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DESCRIPCION
Ligacion de azidas y acetilenos catalizada por cobre

Campo Técnico de la Descripcion

La invencion se refiere a un proceso gradual de cicloadicion de Huisgen catalizado por cobre (). Mas
particularmente, la invencion se refiere a una ligacion regioselectiva de quimica de clic catalizada por cobre de
azidas y alquinos terminales para formar triazoles.

Antecedentes

Las cicloadiciones 1,3-dipolares de Huisgen son procesos de fusidn exergdnicos que unen dos sustancias
reaccionantes insaturadas (R. Huisgen, en 1, 3-Dipolar Cycloaddition Chemistry, (Ed.: A. Padwa), Wiley, Nueva
York, 1984, pp. 1-176; y A. Padwa, in Comprehensive Organic Synthesis, (Ed.: B. M. Trost), Pergamon, Oxford,
1991, Vol. 4, pp 1069-1109). Para una revisiéon de las reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares asimétricas, véase
K.V. Gothelf, et al., Chem. Rev. 1998, 98, 863-909. Para una revision de aplicaciones sintéticas de cicloadiciones
1,3-dipolares, véase J. Mulzer, Org. Synth.

Highlights 1991, 77-95. Las cicloadiciones 1,3-dipolares de Huisgen proporcionan acceso rapido a una enorme di-
versidad de heterociclos de 5 miembros (a) W. -Q. Fan, et al., en Comprehensive Heterocyclic Chemistry//, (Eds.: A.
R. Katritzky, et al.), Pergamon, Oxford, 1996, Vol. 4, pp. 101-126; b) R. N. Butler, en Comprehensive Heterocyclic
Chemistry Il, (Eds.: A. R. Katritzky, et al.), Pergamon, Oxford, 1996, Vol. 4, pp 621-678; y c) K. Banert, Chem. Ber.
1989, 122, 911-918). La cicloadicion de azidas y alquinos para dar triazoles es, segun se dice, el miembro mas util
de esta familia (a) R. Huisgen, Pure Appl. Chem. 1989, 61, 613-628; b) R. Huisgen, et al., Chem. Ber. 1967, 100,
2494-2507; c) W. Lwowski, en 1, 3-Dipolar Cycloaddition Chemistry, (Ed.: A. Padwa), Wiley, Nueva York, 1984; Vol.
1, Capitulo 5; d) J. Bastide, et al., Bull. Soc. Chim. Fr. 1973, 2555-2579; 2871-2887).

No obstante, debido probablemente a problemas en cuanto a la seguridad de trabajo con las azidas organicas, los
quimicos especialistas en sintesis, tanto en campos puros como aplicados, no han concedido a esta transformacién
la atencion especial que merece la misma. Aunque el paso real de cicloadicién puede ser mas rapido y/o mas
regioselectivo para dipolos 1,3 distintos de la azida, la Ultima es con mucho la mas conveniente para introducir y
llevar oculta a lo largo de muchos pasos de sintesis. De hecho, la misma parece ser el Unico dipolo triatdmico que
esta practicamente exento de reacciones secundarias.

Las azidas aparecen solo fugazmente en la sintesis organica, sirviendo como uno de los medios mas fiables para
introducir un sustituyente nitrogenado -R-X-? [R-N3]-R-NH.. El compuesto intermedio azida se representa entre cor-
chetes porque el mismo se reduce por regla general inmediatamente a la amina. Aplicaciones que potencian la reac-
tividad exclusiva ofrecida por el grupo azida propiamente dicho se describen por las referencias siguientes de los
laboratorios de Aube, Banert, y Stoddart (a) P. Desai, et al., J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 7226-7232; b) K. Banert,
Targets in Heterocyclic Systems 1999, 3, 1-32; K. Banert, Liebigs Ann. IRecl. 1997,2005-18; c) J. Cao, et al., J. Org.
Chem. 2000,65, 1937-46, y las referencias citadas en dichos lugares. Aunque la quimica de las azidas puede ser
peligrosa, el riesgo de trabajar con estos reactivos puede minimizarse empleando precauciones de seguridad apro-
piadas. Las azidas son quimicamente importantes como grupo funcional crucial para la quimica de clic (H.C. Kolb, et
al., Angew. Chem, Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021). La singularidad de las azidas para los propdsitos de quimica de clic
es consecuencia de la estabilidad extraordinaria de estos reactivos frente a H;O, O, y la mayoria de las condiciones
de sintesis organica. De hecho, las azidas organicas, particularmente en la serie alifatica, son excepcionalmente
estables frente a los productos quimicos reactivos comunes, que van desde dioxigeno y agua a las soluciones acuo-
sas de moléculas organicas altamente funcionalizadas que constituyen las células vivas. (E. Saxon, et al., Science
2000,287, 2007-2010; y K. L. Kiick, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002,99, 19-24). La naturaleza de muelle del
grupo azida permanece invisible a no ser que se presente favorablemente un dipolaréfilo satisfactorio. De hecho fue
la ventana aguda de reactividad para este proceso de cicloadicion lo que genero las ideas de "quimica de clic in situ"
de los autores de esta invencion - un enfoque que dio como resultado el descubrimiento del inhibidor mas potente no
covalente de acetilcolinesterasa conocido hasta la fecha (W.G. Lewis, et al., Angew. Chem, Int. Ed. 2002, 41, 1053-
1057). Sin embargo, incluso entonces la cicloadicion formadora de triazol deseada puede requerir temperaturas
elevadas y, en cualquier caso, da usualmente como resultado una mixtura de los regioisomeros 1,4 y 1,5 (Fig. 1A), a
no ser que el componente acetileno esté unido a un grupo sustractor de electrones tal como un carbonilo o perfluo-
roalquilo (J. Bastide, et al., Bull. Chim. Soc. Fr. 1973, 2294-2296; N. P. Stepanova, et al., Zh. Org. Khim. 1985, 21,
979-983; N. P. Stepanova, et al., Zh. Org. Khim. 1989, 25, 1613-1618; y D. Clarke, et al., J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 1 1997, 1799-1804).

Los esfuerzos para controlar este problema de regioselectividad 1,4 frente a 1,5 han logrado un éxito variable (P.
Zanirato, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 11991, 2789-2796; D. J. Hlasta, et al., J. Org. Chem. 1994,59, 6184-6189; C.
A. Booth, et al., Tet. Lett. 1998,39, 6987-6990; S. J. Howell, et al., Tetrahedron 2001,57, 4945-4954; W. L. Mock, et
al., J. Org. Chem. , 1989,54, 5302-5308; W. L. Mock Top. Curr. Chem. 1995, 175, 1-24; J. Chen, et al., Org. Lett.
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2002, 4, 327-329; J. W. Wijnen, et al., Tet. Lett. 1995, 36, 5389-5392; P.f. Repasky, et al., Faraday Discuss. 1998,
110, 379-389).

En una comunicacion, se consiguié la sintesis regioespecifica de peptidotriazoles catalizada por cobre () en
disolventes organicos utilizando azidas libres y acetilenos terminales unidos a un soporte solido. (C.V. Tornoe, et al.,
J. Org. Chem. 2002, 67, 3057). Las sustancias reaccionantes no eran equimolares. Una comunicacion anterior
describio la formacion, en presencia de cobre (1), de un triazol, como un subproducto de rendimiento bajo, a partir de
un reactivo bifuncional que tenia un grupo acetileno y una azida generada in situ (G. L'Abbe, Bull, Soc. Chem. Belg.
1984, 93, 579-592).

Sumario:

Un aspecto de la invencion esta dirigido a un proceso para catalizar una reaccion de ligacion quimica de clic entre
una primera sustancia reaccionante que tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que
tiene un resto azida para formar un producto que tiene un resto triazol, realizandose la reaccién de ligaciéon quimica
de clic en una solucidon en contacto con cobre metalico, actuando dicho cobre metalico como una fuente de Cu(l)
catalitico para catalisis de la reaccion de ligacion quimica de clic.

En esta memoria se describe la reaccion de ligacién quimica de clic que esta catalizada por una adicién de Cu(ll) en
presencia de un agente reductor para reducir dicho Cu(ll) a Cu(l), in situ, en cantidad catalitica. Agentes reductores
preferidos incluyen ascorbato, cobre metalico, quinona, hidroquinona, vitamina K1, glutation, cisteina, Fe2+, CoZ+, y
un potencial eléctrico aplicado. Agentes reductores preferidos adicionales incluyen metales seleccionados del grupo
constituido por Al, Be, Co, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, y Zn.

En un aspecto de la invencién, una reaccién de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante
que tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para formar un
producto que tiene un resto triazol es catalizada por realizacion de la reaccion de ligacion quimica de clic en una
solucién en contacto con cobre metalico. El cobre metalico contribuye directa o indirectamente a la catalisis de la
reaccion de ligacion quimica de clic. En un modo preferido, la solucidon es una soluciéon acuosa. Las sustancias
reaccionantes primera y segunda pueden estar presentes durante la reaccién de ligacion quimica de clic en
cantidades equimolares. Asimismo, la reaccion de ligacién quimica de clic puede realizarse en una solucién en
contacto, al menos parcialmente, con una vasija de cobre.

Se describe en esta memoria una reaccion de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante que
tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para formar un
producto que tiene un resto triazol, que es catalizada por una adiciéon de una cantidad catalitica de una sal metalica
que tiene un ion metalico seleccionado del grupo constituido por Au, Ag, Hg, Cd, Zr, Ru, Fe, Co, Pt, Pd, Ni, Rh, y W.
En un modo preferido de este aspecto de la invencion, la reaccion de ligacion quimica de clic se realiza en presencia
de un agente reductor para reducir dicho ion metalico a una forma cataliticamente activa. Agentes reductores
preferidos incluyen ascorbato, quinona, hidroquinona, vitamina K, glutation, cisteina, Fe2+, CoZ+, un potencial
eléctrico aplicado, y un metal seleccionado del grupo constituido por Al, Be, Co, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni, y Zn.

Se describe también en esta memoria una reaccién de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia
reaccionante que tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para
formar un producto que tiene un resto triazol que se realiza en una solucién acuosa y esta catalizada por una
cantidad catalitica de cobre (I). En un modo preferido de este aspecto de la invencion, las sustancias reaccionantes
primera y segunda estan presentes en cantidades equimolares.

En otro aspecto de la invencion, una reaccion de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante
que tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para formar un
producto que tiene un resto triazol es catalizada por una cantidad catalitica de cobre (I) mientras que las sustancias
reaccionantes primera y segunda estan presentes en cantidades equimolares. En un modo preferido de este aspecto
de la invencion, la reaccién de ligacion quimica de clic se realiza en una solucién acuosa.

Se describe en esta memoria una reaccion de ligacién quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante y
tiene un esto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para formar un
producto que tiene un resto triazol que se realiza en una solucidon que contiene una cantidad catalitica de cobre (I).
Sin embargo, en este caso, existe la salvedad de que la primera o segunda sustancia reaccionante es toxica o cara
y la sustancia reaccionante restante esta presente en exceso molar.

Se describe en esta memoria una reaccion de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante que
tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para forma un
producto que tiene un resto triazol que se realiza en el interior de una célula. La célula es de un tipo que contiene
una cantidad catalitica de cobre (l) suficiente para catalizar la reaccién de ligacion quimica de clic. El cobre (l)
contribuye a una catalisis de la reaccion de ligacion quimica de clic.
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Se describe en esta memoria una reaccion de ligacion quimica de clic entre una primera sustancia reaccionante que
tiene un resto alquino terminal y una segunda sustancia reaccionante que tiene un resto azida para formar un
producto que tiene un resto triazol que se realiza en un disolvente que contiene una cantidad catalitica de un ion
metdlico. Los iones metalicos se seleccionan del grupo de metales constituido por Cu, Au, Ag, Hg, Cd, Zr, Ru, Fe,
Co, Pt, Pd, Ni, Rh, y W definidos mas estrechamente en las reivindicaciones. El ion metalico contribuye directa o
indirectamente a una catalisis de la reaccion de ligacién quimica de clic. El ion metalico esta coordinado a un ligando
para solubilizaciéon de dicho ion metalico en el disolvente, para inhibicién de la oxidacién de dicho ion metalico, y
para disociacién, en su totalidad o en parte, de dicho ion metalico durante la catdlisis de la reaccion de ligacion
quimica de clic por dicho ion metalico. Un ligando preferido es acetonitrilo. Otro ligando preferido es un cianuro,
nitrilo, o isonitrilo. Otro ligando preferido es agua. Otros ligandos preferidos incluyen nitrilo, isonitrilo, amina primaria,
secundaria, o terciaria, un heterociclo nitrogenado, carboxilato, haluro, alcohol, tiol, sulfuro, fosfina, y fosfito.

Otros ligandos preferidos son polivalentes e incluyen uno o mas grupos funcionales seleccionados del grupo
constituido por nitrilo, isonitrilo, amina primaria, secundaria o terciaria, un heterociclo nitrogenado, carboxilato,
haluro, alcohol, tiol, sulfuro, fosfina, y fosfito.

Un compuesto intermedio reactivo para producir un producto que tiene un resto triazol se representa por la

estructura ciclica de 6 miembros siguiente:
-«
—
\f Guly

N -
\N/ R2

En la estructura anterior, R' es un sustituyente triazol en posicion 4, R% es un sustituyente triazol en posicion 1, L es
un ligando Cu, y "n"es 1, 2, 6 3.

Un compuesto intermedio reactivo para producir un triazol se representa por la estructura ciclica de 6 miembros
siguiente:

Rl———cCuL,

N ®R2

N

En la estructura anterior, R’ puede emplearse como un sustituyente triazol en posicion 4, R? puede emplearse como
un sustituyente triazol en posicion 1, L es un ligando Cu, y "n"es 1, 2, 3, 6 4.

Otro aspecto de la invencién esta dirigido a un proceso de dos pasos de derivatizacion de una molécula que
contiene amina con un triazol. En el primer paso de este proceso, la molécula que contiene amina se derivatiza para
formar un alquino terminal.

A continuacion, el producto del primer paso se liga con una molécula que contiene azida por adicion de la molécula
que contiene azida en presencia de una cantidad catalitica de Cu para formar un derivado de triazol de la molécula
que contiene amina.

Otro aspecto de la invencion esta dirigido a un proceso de un solo paso para producir un triazol polivalente. En este
proceso, se derivatiza un nucleo de poliazida por adiciéon de una molécula que tiene un alquino terminal en presencia
de una cantidad catalitica de Cu.

Otro aspecto de la invencion esta dirigido a un proceso de un solo paso para producir un triazol polivalente. En este
proceso, se derivatiza un nucleo de polialquino por adicién de una molécula que tiene azida en presencia de una
cantidad catalitica de Cu.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1A ilustra una cicloadicion de Huisgen de la técnica anterior no catalizada de azidas y alquinos terminales.

La Figura 1B ilustra una ligacién regioselectiva catalizada por cobre de azidas y alquinos terminales.
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La Figura 2 ilustra un mecanismo propuesto para la ligacion gradual catalizada por cobre de azidas y alquinos
terminales y compara este mecanismo con una cicloadicion directa.

Las Figuras 3A y 3B ilustran una tabla que muestra la sintesis de [1,2,3]-triazoles disustituidos en 1,4 catalizada por
Cu'en presencia de ascorbato. Todas las reacciones se llevaron a cabo en agua con t-butanol como co-disolvente,
0,25-0,5 M en las sustancias reaccionantes, con 1% molar de CuSO4 y 10% molar de ascorbato de sodio, y se
completaron en 12-24 horas.

La Figura 4 ilustra la ligacion regioselectiva catalizada por cobre de azidas y alquinos terminales empleando Cu(0).

La Figura 5 ilustra el uso de plasma humano como disolvente para la reaccion. Para azida 100 mM y acetileno 200
mM, la reaccion se completa en 12-24 horas. Para azida 2 mM y acetileno 4 mM la reaccién se completa
aproximadamente en un 80% después de 48 horas. Obsérvese que la reaccion no es rechazada en plasma, sino
que simplemente se ralentiza. A pesar de la concentracion elevada de proteinas y la fijacion de Cu a la proteina, la
reaccion transcurre satisfactoriamente.

La Figura 6 ilustra un procedimiento ilustrativo de dos pasos para derivatizacion de moléculas que contienen amina,
v.g. eritromicina, con triazoles. El procedimiento puede aplicarse a cualquier molécula que contenga amina.

La Figura 7 ilustra un proceso de un solo paso que utiliza catalisis con Cu para derivatizacion de nucleos de
poliazida a fin de producir triazoles polivalentes.

La Figura 8 ilustra un proceso de un solo paso que utiliza catalisis con Cu para derivatizacion de nucleos de
polialquino a fin de producir triazoles polivalentes.

Descripcion Detallada:

El proceso es experimentalmente simple y tiene un alcance muy grande. Si bien pueden utilizarse directamente
varias fuentes de cobre (l) (véase mas abajo), se describe que el catalizador se prepara mejor in situ por reduccion
de sales de Cu(ll), que son menos caras y a menudo mas puras que las sales de Cu(l) (CuSO4-5H,0 es muy
adecuado).

Como el agente reductor, han demostrado ser excelentes acido ascorbico y/o ascorbato de sodio, dado que los
mismos hacen posible la preparacion de un amplio espectro de productos de 1,4-triazol con rendimientos y pureza
elevados para una carga de catalizador de 0,25-2% molar. Para una revision de las reacciones de acido L-ascorbico
con metales de transicion véase M. B. Davies Polyhedron 1992, 11, 285-321 y las referencias citadas en dicho lugar;
las propiedades rédox del acido ascorbico se resumen en C. Creutz Inorg. Chem. 1981, 20, 4449. La reaccion
parece ser muy tolerante y no requiere precaucion especial alguna. La misma transcurre hasta completarse en 6 a
36 horas a la temperatura ambiente en una diversidad de disolventes, que incluyen t-butanol o etanol acuosos vy, lo
que es muy importante, en agua sin co-disolvente organico alguno. Los materiales de partida no precisan estar
disueltos en el disolvente de reaccion. La reaccion transcurre eficientemente con la condicion de que se mantenga
una agitacion adecuada. Aunque la mayoria de los experimentos se llevaron a cabo a pH aprox. neutro, el
catalizador parece proceder satisfactoriamente a valores de pH que van desde cerca de 4 a 12. El proceso catalitico
es muy resistente e insensible a los parametros de reaccion usuales.

Es un aspecto de la invencion que puede utilizarse también Cu® como fuente de la especie catalitica. Aunque estas
reacciones pueden requerir mas tiempo para transcurrir hasta su culminacion, el procedimiento experimental es muy
simple. Por ejemplo, se obtuvo el bis-triazol representado en la entrada 2 (Figura 3A) con rendimiento cuantitativo
después de agitacion de los componentes azida y acetileno correspondientes durante 24 horas con aprox. 2 g de
virutas de cobre metalico. Las virutas se retiraron al final de la reaccion, y el producto blanco puro se recogié por
filtracion simple.

La reaccion entre fenil-propargil-éter y bencilazida en presencia de 5% molar de ascorbato de sodio y 1% molar de
sulfato de cobre (n) en una mixtura 2:1 agua/terc-butanol proporcioné el producto triazol 1,4-disustituido con
rendimiento de 91% después de agitar durante 8 horas a la temperatura ambiente en un vial de centelleo con tapa,
pero por lo demas sin esfuerzo alguno para excluir el oxigeno [eq. (2)]. La regioquimica del producto se establecio
por experimentos NOE y se confirmé por el analisis cristalografico de rayos X.

Para comparacion, la reaccion térmica (neta, 92°C, 18 horas) entre estos sustratos proporciona ambos
regioisémeros en una ratio de 1,6:1 a favor del isémero 1,4, como se ilustra en la Figura 1A.

El alcance de esta sintesis de triazoles catalizada por cobre se revela parcialmente por los ejemplos de las Figuras
3A y B; obsérvese especialmente la ausencia de interferencia de grupos funcionales. Estos triazoles se obtienen
utilizando un procedimiento que implica generalmente poco mas que agitar los reactivos y separar por filtracion los
productos puros.
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Azidas primarias, secundarias, terciarias, y aromaticas con diversos sustituyentes participan facilmente en esta
transformacion. La tolerancia respecto a variaciones en el componente acetileno es también excelente.

Sales de cobre (l), por ejemplo Cu(l), CuOTf-CgHs y [Cu(NCCH3)4]PFe, pueden utilizarse también directamente en
ausencia de un agente reductor. Estas reacciones requieren usualmente acetonitriio como co-disolvente y un
equivalente de una base nitrogenada (v.g. 2,6-lutidina, trietilamina, diisopropiletilamina, o piridina). Sin embargo, se
observé a menudo la formacion de subproductos indeseables, fundamentalmente diacetilenos, bis-triazoles, y 5-
hidroxitriazoles. Para un resumen reciente de las reacciones de complejos de cobre (I) con dioxigeno, véase S.
Schindler Eur. J. Inorg. Chem. 2000, 2311-2326 y A. G. Blackman, W. B. Tolman en Structure and Bonding, B.
Meunier, Ed., Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 2000, vol. 97, p. 179-211. Esta complicacion con el uso directo de
especies de Cu' se minimizaba cuando se utilizé 2,6-lutidina, y la exclusién de oxigeno mejoraba adicionalmente la
pureza del producto y el rendimiento. Por ejemplo, propiolato de etilo y bencil-azida suministraban el 1,4-triazol
correspondiente con 55% de rendimiento cuando se utilizd este procedimiento, pero se obtuvo sélo una cantidad
traza del producto con 1 eq. de trietilamina y sin exclusion de oxigeno. Una amplia gama de ambos componentes
acetileno y azida reaccionan facilmente para el sistema de acetonitrilo.

Una propuesta mecanistica para el ciclo catalitico se ilustra en la Figura 2. La misma comienza de manera ordinaria
con la formacién del acetiluro i de cobre () (G. van Koten, J. G. Noltes en Comprehensive Organometallic Chemistry,
G. Wilkinson, Ed., vol. 2, cap. 14, Pergamon Press, 1982,720). Como podria esperarse, no se observa reaccion
alguna con los alquinos internos. Se da a conocer aqui que calculos teéricos funcionales extensos de densidad
ofrecen evidencia convincente que desaprueba soélidamente, aproximadamente en 12-15 kilocalorias, la cicloadicion
concertada [2+3] (B-directa) y apunta a una secuencia gradual, de reasociacion (B1 — B2 — B3), que procede por la
via del compuesto intermedio iii de 6 miembros que contiene cobre iii (P.f. Doyle, et al., in Modern Catalytic Methods
for Organic Synthesis with Diazo Compounds Wiley (Nueva York), 1997, 163-248). De ahi que se emplee en esta
memoria el término 'ligacion' para designar la cicloadicion gradual [2+3] catalizada por cobre (1).

La transformacién catalizada por Cu’ descrita en esta memoria — un proceso de 'fusion' de alto rendimiento y de
realizacion simple que conduce a una conexion de triazol térmica e hidroliticamente estable - es una adicién ideal a
la familia de reacciones de clic. El proceso exhibe un amplio alcance y proporciona productos de [1,2,3]-triazol
disustituidos en 1,4 con rendimientos excelentes y regioselectividad cuasiperfecta. La reactividad de los acetiluros de
cobre (l) con azidas organicas se da a conocer en esta memoria como eficazmente imparable.

Este nuevo proceso catalitico ofrece un nivel de selectividad, fiabilidad y alcance sin precedentes para aquellos
entornos de sintesis organica que dependen de la creacién de enlaces covalentes entre diversos bloques de
construccion. Varios proyectos aplicados que ilustran las capacidades del proceso se representan en las Figuras 6-
8.

Procedimiento Experimental. (No es parte de la presente invencion)

Procedimiento general que se ilustra para la sintesis de 17-[1-(2,3-dihidroxipropil)-1H-1,2,3]triazol-4-il]-estradiol. Se
suspendieron 17-etinil-estradiol (888 mg, 3 mmol) y (S)-3-azidopropano-1,2-diol (352 mL, 3 mmol) en 12 mL de
mixtura 1:1 agua/terc-butanol. Se afiadié ascorbato de sodio (0,3 mmol, 300 uL de soluciéon 1 M recién preparada en
agua), seguido por sulfato de cobre (n) pentahidratado (7,5 mg, 0,03 mmol, en 100 pL de agua). La mixtura
heterogénea se agité enérgicamente durante una noche, llegado cuyo momento era clara y el analisis TLC indicaba
el consumo completo de las sustancias reaccionantes. La mixtura de reaccion se diluyé con 50 mL de agua, se
enfrid en hielo, y el precipitado blanco se recogié por filiracion. Después de lavar con agua fria (2 x 25 mL), el
precipitado se sec6 a vacio para proporcionar 1,17 g (94%) de producto puro como un polimero blanquecino. P.f.
228-230°C. Analisis elemental calculado: C 64,02%, H 7,71%, N 9,74%:; encontrado: C 64,06%, H 7,36%, N 9,64%.

1 CusSOs - 5H20, 0,25-2 Y%mol
,__%} G/R ascorbato de sodio, 5 %mol N_?NNN’__W
N=N=—N H20MBUOH, 2:1,ta., 2-24 h _
- 2
RE——= o R
cu(l), 1-10 %mol
RaN, 1 equiv. 80-99%

CHsCN, ta., 1-10h
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Efecto del ambiente reductor:

Cu(l) se oxida muy facilmente a Cu(ll) - fundamentalmente por accién del oxigeno, pero incluso oxidantes mas
suaves pueden realizar esto. Adicionalmente, Cu(l) media el acoplamiento oxidante de los acetiluros y otras
especies de cobre organico, lo que conduce a rendimientos reducidos y productos contaminados. Todos estos
problemas pueden soslayarse por el uso de un agente reductor suave. Pueden utilizarse diversos agentes
reductores: ascorbato, hidroquinona, otras quinonas (tales como vitamina K4), virutas/alambre de cobre, glutation,
cisteina, Fe?*, Co*"*, etc. Puede emplearse virtualmente cualquier reductor que no sea tan potente como para
reducir rapidamente Cu(ll) a Cu(0).

Ligandos: Efecto del acetonitrilo:

Los metales no existen en soluciones "desnudas" - existen siempre ligandos presentes en la esfera de coordinacion,
se trate de moléculas de disolvente o ligandos 'de disefio’. Los ligandos tienen un efecto profundo sobre la
reactividad del centro metalico, asi como las propiedades red/ox del metal: (a) aquéllos pueden estabilizar un
determinado estado de oxidacion del metal, v.g. Cu(l) es la forma deseable en el caso presente, y (b) de modo
igualmente importante, pueden mantener la especie catalitica en la solucién, haciendo con ello que la misma esté
constantemente disponible para la catalisis. Ambos requerimientos citados tienen que cumplirse a fin de que una
combinacion metal/ligando sea util en la catalisis de una cicloadicion, o ligaciéon de transformacion deseada, en el
caso presente.

Transformaciones organicas mediadas por cobre han sido estudiadas durante mas de 70 afios, y la bibliografia
acerca de esta cuestion es muy extensa. Una leccidon importante de la técnica anterior es que los cianuros y/o nitrilos
son algunos de los mejores ligandos para Cu(l), que usualmente esta tetracoordinado, formando complejos
tetraédricos. De hecho, el acetonitrilo se coordina con Cu(l) tan fuertemente que el complejo [Cu(CH3CN)4]'PFs es
una preparacion de Cu(l) disponible comercialmente e insensible al oxigeno (es decir, este Cu(l) es inerte). Esta
'sobreestabilizacion' es claramente una desventaja cuando la meta es la reactividad. La reaccion indicada a
continuacion ilustra este punto. Cuando se emplean mixturas agua/alcohol como disolventes (obsérvese que ambos
son ligandos débiles para Cu(l)), la reaccién se completa en menos de 6 horas. En cambio, cuando se utiliza como
disolvente acetonitrilo, no se observa reaccién alguna en absoluto incluso después de 24 horas en condiciones por
lo demas idénticas.

CuS0y - 5Hz0, 1 %mol N

N._-_ﬁ.__ﬁ/" Ph  ascorbato de sodio, 5 %mol N% \N""'\Ph
- : Ph - \—
Ph—0O ' - ‘b_)_/
\-'—“—:
A. H:OfBUOH,2:1,ta. 8h 91%
B. CH3CN,ta,24h 0%

Para explicar este fendmeno, recuérdese el mecanismo de la reaccién. Con objeto de que transcurra la ligacion, la
azida tiene que coordinarse con el cobre (paso B1) y tiene que retirarse un ligando de la esfera de coordinacion del
metal, y en el caso de un acetonitrilo fuertemente coordinado, este paso es desventajoso.
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Por tanto, con objeto de tener una ventana de reactividad util, deberian seleccionarse o disefarse ligandos tales que
se fijen relativamente bien al metal, y mantengan el mismo en el estado de oxidacién correcto y en solucion (es decir
no agregados hasta el punto de formar un precipitado polimero), pero que al mismo tiempo pueden separarse del
centro metalico para permitir la formacion del compuesto intermedio ii, lo cual es un paso necesario en la secuencia
catalitica. Para usar este mismo ejemplo, la adicién de una amina, tal como trietilamina o 2,6-lutidina al sistema de
acetonitrilo arriba descrito, resuelve el problema de la reactividad - el producto se forma con rendimiento cuantitativo
después de aprox. 8 horas.

Ligandos preferidos incluyen cianuros, nitrilos, isonitrilos, aminas primarias o secundarias, carboxilatos, haluros,
alcoholes, vy tioles. El cloruro es el haluro preferido y se emplea dptimamente a 1-5 M. Pueden emplearse también
Los ligandos polivalentes que incluyen uno o mas grupos funcionales seleccionados de nitrilo, isonitrilo, amina
primaria o secundaria, carboxilato, alcohol, y tiol.

Otros Catalizadores Metalicos:

Cu no es el Unico metal capaz de catalizar este tipo de cicloadiciéon. Con tal que se pueda formar el compuesto
intermedio ii (es decir, si el metal esta o puede llegar a estar coordinativamente insaturado), pueden emplearse
también otros metales conocidos que forman acetiluros estables. Metales ilustrativos que pueden formar acetiluros
estables incluyen Cu, Au, Ag, Hg, Cd, Zr, Ru, Fe, Co, Pt, Pd, Ni, Rh, y W. Es cuestiéon de encontrar la combinacion
metal/ligando adecuada. El cobre es singular entre otros metales debido a que esta soportado tan satisfactoriamente
en sistemas acuosos que da como resultado un procedimiento experimental muy simple y una tolerancia
extraordinaria a los grupos funcionales.

Catalisis de la Reaccién de Ligacién por el Recipiente Metalico:

Pueden utilizarse también recipientes metalicos como fuente de la especie catalitica para catalizar la reacciéon de
ligacion. Por ejemplo, puede emplearse un recipiente de cobre (Cu) para catalizar la reaccion. Con objeto de
suministrar los iones necesarios, la soluciéon de reaccion tiene que establecer contacto fisico con la superficie de
cobre del recipiente. Alternativamente, la reaccion puede ejecutarse en un recipiente no metalico, y los iones del
metal catalitico pueden ser suministrados por contacto de la solucién de reacciéon con un alambre de cobre, virutas
de cobre u otras estructuras. Aunque estas reacciones pueden requerir mas tiempo para llegar a su culminacion, el
procedimiento experimental es extraordinariamente simple. Por ejemplo, el bis-triazol representado en la entrada 2
(Figura 3A) se obtuvo con rendimiento cuantitativo después de agitar los componentes azida y acetileno
correspondientes durante 24 h con aprox. 2 g de virutas de cobre metalico. Las virutas se retiraron al final de la
reaccion, y el producto blanco puro se recogio por filtracion simple.

Agentes Reductores Alternativos:

Pueden emplearse metales como agentes reductores para mantener el estado de oxidacion del catalizador Cu(l) o
de otros catalizadores metalicos. Los agentes reductores metalicos preferidos incluyen Cu, Al, Be, Co, Cr, Fe, Mg,

8



10

15

20

ES 2566 761 T3

Mn, Ni, y Zn. Alternativamente, puede emplearse un potencial eléctrico aplicado para mantener el estado de
oxidacion del catalizador.

Catalisis in Vivo:

La reaccion transcurrié bien en plasma humano fresco (carga de proteinas 65-85 mg/mL, Cazida = Caiquino = 5 mMM;
Ccu+ = 100 mM) y en sangre entera, lo que indicaba que las especies de cobre se mantenian disponibles para la
catalisis a pesar de estar ligadas fuertemente a las proteinas del plasma, indicando también que la reaccion de
ligacion puede ser catalizada por cobre y/u otros iones y plantillas metalicos(as) in vivo, incluso intracelularmente.

La reaccion transcurre en plasma humano fresco e intracelularmente en sangre entera sin pérdida apreciable de
conversion catalitica y sin precipitacion apreciable de proteinas.

Sal de Cu(l) utilizada directamente:

Si se utiliza directamente una sal de Cu(l), no es necesario agente reductor alguno, pero deberia utilizarse
acetonitrilo o uno de los otros ligandos arriba indicados como disolvente a fin de prevenir la oxidacion rapida de
Cu(l) a Cu(ll), y deberia afadirse un equivalente de una amina (para acelerar la reaccidon que en otro caso es
extremadamente lenta - véase arriba). En este caso, para rendimientos y pureza del producto mejores, deberia
excluirse el oxigeno. Por tanto, el procedimiento de ascorbato (o cualquier otro reductor) se prefiere en muchos
casos al procedimiento sin reductor. El uso de un agente reductor es simple en lo que respecta al procedimiento, y
proporciona productos triazol con rendimientos excedentes y de pureza elevada.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso que comprende el paso siguiente: catalizar una reaccion de ligacion quimica de clic entre una
primera sustancia reaccionante que tiene un resto alquino terminal y segunda sustancia reaccionante que tiene un
resto azida para formar un producto que tiene un resto triazol, realizandose la reaccién de ligacion quimica de clic en
una solucion en contacto con cobre metalico, actuando dicho cobre metalico como una fuente de Cu(l) catalitico
para catalisis de la reaccion de ligacion quimica de clic.

2. Un proceso conforme a la reivindicacién 1, en el que la solucién es una solucién acuosa.

3. Un proceso conforme a la reivindicacion 1, en el que las sustancias reaccionantes primera y segunda estan
presentes durante la reaccion de ligacion quimica de clic en cantidades equimolares.

4, Un proceso conforme a la reivindicacion 1, en el que la reaccién de ligacion quimica de clic se realiza en una
solucién en contacto, al menos en parte, con una vasija de cobre.
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FIGURA 3A

Entrada Producto Rendimiento, %
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FIGURA 3B
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