(H)); 3.50 (dd, J:= 2.8 Hz, J,= 4.1 Hz, 1H,
THSO-C-C(H)); 2.16 (s, 3H, O=C-CHzs); 1.73 (m, 1H, (CHzs)>-C(H)); 0.95 (m, 12H, Si-C-
(CHs)4); 0.29 (s, 3H, Si-CHs) ; 0.26 (s, 3H, Si-CHs).

BBC-RMN (CDClI3) § (ppm) : 170. 9 (C=0); 126.8 (C-Br); 125.6 (C=C-Br); 68.6 ((CO)-O-
Q©); 68.2 (C-O-5i); 54.5 (O-C-C-0O-5i); 51.9 ((CO)-O-C-C-O); 34.4 (C-CH(CHs)2); 30.1 (Si-
C-C(CHa)2); 25.6 ((CO)-CHs); 21.3 (CHs); 20.7 (CHs); 19.1 (CHa).

IR (KBr) 2959, 1743, 1653, 1252, 1230, 1110, 420 cm-!

EM (m/z, %) 264 (15),263 (14), 247 (M-143, 6), 184 (67), 183 (100)
[a]p!7: +46.5 (c 0.955, CH2Clo)
EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 413.0760; Experimental: 413.0771

(1S, 4S, 5S, 6S)-2-Bromo-1-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxiciclohex-2-
en-4-ol (19)

A una solucién de 18 (0.17 g, 0.44 mmol) en MeOH (3 mL) se le agrega una punta de
espatula de K,COs. Se agita durante 24 horas a temperatura ambiente. Se filtra la
mezcla de reacciéon por papel y se concentra a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (8:2 hexanos/acetato de etilo) para dar 19 (0.15 g, 96%) como
un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl3) § (ppm) : 6.00 (t, J:= 0.9 Hz, 1H, (H)-C=C-Br); 4.45 (d, ]= 1.7 Hz; 1H,
THSO-C(H)); 4.37 (m, 1H, HO-C(H)); 3.59 (m, 1H, HO-C-C(H)-O); 3.54 (dd, 1H, J;= 3.0
Hz, ,= 3.9 Hz, THSO-C-C(H)-O ); 1.72 (m, 1H, ((CHs).-C(H)); 0.94 (m, 12H, Si-C-
(CHs)4); 0.28 (s, 3H, Si-CHs); 0.25 (s, 3H, Si-CHs).
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BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 129.9 (C=C-Br); 125.1 ( C-Br); 68.2 (C-O-Si); 66.8 (HO-C);
56.1 (O-C-C-O-5Si); 54.9 (HO-C-C-O); 34.4 (CH(CHas)2); 25.6 (Si-C-(CHz3)2-C); 20.7 (CHs);
19.1 (CH3); -1.9 (CHas).

IR (KBr) 3650, 2955, 1647, 1250, 1107, 438 cm-!

EM (my/z, %) 184 (100), 183 (94), 169 (13), 167 (13), 155 (17),139 (17)

[a]pte: +6.8 (c 1.061, CH2Cl)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 371.0654; Experimental: 371.0664

(4S, 5R, 6S)-3-Bromo-4-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxiciclohex-2-
enona (20)

A una solucién de 19 (0.10 g, 0.30 mmol) en DMF (2 mL) se agrega IBX (0.10 g, 0.36
mmol). La mezcla se agita durante 3 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOjs (x2), solucién saturada de NaCl
(x2) y se secan sobre Na»SOy. Se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica
por cromatografia en columna (95:5 hexanos/acetato de etilo) para dar 20 (0.09 g, 86%)
como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 6.41 (t, ]= 1.6 Hz, 1H, (H)-C=C-Br); 4.73 (dd, ;= 1.4 Hz, ],=
2.8 Hz, 1H, THSO-C(H)); 3.77 (t, J= 3.6 Hz, 1H, THSO-C-C(H)); 3.48 (dd, J:= 2.0 Hz, J»=
3.8 Hz, 1H, O=C-C(H)-O); 1.74 (m, 1H, (CHs)>-C(H)); 0.95 (m, 12H, Si-C-(CHas)4); 0.32 (s,
3H, Si-CHs); 0.30 (s, 3H, Si-CHs).

BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 190.5 (C=0); 148.7 (C-Br); 129.2 ( C=C-Br); 69.3 (C-O-5i);
55.2 (O-C-C-0O.5i); 53.8 ((CO)-C-O); 34.4 (CH(CHs)2); 25.6 (Si-C(CHzs).-C); 20. 7 (CHa);
19.0 (CHs); -1.9 (CHs).

IR (KBr) 2959, 1686, 1609, 1254, 675 cm!

EM (my/z, %) 263 (4), 235 (29), 233 (29), 182 (51), 139(85), 137 (85), 75 (100)

[a]p?2: +113.8 (c 1.250, CH2Clo)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 369.0498; Experimental: 369.0507

(4S, 5R, 6R)-3-Bromo-5,6-epoxi-4-hidroxiciclohex-2-enona (21)

A una solucién de 20 (0.10 g, 0.29 mmol) en CHsCN (4 mL) se le agrega HF 48% (0.2
mL). La mezcla se agita durante 12 horas a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se vuelca sobre agua, se separan las capas y la capa acuosa se extrae con

CH2Cl; (x3). Las capas organicas combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl
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(x2) y se secan sobre NaxSOs. Se evapora el disolvente a vacio. El crudo se purifica por
cromatografia en columna (6:4 hexanos/acetato de etilo) para dar 21 (0.06 g, 98%) como
un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 6.45 (t, ]=1.5 Hz, 1H, (H)C=C-Br); 4.69 (d, J=1.9 Hz, 1H,
HO-C(H)); 3.98 (t, J= 3.5 Hz, 1H, HO-C-C(H)); 3.58 (dd, i=1.9 Hz, J>= 3.9 Hz, 1H, O=C-
C(H)-O); 2.75 (s, 1H, OH).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 189.9 (C=0); 147.6 (C-Br); 129.4 (C=C-Br); 68.6 (C-OH);
55.1 (O=C-C-O-C); 54.4 (O=C-C-O-C).

IR (KBr) 3400, 1715, 1597, 1273, 675 cm-!

EM (m/z, %) 206 (10), 204 (M*, 10), 177 (60), 175 (62), 162 (24), 97 (100)

[a]p?: +168.9 (c 0.620, CH>Cly)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 226.9320; Experimental: 226.9304

(4R, 5R, 6R)-5,6-Epoxi-4-hidroxiciclohex-2-enona (22)

Método A

A una solucién de 21 (0.08 g, 0.39 mmol) en THF (4 mL) se le agrega HSnBus (0.18 ml,
0.67 mmol). La mezcla se lleva a reflujo y se agrega ABCC (0.10 g, 0.39 mmol). Se agita
durante 8 hr a reflujo y luego se deja llegar a temperatura ambiente. La mezcla de
reacciéon se evapora a vacio y el residuo se purifica por cromatografia en columna
(gradiente de mezcla 9:1 - 6:4 hexanos/acetato de etilo) para dar 22 (0.03 g, 56%) como

un sélido blanco.

Método B

A una solucién de 26 (0.10 g, 0.37 mmol) en CH3;CN (4 mL) se le agrega HF 48% (0.2
mL). La mezcla se agita durante 12 horas a temperatura ambiente. La mezcla se vuelca
sobre agua, se separan las capas y la capa acuosa se extrae con CHxCl (x3). Las capas
orgénicas combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl (x2) y se secan sobre
NaxSOs. Se evapora el disolvente a vacio. El crudo se purifica por cromatografia en
columna (1:1 hexanos/acetato de etilo) para dar 22 (0.05 g, 71%) como un s6lido blanco
cristalino.

PF: 54-56 °C

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 6.52 (dt, 1= 2.6 Hz, J.= 10.6 Hz, 1H, HO-C-C(H)=C); 5.90
(dt, Ji= 2.1 Hz, J>=10.6 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.69 (dd, J= 1.9 Hz, >=10.1 Hz, 1H, HO-
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C(H)); 3.86 (dt, Ji= 2.8 Hz, J>= 4.0 Hz, 1H, O=C-C(H)-O); 3.48 (dd, Ji= 2.1 Hz, = 4.0
Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 2.65 (d, J=10.4 Hz, 1H, OH).

BC-RMN (CDCl3) § (ppm) : 193.2 (C=0), 145.6 (C=C-C-OH), 125.6 (C=C-C-OH), 65.1
(C-OH), 54.6 (O=C-C-O-C), 53.8 (O=C-C-O-C).

IR (KBr) 3565, 1686, 1401, 1254, 826 cm-!

[a]p?: + 195.6 (c 0.68, acetona)

EMAR m/z [M-H]-: Calculado: 125.0239; Experimental: 125.0240

(1R, 4S, 5R, 6R)-4-Acetil-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (23)

A una solucién de 17 (0.10 g, 0.40 mmol) en THF (3 mL) se le agrega HSnBus (0.1 ml,
0.68 mmol). La mezcla se lleva lentamente a reflujo y se agrega ABCC (0.12 g, 0.48
mmol). Se agita durante 1 hora a reflujo y luego se deja llegar a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se evapora a vacio y el residuo se purifica por cromatografia en
columna (gradiente de mezcla 9:1 - 6:4 hexanos/acetato de etilo) para dar 23 (0.07 g,
100%) como un sélido blanco.

PF: 94-95 °C

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 5.65 (dq, J:= 2.3 Hz, ;= 10.6 Hz, 1H, C=C-C-OH); 5.54 (m,
1H, AcO-C-H); 5.43 (dq, J:= 2.20 Hz, J,= 10.6 Hz, 1H, C=C-C-OH); 4.42 (m, 1H, C-(H)-
OH); 3.63 (m, 1H, AcO-C-C(H)-O); 3.59 (m, 1H, HO-C-C(H)-O); 2.57 (d, J=10.6 Hz, 1H,
OH); 2.15 (s, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 170.7 (C=0); 129.3 (C=C-C-OH); 123.4 (C=C-C-OH); 67.1
(AcO-C); 64.6 (C-OH); 53.9 (HO-C-C-O-C); 52.1 (HO-C-C-O-C); 21.0 (CHs).

IR (KBr) 3272, 1730, 1246, 895 cm-!

[a]p?!: - 7.4 (c 1.160, acetona)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 193.0477; Experimental: 193.0466

(IR, 4S5, 5R, 6S)-4-Acetil-1-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxiciclohex-2-
en-4-ol (24)

A una solucién de 23 (0.10 g, 0.59 mmol) en DMF (1 mL) a 0 °C se agrega THSCI (0.137
g, 0.76 mmol) e imidazol (0.088 g, 1.29 mmol) previamente disueltos en DMF (1 mL). La
mezcla se agita durante 12 horas a 4 °C. La mezcla de reaccién se vuelca sobre agua, se
separan las capas y la capa acuosa se extrae con éter etilico. Las capas organicas

combinadas se lavan con soluciéon saturada de CuSO; (x2) y con solucién saturada de
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NaCl (x2). Se seca sobre NaSOs y se evapora a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna para dar 24 (0.183 g, 100%) como un aceite incoloro.
1H-RMN (CDCL) 8 (ppm) : 5.65 (dq, /;i= 2.2 Hz, ;= 10.6 Hz, 1H, C=C(H)-C-OTHS);
5.52 (m, 1H, AcO-C-H); 5.39 (dq, J:= 2.2 Hz, J,= 10.6 Hz, 1H, AcO-C-C(H)=C); 4.55 (m,
1H, THS-O-C-H); 3.56 (m, 1H, AcO-C-C(H)-O); 3.44 (m, 1H, THSO-C-C(H)-O); 2.15 (s,
3H, O=C-CHs); 1.67 (m, 1H, (CH;)>-C(H)); 0.91 (m, 6H, Si-C-C-(CHa)2); 0.89 (m, 6H, Si-
C-(CHas)2); 0.20 (s, 3H, Si-CHs); 0.15 (s, 3H, Si-CHs).

BC-RMN (CDCl) § (ppm) : 170.8 (C=0); 130.1 (C=C-C-OH); 122.5 (AcO-C); 67.4 (C=C-
C-OH); 65.7 (C-OTHS); 53.8 (THSO-C-C-O-C); 51.2 (HO-C-C-O-C); 34.2 (H-C-(CH>)2);
25.0 (THS); 21.1 (THS); 20.2 (THS); -1.5 (Si-CHs); -2.6 (Si-CHs).

IR (KBr) 2959, 2869, 1740, 1252, 1094, 777 cm-!

[a]p?t: - 7.8 (c 1.620, acetona)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 336.1665; Experimental: 335.1663

(1S, 4R, 5S, 6S)-4-[Dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxiciclohex-2-en-4-o0l
(25)

A una solucién de 24 (0.20 g, 0.64 mmol) en MeOH (4 mL) se le agrega una punta de
espatula de KoCOs. Se agita durante una hora a temperatura ambiente. Se filtra la
mezcla de reacciéon por papel y se concentra a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 25 (0.14 g, 79%) como
un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl3) é (ppm) : 5.52 (dq, Ji= 2.2 Hz, ;= 10.5 Hz, 1H, C=C(H)-C-OTHS);
5.46 (dq, J:= 2.2 Hz, J,=10.5 Hz, 1H, HO-C-(H)C=C); 4.53 (m, 1H, C(H)-OTHS); 4.35 (m,
1H, HO-C(H)); 3.55 (m, 1H, HO-C-C(H)-O); 3.48 (m, 1H, THSO-C-C(H)-O); 2.07 (d,
J=11.3 Hz, 1H, OH); 1.69 (m, 1H, (CHzs)>-C(H)); 0.92 (m, 12H, Si-C-(CHs)4); 0.22 (s, 3H,
Si-CHs); 0.20 (s, 3H, Si-CHs).

BC-RMN (CDCL) § (ppm) : 128.4 (C=C-C-OH); 126.7 (C=C-C-OH); 65.6 (C-OTHS);
64.9 (C-OH); 55.2 (THSO-C-C-O-C); 54.3 (HO-C-C-O-C); 34.1 (H-C-(CHy)2); 25.1 (Si-C-
(CHy)2); 20.2 (Si-C-(CHy)2); 18.6 (H-C-(CHb)2); -2.6 (Si-(CHb)2).

IR (KBr) 3401, 2959, 2868, 1254, 1088, 777 cm-!

[a]p®: -4.1 (c 0.680, acetona)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 293.1549; Experimental: 293.1564

(4R, 5R, 6R)- 4-[Dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxiciclohex-2-enona (26)
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A una solucién de 25 (0.11 g, 0.40 mmol) en DMF (2 mL) se agrega IBX (0.15 g, 0.52
mmol). La mezcla se agita durante 3 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOjs (x2), solucién saturada de NaCl
(x2) y se secan sobre Na»SOy. Se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica
por cromatografia en columna (95:5 hexanos/acetato de etilo) para dar 26 (0.091 g,
85%) como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 6.40 (dt, J;= 2.5 Hz, J,= 10.7 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 5.85
(dg, Ji= 2.1 Hz, ],= 10.6 Hz, 1H, O=C-C(H)=C); 4.78 (dd, J:= 2.2 Hz, J,= 4.7 Hz, 1H,
C(H)-OTHS); 3.69 (dt, J;i= 2.7 Hz, J,= 4.0 Hz, 1H, O=C-C(H)-O); 3.39 (dd, J:= 2.2 Hz, |,=
4.0 Hz, 1H, THSO-C-C(H)-O); 1.68 (dt, ;= 6.9 Hz, |,= 13.7 Hz 1H, (CHs)-C(H)); 0.92
(m, 12H, Si-C-(CHzs)s); 0.23 (s, 3H, Si-CHz); 0.22 (s, 3H, Si-CHs).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 193.7 (C=0); 146.8 (O=C-C=C); 124.9 (O=C-C=C); 66.2 (C-
OTHS); 54.4 (THSO-C-C-O-C); 53.1 (O=C-C-O-C); 34.2 (H-C-(CHs)»); 25.2 (Si-C-(CH>)2);
20.3 (H-C-(CH>)2); 18.7 (Si-C-(CHy)2); -2.5 (Si-(CHy)2).

IR (KBr) 2959, 2869, 1692, 1256, 1101, 776 cm!

[a]p?': + 94.6 (c 1.02, acetona)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 291.1387; Experimental: 291.1372

(4S, 5S, 6R)-5,6-Epoxi-4-p-nitrobenzoiloxiciclohex-2-enona (27)

A una solucién de 22 (0.08 g, 0.66 mmol) en benceno (3 mL) se le agrega PPhs (0.19 g,
0.73 mmol), dcido PNB (0.11 g, 0.66 mmol) y DIAD (0.14 mL, 0.73 mmol). La mezcla se
agita durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se evapora el disolvente a vacio y se
purifica por cromatografia en columna (gradiente de mezcla 9:1 - 6:4 hexanos/acetato
de etilo) para dar 27 (0.11 g, 63%) como un sélido blanco.

PF: 132-133 °C

1H-RMN (CDCl) & (ppm) : 8.32 (m, 2H, Ar); 8.24 (m, 2H, Ar); 6.71 (ddd, 1= 2.6 Hz, .=
4.7 Hz, J;= 10.6 Hz, 1H, O=C-C=C(H)); 6.19 (dt, J;= 1.4 Hz, = 10.6 Hz, 1H, O=C-
C(H)=C); 6.05 (dd, J;= 1.1 Hz, ],= 4.7 Hz, 1H, PNBO-C(H)); 3.90 (m, 1H, PNBO-C-C(H)-
0); 3.59 (ddd, Ji= 0.9 Hz, J.=1.6 Hz, 5= 3.4 Hz 1H, O=C-C(H)-O).

BC-RMN (CDCl) & (ppm) : 192.3 (C=0); 163.6 (O-C=0); 151.1 (C-NO»); 138.5 (C=C-C-
OPNB); 134.0 (Ar); 131.1 (Ar); 129.7 (C=C-C-OPNB); 123.8 (Ar); 65.3 (C-OPNB); 55.1
(PNBO-C-0); 52.9 (O=C-C-O).

[a]p?t: + 356. 8 (c 1.010, acetona)
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IR (KBr) 3114, 1736, 1691, 1526, 1269 cm-!
EMAR m/z [M-H]: Calculado: 274.0352; Experimental: 274.0362

(4S, 55, 6R)-2-Bromo-5,6-epoxi-4-p-nitrobenzoiloxiciclohex-2-enona (28)

A una solucién de 27 (0.12 g, 0.43 mmol) en tetracloruro de carbono (3 mL) se le agrega
durante un periodo de 30 minutos una solucién de Br; en tetracloruro de carbono (0.51
mmol en 1 mL de CCly). La mezcla se agita durante 24 horas a temperatura ambiente.
La reaccién se vuelca sobre agua y se extrae con diclorometano. Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl (x2). Se seca sobre NaxSOs y se
evapora a vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna (8:2
hexanos/acetato de etilo) para dar 28 (0.076 g, 50%) como un sélido blanco.

PF: 158-160 °C

1H-RMN (CDCl) & (ppm) : 8.36 (m, 2H, Ar); 8.27 (m, 2H, Ar); 7.21 (dd, Ji= 2.5 Hz, J>=
5.3 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 6.07 (dt, Ji= 1.3 Hz, J>= 5.3 Hz, 1H, PNBO-C(H)); 3.94 (ddd, Ji=
1.4 Hz, J>= 24, J;= 3.7 Hz, 1H, O=C-C(H)-0O); 3.79 (dd, Ji= 1.3 Hz, J>= 3.4 Hz, 1H, PNBO-
C-C(H)-O).

BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 185.8 (C=0); 163.5 (O-C=0); 151.1 (C-NOy); 138.7 (Br-
C=C); 133.7 (Ar); 131.2 (Ar); 126.4 (Br-C=C); 123.8 (Ar); 66.6 (C-OPNB); 54.9 (PNBO-C-
0); 53.0 (O=C-C-O).

IR (KBr)3113,1732,1703, 1528, 1262, 613 cm-!

[a]p®: +79.9 (c 0.490, acetona)

4-Nitrobenzoato de 3-bromo-4,5-dihidroxifenilo (29)

A una solucién de 27 (0.036 g, 0.13 mmol) en diclorometano (2 mL) se le agrega una
soluciéon de Brz (3 pL, 0.061 mmol) en diclorometano (2 mL) y EtsN (0.04 mL, 0.10
mmol). La mezcla se agita por 2 horas a -10 °C y se deja llegar a temperatura ambiente.
El crudo de reaccién se toma en Et:O y se vuelca sobre agua. Se separan las capas y la
capa acuosa se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas combinadas se lavan con
solucién saturada de CuSO; (x2), solucién saturada de NaHSOs; (x2) y solucién
saturada de NaCl (x2). Se seca sobre NaxSO4y se evapora a vacio. El residuo se purifica
por cromatografia en columna (8:2 hexanos/acetato de etilo) para dar 29.

1H-RMN (CDCl3) é (ppm) : 8.35 (d, /= 1.5 Hz, 4H, Ar); 6.96 (d, J= 2.6 Hz, 1H, Ar); 6.82
(d, J=2.6 Hz, 1H, Ar).
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(+)-bromoxona (30)57

A una solucién de 28 (0.02 g, 0.06 mmol) en metanol (2 mL) se le agrega K.COs
(cantidades cataliticas). La mezcla se agita durante 3 horas a temperatura ambiente y se
vuelca sobre agua. Se extrae con acetato de etilo (x2) y las capas organicas combinadas
se lavan con solucion saturada de NaCl (x2). Se seca sobre Na>SO, y se evapora a vacio.
El residuo (s6lido amarillo) se purifica por cromatografia en columna (7:3
hexanos/acetato de etilo) para dar (+)-bromoxona (30) (0.009 g, 78%) como un sélido
blanco cristalino.

PF: 137-138 °C

1H-RMN (CDCL) 6 (ppm) : 7.14 (dd, J:= 2.4 Hz, ],= 5.2 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 4.75 (m,
1H, HO-C(H)); 3.84 (ddd, Ji= 1.3 Hz, J»= 2.4 Hz, J;= 3.5 Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 3.68
(dd, i= 1.3 Hz, J.= 3.5 Hz, 1H, O=C-C(H)-O)

BC-RMN (CDClI3) § (ppm) : 186.7 (C=0); 144.0 (Br-C=C-C-OH); 123.7 (Br-C=C); 64.8
(C-OH); 57.5 (O=C-C-O-C); 53.4 (O=C-C-O-C).

IR (KBr) 3490, 2924, 2853, 1701, 1265, 719 cm-!

[a]p?3: +158.9 (¢ 0.150, CH2Cl,)

EMAR m/z [M-H]- Calculado: 202.9344; Experimental: 202.9335

(4S, 5R, 6S)-4-Acetil-2-bromo-5,6-epoxi-4-hidroxiciclohex-2-enona (31)

A una solucién de 17 (0.20 g, 0.80 mmol) en DMF (2 mL) se agrega IBX (0.34 g, 1.20
mmol). La mezcla se agita durante 6 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et;O (x3). Las capas orgénicas
combinadas se lavan con solucién saturada de CuSO; (x2), solucién saturada de NaCl
(x2) y se secan sobre Na>SOs. Se evapora el disolvente a vacio y el residuo se purifica
por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 31 (0.15 g, 75%)
como un sélido blanco.

PF: 111-113 °C

1H-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 6.88 (t, ;= 2.6 Hz, 1H, (H)-C=C); 5.80 (t, ;= 2.7 Hz, 1H,
AcO-C(H)); 3.93 (dt, J:= 2.6 Hz, ,= 3.9 Hz, 1H, O-C(H)); 3.69 (d, J= 3.9 Hz, 1H, O=C-
C(H)); 2.24 (s, 3H, O=C-CHs).

BC-RMN (CDCl;) 3 (ppm) : 186.2 (C=0); 170.4 (C=0); 141.7 (C=C-Br); 121.5 (C=C-Br);
68.0 (O-C-C=C); 52.2 (O-C-C-0O); 51.9 (O-C-C=0); 21.1 ( CHs).

IR (KBr) 1748, 1700, 1646, 1221, 1042, 420 cm

EM (m/z, %) 248 (M*, 9), 224 (10), 206 (100), 204 (97), 96 (39)
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[a]p?®: -103.9 (¢ 0.565, CH2Cly)
EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 268.9425; Experimental: 268.9431

(4S, 5S, 6S)-2-Bromo-5,6-epoxi-4-hidroxiciclohex-2-enona (32)

A una solucién de 31 (0.17 g, 0.69 mmol) en MeOH (5 mL) se agrega resina Dowex
50WX8-200 (0.28 g). La mezcla se agita durante 48 horas a temperatura ambiente. Se
filtra por papel y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 32 (0.055 g, 76%)
como un sélido blanco.

PF: 95-97 °C

1H-RMN (CD3OD) & (ppm) : 7.00 (t, J= 2.6 Hz, 1H, C(H)=C-Br); 4.87 (s, 1H, OH); 4.75
(t, J= 2.7 Hz, 1H, HO-C(H)); 3.85 (dt, Ji= 2.6 Hz, J>= 3.9 Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 3.65 (d,
J=3.9 Hz, 1H, O=C-C(H)-O).

BC-RMN (CDs0D) 8 (ppm) : 187.1 (C=0); 147.2 (C=C-Br); 118.0 (C=C-Br); 66.0 (HO-C);
54.1 (HO-C-C-0O); 52.2 (O-C-C=0).

IR (KBr) 1722, 1278, 1114, 1072, 710 cm

[a]p?t: -49.2 (c 0.386, acetona)

5-Acetil-3-bromo-1,2,5-trihidroxibenceno (33)

A una solucién de 31 (0.05 g, 0.02 mmol) en MeOH (5 mL) se le agrega una punta de
espatula de KoCOs;. La mezcla se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
crudo de reaccion se filtra por papel y el filtrado se evapora a vacio. El crudo se
purifica por cromatografia en columna (4:6 hexanos/acetato de etilo) para dar 33 (0.04
g, 98%).

1H-RMN (CDCl;3) 3 (ppm) : 6.80 (d, J= 2.6 Hz, 1H, (H)-C-C-Br); 6.65 (d, J= 2.6 Hz, 1H,
AcO-C-C-(H)); 5.65 (s, 1H, OH); 5.49 (s, 1H, OH); 2.27 (s, 3H, CHa).

(4S, 5S, 6R)-2-Bromo-4,5-dihidroxi-6-metoxiciclohex-2-enona (34)

Obtenido por reaccion de 31 con Resina Dowex en MeOH segtn la técnica descrita

para la obtencién de 32.
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1H-RMN (CDCl3) § (ppm) : 7.29 (d, J= 4.9 Hz, 1H, C(H)=C-Br); 4.61 (dd, J;= 3.6 Hz, J,=
4.9 Hz, 1H, Br-C=C-C(H)); 4.11 (d, J= 8.8 Hz, 1H, HO-C(H)); 4.06 (dd, J:= 3.5 Hz, J,= 8.8
Hz, 1H, H;C-O-C(H)); 3.60 (s, 3H, O-CHs); 3.24 (s, 1H, OH); 3.17 (s, 1H, OH).

BC-RMN (CDCls) § (ppm) : 189. 5 (C=0); 145.4 (C=C-Br); 125. 1 (C=C-Br); 82.2 (CH3-O-
Q); 70.9 (HO-C-C-OCHs); 66.9 (HO-C-C=C-Br); 60.1 (CHs).

(4R, 5R, 65)-2-Bromo-5,6-epoxi-4-p-nitrobenzoiloxiciclohex-2-enona (35)

Se suspende la epoxienona 32 (0.10 g, 0.49 mmol) en 2 ml de benceno. Se agrega a la
suspension trifenilfosfina (0.14 g, 0.54 mmol), acido p-nitrobenzoico (0.08 g, 0.49 mmol)
y DIAD (0.11 mL, 0.54 mmol) en el orden indicado. Se agita a temperatura ambiente
por 2 horas. Se evapora a vacio el disolvente. El crudo obtenido se purifica por

cromatografia en columna (8:2 hexanos/ acetato de etilo) para dar 35 (0.008 g, 5%).

1H-RMN (CDCls) § (ppm) : 8.33 (m, 2H, Ar); 8.24 (m, 2H, Ar); 7.18 (dd, J;= 2.4 Hz, J,=
5.3 Hz, 1H, Br-C=C-(H)); 6.04 (dt, J;= 1.3 Hz, J,= 5.3 Hz, 1H, p-NB-O-C(H)); 3.94 (ddd,
hi= 1.4 Hz, J,= 2.4 Hz, J;= 3.6 Hz, 1H, p-NB-O-C-C(H)-O); 3.79 (dd, J:= 1.2 Hz, J,= 3.4
Hz, 1H, O=C-C(H)-O).

(1S, 4S, 5S, 6R)-2-Bromo-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (36)°

1H-RMN (CDCl3) § (ppm) : 6.03 (d, J= 3.2 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 4.43 (s, 1H, C=C-C(H)),
4.40 (s, 1H, Br-C-C(H)-OH); 3.73 (m, 1H, C=C-C(OH)-C(H)-O); 3.67 (dd, J;= 3.6 Hz, ],=
5.7 Hz, 1H, Br-C-C(OH)-C(H)-O).

(1S, 2R)-3-Metilciclohexa-3,5-dien-1,2-diol (37)°

Obtenido por biotransformacion con Pseudomonas putida F39/D a partir de tolueno.
1H-RMN (CDCl3) 6 (ppm) : 5.94 (m, 1H, (H)-C=C-CHs); 5.82 (dd, ;= 3.7 Hz, [,= 9.6 Hz,
1H, C(H)=C-C-OH); 5.75 (d, J= 4.4 Hz, 1H, C=C(H)-C-OH); 4.31 (s, 1H, HO-C(H)); 4.06
(s, 1H, HO-C(H)); 1.28 (s, 3H, CHs).

(1S, 2R)-3-Metil-1,2-O-isopropilidenciclohexa-3,5-dien-1,2-diol (38)°

Rendimiento: 90%

1H-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 5.97 (dd, Ji= 5.7 Hz, J>= 9.6 Hz, 1H, (H)C=C-C-O); 5.80 (dd,
Ji=3.9 Hz, = 9.6 Hz, 1H, C=C(H)-C-0O); 5.72 (d, J= 5.6 Hz, 1H, (H)C=C-CHz); 4.66 (dd,
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Ji= 3.9 Hz, Jo= 8.7 Hz, 1H, C=C-C(H)-O); 4.50 (d, J= 8.7 Hz, 1H, H;C-C-C(H)-O); 1.91 (s,
3H, C=C-CHz); 1.42 (s, 3H, CHs); 1.40 (s, 3H, CHa).

(1R,2R,5S,6S)-5-Acetil-6-iodo-3-metil-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2,5-triol
(39).2

1H-RMN (CDCl3) § (ppm) : 5.50 (m, 1H, (H)C=C-CHs); 5.48 (m, 1H, AcO-C(H)); 4.51
(dd, J:= 5.8 Hz, [,= 9.9 Hz 1H, I-C-C(H)-O); 4.38 (d, J= 5.8 Hz, 1H, H3C-C-C(H)-O); 4.03
(t, J= 9.6 Hz, 1H, I-C(H)); 2.16 (s, 3H, O=C-CHs); 1.88 (s, 3H, C=C-CHs); 1.52 (s, 3H,
CHs); 1.44 (s, 3H, CHa).

BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 170.2 (C=0); 134.4 (C=C-CHzs); 125.4 (C=C-CHz); 110.6
(CH3-C-CHa); 79.1 (O-C-C-I); 75.2 (AcO-C); 73.2 (O-C-C-CH3); 31.3 (C-I); 28.3 (CHs-C-
CHs); 26.0 (CH3-C-CHs); 21.1 (CH3-C=0); 20.3 (CH3-C=C).

(1R,2R,5R,6R)-5-Acetil-6-iodo-3-metil-1,2-O-isopropilidenciclohex-3-en-1,2,5-triol

( 40)21

1H-RMN (CDCl3) é (ppm) : 5.58 (m, 1H, (H)C=C-CHs); 5.60 (m, 1H, AcO-C(H)); 4.51
(dd, ;= 5.8 Hz, J,= 9.9 Hz 1H, I-C-C(H)-O); 4.36 (d, ]= 5.8 Hz, 1H, HsC-C-C(H)-O); 4.09
(t, J= 9.6 Hz, 1H, I-C(H)); 2.16 (s, 3H, O=C-CHs); 1.80 (s, 3H, C=C-CHs); 1.43 (s, 3H,
CHs); 1.38 (s, 3H, CHa).

(IR, 2R, 55, 6S)-5-Acetil-6-iodo-3-metilciclohex-3-en-1,2,5-triol (41)

Una solucién de 39 (0.96 g, 2.72 mmol) en AcOH 50% (10 mL) se calienta a 50 °C con
agitacion durante 24 horas. La mezcla de reaccion se deja llegar a temperatura
ambiente, se vuelca sobre agua y se extrae con EtO (x4). A las capas organicas
combinadas se les agrega hielo y se neutraliza con NaHCO; sélido hasta pH neutro. Se
separan las capas y la capa organica se lava con solucion saturada de NaCl (x2). Se seca
sobre NaxSO, y se evapora el disolvente a vacio.

El residuo se purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para
dar 41 (0.36 g, 51%) como un sélido blanco.

PF: 149-151 °C

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 5.62 (m, 1H, AcO-C(H)); 5.46 (m, 1H, C(H)=C-CHz); 4.34
(dd, 1= 9.0 Hz, >=11.3 Hz, 1H, I-C(H)); 4.20 (t, J= 3.6 Hz, 1H, C=C-C(H)-OH); 3.81 (m,
1H, I-C-C(H)-OH); 2.80 (d, J= 5.1 Hz, 1H, I-C-C(H)-OH); 2.64 (d, J= 3.9 Hz, 1H, C=C-
C(H)-OH); 2.16 (s, 3H, O=C-CHs); 1.90 (s, 3H, C=C-CH,).
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BC-RMN (CDCls) & (ppm) : 170.2 (C=0); 137.5 (C=C-CHs); 124.3 (C=C-CHz); 75.3
(AcO-C); 71.7 (HO-C-C-I); 69.1 (HO-C-C-CHs); 34.4 (C-I); 21.1 (CH5-C=0); 20.6 (CHs-
C=Q).

[a]p?28: -6.7 (c 0.598, CH>Cl)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 334.9756; Experimental: 334.9733

(IR, 4S5, 5R, 6R)-4-Acetil-5,6-epoxi-3-metilciclohex-2-en-1,4-diol (42)

A una solucién de 41 (0.30 g, 0.97 mmol) en CH>Cl> (4 mL) se agrega NaOH (0.04 g,
0.97 mmol) y BusNHSO4 (0.02 g, 0.09 mmol) con agitaciéon. Luego de 1 hora se agrega
solucion saturada de NH4Cl hasta neutralizar. La mezcla de reaccién se extrae con
CH>Cl> (x3). Las capas organicas combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl
(x2). Se seca sobre Na;SO4 y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (1:1 hexanos/acetato de etilo) para dar 42 (0.06 g, 36%) como
un sélido blanco.

PF: 80-81 °C

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 5.52 (dt, Ji= 2.3 Hz, J>= 4.6 Hz, 1H, AcO-C(H)); 5.19 (ddd,
Ji= 1.5 Hz, J»= 2.4 Hz, ;= 3.9 Hz, 1H, C(H)=C-CHs); 4.23 (d, J= 9.6 Hz, 1H, HO-C(H));
3.66 (m, 1H, AcO-C-C(H)-O); 3.60 (dd, Ji= 2.9 Hz, »= 4.3 Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 2.14
(s, 3H, O=C-CHs); 1.82 (m, 3H, C=C-CHs).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 170. 8 (C=0); 136.5 (C=C- CHs); 118.6 (C=C-CHzs); 67.7
(AcO-C); 67.0 (HO-C); 54.8 (HO-C-C-0O); 53.2 (AcO-C-C-O); 21.1 (CH3-C=0); 19.2 (CHs-
C=0).

[a]p?28: +20.2 (c 0.925, acetona)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 207.0633; Experimental: 207.0637

(4S, 5R, 6S)-4-Acetil-5,6-epoxi-4-hidroxi-2-metilciclohex-2-enona (43)

A una solucién de 42 (0.04 g, 0.23 mmol) en DMF (1 mL) se agrega IBX (0.080 g, 0.28
mmol). La mezcla se agita durante 2 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOjs (x2), solucién saturada de NaCl
(x2) y se secan sobre Na;SOs. Se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica
por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 43 (0.04 g, 91%)

como un aceite incoloro.
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1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 6.18 (tq, Ji= 1.5 Hz, = 2.9 Hz, 1H, AcO-C(H)); 5.76 (m, 1H,
C=C-CHa); 3.88 (dt, Ji= 2.7 Hz, = 4.1 Hz, 1H, AcO-C-C(H)-O); 3.52 (d, J= 4.1 Hz, 1H,
0O=C-C(H)-0O); 2.22 (s, 3H, O=C-CHz); 1.85 (m, 3H, C=C-CH3).

BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 193.4 (C=C-CHzs); 170.4 (HsC-C=0); 136.0 (AcO-C); 133.9
(C=0); 66.8 (C=C-CH3); 52.6 (O=C-C-0O); 51.5 (AcO-C-C-0); 20.9 (CHs-C=0); 15.9 (CHs-
C=Q).

[a]p?28: -156.6 (c 0.60, CHCl3)

EMAR m/z [M+Na]*: Calculado: 205.0477; Experimental: 205.0476

(-)-epoformina (44)

A una solucién de 43 (0.03 g, 0.14 mmol) en MeOH (1 mL) se le agrega una punta de
espatula de K>COs. Se agita durante una hora a temperatura ambiente. Se filtra la
mezcla de reaccién por papel y se concentra a vacio. El residuo se purifica por
cromatograffa en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 44 (0.014 g, 74%)
como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 6.27 (tq, Ji= 1.5 Hz, J>= 2.8 Hz, 1H, C(H)=C-CHz); 4.63 (dd,
Ji= 2.1 Hz, = 10.5 Hz, 1H, HO-C(H)); 3.83 (dt, Ji= 2.8 Hz, J>= 3.9 Hz, 1H, HO-C-C(H));
3.51 (d, J= 4.0 Hz, 1H, O=C-C(H)); 2.28 (d, J= 10.6 Hz 1H, OH); 1.81 (t, ]= 1.7 Hz 3H,
CHos).

BC-RMN (CDClI3) 8 (ppm) : 193.9 (C=0); 140.4 (HO-C); 132.5 (C=C-CHj3); 65.1 (C=C-
CHs); 54.6 (O=C-C-0); 53.9 (HO-C-C-0); 15.9 (CH5-C=C).

[a]p?28: -157.8 (c 0.66, CHCL)

(4R, 5R, 65)-5,6-epoxi-2-metil-4-p-nitrobenzoiloxiciclohex-2-enona (45)

A una suspension de 44 (0.04 g, 0.31 mmol) en benceno (1 mL) se le agrega PPhs (0.098
g, 0.37 mmol), 4cido p-nitrobenzoico (0.052 g, 0.31 mmol) y DEAD (0.058 mL, 0.37
mmol) gota a gota en ese orden. Se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. Una
vez finalizada la reaccién el crudo se concentra a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (9:1 hexanos/acetato de etilo) para dar 45 (0.05 g, 59%) como
un sélido blanco.

PF: 130-132 °C

1H-RMN (CDCl) 8 (ppm) : 8.34 (dt, 1= 2.0 Hz, = 8.9 Hz, 2H, Ar); 8.25 (dt, 1= 2.0 Hz,
J>= 8.9 Hz, 2H, Ar); 6.51 (m, 1H, C(H)=C-CHs); 6.04 (dt, 1= 1.1 Hz, = 3.9 Hz, 1H,
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PNBO-C(H)); 3.90 (m, 1H, PNBO-C-C(H)); 3.65 (dd, J;i= 1.0 Hz, J>= 3.5 Hz, 1H, O=C-
C(H)); 1.94 (t, J= 1.2 Hz, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCl3) & (ppm) : 193.4 (C=0); 163.8 (O-C=0); 150.0 (C-NO»); 137.4 (C=C-
CHs); 134.3 (Ar); 133.4 (C=C-CHz); 131.1 (Ar); 123.8 (Ar); 65.9 (C-O-PNB); 54. 9, (PNB-
O-C-C-0); 53.0 (O=C-C-0O); 16.2 (CHs-C=C).

IR (KBr) 1724, 1279, 1115, 1069, 714 cm-

[a]p20: -282.9 (c 0.467, acetona)

(-)-epiepoformina (46)

A una solucién de 45 (0.06 g, 0.22 mmol) en MeOH (4 mL) se le agrega una punta de
espétula de KoCOs Luego de 15 minutos de agitacion a temperatura ambiente se filtra
por papel y se concentra a vacio. El crudo se purifica por cromatografia en columna
(7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 46 (0.01 g, 97%) como un aceite incoloro.
1H-RMN (CDCl3) § (ppm) : 6.46 (m, 1H, C(H)=C-CH;); 4.65 (m, 1H, HO-C(H)); 3.78
(ddd, Ji= 1.3 Hz, >= 2.6 Hz, J5= 3.7 Hz, 1H, HO-C-C(H)); 3.49 (dd, Ji=1.1 Hz, J>=1.6 Hz,
1H, O=C-C(H)); 2.34 (d, J= 8.6 Hz, 1H, OH); 1.83 (m, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 194.6 (C=0); 139.1 (C=C-CHz); 134.5 (C=C-CH3); 63.5 (HO-
C); 57.8 (HO-C-C-0); 53.5 (O=C-C-0); 16.1 (CHs-C=C).

IR (KBr) 1722, 1279, 1256, 1115, 1069, 710 cm-

[a]p®®: -320.4 (c 0.174, EtOH)

(1S, 2R, 3S, 4S)-1,2-O-Isopropiliden-3,4-dihidroxi-3-metilciclohex-5-en-1,2,3,4-tetraol
(47)20

1H-RMN (CDCl) & (ppm) : 5.75 (m, 1H, HO-C-C=C(H)); 5.68 (d, = 10.3 Hz, 1H, HO-
C-C(H)=C); 4.64 (m, 1H, HO-C(H)-C=C); 4.17 (d, J= 5.1 Hz, 1H, H3C-C-C(H)-O); 4.13
(m, 1H, C=C-C(H)-0O); 1.45 (s, 3H, CHz); 1.36 (s, 6H, C-(CHs)>).

(1S, 2R, 5R, 6R)-5,6-dihidroxi-1,2-O-Isopropiliden-3-metilciclohex-3-en-1,2,5,6-tetraol
(48)20

1H-RMN (CDCL) 8 (ppm) : 5.62 (dd, Ji= 1.0 Hz, J,= 4.5 Hz, 1H, (H)-C=C-CH); 4.47 (d,
J= 6.0 Hz, 1H, H;C-C-C(H)-O); 4.34 (dd, J:= 6.0 Hz, J,= 7.1 Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 4.25
(d, J= 5.1 Hz, 1H, C=C-C(H)-OH); 3.87 (dd, Ji= 3.6 Hz, J,= 6.9 Hz, 1H, C=C-C-C(H)-
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OH); 2.90 (s, 1H, OH); 2.66 (s, 1H, OH); 1.86 (m, 3H, C=C-CHx); 1.43 (s, 3H, CHs); 1.39
(s, 3H, CH).

(IR, 25, 3R, 4R)-1,2-Dibenzoil-3,4-O-isopropiliden-5-metilciclohex-5-en-1,2,3,4-tetraol
(49)

A una solucién de 48 (0.60 g, 3.00 mmol) en CH>Cl> (4 mL) se agrega EtsN (1.25 mL,
9.00 mmol) y BzCl (0.83 mL, 7.20 mmol). La mezcla se agita durante 24 horas a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la reaccién la mezcla se diluye con soluciéon
saturada de NaHCOs. Se extrae con CHxCl: (x3). Las capas orgénicas combinadas se
lavan con soluciéon saturada de CuSOjs (x2), solucién saturada de NaCl (x2), se secan
sobre Na)SO; y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (9:1 hexanos/acetato de etilo) para dar 49 como un aceite
incoloro (1.22 g, 100%).

1H-RMN (CDCL) § (ppm) : 8.00 (m, 4H, Ar); 7.56 (m, 2H, Ar); 7.42 (m, 4H, Ar); 5.88
(dd, Ji= 0.8 Hz, J>= 5.3 Hz, 1H, H-C=C-CHs); 5.78 (t, ]= 4.3 Hz, 1H, C=C-C(H)-OBz);
5.55 (dd, Ji= 3.5 Hz, = 8.4 Hz, 1H, BzO-C(H)); 4.77 (dd, i= 6.2 Hz, J>= 8.3 Hz, 1H,
C(H)-O-C(CHas)2); 4.69 (d, J= 6.2 Hz 1H, C=C-C(H)-O); 1.99 (s, 3H, C=C-CHz); 1.54 (s,
3H, CHs); 1.45 (s, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCl3) & (ppm) : 165.9 (C=0); 165.8 (C=0); 138.5 (C=C-CHs); 133.1 (Ar);
129.9 (Ar); 129.8 (Ar); 128.4 (Ar); 121.4 (C=C-CHs); 110.2 (C-(CHs)2); 75.8 (C=C-C-O-C-
(CHs)2); 73.4 (Bz-O-C-C-O-C(CHzs)z); 71.8 (Bz-O-C-C-O-C(CHzs)z); 67.8 (C=C-C-OBz);
27.8 ((CHs)2-C-0O); 25.9 ((CH3)>-C-0); 20.6 (C=C-CHs).

[a]p?: -205.9 (c 0.658, acetona)

(1R, 2S, 3R, 4R)-1,2-Dibenzoil-5-metilciclohex-5-en-1,2,3,4-tetraol (50)

A una solucion de 49 (0.79 g, 1.93 mmol) en CH5CN (30 mL) se agrega CuCl, (0.49 g,
2.90 mmol). Se agita durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reacciéon
se vuelca sobre soluciéon saturada de NaCl y se extrae con AcOEt (x3). Las capas
orgéanicas combinadas se secan sobre Na)SO, y se concentra a vacio. El residuo se
purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 50 (0.37
g, 100%) como un soélido blanco.

PF: 130-131 °C

1H-RMN (CDCl3) & (ppm) : 8.04 (m, 2H, Ar); 7.93 (m, 2H, Ar); 7.59 (m, 1H, Ar); 7.52 (m,
1H, Ar); 7.46 (m, 2H, Ar); 7.34 (m, 2H, Ar); 5.93 (t, J= 4.4 Hz, 1H, H-C=C-CHz); 5.80 (dd,
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Ji= 1.5 Hz, = 5.4 Hz, 1H, BzO-C(H)-C=C); 5.64 (dd, Ji= 4.1 Hz, J,= 10.4 Hz, 1H, BzO-
C(H)); 444 (dd, 1= 4.3 Hz, J.= 10.5 Hz, 1H, C(H)-OH ); 4.33 (d, J= 4.3 Hz, 1H, C=C-
C(H)-OH); 3.04 (s, 2H, (OH)2); 1.99 (s, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 166.9 (C=0); 165.7 (C=0); 141.0 (C=C-CHjs); 133.3 (Ar);
133.2 (Ar); 129.9 (Ar); 129.8 (Ar); 129. 7 (Ar); 129.5 (Ar); 128.5 (Ar); 128.4 (Ar); 121.0
(C=C-C-0); 70.6 ((CH;-C-C-OH); 70.5 (Bz-O-C-C-OH); 68.2 (Bz-O-C-C-OH); 67.9 (C=C-
CHs); 21.0 (CHa).

IR (KBr) 1734, 1452, 1252, 1115, 1072, 710 cm!

[a]p18: -297.2 (¢ 0.665, acetona)

(4R, 5S, 6S)-4,5-Dibenzoiloxi-6-hidroxi-2-metilciclohex-2-enona (51)

A una solucién de 50 (0.36 g, 0.99 mmol) en DMF (4 mL) se agrega IBX (0.418 g, 1.49
mmol). La mezcla se agita durante 8 horas a temperatura ambiente. Se filtra por papel
y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl (x2) y se secan sobre Na>SO.. Se
evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna (7:3
hexanos/acetato de etilo) para dar 51 como un aceite amarillo (0.3355 g, 92%).

1H-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 8.00 (m, 4H, Ar); 7.56 (m, 2H, Ar); 7.39 (m, 4H, Ar); 6.94
(dd, i= 1.5 Hz, J>= 6.1 Hz, 1H, H-C=C); 6.08 (dd, J;= 4.1 Hz, J>=5.9 Hz, 1H, C=C-C(H)-
OBz); 5.54 (dd, Ji= 4.0 Hz, J>= 11.0 Hz, 1H, BzO-C-H); 4.96 (dd, J:= 2.6 Hz, J>= 11.0 Hz,
1H, C(H)-OH); 3.63 (d, J= 2.7 Hz, 1H, OH); 1.99 (m, 3H, CHs).

BC-RMN (CDCl) & (ppm) : 197.5 (HO-C-C=0); 165.7 (O-C=0); 165.7 (O-C=0); 138.9
(C=C-CHs); 137.6 (C=C-CHs); 133.7 (Ar); 133.5 (Ar); 130.0 (Ar); 129.9 (Ar); 129.4 (Ar);
129.3 (Ar); 128.7 (Ar); 128.5 (Ar); 72.3 (HO-C-C-OBz); 72.1 (HO-C-C-OBz); 66.6 (C=C-C-
OBz); 15.7 (CHa).

IR (KBr) 1728, 1452, 1279, 1115, 1072, 709 cm-!

[a]p?!: -276.9 (c 0.420, acetona)

(4R, 5R, 65)-4,5-Dibenzoil-2-metil-6-(metilsulfonil)ciclohex-2-enona (52)

A una solucién de 51 (0.37 g, 1.02 mmol) en CHxCl> (3 mL) a 0 °C se agrega Et;N (0.180
mL, 1.53 mmol) y MsCl (0.097 mL, 1.22 mmol). La mezcla se agita durante 1 hora. El
residuo se vuelca sobre agua, se separan las capas y la capa acuosa se extrae con Et;O

(x3). Las capas orgénicas combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOs (x2),
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solucién saturada de NaHCO; (x2), solucion saturada de NaCl (x2) y se secan sobre
Na»SOs. Se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por cromatografia en
columna (8:2 CH>Cl>/hexanos) para dar 52 como un aceite amarillo (0.350 g, 92%).
1H-RMN (CDCl3) & (ppm) : 8.02 (m, 4H, Ar); 7.62 (m, 1H, Ar); 7.56 (m, 1H, Ar); 7.48 (m,
2H, Ar); 7.40 (m, 2H, Ar); 7.04 (dd, Ji= 1.5 Hz, J>= 6.2 Hz, 1H, (H)C=C-CHs); 6.16 (dd,
Ji= 3.9 Hz, = 6.1 Hz, 1H, BzO-C(H)-C=C); 5.87 (d, J= 11.1 Hz, 1H, (H)C-OMs); 5.73
(dd, Ji= 3.9 Hz, J.= 11.1 Hz, 1H, BzO-C(H)-COMs); 3.30 (s, 3H, S-CHz3); 2.00 (d, J= 1.0
Hz, 3H, C=C-CHs).

BC-RMN (CDCl3) 8 (ppm) : 190.9 (C=C-C=0); 165.3 (O-C=0); 165.5 (O-C=0); 139.9
(C=C-CHs); 137.4 (C=C-CHs); 133.8 (Ar); 133.7 (Ar); 130.0 (Ar); 129.9 (Ar); 129.8 (Ar);
129.8 (Ar); 128.9 (Ar); 128.7 (Ar); 128.8 (Ar); 128.5 (Ar); 78.3 (C-OMs); 69.5 (MsO-C-C-
OBz); 66.3 (C-OBz); 39.5 (S-CHs); 15.6 (CHs).

IR (KBr) 1717, 1458, 1285, 1119, 1072, 710 cm!

[a]p?t: -341.5 (c 0.672, acetona)

Benzoato de 4-hidroxi-3-metilsulfoniloxi-5-metilfenilo (53)

Obtenido al tratar 52 con NaH en MeOH.

A una suspension de NaH (0.04 g al 60% en aceite mineral, 1.0 mmol) en CH>Cl> (3 mL)
a 0 °C se afiade gota a gota MeOH (0.05 mL, 1.14 mmol). Transcurridos unos minutos
se agrega 52 (0.29g, 0.67 mmol) disuelto en CH>Cl> (3 mL). Una vez finalizada la
reaccién se agrega solucion saturada de NaCl y se extrae con CH>Cl> (x3). Las capas
orgédnicas combinadas se secan sobre MgSO, y se evapora el disolvente al vacio. El
crudo se purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar
53.

1H-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 8.17 (m, 2H, Ar); 7.65 (m, 1H, Ar); 7.51 (dd, Ji= 4.5 Hz, .=
10.9 Hz, 2H, Ar); 7.04 (dd, Ji= 0.5 Hz, ],= 2.8 Hz, 1H, H;C-C=C(H)); 7.00 (dd, J;= 0.7 Hz,
J= 2.7 Hz, 1H, (H)-C-C-OMs); 6.25 (s, 1H, (H)C-OBz); 3.25 (s, 3H, S-CHs); 2.31 (s, 3H,
C=C-CHs).

(IR, 2R, 5R, 65)-1,2-O-Isopropiliden-3-metil-5,6-bis-[dimetil(2,2-dimetiletil)sililoxi]-
ciclohex-3-en-1,2-diol (54)

A una solucion de 48 (0.30 g, 1.5 mmol) en DMF (2 mL) a 0 °C se agrega TBSC1 (0.50 g,
3.3 mmol) e imidazol (0.41 g, 6.0 mmol) previamente disueltos en DMF (1 mL). La

reaccion se deja llegar a temperatura ambiente y se agita por 24 hs. Una vez finalizada
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la reaccién el residuo se toma en éter etilico y se vuelca sobre agua. Se separan las
capas y la capa acuosa se extrae con éter etilico (x3). Las capas orgénicas combinadas se
lavan con solucion saturada de CuSO; (x2) y solucion saturada de NaCl (x2). Se seca
con MgSOs y se evapora a vacio el disolvente. El residuo se purifica por cromatografia
en columna (98:2 hexanos/acetato de etilo) para dar 54 (0.52 g, 81%) como un aceite

incoloro.

1H-RMN (CDCls) § (ppm) : 5.42 (s, 1H, (H)-C=C-CHs); 4.4 (d, J= 6.1 Hz, 1H, TBSO-
C(H)-C=C); 4.27 (t, J]= 6.1 Hz, 1H, TBSO-C(H)); 4.20 (s, 1H, CHs-C-C(H)-O); 3.90 (d, J=
2.8 Hz, 1H, TBSO-C-C(H)-O); 1.79 (s, 3H, CHs); 1.38 (d, J= 5.0 Hz, 6H, C-(CHs),); 0.88
(m, 18H, Si-(C-(CHa)s)s; 0.07 (m, 12H, Si-(CHa)y).

1BC-RMN (CDCLy) & (ppm) : 126.1 (C=C-CHa); 108.9 (C=C-CHa); 76.1 (C-OSi); 73.1
(TBSO-C-C-O); 68.3 (C=C-C-O); 27.7 (CHs)z); 25.9 (t-but); 20.0 (CHs); -4.5 (Si-(CHa)a).
IR (KBr) 1724, 1312, 1279, 710 cm-!

[a]p?: -86.5 (c 0.636, acetona)

(IR, 2R, 5R, 6R)-6-[Dimetil(2,2-dimetiletil)sililoxi]-3-metilciclohex-3-en-1,2,5-triol
(55)

Obtenido al tratar 54 con CuCl, o CeClszen CH3CN.

A una solucién de 54 (0.19 g, 0.61 mmol) en CH3CN (5 mL) se agrega CuCl> (0.15 g, 0.91
mmol). Se agita a temperatura ambiente durante 3 hs. Se vuelca el residuo sobre
solucion saturada de NaCl y se extrae con AcOEt (x3). Las capas organicas combinadas
se secan sobre Na>SO; y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por

cromatograffa en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 55.

A una solucién de 54 (0.31 g, 1.0 mmol) en CH3CN (5 mL) se agrega CeCl; (0.75 g, 2.0
mmol). Se agita a temperatura ambiente durante 4 hs. Una vez finalizada la reaccién se
neutraliza con NaHCO; solido y se extrae con AcOEt (x3). Las capas organicas
combinadas se secan sobre Na>SOs y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se

purifica por cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 55.

1H-RMN (CDCL) & (ppm) : 5.66 (m, 1H, (H)-C=C-CHs); 4.17 (d, J= 3.1 Hz, 1H, TBSO-C-
C(H)-OH); 4.13 (s, 1H, HO-C(H)-C=C); 3.97 (d, J= 3.6 Hz, 1H, TBSO-C(H)); 3.95 (m, 1H,
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H;C-C-C(H)-OH); 2.61 (s, 1H, OH); 2.57 (s, 1H, OH); 2.29 (d, J= 2.2 Hz, 1H, OH); 1.87
(m, 3H, CHs); 0.95 (m, 9H, Si-C-(CHs)s); 0.19 (s, 3H, Si-CHs); 0.17 (s, 3H, Si-CHs).

B3C-RMN (CDCls) § (ppm) : 138.2 (C=C-CHs); 124.4 (C=C-CHs); 70.8 (C-OH); 70.7
(TBSO-C); 69.1 (C=C-C-OH); 67.2 (C=C-C-OH); 25.9 ((CHs)3); 21.1 (CHs); 18.2 (C(CHs)s3);
-4.5 (Si-(CHs)o).

(IR, 2R, 5R, 6R)-5-[Dimetil(2,2-dimetiletil)sililoxi]-3-metilciclohex-3-en-1,2,6-triol
(56)

Obtenido al tratar 54 con CuCl> o CeCl; en CH3CN segtn las técnicas ya descritas (ver

obtencién de 55)

1H-RMN (CDCls) & (ppm) : 5.67 (m, 1H, (H)-C=C-CHs); 4.17 (m, 1H, TBSO-C(H); 4.13
(m, 1H, HO-C(H)-C=C); 3.97 (m, 1H, C(H)-OH)); 3.96 (dd, J;= 2.0 Hz, J,= 3.5 Hz, 1H,
TBSO-C-C(H)-OH)); 2.61 (s, 1H, OH); 2.57 (s, 1H, OH); 2.29 (m, 1H, OH); 1.88 (m, 3H,
CHs); 0.95 (m, 9H, Si-C-(CHa)s); 0.15 (s, 3H, Si-CHs); 0.13 (s, 3H, Si-CH).

BBC-RMN (CDCls) § (ppm) : 137.8 (C=C-CHs); 124.9 (C=C-CHs); 70.1 (C-OH); 70.0
(TBSO-C); 69.0 (C=C-C-OH); 67.6 (C=C-C-OH); 25.9 ((CHs)3); 22.9 (CHs); 14.2 (C(CHs)s3);
-4.8 (Si-(CHs)y).

(IR, 2R, 5S, 6R)-6-Iodo-1,2-O-isopropiliden-3-metilciclohex-3-en-1,2,5-triol (57)%
1H-RMN (CDCls) 6 (ppm) : 5.72 (dd, Ji= 1.4 Hz, J,= 3.0 Hz, 1H, (H)C=C-CHs); 4.58 (dd,
Ji= 5.5 Hz, J>=7.4 Hz, 1H, CH;-C-C(H)-O)); 4.44 (d, J= 5.4 Hz, 1H, I-C-C(H)-O); 4.33 (m,
1H, HO-C(H)); 4.23 (t, J= 6.9 Hz, 1H, I-C(H)); 2.66 (d, J= 7.4 Hz, 1H, OH); 1.88 (s, 3H,
C=C-CHs); 1.49 (s, 3H, CHs); 1.42 (s, 3H, CHa,).

(4R, 5R, 6S)-6-Iodo-4,5-O-isopropiliden-3-metilciclohex-2-enona (58)

A una solucién de 57 (1.46 g, 4.72 mmol) en DMF (5 mL) se agrega IBX (1.72 g, 6,14
mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 12 hs. Una vez finalizada la
reaccion se filtra por papel y el filtrado se vuelca sobre agua. Se extrae con Et:O (x3).
Las capas orgédnicas combinadas se lavan con solucién saturada de CuSOs (x2),
solucion saturada de NaCl (x2) y se secan sobre Na>SOs. Se evapora el disolvente a
vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna (9:1 hexanos/acetato de

etilo) para dar 58 (0.56 g, 70%) como un aceite amarillo.
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1H-RMN (CDCLs) & (ppm) : 5.88 (d, J= 1.2 Hz, 1H (H)C=C-CHa); 4.82 (dd, Ji= 2.7 Hz,
o= 4.7 Hz, 1H, L-C(H)); 4.64 (m, 2H, (C(H)-O)); 2.08 (s, 3H, C=C-CHs); 1.41 (s, 3H,
CH:); 1.33 (s, 3H, CHy).

1BC-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 191.1 (C=0); 155.9 (C=C-CHa); 122.7 (C=C-C=0); 112.1 (C-
(CHs)y); 79.9 (C-1); 73.8 (C=C-C-O); 27.6 (CHa); 27.0 (CHa);, 20.4 (I-C-C-O); 20.2 (CHj).
IR (KBr) 1724, 1275, 1105, 714 cm-!

[a]p?t: -113.4 (c 0.626, acetona)

(4R, 5R, 65)-4,5-Dihidroxi-6-iodo-3-metilciclohex-2-enona (59)

A una solucién de 58 (0.19 g, 0.61 mmol) en CH3CN (5 mL) se agrega CuCl> (0.15 g, 0.91
mmol). Se agita a temperatura ambiente durante 8 hs. Se vuelca el residuo sobre
solucion saturada de NaCl y se extrae con AcOEt (x3). Las capas organicas combinadas
se secan sobre Na>SO; y se evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por
cromatografia en columna (7:3 hexanos/acetato de etilo) para dar 59 (0.11 g, 65%) como
un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 5.93 (dd, J:= 1.4 Hz, |,= 2.7 Hz, 1H, (H)C=C-CHz); 4.65 (dd,
Ji= 1.0 Hz, J>= 4.8 Hz, 1H, I-C(H)); 4.60 (s, 1H, CH,-C-C(H)-OH); 4.31 (dd, J;= 3.6 Hz,
J-=4.8 Hz, 1H, HO-C(H)-C-I); 2.10 (t, ]= 1.2 Hz, 3H, CHs).

BC-RMN (CDClI3) 8 (ppm) : 191.1 (C=0); 159.7 (C=C-CHz); 123.9 (C=C-C=0); 74.8 (I-C-
C-OH); 68.9 (C=C-C-OH); 27.9 (C-I); 21.1 (CHs).

IR (KBr) 1728, 1274, 1259, 1115, 1073, 714 cm-!

[a]p?: -104.9 (c 0.206, acetona)

Técnica general de Buchwald1?

En un balén de dos bocas se coloca Cul (0.05 mmol), K2COs (2.00 mmol) y la amida
(1.20 mmol). Se agrega N,N’-dimetiletilendiamina (o N,N -dietiletilendiamina) (0.10
mmol), el bromuro de vinilo (1.00 mmol) y tolueno (1.0 mL). El balén se sumerge en un
bafio precalentado a 110 °C y se agita por 24 hs. Una vez consumido el material de
partida la reaccion se deja llegar a temperatura ambiente. El crudo se filtra por silica y
se eluye con acetato de etilo. El filtrado se concentra y el residuo se purifica por

cromatografia en columna.
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Técnica general de Mal10

En un balén de dos bocas se coloca la amida (1.2 mmol), el bromuro de vinilo (1.0
mmol), Cul (0.1 mmol), N,N"-dimetilglicina (0.2 mmol) y Cs2CO; (2 mmol). Se agrega el
dioxano (2 mL). La reaccién se sumerge en un bafio precalentado a 80°C y se agita por
24 hs. Una vez consumido el material de partida la reaccién se deja llegar a
temperatura ambiente. El crudo se filtra por silica y se eluye con acetato de etilo. El

filtrado se concentra y el residuo se purifica por cromatografia en columna.

(1S, 4S5, 5R, 65)-1,4-Diacetil-2-bromo-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (63)

Obtenido mediante la aplicaciéon de las condiciones de Buchwald y Ma sobre 17
1H-RMN (CD;0D) & (ppm) : 6.03 (dt, 1= 2.0 Hz, J>= 2.7 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 5.73 (dt,
Ji= 2.0 Hz, = 2.8 Hz, 1H, Br-C-C(H)-OAc); 5.56 (dt, ;= 2.4 Hz, ]»= 4.8 Hz, 1H, AcO-
C(H)-C=C-Br); 3.64 (m, 2H, AcO-C-C-(H)-O); 2.22 (s, 3H, O=C-CHs); 2.16 (s, 3H, O=C-
CHs).

BC-RMN (CDCl;) 3 (ppm) : 170.4 (C=0); 170.2 (C=0); 127.7 (C=C-Br); 120.5 (C=C-Br);
67.8 (C=C-C-OAc); 67.6 (C-OAc); 51.6 (HO-C-C-O); 51.1 (C=C-C-C-O); 20.8 (CHs).

(1R, 4S, 5R, 6S)-1,4-Diacetil-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (64)

Obtenido mediante la aplicacién de las condiciones de enamidacioén sobre 17

1H-RMN (CDsOD) § (ppm) : 558 (d, J= 1.6 Hz, 2H, AcO-C(H)); 5.56 (s, 2H,
H)C=C(H)); 3.63 (dd, Ji= 1.2 Hz, = 2.5 Hz, 2H, AcO-C-C(H)-O); 2.16 (s, 6H, (O=C-
CHs)o).

BBC-RMN (CDCl3) & (ppm) : 170.7 (C=0); 125.2 (C=C); 66.9 (AcO-C); 50.9 (AcO-C-C-O);
21.0 (CHas).

(IR, 4S5, 5R, 6R)-4-Acetil-5,6-epoxi-ciclohex-2-en-1,4-diol (65)

Obtenido mediante la aplicacién de las condiciones de enamidacioén sobre 17

1H-RMN (CD;OD) & (ppm) : 5.67 (dq, ;= 2.3 Hz, J>= 10.6 Hz, 1H, HO-C-C(H)=C); 5.56
(dq, Ji= 2.2 Hz, J>= 4.4 Hz, 1H, AcO-C(H)); 5.46 (ddd, 1= 2.2 Hz, = 4.4 Hz, 3= 10.6 Hz,
1H, AcO-C-C(H)=C); 4.42 (m, 1H, HO-C(H)); 3.66 (m, 1H, AcO-C-C(H)-O); 3.30 (ddd,
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Ji= 2.4 Hz, J,= 2.8 Hz, J;= 4.4 Hz, 1H, HO-C-C(H)-O); 2.16 (s, 3H, O=C-CH); 1.94 (d, J=
11.1 Hz, 1H, OH).

C-RMN (CDCls) § (ppm) : 170.7 (C=0); 129.2 (C=C-C-OH); 123.5 (AcO-C-C=C); 66.9
(AcO-C); 64.6 (C-OH); 53.9 (HO-C-C-0); 52.3 (AcO-C-C-O); 21.0 (CH).

(1S, 4S, 5S, 6R)-2-Bromo-5,6-epoxiciclohex-2-en-1,4-diol (66)

Obtenido mediante la aplicacién de las condiciones de enamidacioén sobre 17

1H-RMN (CD3OD) § (ppm) : 6.02 (m, 1H, Br-C=C(H)); 4.39 (s, 1H, HO-C(H)-C=C-Br);
4.36 (s, 1H, Br-C-C(H)-OH); 3.70 (m, 1H, HO-C-C-(H)-O); 3.65 (dd, Ji= 3.6 Hz, [»=5.7
Hz, 1H, HO-C-(H)-O).

BC-RMN (CDCl;) 8 (ppm) : 129.8 (Br-C=C); 125.1 (C=C-Br); 67.2 (HO-C-C- O); 66.2
(HO-C-C- O); 55.4 (C=C-C-OH); 55.2 (Br-C-C-OH).

(1S, 4S, 5S, 6R)-3-Bromo-4-[dimetil(1,1,2-trimetilpropil)sililoxi]-5,6-epoxi-1-p-
metoxibencilciclohex-2-en-1-ol (67)

A una solucién de 19 (0.13 g, 0.37 mmol) en THF (2 mL) a 0 °C se le agrega NaH (0.44
mmol, 0.17 mg de una suspension 60% en aceite mineral). Se agrega gota a gota el
PMBCI (0.06 mL, 0.44 mmol). Luego de agitar a temperatura ambiente por 24 horas la
mezcla se lleva a 60 °C y se agita por 10 hs mas.

La mezcla se vuelca sobre solucion saturada de NaHCOs y se agita vigorosamente. Se
separan las capas y la capa acuosa se extrae con AcOEt (x3). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucién saturada de NaCl (x2) y se secan sobre Na>SO,. Se
evapora el disolvente a vacio. El crudo se purifica por cromatografia en columna (6:4
hexanos/diclorometano) para dar 67 (0.03 g, 18%) como un aceite incoloro.

1H-RMN (CDCl3) é (ppm) : 7.29 (m, 2H, Ar), 6.89 (m, 2H, Ar), 6.02 (dd, J;= 2.3 Hz, ]»=
4.2 Hz, 1H, Br-C=C-(H)), 4.68 (d, J:=11.5 Hz, 1H, Ar-CH»-O), 4.60 (d, J=11.5 Hz, 1H, Ar-
CH»-O), 441 (dd, J;= 2.0 Hz, ;= 4.5 Hz, 1H, Si-O-CH), 4.29 (dd, J:= 2.4 Hz, ],= 4.7 Hz,
1H, PMB-O-CH), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.51 (m, 1H, PMB-O-C-C(H)-O), 3.41 (dd, Ji= 2.7
Hz, ;= 4.2 Hz, 1H, THS-O-C-C(H)-O), 1.71 (dt, ;= 6.9 Hz, ],= 13.7 Hz, 1H, (CHxs)2-
C(H)), 0.92 (m, 12 H, Si-C-(CHs)4), 0.25 (s, 3H, Si-CHs); 0.23 (s, 3H, Si-CHs).

BC-RMN (CDCls) & (ppm) : 159.4 (Ar); 129.9 (Ar); 129.5 (Ar); 127.5 (C=C-Br); 124.9 (C-
Br); 113.9 (Ar); 72.1 (C-O-PMB); 70.0 (CHo>); 68.1 (C-O-THS); 55.3 (O-CH3); 53.7 (THS-O-
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C-C-0); 524 (PMB-O-C-C-O); 34.0 (THS); 25.2 (THS); 20.3 (THS); 20.2 (THS); 18.7
(THS); 18.6 (THS); -2.3 (THS); -2.5 (THS).
[a]p?t: +45.1 (c 0.399, acetona)

(4S, 5R)-2-Bromo-4,5-dihidroxiciclohex-2-enona (68)

Obtenido mediante la aplicacién de las condiciones de Buchwald y Ma sobre 33
1H-RMN (CDsOD) & (ppm) : 7.22 (dd, Ji= 1.6 Hz, J>= 3.2 Hz, 1H, Br-C=C(H)); 4.57 (dt,
Ji= 3.4 Hz, ]>= 6.8 Hz, 1H, Br-C=C-C(H)-OH); 4.40 (s, 1H, HO-C-C(H)-OH); 3.02 (dd, J:=
5.5 Hz, J»=16.6 Hz, 1H, O=C-C(H)); 2.91 (d, /= 7.4 Hz, 1H, Br-C=C-C(H)-OH); 2.73 (dd,
Ji=3.1Hz, [»=16.6 Hz, 1H, O=C-C(H)); 2.53 (d, J= 3.4 Hz, 1H, O=C-C-C-OH).

(-)-Gabosina A (69)%

Sobre una solucién de 51 (0.10 g, 0.27 mmol) en MeOH (3 mL) se agrega una punta de
espatula de KoCO:s. Se agita a temperatura ambiente por 48 hs. Se filtra por papel y se
evapora el disolvente a vacio. El residuo se purifica por cromatografia en columna
(acetato de etilo) para dar 69 (gabosina A) (0.01 g, 54%) como un aceite amarillo.
1H-RMN (CD;OD) 6 (ppm) : 6.74 (dq, Ji= 1.4 Hz, = 5.6 Hz, 1H, (H)C=C-CHs); 4.38 (t,
J=4.4 Hz, 1H, HO-C(H)-C=C); 4.31 (d, J= 10.0 Hz, 1H, HO-C(H)-C=0); 3.72 (dd, J;= 3.9
Hz, J,=10.0 Hz, 1H, HO-C(H)-C-OH); 1.80 (dd, J:= 0.9 Hz, J,=1.4 Hz, 3H, CHs).
BC-RMN (CDCls) 8 (ppm) : 200.5 (C=0), 143.0 (C=C-CHz), 136.9 (C=C-CH3), 75.1 (HO-
C-C=0), 73.9 (HO-C-C(OH)-C=0), 67.4 (C=C-C-OH), 15.6 (CHs).

[a]p20: - 109 (c 0.085, metanol)

Ensayos de actividad biolégica

e Para estudios de inhibicién de la proliferacién medida mediante inhibicién de

la reduccion de MTT ver Diaz-Achirica et al.114

e Para estudios de integridad de la membrana plasmatica ver Luque-Ortega et

al 116
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Para estudios de despolarizacion de la membrana plasmatica ver Diaz-Achirica

et al 114

Para estudios de cambios en los niveles intracelulares de ATP mediante

luminiscencia ver Luque-Ortega et al.113

Para estudios del potencial electroquimico de la membrana mitocondrial ver

Luque-Ortega et al.17

Para estudio de la inhibicién selectiva de complejos enziméticos de la cadena

respiratoria ver Luque-Ortega et al 89117
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