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RESUMEN
1. INTRODUCCION

El proyecto de investigacion, en el que se emnarca el desarrollo de esta Tesis
Doctoral, se centra en el desarrollo de metodologias sintéticas de utilidad en la
preparacion de inhibidores enzimaticos de glicosiltransferasas (GTs). Estos enzimas
glicosilan proteinas en las ultimas etapas de la biosintesis, haciéndolas funcionales.
Gracias al conocimiento de su estructura, los sustratos naturales (dadores de Leloir) y de
los distintos inhibidores descritos con anterioridad, se ha decidido sintetizar como
posibles inhibidores, compuestos con modificaciones en la unidad de carbohidrato, en
concreto, moléculas formadas por una unidad de reconocimiento enzimatico (verde),
unida a un glicomimético que sustituya al carbohidrato, en nuestro caso, un anillo de

pirrolidina (rojo), intentando con ello mejorar la afinidad por el enzima (Figura 1).

Carbohidrato—lFll’—O—l%—O o
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Figura 1. Estructura general del sustrato natural y el posible inhibidor
2. OBJETIVOS

Para poder cumplir con el objetivo principal de esta Tesis, la sintesis de inhibidores
de glicosiltransferasas, ha sido necesario cumplir con los siguientes subobjetivos; el
desarrollo de nuevas metodologias sintéticas de pirrolidinas quirales altamente
sustituidas, las cuales han sido posteriormente acopladas a una unidad de uridina

monofosfato (UMP) para obtener asi los distintos inhibidores.

Para la preparacion de las pirrolidinas, se ha planteado el estudio de dos estrategias

sintéticas; el desarrollo de la reaccion de cicloadicion de nitronas y aldehidos



conjugados y por otro lado, el desarrollo de la reaccion de adicion de fosfonatos sobre
nitronas ciclicas quirales. Durante el trabajo en la reaccion de cicloadicion, se encontrd
que en funcién de los sustratos empleados, se podian obtener otro tipo de heterociclos,
3-oxazolinas, por lo que también se decidi6 estudiar esta transformacion en

profundidad.

Habiéndose obtenido las pirrolidinas, se ha estudiado su acoplamiento con UMP, y
con los inhibidores obtenidos, se han llevado a cabo estudios de interaccién enzima-
ligando, con el fin de valorar su afinidad.

3. CICLOADICION DE ILUROS DE NITRONA; SINTESIS DE
PIRROLIDINAS QUIRALES

En este capitulo se describe en profundidad los estudios llevados a cabo para la
reaccion de cicloadicion de nitronas y aldehidos a,B-insaturados que da lugar a N-
hidroxipirrolidinas enantioméricamente puras y altamente sustituidas, que pueden ser

facilmente transformadas en las buscadas pirrolidinas.

Los analisis realizados para la optimizacion de condiciones de reaccion pueden

resumirse en el Esquema 1.

Ph R4
R? o} N RS 20 mol% HO™ ™
mol% y
R1/*rt1)\co2R3 * y\)k oTMe R
) R H s R™ SN YCO,R®
)
- Ar\NJ\ _Ar OH
H H 20 mol% Rdto= 25-94%
d.r=1:1->20:1
Ar = 3,5-(CF3),CeH3 ee= 90 - >99%

Esquema 1. Reaccién general de cicloadicion de nitronas y aldehidos conjugados

Siguiendo esta metodologia se puede obtener una amplia variedad de N-
hidroxipirrolidinas, con buenos rendimientos, excelentes enantioselectividades pero la
diastereoselectividad del proceso es moderada. La reaccion es aplicable a cualquier tipo
de aldehido conjugado, mientras que las nitronas enolizables deben presentar

sustituyentes aceptores aromaticos sobre el carbono de nitrona (R%).

Esta transformacién requiere de la presencia de dos organocatalizadores, un
derivado de prolinol y una tiourea, que activan tanto el aldehido, via iminio, como la

nitrona, mediante enlaces de hidrégeno.



Un estudio en profundidad del mecanismo de la reaccion reveld que se trata de un
proceso por pasos que consiste primero en la formacion del i6n iminio seguido de una
adicion Michael por parte de la nitrona y una reaccién tipo Mannich intramolecular que
genera finalmente las N-hidroxipirrolidinas. Ademas, se ha determinado el papel que
juegan ambos catalizadores. Las aminas secundarias de tipo prolinol, permiten la
activacion del aldehido mediante la formacion del i6n iminio y ademas al operar con un
modelo estérico, favorecen la enantioselectividad del proceso. La tiourea permite la
activacion de la nitrona, en forma de enol, para la adicion Michael, activa la nitrona

frente a la reaccién de tipo Mannich y ademas ayuda a la formacion del ién iminio.
4. REACCION DE ILUROS DE C-ALQUILNITRONAS CON ALDEHIDOS

Al intentar ampliar el alcance de la reaccion descrita anteriormente sobre nitronas
con restos alifaticos en R*, en lugar de arométicos, se obtuvo otro tipo de heterociclos,
3-oxazolinas. En comparacion con sus homdlogos, 2-oxazolinas, estas han sido mucho
menos estudiadas por lo que nos resultd interesante profundizar en el estudio de esta

reaccion.

El estudio de optimizacion de condiciones indica que los mejores resultados se
obtienen utilizando base y litio en cantidades cataliticas, bien usando las condiciones A

0 B (Esquema 2).

. R?

+ (o) A) n-BuLi (20 mol% s
RIVSNTCOLE : ( * 0—

o) * R¥ TH  B)DABCO (50 mol%), R1/4N>\cozEt

LiBr (50 mol%)
Rdto= 53-93%

Esquema 2. Reaccién general de cicloadicion de iluros de nitrona y aldehidos

La metodologia es aplicable a distintos tipos de aldehidos, sin embargo, queda
restringida al uso de nitronas con sustituyentes alifaticos. El proceso resulta ser
estereoselectivo, ya que unicamente se obtiene el isdmero trans. Los intentos por

inducir asimetria en el proceso resultaron infructuosos.

El estudio del mecanismo de reaccion mediante técnicas espectroscopicas y
computacionales, nos permitié proponer un ciclo catalitico, en el cual, la presencia de

agua resulta crucial para el progreso de la reaccion.



5. ADICIONES NUCLEOFILAS SOBRE NITRONAS CICLICAS;
SINTESIS DE PIRROLIDINAS QUIRALES

Retomando la sintesis de pirrolidinas quirales, se ha estudiado su obtencion
mediante adiciones nucledfilas de metilfosfonatos sobre nitronas ciclicas. Esta
metodologia permite funcionlizar las pirrolidinas con un grupo fosfonato adicional, lo

cual resulta muy interesante para la obtencion de los inhibidores de glicosiltranferasas.

Esta adicién proporciona diversas N-hidroxipirrolidinas polihidroxiladas, con
distintos patrones de sustitucién, con muy buenos rendimientos y una excelente

diastereoselectividad (Esquema 3).

1
OR )n (OR1

[ } ) /g o neuli (}W‘D\%iz

Rdto 89-99%
d.r.=>95:5

Esquema 3. Reaccidn general de adicion de metilfosfonatos a nitronas ciclicas

Las N-hidroxipirrolidinas pueden ser facilmente transformadas en &cidos
pirrolidinilfosfénicos (Esquema 4), los cuales seran utilizados para el acoplamiento con

uridina monofosfato.

OR1

Blig — Elis
Sor2 T (Hl\/ <oH

Esquema 4. Esquema general de obtencion de acidos pirrolidinilfosfénicos

6. SINTESIS DE INHIBIDORES DE GLICOSILTRANSFERASAS Y
ESTUDIOS DE INTERACCION ENZIMA-LIGANDO

Con los acidos pirrolidinilfosfonicos obtenidos por adicion, se ha llevado a cabo el
acoplamiento con uridina monofosfato (UMP) activada como imidazolato, Ilegandose a
obtener varios inhibidores objetivo, cuya estructura general aparece representada en la

Figura 2.
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Figura 2. Estructura general de los inhibidores sintetizados

A continuacion, se ha estudiado mediante técnicas computacionales de docking y
espectroscopicas, mediante STD-NMR, las interacciones que se establecen entre los
enzimas y los distintos inhibidores obtenidos. Se ha trabajado con dos enzimas, de la
familia de glicosiltransferasas, que reconocen la unidad de uridina, OGT (O-linked-N-
Acetilglucosamina Transferasa) y GalNAc-T2 (O-linked-N-Acetilgalactosamina

transferasa I1).

Los estudios computacionales de docking con OGT, revelan que la mayoria de
estos compuestos interaccionan correctamente en el sitio activo de enzima, ya que la
pose de la unidad de reconocimiento enzimético es la misma que la que adopta el
sustrato natural (UDP-GIcNAC). Los estudios de STD-NMR indican que la interaccion
méas fuerte se produce con aquellos compuestos cuyas pirrolidinas se encuentran
protegidas con grupos bencilo y que a mayor numero de sustituyentes, mayor es la
interaccidn que se establece, por lo que estos compuestos tienen un alto potencial como
inhibidores de OGT.

Los ensayos de docking con GalNAc-T2 reflejan que todos los inhibidores
obtenidos interaccionan correctamente en el sitio activo del enzima, colocandose en
poses similares a la del sustrato en el complejo ternario de Michaelis-Menten (UDP-5S-
GalNAc). Las sefiales, casi inapreciables, en los espectros de STD-NMR de ciertos
compuestos, pueden indicar una fuerte interaccion o la poco probable falta de ella, por
lo que a falta de ensayos bioldgicos, todo parece indicar que pueden funcionar como

inhibidores del enzima.

Asi pues, las pirrolidinas sintetizadas y funcionalizadas con acidos fosfonicos
pueden ser utilizadas como glicomiméticos para la obtencibn de analogos de

nucleotidos que puedan utilizarse como inhibidores de glicosiltransferasas.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION






1.1. Glicosiltransferasas (GTs)

La Biologia Molecular® define la transmision de la herencia genética a través de
tres procesos unidireccionales: 1) replicacion del ADN; 2) transcripcion de dicho
ADN en ARN mensajero (ARN-m) y 3) traduccion de dicho ARN-m en la cadena
peptidica que conforma una proteina. Sin embargo, esta cadena peptidica, en la mayoria
de los casos, esta lejos de ser una proteina funcional ya que se requiere uno 0 mas
cambios quimicos posteriores a su sintesis en los ribosomas. Estos cambios se
denominan modificaciones post-traduccionales e incluyen la incorporacion a la cadena
peptidica de un carbohidrato (glicosilacion), de un grupo fosfato (fosforilacion), de un
acido graso (generalmente &cido palmitico) o de una molécula de ubicuitina. Las
modificaciones post-traduccionales son responsables de la biodiversidad funcional de
los seres vivos, y de todas ellas, la mas abundante e importante, es la glicosilacion. De
hecho, mas del 75% de las proteinas humanas son glicoproteinas. Los enzimas
responsables de la glicosilacion de proteinas son las glicosiltransferasas.

En realidad, las glicosiltransferasas son una familia de enzimas que comprende
enzimas capaces de transferir una unidad de carbohidrato a otras moléculas.’
Formalmente, un enzima que es capaz de hidrolizar un oligosacarido es una
glicosiltransferasa ya que transfiere el carbohidrato al agua; estas enzimas, sin embargo
se conocen como glicosilhidrolasas o glicosidasas y han sido ampliamente estudiadas.**
Si la unidad de carbohidrato se transfiere a un oligosacarido se denominan,
especificamente, transglicosidasas y aunque resultan mucho mas importantes, se han
estudiado en menor medida que las glicosidasas debido a que en su mayoria son
enzimas de membrana y por ello resultan dificiles de aislar.> El término
glicosiltransferasa se reserva para las enzimas que transfieren el carbohidrato a un lipido
0 a una protefna.’

En esta Memoria, nos hemos fijado en glicosiltransferasas que transfieren
carbohidratos a proteinas. La casi totalidad de estos enzimas transfieren la unidad de
carbohidrato a partir de un “azficar activado” conocido como “dador de Leloir”, en
honor a su descubridor. Existen nueve “dadores de Leloir” que diversas

glicosiltransferasas utilizan para las glicosilaciones post-traduccionales (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Dadores de Leloir: sustratos naturales para GTs. UDP-glucosa (Glc) la, UDP-N-Ac-
glucosamina (GIcNAc) Ib, UDP-acido glucurénico (GIcA) Ic, UDP-galactosa (Gal) 1d, UDP-N-Ac-
galactosamina (GalNAc) le, UDP-xilosa (Xyl) If, GDP-manosa (Mann) lla, GDP-fucosa (Fuc) I1b, and
CMP-4cido sialico (SA) I1.

El carbohidrato activado tiene la estructura de un dinucleétido de uridina o guanina
enlazado al carbono anomérico del carbohidrato que se va a transferir, con la excepcion
del dador 111 que contiene citosina y un unico grupo fosfato.

Las glicosiltransferasas pueden clasificarse en funcion de si la transferencia de la
unidad de carbohidrato tiene lugar con inversion (inverting GTs) o retencion (retaining
GTs) de configuracion en el carbono anomérico (Figura 1.2). En este contexto, se han
estudiado en detalle los mecanismos por los que las glicosiltransferasas transfieren la
unidad de carbohidrato, especialmente cuando la reaccién transcurre con retencion de

configuracion,”” situacion en la que ha existido controversia durante varios afios.®*%**
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Figura 1.2. Mecanismos de transferencia de carbohidratos de glicosiltransferasas.




También se han estudiado en profundidad los procesos bioldgicos en los que

12,13

intervienen glicosiltransferasas, fundamentalmente de sefializacion celular, y su

relacién con determinadas patologias como céncer,'*** diabetes'®!’ o Alzheimer,*® que
lleva a considerar dichos enzimas como dianas terapéuticas para el tratamiento de

diversas enfermedades.*®%°



1.2. Inhibidores de glicosiltransferasas (GTs)

Los primeros estudios de inhibidores de glicosidasas datan de mediados del siglo
XX.?' Desde entonces, el desarrollo de inhibidores de glicosidasas y glicosiltransferasas
que comenzé mé&s 0 menos contemporaneamente,?>? ha transcurrido de manera bien
diferente. En comparacion con el vasto desarrollo de inhibidores de glicosidasas desde
las dos dltimas décadas del siglo pasado,® los estudios dirigidos a la busqueda de
inhibidores especificos de glicosiltransferasas han progresado en menor medida,®
probablemente por la mayor dificultad en comprender el mecanismo de accion de las
glicosiltransferasas.?® No ha sido hasta los primeros afios el siglo XXI cuando ha tenido

2128 con la elucidacion del

lugar un considerable auge de este tipo de inhibidores
mecanismo enzimatico de glicosiltransferasas de gran relevancia biolégica como OGT?
GalNAc-T2*° 0 GpgS.™

Los inhibidores de glicosiltransferasas pueden clasificarse en funcion de su

estructura.

1.2.1. Inhibidores monosustrato

Los inhibidores monosustrato son compuestos que mimetizan uno de los sustratos
del enzima, ya sea, en principio, el péptido aceptor o el dador de carbohidrato. En la
practica, en el caso de inhibidores monosustrato se trata de analogos estructurales del
nucleotido dador de Leloir. Las modificaciones pueden llevarse a cabo en las diversas

partes del dador (nucleosido, pirofosfato y carbohidrato).

1.2.1.1. Analogos estructurales del nucle6sido

La variabilidad estructural en el nucledsido puede extenderse tanto al anillo de

ribosa como a la base heterociclica (nucleobase).

Variaciones en el anillo de ribosa

Se han descrito analogos de nucledsidos en los que el anillo de ribosa se ha
sustituido por un ciclopentano, eliminando el oxigeno endociclico, como por ejemplo,
los compuestos IV y V (Figura 1.3). Sin embargo no es una variacion estructural que se
haya estudiado ampliamente para los inhibidores de glicosiltransferasas. También se
han sintetizado inhibidores con modificaciones en las posiciones 3 y 4 del anillo de

ribosa, que incluyen la incorporacion de distintos grupos funciones (Vla-f). 3%’
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Figura 1.3. Inhibidores de glicosiltransferasas con cambios estructurales en el anillo de furanosa

Variaciones en la base heterociclica

La base heterociclica es la responsable del reconocimiento por parte del enzima y,
por ello, responsable a su vez de la especificidad. Las interacciones que suele tener en el
sitio activo pueden no ser muy fuertes pero si son muy selectivas. Como hemos visto
anteriormente, las bases de los dadores de Leloir pueden ser uracilo o guanina. Aunque
realizar cambios estructurales en la nucleobase no parece la mejor opcion, debido a
posibles cambios en la especificidad, en el caso de inhibidores de glicosiltransferasas ha
sido una posibilidad que se ha considerado en varias ocasiones.*® En la Figura 1.4 se

muestran varios ejemplos representativos.
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Figura 1.4. Inhibidores de glicosiltransferasas con modificaciones en la nucleobase



La presencia de grupos aromaticos en posicion 5 de la nucleobase incrementa la
afinidad por glicosiltransferasas.*® Entre este tipo de derivados destaca el analogo 1X
que presenta una actividad cercana a la escala nanomolar frente a varias GTs (Figura
1.5).%

HO JOH
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HO \ L maEe 0.53
HO o 9 N” 0  human GTB 2.4

0—P-0-P-0 o B. taurus a-(1-3)-GalT 9.8

6o & B. taurus a-(1->4)-GalT 0.45

N. meningitidis a-(1-3)-GalT ~38.8

OH OH

Figura 1.5. Inhibidores de glicosiltransferasas con modificaciones en la base heterociclica

1.2.1.2. Analogos estructurales de la unidad de pirofosfato

La unidad de pirofosfato presenta interacciones importantes en el sitio activo del
enzima ya sea con metales en el caso de enzimas que los usen como cofactores, o bien
con residuos especificos del sitio activo del enzima. En general, el grupo pirofosfato
puede participar activamente en la transferencia.®® La eliminacién de alguna de las
unidades de fosfato provoca una disminucién importante en la afinidad.* Por otra parte,
la presencia de dicho grupo, muy polar, limita enormemente el desarrollo de cualquier
agente terapéutico debido a la baja bioaccesibilidad provocada por la alta polaridad de
la molécula.?®

Si se quieren estudiar mecanismos, afinidades, modos de accién e influencia de
grupos funcionales en la formacion de interacciones adicionales, puede ser mas
conveniente fijar el pirofosfato con el fin de poder cristalizar un complejo binario
sustrato-proteina y estudiar interacciones con el resto del glicomimético.

Si lo que se quiere es desarrollar un agente terapéutico, se deben buscar grupos
funcionales neutros que puedan sustituir al pirofosfato perdiendo la menor afinidad
posible, es decir manteniendo interacciones en la misma (0 quiza otra) zona del sitio
activo. El aumento de la capacidad computacional para realizar simulaciones dinamicas
de sistemas complejos y de la facilidad para realizar estudios estructurales ha permitido,
en la altima década, llevar a cabo estudios rigurosos de grupos que podrian utilizarse en
lugar del grupo pirofosfato. Los primeros compuestos preparados de este tipo incluyen
la sustitucion del pirofosfato por sistemas 1,3-dicarbonilicos o por aminoacidos.*®*
Dentro de las posibles variaciones de este grupo, se ha estudiado la sustitucion del

pirofosfato por un anillo de piridina (X).** También se han elaborado inhibidores que



incluyen grupos sulfamato (XI) o unidades de serina con diversas orientaciones (XII y
X111) que aparecen ilustrados en la Figura 1.6.%®
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Figura 1.6. Inhibidores de glicosiltransferasas modificados en la unidad de pirofosfato

1.2.1.3. Analogos estructurales de la unidad de carbohidrato

La unidad de carbohidrato no presenta interacciones muy fuertes lo cual resulta
I6gico si pensamos que es la parte de la molécula que se va a transferir. Su sustitucion
por un grupo que pueda presentar interacciones mas fuertes y por tanto ser competitivo
con el sustrato natural, parece la opcion mas légica a la hora de disefiar un posible
inhibidor. Efectivamente, hay multitud de trabajos que reclaman la sintesis de
potenciales inhibidores de glicosiltransferasas pero se quedan en la mera construccion
de un anélogo estructural del carbohidrato (pirrolidinas, piperidinas, etc.), sin incorporar
la unidad de nucleotido que es esencial para el reconocimiento y la especificidad. En la
Figura 1.7 se dan ejemplos representativos de inhibidores de glicosiltransferasas en los

que el carbohidrato se ha sustituido por otra estructura, conservandose la unidad de

H Z4s 44-46
dinucleotido.
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HOOH A\ ! HO
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Figura 1.7. Inhibidores de glicosiltransferasas modificados en la unidad de carbohidrato.
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1.2.2. Inhibidores bisustrato

Los inhibidores bisustrato mimetizan ambos sustratos del enzima, tanto el
carbohidrato activado, como el péptido aceptor.*” Este tipo de inhibidores, en principio,
deberian ser mas activos al intentar ocupar las posiciones en el sitio activo de los dos
sustratos. Sin embargo, son mas complejos de disefiar y los resultados no son siempre
los esperados. En la Figura 1.8 se dan algunos ejemplos representativos de inhibidores

bisustrato.*8->*
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Figura 1.8. Inhibidores bisustrato de glicosiltransferasas.

1.2.3. Inhibidores sin analogia estructural

La mayoria de los inhibidores descritos se basan en la analogia estructural de uno o
ambos sustratos de la reaccion. Sin embargo, también se han disefiado diferentes
inhibidores sin ninguna analogfa estructural.”® Se han utilizado derivados de
carbohidratos,> pero las posibilidades son muy amplias, aminoacidos y péptidos hasta
diaminas pasando por compuestos poliaromaticos. Una reciente revision®* describe los
avances en este tipo particular de inhibidores de glicosiltransferasas. En la Figura 1.9 se
recogen algunos ejemplos en los que se puede apreciar la variabilidad estructural y

funcional que puede tener lugar.
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Figura 1.9. Inhibidores sin analogia estructural

En este apartado dedicado a inhibidores de glicosiltransferasas se ha intentado dar
una vision muy general de la situacién actual en el desarrollo de dichos compuestos sin
entrar en detalles acerca de su sintesis o actividad biologica. Para una vision mas
detallada se recomienda la consulta de las diversas revisiones publicadas en la Gltima

década que cubren dichos aspectos.””#4>>8
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1.3. Disefo racional de inhibidores de glicosiltranferasas

El trabajo realizado en esta Memoria se basa en estudios tedricos y experimentales,
realizados previamente en nuestro grupo de investigacion y en otros laboratorios con lo
que se ha colaborado, de disefio racional de inhibidores de GTs, centrandonos
principalmente en los enzimas O-linked N-acetilglucosamina transferasa (OGT) y N-
acetilgalactosamina transferasa Il (GaINAc-T2).

De todas las posibles variaciones del sustrato natural que permiten la obtencion de
posibles inhibidores, en este trabajo, nos centraremos en las modificaciones del
carbohidrato, ya que como se ha comentado con anterioridad al ser la unidad que se
transfiere no presenta fuertes interacciones con el enzima y al modificarlo, estas se
pueden incrementar sin alterar la especificidad y el reconocimiento que aporta la unidad
nucleotidica. En principio, como se ha demostrado con anterioridad en el caso de

glicosidasas, una posibilidad es remplazar la unidad de carbohidrato por un

glicomimético del estado de transicion, teniendo en cuenta tanto su estructura como su
59,60

distribucién de carga (Figura 1.10).

Figura 1.10. Pirrolidinas polihidroxiladas mimetizan el estado de transicién de la hidrolisis de
oligosacaridos. A: Ejemplo de estado de transicién de la transferencia de GIcNAc (rojo) a un residuo de
serina de un péptido (azul) con inversidn de la configuracion. B: Propuesta de inhibidor con interacciones

adicionales en el sub-sitio donde se sitda la unidad de carbohidrato, sustituido por una pirrolidina (rojo).

En el caso de glicosidasas, se conoce que la conformacion tipica de una pirrolidina
protonada coincide en gran medida con la que presenta el anillo de piranosa en el estado
de transicién (Figura 1.10, A),** ya sea con un mecanismo de inversién como de
retencion. El nitrégeno cargado mimetiza la distribucion de carga positiva en el oxigeno
endociclico y los grupos del anillo de pirrolidina pueden dar interacciones adicionales

con residuos del sitio activo del enzima, mejorando asi la afinidad (Figura 1.10, B).
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En este sentido, entre la enorme variedad y cantidad de heterociclos nitrogenados
saturados polihidroxilados (iminoazlcares) que se han descrito como glicomiméticos
formando parte de inhibidores de glicosidasas (piperidinas, indolizidinas, pirrolizidinas,
nortropanos, etc),* las pirrolidinas son un candidato excelente como glicomimético en

este caso para el desarrollo de posibles inhibidores de glicosiltransferasas.***
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1.4. Sintesis de pirrolidinas

El anillo de pirrolidina se encuentra en un gran nimero de compuestos con
actividad bioldgica por lo que resultan muy relevantes en el campo de la medicina
(Figura 1.11). Ademas, este tipo de compuestos encuentra aplicacién como ligandos

quirales,®® auxiliares quirales® y organocatalizadores,®>®®

y por ello, existe un gran
namero de publicaciones dedicadas al desarrollo de nuevas metodologias sintéticas para

su preparacion.

OMe
HO, OAcC
N
OMe H
(-)-codonopsinina (-)-anisomicina
HO | OH HO, OH Né\NH
OH /M ""’6/&0
i N
N O R W
(-)-rosmarinecina forodesina

Figura 1.11. Ejemplos de pirrolidinas con actividad biol6gica

Existen numerosos metodos de sintesis de pirrolidinas, que se pueden clasificar en
tres grandes grupos, ciclaciones, cicloadiciones o tranformaciones del anillo.

En el caso de las reacciones de ciclacion, todas las desconexiones a lo largo del
anillo de pirrolidina, C1(C5)-N (A), C2-C3 (B) y C3-C4 (C), son posibles o viables. En

el Esquema 1.1, aparecen representados ejemplos de estos tipos de ciclacién.® ™
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Esquema 1.1. Sintesis de pirrolidinas mediante ciclacion

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado metodologias de sintesis a partir de
nitronas aciclicas, que permiten la obtencion de pirrolidinas quirales que presentan

actividad biologica, como por ejemplo, la deacetilanisomicina (XXV) (Esquema 1.2)."

#\o
ey AT m Fﬁv@

Esquema 1.2. Obtencidn de pirrolidinas a partir de nitronas aciclicas

+Z-01

Otra estrategia ampliamente utilizada para la obtencion de pirrolidinas, son las

reacciones de cicloadicion’" en las que se genera el ciclo por la formacién dos nuevos

enlaces. De las distintas posibilidades la mas estudiada son las cicloadiciones 1,3-

dipolares de iluros de azometino con compuestos insaturados (Esquema 1.3).”*"

. -
R1’§N/\R3 . RS RY l_ﬁ\
R2 \=/ R1 R3

Esquema 1.3. Reaccién general de cicloadicion de iluros de azometino
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Las dos aproximaciones mas relevantes en cuanto a cicloadiciones de iluros de

azometino son aquellas en las que se activa el iluro mediante la accién de un metal

76,77

(Esquema 1.4) 0 bien la activacion del compuesto insaturado mediante el uso de

organocatalizadores, bien sea via iminio o mediante enlaces de hidrogeno (Esquema
1.5).787
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R ©OHNTCOXE - >=< Cat. Cu (I)
CHO 2 Y H _— X*OCc'" N "IR1
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Esquema 1.4. Reacciones de cicloadicion de iluros de azometino mediante catélisis metalica
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Esquema 1.5. Reacciones de cicloadicion de iluros de azometino mediante organocatélisis

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado como alternativa a los iluros de
azometino, los iluros de nitrona desarrollando una nueva metodologia de sintesis de
pirrolidinas mediante reacciones de cicloadicion. Hasta el momento, dicha metodologia
s6lo se ha desarrollado en serie racémica (Esquema 1.6).%°
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Esquema 1.6. Obtencidn de pirrolidinas a partir de iluros de nitrona
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Por Gltimo, también es posible obtener pirrolidinas mediante transformaciones en el
anillo, bien sea por expansion del anillo,*® por contraccion,® o mediante

transformaciones del ciclo ya formado (Esquema 1.7).%
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Esquema 1.7. Obtencidn de pirrolidinas por transformacion del anillo

Dentro de las tansformaciones en el anillo, también es posible obtener precursores
de pirrolidinas mediante adiciones nucledfilas a nitronas. En este campo se utilizan
principalmente nitronas polihidroxiladas, lo cual supone cierta ventaja, ya que como se
ha indicado con anterioridad, la mayoria de las pirrolidinas con actividad bioldgica,
portan estos sustituyentes. Los denominados precursores de las pirrolidinas son las
correspondientes N-hidroxipirrolidinas, que tras una reduccion generan pirrolidinas
(Esquema 1.8).%

BnO, OBn

BnO, OBn BnO, OBn
‘ S OH
/ W \ —_— W OH
[ N /" "N
OH

BnO BnO BnO H

|

Esquema 1.8. Obtencidn de pirrolidinas a partir de adiciones a nitronas

De las diferentes estrategias existentes para la formacién de pirrolidinas, en el
trabajo desarrollado durante la Tesis Doctoral, nos centraremos en el desarrollo de
nuevas metodologias basandonos en las reacciones de cicloadicion de iluros de nitrona

y en la adicién nucletfila a nitronas ciclicas polihidroxiladas.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS






El principal objetivo del trabajo realizado en esta Memoria es el desarrollo de

metodologias de sintesis de pirrrolidinas enantioméricamente puras, para la

construccion de analogos de dadores de Leloir.

Para conseguir el objetivo principal, se definen los siguientes objetivos especificos:

1. Sintesis de pirrolidinas

1.1.

1.2.

Cicloadicién organocatalitica asimétrica de iluros de nitrona

Se estudiard la reaccion de cicloadicion de iluros de nitrona con aldehidos a,f3-
insaturados catalizada por aminas secundarias quirales no racémicas
(organocatalisis de tipo iminio) con el fin de obtener pirrolidinas
enantioméricamente puras. Este proceso puede definirse como una reaccién
concertada o una secuencia Michael-Mannich por lo que también se llevara a
cabo el estudios del mecanismo de la reaccion para determinar si es un proceso
concertado o por pasos, asi como el origen de la selectividad. La reduccion
tanto del aldehido como de la hidroxilamina resultante de la cicloadicion
permitira obtener pirrolidinas con un grupo hidroxilo sobre el que sera posible
acoplar posteriormente un dinucleétido a la pirrolidina.

. R? O 1) catalizador R{, ./ OH reduccion R* . —OH
R1/§N)\COZR3+R4 X" H 2) reduccion R3020272{£Q1 R3OZC>Z*—£R1

(6] R N

| 2
- OH R® H

Cicloadicién de iluros de nitrona y aldehidos

Durante el desarrollo del objetivo anterior, se encontré que en funcion de los
sustratos empleados, el heterociclo obtenido era una 3-oxazolina en lugar de la
pirrolidina prevista inicialmente. El estudio del alcance y del mecanismo de esta
reaccion aparentemente andmala, pasé a ser un nuevo objetivo, no previsto

inicialmente.

R1/§

Z +

R
P 2 O 3
\ COR* | )J\ OAS\
R3 H R1/< N/ C02R2

10O
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1.3. Adicion nucledfila a nitronas ciclicas polihidroxiladas

Con el fin de obtener intermedios avanzados en la preparacion de inhibidores de
glicosiltranferasas, se estudiard la adicion nucleofila diastereoselectiva de
litiometilfosfonatos a nitronas ciclicas polihidroxiladas de cinco miembros. Esta
reaccién permitird obtener, tras la reduccion in situ de las hidroxilaminas
resultantes, &cidos pirrolidinilfosfonicos sobre los que podré ser acoplado en

este caso un mononucleétido.

(OR"), OR’
1) n-Buli (ORJn X
[_> |\/|e/P\‘OR2 Fi\OR2
OR2 2) reduccion H OR2

2. Sintesis de posibles inhibidores de GTs
En este apartado se estudiard la incorporacion de una unidad de di- o
mononucledtido a las pirrolidinas sintetizadas mediante los procesos de

acoplamiento mas adecuados en cada caso.

& Lo = (u——-j

N OH
HO OH

3. Estudio de interaccidon enzima-ligando
En este apartado se estudiard utilizando diversas técnicas, la interaccion enzima-
ligando. En concreto se utilizaran técnicas computacionales como es el docking y

espectroscopicas como STD-NMR.
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CAPITULO 3

CICLOADICION DE ILUROS DE
NITRONA:;

SINTESIS DE PIRROLIDINAS
QUIRALES






3.1. Introduccién

Desde el punto de vista de la estructura electrénica y reactividad, y de acuerdo con
la clasificacién de Huisgen de 1963, los iluros de azometino son 1,3-dipolos de tipo
alilo que comparten cuatro electrones 7 entre tres atomos tal y como definié el propio

Huisgen en 1968 (Esquema 3.1).2

R® R® RS R®
R+ N_R' <> R. _ N-R‘ «» R-N_ _R‘ <= R'-N_+R*
hihd highd Y hd
RZ R® R?Z R® R? R® R?Z R®

Esquema 3.1. lluros de azometino

Los iluros de azometino son especies inestables que deben generarse “in situ”.
Dentro de los métodos de generacion de iluros de azometino se pueden encontrar
reacciones de condensacion de aldehidos y aminas, normalmente, a-aminoésteres o a-
aminoacidos (Esquema 3.2, A). También es posible prepararlos partiendo de iminas,
bien sea por prototropia térmica, desprotonacion, metalacion o N-alquilacion (Esquema
3.2, B), por apertura de heterociclos, como por ejemplo 4-oxazolinas (Esquema 3.2, C),

o bien por apertura de aziridinas mediante luz o calor (Esquema 3.2, D).}

O
AL+ RENTR?
R H
A
R1
lll D F|{1 B R!
- 2 3 - 2 | 3
2A3 RVN\/R R\?NVR
R R -
C
R1

Esquema 3.2. Métodos generales de obtencién de iluros de azometino

Los iluros de azometino, se pueden clasificar en funcion de su estabilidad si se
encuentran estabilizados por un grupo aceptor directamente unido al carbono que

soporta la carga negativa o si, por el contrario, no lo estan. A partir de iluros de
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azometino no estabilizados pueden obtenerse pirrolidinas* y sistemas policiclicos™®
entre otros. A pesar de esta quimica de gran interés que ha sido recientemente revisada,’
en este apartado nos fijaremos Unicamente en iluros de azometino estabilizados.

Los iluros de azometino pueden actuar como dipolos frente a alquenos dando lugar
a reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar, proporcionando pirrolidinas sustituidas. En el
caso de que el grupo aceptor estabilizante sea un grupo éster, los productos de la
reaccion son prolinas de gran interés sintético (Esquema 3.3).2

H R* R®
I
R'._N__R? . _R* /Z_§<002Me
A~ + I _—
T R RN R?
COQMB H

Esquema 3.3. Cicloadiciones de iluros de azometino estabilizados

Inicialmente, estas reacciones se consideraron como cicloadiciones 1,3-dipolares
concertadas, mas o menos asincronas. Efectivamente, asi es cuando el iluro de
azometino no esta estabilizado o se genera in situ a altas temperaturas como se ha
mencionado anteriormente.®*°

La posibilidad de generar iluros de metalo-azometino a partir de iminas permitio el
empleo de ligando quirales sobre el metal y por tanto, la preparacion de pirrolidinas
enantioméricamente puras.** Los grupos de la Prof. C. Najera™"’ y el Prof. J. C.

18-23

Carretero, ambos referentes internacionales en este campo, han sido pioneros en las

cicloadiciones enantioselectivas de iluros de metalo-azometino (Esquema 3.4).
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PN
O "
YW
O,N  Ph
Ph.__N_ _CO,M (5 mol%) /
o N LOMe X NO;
Ph AgOBz (5 mol%) Ph H COzMe

TEA (5 mol%)
tolueno, t.a., 17 h (92%, dr >99, ee >95%)

e
(6] PAr,
O PAFZ
¢
(6]

Ar: 4-MeO-3,5-(tBu),CgHs
CO,Me (5 mol%) PhO,S CO,Me
Ph._N._COMe [ . Z—g
SO,Ph [CU(CH3CN),JPFg (5 mol%)  Ph“" >~ CO,Me
TEA (18 mol%) H
DCM, ta. (80%, dr 86:14, ee 96%)

Esquema 3.4. Cicloadiciones cataliticas enantioselectivas de iluros de metalo-azometino

162427 también ha contribuido notablemente a este

El grupo del Prof. F. Cossio
campo centrdndose en estudios mecanisticos que han determinado el caracter
concertado o no de las reacciones estudiadas. En el caso de iluros de metalo-azometino,
los primeros estudios mecanisticos indicaron que se trataba de reacciones concertadas.?
Sin embargo, méas adelante se demostrd que la reaccion podia ser un proceso de dos
etapas consistentes en una primera adicién de Michael seguida de una reaccién de tipo
Mannich.?® En realidad, que el mecanismo sea concertado o por etapas depende
especialmente de la naturaleza del dipolaréfilo,* pero también de los sustituyentes del
iluro de azometino como ha demostrado un estudio mas reciente.

En 2007, el grupo del Prof. José L. Vicario describié por primera vez el empleo de
organocatalizadores quirales en reacciones de cicloadicion de iluros de azometino. Estos
iluros se forman por prototropia 1,2, y la cicloadicién resulta ser un proceso por
etapas.®® El empleo de organocatalizadores quirales ha permitido desarrollar toda una
metodologia de cicloadiciones organocataliticas de iluros de azometino (Esquema
3_5)_34-36
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Ph

N Ph
H  OH OHC, Ph
(20 mol%)
Ph._N__CO,Et NN L A COE!
CO,Et H,0 (4 eq) H o COEt
THF, 4°C 82%, dr >95:5, ee>99%

Esquema 3.5. Cicloadicion organocatalitica enantioselectiva de iluros de azometino

En nuestro grupo de investigacion se han llevado a cabo reacciones de cicloadicion
con un tipo particular de iluros de azometino, obtenidos a partir nitronas y que se han
denominado como iluros de nitrona.®” En este caso, el iluro correspondiente se forma
por desprotonacién de la nitrona en presencia de trietilamina (TEA) como base,
actuando el catidn Li* como activante por coordinacion con el atomo de oxigeno del
grupo nitrona (Esquema 3.6). Al inicio de este trabajo, la reaccion descrita se habia

llevado a cabo Unicamente en serie racémica.

B o~ MeOOC
PPN TEA, LiBr . Z COOMe
Ph™ SN” "COOMe _______» pn"SN">SCOOMe — LN
o) DCM, -40 °C (') Ph™" " " COOMe
= ~:7 |
hi~s OH
s
lluro de nitrona (98%, dr >98:2)

Esquema 3.6. Cicloadicién de iluros de nitrona con acrilato de metilo
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3.2. Hipotesis de trabajo

Con el objetivo de inducir quiralidad en la reaccion de cicloadicion (3+2) de iluros
de nitrona (Esquema 3.6), nos planteamos cambiar el grupo éster por un grupo aldehido
en la olefina utilizada, para poder utilizar organocatalisis de tipo iminio como
metodologia de induccién de quiralidad, lo que no es posible con el grupo éster (Figura

3.1). Para ello se emplearon como catalizadores aminas secundarias de tipo prolinol.

P
?
(@]
T
(@]
A,

10-Z+

PN
COOMe 2 H /Z_S\
2
+ \/\CHO > R1 N COOMe

Figura 3.1. Obtencién de N-hidroxipirrolidinas mediante reacciones de cicloadicion

La capacidad que presentan las aminas primarias y secundarias para activar
aldehidos o cetonas a,B-insaturados gracias a la formacion de iminio, permite generar
mejores dipolaréfilos para las reacciones de cicloadicion (3+2). La activacion via iminio
ha sido explorada por numerosos autores desde que MacMillan descubrid estos
procesos.®®* Especialmente esta aproximacién se ha aplicado de forma exitosa en

4042 “iluros de azometino

44-46

reacciones que hacen uso de nitronas (Esquema 3.7, A),

(Esquema 3.7, B)****“*® ¢ iminas de azometino (Esquema 3.7, C)

O, 7
N

H.HX

como 1,3-dipolos.

an ,Bn
Ph,, N\ Ph N\
Jor LO
OHC 2 OHC <
Me Me
Ph
N Ph OHC_ R?

COOEt
N
WC/OOEt Rz’\)J\H R

N~ COOEt
H

0 wr ? ?
N Ar
(e} 2 2
c LN s ~ H__OH E/<,N SN E«,N <R
R? H  Ar=3,5-(CF3),CeHs3 N)/\L N\J\
CHO :

H™ "R
Esquema 3.7. Cicloadiciones (3+2) organocatalizadas via iminio

El grupo funcional nitrona es uno de los dipolos mas empleados en reacciones de

cicloadicién (3+2), debido a su gran estabilidad y su sencilla obtencion, en comparacion
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con otros dipolos que es necesario generarlos “in situ”. De hecho, la cicloadicion 1,3-

dipolar entre nitronas y enales fue el primer ejemplo de cicloadicion (3+2) catalitica y

enantioselectiva activada via iminio (Esquema 3.7, A).° Esta reaccién permite la

sintesis directa de isoxazolidinas, en la que la nitrona reacciona, como dipolo, a través

del carbono y el oxigeno terminal (1,3-C,0).

Formalmente, el empleo de iluros de nitrona representa un dipolo alternativo,

formado a través de dos a&tomos de carbono (1,3-C,C), en lugar de con el oxigeno

terminal (1,3-C,0) (Figura 3.2). En este caso el producto final de la reaccién seria una

N-hidroxipirrolidina frente a las isoxazolidinas que se obtendrian haciendo uso del

dipolo clasico (1,3-C,0) de las nitronas.

a

RVQ/\‘)\

N R2
O _
Nitronas

R3 R? OHC  R*
\I/\H Reactividad
& |H N, - 1,3-C,0 R .0 Trabajos
Y +T0 N previos
1 *
R /LP /J\RZ
{ +
| Isoxazol/d/nas
prototroplaT A-H
’ Catal:s:s
via iminio
A~ H_ 4
C‘) OHC R
H _N /Z__§< Este
— trabajo
b \(1 * ﬁ; Reactividad Rt /
RT R 1,3-C,C N
OH

N-Hidroxipirrolidinas

Figura 3.2. Planteamiento sintético
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3.3. Discusion de resultados
3.3.1. Estudio de las condiciones de reaccion

En primer lugar y con el fin de valorar la viabilidad de la estrategia planteada, en
concreto, si el aldehido conjugado reacciona al igual que lo hace el éster, se llevo a cabo
un estudio preliminar, utilizando como nitrona la y trans-cinamaldehido 2a, en las

condiciones descritas con anterioridad para la cicloadicién (Esquema 3.8).

OHC_  ph
N TEA (1 eq.), LiBr (1 eq.)
/gg COOBL Ph~cno N~ ~COOEt
O,N - DCM ON OH
1a 2a 3

Esquema 3.8. Estudio preliminar de cicloadicion

Tras seis dias de reaccion, se alcanzé una conversion de 44% y se observé por *H
RMN del crudo de reaccion que como productos se obtenia una mezcla de dos
diastereoisomeros en proporcion 1:1. Tras un intento de purificacion se obtuvo una
mezcla mas compleja probablemente debida a la epimerizacion del carbono al que se

encuentra unido el aldehido.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observaron dos inconvenientes, el
primero de ellos es la baja diastereoselectividad del proceso y el segundo, los problemas
en la purificacion del producto de adicion (3). Para intentar solucionarlos, se decidid
trabajar con nitronas que presenten un resto alquilo en la posicion o del atomo de
nitrégeno, con el fin de incrementar la diastereoselectividad del proceso. Por otro lado,
nos propusimos llevar a cabo la reduccion del aldehido, con borohidruro de sodio,
previa a la purificacion con la idea de no encontrar mezclas complejas en el aislamiento

como consecuencia de la posible epimerizacion.

Asimismo, se decidié aplicar una metodologia organocatalitica con el fin mejorar
los resultados y de inducir quiralidad en el proceso. Para ello, se llevé a cabo la reaccion
de la nitrona 4a y trans-cinamaldehido 2a, en diversas condiciones empleando aminas
secundarias (5) como organocatalizadores. También se estudio el efecto de un écido, de
una base (TEA) o de una tiourea (6), como aditivos en el medio de reaccion. Los

resultados obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 3.1 que se muestra a continuacion.
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1) 5 (20 mol%)

Co-cat.(20 mol%) HO—. Ph

Me Aditivo (20 mol%)
(0] Me
~ NH\COQMG + /\)J\ ta 48 h \\"d
o Ph H 2) NaBHy, N *co,Me
O2N - DCM, ta OzN OH
4a 2a 7a
Ar N Ar Ar
N o H HN N~ "N~
H OTMsS ><N 'Bn éﬁo H H
5a: Ar=Ph H NHAr 6

5¢c

5b: Ar=3,5-(CF3)206H3 5d: Ar=3,5-(CF3)206H3 Ar=3,5-(CF3)gCGH3

Esquema 3.9. Estudio de condiciones de reaccion

Tabla 3.1. Estudio de condiciones de reaccion (Esquema 3.9)

#  Cat Co-cat.  Aditivo Disolvente  Rdto. [%]® d.r.P! e.e. [%]
1 5a - - CHCls <5 n.d.[ n.d.[
2 5a - PhCO,H  CHCI, <5 n.d.[ n.d.[
3 5 - HCI MeNO, <5 n.d.l n.d.l
4  b5a - TEA CHCl, 9 2:1 98

5 b5a 6 TEA CHCl, 92 5:1 98

6 5Sb 6 TEA CHCls <5 n.d.l n.d.l
7  5d 6 TEA CHCl, 40 4:1 20
gl 5a 6 TEA CHCl, 27 5:1 98
ol 54 6 TEA CHCl4 62 6:1 97
10 5a 6 TEA DCM 82 31 98
11 ba 6 TEA Tolueno 53 4:1 98

12 5a 6 TEA THF 28 4:1 98
13  5a 6 TEA AcOEt 22 4:1 97

[a] Rendimiento del producto aislado tras cromatografia en columna. [b] Determinado mediante *H
RMN del crudo de reaccion. [c] Determinado mediante HPLC en columna de fase estacionaria
quiral, del diastereoisomero mayoritario del correspondiente alcohol después de la reduccion (Ver
parte experimental). [d] n.d.: No determinado. [e] Se incorpora TEA (40 mol%) como aditivo. [f]
La reaccion se lleva a cabo usando 1 eg. de 6y 1 eq de TEA.

Cuando la reaccidn se llevo a cabo en presencia de O-trimetilsilil difenilprolinol 5a,
como catalizador via iminio, en ausencia de aditivos, no se observo reaccion alguna
(Tabla 3.1, entrada 1). La incorporacion al sistema de acido benzoico como aditivo
prético, con el fin de favorecer la formacion del iminio correspondiente, tampoco dio

lugar a la reaccion esperada (Tabla 3.1, entrada 2). A continuacion, se probd otro
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catalizador, de tipo MacMillan (5c) en las condiciones descritas para la obtencion de
isoxazolidinas (Tabla 3.1, entrada 3),*® pero tampoco se produijo la reaccion deseada.
Retomando el catalizador de Hayasi-Jgrgensen (5a), se adiciond un 20 mol% de
TEA con la intencién de favorecer la formacion del correspondiente iluro (Tabla 3.1,
entrada 4). En estas condiciones, se obtuvo la N-hidroxipirrolidina deseada con un 9%
de rendimiento y con muy buena enantioselectividad (98%). El producto se aislé como

una mezcla de 2 diastereoisomeros en proporcion 2:1.

A continuacién, con el fin de activar la nitrona para mejorar el rendimiento,
teniendo en cuenta que el catalizador proporcionaba buena enantioselectividad, se
adicion6 al medio de reaccion la tiourea 6 en un 20 mol%.*” Tras 24 horas de reaccion,
el rendimiento alcanzo un 47%, manteniendose el exceso enantiomérico y mejorando la
diastereoselectividad hasta una proporcion de 5:1. La misma reaccion se dejo 48 horas y
se consiguié un rendimiento de 92% (Tabla 3.1, entrada 5).

También se probaron otros catalizadores con sustituyentes mas voluminosos (5b) y
bifuncionales (5d). El uso de sustituyentes mas voluminosos en el prolinol, provocé que
la reaccion no tuviera lugar (Tabla 3.1, entrada 6) mientras que el catalizador
bifuncional proporcioné un rendimiento mas bajo (40%) y una caida radical de la
enantioselectividad (20%) (Tabla 3.1, entrada 7).

Asi pues, continuando con el catalizador 5a, se aumenté la proporcion de TEA a un
40 mol% y también se produjo una caida del rendimiento (27%) (Tabla 3.1, entrada 8).
El uso de cantidades equimoleculares tanto de TEA como de tiourea 6 tampoco mejord

los resultados, obteniéndose un rendimiento del 62% (Tabla 3.1, entrada 9).

Finalmente, se valord el empleo de otros disolventes como DCM, tolueno, THF o
AcOEt (Tabla 3.1, entradas 10-13). Unicamente el uso de DCM mejor6 el rendimiento,
aungue la diastereoselectividad resultd inferior. A raiz de estos datos se estimé que para
obtener buenos resultados se requeria del uso del catalizador 5a en un 20 mol%, un 20

mol% de TEA y un 20 mol% de tiourea 6 y cloroformo como disolvente.
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3.3.2. Estudio del alcance de reacciéon

Una vez establecido el protocolo para la sintesis de N-hidroxipirrolidinas, se
continué con el estudio del alcance de la reaccion, valorando el uso de otros aldehidos y

nitronas.

Las nitronas necesarias para este estudio se prepararon por condensacion de las
distintas hidroxilaminas con varios aldehidos (Esquema 3.10, Tabla 3.2). La mayoria de
las nitronas preparadas, a excepcion de la 4h, presentan un grupo aromatico con
sustituyentes aceptores o dadores y pueden llevar un resto alquilo (Me, Et) en posicién o
del grupo éster (nitronas 4).

0 R? MgSO )R\z
go0y
N UL NN 3
R1/U\H HlTj COOR DCM, 6h R l\ll COOR
OH C_)
8a-k 9a-d 1a-b, 4a-l

Esquema 3.10. Sintesis de nitronas

Tabla 3.2. Sintesis de nitronas (Esquema 3.10)

Nitrona  Aldehido R Hidroxilamina ~ R? R® Rao

(%)
la 8a 4-NO,CgH, 9a H Et 96
1b 8b 4-CICgH, 9a H Et 94
4a 8a 4-NO,CgH, 9b Me Me 97
4b 8a 4-NO,CgH, 9c Me Et 96
4c 8c 4-CNCgH, 9a Me Me 96
4d 8d 3,5-(CF3),CeHs %a Me Me 90
4e 8f 4-BrCgH, %a Me Me 98
4f 8¢ Ph 9a Me Me 96
4q 8a 4-NO,CgH,4 9d Et Me 97
4h 8h COOEt 9d Et Me 80
4i 8b 4-CICgH, 9a Me Me 94
4j 8i 4-NO,CgH,-CH=CH 9a Me Me 93
4k 8j 2-furil %9a Me Me 95
41 8k 4-MeOCgH,4 9a Me Me 95

[a] Rendimiento del producto aislado tras cromatografia en columna.
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Una vez que se disponia de todos los reactivos, se procedio al estudio del alcance
de la reaccion, cuyos resultados aparecen representados en la Tabla 3.3, que a

continuacién se comenta.

39



1) 5a (20 mol%)

6 (20 mol%)

52\ EEH/?:(IZOtmOI(’z/Z) 5d HO ™
+ 3, t.a., 2d- 2
RVT‘; COR® ' R4MH 2) NaBHg4, DCM, t.a. R““"qg\;ozw
- OH
4a-h 2a-| 7a-v
Esquema 3.11. Estudio del alcance de la reaccion
Tabla 3.3. Estudio del alcance de la reaccion (Esquema 3.11)
Nitrona Aldehido Producto
# 4 R R R 2 R’ 7 Rdto. d.r.P! ee.
[9]" [o]

1 da 4-NO,CgH,4 Me Me 2a Ph 7a 92 5:1 98
2 4a 4-NO,CgH,4 Me Me 2b 4-MeCgH,4 7b 84 6:1 99
3 4a 4-NO,CgH,4 Me Me 2c 4-MeOC¢H,4 7c 85 6:1 >99
4 da 4-NO,CgH,4 Me Me 2d 2-MeOCsH,4 7d 72 4:1 94
5 4a 4-NO,CgH,4 Me Me 2e 4-Et,NCgH,4 Te 74 2:1 >99
6 4da 4-NO,CgH, Me Me 2f 2-furil 7f 93 9:1 >99
7  4b  4-NO,CgH, Me Et 29 35-(MeO),CsHs 7g 83 41 >99
8 4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2a Ph 7h 84 4:1 99
9 4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2h 4-BrCgH, 7i 81 4:1 99
10 4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2i 4-CIC¢H, 7j 94 4:1 98
11  4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2j 4-1C¢H, 7k 86 51 99
12 4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2k 4-CF3CgH, 71 85 4:1 99
13 4b 4-NO,CgH, Me Et 21 2-tienil m 78 7:1 >99
14 4b 4-NO,CgH,4 Me Et 2cC 4-MeOCgH,4 n 82 5:1 98
15 A4c 4-CNCgH,4 Me Me 2a Ph 70 82 9:1 96
16 4c 4-CNCgH,4 Me Me 2c 4-MeOCgH,4 m 84 9:1 96
17  4c 4-CNCgH, Me Me 2| 2-tienil 7q 82 10:1 99
18 4d 35-(CF3),CHs Me Me 2c Ph 7r 80 91 98
199 4e 4-BrCqH, Me Me 2c 4-MeOCqH, 7s 51 1 90
20 4f Ph Me Me 2c 4-MeOCgH,4 Tt 45 11 92
21 4 4-NO,CgH,4 Et Me 2c 4-MeOCgH,4 Tu 96 >20:1 >99
221 4h CO,Et Et Me 2 4-MeOCqH, v 25 >20:1 98

[a] Mezcla de diasteroisdmeros tras la purificacion. [b] Determinado por *H RMN del crudo de la
reaccién antes de la reduccidn. [c] Determinado mediante HPLC en columna de fase estacionaria quiral,
del diastereoisomero mayoritario del correspondiente alcohol después de la reduccién. [d] La reaccion se

Ileva a cabo en presencia de 1 eq. de TEA y 1 eq. de 6.
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Como se observa en la tabla, esta reaccion se puede aplicar eficientemente sobre
una amplia familia de aldehidos a,B-insaturados con sustituyentes aromaticos 2a-l,
obteniéndose los correspondientes aductos 7a-n con buenos rendimientos, moderada
diastereoselectividad y una excelente enantioselectividad (Tabla 3.3, entradas 1-14)
independientemente de la naturaleza electronica del sustituyente arilo y de la posicion
de los sustituyentes del grupo arilo. En ninguno de los casos se observd como
subproducto de reaccién, la formacion de la isoxazolidina resultante de la cicloadicién

1,3-C,0 caracteristica del grupo funcional nitrona.

En cuanto a la naturaleza del grupo éster, no se observa un cambio importante de
comportamiento, si se comparan la entrada 1 y 8, o la 3 y 14, en las que el éster es
metilico o etilico respectivamente. En cuanto al caracter de la nitrona, considerando los
distintos sustituyentes y patrones de sustitucion en el anillo aromatico, se observa que
cuanto mas pobre en densidad electronica es el anillo, mayor rendimiento se obtiene
(Tabla 3.3, comparar las entradas 15-18 con las entradas 19 y 20). De hecho, y aungue
no aparecen reflejados en la tabla, se realizaron pruebas con nitronas que presentaban
grupos arilo ricos en densidad electrénica (2-furilo 4k o 4-MeOCgH,41) y la reaccién no
tuvo lugar. Tampoco se observd reaccion con la nitrona conjugada derivada de trans-4-

nitrocinamaldehido (4j), ni siquiera con la nitrona derivada del 4-clorobenzaldehido

(4i).

También se valord el efecto del resto alquilico del carbono en o al atomo de
nitrégeno. La presencia de sustituyentes de mayor tamafo, al pasar de un grupo metilo a
uno etilo, mejora considerablemente la diastereoselectividad (Tabla 3.3, entradas 3 y 21)
manteniendo un buen rendimiento. Finalmente, se probd una nitrona derivada del
glioxilato de etilo (4h), para valorar el uso de nitronas con sustituyentes no aromaticos,
pero manteniendo el cardcter aceptor (Tabla 3.3, entrada 22). En este caso, el
rendimiento de la reaccion fue bajo, 25%, aunque la diastereoselectividad y la

enantioselectividad fueron excelentes.
3.3.3. Determinacidn de la estereoquimica

La determinacién de la configuracion absoluta de los productos de la reaccién se
llevé a cabo a partir de los datos de difraccion de rayos X del diastereoisdmero
mayoritario de la N-hidroxipirrolidina 7j (Figura 3.3) que resultd ser (2S,3S,4R,5S).

Para el resto de los cicloaductos (7a-v) se asumié que la configuracion absoluta era la
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misma ya que operaba el mismo mecanismo de reaccion y las constantes y

desplazamientos quimicos determinados por *H RMN eran similares.

Figura 3.3. Diagrama ORTEP del compuesto 7j, mostrando los elipsoides con un 50% de

probalilidad

La configuracion del diastereoisdmero minoritario se determind por comparacion
de experimentos NOESY de los diastereoisomeros del compuesto 7t por separado y se
dedujo que se trataba del compuesto (2R,3S,4R,5R) (Figura 3.4).

Mayoritario (2S,3S,4R,5S) Minoritario (2R,3S,4R,5R)

Figura 3.4. Configuraciones y correlaciones NOESY de los diastereoisomeros de 7t

Las correlaciones espaciales mas relevantes del espectro NOESY del
diastereoisomero mayoritario se observan entre el metilo del éster y los protones orto
del 4-metoxifenilo (Figura 3.5, A), estos con H4 (Figura 3.5, B) y este correlaciona con
H5 (Figura 3.5, C), por lo tanto se encuentran en la misma cara. Por otro lado el NOE
que se establece entre el grupo metilo de C2 con H3 es muy intenso (Figura 3.5, D). El
diastereoisomero minoritario presenta NOE entre el grupo metilo de C2 y los protones
orto del anillo en C3 (Figura 3.6, E), que a su vez, correlacionan con H4 (Figura 3.6, F)

y el fenilo de C5 (Figura 3.6, G), por lo que se encuentran en la misma cara.
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3.3.4. Utilidad sintética de las N-hidroxipirrolidinas obtenidas

Finalmente, se probaron ciertas transformaciones de las N-hidroxipirrolidinas
obtenidas para obtener las pirrolidinas objetivo y también demostrar la posibilidad de
Ilevar a cabo diversas reacciones organicas (Esquema 3.12). Tomando 7a como ejemplo
representativo, se consiguié oxidar a la correspondiente nitrona 8, usando como
oxidante manganesa, MnO,, con un rendimiento excelente. Esta transformacién abre la
posibilidad de preparar hidroxipirrolidinas todavia mas complejas. También se estudid
el proceso de proteccion del alcohol primario con un silano voluminoso, consiguiéndose
una proteccion selectiva frente al grupo hidroxilo de la N-hidroxilamina 9. De cara a la
obtencion de la correspondiente pirrolidina ciclica altamente sustituida, se llevé a cabo
la reaccion de reduccion del grupo hidroxilamina a amina 10 utilizando zinc en medio
acido. Se empleo acido clorhidrico, ya que las pruebas llevadas a cabo con é&cido
acético, no fueron efectivas. Incluso fue necesario calentar a reflujo, lo que provoco la

de reduccion del grupo nitro a amina primaria.

NH
Me, N ©/ * zn OH ©N02 MnO, NO,
‘0 an - Me,, N . —_—
HCI, reflujo / - DCM, t.a.
Meo20§—z Me020§_7 e
Ph ~—OH

P’ “—OH
10 (77%) 7a 8 (99%)

TBSCI,
TEA, DMAP (cat.)
DCM, t.a.

QH NO,
Me". N W
Me02C§_7
Ph “—0OTBS

9 (90%)

Esquema 3.12. Transformaciones de N-hidroxipirrolidinas
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3.4. Estudio mecanistico de la reaccion de cicloadicion.

Para determinar el mecanismo de la reaccion, dada la participacion de dos
compuestos como organocatalizadores se consideré el estudio detallado del mismo. Por
ello se llevaron a cabo una serie de estudios experimentales, espectroscdpicos y

computacionales.
3.4.1. Estudios experimentales

Al iniciar este estudio, se habia establecido que las mejores condiciones para esta
reaccion requerian el uso del catalizador de Hayashi-Jgrgensen 5a (20 mol%), 1,3-
bis(3,5-bis(trifluorometil)fenil)tiourea 6 (20 mol%) como co-catalizador, trietilamina
(20 mol%) como aditivo y cloroformo como disolvente (Esquema 3.13).

1) 5a (20 mol%)

R2 6 (20 mol%) 4
L TEA (20 mol%) HO— R
NN 3 CHC [\.R
RTSN™ "COOR® | R“\/\CHO HCl3, ta. B
> \ 3
0 2) NaBH,,DCM, ta. R'" N~ TCOOR

|
OH

Esquema 3.13. Condiciones de cicloadicion escogidas

En primer lugar se estudio la influencia de la base TEA en la reaccién, con la
hipdtesis de que pudiera actuar en la formacion del correspondiente iluro de nitrona,
como ya se habia observado con anterioridad. Por ejemplo, en nuestro grupo de
investigacion, en el que se desarroll6 una metodologia sintética para la obtencion de N-
hidroxipirrolidinas quirales basadas en reacciones de nitronas y ésteres conjugados®’ o
en el trabajo publicado recientemente por Chen y colaboradores, en el que se obtienen
N-hidroxipirrolidinas quirales a partir de nitronas derivadas de isatina y aldehidos

conjugados alifaticos (Esquema 3.14).%
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A) TEA, LiBr, MeOOC, MeOOC
DCM, -40°C y

+ ZcooMe > ol + z
B) n-BuLi AN~ ICOOMe + APy ICOOMe

THF anh, -80°C OH OH

Ar “>CoOoMe

10-Z+

1) 5a (20 mol%)
TEA (40 mol%)
- R LiClIO4 (10 mol%) R

O .
+\NJ CuBr (0.2-00.3 mol%) ~SoH
/ _ tolueno, 40°C. HO-N
X + \/\CHO SR
o}

| o 2) NaBH,,DCM, t.a. |

Esquema 3.14. Reacciones de cicloadicion con iluros de nitrona

Cuando se llevo a cabo la reaccion de la nitrona 4a con el aldehido 2a en presencia
de la tiourea 6 y en ausencia de base (Tabla 3.4, entrada 1) se obtuvo el producto 7a con
un rendimiento del 93% (d.r. 5:1, e.e. 98%), un resultado practicamente idéntico al
encontrado empleando 0,2 eq. de TEA (Tabla 3.1, entrada 6). Esta situacion se repitio
en una serie de experimentos realizados con distintas nitronas y aldehidos (ver Tabla
3.4, entradas 2-8, y comparar con la Tabla 3.3). Ademas, se observé que el tiempo de
reaccion era menor en ausencia de TEA (1 a 3 dias) en comparacion con las reacciones

realizadas en presencia de 0,2 eq. de TEA (2 a 5 dias).

Por otro lado, cuando se llevé a cabo un experimento en ausencia de la tiourea 6
(Tabla 3.4, entrada 9) no se observo reaccion. Unicamente en este caso, ausencia de la
tiourea 6, afadir TEA al medio de reaccidn puede resultar favorable, aunque el
rendimiento obtenido no pasa del 10% (1 eq. de TEA afiadido, Tabla 3.4 entrada 10).
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1) 5a (20 mol%)

Me 6 (20 mol %) HO—, AP
+ CHCl;, t.a.,1d-3d
Ar1 AN COZR + Ar2WO Ar1 w ~Me
o) 2) NaBH,, DCM, t.a. N™ "Co,R
- OH

Esquema 3.15. Sintesis de N-hidroxipirrolidinas en ausencia de base

Tabla 3.4. Sintesis de N-hidroxipirrolidinas en ausencia de base (Esquema 3.15)

# 4 Ar' R 2 Ar 7 Rdto  d.r. e.e.
(%)¥ [b] (%)
1 4a 4-NO,CgH, Me 2a Ph 7a 93 51 98
2 4a 4-NO,CgH, Me 2c  4-MeOCgH, 7c 90 6:1 99
3 4b 4-NO,CgH, Et 2i 4-CICsH, 7j 95 41 98
4 4b 4-NO,CgH, Et 2k 4-CF4CqH, 71 88 41 99
5 4c 4-CNCgH, Me 2c  4-MeOCgH, 7q 84 9:1 96
6 4d 3,5-(CF3),CsHs Me 2a Ph 70 87 9:1 98
7 4e 4-BrCgH, Me 2c  4-MeOCgH, 7s 55 11 90
8 4f Ph Me 2c  4-MeOCgH, 7t 46 11 92
ol 4a 4-NO,C4H, Me 2c 4-MeOCgH, 7c <5 nd nd
10 4a 4-NO,CgH, Me 2c 4-MeOCgH, 7c 10 nd.  nd

[a] Rendimiento aislado tras la purificacién como mezcla de diastereoisémeros. [b] Determinado por *H RMN del
crudo de reaccion antes de la reduccién. [c] Determinado por HPLC en fase estacionaria quiral. [d] En ausencia de
tiourea. [e] En ausencia de tiourea y en presencia de 1 eq. de TEA.

De estos experimentos hay que concluir que los resultados encontrados en ausencia

d,*"* nos llevaron a

de la tiourea 6, junto con los trabajos descritos con anteriorida
interpretar erroneamente el papel de TEA que, no s6lo no es necesaria, sino que resulta
perjudicial cuando la reaccion se lleva a cabo en presencia de 6 como aditivo.

A raiz de estos resultados, que indican que la presencia de base no es necesaria, se
retomaron las nitronas derivadas del glioxilato de etilo (1a y 1b), con las que se inici6 el
estudio y que proporcionaban una baja diastereoselectividad. En presencia de la tiourea
6, la reaccion transcurre satisfactoriamente obteniéndose buenos rendimientos y
excelentes enantioselectividades, aunque la diastereoselectividad se mantiene baja, con

una proporcion 2:1 de los diastereoisomeros 2,5-trans y 2,5-cis (11a-c) (Esquema 3.16).
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1) 5a (20 mol%) R2

. 6 (20 mol%) HO—,
RTSNTCO,E 0 CHCly, ta.
! + R™ CO,Et
o R2’\)LH 2) NaBH,,DCM, t.a. N 2
OH
1a,1b 2a, 2¢ 1a-c
OMe OMe
HO—
: HO—, HO—,
W CO,Et
o N/® '}‘ i ’@W N COE @WN N oo
2 OH | |
OyN OH Cl OH
1a 11b 11c
Rdto.: 79% Rdto.: 74% Rdto.: 79%
2,5-cis/2,5-trans: 1:2 2,5-cis/2,5-trans: 1:2 2,5-cis/2,5-trans: 1:2
e.e.: 96% e.e..97% e.e.: 98%

Esquema 3.16. Reacciones con nitronas derivadas de glioxilato

3.4.2. Estudios cinéticos

Se llevaron a cabo estudios cinéticos, usando como modelo la reaccién de la nitrona
4a con el aldehido 2c, para determinar el orden de reaccion de ambos compuestos
(Esquema 3.17).

Ph
N Ph
Me H
Y X CHO 520 TS
/@Al}l COOMe + /@/\/

o MeO 8

O2N 43‘ 2 Ar\NJ\N,Ar
H H O=N
Ar = 3,5-(CF3)2C6H3
6

Esquema 3.17. Reaccion modelo para los estudios cinéticos

Las reacciones se siguieron por 'H RMN utilizando etilencarbonato como
referencia interna, que permite relacionar la integracion de las sefiales de proton con las
concentraciones a distintos tiempos. Todas las reacciones se realizaron en cloroformo
deuterado (0.4 mL) y a temperatura ambiente. Para determinar el orden de reaccion de
la nitrona, se llevd a cabo el experimento en presencia de exceso de aldehido (3 eq.),
para poder considerar su concentracion como constante durante el avance de la
reaccion, 0.2 eq. de catalizador (5a) y 0.2 eq. de tiourea (6). La representacion de

In([4a]/[4a]o) frente al tiempo, dio lugar a una recta, por lo tanto, la reaccion era de
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orden uno respecto de la nitrona (Figura 3.7, A). Se repiti6 el mismo estudio
manteniendo constante la concentracion de nitrona (3 eq.) y siguiendo la desaparicion
del aldehido (2c). El ajuste también indico que se trataba de una reaccién de orden uno
respecto del aldehido (Figura 3.7, B).

3.50 250 -

200 | A y = 0.0393x +0.0797 B
: R?=0.9985 y = 0.0238x +0.0903
2,00 R? = 0.9946

-Ln([4a]/[4a],
-Ln([2c]/[2c],

0 Zb 46 éo 36 0 20 40 60 80

Tiempo (h) Tiempo (h)

" Figura 3.7. Estudios cinéticos del orden de reaccion de la nitrona 4a (A) y el aldehido 2c (B)

También se realizaron experimentos para determinar el orden de reaccion, tanto del
catalizador, O-TMS prolinol 5a, como de la tiourea 6. Para ello se representaron las
constantes cinéticas observadas frente a la cantidad, expresada en mol%, de cada uno de
ellos, véase Figura 3.8, A en el caso del catalizador y Figura 3.8, B para la tiourea. En

ambos casos el orden de reaccion determinado también fue uno.

10 1 y = 3.6797x - 0.0363 " 1.0 1 ¥e 2‘525?” + 00277
R? = 0.9936 R=0.9059
0.8 0.8
8 8
x 06 - x 06 4
04 0.4
0.2 4 0.2
0.0 v 0.0 : T T d
0.00 0.10 0.20 0.30 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Catalizador (mol%) Tiourea (mol%)

Figura 3.8. Estudios del orden de reaccion del catalizador 5a (A) vy la tiourea 6 (B)

A continuacion se valoro la posibilidad de que se produjeran efectos no lineales que
afectaran a la enantioselectividad del proceso, para lo cual se realizaron diversas
pruebas en las que se varia el porcentaje de exceso enantiomérico del catalizador y se

miden los excesos enantioméricos del producto obtenido. Como se observa en la Figura
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3.9, la influencia es lineal, por lo tanto el catalizador actGa como una especie
monomérica y se pueden descartar los efectos no lineales.

100

90 4 y =0.9817x + 52954
R? =0.9849
80

70 4
60
50

% ee de 12

40
30 A

0 20 40 60 80 100
% ee de 5a

Figura 3.9. Estudio de linealidad del catalizador 5a

Con el fin de obtener mas informacidn sobre el tipo de mecanismo con el que se
estaba trabajando, se decidio estudiar la relacion entre la densidad electronica, tanto de
los sustituyentes de la nitrona como del aldehido, es decir, los parametros de Hammett

(o) (Tabla 3.5),* con la constante cinética de la reaccion (Figura 3.10).

Tabla 3.5. Parametros de Hammett

Nitrona o Aldehido o
4-NO,C¢H, (42) 0.78 4-MeOCgH, (2c) -0.27
4-CNCgH, (4c) 0.66 Ph (2a) 0
3,5-(CF3),CsH3 (4d) 0.43 4-CICgH, (2i) 0.23
4-BrCqH, (4e) 0.23 4-CF3CgH, (2K) 0.54
Ph (4f) 0
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2.0 - -2.0 §

A 4a ' B
2.5 1 y = 3.0654x - 5.3968 25 - y =-2.9384x - 3.3124
30 | R? = 0.9455 by 2a R? = 0.9555
-3 3.0 2
35 ad 2 ¢
— | | S -3.5 1
3 40 =
i de 4c S 40 A
§ 45 =
= .50 af -4.5
55 -5.0 1
6.0 ‘ : . : ‘ 55 : . : : ‘
-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 -0.4 0.2 0 0.2 0.4 06
o(nitrona) o(aldehido)

Figura ? 10 Nanandanria da Ia valnridad da reacrign con las propiedades electrénicas de los reactivos.

-2.0 - . . . .
AR B ¢ B: Reaccidn de nitrona 4a con distintos aldehidos.
-25 y =-2.9384x - 3.3124
i\ R? =N QR5R

Estas representaciones indican que la relacién es practicamente lineal, siendo la
situacién mas favorable para que se produzca la reaccion el uso de sustituyentes

aceptores en la nitrona y dadores en el aldehido.

3.4.3. Propuesta mecanistica: Ciclo catalitico

De acuerdo con los datos experimentales obtenidos, es posible plantear un
mecanismo para la reaccion estudiada. Hay que considerar que el hecho de que la
reaccion sea de orden uno tanto para la nitrona como para el aldehido, permite suponer

gue no se encuentran asociados en el estado de reposo (resting state).

Para hacer la propuesta mecanistica, se considerd la reaccion de nitrona 4a con el
aldehido 2c en presencia del catalizador 5a y la tiourea 6 (Esquema 3.17). En primer
lugar se plantea la formacion de un ion iminio (IM1) a partir del aldehido 2c y del
catalizador 5a. Este ion debe de reaccionar con la nitrona en forma de enol (EN) ya que
la formacion del iluro se descarta al no ser necesaria la presencia de una base en el

medio de reaccion (Esquema 3.18).

La reaccion de las dos especies formadas, ion iminio y enol, puede tener lugar en una
etapa segln un mecanismo concertado a través de un estado de transicion TSc, o
mediante una reaccién tandem Michael-Mannich intramolecular, que transcurre con la

formacidn del intermedio ENA, para dar finalmente el producto de cicloadicién 12.
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12

Esquema 3.18. Posibles mecanismos de reaccién; concertado o por pasos
Ar* = 4-NO,C¢Hs, Ar® = 4-MeOC;Hs

Los resultados observados con los parametros de Hammett, parecen indicar que se
trata de un mecanismo por pasos, ya que en el segundo paso, la reaccion de tipo
Mannich, la presencia de un grupo aceptor aumenta la electrofilia del carbono de la
nitrona. Por el contrario, si se tratase de un mecanismo concertado la reaccion se veria

favorecida con el uso de sustituyentes dadores en la nitrona.

En la Figura 3.11 se ilustra el ciclo catalitico que responde, en términos generales,
en primer lugar a la formacion del ion iminio (IM1) (1), a continuacion a la adicion
Michael del enol de nitrona para formar la enamina (ENA) (I1), que posteriormente
cicla mediante una reaccion de tipo Mannich intramolecular, dando lugar a un nuevo ion
iminio (IM2) (I11) que se hidroliza para formar la correspondiente N-hidroxipirrolidina

(12) regenerando el catalizador (5a).
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MeO,C ?)H HN ArzWO
12 2c
Ph PhOTMS
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MeO,c° N° f
OH
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Ar N ArVNTJ CO,Me
1 Me Ph Oo_
Ar' = 4-N02C6H4 MEOT;\/;]\//:AH 4a
B Py OTMS
O, /O

Ar? = 4-MeOCgH,4

“H
ENA

Figura 3.11. Propuesta de ciclo catalitico

Teniendo en cuenta que la presencia de tiourea es crucial para el avance de la
reaccion, es importante determinar el papel que desempefa esta especie en el ciclo
catalitico. La capacidad de las tioureas de formar enlaces de hidrogeno, le puede
permitir desempefiar varias funciones en el ciclo catalitico propuesto, entre ellas; (1)
favorecer la formacion del iminio, (11) facilitar la enolizacion de la nitrona para que se
produzca la adicién Michael y/o (I111) activar la electrofilia del carbono de la nitrona

para el cierre de la molécula en la reaccion tipo Mannich (Esquema 3.19).
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Esquema 3.19. Funciones de la tiourea en el mecanismo de reaccion

A continuacion se va a estudiar con detalle cada uno de los pasos nombrados. En

primer lugar se estudiara la formacion iminio (I).

3.4.3.1. Formacién del ion iminio

Desde hace 20 afios, la catalisis via iminio se ha ido mostrando como un poderoso
método en organocatalisis.”® Cuando un grupo carbonilo se encuentra en presencia de
una amina secundaria, se establece un equilibrio con el correspondiente hemiaminal
(HA) que puede evolucionar al ion iminio (IM) aunque en general, no lo hace a través

de un proceso espontaneo (Esquema 3.20).>*

\
_R3
. “NH _~ HO N-R M

Esquema 3.20. Formacidn del ion iminio

En ciertos casos, un aditivo puede asistir, por medio de enlaces de hidrégeno, a la
salida del grupo hidroxilo del hemiaminal y por lo tanto a la formacion del ion iminio,
tal y como se ha demostrado recientemente en nuestro laboratorio, en concreto en el

caso de una reaccion de oxa-Michael.>* En cualquier caso, lo mas comdn es que un
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acido de Brensted (AH) ayude a la formacion del iminio mediante la protonacion del
hidroxilo del hemiaminal. De hecho, la catélisis via iminio generalmente requiere la

adicion de una amina secundaria quiral y un co-catalizador.

La reversibilidad del proceso ilustrado en el Esquema 3.17 normalmente es un
inconveniente para muchas reacciones organocataliticas, ya que hace que se requieran
mayores tiempos de reaccion. Con el fin de intentar aumentar la concentracion de ion
iminio, el uso de tioureas resulta eficaz por su capacidad para secuestrar el contraion
(tipico el benzoato) tal y como han demostrado Xu y colaboradores (Esquema 3.21).>
En efecto, es conocido que las tioureas son capaces de reconocer aniones®*> y que la
actividad organocatalitica de las tioureas, incluyendo su papel como catalizadores

bifuncionales, esta muy relacionada con esa capacidad de reconocimiento aniénico.*®

S
Ar\NJLN,Ar S
H H Ph Ar< JJ\ JAr
+ N N
Ph P N Ph b |
Ph — H
N t 0T RS otMs
OTMS PhCO,H I O‘\:ro
R’ Ph

Esquema 3.21. Reconocimiento aniénico por tioureas

Jacobsen y colaboradores han estudiado que el reconocimiento del anion cloruro
por una amidotiourea es crucial para la generacién de un ion iminio en la reaccion

asimétrica de Pictet-Spengler (Esquema 3.22).>"

S
[)(CI i é\/_)\ R J\ R®
3 3 - +2 ~ -
o R< JJ\N,R _— . O N 1 ’}l l}l

' o L H H
H H R N
Cl

Esquema 3.22. Reconocimiento aniénico por tioureas
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En algunos casos, un ion iminio ha podido ser aislado y caracterizado®®°

a partir de
una mezcla equimolecular de aldehido y amina tratada con un equivalente de acido
fuerte como puede ser el &cido percldrico o el trifluoroacético. Una de las técnicas
escogidas para el estudio de su formacion esa sido la Resonancia Magnética Nuclear de
proton.

En nuestro caso, en primer lugar, se realizd la sintesis del i6n iminio utilizando
acido trifluoroacético y se escogié 4-metoxicinamaldehido (2c) como aldehido de
partida. Se mezclaron cantidades equimoleculares de este aldehido y de O-TMS prolinol
(5a) y se disolvieron en DMSO deuterado. A continuacion se afiadié el acido
trifluoroacético y se midié el espectro de protdn de la mezcla (Figura 3.12, F). Como
sefiales caracteristicas del ion iminio (IM1), se encontro un doblete que aparece en
torno a 8,50 ppm que se corresponde con el protdbn Ha y una sefial a 5,40 ppm

correspondiente  al protbn en o al nitrogeno del prolinol  Hb.
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Esquema 3.23. Estudio de formacion de iminio (IM1)

T

5a + 2c + TFA
ﬂ 5a +2c + 6 (10h)
J

5a + 2c + 6 (6h)
M

5a +2c + 6 (2h)
" 52 +2c + 6 (1h)

A
T

5a + 2c

Figura 3.12. Espectros *H RMN del estudio de formacién del iminio

En la Figura 3.12 traza A aparece el espectro de la mezcla equimolecular de
catalizador y aldehido. Como se puede observar no se aprecia la formacion de iminio ya
que no aparecen las sefiales caracteristicas de este. En las trazas intermedias se muestran
los espectros de la mezcla equimolecular de catalizador, aldehido y tiourea (Esquema
3.23), y su evolucion con el tiempo, tras 1 (Figura 3.12, B), 2 (Figura 3.12, C), 6
(Figura 3.12, D) y 10 (Figura 3.12, E) horas respectivamente. Como se puede observar
la presencia de tiourea en el medio de reaccion favorece la formacion del iminio,

ayudando en la eliminacion del grupo hidréxilo y desplazando el equilibrio. Por lo tanto
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uno de los papeles que desempefia la tiourea es el del reconocimiento del ani6n
hidréxido.

Para confirmar este hecho, se llevé a cabo otro estudio utilizando la misma técnica,
pero en este caso, tratando de comprobar la union de la tiourea con el anion hidroxido
(Figura 3.13).

CF3 CF3
H
a Hb Hb Ha S Ha Hb
B4 ﬂ A FsC ”)L” CF,
Ha Ha Ha
Hb 6
B3 Jk A
Bu,NOH
Ha Hb
B2
A CF, CF,
Ha Hb Ha S Ha Hb
A Hb P\
B1 j\ FsC 'Tl N CF3
Ha H H Ha
Ha A4
Hb QO BuN*
AT Jk A H

: , . ) ! T T T T T T T T T T T Tiourea-OH
85 80 ppm 75 70

Figura 3.13. Estudio de reconocimiento aniénico por parte de la tiourea

En la Figura 3.13, aparecen los espectros resultantes de la adicion de hidréxido
tetrabutilamonio (BusNOH) sobre la tiourea 6 disuelta en DMSO deuterado. La traza A,
se corresponde con el espectro de la tiourea, donde se observa por encima de 10 ppm la
sefial correspondiente a los grupos NH, a 8.20 ppm las sefiales de los protones en orto
de los anillos aromaticos (Ha) y a casi 7,90 ppm los protones en la posicion para (Hb).
Las trazas de B1 a B4 se corresponden con la adicion sucesiva de 0.5, 1, 1.5y 2
equivalentes de Bus;NOH. En los espectros se observa, la desaparicion de las sefiales
correspondientes a los grupos amino, debido al intercambio rapido con agua, y el
apantallamiento que sufren los dos tipos de protones aromaticos, debido al aumento de
la densidad electrénica, lo que indica la formacion del complejo, tiourea-OH,

representado a la derecha de los espectros.

Este mismo hecho se comprob6 haciendo uso de otra técnica mas sensible, como es

el UV-Vis (Figura 3.14), en la que se observa la aparicion de una nueva zona de
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absorcion en torno a los 350 nm que se corresponde con el complejo de reconocimiento

anionico.

2.5 1

2.0 4

Absorbancia (A)

0.5

0.0
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el el
FiC NJ\N CF

—thiourea H H 3
0.10 eq
0.25eq
0.50 eq
—0.75eq Buy;NOH
—1.00 eq
—1.50 eq
—2.00 eq

O pyN*

Tiourea-OH

270 290 310 330 350 370 390 410 430 450

A (nm)

Figura 3.14. Espectro UV-Vis de los complejo tiourea-OH

El uso de esta técnica, permitid calcular que la constante de asociacion del

complejo presenta un valor de log K= 5,5 £ 0.20.

Teniendo en cuenta que las tioureas son capaces de reconocer aniones y gque por

tanto favorecen la formacion de un ion iminio, se decidié estudiar la influencia de

distintas tioureas y escuaramidas en el proceso por medio de 1H RMN (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Estudio de formacién de iminio con distintas tioureas y escuaramidas

Se estudiaron cuatro tioureas con distintos patrones de sustitucion y también dos
escuaramidas ya que con ellas la reaccion también tiene lugar. La tiourea 17 no
promueve la formacion de iminio y por ese motivo no aparece representada en la
gréfica, al igual que la tiourea 13, que aungue si se observa que promueve la reaccion,

no lo hace de forma significativa.

Las diferencias observadas en la formacion del ion iminio se pueden relacionar con
el pK, de los distintos co-catalizadores. Los mejores resultados, mayor porcentaje de ion
iminio, los proporciona la escuaramida 16, que presenta dos grupos pentafluorofenilo
como sustituyentes. Los pK, que aparecen en la bibliografia son los siguientes: pK, (6)=
8.5, pKa (13)= 13.4, pKa (14)= 10.7 y pK, (15)= 8.4.°°%* El pK, de la escuaramida 16 no

aparece en la bibliografia, por lo que fue necesario establecer un valor aproximado del
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mismo. Para ello se utilizé °F RMN, midiendo la variacion del desplazamiento quimico
de los nucleos de fluor en orto a distintos pH. La curva obtenida presentaba un punto de
inflexion que se correspondia con el valor de pK, del compuesto® indicando para 16 un
pK, = 6.7 (Figura 3.16).

-149
-150
-151

-152 A

19F & (ppm)

-153 A

-154

-155 ———t
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
pH

Figura 3.16. Estimacion del pK, de la escuaramida 16

Conocidos todos los valores de pK, de los co-catalizadores, representados frente al
% de iminio que generan una vez alcanzado el equilibrio, se observa una tendencia
lineal, lo cual indica que estos pardmetros estan relacionados y en este caso a menor

pK,, es decir, a mayor acidez, mayor porcentaje de iminio se obtiene (Figura 3.17).
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Figura 3.17. Relacion entre el pKa y el % de iminio obtenido

Las constantes de equilibrio calculadas, mediante *H RMN para cada una de ellas
presentan los siguientes valores; Keq (16)= 19.3+0.18, Keq (6)= 10.3+0.15, K¢q (15)=
7.740.21, K¢ (14)= 1.1£0.19. Se intentd determinar el valor de dichas constantes
utilizando una técnica mas sensible, como es el UV-Vis, pero la superposicion de las

bandas de absorcion impide un célculo preciso (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Espectros UV-Vis para los complejos tiourea-OH de los compuestos 6, 14, 15, 16

También se analiz6 por Espectrometria de Masas la formacion de ion iminio
asistida por la tiourea 6. El anélisis del espectro (+)-ESI-MS resultante de la mezcla de
catalizador, aldehido y co-catalizador proporciona un pico de m/z = 470.2584 que se
asocia al ion iminio IM1 (m/z = 470.2510). El andlisis de esta misma mezcla pero (-)-
ESI-MS proporciona un pico de m/z = 499.0214 que se puede asociar a la tiourea
desprotonada (m/z = 499.0144).

Si se admite que la formacién de iminio (IM1) a partir de aldehido y catalizador,
tiene lugar a través del correspondiente hemiaminal (HE) (Figura 3.19), el porcentaje de
iminio en el equilibrio debe correlacionar con la diferencia de energia libre (AG (eq))

entre el correspondiente par idnico IM-[OH] y el hemiaminal (HE) (Tabla 3.6).”

“ Valores de energia absoluta (en hartrees) calculados, utilizando B3LYP-D3BJ/def2SVP/CPCM=CHCls
para los distintos hemiaminales e iminios y la variacion de energia libre (en kcal/mol).
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HE IM-[OH"]
S 0 0 6 R' = R? = 3,5-(CF3),CgH3
RINJJ\N/RZ R j\;/[ R2 13 R" = R?=CgHs
NN N N 14 R' = 3,5-(CF3),CeH; R2 = CgHs
6,13,14 15,16 15 R" = R? = 3,5-(CF3),CqH3

16 R' = R? = C4F5

AG(eq) = AG(IM-[OH) - AG(HE)

Figura 3.19. Equilibrio entre hemiaminal e iminio

Tabla 3.6. Calculo de energias absolutas y relativas de HE e IM

G(HE) G(IM:[OHT]) AG(eq)
6 -2991.792270 -2991.809441 -10.8
13 -1644.606088 -1644.609912 -2.4
14 -2318.201578 -2318.212761 -7.0
15 -2858.239741 -2858.256310 -10.4
16 -2502.659909 -2502.678291 -11.9

Si se representa la energia relativa (AG(eq)) frente al % de iminio en el equilibrio
obtenido experimentalmente, se observa una correlacion lineal, que indica que la
energia requerida para la formacion del iminio debe ser superior a 5.7 kcal/mol. Por este
motivo, la tiourea 13, no es capaz de formar iminio, ya que la diferencia de energia
entre el HE e IM-[OH’] es Unicamente de 2.4 kcal/mol, lo cual resulta insuficiente,
mientras que el resto de tioureas y escuaramidas si superan esta cifra y siguen la misma

tendencia que se observa al comparar con el pK, de cada una de ellas (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Dependencia lineal de la estabilidad relativa de los iones iminio formados por los distintos
co-catalizadores y el % de iminio en el equilibrio

Por todos estos datos resulta evidente que las tioureas y escuaramidas estudiadas,
en concreto la tiourea 6, son capaces de promover la formacion del ién iminio sin la
ayuda de un co-catalizador &cido, que ha sido utilizado hasta la fecha para favorecer la

eliminacion del grupo hidroxilo del hemiaminal y obtener el correspondiente iminio.

3.4.3.2. Enolizacion de la nitrona y adicion Michael

El siguiente paso del mecanismo de reaccion, es la adicion Michael de la nitrona
(NI al iminio generado (IM1). Como se ha comentado con anterioridad, para la
reaccion de cicloadicion (3+2) de nitronas y aldehidos a,B-insaturados, no es necesaria
la presencia de una base que forme el correspondiente iluro de nitrona, por lo que la

Unica alternativa posible es la formacion de un enol de nitrona (EN) (Esquema 3.24).

Esquema 3.24. Equilibrio de enolizacién de la nitrona

Para favorecer la formacién del enol es necesaria la presencia del contraién que
acompafia al iminio, es decir el complejo de tiourea-OH. Para poder realizar esta
afirmacion se llevaron a cabo diversas pruebas. En primer lugar se sintetiz6 y aislo el
ion iminio IM1, siguiendo la metodologia descrita por Hayashi y colaboradores, en la

que emplean &cido perclérico para obtener el iminio con perclorato como contraién.®
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Sobre una disolucion de esta sal, en cloroformo deuterado, se afadio la
correspondiente nitrona (4a) y tras 2 dias, no se observo reaccion alguna. La situacion
se repetia en caso de adicionar 1 equivalente de tiourea 6 a dicha mezcla. Tampoco se
producia la reaccion cuando se mezclaban catalizador (5a), aldehido (2c), nitrona (4a) y
un co-catalizador 4cido (&cido benzoico, acético, oxalico, trifluoroacético o clorhidrico).
Estos resultados sugieren que no es necesaria Unicamente una elevada concentracion de
ion iminio en la mezcla de reaccion, sino que se requiere ademas de una activacion

adicional de la nitrona.

De hecho, cuando se afiade sobre la mezcla de aldehido (2c), catalizador (5a) y
nitrona (4a), el complejo resultante de la liofilizacién de una mezcla de tiourea con
BusNOH en agua, la reaccion transcurre con normalidad, de forma similar a lo descrito
en la Tabla 3.4. Lo mismo ocurre cuando a la mezcla de perclorato de iminio, nitrona y
tiourea se le afiade Bu;NOH. Esto sugiere que la combinacion de tiourea-OH es

necesaria para el progreso de la reaccion.

Con el fin de estudiar el efecto del complejo tiourea-OH sobre la nitrona se
llevaron a cabo ciertos experimentos de *"H RMN que corroboraban la formacion de
enol. Para ello se prepar6 el complejo de tiourea-OH, mezclando cantidades
equimoleculares de tiourea 6 y de disolucion acuosa 1M de BusNOH, agitando durante
una hora y tras liofilizar el s6lido obtenido, se afiadieron 0.1 equivalentes del complejo
sobre una disolucion de nitrona (4a). Tal y como se observa en el espectro B de la
Figura 3.21, se produce una disminucion en la integracion del proton Ha, respecto de la
nitrona inicial (Figura 3.21, A), lo cual sugiere la formacion de un equilibrio para

formar el complejo denominado NI-EN-TI que aparece representado en la Figura 3.21.
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Figura 3.21. Enolizacion de la nitrona mediada por tiourea-OH

Estos resultados indican que la tiourea afiadida juega un papel crucial en la reaccion
Michael, ya que es capaz de activar la nitrona mediante tautomeria ceto-enolica,
formando una especie (NI-EN-TI) que resulta crucial para el desarrollo de la reaccion,

como se demostrara mas adelante por medio de herramientas computacionales.

3.4.3.3. Reacciéon de Mannich intramolecular

Finalmente, la reaccién que genera el producto final (12), es una reaccién de

Mannich intramolecular (Esquema 3.25).

Ph
C?*OTMS OMe
N~

ENA M2

Esquema 3.25. Reaccion Mannich intramolecular
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Es conocido que este tipo de reacciones con nitronas requieren de la activacion del
carbono electréfilo de la nitrona.®® A la vista de los resultados experimentales, todo
apunta a que el complejo tiourea-OH, ademas de favorecer la enolizacién, puede
activar la nitrona generando una red de puentes de hidrégeno como se muestra en la
Figura 3.21 (NI-EN-TI). Por otro lado, también hay que considerar que, como se ha
visto anteriormente en el anlisis de los parametros de Hammett (Tabla 3.5, Figura
3.10), la presencia de un grupo aromatico aceptor en la nitrona, favorece la reaccion
probablemente porque supone el aumento en la electrofilia del &tomo de carbono del

grupo funcional nitrona.

El andlisis del crudo de la reaccion de catalizador 5a (1 eq.), aldehido 2c (1 eq.),
nitrona 4a (leq.) y tiourea 6 (0.2 eq.) transcurridas 24 horas mediante (+)-ESI-MS,
permitié observar iones cuya relacion m/z es de 470.2672 y 722.3203. El i6n con m/z
470.2672 se puede asociar a IM1 y el de 722.3203 o bien con ENA o con IM2, los
cuales aparecen representados en el ciclo catalitico propuesto (m/z calculadas: 470.2510
y 722.3256) y que se muestran en la Figura 3.22.

Intens. - +MS, 0.4min #264\sS, 0.4min #26
x106 '
1.2 4
1.0
0.8 1
0.6 - oY
M cafedp70.2518 calfd 470.2510
0.4 4 0.4 -
M calcd 722.3256
0.2 1 C 401.1903
J 722.3203 722.3203
0.0 r 6 - = l Aotk 7 T T
300 480 500 60 7Gbo 80@0 9o Mz 900 m'z

Figura 3.22. Espectro (+)-ESI-MS del crudo de reaccién

3.4.4. Estudios computacionales

Para reafirmar nuestra hipotesis y precisar las especies involucradas en la reaccion,
se hizo uso de herramientas computacionales. Todos los céalculos realizados se llevaron

a cabo en el programa Gaussian09, el funcional utilizado en la optimizacién de las
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geometrias y las frecuencias de vibracion es B3LYP y se incluyeron las correcciones de
dispersion de Grimme (D3). Las configuraciones electronicas de las moléculas se
describen con las bases estandar split-valence def2SVP vy las energias se calcularon con
def2TZVP usando las geometrias optimizadas con def2SVP. Todos los célculos se han

realizado considerando como disolvente cloroformo con el modelo CPCM.

Para poder hacer célculos mas sencillos, se simplificaron las moléculas de estudio,
considerando el catalizador como pirrolidina (PY) y un fenilo como sustituyente del
aldehido conjugado 2a y de la nitrona (4f). El ciclo catalitico obtenido de acuerdo con
los célculos computacionales aparece reflejado en la Figura 3.23.

Ph 5
MeO N Ph

Ph\/\/o
2a
Y \Ar
S —Ar
HN 6
L H H\‘-""
H-o~ PY ?
Ph NQ ﬁd)\N@
- Ph
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'Tj Ph
O OH H

N ar—=N |
s e
@ S}/ Ar
MeO INO M +
N Ph eO = Né\Ph
O O—H OH Q
b0 @ Nl-en
\ PhW W
Ar—N H/H O
\ Ph ~__N MeO - Né\Ph
IN2 3 Ar g \
M + 0- H-O - +
TS2 eO 7 NP Ph L0 \\‘ MeO NAPh
% o T M o 0
L H-O—H TS1 \N N=Ar 4f
|l| \ Ar \\(
~N N~Ar S
Ar/ \\( EP

Figura 3.23. Ciclo catalitico propuesto

El ciclo comienza con la formacién del correspondiente hemiaminal HE, mediante

la reaccion del catalizador PY con el aldehido 2a. La tiourea es capaz de formar enlaces
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de hidrégeno con el grupo hidroxilo del HE y ayudar a eliminarlo para generar el
correspondiente iminio, que forma un par i6nico con el complejo tiourea-OH (INO).
Este proceso se encuentra favorecido por una diferencia energética de 10.8 kcal/mol, de
acuerdo con lo estudiado experimentalmente y aparece representado en el perfil
energético del ciclo catalitico (Figura 3.24).

TS1-b
(5.5)
6.0 | / \
[ —
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PY +6 2a Y N —_
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©0.0) \. , /i ]
— D e " ks N
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© | M % IN1-b —\\_( )
£ 45— Y (-10.2)/ IN2-b - e
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E L — 7.6)
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Figura 3.24. Perfil energético del ciclo catalitico

La alta estabilidad que presenta INO es debida en parte a la presencia de
interacciones de dispersion de tipo n-m entre el anillo aromatico del iminio y uno de los

anillos aromaticos de la tiourea tal y como puede observarse en la Figura 3.25.

Figura 3.25. Interacciones de dispersién entre IM y tiourea-OH

El contraion del iminio, formado por el complejo tiourea-OH, favorece la
enolizacion de la nitrona que se incorpora al ciclo catalitico para formar el “par de
encuentro” (EP), en el que se forma una red de puentes de hidrégeno capaces de activar

la nitrona para que se produzca la reaccion Michael (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Red de puentes de hidrogeno en “par de encuentro” (EP)

Existen dos posibles aproximaciones de EP al iminio, que son las responsables de
la obtencién de dos diastereoisomeros. Se conoce que el catalizador 5a, opera de
acuerdo a un modelo estérico, particularmente cuando cataliza reacciones Michael,
como es el caso. En consecuencia, Unicamente se considera el ataque por la cara menos
impedida del iminio, la cara Re. Una vez activada la nitrona en EP esta puede
aproximarse al iminio por su cara Re o Si (Figura 3.27), dando lugar a dos posibles
estados de transicion TS1-a, si la aproximacion es por la cara Si y TS1-b por la cara Re.
Ambos estados de transicion posibles para la reaccion Michael se encuentran separados
en energia por 2,4 kcal/mol (Figura 3.24) siendo de menor energia TS1-a y por lo tanto
resulta favorable la formacion de IN1-a que deriva en el diastereoisdmero mayoritario
de configuracion (2S,3S,4R,5S), lo cual, esta de acuerdo con los resultados
experimentales (Figura 3.28). El ataque por la cara Re de la nitrona, a través de TS1-b,

conlleva a la formacion del diastereoisdémero minoritario (2R,3S,4R,5R) (Figura 3.29).
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Figura 3.27. Rutas diastereotdpicas para la formacion del producto
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Es necesario aclarar que para obtener los correspondientes TS1-a y TS1-b, se
llevaron a cabo los calculos de todas las posibles aproximaciones del iminio al “par de
encuentro”, es decir, se debe tener en cuenta que el enol puede adoptar una
conformacion S o W. De todas las posibilidades, los TS1-a y TS1-b, se corresponden
con las aproximaciones de mayor estabilidad por la cara Si y Re respectivamente.

TS1-a TS2-a

Figura 3.28. Estados de transicion para el diastereoisbmero mayoritario (2S,3S,4R,5S)

TS1-b TS2-b

Figura 3.29. Estados de transicion para el diastereoisdémero minoritario (2R,3S,4R,5R)

Una vez que se ha producido la adicion Michael (IN1), se produce la reaccion
Mannich intramolecular mediante el ataque de la enamina al carbono electrofilo de la
nitrona que sigue activada por la presencia del complejo tiourea-OH a través de un
estado de transicibn TS2-a localizado a 1.8 kcal/mol para el diastereoisomero
mayoritario. Como resultado se obtiene un nuevo iminio (IN2). Este intermedio

evoluciona al correspondiente hemiaminal (IN3) termodindmicamente favorecido por
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una energia de 4,4 kcal/mol, en el caso del diastereoisbmero mayoritario. A partir del
hemiaminal, se recuperan las especies cataliticamente activas (PY y 6) y el producto de
la reaccion (PA). La fuerza directriz del ciclo se corresponde con la regeneracion del
hemiaminal HE a partir de IN3 y tiene un valor de AG=-22.8 kcal/mol (Figura 3.30).

o= Ph
OMe
o O~ rh PR N
Ar\ X OH O
N Ar.
/ N-Ar AL PA N
/ / N-Ar

- H
Ph NQ o
= - - N
MeO AG= -22.8 kcal/mol /’)\ Q

IN3

Figura 3.30. Fuerza directriz del ciclo catalitico
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3.5. Conclusiones

En el trabajo desarrollado se ha modificado la reactividad clasica de las nitronas
como 1,3-dipolos frente a aldehidos a,B-insaturados. Es decir, en lugar de reactividad
1,3-C,0 se ha promovido la reactividad 1,3-C,C, consiguiendo con ello la obtencion de
N-hidroxipirrolidinas quirales altamente sustituidas

La combinacion de dos herramientas organocatéliticas, activacion via iminio junto
con la activacion mediante enlaces de hidrégeno, ha permitido modificar dicha
reactividad e inducir quiralidad.

Esta metodologia es aplicable a nitronas enolizables aromaticas con grupos
atractores que estabilizan el enol que se forma e incrementan la electrofilia del carbono
de la nitrona. Por el contrario, la preferencia de los sustituyentes del aldehido conjugado
son grupos dadores. Esta tendencia indica que la reaccion de cicloadicion transcurre

mediante un mecanismo por pasos.

El principal problema de esta metodologia es que la diastereoselectividad del

proceso no es muy elevada.

Las N-hidroxipirrolidinas obtenidas mediante esta metodologia resultan ser
potenciales “chiral building blocks” lo cual los hace muy interesantes en sintesis

organica para la construccion de nuevas moléculas mas complejas.

La reaccion de cicloadicion tiene lugar a través de un enol de nitrona intermedio, y

no con la formacién de un iluro como inicialmente se habia supuesto.

La participacion de tiourea en el proceso es fundamental en las etapas de formacién
de iminio, enolizacion de la nitrona y activacion de la misma en la reaccion de tipo

Mannich.

Se ha determinado que la actividad de la tiourea frente a la formacion de iminio
estd directamente relacionada con su valor de pK, y que cuanto mas acida es mayor es

la proporcién de iminio.
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3.6. Experimental Section.

General Methods.

Miscellaneous: Analytical grade solvents and commercially available reagents were
used without further purification. Anhydrous solvents were purified and dried with
activated molecular sieves prior to use. For reactions carried out under inert conditions,
the argon was previously dried through a column of P,Os and a column of KOH and
CaCl,. All the glassware was dried for 12 hours prior to use in an oven at 140°C, and
allowed to cool under a dehumidified atmosphere.® Reactions were monitored using
analytical thin layer chromatography (TLC), in pre-coated silica-backed plates (Merck
Kieselgel 60 F254). These were visualized by ultraviolet irradiation, permanganate
potasium or p-anisaldehyde dips.* For flash chromatography Silicycle 40-63, 230-400
mesh silica gel was used.® For the removal of solvents under reduced pressure Biichi R-

210 rotary evaporators were used.

NMR: 'H-NMR, 3C-NMR were acquired at 25°C on Bruker AC-300 spectrometer
300 MHz or Bruker Avance 400MHz or AVANCE Il 300 MHz instruments in the
stated solvent. Chemical shifts (8) are reported in ppm relative to residual solvent

signals. NMR assignments were using standard 2D experiments.

HRMS: High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a QToF spectrometer
equipped with an ESI (electrospray ionization) source (microTOF-Q, Bruker Daltonik)
using sodium formate as external reference.

HPLC: High performance liquid chromatography on a chiral stationary phase was
performed in a Waters 2695 chromatograph coupled to a Waters 2998 photodiode
array detector. Daicel Chiralpak AD-H, IA, IC, OD-H columns (0.46 cm x 25 cm)

were used; specific conditions are indicated for each case.

X-ray data collections were performed in an Agilent Supernova diffractometer
equipped with an Atlas CCD area detector, and a CuKa micro-focus source with
multilayer optics (A = 1.54184A, 250pm FWHM beam size). The sample was kept at
120 K with a Oxford Cryosystems Cryostream 700 cooler. The quality of the crystals
was checked under a polarizing miscroscope, and a suitable crystal or fragment was
mounted on a Mitegen Micromount™ using Paratone N inert oil and transferred to the

diffractometer.
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General procedure A to obtain acyclic nitrones 1a-b, 4a-I.

o]
_OH _OH !
Q NH,OH-HCl N BH, Py HN Rs) R
R1\H)J\O/R2 = . l o ———— o. R ARIJ\COOR
NaHCO, Ri Rz HCIROH Ry R2 DCM S 2
o Toluene o] (0] MgSO, o
18aR,=H R,=Et 19aR,=H R,=Et 9aRy=H R,=Et
18b Ri=Me R,= Me 19b R;=Me R,= Me 9b R;=Me R,= Me 1a-b
18¢ Ry=Et R,= Me 19c R;=Et R,= Me 9c Ry=Et R,= Me 4a-l
18d Ry=Me R,= Et 19d R=Me R,= Et 9d Ry=Me R,= Et

To a stirred solution of the corresponding 2-(oxo)ester (18a-d) (42.9 mmol) in toluene
(75 mL), hydroxylamine hydrochloride (42.9 mmol) and sodium bicarbonate (85.8
mmol) were added. The resulting suspension was stirred at ambient temperature for 16
h and then filtered. The filtrate is concentrated under reduced pressure and the crude
product was dissolved in dichloromethane. The resulting solution was washed with
brine. The organic layer was separated, dried over MgSQO,, filtered and evaporated
under reduced pressure to give the corresponding pure oxime, which was used in the

next step without further purification.

18a (4.67 g, 39.9 mmol) was obtained as yellow oil (Yield: 93%), 18b (4.52 g, 38.6
mmol) was obtained as pale yellow oil (Yield: 90%). 18c (5.17 g, 39.4 mmol) was
isolated as yellow oil (Yield: 92%). 18d (5.29 g, 40.3 mmol) was obtained as yellow oil
(Yield: 94%).54%°

To a well-stirred solution of the corresponding oxime (19a-d) (27.0 mmol) in the
suitable alcohol, depending on the substituent of the carboxilate, ROH (50 mL), cooled
to 0 °C, borane-pyridine complex (135 mmol) was added slowly. When the addition
finished, 7N HCI/ROH solution (270 mmol) were added dropwise at which time the
resulting mixture was stirred at ambient temperature for 3 h. The solvent was
evaporated under reduced pressure without exceeding 40 °C and the residue is dissolved
in dichloromethane. Solid sodium carbonate was added until gas evolution stopped. The
salts were filtered off and the filtrate was evaporated to yield the corresponding pure
hydroxylamine, which was used in the next step without further purification.

9a (2.89 g, 24.3mmol) was obtained as yellow oil (Yield: 90%), 9b (3.1 g, 25.6 mmol)
was obtained as pale yellow oil (Yield: 95%). 9c (3.4 g, 25.4 mmol) was isolated as
yellow oil (Yield: 94%). 9d (3.5 g, 25.9 mmol) was obtained as yellow oil (Yield:
96%)'67-69
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To a well-stirred solution of the corresponding hydroxylamine (9a-d) (8.36 mmol) in
dichloromethane (10 mL), magnesium sulfate (41.8 mmol) and the corresponding
aldehyde (8a-k) (8.36 mmol) were added and the resulting mixture was stirred at
ambient temperature for 6 h. The solid was filtered off and the filtrate evaporated to
yield the crude product which was purified by column chromatography (gradient
Hexane/EtOAc 80:20 to EtOAC).

(Z)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-(4-nitrophenyl)methanimine oxide (1a).

+

foaas
;
OoN

2
1a

Following the general procedure A, la (1.93 g, 7.69 mmol) was isolated as a yellow
solid.

Yield: 96%. m.p. 114-116 °C.

Ri= 0.25; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,) & 1.30 (t, 3H, J=7,1 Hz, CHs-CHy), 4.28 (q, 2H, J=7.1
Hz,CH3-CHy), 4.76 (s, 2H, N-CHy), 7.58 (s, 1H, CH=N), 8.28-8.22 (m, 2H, Ha), 8.44-
8.38 (m, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,) 6 14.2 (CHa), 62.9 (CHy), 69.1 (CH,), 124.1 (Cp,), 129.3
(Car), 135.1 (CH=N), 136.2 (Car), 148.4 (Car), 165.7 (CO).

Anal Calcd. for C11H12N20s: C, 52.38; H, 4.80; N, 11.11. Found C, 52.40; H, 4.76; N,
11.25

(2)-1-(4-chlorophenyl)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (1b).

!
,
Cl

1b
Following the general procedure A, 1b (1.90 g, 7.86 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 94%. m.p. 76-78 °C.
Ri= 0.21; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) § 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.27 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH,-CHj3), 4.68 (s, 2H, CHy), 7.37-7.47 (m, 2H, Hp,), 7.41 (s, 1H, CH=N), 8.17-8.26
(m, 2H, Ha).
C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs), 62.7 (CH,-CH3), 68.7 (CHy), 129.1 (Ca),
129.3 (Car),130.1 (Car), 135.6 (CH=N), 136.3 (Ca),166.0 (CO).
Anal Calcd. for C11H12CINOs3: C, 54.67; H, 5.01; CI, 14.67; N, 5.80. Found C, 54.63; H,
5.09; Cl, 14.65; N, 5.80
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(Z2)-N-(1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)-1-(4-nitrophenyl)methanimine oxide (4a).

/[::r”§$J\COOMe
O,N °©

4a
Following the general procedure A, 4a (2.05g, 8.13 mmol) was isolated as a yellow
solid. Yield: 97%. m.p. 150-152 °C.
Ri= 0.24; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.74 (d, 3H, J=6.9 Hz, CH3), 3.78 (s, 3H, CH30), 4.85
(9, 1H, J=6.9 Hz, CH), 7.62 (s, 1H, CH=N), 8.19-8.32 (m, 2H, Ha;), 8.34-8.49 (m, 2H,
Har).
3¢ NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 15.7 (CHs), 53.4 (CH30), 72.4 (CH), 124.0 (Ca/), 129.3
(Car), 133.3 (CH=N), 136.3 (Car), 148.3 (Car), 168.3 (CO).
Anal Calcd. for C;1H12N20s: C, 52.38; H, 4.80; N, 11.11. Found C, 52.04; H, 4.92; N,
11.15.
(Z2)-1-ethoxy-N-(4-nitrobenzylidene)-1-oxopropan-2amine oxide (4b).

A

/[::T”§N COOEt
o
O,N -
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Following the general procedure A, 4b (2.14 g, 8.03 mmol) was isolated as a yellow
solid. Yield: 96%. m.p. 139-141 °C.
Ri= 0.27; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.28 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3CHy), 1.79 (d, 3H, J=7.0 Hz,
CHs), 4.18-4.34 (m, 2H, CH3CHy), 4.83 (q, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.60 (s, 1H, CH=N),
8.20-8.30 (m, 2H, Hay), 8.35-8.45 (m, 2H, Ha)).
3C NMR (75 MHz, CDCls) & 13.9 (CH3CH,), 15.6 (CH3), 62.5 (CH3CHy), 74.0 (CH),
123.7 (Car), 129.1 (Car), 133.0 (Car), 135.7 (CH=N), 147.9 (Ca/), 167.4 (CO).
Anal Calcd. for C12H14N20s: C, 54.13; H, 5.30; N, 10.52. Found C, 54.11; H, 5.36; N,
10.49.
(2)-N-(1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)-1-(4-cyanophenyl)methanimine oxide (4c)

A

/[::T”*N COOMe
o
NC -

4c
Following the general procedure A, 4c (1.88 g, 8.03 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 96%. m.p. 144-146 °C.
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R¢= 0.36; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.74 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs), 3.77 (s, 3H, CH30), 4.82
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.56 (s, 1H, CH=N), 7.64-7.78 (m, 2H, Ha), 8.28-8.41 (m, 2H,
Har).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 15.7 (CHs), 53.4 (CH30), 74.1 (CH), 118.8 (Ca/), 128.9
(Car), 132.6 (Car), 133.5 (CH=N), 134.6 (Car), 168.4 (CO).

Anal Calcd. for C12H12N203: C, 62.06; H, 5.21; N, 12.06. Found C, 61.98; H, 5.32; N,
12.00.

(2)-N-(3,5-bistrifluoromethyl)benzylidene-1-methoxy-1-oxopropan-2-amine oxide
(4d).

A

FsC
8 N7 cooMme
0

CF3  ad
Following the general procedure A, 4d (2.58 g, 7.52 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 90%. m.p. 138-140 °C.
Ri= 0.58; Hexane/EtOACc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.78 (d, 3H, J=7.0 Hz, CH3), 3.78 (s, 3H, CH30), 4.87
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.71 (s, 1H, CH=N), 7.86 (s, 1H, Ha/), 8.74 (s, 2H, Ha).
3C NMR (100 MHz, CDCls) § 15.4 (CHs), 53.2 (CH30), 73.7 (CH), 123.0 (q, J=272.8
Hz, CF3), 123.5 (m, Ca), 128.1 (m, Car), 138.8 (Ca), 131.9 (g, J=33.6 Hz, C- CF3),
132.6 (CH=N), 167.8 (CO).
F NMR (282 MHz, CDCls) 6 -61.5 ppm.
Anal Calcd. for C13H11FsNOs: C, 45.59; H, 3.23; F, 33.21; N, 4.08. Found C, 49.50; H,
3.30; F, 33.26; N, 4.00.
(Z2)-N-(1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)-1-(4-bromophenyl)methanimine oxide (4e).

N

A l}l COOMe
(0]
Br

4e
Following the general procedure A, 4e (2.33g, 8.19 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 98%. m.p. 138-140 °C.
R= 0.43; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.72 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs), 3.77 (s, 3H, CH30), 4.76
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.46 (s, 1H, CH=N), 7.52-7.63 (m, 2H, Ha), 8.11-8.17 (m, 2H,
Har).

80



3¢ NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 15.7 (CH3), 53.3 (CH30), 73.7 (CH), 124.6 (Ca,), 129.8
(Car), 130.3 (Car), 132.1 (Ca), 133.9 (CH=N), 168.6 (CO).
Anal Calcd. for C13H12,BrNOs: C, 46.18; H, 4.23; Br, 27.93; N, 4.90. Found C, 46.11; H,
4.35; Br, 27.90; N, 4.87.
(2)-N-(1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)-1-phenylmethanimine oxide (4f).

N*J\

~ COOMe
(0]

4f
Following the general procedure A, 4f (1.66 g, 8.02 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 96%. m.p. 116-118 °C.
Ri= 0.24; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.73 (d, 3H, J=7.0 Hz, CH30), 3.77 (s, 3H, CH3), 4.77
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.41-7.46 (m, 3H, Ha), 7.48 (s, 1H, CH=N), 8.18-8.29 (m, 2H,
Har).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 15.7 (CHs), 53.2 (CH30), 73.4 (CH), 128.8 (Ca), 128.9
(Car), 130.9 (Car), 134.9 (CH=N), 153.9 (Car), 168.8 (CO).
Anal Calcd. for C;11H13NOs: C, 63.76; H, 6.32; N, 6.76. Found C, 63.71; H, 6.41; N,
6.74.
(Z2)-N-(1-methoxy-1-oxobutan-2-yl)-1-(4-nitrophenyl)methanimine oxide (49).

Nens

COOMe
2
49

10-Z+

Following the general procedure A, 4g (2.16 g, 8.10 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 97%. m.p. 146-148 °C.

R¢= 0.50; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.00 (t, 3H, J=7.4 Hz, CHs), 2.14 (dqd,1H, J=14.8 Hz,
J=7.4 Hz, J=5.1 Hz, CH,), 2.30 (ddq,1H, J=14.8 Hz, J=9.9 Hz, J=7.4 Hz, CHy), 3.77 (s,
3H, CH30), 4.58 (dd, 1H, J=9.9 Hz, J=5.1 Hz, CH), 7.64 (s, 1H, CH=N), 8.20-8.29 (m,
2H, Ha), 8.41-8.46 (m, 2H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cly) 6 10.3 (CHs), 23.0 (CH,), 53.3 (CH30), 80.4 (CH), 124.0
(Car), 129.3 (Car), 134.1 (CH=N), 136.3 (Car), 148.2 (Car), 167.8 (CO).

Anal Calcd. for C12H14N20s: C, 54.13; H, 5.30; N, 10.52. Found C, 54.06; H, 8.38; N,
10.45.
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2-ethoxy-N-(1-methoxy-1-oxobutan-2-yl)-2-oxoethan-1-imine oxide (4h).

L

ﬁ COOMe
o

EtooCc” Y

4h
Following the general procedure A, 4h (1.45 g, 6.69 mmol) was isolated as colorless oil.
Yield: 80%. Mixture of isomers E/Z (2:1)
Ri= 0.42; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 0.94 (t, 3H, J=7.4 Hz, CHs), 0.98 (t, 3H, J=7.4 Hz,
CHs), 1.29 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs), 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 1.97-2.27 (m, 2H, CH,),
3.73 (s, 3H, O-CHg), 3.77 (s, 3H, CH30), 4.24 (q, 4H, J=7.1 Hz, CH,), 4.45 (dd, 1H,
J=9.6 Hz, J=5.3 Hz, CH), 6.44 (dd, 1H, J=9.2 Hz, J=5.3 Hz, CH), 7.16 (s, 1H, CH=N),
7.31 (s, 1H, CH=N).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 9.9 (CH3), 10.0 (CHs), 14.0 (CHs), 14.1 (CH3), 22.7
(CHy), 52.9 (CH30), 53.1 (O-CHj3), 61.1 (CHy), 61.9 (CHy), 73.5 (CH), 81.0 (CH),
127.7 (CH=N), 129.1 (CH=N), 159.8 (CO), 161.2 (CO), 167.1 (CO) 167.3 (CO).
Anal Calcd. for CoH1sNOs: C, 49.76; H, 6.96; N, 6.45. Found C, 49.71; H, 7.00; N,
6.38.
(Z2)-N-(4-chlorobenzylidene)-1-methoxy-1-oxopropan-2-amine oxide (4i).

/[::r”§$J\COOMe
o)
c

4i
Following the general procedure A, 4i (1.89 g, 7.86 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 94%. m.p. 133-135°C.
R¢= 0.50; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.78 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs3), 3.80 (s, 3H, CH30), 4.77
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.36-7.41 (m, 2H, Ha;), 7.46 (s, 1H, CH=N), 8.19-8.23 (m, 2H,
Har).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 15.6 (CHs3), 53.2 (CH30), 73.2 (CH), 128.5 (Cp,), 128.8
(Car), 130.0 (Car), 134.1 (CH=N), 136.3 (Car), 168.3 (CO).
Anal Calcd. for C1;H1,CINO3: C, 54.67; H, 5.00; CI, 14.67; N, 5.80. Found C, 54.61; H,
5.12; Cl, 14.60; N, 5.74.
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(2)-1-methoxy-N-((E)-3-(4-nitrophenil)allylidene)-1-oxopropan-2-amine oxide (4j).

KJJ\

(6]
O,N -

4
Following the general procedure A, 4j (2.16 g, 7.77 mmol) was isolated as a yelow
solid. Yield: 93%.
R¢= 0.20; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) 6 1.69 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs), 3.77 (s, 3H, CH30), 4.70
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 7.17 (d, 1H, J=15.9 Hz, Ar-CH=CH), 7.40-7.57 (m, 2H, Ar-
CH=CH, CH=N), 7.65-7.70 (m, 2H, Ha,), 8.13-8.26 (m, 2H, Ha,).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 15.6 (CH3), 53.3 (CH30), 72.3 (CH), 122.4 (Ar-
CH=CH), 124.5 (Ca;), 128.1 (Ca/), 135.4 (Ar-CH=CH), 136.2 (CH=N), 143.0 (Ca)),
148.0 (Car), 168.6 (CO).
Anal Calcd. for C13H14N20s: C, 56.11; H, 5.07; N, 10.07. Found C, 56.08; H, 5.10; N,
10.00.
(2)-N-(furan-2-ylmethylene)-1-methoxy-1-oxopropan-2-amine oxide (4k).

SN
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4k
Following the general procedure A, 4k (1.57 g, 7.94 mmol) was isolated as a white
solid. Yield: 95%.
Ri= 0.50; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.69 (d, 3H, J=7.0 Hz, CH3), 3.74 (s, 3H, CH30), 4.79
(9, 1H, J=7.0 Hz, CH), 6.57 (ddd, 1H, J=3.5 Hz, J=1.8 Hz, J=0.7 Hz, Ha), 7.54 (dd,
1H, J=1.8 Hz, J=0.7 Hz, Ha/), 7.72 (s, 1H, CH=N), 7.74 (dt, 1H, J=3.5 Hz, J=0.7 Hz,
Har).
3C NMR (100 MHz, CDCl,) & 15.5 (CH3), 53.2 (CH30), 71.8 (CH), 112.5 (Ca/), 115.6
(Car), 125.9 (CH=N), 144.4 (Car), 147.2 (Car), 168.7 (CO).
Anal Calcd. for CgH11NO4: C, 54.82; H, 5.62; N, 7.10. Found C, 54.80; H, 5.64; N,
7.12.
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(Z)-N-(1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)-1-(4-methoxyphenyl)methanimine oxide (41)
/@A@J\coom
MeO °
4]
Following the general procedure A, 41 (1.88 g, 7.94 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 95%. m.p. 120-122 °C.
Ri= 0.24; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (300 MHz, CD,Cl,) & 1.71 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs), 3.76 (s, 3H, CH30), 3.85
(s, 3H, OCHs), 4.72 (g, 1H, J=7.0 Hz, CH), 6.86-7.01 (m, 2H, Ha/), 7.40 (s, 1H,
CH=N), 8.11-8.34 (m, 2H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CD,Cl,) & 15.6 (CHs), 53.2 (O-CHs), 55.7 (CH30), 72.9 (CH),
114.1 (Car), 123.8 (Car), 130.8 (Car), 134.5 (CH=N), 161.6 (Ca), 169.0 (CO).
Anal Calcd. for C1,H1sNO4: C, 60.75; H, 6.37; N, 5.90. Found C, 60.65; H, 6.50; N,
5.74.
General Procedure B to obtain 1-Hydroxypirrolidine Adducts 7a-r, 7t-u. The
corresponding nitrone 4a-d, 4f-g (0.20 mmol), 1,3-bis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl)thiourea 6 (0.04 mmol) and triethylamine (0.04 mmol) were
added to a solution of (2S)-2-[diphenyl[(trimethilsilyl)oxy]methyl]pyrrolidine 5a (0.04
mmol) and the corresponding o,B-unsaturated aldehyde 2a-I (0.24 mmol) in dry
chloroform (0.4 mL) in an screw capped vial equipped with a magnetic stirring bar.
The reaction mixture was stirred at room temperature, until achievement of full
conversion. The crude reaction mixture was concentrated and redissolved in dry
dichloromethane (2 ml) and NaBH, (0.80 mmol) was added. The reaction was stirred at
room temperature for 4 hours, then 4 mL of water were added. The organic layer was
separated and the aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 5 mL). The
combined organic layers were dried over anhydrous MgSO, and concentrated in vacuo.
The residue was purified by flash column chromatography (n-Pentane/Et,O 1:1 to 3:7)
to afford pure alcohols 7a-r, 7t-u.
General Procedure C to obtain 1-Hydroxypirroldine Adducts 7s, 7v. According to
general procedure B but using the corresponding nitrone 4e, 4h (0.40 mmol), 1,3-
bis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenylthiourea 6 (0.20 mmol), triethylamine (0.20 mmol),
(2S)-2-[diphenyl[(trimethilsilyl)oxy]methyl]pyrrolidine 5a (0.04 mmol) and the
aldehyde 2¢ (0.20 mmol) in dry chloroform (0.4 mL).

84



General Procedure D to obtain 1-Hydroxypirroldine Adducts 1la-c. The
corresponding nitrone la-b (0.20 mmol) and 1,3-bis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl)thiourea 6 (0.04 mmol) were added to a solution of (2S)-2-
[diphenyl[(trimethilsilyl)oxy]methyl]pyrrolidine 5a (0.04 mmol) and the corresponding
a,B-unsaturated aldehyde 2a, 2c¢ (0.20 mmol) in dry chloroform (0.4 mL) in an screw
capped vial equipped with a magnetic stirring bar. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 16 hours. To the crude reaction mixture NaBH,4 (0.80 mmol) was
added. The reaction was stirred at room temperature for 4 hours, then 4 mL of water
were added. The organic layer was separated and the aqueous layer was extracted with
DCM (3 x 5 mL). The combined organic layers were dried over anhydrous Na,SO, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (n-
Pentane or Hexane/Et,0O 1:1 to 3:7) to afford pure alcohols 11a-c.

The racemic standards in order to find HPLC separation conditions were prepared using
a mixture of enantiomers of catalyst 5a (R and S).

Methyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
phenylpyrrolidine-2-carboxylate (7a).

Following the general procedure B, 7a (71 mg, 0.18 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 92%. d.r. 5:1.

R¢= 0.40; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl;) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.29%* (s,
3H, CH3C), 1.57 (s, 3H, CH3C), 3.06 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H3), 3.10-3.26 (m, 2H,
CH,OH), 3.40 (tdd, J = 11.0, 6.8, 4.5 Hz, 1H, H4), 3.53 (s, 3H, CH30), 3.74* (s, 3H,
CH30), 4.63* (d, J = 10.5 Hz, 1H, H5), 4.95 (s, 1H, NOH), 5.01* (s, 1H, NOH), 5.36
(d, 3 =10.9 Hz, 1H, H5), 7.19-7.37 (m, 5H, Ha), 7.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha/), 7.77*
(d, J=8.7Hz, 2H, Ha), 8.24 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, MeOD) (* denotes minor diastereomer resonances) & 10.6*
(CH3C), 22.4 (CH3C), 45.3* (C4), 46.5 (C4), 51.7 (C3), 52.7* (C3), 52.8* (CH30), 55.5
(CH30), 62.6 (CH,0OH), 62.8* (CH,OH), 68.8* (C5), 71.0 (C5), 74.9%(C2), 76.5 (C2),
123.7 (Car), 128.4* (Car), 128.6 (Car), 129.3* (Car), 129.4 (Ca), 129.7 (Ca), 130.0*
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(Can), 131.1* (Car), 131.1 (Car), 138.2 (Car), 138.6* (Car), 148.3 (Car), 148.4* (Can),
149.1* (Car), 150.3 (Car), 173.8 (CO), 176.1* (CO).

[a]o®%: (1.0, CHCls, +29.7).

Anal Calcd. for CyH2,N,0¢: C, 62.17; H, 5.74; N, 7.25. Found C, 62.15; H, 5.70; N,
7.29.

HRMS: Calculated for [C2oH2,N,NaOg]": 409.1370 (M*+Na); found: 409.1369.

The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tming=39.84 min, Tmajor=106.77 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
(p-tolyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7b).

Following the general procedure B, 7b (67 mg, 0.17 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 84%. d.r. 6:1.

R¢= 0.45; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl;) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.28%* (s,
3H, CH3C), 1.55 (s, 3H, CH3C), 2.33 (s, 3H, Ca-CHj3), 2.34* (s, J = 1.8 Hz, 3H, Car
CHgs), 3.01 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H3), 3.04-3.24 (m, 2H, CH,0OH), 3.29-3.44 (m, 1H,
H4), 3.55 (s, 3H, CH30), 3.73* (s, 3H, CH30), 4.60* (d, J = 10.4 Hz, 1H, H5), 5.01 (s,
1H, NOH), 5.07* (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H5), 7.10-7.16 (m, 4H, Ha),
7.70 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Har), 7.75* (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha/), 8.22 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
Har).

3C NMR (75 MHz, CDCls) (* denotes minor diastercomer resonances) & 11.0%
(CH3C), 21.2 (CH3C), 21.8 (Car-CHj3), 45.2* (C4), 45.8 (C4), 50.5* (C3), 51.7 (C3),
52.4* (CH30), 53.8 (CH30), 62.2 (CH,0OH), 62.4* (CH,0OH), 67.9* (C5), 70.1 (C5),
73.3* (C2), 75.3 (C2), 123.5 (Car), 123.5* (Car), 128.4 (Ca), 129.1* (Car), 129.3*
(Car), 129.4 (Cay), 129.5 (Car), 133.0 (Ca), 133.7* (Car), 137.6* (Car), 137.9 (Car),
147.0* (Car), 147.4 (Cay), 148.3 (Cay), 172.3 (CO), 174.5* (CO).

[0]o®: (1.0, CHCIs, +30.2).

Anal Calcd. for Cy1H24N206: C, 62.99; H, 6.04; N, 7.00. Found C, 63.00; H, 6.03; N,
7.03.

HRMS: Calculated for [C21H24N2NaOg]*: 423.1527 (M*+Na); found: 423.1533.
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The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak OD-3 column [hexane/i-
PrOH (90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=20.90 min, Tmajor=54.59 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-
methyl-5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7c).

©/N02

MeO
Following the general procedure B, 7c (71 mg, 0.17 mmol) was isolated as yellow oil.
48h. Yield: 85%. d.r. 6:1.
R¢= 0.41; n-Pentane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.28* (s,
3H, CHsC), 1.54 (s, 3H, CH3C), 2.99 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H3), 3.06-3.25 (m, 2H,
CH,OH), 3.34 (tdd, J = 11.1, 6.9, 4.5 Hz, 1H, H4), 3.55 (s, 3H, CH30), 3.73* (s, 3H,
CH30), 3.79 (s, 3H, Car-OCHg3), 3.80* (s, 3H, Ca-OCHg), 4.60* (d, J = 10.5 Hz, 1H,
H5), 4.97 (s, 1H, NOH), 5.03* (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H5), 6.85 (d, J =
8.7 Hz, 2H, Hay), 7.16 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hp,), 7.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha\), 7.75* (d, J
= 8.7 Hz, 2H, Ha/), 8.22 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ha)).
3C NMR (75 MHz, CDCl3) (* denotes minor diastereomer resonances) & 10.9%
(CH3C), 21.8 (CH3C), 45.3* (C4), 45.9 (C4), 50.1* (C3), 51.7 (C3), 52.4* (CH30), 53.4
(CH30), 55.4 (Ca-OCHg), 62.2 (CH,OH), 62.4* (CH,OH), 67.8* (C5), 70.0 (C5),
73.2* (C2), 75.3 (C2), 113.9* (Car), 114.2 (Ca), 123.5 (Car), 123.6* (Car), 128.0 (Ca),
129.4* (Car), 129.5* (Car), 129.6* (Car), 130.3 (Car), 147.0* (Car), 147.4 (Ca), 147.5%
(Car), 148.3 (Car), 159.2* (Car), 159.4 (Cay), 172.3 (CO), 174.5* (CO).
[a]o®: (1.0, CHCIs, +31.2).
Anal Calcd. for C2;H24N207: C, 60.57; H, 5.81; N, 6.73. Found C, 60.54; H, 5.80; N,
6.72.
HRMS: Calculated for [C21H24N2NaO;]": 439.1476 (M*+Na); found: 439.1476.
The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=53.17 min, Tmajor=112.73 min.
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Methyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(2-methoxyphenyl)-2-
methyl-5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7d).

OH
MeO,C, N \@/NOZ
Me'"” "

“—OH
OMe 7d

Following the general procedure B, 7d (60 mg, 0.14 mmol) was isolated as yellow oil.
48h. Yield: 72%. d.r. 4:1.

R¢= 0.40; n-Pentane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) 6 1.55 (s, 3H,
CH3C), 1.57* (s, 3H, CH3C), 3.09-3.18 (m, 3H, H3, CH,0OH), 3.24-3.37 (m, 1H, H4),
3.52 (s, 3H, CH30), 3.76* (s, 3H, CH30), 3.79* (s, 3H, Ca-OCHj3), 3.84 (s, 3H, Car
OCHa), 4.96* (s, 1H, NOH), 5.02 (s, 1H, NOH), 5.35 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H5), 6.86-
6.98 (M, 2H, Hp,), 7.19-7.31 (m, 2H, Ha), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha), 8.24 (d, J = 8.8
Hz, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 22.2 (CH4C), 44.9 (C4), 45.9 (C3), 51.6 (CH30), 55.6
(Car-OCHg3), 62.5 (CH,0OH), 70.2 (C5), 75.5 (C2), 110.9 (Ca), 120.7 (Car), 123.5 (Ca),
124.8 (Car), 127.9 (Ca), 128.8 (Car), 129.5 (Car), 147.4 (Car), 148.3 (Car), 158.1 (Car),
172.8 (CO).

[@]o®% (1.0, CHCI3, +22.9).

Anal Calcd. for C21H24N207: C, 60.57; H, 5.81; N, 6.73. Found C, 60.55; H, 5.82; N,
6.70.

HRMS: Calculated for [Co;H24N2NaO7]": 439.1476 (M*+Na); found: 439.1467.

The ee (94%) was determined by HPLC using a Chiralpak OD-3 column [hexane/i-
PrOH (90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=22.14 min, Tmajor=85.38 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-3-(4-(diethylamino)phenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-
methyl-5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7e).

OH

N
MeO,C, N ©/ 0,
o .

“—OH

Te
EtoN

Following the general procedure B, 7e (68 mg, 0.15 mmol) was isolated as yellow oil.
48 h. Yield: 74%. d.r. 2:1.
R¢= 0.35; n-Pentane/Et,0 (2:8)
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'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastercomer resonances) & 1.07-1.22
(m, 6H, CH3CHy), 1.29* (s, 3H, CH3C), 1.54 (s, 3H, CH3C), 2.89 (d, J = 11.0 Hz, 1H,
H3), 2.93-3.26 (m, 2H, CH,0H), 3.26-3.40 (m, 5H, H4, CH3CHy,), 3.58 (s, 3H, CH30),
3.73* (s, 3H, CH30), 4.58* (d, J = 10.5 Hz, 1H, H5), 4.97 (s, 1H, NOH), 5.04* (s, 1H,
NOH), 5.30 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H5), 6.55-6.64 (m, 2H, Ha;), 6.99-7.09 (m, 2H, Ha,),
7.70 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha), 7.75* (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha,), 8.22 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
Har).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) (* denotes minor diastereomer resonances) & 10.9%
(CH3C), 12.7 (CH3CH,), 21.8 (CHsC), 44.4 (CH3CH,), 45.3* (C4), 45.9 (C4), 50.2*
(CH30), 51.7 (C3), 52.3* (C3), 53.6 (CH30), 62.5 (CH,OH), 62.6* (CH,OH), 67.9*
(C5), 70.1 (C5), 73.5*%(C2), 75.3 (C2), 111.5* (Car), 111.8 (Ca), 121.9 (Ca)), 122.5*
(Car), 123.4 (Car), 123.5* (Car), 129.4 (Ca), 129.4 (Car), 129.5* (Car), 130.1* (Cay),
147.3* (Cp), 147.4 (Cp,), 147.4* (Ca)), 147.7 (Ca)), 148.5 (Ca), 172.5 (CO), 174.8*
(CO).

[@]o®% (1.0, CHCIs, +20.3).

Anal Calcd. for C4H31N30s: C, 63.00; H, 6.83; N, 9.18. Found C, 62.99; H, 6.85; N,
9.20.

HRMS: Calculated for [C24H3,N306]": 458.2286 (M*+H); found: 458.2296.

The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=36.73 min, Tmajor=94.35 min.

Methyl (2S,3R,4R,5S)-3-(furan-2-yl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-
nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7f).

Following the general procedure B, 7f (70 mg, 0.19 mmol) was isolated as colorless oil.
48 h. Yield: 93%. d.r. 9:1.

R¢= 0.48; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, MeOD) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.26* (s,
3H, CH3C), 1.64 (s, 3H, CH3C), 3.07-3.23 (m, 3H, H3, CH,OH), 3.27-3.39 (m, 1H,
H4), 3.65 (s, 3H, CH30), 3.84* (s, 3H, CH30), 4.57* (d, J = 10.2 Hz, 1H, H5), 5.23 (d,
J = 10.6 Hz, 1H, H5), 6.18-6.31 (m, 1H, Ha/), 6.38 (dd, J = 3.3, 1.9 Hz, 1H, Ha/), 7.44
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(dd, J =1.9, 0.9 Hz, 1H, Ha/), 7.77 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha/), 8.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
Har).

3C NMR (75.5 MHz, MeOD) (* denotes minor diastercomer resonances) & 22.8
(CH3C), 44.3* (CH3C), 45.6 (C4), 46.7* (C3), 48.9 (C3), 51.9 (CH30), 52.9* (CH30),
62.5 (CH,OH), 62.8* (CH,OH), 69.5* (C5), 70.8 (C5), 74.1* (C2), 75.1 (C2), 108.2
(Car), 108.6* (Car), 111.2* (Car), 111.3 (Car), 123.7 (Car), 123.8* (Car), 131.0 (Cay),
131.0* (Car), 143.2* (Ca), 143.3 (Car), 148.4* (Car), 148.5* (Car), 148.7 (Car), 149.9
(Car), 153.4 (Cay), 153.8* (Car), 173.8 (CO), 175.8* (CO).

[a]o®%: (1.0, MeOH, +10.1).

Anal Calcd. for C1gH20N2O7: C, 57.44; H, 5.36; N, 7.44. Found C, 57.44; H, 5.39; N,
7.42.

HRMS: Calculated for [C1gH20N2NaO7]": 399.1163 (M*+Na); found: 399.1164.

The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=39.73 min, Tmajor=86.53 min.

Ethyl (2S,3S,4R,55)-3-(3,5-dimethoxyphenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-
methyl-5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (79).

MeO

OMe

Following the general procedure B, 7g (77 mg, 0.17 mmol) was isolated as yellow oil.
48 h. Yield: 83%. d.r. 4:1.

R¢= 0.47; n-Pentane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.09 (t, J =
7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.20* (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CH,), 1.58 (s, 3H, CH3C), 2.98 (d, J
= 10.9 Hz, 1H, H3), 3.07-3.26 (m, 2H, CH,0H), 3.35 (tdd, J = 11.0, 6.8, 4.5 Hz, 1H,
H4), 3.78 (s, 6H, Ca-OCHs), 3.95-4.14 (m, 2H, CH3CHy), 4.93 (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J
= 10.9 Hz, 1H, H5), 6.34-6.54 (m, 3H, Har), 7.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha/), 8.23 (d, J =
8.8 Hz, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.1 (CH3CH,), 22.1 (CHsC), 45.7 (C4), 54.2 (C3), 55.5
(Car-CH30), 61.0 (CH3CHy), 62.2 (CH,0H), 70.1 (C5), 75.0 (C2), 99.5 (Car), 107.0
(Car), 108.4* (Car), 123.5 (Car), 123.9* (Car), 128.7* (Car), 129.4 (Car), 138.6 (Ca),
147.4 (Cay), 148.2 (Car), 161.0 (Ca), 171.8 (CO).

[0]o®: (1.0, CHCI, +13.4).
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Anal Calcd. for C3H2sN20s: C, 59.99; H, 6.13; N, 6.08. Found C, 60.00; H, 6.11; N,
6.11.

HRMS: Calculated for [C23H2sN,NaOg]": 483.1738 (M*+Na); found: 483.1719.

The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak OD-3 column [hexane/i-
PrOH (90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=38.57 min, Tmajor=61.96 min.

Ethyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
phenylpyrrolidine-2-carboxylate (7h).

OH
NO
Et0,C. N ©/ 2

“—OH
7h

Following the general procedure B, 7h (67 mg, 0.17 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 84%. d.r. 4:1.

Ri= 0.43; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.01 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3CH,), 1.57 (s, 3H, CHsC),
3.06 (d, J =10.8 Hz, 1H, H3), 3.10-3.25 (m, 2H, CH,0H), 3.39 (tdd J = 10.9, 6.8, 4.5
Hz, 1H, H4), 3.87-4.09 (m, 2H, CH3CH,), 5.00 (s, 1H, NOH), 5.36 (d, J = 10.9 Hz, 1H,
H5), 7.19-7.39 (m, 5H, Hay), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha/), 8.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
Har).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.0 (CH3CH,), 22.0 (CHsC), 45.6 (C4), 54.0 (C3), 60.9
(CH3CHy), 62.2 (CH,0OH), 70.1 (C5), 75.1 (C2), 123.5 (Car), 128.0 (Car), 128.6 (Car),
128.7 (Car), 129.4 (Car), 136.2 (Car), 147.4 (Car), 148.2 (Cay), 171.8 (CO).

[@]o®% (1.0, CHCls, +17.9).

Anal Calcd. for C1H24N20s: C, 62.99; H, 6.04; N, 7.00. Found C, 63.00; H, 6.01; N,
7.04.

HRMS: Calculated for [C21H24N2NaOg]*: 423.1527 (M*+Na); found: 423.1530.

The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tmajor=130.16 Min, Tminor=35.34 min.
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Ethyl (2S,3S,4R,5S)-3-(4-bromophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-
(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7i).

Following the general procedure B, 7i (78 mg, 0.16 mmol) was isolated as colorless oil.
48 h. Yield: 81%. d.r. 4:1.

R¢= 0.48; n-Pentane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.07 (t, J =
7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.43* (s, 3H, CH3C), 1.55 (s, 3H, CHsC), 3.04 (d, J = 10.8 Hz,
1H, H3), 3.06-3.23 (m, 2H, CH,0H), 3.33 (tdd, J = 11.0, 6.6, 4.5 Hz, 1H, H4), 3.87-
4.15 (m, 2H, CH3CH,), 5.01 (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H5), 5.43* (s, 1H,
NOH), 7.04* (d, J = 8.4 Hz, 2H, Hp,), 7.15 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha/), 7.45 (d, J = 8.4 Hz,
2H, Har), 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Har), 8.10* (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hya), 8.22 (d, J = 9.0
Hz, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 14.1 (CH3sCHy), 21.9 (CHsC), 45.5 (C4), 53.4 (C3), 61.1
(CH3CHy), 62.0 (CH,0OH), 69.9 (C5), 74.9 (C2), 122.0 (Car), 123.5 (Ca), 129.4 (Car),
130.4 (Car), 131.8 (Car), 135.5 (Car), 147.4 (Car), 148.0 (Ca), 171.6 (CO).

[@]o®% (1.0, CHCls, +24.7).

Anal Calcd. for C;;H23BrN,Os: C, 52.62; H, 4.84; Br, 16.67; N, 5.84. Found C, 52.61;
H, 4.86; Br, 16.64; N, 5.85.

HRMS: Calculated for [C,;H23BrN2NaOg]*: 501.0534 (M*+Na); found: 501.0632.

The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=45.07 min, Tmajor=101.88 min.

Ethyl (2S,3S,4R,5S)-3-(4-chlorophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-
(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7j).

©/N02

Following the general procedure B, 7j (82 mg, 0.19 mmol) was isolated as colorless oil.
48 h. Yield: 94%. d.r. 4:1.
R¢= 0.39; Hexane/Et,0 (2:8)
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'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.07 (t, J =
7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.56 (s, 3H, CHsC), 3.06 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H3), 3.09-3.24 (m,
2H, CH,OH), 3.34 (tdd, J = 10.8, 6.7, 4.6 Hz, 1H, H4), 3.88-4.13 (m, 2H, CHsCH,),
4.94 (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H5), 7.21 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ha,), 7.30 (d,
J=8.5Hz, 2H, Ha), 7.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha), 8.23 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha)).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.1 (CH3CH,), 21.9 (CH5C), 45.6 (C4), 53.3 (C3), 61.1
(CH3CHy), 62.0 (CH,0OH), 69.9 (C5), 75.0 (C2), 123.6 (Car), 128.9 (Ca/), 129.4 (Car),
130.0 (Car), 133.9 (Car), 134.9 (Ca/), 147.5 (Ca(), 148.0 (Ca), 171.6 (CO).

[a]o®%: (1.0, CHClIs, +28.1).

Anal Calcd. for C1H23CIN2Og: C, 58.00; H, 5.33; Cl, 8.15; N, 6.44. Found C, 57.99; H,
5.35; Cl, 8.19; N, 6.40.

HRMS: Calculated for [CH23CIN,NaOg] " 457.1142 (M*+Na); found: 457.1111.

The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tming=42.58 min, Tmajor=105.11 min.

Ethyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-iodophenyl)-2-methyl-5-(4-
nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7k).

Following the general procedure B, 7k (91 mg, 0.17 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 86%. d.r. 5:1.

R¢= 0.35; n-Pentane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.07 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.59 (s, 3H, CHsC),
3.03 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H3), 3.07-3.24 (m, 2H, CH,OH), 3.33 (tdd, J = 10.9, 6.6, 4.6
Hz, 1H, H4), 3.89-4.14 (m, 2H, CH3CH,), 4.96 (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H,
H5), 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ha/), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ha/), 7.70 (d, J = 8.7 Hz,
2H, Har), 8.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.1 (CH3CH,), 21.9 (CHsC), 45.4 (C4), 53.5 (C3), 60.9
(CH3CHy), 62.2 (CH,0OH), 69.9 (C5), 75.0 (C2), 93.5 (Car), 123.6 (Car), 129.4 (Ca),
130.6 (Car), 136.2 (Car), 137.9 (Ca), 147.5 (Ca/), 148.0 (Ca), 171.6 (CO).

[a]o®: (1.0, CHCls, +52.6).

Anal Calcd. for C1H23IN2Os: C, 47.92; H, 4.40; I, 24.11; N, 5.32. Found C, 47.91; H,
4.36; 1, 24.08; N, 5.34.
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HRMS: Calculated for [Co1H23IN2NaOg]*: 549.0493 (M*+Na); found: 549.0503.

The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak 1D-3 column [hexane/i-
PrOH (90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=50.99 min, Tmajor=108.04 min.

Ethyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (71).

OH
NO
Et0,C. N ©/ 2

“—OH

F3C
Following the general procedure B, 71 (80 mg, 0.17 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 85%. d.r. 4:1.
R¢= 0.46; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.02 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.59 (s, 3H, CHsC),
3.09-3.26 (m, 3H, H3, CH,0H), 3.34-3.47 (m, 1H, H4), 3.88-4.12 (m, 2H, CH3CH,),
4.95 (s, 1H, NOH), 5.37 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H5), 7.41 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ha), 7.59 (d,
J=8.2Hz, 2H, Ha), 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha/), 8.25 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ha)).
3C NMR (75 MHz, CDCls) § 13.9 (CH3CHy), 21.9 (CHsC), 45.4 (C4), 53.7 (C3), 61.1
(CH3CHy), 62.0 (CH,0OH), 69.9 (C5), 75.0 (C2), 123.6 (Car), 124.0* (Car), 125.6 (q,
%Jcr = 3.6 Hz, Car), 128.8 (q, “Jcr = 272.4 Hz, Ca/), 128.8* (Ca), 129.1 (Ca), 129.4
(Car), 130.3 (0, 2Jc.r = 32.8 Hz, Ca/), 140.8 (Car), 147.5 (Ca/), 147.8 (Ca;), 171.5 (CO).
F NMR (282 MHz, CDCls) & -62.5 ppm.
[@]o®% (1.0, CHCls, +23.6).
Anal Calcd. for Cy,H23F3N20s: C, 56.41; H, 4.95; F, 12.17; N, 5.98. Found C, 56.43; H,
4.95; Br, 12.20; N, 5.99.
HRMS: Calculated for [CxH23FsN2NaOg]*: 491.1400 (M*+Na); found: 491.1387.
The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IC column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=39.05 min, Tmajor=89.02 min.
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Ethyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
(thiophen-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylate (7m).

Following the general procedure B, 7m (63 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 78%. d.r. 7:1.

R¢= 0.47; n-Pentane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls)  *H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
CH3CH,), 1.64 (s, 3H, CHsC), 3.13-3.44 (m, 4H, H3, H4, CH,0H), 4.02-4.16 (m, 2H,
CH3CHy), 4.89 (s, 1H, NOH), 5.29 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H5), 6.94-7.02 (m, 2H, Ha)),
7.18-7.24 (m, 1H, Ha), 7.70 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha), 8.24 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha)).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.1 (CH3CH,), 22.0 (CH5C), 47.9 (C4), 48.8 (C3), 61.2
(CH3CHy), 61.7 (CH,OH), 70.0 (C5), 75.0 (C2), 123.6 (Car), 124.9 (Ca), 126.3 (Car),
127.1 (Car), 129.4 (Car), 139.6 (Car), 147.5 (Car), 148.0 (Ca), 171.5 (CO).

[@]o®% (0.7, CHCls, +61.8).

Anal Calcd. for C19H22N206S: C, 56.15; H, 5.46; N, 6.89, S, 7.89. Found C, 56.14; H,
5.43; N, 6.90; S, 7.90.

HRMS: Calculated for [C19H2N2NaOgS]": 429.1019 (M*+Na); found: 429.1091.

The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=42.35 min, Tmajor=93.22 min.

Ethyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-methyl-
5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7n).

OH

NO
Et0,C. N O/ 2
NS .

“—OH

7n
MeO

Following the general procedure B, 7n (71 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 48 h. Yield: 82%. d.r. 5:1.

R¢= 0.40; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.07 (t, J =
7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 1.17* (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CH,), 1.53* (s, 3H, CH3C), 1.55 (s,
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3H, CH3C), 3.00 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H3), 3.06-3.24 (m, 2H, CH,OH), 3.34 (tdd, J =
11.0, 6.8, 4.5 Hz, 1H, H4), 3.48* (d, J = 10.8 Hz, 1H, H3), 3.79 (s, 3H, Car-CH30),
3.91-4.14 (m, 2H, CH3CH,), 4.95 (s, 1H, NOH), 5.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H5), 6.85 (d,
J=8.7Hz, 2H, Ha), 7.18 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha), 7.53* (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha/), 7.71
(d, J=8.6 Hz, 2H, Ha/), 8.23 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha)).

3C NMR (75 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 14.1
(CH3CH_), 21.9 (CH3C), 45.8 (C4), 53.4 (C3), 55.4 (Ca-CH30), 60.9 (CH3;CHy), 62.2
(CH,0H), 70.1 (C5), 75.1 (C2), 114.1 (Ca/), 123.5 (Ca;), 128.1 (Car), 129.4 (Cp,), 129.7
(Car), 147.4 (Car), 148.3 (Car), 159.4 (Ca), 171.9 (CO).

[a]o%%: (1.0, CHCls, +19.3).

Anal Calcd. for C;,H26N207: C, 61.39; H, 6.09; N, 6.51. Found C, 61.42; H, 6.07; N,
6.53.

HRMS: Calculated for [C,;H2sN2NaO7]": 453.1632 (M*+Na); found: 453.1613.

The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tmino=50.46 min, Tmajor=140.72 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(4-cyanophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-
3-phenylpyrrolidine-2-carboxylate (70).

OH
CN
MeO,C, N \©/
Me'"" h

Following the general procedure B, 70 (60 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 96 h. Yield: 82%. d.r. 9:1.

R¢= 0.38; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.54 (s, 3H,
CHsC), 3.03 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H3), 3.12 (dd, 1H, J = 11.4, 6.8 Hz, CH,OH), 3.17
(dd, 1H, J = 11.5, 4.7 Hz, CH,0H), 3.35 (tdd, J = 11.0, 6.8, 4.5 Hz, 1H, H4), 3.50 (s,
3H, CH30), 3.72* (s, 3H, CH30), 4.56*(d, 1H, J = 10.5 Hz, H5), 4.86 (s, 1H, NOH),
4.98* (s, 1H, NOH), 5.28 (d, 1H, J = 11.0 Hz, H5), 7.19-7.33 (m, 5H, Ha/), 7.62-7.71
(m, 4H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 21.9 (CHsC), 45.7 (C4), 51.7 (CH30), 54.1 (C3), 62.2
(CH,0H), 70.3 (C5), 75.4 (C2), 111.4 (Ca/), 119.0 (CN), 128.2 (Car), 128.6 (Car), 128.8
(Car), 129.4 (Car), 132.2 (Car), 136.3 (Car), 145.9 (Car), 172.2 (CO).

[0]o®: (0.2, CHCls, +25.6).
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Anal Calcd. for C21H22N204: C, 68.84; H, 6.05; N, 7.65. Found C, 68.87; H, 6.00; N,
7.66.

HRMS: Calculated for [C2H2,N,NaO,]": 389.1472 (M*+Na); found: 389.1464.

The ee (96%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=26.79 min, Tmajor=60.19 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(4-cyanophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-
methoxyphenyl)-2-methylpyrrolidine-2-carboxylate (7p).

MeO
Following the general procedure B, 7p (67 mg, 0.17 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 96 h. Yield: 84%. d.r. 9:1.
R= 0.29; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.53 (s, 3H, CH3C), 2.16 (s, 1H, CH,OH), 2.98 (d, 1H, J
= 11.0 Hz, H3), 3.06-3.21 (m, 2H, CH,OH), 3.32 (tdd, J = 11.1, 6.8, 4.5 Hz, 1H, H4),
3.55 (s, 3H, CH30), 3.79 (s, 3H, Ca-OCHj3), 4.94 (s, 1H, NOH), 5.27 (d, 1H, J =10.9
Hz, H5), 6.75-6.92 (m, 2H, Ha/), 7.05-7.21 (m, 2H, Ha/), 7.61-7.75 (M, 4H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CDCls) & 21.8 (CH3C), 45.9 (C4), 51.7 (CH30), 53.5 (C3), 55.4
(Car-OCHj3), 62.3 (CH,0OH), 70.2 (C5), 75.3 (C2), 111.3 (Car), 114.2 (Ca), 119.0 (CN),
128.1 (Car), 129.4 (Car), 129.6 (Car), 132.2 (Car), 146.2 (Car), 159.4 (Cay), 172.3 (CO).
[@]o®% (0.2, CHCIs, +33.3).
Anal Calcd. for C»,H24N20s: C, 66.65; H, 6.10; N, 7.07. Found C, 66.67; H, 6.08; N,
7.04.
HRMS: Calculated for [C2H22N2NaOs]™: 419.1567 (M*+Na); found: 419.1571.
The ee (96%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=36.65 min, Tmajor=55.87 min.
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Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(4-cyanophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-
3-(thiophen-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylate (7Qq).

Following the general procedure B, 7q (61 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 96 h. Yield: 82%. d.r. 10:1.

R¢= 0.36; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 1.57 (s, 3H, CHsC), 3.05-3.13 (m, 1H, CH,OH), 3.14-
3.21 (m, 1H, CH,OH), 3.29-3.36 (m, 2H, H3, H4), 3.65 (s, 3H, CH30), 5.17 (d, J = 10.8
Hz, 1H, H5), 6.94-7.06 (m, 2H, Hp,), 7.30 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H, Ha,), 7.66-7.77 (m,
4H, Ha).

3C NMR (75 Mz, MeOD) & 22.4 (CHsC), 49.2 (C4), 50.5 (C3), 51.9 (CH30), 62.1
(CH,OH), 71.3 (C5), 76.2 (C2), 111.4 (Ca/), 120.1 (CN), 125.5 (Ca), 127.3 (Ca,), 127.8
(Car), 131.2 (Car), 132.5 (Car), 141.6 (Ca), 148.1(Cay), 173.7 (CO).

[a]o®% (1.0, MeOH, +14.2).

Anal Calcd. for C19H20N204S: C, 61.27; H, 5.41; N, 7.52; S, 8.61. Found C, 61.28; H,
5.42; N, 7.53; S, 6.83.

HRMS: Calculated for [C19H20N2Na0O,4S]": 395.1036 (M*+Na); found: 395.1037.

The ee (99%) was determined by HPLC using a Chiralpak OD-3 column [hexane/i-
PrOH (90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=27.97 min, Tmajor=42.40 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl)-1-hydroxy-4-
(hydroxymethyl)-2-methyl-3-phenylpyrrolidine-2-carboxylate (7r).

Following the general procedure B, 7r (76 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 120 h. Yield: 80%. d.r. 9:1.

R¢= 0.58; Hexane/Et,0 (4:6)

'H NMR (300 MHz, CDCls) (* indicates minor diastereomer resonances) & 1.58 (s, 3H,
CHsC), 3.04-3.14 (m, 2H, H3, CH,0OH), 3.18 (dd, 1H, J = 11.1, 4.6 Hz, CH,0OH), 3.30-
3.43 (m, 1H, H4), 3.54 (s, 3H, CH30), 3.75* (s, 3H, CH30), 4.94 (s, 1H, NOH), 5.40 (d,
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1H, J = 10.9 Hz, H5), 7.27-7.38 (m, 5H, Ha), 7.81 (s, 1H, Ha,), 7.95-8.03 (m, 2H, Ha,).
13C NMR (75 MHz, CDCls) § 21.7 (CHsC), 45.3 (C4), 51.7 (CH30), 54.0 (C3), 62.0
(CH,OH), 70.1 (C5), 75.5 (C2), 121.5 (q, %J = 3.8 Hz, Ca)), 125.4 (q, *J = 272.7 Hz,
Car), 128.2 (Car), 128.6 (Ca;), 128.8 (Car), 129.0 (Cay), 131.2 (g, 2J = 33.1 Hz, Ca)),
131.6 (Ca), 136.3 (Ca/), 142.9 (Cp,), 172.0 (CO).

F NMR (282 MHz, CDCls) & -62.6 ppm.

[a]o®% (0.7, CHClIs, +15.6).

Anal Calcd. for C;oH21FsNO4: C, 55.35; H, 4.43; F, 23.88; N, 2.93. Found C, 55.31; H,
4.46; F, 23.90 N, 2.92.

HRMS: Calculated for [Co,H21FsNNaO4]": 500.1267 (M*+Na); found: 500.1263.

The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(99:1)]; flow rate 0.9 mL/min; Tming=27.30 min, Tmajor=44.38 min.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(4-bromophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-
methoxyphenyl)-2-methylpyrrolidine-2-carboxylate (7s).

OH

B
MeO,C, N O/ r
Me'"’ "

MeO
Following the general procedure C, 7s (46 mg, 0.10 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 120 h. Yield: 51%. d.r. 1:1.
R¢= 0.40; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.53 (s, 3H, CHsC), 2.97 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H3), 3.10-
3.36 (m, 3H, H4, CH,OH), 3.55 (s, 3H, CH30), 3.79 (s, 3H, Ca-OCHs3), 4.85 (s, 1H,
NOH), 5.18 (d, 1H, J = 10.6 Hz, H5), 6.81-6.88 (m, 2H, Ha/), 7.13-7.20 (m, 2H, Ha),
7.39-7.44 (m, 2H, Ha), 7.50-7.54 (m, 2H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CDCls) & 21.9 (CHsC), 45.7 (C4), 51.6 (CH30), 53.3 (C3), 55.4
(Car-OCHg3), 62.5 (CH,0OH), 69.8 (C5), 75.2 (C2), 114.1 (Ca/), 121.5 (Car), 128.4 (Ca)),
129.6 (Car), 130.1 (Car), 131.8 (Car), 139.4 (Ca(), 159.4 (Cay), 172.4 (CO).
[a]o®: (0.2, CHCls, +27.0).
Anal Calcd. for C;H24BrNOs: C, 56.01; H, 5.37; Br, 17.74; N, 3.11. Found C, 56.03; H,
5.36; Br, 17.76; N, 3.10.
HRMS: Calculated for [C21H24BrNNaOs]*: 472.0736 (M*+Na); found: 472.0741.
The ee (90%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=24.41 min, Tmajor=35.10 min.
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Methyl (2S,3S,4R,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-
methyl-5-phenylpyrrolidine-2-carboxylate (7t).

OH
MeO,C, N_ @

MeO
Following the general procedure B, 7t (83 mg, 0.19 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 72 h. Yield: 45%. d.r. 1:1.
R¢= 0.45; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.54 (s, 3H, CHsC), 2.99 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H3), 3.14-
3.21 (m, 2H, CH,0H), 3.22-3.33 (m, 1H, H4), 3.55 (s, 3H, CH30), 3.79 (s, 3H, Car-
OCHa), 4.89 (s, 1H, NOH), 5.22 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H5), 6.81-6.86 (m, 2H, Ha,), 7.14-
7.20 (m, 2H, Ha)), 7.28-7.33 (m, 1H, Ha), 7.30-7.43 (m, 2H, Hp), 7.50-7.57 (m, 2H,
Har).
3C NMR (75 MHz, CDCls) & 21.8 (CH3C), 45.8 (C4), 51.4 (C3), 53.0 (CH30), 55.2
(Car-OCHg3), 62.3 (CH,0OH), 70.1 (C5), 75.0 (C2), 113.9 (Ca), 127.7 (Car), 128.1 (Ca)),
128.4 (Car), 128.7 (Car), 129.5 (Car), 140.1 (Car), 159.1 (Ca), 172.4 (CO).
[@]o%%: (0.6, CHCls, +48.7).
Anal Calcd. for C2;H2sNOs: C, 67.91; H, 6.78; N, 3.77. Found C, 67.90; H, 6.80; N,
3.76.
HRMS: Calculated for [Co;H2sNNaOs]™: 393.1552 (M*+Na); found: 393.1583.
The ee (90%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=33.83 min, Tmajor=77.14 min.
Methyl (2S,3S,4R,5S)-2-ethyl-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-methoxyphenyl)-
5-(4-nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (7u).

OH
NO
MeO,C, N \O/ 2
X )

“_OH

MeO
Following the general procedure B, 7u (83 mg, 0.19 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 72 h. Yield: 96%. d.r. >20:1.
R¢= 0.43; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.20 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHsCHy), 1.85 (dq, J = 14.6, 7.3
Hz, 1H, CH3CHy), 2.06 (dq, J = 14.6, 7.3 Hz, 1H, CH3CH,), 2.06-3.37 (m, 4H, H3, H4,
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CH,0H), 3.54 (s, 3H, CH30), 3.80 (s, 3H, Ca-OCHjs), 4.89 (s, 1H, NOH), 5.31 (d, J =
10.5 Hz, 1H, H5), 6.81-6.90 (m, 2H, Ha,), 7.06-7.19 (m, 2H, Ha/), 7.68-7.73 (m, 2H,
Har), 8.20-8.30 (m, 2H, Hay).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 8.2 (CH3CH,), 25.1 (CH3CH,), 45.7 (C4), 48.2 (C3), 51.6
(CH30), 55.4 (Ca-OCHs), 62.3 (CH,0OH), 70.2 (C5), 77.7 (C2), 114.2 (Car), 123.6
(Car), 128.4 (Car), 129.4 (Cay), 129.5 (Car), 147.5 (Car), 148.5 (Car), 159.3 (Ca), 172.8
(CO).

[a]o%%: (0.6, CHCls, +48.7).

Anal Calcd. for C;,H26N207: C, 61.31; H, 6.09; N, 6.51. Found C, 61.30; H, 6.07; N,
6.54.

HRMS: Calculated for [C,,H2sN2NaO7]": 453.1632 (M*+Na); found: 453.1625.

The ee (>99%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(90:10)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=33.83 min, Tmajor=77.14 min.

5-Ethyl 2-methyl (2S,3S,4R,5S)-2-ethyl-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-
methoxyphenyl)pyrrolidine-2,5-dicarboxylate (7v).

CI)H
MeOgC N

.CO,Et

MeO
Following the general procedure C, 7v (19 mg, 0.05 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 144 h. Yield: 25%. d.r. >20:1.
R¢= 0.28; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.06 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHsCH,), 1.16 (t, J = 7.1 Hz,
3H, CH3CH,00C), 1.85-2.07 (m, 2H, CH3CH,), 2.91 (ddd, J = 8.6, 6.5, 4.6 Hz, 1H,
H4), 3.31 (t, J = 8.8 Hz, 1H, CH,OH), 3.69-3.93 (m, 8H, Ca-OCHj, CH30, H3,
CH,0OH), 4.08-4.27 (m, 3H, H5, CH3CH,00C), 6.10 (s, 1H, NOH), 6.77-6.89 (m, 2H,
Har), 7.12-7.24 (m, 2H, Ha).
¥C NMR (75 MHz, CDCl;) & 9.6 (CHsCH.C2), 14.3 (CHsCH,OOC), 25.4
(CH3CH,C2), 47.3 (C4), 53.4 (C3), 53.8 (CH30), 55.4 (Car-OCHs3), 61.3 (CH,0OH),
61.4 (CH3CH,CO), 67.0 (C5), 75.0 (C2), 114.3 (Car), 129.1 (Ca/), 132.3 (Car), 158.9
(Car), 171.2 (CO), 174.6 (CO).
[a]p®% +5.3 (¢ = 0.47, CHCly).
[0]o®: (0.5, CHCI3, +5.3).
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Anal Calcd. for C19H27NO7: C, 59.83; H, 7.14; N, 3.67. Found C, 59.84; H, 7.15; N,
3.65.

HRMS: Calculated for [C19H27NNaO-]": 404.1685 (M*+Na); found: 404.1681.

The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak IA column [hexane/i-PrOH
(95:5)]; flow rate 1.0 mL/min; Tmajor=34.64 min, Tminor=45.18 min.
(2S,3S,4R)-4-(hydroxymethyl)-2-(methoxycarbonyl)-2-methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-
phenyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole 1-oxide (8).

To a solution of 7a (38 mg, 0.10 mmol) in CH,Cl, (0.2 mL), MnO activated (100 mg,
1.0 mmol) was added. The mixture was stirred for 12 h at room temperature. Then the
crude mixture was filtered through a short pad of silica gel yielding the pure product 8
(38 mg, 0.10 mmol) as a yellow solid. Yield: 99%. d.r. > 20:1.

R= 0.20; Et,O/EtOAC (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.91 (s, 3H, CH3C), 3.39 (s, 3H, CH30), 3.57-3.68 (m,
1H, H4), 3.72 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.00 (m, 1H, CH,0H), 4.09 (m, 1H, CH,0H),
7.26-7.34 (m, 2H, Ha), 7.34-7.43 (m, 3H, Ha/), 8.25-8.38 (m, 4H, Ha)).

¥C NMR (75 MHz, CDCls) & 21.0 (CHsC), 48.4 (C3), 51.3 (C4), 52.9 (CH30), 60.0
(CH,0H), 85.4 (C2), 123.8 (Car), 128.8 (Car), 128.9 (Car), 129.1 (Car), 134.6 (Car),
134.7 (Car), 141.6 (C5), 148.0 (Ca), 168.6 (CO).

[@]o®%: (1.0, CHCls, +144.9).

Anal Calcd. for CyH20N20s: C, 62.49; H, 5.24; N, 7.29. Found C, 62.50; H, 5.25; N,
7.27.

HRMS: Calculated for [C2H20N2NaOg]*: 407.1219 (M*+Na); found: 407.1220.

Methyl (2S,3S,4R,5S)-4-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-1-hydroxy-2-
methyl-5-(4-nitrophenyl)-3-phenylpyrrolidine-2-carboxylate (9).

OH
NO
MeO,C, N \©/ 2
Me'’ B

“_0SiMe,tBu
9

To a solution of 7a (38 mg, 0.10 mmol) and 4-(dimethylamino)pyridine (1 mg, 0.01
mmol) in CH,ClI, at room temperature, tert-buthyldimethylsilyl chloride (30 mg, 0.20

mmol) and triethylamine (28 pL ,0.20 mmol) were added. The mixture was stirred at
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room temperature for 12 h. Then, the solvent was evaporated and the crude mixture was
purified by flash column chromatography (Et,O /EtOAc 9:1 to 7:3) to afford pure 9 (45
mg, 0.09 mmol) as colorless oil. Yield: 90%. d.r. > 20:1.

R¢= 0.45; Et,0 /EtOAC (8:2)

'H NMR (300 MHz, CDCls) & -0.41 (s, 3H, SiCHs), -0.40 (s, 3H, SiCH3), 0.63 (s, 9H,
C(CHs3)3), 1.56 (s, 3H, CH3C), 3.00-3.19 (m, 3H, H3, CH,OH), 3.33 (tdd, J = 10.8, 6.1,
4.0 Hz, 1H, H4), 3.51 (s, 3H, CH30), 3.74* (s, 3H, CH30), 4.88 (s, 1H, NOH), 5.24-
5.35 (d, J =9.0 Hz, 1H, H5), 7.15-7.36 (m, 5H, Ha;), 7.62-7.77 (m, 2H, Ha(), 8.13-8.25
(m, 2H, Ha).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & -5.9 (SiCH3), -5.9 (SiCH3), 18.0 (CHiC), 22.0
(C(CHg)3), 25.8 (C(CHj3)3), 45.6 (C4), 51.6 (C3), 53.6 (CH30), 61.3 (CH,OH), 70.4
(C5), 75.4 (C2), 123.1 (Car), 127.9 (Car), 128.6 (Car), 129.8 (Car), 136.5 (Car), 147.2
(Car), 148.6 (Car), 172.4 (CO).

[a]o®% (1.0, CHCIs, +18.2).

Anal Calcd. for CH3sN206Si: C, 62.37; H, 7.25; N, 5.60; Si, 5.61. Found C, 62.36; H,
7.24; N, 5.62; Si, 5.60.

HRMS: Calculated for [CosH3sN2NaOgSi]*: 523.2240 (M*+Na); found: 523.2236.
Methyl (2S,3S,4R,5S)-5-(4-aminophenyl)-4-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-
phenylpyrrolidine-2-carboxylate (10).

To a suspension of 7a (38 mg, 0.10 mmol) in H,O (2 mL), HCI conc. (1mL) and Zn
dust (260 mg, 4.0 mmol) were added. The mixture was heated to reflux for 3h until the
solution turned from yellow to colorless. The mixture was cooled and basified to pH >
12 with aqueous NaOH 2.5 M, extracted with Et,O (5 x 5mL), dried over anhydrous
Na,SO,, filtrated, evaporated and purified by flash column chromatography on
triethylamine deactivated SiO, (Et,O/EtOAc 3:7 to 0:10) to afford pure 10 (26 mg, 0.08
mmol) as pale yellow oil. Yield: 77%. d.r. > 20:1.

Ri=0.28; /EtOAC (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.76 (s, 3H, CHsC), 3.02 (dtd, J = 11.6, 6.0, 3.1 Hz, 1H,
H4), 3.14 (d, J = 9.7 Hz, 1H, H3), 3.21-3.36 (m, 5H, CH,OH, CH30), 3.52* (s, 3H,
CH30), 5.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 6.59-6.75 (M, 2H, Har), 7.13-7.36 (M, 7H, Har).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) & 25.2 (CHsC), 49.9 (C4), 51.5 (C3), 57.4 (CH30), 62.4
(CH,0OH), 62.7 (C5), 70.0 (C2), 115.4 (Ca), 127.4 (Ca), 128.4 (Ca), 128.5 (Ca),
132.0 (Car), 138.8 (Car), 145.8 (Car), 176.7 (CO).

[a]o®%: (1.0, CHCls, +62.1).

Anal Calcd. for CH24N203: C, 70.57; H, 7.11; N, 8.23. Found C, 70.58; H, 7.12; N,
8.26.

HRMS: Calculated for [CaoH24N2NaO3]": 363.1685 (M*+Na); found: 363.1690.

Ethyl (2R,3S,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-5-(4-nitrophenyl)-3-
phenylpyrrolidine-2-carboxylate (11a).

o NO,
EtO,Cr.. N\

Following the general procedure D, 11a (61 mg, 0.16 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 16 h. Yield: 79%. d.r. 1:1.

R¢= 0.39; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) (mixture of diastereoisomers) & 0.90 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
CHsCHy), 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 3.19-3.33 (m, 2H, CH,0H), 3.35-3.50 (m,
1H, H4), 3.64 (dd, J = 10.1, 7.4 Hz, 1H, H3), 3.81-4.01 (m, 2H, CH3;CH,), 4.12-4.27
(m, 2H, CH3CH,), 4.47 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H2), 5.04 (s, 1H, NOH), 5.40 (d, J = 10.6
Hz, 1H, H5), 5.50 (s, 1H, NOH), 7.28-7.41 (m, 5H, Ha/), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha/),
8.25 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha)).

3C NMR (75 MHz, CDCls) (mixture of diastereoisomers) & 13.9 (CH3CH,), 14.2
(CH3CHy), 45.9 (C4), 46.0 (C3), 46.6 (C4), 49.9 (C3), 60.8 (CH,0OH), 60.9 (CH,OH),
61.4 (CH3CH,), 62.1 (CH3CH,), 70.1 (C5), 72.7 (C2), 73.7 (C2), 123.6 (Ca), 123.9
(Car), 127.8 (Car), 127.9 (Car), 128.3 (Car), 128.8 (Car), 129.0 (Car), 129.0 (Ca), 129.4
(Car), 136.5 (Car), 147.4 (Cay), 147.5 (Car), 147.4 (Car), 148.6 (Car), 170.5 (CO), 171.9
(CO).

[a]o®% (1.0, CHCls, +7.6).

Anal Calcd. for C»H22N20s: C, 62.17; H, 5.74; N, 7.25. Found C, 62.15; H, 5.74; N,
7.26.

HRMS: Calculated for [CooH22N2NaOg]*: 409.1376 (M*+Na); found: 409.1374.

The ee (96%) was determined by HPLC using a Chiralpak ADH column [hexane/i-
PrOH (70:30)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=9.58 min, Tmajor=34.14 min.
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Ethyl (2R,3S,5S)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-methoxyphenyl)-5-(4-
nitrophenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (11b).

QH NO,
EtO,Cr. N\

“—OH
11b

MeO
Following the general procedure D, 11b (59 mg, 0.14 mmol) was isolated as pale
yellow oil. 16 h. Yield: 71%. d.r. 1:1.
R¢= 0.35; Hexane/Et,0 (2:8)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) (mixture of diastereoisomers) & 0.96 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
CH3CHy), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CH,), 3.12-3.31 (m, 2H, CH,0H), 3.31-3.46 (m,
1H, H4), 3.57 (dd, J = 10.2, 7.3 Hz, H3), 3.82 (s, 1H, CH30), 3.87-4.03 (m, 2H,
CH3CH,), 4.06-4.25 (m, 2H, CHsCHy), 4.17 (d, J = 9.7 Hz, 2H, H2), 442 (d, J = 7.4
Hz, 1H, H2), 5.05 (s, 1H, NOH), 5.37 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H5), 5.49 (s, 1H, NOH), 6.85
(d, J = 8.7 Hz, 2H, Hp), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hay), 7.22(d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha),
7.29 (d, J=8.7 Hz, 2H, Har), 7.65-7.73 (m, 2H, Ha/), 8.18-8.27 (m, 2H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CDCls) (mixture of diastereoisomers) & 14.0 (CHsCH,), 14.2
(CH3CHy), 45.3 (C4), 45.6 (C4), 46.3 (C3), 50.0 (C3), 55.5 (CH30), 60.8 (CH,OH),
60.9 (CH,0OH), 61.3 (CH3CH,), 62.1 (CH3CHy), 70.1 (C5), 72.6 (C5), 72.8 (C2), 73.9
(C2), 114.2 (Car), 114.4 (Car), 123.6 (Car), 123.9 (Car), 128.4 (Car), 128.8 (Car), 129.0
(Car), 129.4 (Car), 129.4 (Car), 130.0 (Car), 147.5 (Car), 147.7 (Car), 148.6 (Car), 159.1
(Car), 159.2 (Car), 170.6 (CO), 171.9 (CO).
[@]o®% (0.2, CHClIs, +5.8).
Anal Calcd. for C2;H24N207: C, 60.57; H, 5.81; N, 6.73. Found C, 60.56; H, 5.83; N,
6.75.
HRMS: Calculated for [C21H24N2NaO;]": 439.1481 (M*+Na); found: 439.1480.
The ee (97%) was determined by HPLC using a Chiralpak ADH column [hexane/i-
PrOH (70:30)]; flow rate 1.0 mL/min; Tminor=12.96 min, Tmajor=33.15 min.
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Ethyl (2R,3S,5S)-5-(4-chlorophenyl)-1-hydroxy-4-(hydroxymethyl)-3-(4-
methoxyphenyl)pyrrolidine-2-carboxylate (11c).

QH cl
EtO,Cri. NN

“—OH

11c
MeO

Following the general procedure D, 11c (62 mg, 0.15 mmol) was isolated as pale yellow
oil. 16 h. Yield: 76%. d.r. 1:1.

R¢= 0.37; Hexane/Et,0 (2:8)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) (mixture of diastereoisomers) & 0.96 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
CH3CH,), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CH,), 3.20-3.34 (m, 2H, CH,0H), 3.45 (d, J =
7.3, 3.5 Hz, 1H, H4), 3.46-3.59 (m, 1H, H3), 3.79 (s, 1H, CH30), 3.80 (s, 1H, CH30),
3.85-4.03 (M, 2H, CH3CH,), 4.05-4.19 (m, 2H, CH3CH,), 4.25 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H2),
4.39 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H2), 4.99 (s, 1H, NOH), 5.23 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H5), 5.49 (s,
1H, NOH), 6.80-6.92 (m, 2H, Har), 7.17-7.49 (m, 6H, Ha,).

3C NMR (75 MHz, CDCls) (mixture of diastereoisomers) & 14.0 (CHsCH,), 45.2 (C4),
46.2 (C3), 55.4 (CH30), 60.6 (CH,OH), 62.5 (CH3;CH,), 69.9 (C5), 72.7 (C2), 114.1
(Car), 114.3 (Car), 128.9 (Car), 129.4 (Car), 129.7 (Car), 130.5 (Car), 133.5 (Ca), 138.0
(Car), 159.1 (Car), 170.7 (CO).

[@]o®% (1.0, CHClIs, +8.6).

Anal Calcd. for C,;H24CINOs: C, 62.14; H, 5.96; Cl, 8.73; N, 3.45. Found C, 62.15; H,
5.96; Cl, 8.74; N, 3.44.

HRMS: Calculated for [C21H24CINNaOs]": 428.1241.1481 (M*+Na); found: 428.1239.
The ee (98%) was determined by HPLC using a Chiralpak ADH column [hexane/i-
PrOH (75:25)]; flow rate 1.0 mL/min; Tmajor=16.97 min, Tminor=12.70 min.
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CAPITULO 4
REACCION DE ILUROS DE

C-ALQUILNITRONAS CON
ALDEHIDOS






4.1. Hipotesis de trabajo y estudio preliminar

Durante el desarrollo del trabajo descrito en el capitulo anterior y con el fin de
ampliar el alcance de la metodologia de obtencion de pirrolidinas quirales, se decidi6
Ilevar a cabo la reaccion con nitronas que portaran un sustituyente alifatico en el atomo

de carbono (Esquema 4.1).

OHC Ar HO Ar
POINT
Alg” SN CooMe Are /Z_S\ ----- ~ h
S * N CHo T T AlgT N~ TcooMe T ~ Alg7 N~ ~COOMe
- |
OH H

Esquema 4.1. Reaccién de cicloadicion de iluros de nitrona alifatica y aldehidos o,B-insaturados

En primer lugar, se sintetizo la C-isopropilnitrona 1c y se llevé a cabo la reaccion
con trans-cinamaldehido (2a), usando TEA y LiBr, en cantidades estequiométricas a
0°C, de acuerdo con el trabajo desarrollado con anterioridad en el grupo de
investigacion, para la obtencién de N-hidroxipirrolidinas (Esquema 4.2).*

Se observé que el producto aislado de esta reaccion no se correspondia con la N-
hidroxipirrolidina esperada. El espectro de *H RMN mostraba que no se habia
producido adicién sobre el doble enlace C=C, sino que habia tenido lugar sobre el grupo
carbonilo. En el espectro se observaron claramente las dos sefiales correspondientes a
los protones olefinicos, mientras que habia desaparecido la sefial del proton del aldehido
(Figura 4.1). Del analisis de los espectros de RMN se dedujo que el producto obtenido

de la reaccion era la 3-oxazolina 20a.

Ph

=/
NP TEA (1 eq.), LiBr(1 eq.) S
~N CO,Et Ph \
j/\é 2 + \/\CHO App—— O—>\
© : Y(N/ CO,Et
1c 2a (+)-20a (53%)

Esquema 4.2. Estudio preliminar de cicloadicion de iluros de C-alquil nitronas
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Figura 4.1. 'H RMN del producto 20a

Con el fin de comprobar que la adicién habia tenido lugar sobre el grupo carbonilo,
se repitio la reaccion empleando esta vez 4-nitrobenzaldehido (8a), que no presenta un
doble enlace C=C en su estructura (Esquema 4.3).

Esta reaccion permitié obtener el producto de adicion al grupo carbonilo 20b, que
fue cristalizado y su estructura resuelta mediante difraccion de rayos X. El analisis
cristalografico permitié confirmar que los productos obtenidos eran 3-oxazolinas, los
cuales se obtenian de forma totalmente estereoselectiva, ya que Unicamente se observo

el estereoisomero trans en ambos casos (Figura 4.2).
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Esquema 4.3. Estudio preliminar de adicién al carbonilo
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Figura 4.2. Diagrama ORTEP del compuesto 20b, mostrando los elipsoides con un 50% de
probabilidad

A raiz de este resultado, parecia interesante profundizar en el estudio de la reaccion
de cicloadicion de iluros de nitrona con aldehidos para proporcionar 3-oxazolinas, ya
que esta familia de compuestos ha sido escasamente estudiada en comparacion con sus

analogos las 2-oxazolinas.**
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4.2. Aspectos generales sobre 3-oxazolinas

Las 3-oxazolinas, también denominadas, 2,5-dihidrooxazoles, son sistemas
heterociclicos que pueden ser utilizados como precursores de otros sistemas
heterociclicos, como oxazoles,” y ademas presentan aplicaciones en alimentacion y
perfumeria.®’

Si consideramos un analisis retrosintético de los fragmentos que se unen para
formar el heterociclo, las estrategias sintéticas para la obtencién de 3-oxazolinas, se
pueden clasificar en tres grupos, que se representan en la Figura 4.3 (A, By C). La
reaccion que habiamos encontrado, se corresponde con la desconexion D, que carece de

antecedentes en la bibliografia.

0 o- O-
2 C C C
o_R c c I c
R I — N—C N—C N-C
NTURS A B c

Figura 4.3. Aproximaciones retrosintéticas de 3-oxazolinas

Los métodos descritos de obtencion de 3-oxazolinas se basan en reacciones de
apertura de aziridinas y posterior reaccion con un compuesto carbonilico (Esquema 4.4,
A).B reacciones de p-aminoalcoholes con aldehidos en medio béasico (Esquema 4.4,
B)™ y recientemente, Zhong y colaboradores, han desarrollado una nueva metodologia
basada en una cicloadicion (3+2) entre oxiranos y nitrilos promovida por é&cido
(Esquema 4.4, C).*#*3
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Esquema 4.4. Estrategias de sintesis de 3-oxazolinas

La reaccidn que se describe en esta Memoria constituye una nueva aproximacion a

3-oxazolinas por cicloadicion de un iluro de C-alquilnitrona con un aldehido (Figura 4.3

D). Ademas, es la Unica aproximacion descrita en la bibliografia que permite preparar 3-

oxazolinas de forma totalmente estereoselectiva.
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4.3. Discusion de resultados
4.3.1. Estudio de las condiciones de reaccion

Para el estudio de las condiciones de reaccion, se tom6 como referencia la nitrona
1c y el 4-nitrobenzaldehido (8a), utilizando inicialmente como base TEA y como sal de

litio, LiBr. Los resultados de las diferentes condiciones estudiadas se recogen en la
Tabla 4.1.

i &
N
Y\r}l/\cozEt . H \
: o
O,N \/,(N/ CO,Et

1c 8a (+)-20b

Esquema 4.5. Estudio de condiciones de reaccion
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Tabla 4.1. Estudio de las condiciones de reaccion (Esquema 4.5)

# 'é?‘; Sal(ceig.l)itio (OE) (ﬁ) Disolvente Rdto. (%)™

1 TEA (1.0) LiBr (1.0) 0 48 DCM 72

2 TEA (1.0) LiBr (1.0) 0 72 MeCN 72

3 TEA (1.0) LiBr (1.0) 50 6 MeCN 70

4 TEA (1.0) LiBr (1.0) 25 24 MeCN 80

5 TEA (1.0) LiBr (1.0) 25 24 DCM 68

6 TEA (1.0) LiBr (1.0) 25 24 DMSO 36

7 TEA(1.0)  LiOAc(1.0) 25 24 MeCN 60

8 TEA (1.0) CuBr(1.0) 25 24 MeCN 15

9 DBU (1.0) LiBr (1.0) 25 24 MeCN 91
10 DABCO (1.0)  LiBr (1.0) 25 24 MeCN %4
11" DABCO (1.0)  LiBr (1.0) 25 24 MeCN 10
12 DABCO (1.0)  LiBr(0.5) 25 24 MeCN 88
13  DABCO (1.0)  LiBr(0.2) 25 24 MeCN 46
14  DABCO (0.5)  LiBr (1.0) 25 24 MeCN 90
15  DABCO (0.5)  LiBr (0.5) 25 24 MeCN 92
16  DABCO (0.2)  LiBr(0.2) 25 48 MeCN 30(30)
17 LiOH (1.0) 25 12 MeCN 87(8)
18 LiOH (1.0) 25 12 MeCN 10
19 LiOH (1.0) 25 12 EtOH 68
20 LiOH (0.5) 25 12 MeCN 80(15)
21 LiOH (0.2) 25 9 MeCN 10(50)
22 LiOH (0.1) 25 96 MeCN n.r.k
23 n-BuLi (1.0) -80 24 THF <10
24 n-BuLi (1.0) tal 12 THF 74
25 n-BuLi (1.0) 401 4 THF 40
26 n-BuLi (0.5) 401 4 THF 90
27 n-BuLi (0.2) 401 4 THF 90
28 n-BuLi (0.1) 401 24 THF 68

[a] Solo se observa el isomero_trans. Entre paréntesis se muestra el rendimiento_de
la nitrona. [b] La reaccion se lleva a cabo en presencia de tamices

transoximacion d L )
moleculares de 4A. [c] Recuperacion de los reactivos.
después de 5 min la reaccion se lleva a la temperatura in

al pasar de -80°C a t.a.

d] Adicion de n-BuLi a -80°C y
icada. [e] El resultado es idéntico

En primer lugar se probaron diferentes temperaturas y disolventes (Tabla 4.1,

entradas 1-6) concluyendo que los mejores resultados se obtenian a 25°C en acetonitrilo

como disolvente.
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A continuacion se ensayé con acetato de litio y bromuro de cobre (1), pero se
observé una disminucion del rendimiento, principalmente en el caso de utilizar la sal de
cobre (Tabla 4.1, entradas 7-8).

También se valoraron distintas bases organicas como DBU o DABCO (Tabla 4.1,
entradas 9-10). En el caso de la utilizacion de DABCO como base se consiguié cierta
mejora en el rendimiento (Tabla 4.1, comparar entradas 4 y 10), por lo que se decidid
continuar los ensayos utilizando esta base. Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion
en presencia de tamices moleculares (Tabla 4.1, entrada 11). A la vista del bajo
rendimiento obtenido, 10%, se dedujo que la presencia de agua en la reaccion debia de
resultar crucial.

En el siguiente paso del estudio de la reaccion de cicloadicion de iluros de nitrona y
aldehidos, se planted la hipotesis de que la reaccion pudiera ser catalitica, tanto en base
como en sal de litio. Asi pues, se llevaron a cabo diversas pruebas variando la
proporcion de sal de litio, y también de base (Tabla 4.1, entradas 12-16), observandose
que la reaccion era catalitica en ambas especies. Por debajo de un 20 mol% de ambas
especies (Tabla 4.1, entrada 16), se produce una pérdida considerable de rendimiento
(30%) debido a la formacién del producto de transoximacion (1a), como resultado de la
hidrolisis de la nitrona alifatica y una posterior condensacion con el aldehido aromatico
(Esquema 4.6). A pesar de la formacion de una nueva nitrona, no se observo reactividad

cruzada, siendo el producto 20c el Unico presente en el medio de reaccion.

CHO o
+ N
W cos Q . @”N COEt
0
0 O,N O,N -
8a 1a

1c

Esquema 4.6. Reaccién de transoximacion de nitronas alifaticas

Con la intencion de aunar la base y la sal de litio en una Unica especie se probd
hidroxido de litio. Los resultados obtenidos (87%, Tabla 4.1, entrada 17) son
comparables a los obtenidos con la combinacion DABCO/LIiBr, a pesar de que la
solubilidad del LiOH en disolventes organicos es mucho menor. En estas condiciones se
observé también la formacién del producto de transoximacion (1a) (8%, Tabla 4.1,
entrada 17) descrito anteriormente. También se llevo a cabo la reaccion en condiciones
anhidras (Tabla 4.1, entrada 18), y como se habia observado anteriormente, el

rendimiento cayé a un 10%. En un intento de mejorar la solubilidad de LiOH en el
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medio de reaccidn, se utiliz6 EtOH como disolvente, pero el rendimiento obtenido
disminuyd apreciablemente (68%, Tabla 4.1, entrada 19). Como en el caso de la
combinacion DABCO/LIBr, el hidroxido de litio también puede usarse en cantidades
cataliticas proporcionando rendimientos similares en tiempos de reaccién mas reducidos
(Tabla 4.1, entradas 20-22). A pesar de estos resultados, los problemas de solubilidad y
de transoximacion, determinaron que la mejor opcion para llevar a cabo la reaccion era
el empleo del sistema DABCO/LIBr.

Otro reactivo que se comporta como base y aporta el catién litio necesario es n-
BuLi. La reaccion empleando n-BuLi se llevé a cabo en THF anhidro a -80°C, usando
cantidades equimoleculares de reactivos (Tabla 4.1, entrada 23). Se observo que tras 24
horas de reaccion, el rendimiento no supero el 10%, sin embargo, si transcurridos 5
minutos después de la adicion de n-BuLi a -80°C, la reaccion se lleva a temperatura
ambiente, el rendimiento aumenta a un 74% en la mitad el tiempo (Tabla 4.1, entrada
24). Una temperatura de reaccion inferior, -40 °C, proporciono tras 4 horas de reaccion
un 40% de rendimiento (Tabla 4.1, entrada 25). Por altimo, se valor6 el emple6 de una
cantidad subestequiométrica de n-BuLi** (Tabla 4.1, entradas 26-28).” Como se muestra
en la Tabla 4.1, el rendimiento aumento al disminuir la proporcion de n-BuLi de forma
que el empleo de un 20 mol% de permitié obtener la 3-oxazilina 20c con un 90% de
rendimiento en 4 horas.

El estudio preliminar de la reaccion mostro dos condiciones optimas:

Método A: n-BuL.i (20 mol%), THF anh., de -80 a -40 °C
Método B: DABCO (50 mol%), LiBr (50 mol%), MeCN, 25 °C
Ambas condiciones fueron las que se emplearon para analizar el alcance de

reaccién como se describe a continuacion.

4.3.2. Estudio del alcance de reaccion

Con el fin de evaluar la versatilidad en la formacion de 3-oxazolinas a partir de la
reaccion de cicloadicion de iluros de nitronas con aldehidos, se decidié preparar una
serie de nitronas, cuya sintesis aparece representada en la Esquema 4.7. La
condensacion de la hidroxilamina 9a con distintos aldehidos (8) proporciona las

correspondientes nitronas (1a-o0) con excelentes rendimientos.

“ En la bibliografia aparece un Gnico ejemplo (ref. 14) en el que se emplean cantidades
subestequiométricas de n-BuL.i, en concreto en la adicion de fosfitos a carbonilos.
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Las nitronas sintetizadas aparecen recogidas en la Tabla 4.2 e incluyen nitronas
alifaticas y aromaticas, y dentro de estas encontramos, sustituyentes tanto dadores como

aceptores, asi como nitronas heteroatomicas o conjugadas.

_OH
HN MgSO
(0] 4 N
H(oa I ——= RTSNTTCOoE

+ 1 |
R H DCM, 6h (0]
o =

9a 2,8 1a-o

Esquema 4.7. Sintesis de nitronas

Tabla 4.2. Sintesis de nitronas aciclicas (Esquema 4.7)

Nitrona  Aldehido R Rdto (%)™
la 8a 4-NO,CgH, 92
1b 8b 4-CICgH, 93
lc 80 i-Pr 90
1d 8p i-Bu 88
le 8q Ciclohexil 90
1f 8r Ciclopentil 90
19 2a Ph-CH=CH 92
1h 8e 4-BrCgH, 91
Li 8f Ph 85
1j 8i 2-furil 80
1k 8j 4-MeOCgH, 95
1 8k 3-CICgH,4 87
im 8l 1,1"-bifenil 94
In 8m 2-naftil 91
1o 8n 2-piridil 88
gﬂ l?ntqerr}glmlento del producto aislado tras cromatogratia en

Para estudiar el alcance de la reaccidn, también se seleccionaron una serie de
aldehidos de caracteres diferentes, que incluyen alifaticos, aromaticos, heteroaromaticos

y conjugados. Estos aldehidos aparecen representados en la Figura 4.4.
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Figura 4.4. Aldehidos escogidos para el estudio de cicloadicién

Se aplicaron las dos metodologias anteriormente optimizadas (Método A y B) con
el fin de poder comparar resultados. En la Tabla 4.3 que se muestra a continuacion

aparecen resumidos los resultados obtenidos.

R2

+ (0] ~
R1/§l}j/\COZEt — o0
+ 2
RZH Be
© R1’<N/ CO,Et
1cf 2,8 (£)-20a-t

Esquema 4.8. Estudio del alcance de la reaccién

123



Tabla 4.3. Estudio del alcance de la reaccién (Esquema 4.8)

# Nitrona R Aldehido R? Prod. Rdto. (%)
16 1c i-Pr 2a (E)-PhCH=CH  20a 69 (53)
2 1c i-Pr 8a 4-NO,CgH, 20b 90 (92)
3 1c i-Pr 8f Ph 20c 89 (90)
4 1c i-Pr 8s 4-MeCgH, 20d 78 (69)
5t 1c i-Pr 8j 4-MeOCgH, 20e 75 (64)
6 1c i-Pr 80 i-Pr 20f 86 (82)
7 1c i-Pr 8p i-Bu 209 88 (89)
8 1c i-Pr 8r ciclopentil 20h 89 (85)
9 1c i-Pr 8t PhCH, 20i 93 (91)
10 1c i-Pr 2m (E)-MeCH=CH  20j 78 (71)
11 1d i-Bu 8a 4-NO,CgH, 20k 93 (90)
12 1d i-Bu 8f Ph 201 88 (85)
13 le ciclohexil 8a 4-NO,CgH, 20m 92 (90)
14 le ciclohexil 8f Ph 20n 90 (87)
15 le ciclohexil 8o i-Pr 200 78 (80)
16 le ciclohexil 2m (E)-MeCH=CH  20p 72 (68)
17 1f ciclopentil 8a 4-NO,CgH,4 209 92 (89)
18 1f ciclopentil 8f Ph 20r 90 (86)
19 1c i-Pr 8n 2-piridil 20s 86 (89)
20 1c i-Pr 8i 2-furil 20t 92 (90)

[a] Método A: 20 mol% BuLi, THF, de -80° C a -40°C, 4 h. Método B (entre paréntesis): 50 mol%

DABCO, 50 mpl% LiBr, MeCN, ta, 24 h. [b] Aislado tras purificacion por columna

8romatog,réf2r%ahUnlcamente se obtiene el isdmero trans. [c] Tiempo de reaccién 36 h. [d] Tiempo
e reaccion .

Los resultados obtenidos por ambas metodologias resultan ser comparables. En
cuanto a las nitronas con un sustituyente alifatico, la reaccién transcurre tanto con
aldehidos alifaticos como aromaticos. En el caso de aldehidos con sustituyentes dadores
(Tabla 4.3, entradas 4-5) y de aldehidos conjugados (Tabla 4.3, entradas 1, 10 y 16) se
requiere de un tiempo adicional para alcanzar buenos rendimientos. Con estos ultimos
en ningin momento se observa la formacion del producto de adicion al doble enlace.

El alcance de la cicloadicion, en cuanto a las nitronas, es limitado, ya que
Gnicamente las nitronas alifaticas dan lugar a la reaccion de formacion de 3-oxazolinas.
Las nitronas aromaticas, heteroaromaticas y conjugadas no dan lugar a la

transformacion (1b, 1g-0). Unicamente, la nitrona derivada del 4-nitrobenzaldehido 1a
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reacciona con el 4-nitrobenzaldehido (8a) para formar la correspondiente 2-oxazolina
21 (Esquema 4.9). EIl analisis por difraccion de rayos X del producto aislado, mostro

que también habia sido obtenido de forma totalmente estereoselectiva (Figura 4.5).

&

>

@A “>CO,Et /@/CHO Método A o—
oo aown .
O,N O,N /®/<N CO,Et

1a 8a (2)-21 (76%)

10-Z+

Esquema 4.9. Reaccion de obtencion de 2-oxazolina (21)
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Figura 4.5. Diagrama ORTEP del compuesto 21, mostrando los elipsoides con un 50% de
probabilidad

Estos resultados ilustran el hecho de que en esta reaccion, las C-arilnitronas son
menos reactivas que las C-alquilnitronas y que sélo en el caso mas favorable, el del
compuesto 1a, en el que el carbono de la nitrona es mas electrofilo y lo mismo para el
aldehido, se produce la transformacion. La formacion de la 2-oxazolina 21 puede
deberse a la migracion del doble enlace como consecuencia de una estabilizacion por

conjugacion.

4.3.3. Estudio de obtencion de 3-oxazolinas enantioméricamente puras

Tal y como se ha comentado hasta ahora, la metodologia desarrollada permite la
obtencién de 3-oxazolinas haciendo uso de una base y una sal de litio, generando
Gnicamente el estereoisdmero trans. Con el fin de obtener el producto de forma
enantioméricamente pura, se llevaron a cabo una serie de pruebas empleando bases no

racémicas. Asi, se sustituyo la base, DABCO, por compuestos como quinidina (A),
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cinchonidina (B) y esparteina (C) que pueden actuar como base y son dpticamente
activos. Estas pruebas permitieron la obtencion de la correspondiente 3-oxazolina, sin
embargo, el andlisis del producto mediante HPLC quiral, indic6 que en todos los casos,
se trataba de una mezcla equimolecular de enantiomeros (Esquema 4.10). Este resultado
parecia indicar que, si bien la base es necesaria para arrancar un proton, no participa en

la etapa en la que se forman los centros estereogénicos de la 3-oxazolina.

(A, B 0 C) (50 mol%)
w/*ﬁl/\cooa /@/CHO
+ N
(o] LiBr (50 mol% S
- OoN Me(:CN t.a ) 03\
- \//QN/ COOEt

1c 8a (£)-20b

A B c

Esquema 4.10. Reactividad en presencia de bases enantioméricamente puras

También se probo el uso de (R)-Binol para inducir asimetria. Con esto, se intento
conseguir la coordinacién de litio a los grupos hidroxilo del binol y asi que estuviera
situado en un entorno asimétrico. En esta reaccion se obtuvo Unicamente un 30% de
rendimiento (20b) ya que el producto mayoritario fue la nitrona generada por
transoximacion (1a) (Rdto= 45%). El analisis por HPLC quiral indico que se obtenia la
3-oxazolina (20b) como una mezcla equimolecular de sus enantiomeros (Esquema
4.11).

OH
0"
N +

ﬁ/*ﬁ/\cooa /@/CHO 20 mol% /@*ﬁ/\:ooa
| + _ =
o o

2 O,N O,N O

n-BuLi (20 mol%) 03\
THF anh, N/ COOEt
1c 8a -80° a -40°C 1a
(+)-20b

Esquema 4.11. Reactividad en presencia de (R)-Binol
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4.4. Estudio del mecanismo de reaccion

El estudio de la reaccion de cicloadicion de iluros de C-arilnitronas con ésteres a,[3-
insaturados, desarrollado con anterioridad en nuestro grupo de investigacion,* demostré
que el proceso transcurria por pasos, gracias al aislamiento del intermedio inicial de la

adicion Michael y a los resultados de los célculos computacionales (Esquema 4.12).

MeOOC MeOOC,
TEA (1 eq.) \1 n
OIS .
Ph” >N” ~COOMe +
o + 2 NCOOMe LiBr (0.5 eq.) Ph/%,}l COOMe , Ph N COOMe
- DCM, 0°C 0 OH
50% 45%

racémico

Esquema 4.12. Adicién por pasos de iluro de nitrona a éster a,B-insaturado

Por el contrario, para la reaccion entre iluros de C-alquilnitronas y aldehidos en
condiciones cataliticas, ningun intento de aislar un intermedio ha dado resultado. Sobre
el mecanismo de la reaccion, el Unico dato experimental que se tiene es que en presencia
de tamices moleculares, la reaccion no tiene lugar, por lo que la presencia de agua, tal y

como se ha comentado, resulta indispensable.

4.4.1 Estudios espectroscopicos

Se llevaron a cabo estudios espectroscopicos de resonancia magnética nuclear
(RMN) con el fin de elucidar el mecanismo de la reaccion. Para ello, una mezcla de
nitrona 1c y aldehido 8a en THF-dg como disolvente a -80 °C, se traté con un 20 mol%
de n-BuLi monitorizando su evolucién por RMN (Figura 4.6). La traza A de la figura
muestra una seccion del espectro de la mezcla de nitrona y aldehido. Se observé que las
sefiales aromaticas y del protdn de nitrona a 6.90 ppm desaparecian completamente tras
la adicion de un 20 mol% de n-BuLi a -80 °C vy tras 2 minutos (Figura 4.6, traza B)
aparecia una sefial caracteristica del producto a 6.20 ppm, correspondiente a H5.
También se observd la aparicion de dos sefiales nuevas a 4.40 y 5.31 ppm, que
experimentos selectivos TOCSY indicaron que correlacionaban entre si y que podrian
corresponder a las sefiales de los protones H4 y H5 del intermedio IN4. La reaccion no
progresd a -80 °C después 4 horas (Figura 4.6, traza C), pero después de calendar a -40
°C, al cabo de 4 horas, las sefiales de 4.40 y 5.31 ppm desaparecieron y Unicamente se
observaron las sefiales correspondientes al producto final (Figura 4.6, traza D). Esto

evidencia el hecho de que la 3-oxazolina se forma durante el transcurso de la reaccién
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sin que sea necesario el aporte de una fuente de protones cuando se detiene la reaccion o

mediante un agente externo.

NO, NO,
H5©/
o
““\H4OMe &
N7 O—~H5
o O 1

\ \//4,\( CO,Et
/Li\

§ s ()-20b
IN4
| 20b-H5
|
f | L
b i | 1
[ | — | R VU Uy
20b-H5 IN4-H5 IN4-H4
c .
| 20b-H5 IN4-H5 IN4-H4

A |l |
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. T . .

8 7 6 5 [ppm]

Figura 4.6. Estudios espectroscopicos de RMN

4.4.2 Estudios computacionales

Debido a la falta de informacion experimental sobre otros posibles intermedios de
reaccion, se decidio estudiar el mecanismo mediante técnicas computacionales. Para
ello se modelizd la reaccion entre la nitrona (NI) y el aldehido (AL) catalizada por n-
BuL.i considerando la formacion del correspondiente iluro de nitrona (YL) como primer
paso de la reaccidn. Para conseguir una mayor eficiencia en los célculos tedricos, la
nitrona utilizada como modelo se simplificO considerando un resto metilo en el

sustituyente alifatico, al igual que el aldehido (Esquema 4.13).

Me™

/YOMG o) O
+ Me + H,0
A —~ 1 2

0 Me H

10-Z+

NI AL PR

Esquema 4.13. Reaccion modelo para el estudio computacional

Se ha llevado a cabo un estudio completo de todos los posibles caminos de reaccion
y la optimizacion de todas las geometrias, usando M06-2X/6-311+G(d,p)/PCM=THF
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como nivel de teoria. El ciclo catalitico que se propone aparece representado en la
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Figura 4.7. Ciclo catalitico

Para poder explicar con mas claridad el mecanismo de reaccion, se ha representado
en marrén el ciclo en condiciones anhidras, que tiene lugar en la primera vuelta o
cuando se emplea n-BuLi en cantidad equimolecular. En azul, se representa el ciclo
catalitico en presencia de agua que se ha generado tras el primer ciclo y que como se va
a comentar, requiere de menor energia, por lo que una vez que se ha formado la primera
molécula de agua (final del ciclo marrén), el ciclo transcurre por el camino azul.

De forma general, el ciclo catalitico se compone de los siguientes pasos; en primer

lugar se produce la formacion de iluro que se coordina a litio (YL) al igual que el
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aldehido, formando el complejo inicial (SC) en el cual ambos reactivos se encuentran
activados. Este complejo puede evolucionar por dos caminos diferentes, dependiendo de
la cara del aldehido por la que ataca el iluro (Figura 4.8). En los célculos, asi como en
las figuras, solo se ha considerado la aproximacién inicial por la cara Si del iluro, ya que
el ataque por la otra cara daria lugar a los correspondientes enantiomeros con los
mismos valores de energia. Los estados de transicion encontrados, TS1-a, para el ataque
por la cara Si, y TS1-b, para la cara Re del aldehido, generan los intermedios IN1-a e
IN1-b respectivamente que, tras un cambio en la coordinacién en el que entra una
molécula de disolvente, generan IN2-a e IN2-b. Estos intermedios tienen la flexibilidad
conformacional suficiente para dar dos posibles ataques, dependiendo de la cara de la
nitrona (a través de TS2-a-Re y TS2-a-Si desde IN2-a y TS2-b-Re y TS2-b-Si desde
IN2-b) y generar el anillo de 1,3-oxazolidina (PR).
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Asi pues, IN3-a-Re y IN3-b-Si convergen al estereoisomero trans racémico (PR-
trans), mientras que IN3-a-Si y IN3-b-Re convergen al racémico cis (PR-cis). La

selectividad cis/trans se debe valorar segun las diferentes energias, que se ilustran en la

Figura 4.9.
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Figura 4.9. Diagrama de energia para la reaccion entre YL y AL

Teniendo en cuenta que el paso determinante de la velocidad de la reaccion es la
formacién de IN1, la formacion de IN1-a esta favorecida energéticamente frente a IN1-
b (1.7 kcal/mol), por lo que tras el cambio en la coordinacion del intermedio, se genera
principalmente IN2-a. Este intermedio puede ciclar por ambas caras de la nitrona, sin

embargo, la cara Re se encuentra favorecida en energia (2.6 kcal/mol), por lo que se
obtiene mayoritariamente el estereoisomero trans del producto, lo cual estd en

concordancia con los datos experimentales.
Tras un cambio en la coordinacién del catién litio en IN3 para formar IN4, la

interaccién con una molécula de agua (IN5) promueve la migracion del proton, marcado

en rojo en el ciclo catalitico (Figura 4.7), proporcionando el enolato ING, lo que facilita
la ruptura del enlace N-O para dar el intermedio IN7 con el anillo de 3-oxazolina. El
paso desde IN4 hasta IN7, puede considerarse como un proceso de B-eliminacion
asistido por el cation litio. Finalmente, la pérdida de una molécula de disolvente del

cation litio, forma IN8, precursor inmediato del producto final. Una nueva molécula de
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nitrona (NI) desplaza la oxazolina (PR) y regenera la especie cataliticamente activa
(IN9), que vuelve a entrar en el ciclo, formando el complejo activado (SC) y generando
una molécula de agua que resulta necesaria para el progreso de la reaccion. De hecho, si
se elimina el agua de la reaccion, tal y como se ha observado experimentalmente (Tabla
4.1, entradas 11 y 18) con la presencia de tamices moleculares, el rendimiento decae
drasticamente.

Cuando se utilizan cantidades estequiométricas de base/sal de litio, la reaccion se
completa en un s6lo ciclo. En este caso, la prototropia que sufre IN4 puede estar
facilitada por el &cido conjugado de la base empleada (DABCO-H"). Cuando la
reaccion se lleva a cabo en presencia de 1 eq. de n-BuLi (ciclo marron), la
transformacion de IN4 pasa a través de un estado de transicion intramolecular (TS6) de
mayor energia (AG = 10 kcal/mol), lo cual justifica el bajo rendimiento obtenido (Tabla
4.1, entrada 23). Para poder sobrepasar esta barrera y obtener un mayor rendimiento, es
necesario un aporte energético que se consigue al aumentar la temperatura de -80°C a -
40°C (Tabla 4.1, entradas 24 y 25).

La fuerza directriz del ciclo catalitico de menor energia, el representado en azul, se
determina por la diferencia de energia de IN8, el aldehido (AL) y la nitrona (NI) con la
regeneracion del complejo activado (SC), el producto (PR) y dos moléculas de H,0. En
este caso el valor es de AG = -15.8 Kcal/mol (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Fuerza directriz del ciclo catalitico
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4.5 Conclusiones

Las nitronas aciclicas alifaticas han demostrado ser reactivos de gran interés para la

preparacion de nuevos heterociclos.

Las nitronas con un resto alifatico en el &tomo de carbono reaccionan con aldehidos
en presencia de una base y del cation litio, dando lugar a 3-oxazolinas 2,5-disustituidas
con estereoquimica trans.

En el caso de que el aldehido sea a,B-insaturado se obtiene Unicamente el producto
de adicion al grupo carbonilo, sin observarse en ningin momento la adicion al doble
enlace C=C.

Las nitronas preparadas con un resto aromatico en el dtomo de carbono del grupo
funcional nitrona, no reaccionan con aldehidos en condiciones similares y por lo tanto
no generan 3-oxazolinas. Unicamente, la nitrona con un grupo p-nitrofenilo en el &tomo
de carbono reacciona dando lugar en este caso a una 2-oxazolina, por conjugacion del
doble enlace con el anillo aromatico.

La presencia del catidn litio en cantidades subestequiométricas promueve el ciclo
catalitico activando los reactivos y facilitando la eliminacion de agua, necesaria para
que la reaccidn progrese. Por tanto, la reaccion descrita puede considerarse como
autocatalitica.

El exceso de agua o sales de litio, como LiOH, provoca una reaccion paralela
indeseada de transoximacion.

La presencia de bases o auxiliares quirales no influye en la estereoselectividad del
proceso, que sigue siendo totalmente trans, pero no son capaces de inducir quiralidad.

El mecanismo propuesto justifica que sin agua en el medio de reaccion la energia
necesaria para la transformacion es muy superior y por lo tanto el rendimiento obtenido

es muy bajo.
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4.6 Experimental Section

General Methods

Miscellaneous: Analytical grade solvents and commercially available reagents were
used without further purification. Anhydrous solvents were purified and dried with
activated molecular sieves prior to use. All the glassware was dried for 12 hours prior
to use in an oven at 140°C, and allowed to cool under humidified atmosphere.
Reactions were monitored using analytical thin layer chromatography (TLC), in pre-
coated silica-backed plates (DC-Fertigfolien ALUGRAM® xtra SIL G/UV3s4). These
were visualized by ultraviolet irradiation, permanganate potassium or p-anisaldehyde
dips. For flash chromatography Silica Gel 60, 63-200 microns was used. For the
removal of solvents under reduces pressure Biichi R-210 rotary evaporators were used.

NMR: *H-NMR, *C-NMR were acquired at 25°C on Bruker Avance 400 MHz or
AVANCE II 300 MHz instruments in the stated solvent. Chemical shifts (0) are
reported in ppm relative to residual solvent signals and coupling constants (J) in hertz
(Hz). NMR assignments were using standard 2D experiments.

Melting points: m.p. were determined in a Bichi instrument and they were
uncorrected.

Elemental analyses: were performed on a Perkin EImer 240B microanalyzer or with a
Perkin-Elmer 2400 instrument.

HPLC: High performance liquid chromatography on chiral stationary phase was
performed in a Waters 2695 chromatograph coupled to a Waters 2998 photodiode array
detector. Diacel Chiralpack IA column (0.46 cm x 25 cm) was used.

X-ray: data collections were performed in an Agilent Supernova diffractometer
equipped with an Atlas CCD area detector, and a CuKa micro-focus source with a
multilayer optics (A = 1.54184 A, 250 um FWHM beam size). The sample was kept at
120 K with a Oxford Cryosystems Cryostream 700 cooler. The quality of the crystals
was checked under polarizing microscope, and a suitable crystal or fragment was
mounted on a Mitegen Micromount'™ using Paratone N inert oil and transferred to tha

diffractometer.
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Synthesis of acyclic nirones 1c-o0
According to general procedure A, explained in chapter 3 section 3.6, nitrones 1c-0 has

been prepared.

(Z)-2-ethoxy-N-(2-methylpropylidene)-2-oxoethanamine oxide (1c).
w/*@/\coga
o
1c

Following the general procedure, 1c (338 mg, 1.95 mmol) was isolated as a yellow oil.
Yield: 90%.

R¢= 0.10; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (300 MHz, acetone-dg) & 1,08 (d, 6H, J=6,8 Hz, (CH3),-CH) 1,24 (t, 3H, J=
7,1 Hz, CH3-CHy), 3,07-2,94 (m, 1H, (CH3)-CH), 4,18 (q, 2H, J=7,1 Hz, CH3-CHy),
4,61(s, 2H, N-CHy), 6,88 (d, 2H, J=6.8 Hz, CH=N).

3C NMR (75 MHz, acetone-dg) & 14.3 (CH3-CH,), 18.8 ((CHs),-CH), 26.7 ((CHs),-
CH), 62.0 (CH3-CH,), 66.9 (N-CH,), 146.6 (CH=N), 166.9 (CO).

Anal Calcd. for CgH1sNO3: C, 55.47; H, 8.73; N, 8.09. Found C, 55.63; H, 8.65; N, 8.15
(Z2)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-3-methylbutan-1-imine oxide (1d).

+

O
1d

Following the general procedure, 1d (358 mg, 1.91 mmol) was isolated as a yellow oil.
Yield: 88%.

R¢= 0.10; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 0.98 (d, 6H, J=6.7 Hz, (CH3),-CH), 1.29 (t, 3H, J=7.2
Hz, CH3;-CHy), 1.90-2.00 (m, 1H, (CH3),-CH), 2.45 (t, 2H, J=6.5 Hz, CH,-CH),4.25 (q,
2H, J=7.2 Hz, CH3-CHy), 4.57 (s, 2H, N-CHy), 6.82 (t, 1H, J=6.0 Hz, CH=N).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.0 (CH3-CHy), 22.5 ((CH3)2-CH), 26.0 ((CHs).-CH),
35.6 (CH,-CH), 62.2 (CH3-CHy), 66.3 (N-CH,), 143.0 (CH=N), 165.5 (CO).

Anal Calcd. for CoH17NO3: C, 57.73; H, 9.15; N, 7.48. Found C, 57.59; H, 9.05; N,
7.36.
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(2)-1-cyclohexyl-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (1e).

.
X l}l/\COZEt
o

1e

Following the general procedure, 1e (417 mg, 1.95 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 90%. m.p. 58-60°C.

R¢= 0.15; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.16-1.29 (m, 3H, CH, cy), 1.27 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH,-
CHs), 1.33-1.44 (m, 2H, CH, cy), 1.61-1.74 (m, 3H, CH, cy), 1.83-1.90 (m, 2H, CH,
cy), 2.86-2.95 (m, 1H, CH cy), 4.22 (q, 2H, J=7.1 Hz, CH,-CHs), 4.45 (s, 2H, N-CH,),
6.54 (d, 1H, J=7.3 Hz, CH=N).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs-CH,), 25.6 (CH; cy), 26.4 (CH, cy), 28.9
(CH; cy), 35.6 (CH cy), 62.4 (CH3-CHy), 67.0 (CH,-N), 145.8 (CH=N), 166.2 (CO).
Anal Calcd. for C13H19NO3: C, 61.95; H, 8.98; N, 6.57. Found C, 61.88; H, 9.13; N,
6.74

(2)-1-cyclopentyl-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (1f).

.
X l}l/\COZEt
e
1f

Following the general procedure, 1f (389 mg, 1.95 mmol) was isolated as a yellow oil.
Yield: 90%.

Ri= 0.13; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.28 (t, 3H, J= 7,1 Hz, CH,-CH3), 1.39-1.48 (m, 2H,
CH; cy), 1.59-1.70 (m, 4H, CH; cy), 1.95-2.05 (m, 2H, CH; cy), 3.30-3.18 (m, 1H, CH
cy), 4.22 (q, 2H, J=7.1 Hz, CH,-CHj3), 4.46 (s, 2H, N-CH,), 6.67 (d, 1H, J=7.2 Hz,
N=CH).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CH2-CHs), 25.9 (CH. cy), 30.5 (CH; cy), 37.3
(CH cy), 62.4 (CH,-CHg), 66.7 (N-CH,), 146.8 (N=CH), 166.2 (CO).

Anal Calcd. for C10H17NO3: C, 60.28; H, 8.60; N, 7.03. Found C, 60.37; H, 8.69; N,
6.91

(1Z-2E)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-3-phenylprop-2-en-1-imine oxide (19g).

.
PhMNAcozEt
o
19

Following the general procedure, 1g (466 mg, 2 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 92%. m.p. 87-89 °C.
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R= 0.16; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.26 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH,-CHs3), 4.59 (s, 2H, N-CHy), 7.09 (d, 1H, J=15.8 Hz, CH=CH-CH), 7.27-7.46 (m,
5H, CH=CH-CH, CH=N, Ha,), 7.51-7.56 (m, 2H, Ha/).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 14.2 (CH3), 62.6 (CH,-CHs), 66.7 (CH,), 118.4
(CH=CH-CH), 127.7 (Car), 129.2 (Car), 129.7 (Car), 136.4 (Car), 139.0 (CH=N), 139.2
(CH=CH-CH), 166.1 (CO).

Anal Calcd. for C13H1sNOs: C, 66.94; H, 6.48; N, 6.00. Found C, 67.00; H, 6.45; N,
5.99.

(2)-1-(4-bromophenyl)-N-2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (1h).

4
Ionas
&
Br
1h

Following the general procedure, 1h (565 mg, 1.97 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 91%. m.p. 96-98 °C.
Ri= 0.23; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (300 MHz, CD,Cly) & 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHa3), 4.27 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH2-CHj3), 4.68 (s, 2H, CHy), 7.39 (s, 1H, CH=N), 7.54-7.62 (m, 2H, Ha,), 8.10-8.19
(m, 2H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs), 62.7 (CH,-CHs), 68.7 (CHy), 124.7 (Ca),
129.7 (Car), 130.2 (Car), 132.1 (Ca), 135.7 (CH=N), 166.0 (CO).
Anal Calcd. for C11H1,BrNOs: C, 46.18; H, 4.23; Br, 27.93; N, 4.90. Found C, 46.16; H,
4.25; Br, 27.88; N, 4.91
(2)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-phenylmethanimine oxide (1i).
\@_/\COZEt

(0]

1i
Following the general procedure, 1i (382 mg, 1.84 mmol) was isolated as a yellow
solid. Yield: 85%. m.p. 89-91 °C.
Ri= 0.39; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (300 MHz, CD,Cly) & 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.27 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH2-CHj3), 4.69 (s, 2H, N-CH,), 7.42-7.47 (m, 3H, Ha), 7.46 (s, 1H, CH=N), 8.19-8.27
(m, 2H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs), 62.6 (CH2-CH3), 68.6 (N-CH,), 128.9 (Ca),
128.9 (Car), 130.7 (Car), 131.1 (Ca), 136.9 (CH=N), 166.2 (CO).
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Anal Calcd. for C11H13NOs: C, 63.76; H, 6.32; N, 6.76. Found C, 63.81; H, 6.29; N,
6.75
(Z)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-(furan-2-yl)methanimine oxide (1j).

\O, \g_/\COZEt

1j

Following the general procedure, 1j (342 mg, 1.74 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 80%. m.p. 65-67 °C.
R¢= 0.21; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.29 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.25 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH,-CHj3), 4.65 (s, 2H, N-CH,), 6.59 (ddd, 1H, J= 3.5 Hz, J= 1.8 Hz, J=0.7 Hz, Ha,),
7.55 (dd, 1H, J= 1.8 Hz, J=0.7 Hz, Hp,), 7.61 (s, 1H, CH=N), 7.75(d, 1H, J= 3.5 Hz,
Har).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs), 62.6 (CH2-CHs), 66.9 (N-CH,), 112.6
(Car), 115.9 (Ca), 127.6 (CH=N), 144.5 (Ca;), 147.0 (Cp/), 166.0 (CO).
Anal Calcd. for CgH11NO4: C, 54.82; H, 5.62; N, 7.10. Found C, 54.86; H, 5.58; N,
7.15.
(2)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-(4-methoxyphenyl)methanimine oxide (1Kk).

N
on o
o
MeO
1k

Following the general procedure, 1k (489 mg, 2.06 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 95%. m.p. 91-93 °C.

Ri= 0.28; Hexane/EtOAc (3:7)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs), 3.85 (s, 3H, CH3-0), 4.26
(9, 2H, J=7.1 Hz, CH,-CHs3), 4.64 (s, 2H, CH,), 6.89-7.00 (m, 2H, Ha), 7.33 (s, 1H,
CH=N), 8.15-8.31 (m, 2H, Ha)).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.3 (CH3-CH,), 55.8 (CH3-0), 62.5 (CH2-CHs), 68.2
(CHy), 114.2 (Car), 123.7 (Car), 130.8 (Car), 136.3 (Car), 161.8 (CH=N), 166.5 (CO).
Anal Calcd. for C1,HisNO4: C, 60.75; H, 6.37; N, 5.90. Found C, 60.70; H, 6.39; N,
5.87
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(2)-1-(3-chlorophenyl)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (11).

.
X l}l/\CozEt
o

cl 11
Following the general procedure, 11 (456 mg, 1.89 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 87%. m.p. 75-77 °C.
R¢= 0.38; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.30 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.27 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH,-CHj3), 4.70 (s, 2H, CH,), 7.31-7.47 (m, 2H, Ha)), 7.42 (s, 1H, CH=N), 7.96-8.00
(m, 1H, Ha), 8.43-8.44 (m, 1H, Ha)).
13C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs3), 62.7 (CH,-CHs3), 68.8 (CH,), 127.1 (Ca)),
128.1 (Car), 130.1 (Car),130.9 (Car),132.3 (Car),138.4 (Car),135.5 (CH=N), 166.0 (CO).
Anal Calcd. for C1;H1,CINO3: C, 54.67; H, 5.01; Cl, 14.67; N, 5.80. Found C, 54.63; H,
5.09; Cl, 14.65; N, 5.80
(2)-1-([1,1"-biphenyl]-4-yl)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)methanimine oxide (1m).

.
SN COo,E

o

e

Following the general procedure, 1m (578 mg, 2.04 mmol) was isolated as a white
solid.

Yield: 94%. m.p. 88-90 °C.

Ri= 0.23; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.31 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHas), 4.28 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH2-CHj3), 4.71 (s, 2H, CHy), 7.32-7.42 (m, 1H, Ha), 7.43-7.50 (m, 3H, CH=N, Ha),
7.64-7.67 (m, 2H, Har), 7.68-7.78 (m, 2H, Ha/), 8.25-8.39 (m, 2H, Ha)).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs3), 62.6 (CH2-CHs3), 68.6 (CH,), 127.3 (Ca),
127.3 (Car), 128.2 (Car), 129.2 (Ca),129.3 (Car), 129.7 (Car), 136.4 (CH=N), 140.4
(Car), 143.4 (Car), 166.2 (CO).

Anal Calcd. for C17H17NO3: C, 72.07; H, 6.05; N, 4.94. Found C, 72.02; H, 6.08; N,
4.93
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(2)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-(naphthalene-2-yl)methanimine oxide (1n).

N
N I}l/\COZEt
e

1n
Following the general procedure, 1n (508 mg, 1.97 mmol) was isolated as a white solid.
Yield: 91%. m.p. 90-92 °C.
R¢= 0.26; Hexane/EtOAc (5:5)
'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.31 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3), 4.29 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH2-CHj3), 4.86 (s, 2H, CHy), 7.52-7.60 (m, 3H, Ha), 7.90-7.96 (m, 2H, Ha;), 8.05-8.09
(m, 1H, Ha), 8.22 (s, 1H, CH=N), 9.46-9.49 (m, 1H, Ha,).
3C NMR (100 MHz, CD;Cl,) & 14.3 (CHs), 62.6 (CH,-CHs), 69.3 (CHy), 122.2 (Ca),
125.9 (Car), 125.9 (Ca), 126.4 (Car), 127.0 (Car), 127.3 (Car), 129.6 (Car), 130.9 (Car),
131.6 (Car), 132.7 (CH=N), 133.8 (Car), 166.4 (CO).
Anal Calcd. for CisH1sNOs: C, 70.02; H, 5.88; N, 5.44. Found C, 70.05; H, 5.87; N,
5.50
(2)-N-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-(pyridin-2-yl)methanimine oxide (10).

.
| XS ryAcoQEt
_N O

10

Following the general procedure, 10 (398 mg, 1.91 mmol) was isolated as a yellow
solid. Yield: 88%. m.p. 75-77 °C.

R¢= 0.15; Hexane/EtOAc (5:5)

'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.29 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHas), 4.26 (q, 2H, J=7.1 Hz,
CH2-CHj3), 4.75 (s, 2H, N-CH,), 7.31 (ddd, 1H, J=7.6 Hz, J=4.8 Hz, J=0.9 Hz, Ha),
7.74 (s, 1H, CH=N), 7.80 (td, 1H, J=7.6 Hz, J=1.7 Hz, Ha), 8.63 (ddd, 1H, J=4.8 Hz,
J=1.7 Hz, J=0.9 Hz, Ha), 9.08 (dt, 1H, J=7.6 Hz, J=0.9 Hz, Ha)).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CHs3), 62.6 (CH2-CHs3), 68.7 (CH,), 123.8 (Ca),
124.9 (Car), 137.0 (Car), 138.3 (CH=N), 149.6 (Car), 150.1 (Car), 165.8 (CO).

Anal Calcd. for C19H12N203: C, 57.69; H, 5.81; N, 13.45. Found C, 57.61; H, 5.79; N,
13.49.
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Synthesis of 3-oxazolines 20a-t.

Method A. To a cooled (-78 °C) solution of the corresponding nitrone (0.5 mmol) in
anhydrous THF (5 mL), n-BuLi (63 pL of a 1.6M solution in hexanes, 0.1 mmol) was
added. The resulting mixture was stirred at -80°C for 15 min at which time a cooled (-78
°C) solution of aldehyde (0.5 mmol) in anhydrous THF (5 mL), was added via cannula.
The reaction mixture was kept at -80°C for additional 5 min and then placed in bath a -
40 °C for 4 hours. Ammonium chloride (1 mL) was added and the reaction mixture was
warmed at ambient temperature, diluted with dichloromethane (15 mL) and treated with
a saturated solution of ammonium chloride (10 mL). The organic layer was separated,
dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The
crude product was purified by column chromatography (gradient from hexane 100% to
7:3 hexane/EtOAC) to give the pure 3-oxazoline.

Method B. To a solution of the corresponding nitrone (0.5 mmol) in acetonitrile (5 mL),
aldehyde (0.5 mmol), DABCO (0.25 mmol) and LiBr (0.25 mmol) were added. The
resulting mixture was stirred at ambient temperature for 24 h at which time a saturated
solution of ammonium chloride (10 mL) was added. The reaction mixture was diluted
with dichloromethane (15 mL) and the organic layer was separated, dried over
magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude product
was purified by column chromatography (gradient from hexane 100% to 7:3
hexane/EtOAC) to give the pure 3-oxazoline.

Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-((E)-styryl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20a).

Following both methodologies, 20a was isolated as yellow oil. Method A: 69%, 99 mg,
0.35 mmol. Method B: 53%, 76 mg, 0.27 mmol.

Rs= 0.71; Hexane/EtOAc (7:3)

'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 1.00 (d, 3H, J=7.3 Hz, CH3-CH) , 1.05 (d, 3H, J=7.3
Hz, CHs-CH), 1.37 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3;-CHy), 2.20-2.08 (m, 1H, CH), 4.37 (q, 2H,
J=7.1 Hz, CH3-CH,), 5.61 (td, 1H, J=6.4 Hz, J=1.0 Hz, Hs), 5.85 (dd, 1H, J=6.4 Hz,
J=4.5 Hz, H,), 6.20 (dd, 1H, J= 15.8 Hz, J=6.4 Hz, PhCH=CH) , 6.75 (dd, 1H, J=15.8
Hz, J=1.0 Hz, PhACH=CH), 7.39-7.27 (m, 5H, Ha,).
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13C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.1 (CH3-CH,), 16.6 (CH3-CH), 17.6 (CH3-CH), 33.6
((CH3),-CH), 62.3 (CH3-CH,), 86.1 (Cs), 110.5 (C,), 123.8 (PhCH=CH), 126.7 (Ca,),
128.1 (Car), 128.6 (Ca/), 133.2 (PhCH=CH), 136.1 (Ca/), 160.6 (C4), 162.5 (CO).

Anal Calcd. for C17H»1NOs: C, 71.06; H, 7.37; N, 4.87. Found C, 71.23; H, 7.49; N,
4.62

Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-(4-nitrophenyl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate
(20b).

NO,

@
\//4,\( CO,Et

20b

Following both methodologies, 20b was isolated as a white solid. Method A: 90%, 138
mg, 0.45 mmol. Method B: 92%, 141 mg, 0.46 mmol. m.p. 84-86 °C.

Ri= 0.43; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.03 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH3), 1.05 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CHs), 1.24 (t, 3H, J= 7.1 Hz, CH3;-CH,), 2.20-2.08 (m, 1H, CH), 4.22 (dq, 1H, J=10.9
Hz, J=7.1 Hz, CHs- CHy), 4.22 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3- CHy), 6.02 (d, 1H,
J=6.6 Hz, Hs), 6.05 (dd, 1H, J=6.6 Hz, J=4.3 Hz, H,), 7.55-7.51 (m, 2H, Ha), 8.22-8.18
(m, 2H, Ha).

C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CH3-CHy), 16.9 (CH3-CH), 17.6 (CHs-CH), 34.3
((CH3),-CH), 62.8 (CH3-CH,), 87.2 (Cs), 112.6 (Cy), 124.1 (Car), 128.5 (Ca), 145.4
(Car), 148.4 (Car), 160.4 (Cy), 162.0 (CO).

Anal Calcd. for Ci15H1sN20s: C, 58.82; H, 5.92; N, 9.15. Found C, 58.67; H, 6.11; N,
9.29

Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-phenyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20c).

o—
NP cos

20c

Following both methodologies, 20c was isolated as yellow oil. Method A: 89%, 116
mg, 0.45 mmol. Method B: 90%, 118 mg, 0.45 mmol.
R= 0.39; Hexane/EtOAc (8:2)
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'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.02 (d, 3H, J=6.9 Hz, CH;-CH), 1.07 (d, 3H, J=6.9 Hz,
CHs-CH), 1.24 (t, 3H, J=6.9 Hz, CH3-CH,), 2.22-2.10 (m, 1H, CH), 4.23 (dq, 2H,
J=10.9 Hz, J=6.9 Hz, CH3-CH,), 4.24 (dq, 2H, J=10.9 Hz, J=6.9 Hz, CH3-CH,), 5.94
(d, 1H, J=6.7 Hz, Hs), 6.00 (dd, 1H, J=6.7, J=4.5 Hz, H,), 7.37-7.27 (m, 5H, Ha,).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 13.9 (CH3-CH,), 16.6 (CH3-CH), 17.7 (CH3-CH), 33.8
(CH), 62.2 (CH3-CH,), 88.0 (Cs), 111.5 (C,), 127.1 (Ca,), 127.8 (Ca), 128.7 (Ca),
137.5 (Car), 160.5 (C,4), 163.1 (CO).

Anal Calcd. for Ci5sH19NO3: C, 68.94; H, 7.33; N, 5.36. Found C, 68.83; H, 7.45; N,
5.48

Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-(p-tolyl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20d).

Me

@t
\//4,\( CO,Et

20d

Following both methodologies, 20d was isolated as yellow oil. Method A: 78%, 107
mg, 0.39 mmol. Method B: 69%, 95 mg, 0.35 mmol.

Ri= 0.72; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.01 (d, 3H, J=6.8 Hz, CHs-CH), 1.03 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CH3-CH), 1.23 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 2.06-2.13 (m, 1H, CH), 2.33 (s, 3H, CHjs-
Ar), 4.20 (dqg, 2H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.21 (dq, 2H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz,
CH3-CHy), 5.87 (d, 1H, J=6.6 Hz, Hs), 5.92 (dd, 1H, J=6.6, J=4.7 Hz, H,), 7.14-7.18
(m, 4H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 14.0 (CH3-CH,), 17.0 (CH3-CH), 17.6 (CH3-CH), 21.3
(CHs-Ar), 34.2 (CH), 62.4 (CH3-CHy), 88.1 (Cs), 111.6 (C,), 127.4 (Car), 129.6 (Ca),
135.3 (Car), 139.0 (Ca), 160.9 (Cy), 163.4 (CO).

Anal Calcd. for C16H21NO3: C, 69.79; H, 7.69; N, 5.09. Found C, 69.86; H, 7.84; N,
4.96
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Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-(4-methoxyphenyl)-2,5-dihydrooxazole-4-
carboxylate (20e).

OMe

o
\//E,}Lcoza

20e

Following both methodologies, 20e was isolated as yellow oil. Method A: 75%, 109
mg, 0.38 mmol. Method B: 64%, 93 mg, 0.32 mmol.

R¢= 0.71; Hexane/EtOACc (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.00 (d, 3H, J=6.8 Hz, CHs-CH), 1.03 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CH3-CH), 1.23 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 2.04-2.12 (m, 1H, CH), 3.79 (s, 3H, CHs-
0), 4.19 (dg, 2H, J=9.6 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.20 (dq, 2H, J=9.6 Hz, J=7.1 Hz,
CH3-CHy), 5.89 (d, 1H, J=6.6 Hz, Hs), 5.91 (dd, 1H, J=6.6, J=4.7 Hz, H;), 6.85-6.90
(m, 2H, Hap, 7.16-7.21 (m, 2H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cly) & 14.0 (CH3-CHy), 17.0 (CH3-CH), 17.6 (CHs-CH), 34.2
(CH), 55.6 (O-CHg), 62.4 (CH3-CHy), 87.9 (Cs), 111.5 (Cy), 114.3 (Car), 128.8 (Car),
130.3 (Car), 160.3 (Ca), 160.9 (C4), 163.5 (CO).

Anal Calcd. for C16H21NO4: C, 65.96; H, 7.27; N, 4.81. Found C, 66.12; H, 7.18; N,
4.97

Ethyl (2R*,5R*)-2,5-diisopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20f).

98
\//QN/ CO,Et
20f

Following both methodologies, 20f was isolated as colorless oil. Method A: 86%, 98
mg, 0.43 mmol. Method B: 82%, 93 mg, 0.41 mmol.

Ri= 0.65; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 0.77 (d, 3H, J=7.0 Hz, CH;-CH-Cy), 0.94 (d, 3H, J=6.9
Hz, CH;-CH-Cs), 0.95 (d, 3H, J=6.9 Hz, CH3-CH-Cs), 1.02 (d, 3H, J=7.0 Hz, CH3-CH-
Cz), 1.35 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3;-CHy,), 1.98 (septd, 1H, J=7.0 Hz, J=4.7 Hz, CH-C),),
2.16 (septd, 1H, J=6.9 Hz, J=2.5 Hz, CH-Cs), 4.32 (dq, 1H, J=11.6 Hz, J=7.1 Hz, CHs-
CH.), 4.33 (dq, 1H, J=11.6 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CHy,), 4.90 (dd, 1H, J=7.0 Hz, J=2.5 Hz,
Hs), 5.60 (dd, 1H, J=6.9 Hz, J=4.7 Hz, H)).
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13C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CH3-CH,), 16.0 (CH3-CH), 17.0 (CH3-CH), 17.3
(CH3-CH), 19.8 (CH5-CH), 31.7 (CH3-CH), 34.3 (CH3-CH), 62.4 (CH5-CH,), 91.1 (Cs),
111.2 (Cy), 161.7 (Cy4), 164.4 (CO).

Anal Calcd. for C12H1NOs: C, 63.41; H, 9.31; N, 6.16. Found C, 64.58; H, 9.45; N,
6.25

Ethyl (2R*,5R*)-5-isobutyl-2-isopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20g).

o—"
NP

20g
Following both methodologies, 20g was isolated as colorless oil. Method A: 88%, 106
mg, 0.44 mmol. Method B: 89%, 107 mg, 0.45 mmol.

R= 0.61; Hexane/EtOAc (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 0.92-0.97 (m, 12H, (CHs),-CH-CHj, (CH3),-CH), 1.35
(t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.42-1.49 (m, 1H, CH,), 1.56-1.62 (m, 1H, CH,), 1.75-1.85
(m, 1H, (CH3),-CH-CHy), 1.93-2.02 (m, 1H, (CH3),-CH), 4.32 (q, 2H, J=7.1 Hz, CHjs-
CHy), 5.02 (ddd, 1H, J=9.4 Hz J=6.5 Hz, J=2.9 Hz, Hs), 5.61 (dd, 1H, J=6.9 Hz, J=4.8
Hz, H,).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CH3-CHj), 17.1 (CHs-CH), 17.4 (CHs-CH), 21.9
(CH3-CH-CHy), 23.6 (CH3-CH-CH,), 25.7 (CH-CHy,), 33.9 ((CH3)2-CH), 41.6 (CHy),
62.3 (CH3-CHy), 84.9 (Cs), 109.8 (C,), 161.4 (C,4), 165.4 (CO).

Anal Calcd. for C13H23NOs: C, 64.70; H, 9.61; N, 5.80. Found C, 64.63; H, 9.55; N,
5.65

Ethyl (2R*,5R*)-5-cyclopentyl-2-isopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20h).

|
NP cos

20h

Following both methodologies, 20h was isolated as colorless oil. Method A: 89%, 113
mg, 0.45 mmol. Method B: 85%, 107 mg, 0.43 mmol.

Rs= 0.65; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.35 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.43-1.56 (m, 5H,
CH; ¢y), 1.59-1.74 (m, 3H, CH> ), 1.97 (septd, 1H, J=6.8 Hz, J=4.6 Hz, CH), 2.27-2.37
(m, 1H, CHgy), 4.32 (dg, 1H, J=10.8 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.33 (dq, 1H, J=10.8 Hz,
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J=7.1 Hz, CH3-CH,), 5.04 (dd, 1H, J=6.8 Hz, J=3.6 Hz, Hs), 5.62 (dd, 1H, J=6.8 Hz,
J=4.6 Hz, H,).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 14.2 (CH3-CH,), 17.0 (CH3-CH), 17.3 (CH3-CH), 25.9
(CH3 ¢y), 26.0 (CH; ¢y), 26.8 (CH> ¢y), 29.5 (CH2 ¢y), 34.3 (CH ), 42.8 (CH), 62.4 (CH3-
CHy), 88.6 (Cs), 110.9 (C,), 161.8 (C4), 164.6 (CO).
Anal Calcd. for C14H23NO3: C, 66.37; H, 9.15; N, 5.53. Found C, 66.53; H, 9.35; N,
5.39
Ethyl (2R*,5R*)-5-benzyl-2-isopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20i).

~—Ph

(-
\//4,\,/ CO,Et

20i
Following both methodologies, 20i was isolated as yellow oil. Method A: 93%, 128 mg,
0.47 mmol. Method B: 91%, 125 mg, 0.46 mmol.
R¢= 0.68; Hexane/EtOAC (8:2)
'"H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 0.89 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH3-CH), 0.90 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CH3-CH), 1.37 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 1.88-2.00 (m, 1H, CH), 2.98 (dd, 1H,
J=14.2 Hz, J= 5.9 Hz, CH,-Ph), 3.15 (dd, 1H, J=14.2 Hz, J= 3.9 Hz, CH,-Ph), 4.26-
4.41 (m, 2H, CH3-CH,), 5.26 (ddd, 1H, J=6.7 Hz J=5.9 Hz, J=3.9 Hz, Hs), 5.36 (dd,
1H, J=6.7 Hz, J=4.7 Hz, H,), 7.16-7.30 (m, 5H, Ha).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl,)  14.2 (CH3-CH,), 17.0 (CH3-CH), 17.3 (CH3-CH), 33.9
(CH), 39.3 (CH,-Ph), 62.5 (CH3-CHy), 86.8 (Cs), 110.5 (C,), 127.0 (Car), 128.6 (Ca),
129.9 (Ca), 137.5 (Ca), 161.3 (Cy), 163.9 (CO).
Anal Calcd. for C16H21NO3: C, 69.79; H, 7.69; N, 5.09. Found C, 69.85; H, 7.75; N,
5.15
Ethyl (2R*,5R*)-2-isopropyl-5-((E)-prop-1-en-1-yl)-2,5-dihydrooxazole-4-
carboxylate (20j).

=/
L
\//4,\,/ CO,Et

20j
Following both methodologies, 20j was isolated as yellow oil. Method A: 78%, 88 mg,
0.39 mmol. Method B: 71%, 80 mg, 0.36 mmol.
R= 0.56; Hexane/EtOAc (8:2)
'H NMR (400 MHz, CDCl,) & 0.95 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH3-CH) , 0.97 (d, 3H, J=6.8
Hz, CHs-CH), 1.33 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.71 (ddd, J=6.6 Hz, J=1.6 Hz, J=0.9
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Hz, CH=CH-CHs), 2.00 (septd, 1H, J= 6.8 Hz, J= 4.8 Hz, CH), 4.30 (dg, 1H, J= 10.9
Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.31 (dg, 1H, J= 10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 5.33-5.36 (m,
1H, Hs), 5.45 (ddg, 1H, J= 15.8 Hz, J=6.9 Hz, J=1.6 Hz, Cs-CH=CH), 5.66 (dd, 1H,
J=6.3 Hz, J=4.8 Hz, H,) , 5.85 (dqd, 1H, J=15.8 Hz, J=6.6 Hz, J=1.0 Hz, Cs-CH=CH).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CH3-CH,), 17.0 (CH3-CH), 17.6 (CH3-CH), 17.8
(CH3-CH=CH), 33.9 (CH), 62.3 (CH3-CHy), 86.5 (Cs), 110.4 (C,), 126.5 (Cs-CH=CH),
130.6 (Cs-CH=CH), 161.0 (Cy), 163.0 (CO).

Anal Calcd. for C12H1oNO3: C, 63.98; H, 8.50; N, 6.22. Found C, 64.11; H, 8.42; N,
6.35

Ethyl (2R*,5R*)-2-isobutyl-5-(4-nitrophenyl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate
(20K).

N” TCO,Et
20k

Following both methodologies, 20k was isolated as yellow oil. Method A: 93%, 149
mg, 0.47 mmol. Method B: 90%, 144 mg, 0.45 mmol.

Ri= 0.53; Hexane/EtOACc (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.02 (d, 3H, J=6.7 Hz, CHs-CH), 1.03 (d, 3H, J=6.7 Hz,
CH3-CH), 1.24 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 1.61-1.69 (m, 1H, CHy), 1.73-1.81 (m,1H,
CH), 1.90-2.01 (m, 1H, CH3-CH), 4.22 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3;-CH,), 4.22
(dg, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3;-CH,), 6.04 (d, 1H, J=6.4 Hz, Hs), 6.25 (ddd, 1H,
J=7.2 Hz, J=6.4 Hz, J=5.5 Hz, Hy), 7.51-7.57 (m, 2H, Ha), 8.15-8.23 (m, 2H, Ha)).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CH3-CH,), 22.6 (CH3-CH), 23.1 (CH5-CH), 25.2
((CH3)2-CH), 44.9 (CHy), 62.8 (CH3-CHy), 86.4 (Cs), 107.3 (Cy), 124.1 (Car), 128.5
(Car), 145.3 (Car), 148.4 (Car), 160.5 (Cy), 161.5 (CO).

Anal Calcd. for C16H20N20s: C, 59.99; H, 6.29; N, 8.74. Found C, 60.23; H, 6.19; N,
8.58
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Ethyl (2R*,5R*)-2-isobutyl-5-phenyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20l).

NZ TCO,Et

201

Following both methodologies, 201 was isolated as yellow oil. Method A: 88%, 121 mg,
0.44 mmol. Method B: 85%, 117 mg, 0.43 mmol.

R¢= 0.54; Hexane/EtOACc (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.01 (d,3H, J=6.7 Hz, CH3-CH), 1.02 (d, 3H, J=6.7 Hz,
CH3-CH), 1.22 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.62 (ddd, 1H, J=13.7 Hz, J=7.2 Hz, J=6.5
Hz, CH,), 1.75 (ddd, 1H, J=13.7 Hz, J=7.2 Hz, J=5.4 Hz, CH,), 1.88-2.00 (m, 1H,
(CHs),-CH), 4.18 (dg, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.19 (dg, 1H, J=10.9 Hz,
J=7.1 Hz, CH3-CH,), 5.92 (d, 1H, J=6.4 Hz, Hs), 6.16 (ddd, 1H, J=7.2 Hz, J=6.4 Hz,
J=5.4 Hz, H,), 7.27-7.38 (m, 5H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CH3-CH,), 22.6 (CH3-CH), 23.2 (CH3-CH), 25.2
((CH3)2-CH), 45.0 (CHy), 62.4 (CH3-CHy), 87.5 (Cs), 106.6 (Cy), 127.6 (Car), 128.9
(Car), 129.0 (Car), 138.2 (Car), 160.9 (Cy), 162.7 (CO).

Anal Calcd. for C16H21NOs: C, 69.79; H, 7.69; N, 5.09. Found C, 69.94; H, 7.48; N,
4.86

Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclohexyl-5-(4-nitrophenyl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate
(20m).

NO,

O
O/E,\T/)\coza

20m
Following both methodologies, 20m was isolated as yellow oil. Method A: 92%, 159
mg, 0.46 mmol. Method B: 90%, 156 mg, 0.45 mmol.
Rs= 0.51; Hexane/EtOACc (8:2)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.17-1.32 (m, 5H, CH; cy), 1.24 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs-
CH,), 1.66-1.72 (m, 1H, CH; cy), 1.75-1.88 (m, 5H, CH, cy, CH cy), 4.21 (dq, 1H,
J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 4.22 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH), 5.99
(d, 1H, J=6.7 Hz, Hs), 6.02 (dd, 1H, J=6.7 Hz, J=4.3 Hz, H;), 7.46-7.58 (m, 2H, Ha),
8.13-8.24 (m, 2H, Ha).
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3C NMR (100 MHz, CD;Cl,) & 14.0 (CH3-CH,), 26.2 (CH, cy), 26.3 (CH; cy), 26.7
(CH; cy), 27.6 (CH2 cy), 28.4 (CH; cy), 43.9 (CH cy), 62.7 (CH3-CH,), 87.0 (Cs), 112.0
(Cy), 124.1 (Car), 128.5 (Car), 145.4 (Car), 148.4 (Car), 160.4 (C4), 161.8 (CO).

Anal Calcd. for C1gH22N20s: C, 62.42; H, 6.40; N, 8.09. Found C, 62.28; H, 6.59; N,
8.21

Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclohexyl-5-phenyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20n).

O
O/g,}coza

20n

Following both methodologies, 20n was isolated as yellow oil. Method A: 90%, 137
mg, 0.45 mmol. Method B: 87%, 131 mg, 0.44 mmol.

R¢= 0.47; Hexane/EtOAC (8:2)

'"H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.10-1.16 (m, 2H, CH, ), 1.13 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs-
CH,), 1.17-1.20 (m, 3H, CH; ¢y), 1.59-1.63 (m, 1H, CH; ), 1.65-1.78 (m, 5H, CH> ,
CH ), 4.09 (dg, 1H, J=10.3 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 4.11(dq, 1H, J=10.3 Hz, J=7.1
Hz, CH3-CHy), 5.79 (d, 1H, J=6.6 Hz, Hs), 5.85 (dd, 1H, J=6.6 Hz, J=4.5 Hz, H;), 7.18-
7.29 (m, 5H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CHs-CH,), 26.2 (CH; cy), 26.3 (CH. cy), 26.7
(CHz cy), 27.6 (CH, cy), 28.4 (CH; cy), 43.9 (CH cy), 62.4 (CH3-CHy), 88.1 (Cs), 111.2
(Cy), 127.5 (Car), 128.9 (Car), 138.3 (Car), 160.8 (Cy), 163.1 (CO).

Anal Calcd. for C13H23NOs: C, 71.73; H, 7.69; N, 4.65. Found C, 71.58; H, 7.93; N,
4.49

Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclohexyl-5-isopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (200).

o
200

Following both methodologies, 200 was isolated as yellow oil. Method A: 78%, 104
mg, 0.39 mmol. Method B: 80%, 107 mg, 0.40 mmol.

Ri= 0.66; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) § 0.75 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH;-CH), 1.01 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CHs-CH), 1.10-1.27 (m, 5H, CH, ), 1.35 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.63-1.77 (m,
6H, CH; ¢y, CH (), 2.17 (septd, 1H, J=6.8 Hz, J=2.6 Hz, CH), 4.30 (dqg, 1H, J=10.9 Hz,
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J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.31 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CHs-CH,), 4.87 (dd, 1H,
J=6.9 Hz, J=2.6 Hz, Hs), 5.58 (dd, 1H, J=6.9 Hz, J=4.4 Hz, H,).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl) & 14.2 (CH3-CH,), 15.9 (CH3s-CH), 19.8 (CHs-CH),
26.2 (CH; cy), 26.3 (CH3 cy), 26.8 (CH; cy), 27.7 (CH; cy), 28.1 (CH; cy), 31.7 (CH),
44.1 (CH cy), 62.3 (CH3-CHy), 90.9 (Cs), 110.6 (C,), 161.7 (C4), 164.1 (CO).
Anal Calcd. for CisH2sNO3: C, 67.38; H, 9.43; N, 5.24. Found C, 67.24; H, 9.59; N,
5.35
Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclohexyl-5-((E)-prop-1-en-1-yl)-2,5-dihydrooxazole-4-
carboxylate (20p).
:‘:/
L
0/4,\( CO,Et
20p
Following both methodologies, 20p was isolated as yellow oil. Method A: 72%, 96 mg,
0.36 mmol. Method B: 68%, 90 mg, 0.34 mmol.
R¢= 0.65; Hexane/EtOAC (8:2)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.1-1.28 (m, 7H, CH3 ), 1.33 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs-
CH,), 1.65-1.68 (m, 1H, CH, ), 1.70 (ddd, J=6.6 Hz, J=1.6 Hz, J=0.8 Hz, CH=CH-
CHs), 1.73-1.81 (m, 3H, CH; ¢y, CH ¢y), 4.29 (dg, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,),
4.30 (dq, 1H, J= 10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 5.28-5.31 (m, 1H, Hs), 5.45 (ddq, 1H,
J=15.2 Hz, J=7.0 Hz, J=1.6 Hz, Cs-CH=CH), 5.64 (dd, 1H, J=6.3 Hz, J=4.7 Hz, H,) ,
5.84 (dqd, 1H, J=15.2 Hz, J=6.6 Hz, J=1.0 Hz, Cs-CH=CH).
C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.2 (CH3-CHy), 17.8 (CH3-CH=CH), 26.2 (CH; ),
26.3 (CH2 ¢y), 26.7 (CH2 ¢y), 27.6 (CH2 «y), 28.4 (CHy o), 43.7 (CH (), 62.3 (CH3-CHy),
86.3 (Cs), 109.8 (C,), 126.5 (Cs-CH=CH), 130.6 (C5-CH=CH), 161.1 (C,), 163.2 (CO).
Anal Calcd. for C15H23NOs: C, 67.90; H, 8.74; N, 5.28. Found C, 68.15; H, 8.90; N,
5.16
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Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclopentyl-5-(4-nitrophenyl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate
(200).

NO,

o~
g(,\}coza

20q
Following both methodologies, 20q was isolated as yellow oil. Method A: 92%, 153
mg, 0.46 mmol. Method B: 89%, 148 mg, 0.45 mmol.

Ri= 0.43; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.24 (t, 3H, J=7,1 Hz, CH3-CH,), 1.48-1.68 (m, 6H,
CH; cy), 1.75-1.86 (m, 2H, CH, cy), 2.27-2.37 (m, 1H, CH cy),4.21 (dq, 1H, J=10.9
Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.22 (dq, 2H, J= 10.9 Hz, J= 7.1 Hz, CH3-CH,), 6.04 (d, 1H,
J=6.6 Hz, Hs), 6.12 (dd, 1H, J=6.6 Hz, J=6.6 Hz, H,), 7.51-7.55 (m, 2H, Ha,), 8.17-8.21
(m,2H, Hay).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CH3-CHy), 25.9 (CHz cy), 26.1 (CH cy), 28.1
(CH; cy), 28.4 (CH; cy), 45.3 (CH cy), 62.7 (CH3-CHy), 86.9 (Cs), 111.5 (Cyp), 124.1
(Car), 128.5 (Car), 145.4 (Car), 148.3 (Car), 160.5 (Cy), 161.8 (CO).

Anal Calcd. for C17H20N203: C, 61.44; H, 6.07; N, 8.43. Found C, 61.58; H, 6.24; N,
8.37

Ethyl (2R*,5R*)-2-cyclopentyl-5-phenyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20r).

o—
g(,\,_)\coza

20r

Following both methodologies, 20r was isolated as yellow oil. Method A: 90%, 129
mg, 0.45 mmol. Method B: 86%, 124 mg, 0.43 mmol.

Ri= 0.46; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cly) & 1.22 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 1.45-1.55 (m, 2H,
CH; cy), 1.58-1.68 (m, 4H, CH, cy), 1.72-1.89 (m, 2H, CH; cy), 2.25-2.34 (m, 1H, CH
cy), 4.19 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH), 4.20 (dq, 1H, J=10.9 Hz, J=7.1 Hz,
CH3-CH,), 5.92 (d, 1H, J=6.6 Hz, Hs), 6.03 (dd, 1H, J=6.6 Hz, J=6.4 Hz, H;), 7.26-
7.38 (M, 5H, Hay).
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3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CHs-CHy), 26.0 (CH; cy), 26.1 (CH; cy), 28.1
(CH, cy), 28.4 (CH, cy), 45.3 (CH cy), 62.4 (CH5-CH.), 88.1 (Cs), 110.8 (C,), 127.6
(Car), 128.9 (Car), 129.0 (Car), 138.4 (Car), 160.4 (Cy), 163.1 (CO).
Anal Calcd. for C17H»1NOs3: C, 71.06; H, 7.37; N, 4.87. Found C, 70.94; H, 7.51; N,
4.95
Ethyl (2R*,5R*)-2-isoprpyl-5-(pyridine-2-yl)-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate
(20s).

7\

=N

0
\//4,\,_/)\002&

20s
Following both methodologies, 20s was isolated as yellow oil. Method A: 86%, 113 mg,
0.43 mmol. Method B: 89%, 117 mg, 0.45 mmol.
Ri= 0.43; Hexane/EtOACc (7:3)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.02 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH3-CH), 1.04 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CH3-CH), 1.21 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 2.05-2.18 (m, 1H, CH), 4.18-4.24 (m, 2H,
CH3-CHy), 5.88 (dd, 1H, J=6.3 Hz, J=4.8 Hz, H2), 5.97 (d, 1H, J=6.3 Hz, H5), 7.23-
7.23 (m, 1H, Hp), 7.34-7.36 (m, 1H, Hy), 7.70-7.75 (m, 1H, Ha/), 8.51-8.53 (m, 1H,
Har).
3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.0 (CH3-CH,), 17.1 (CH3-CH), 17.6 (CHs-CH), 33.9
(CH), 62.3 (CH3-CHy), 88.6 (C5), 112.1 (C2), 122.8 (Ca/), 123.8 (Car), 137.2 (Car),
150.0 (Car), 157.2 (Car), 160.6 (C4), 162.5 (CO).
Anal Calcd. for C14H1sN2O3: C, 64.11; H, 6.92; N, 10.68. Found C, 63.94; H, 7.08; N,
10.73
Ethyl (2R*,5R*)-5-(furan-2-yl)-2-isopropyl-2,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (20t).

&
@t
Y(N/ COE

20t
Following both methodologies, 20t was isolated as yellow oil. Method A: 92%, 116 mg,
0.46 mmol. Method B: 90%, 113 mg, 0.45 mmol.
R¢= 0.31; Hexane/EtOAc (8:2)
'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 0.99 (d, 3H, J=6.8 Hz, CH;-CH), 1.02 (d, 3H, J=6.8 Hz,
CH3-CH), 1.26 (t, 3H, J=7.1 Hz, CH3-CHy), 2.01-2.16 (m, 1H, CH), 4.21-4.29 (m, 2H,
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CH3-CHy), 5.80 (dd, 1H, J=6.2 Hz, J=4.9 Hz, H2), 5.95 (d, 1H, J=6.2 Hz, H5), 6.36-
6.39 (M, 2H, Hp,), 7.39-7.40 (m, 1H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CD,Cl,) & 14.1 (CH3-CH,), 17.0 (CH3-CH), 17.6 (CHs-CH), 33.8
(CH), 62.5 (CH3-CH,), 80.6 (C5), 109.4 (Ca/), 110.4 (Car), 111.0 (Car), 111.0 (C2),
143.5 (Car), 150.7 (C4), 160.6 (CO).

Anal Calcd. for C13H17NO4: C, 62.14; H, 6.82; N, 5.57. Found C, 62.05; H, 7.01; N,
5.67

Ethyl (4S*,5R*)-2,5-bis(4-nitrophenyl)-4,5-dihydrooxazole-4-carboxylate (21).

NO,

gy

21

Following Method B, 21 (146 mg, 0.38 mmol) was isolated as a white solid. Yield:
76%. m.p. 90-92 °C.

Ri= 0.25; Hexane/EtOAC (8:2)

'H NMR (400 MHz, CD,Cl,) & 1.35 (t, 3H, J=7.1 Hz, CHs-CH,), 4.32 (dq, 1H, J=10.8
Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.33 (dq, 1H, J=10.8 Hz, J=7.1 Hz, CH3-CH,), 4.82 (d, 1H,
J=8.0 Hz, H,), 6.05 (d, 1H, J=8.0 Hz, Hs), 7.62-7.57 (m, 2H, CHa), 8.29-8.23 (m, 4H,
Har), 8.35-8.34 (m, 2H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CDCl,) & 14.3 (CH3-CH,), 62.8 (CH3-CHy), 77.5 (C4), 83.1 (Cs),
124.1 (Car), 124.6 (Car), 126.8 (Car), 130.2 (Car), 132.8 (Car), 146.6 (Car), 148.6 (Car),
150.5 (Car), 163.6 (Cy), 170.1 (CO).

Anal Calcd. for C1gHi5N307: C, 56.11; H, 3.92; N, 10.91. Found C, 56.27; H, 4.16; N,
10.78
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CAPITULO 5

ADICIONES NUCLEOFILAS
SOBRE NITRONAS CiCLICAS;

SINTESIS DE PIRROLIDINAS
QUIRALES






5.1. Antecedentes sobre pirrolidinilfosfonatos como posibles inhibidores de GTs

Como se ha comentado en la introduccion de esta Memoria, en los Ultimos afios,
nuestro grupo de investigacion ha trabajado en el disefio racional y sintesis de
inhibidores de glicosiltransferasas (GTs). Una de las modificaciones introducidas ha
sido sustituir la unidad de carbohidrato que transfiere el enzima, por un anillo de
pirrolidina polihidroxilada para intentar asi aumentar su afinidad. Estos compuestos
presentan la siguiente estructura general (Figura 5.1)."

(OR)n

OH OH

Figura 5.1. Estructura general de inhibidores de GTs objetivo

Las primeras aproximaciones desarrolladas en este grupo de investigacion han
consistido en la obtencion de una familia de compuestos que han sido evaluados
biologicamente frente a hOGT y cuyas estructuras aparecen representadas en la Figura
5.2.!

o)
ﬁNH
(ORY), o N*o
*| 1l
( WE*O o)
N o
H OH OH

HO, OH RO, OR

), RO, OR
/ " ONT T
RO H

N/ N

Ha Ha
R=Bn R=Bn
R=H R=H

Figura 5.2. Inhibidores de GTs desarrollados previamente

Para la obtencién de dichos compuestos, fue necesario elaborar una nueva
metodologia de sintesis de pirrolidinilfosfonatos, basada, en términos generales, en la

adiciébn de un grupo alilo sobre nitronas ciclicas polihidroxiladas, una posterior
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fosforilacion del grupo alilo y por ultimo el acoplamiento con el nucleosido, en este
caso el derivado de uridina (Esquema 5.1).

(?R% (<|3R)n (OR),
* w0\ * | *
0o o) Boc

H

0
kaH
A (OR)s O ome

(OR) 0 N™ "0 | p?

| n \ -— [’?)*\/\/ ~OMe
[\~ A0 o0 - N

N o Boc

Ha OH OH

Esquema 5.1. Sintesis de pirrolidinilfosfonatos estudiados como inhibidores de GTs

Estos compuestos fueron valorados como posibles inhibidores frente a hOGT,
encontrandose valores de K; que oscilan en un intervalo de 87.9 a 4139.3 uM, lo que
indicaba que los compuestos mas activos, los valores mas bajos, presentaban capacidad

inhibitoria. Estos datos se comentaran en el capitulo 6 mas en profundidad.

Con el fin de aumentar la afinidad por el sitio activo del enzima, ademas de poder
valorar el efecto de los sutituyentes en el anillo de pirrolidina, en este trabajo se ha
decidido sustituir el linker de tres atomos de carbono por una unidad de fosfonato que se
asemeja en mayor medida al sustrato natural y a las interacciones que genera en el sitio
catalitico del enzima. De esta forma, pensabamos que se podria determinar qué

pirrolidina es la mas adecuada para los distintos enzimas.

Por todo lo anteriormente expuesto se decididé preparar una serie de compuestos
cuya estructura general aparece representada en la Figura 5.3 para estudiar sus

propiedades como inhibidores de GTs.

(OR)n
[ (R C Base
N_>\/F|)_O_F,)_O (0]
H o 0
OH OH

Figura 5.3. Estructura general de inhibidores objetivo
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5.2. Hipotesis de trabajo

De acuerdo con la experiencia de grupo de investigacion y con el fin de obtener los

inhibidores de GTs propuestos, nos planteamos la posibilidad de obtener pirrolidinas

quirales portadoras de un resto de &cido fosfénico, que pudieran ser acopladas a la

unidad de reconocimiento enzimatico (UMP). Estos &cidos pirrolidinilfosfonicos se

podian obtener mediante reacciones de adicién nucle6fila sobre nitronas ciclicas

quirales polihidroxiladas (Esquema 5.2).

(OR"),

| (0] (0]

* Il 1

A _fo s
N ! !

P-0—P
Hz © ©

Inhibidor

[| loH . -0-P-0
_ |
N OH O
H

Ac. pirrolidinilfosfénico

!

(OR"),
2| 0
[ +> + ||3|,OR2
[}] - \ORZ
o
Nitrona Metilfosfonato

Esquema 5.2. Analisis retrosintético para la obtencién de los inhibidores objetivo
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Como reactivos de partida, se van a utilizar nitronas que presentan una variedad en
el numero de sustituyentes y en el patron de sustitucion. Estas nitronas son analogas a
las empleadas en el trabajo anterior® y se preparan facilmente a partir de carbohidratos o
de otros productos naturales (“chiral pool”). Respecto de los metilfosfonatos que se van
a utilizar, se prestara especial atencién a la ortogonalidad entre los grupos protectores de
los grupos OH del anillo de pirrolidina (RY) y el grupo fosfonato (R?), de cara a la
desproteccion selectiva (Esquema 5.3) y al acoplamiento de los é&cidos -
aminofosfonicos resultantes con la unidad de reconocimiento de GTs, en nuestro caso,
uridina monofosfato (UMP).

;
(Cl’R h o (OR"), (OR"),

(* : IF!;ORE — [~| . B-OR? _><T| . L.oH
N OR N “OR? N “OH
|
OH H H

Esquema 5.3. Planteamiento sintético para la obtencidn de &cidos B-aminofosfonicos
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5.3. Reacciones de adicion nucleéfila sobre nitronas

La adicion nucledfila a nitronas ha sido un tema de investigacion de nuestro grupo
desde el afio 1992, habiendo dado lugar a un buen nimero de metodologias sintéticas
que han permitido preparar o- y B-amino &cidos,®* o,B-diamino acidos,® &cidos
piroglutamicos,® 4cidos pipecolicos,” 1,2-diaminas,® analogos de nucledsidos,®™

2

carbohidratos nitrogenados,*? iminoazucares,*® tropanos** y productos naturales como

Polioxina J,*> Anisomicina,*® Lentiginosina'’ o Radicamina B.'® Estas metodologias

desarrollas aparecen recogidas en varias revisiones'®?* y también han permitido la
sintesis de pirrolidinas (Esquema 5.4).2%
3
R\N,OH
R A
R? R*
A
/\(Li
R4
o
R! Nt
R2
LiCH,OR*
“ R* = Bn, MOM
Et,AICN 6 [\
Me3SiCN Y~ M
M = Li, MgBr R -OH
RS\N/OH X =N, O, CH, N 1#\/OR4
Y =S, O, NMe R
R14\CN y R?
2
R R% _OH

Esquema 5.4. Adiciones nucledfilas a nitronas
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La adicion nucleodfila sobre nitronas ciclicas, resulta ser un método directo de
obtencién de pirrolidinas sustituidas, existiendo diversos ejemplos en la bibliografia,?®2®
algunos de ellos desarrollados también en nuestro grupo de investigacion (Esquema

5.5).2931

(OR"),

J)\
<; CN
OH

TMSCN
(OR"), BrMg.__~ (OR")q o~ (OR"),
* i OR .
[;)Q\f7 [g) [;>\j
OH y o 2 OH OR?
Bng/\/ xu R= MOM, Bn

(OR"), (OR"),

L~ ('.“ ~_

OH OH

Esquema 5.5. Adicidn nucledfila sobre nitronas ciclicas polihidroxiladas

Los nucledfilos utilizados en estas reacciones de adicion son muy diversos y entre
ellos cabe destacar, organoliticos, magnesianos o cianuros. Las N-hidroxipirrolidinas
obtenidas pueden transformarse de forma sencilla en las correspondientes pirrolidinas

mediante un proceso de reduccion del enlace N-O.
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El nucleéfilo que se va a emplear en el trabajo que se describe es litiometilfosfonato
que se puede preparar por tratamiento de un metilfosfonato con n-BuLi. En la
bibliografia se puede encontrar varios ejemplos de la reaccion de estos litiados con
distintos electréfilos como aldehidos, 3 lactonas® o iminas activadas,**® entre otros
(Esquema 5.6).%°

0
'F',/OMe
= 1) - \OMe 9 O E
: BuLi P “__OTBS
04\(\/OTBS n-BuLi MeO~ T
OTBS 2) oxidacién OMe OTBS
0
o) y . HO y
Lot S0
0 ol o
™S ———> B ™S
OTBS n-Buli eto OFt “~oTBs
: _pZOEt
Se OEt _S.
NS —_— “>'NH Q
a° n-BuLi O pcoEt
FsC” O H F,c” P 0Et

Esquema 5.6. Ejemplos de adicion de litiometilfosfonatos

También existe en la bibliografia un unico ejemplo de la adicién de dietil
litiometilfosfonato sobre la nitrona ciclica mostrada en el Esquema 5.7.%" La N-
hidroxipirrolidina obtenida ha sido utilizada como precursor de la correspondiente

pirrolidina y valorada como inhibidor frente a o-L-fucosidasa.

QP o n-BuLi QL0
/H + B/OEt \\/OEt
NG ~"SOEt  THF anh., -78°C .., /P~OEt
N
! )
© OH

Esquema 5.7. Ejemplo de adicion de litiometilfosfonatos sobre nitronas ciclicas
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Recientemente en nuestro grupo de investigacion, se ha llevado a cabo la adicién de
litiometilfosfonato de dietilo sobre nitronas ciclicas quirales obtenidas a partir de vy-

nitroaldehidos. (Esquema 5.8).

Ar. Alq Ar. Alq 0
7:—/<* * o) n-BulLi r_— + OEt
” + 'E',<0Et - * ~OEt
N <" SOEt  THF anh., -78°C N
Q OH

Esquema 5.8. Antecedentes de adiciones en el grupo de investigacion

Resulta llamativo que con estas nitronas que presentan sustituyentes poco polares
como grupos aromaticos y cadenas alquilicas, Unicamente el metilfosfonato de dietilo
dio lugar a la adicion. Otros metilfosfonatos que se ensayaron como el de dimetilo y
dibencilo, no proporcionaron el producto de reaccion.
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5.4. Discusion de resultados
5.4.1. Sintesis de nitronas ciclicas polihidroxiladas

Para la preparacion de pirrolidinas quirales se seleccionaron tres nitronas ciclicas
quirales representativas que se muestran en la Figura 5.4. Estas nitronas se pueden
sintetizar a partir de D-arabinopiranosa (nitrona 22a),® L-tartrato de dietilo (nitrona

22b)**“*° y D-arabinofuranosa perbencilada (nitrona 22c).*42

o © BnO, OBn BnO, OBn
2 +/g Z +/; \“,: +/S
h N [ N

22a 22b 22c

Figura 5.4. Nitronas seleccionadas para el estudio de adicion

La sintesis de la nitrona 22a consiste en tres pasos en los que se protege
selectivamente los grupos hidroxilo de C3 y C4 de la D-arabinopiranosa mediante un
grupo isopropilideno (i), a continuacién se produce la ruptura oxidativa entre C1 y C2
(i) y por ultimo en un proceso “one-pot” se produce la reaccion del hemiacetal con el
clorohidrato de hidroxilamina para formar la correspondiente oxima y entonces se
activa “in situ” el hidroxilo en C4 en forma de mesilato para que se produzca la N-

alquilacion (iii) (Esquema 5.9). El rendimiento global de la sintesis es del 32%.

oM #\o ) X " o><o
i i 2 g

HO@OH —|> O “\\\OH —_— O O D —
+2

N
O~ "OH o0~ “OH o~ "“OH CI)
D-Arabinopiranosa 22a

Esquema 5.9. Sintesis de la nitrona 22a. (i) DMP, PTSA, DMF anh., 4 h, t.a. crudo. (ii) NalO,, H,0, 2 h,
t.a. crudo. (iii) NH,OH-HCI, MsCl, tamices moleculares-4A, py, 16 h, t.a.

La nitrona 22b se sintetiza a partir de L-tartrato de dietilo mediante la proteccion
con grupos bencilo de los alcoholes secundarios (i), a continuacion se reducen los
grupos éster con LiAIH, generando el correspondiente diol (ii) que se activa como

dimesilato (iii). La adicién de clorhidrato de hidroxilamina permite la obtencion de la N-
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hidroxipirrolidina (iv) que se oxida a nitrona usando manganesa (v) (Esquema 5.10). El
rendimiento global de la sintesis de 22b es del 79%.

on oBn BnO, OBn Bn% OBn
. . i V
COOEt P R v [ < { ;
Etooc/'\( R/'\( - - N - = NG
| |

OH OBn
L-Tartrato de dietilo i ,: R=COOEt ’ab
R=CH,OH
i
E R=CH,0OMs

Esquema 5.10. Sintesis de la nitrona 22b. (i) BnBr, Ag,0, TBAI cat., DCM, 8 h, reflujo. (ii) LiAIH,,
THF anh., 5 h, reflujo. (iii) MsCI, TEA, DCM, 3 h. (iv) NH,OH-HCI, TEA, tolueno, 6 h, reflujo. (v)
MnO,, DCM, 5 h.

Por ultimo, la nitrona 22c se obtiene a partir del producto comercial 2,3,5-tri-O-
bencil-p-D-arabinofuranosa (Esquema 5.11). El hemiacetal reacciona con una
hidroxilamina O-sililada para formar la correspondiente oxima (i). A continuacion, se
lleva a cabo la sustitucidn, con inversion de la configuracion, del hidroxilo por un mejor
grupo saliente (ii). Finalmente la desproteccion del silano favorece la N-alquilacion y la
molécula cicla recuperando la configuracion inicial (iii). EI rendimiento global de la

sintesis de 22c es de un 65%.

OBn OBn BnQ, OBn
ey L O 3
OH N-OTBDPS | =N-oTBDPS
|
BnO BnO BnO B”O o)

2,3,5-Tri-O-bencil-
B-D-arabinofuranosa

22c

Esquema 5.11. Sintesis de la nitrona 22c. (i) NH,OTBDPS, PPTS cat., tamices moleculares-4A, tolueno,
reflujo 12 h. (ii) PPhs, I,, imidazol, tolueno, tamices moleculares-4A, 3 h, 60°C. (iii) TBAF, THF anh., 30
min, 0°C a t.a.

5.4.2. Sintesis de metilfosfonatos

Para llevar a cabo las reacciones de adicion, se escogieron los fosfonatos mostrados
en la Figura 5.5, teniendo en cuenta ademas del distinto tamafio, que podia influir en la
diastereoselectividad del proceso, en la necesidad de llevar a cabo la liberacion del
acido fosfonico, previo al acoplamiento con la unidad nucleotidica de reconocimiento

enzimatico, UMP.
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o} o} o} o}
ii_OMe ii_OEt ii_OBn ii_OAlil
<" “OMe <" “OEt < SOBn < TOAlil

23a 23b 23c 23d
Figura 5.5. Metilfosfonatos seleccionados para el estudio de adicion

Los metilfosfonatos de dimetilo (23a) y dietilo (23b) son comerciales, mientras que
el metilfosfonato de dibencilo (23c) y de dialilo (23d) tuvieron que ser sintetizados.

La obtencion de metilfosfonato de dibencilo (23c) se llevo a cabo por metilacion de
fosfito de dibencilo comercial, con yoduro de metilo como agente alquilante, en THF
anhidro y en presencia de hidruro de sodio como base (Esquema 5.12).*® El producto de
la reaccion se obtuvo con un excelente rendimiento del 98%.

(0] O
n_OBn Mel, NaH _OBn
H” ~OBn THF anh. -~ SOBn
0°C
23c

Esquema 5.12. Sintesis de metilfosfonato de dibencilo

En cuanto al metilfosfonato de dialilo (23d), se plantearon dos posibles estrategias
sintéticas, la primera de ellas consiste en la reaccion de tricloruro de fésforo en medio
basico con alcohol alilico, para formar fosfito de dialilo que se metila en condiciones
idénticas a las empleadas en la sintesis de metilfosfonato de dibencilo (Esquema 5.13,
Ruta A).* La segunda estrategia consiste en la reaccion de metilfosfonato de dimetilo
con cloruro de tionilo, para sustituir los grupos metoxi por cloruros, y la posterior
reaccion del dicloruro resultante con alcohol alilico en presencia de alimina neutra, para
generar el producto deseado (Esquema 5.13, Ruta B).***®
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1) TEA anh.,
Et,0 anh. o
_~ 0°C I_OAlil
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2) H,0 H™ TOAlil
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I_OAll _Mel,NaH I_OAli
H™ OAlil THF anh. < SOAlil
\ 0°C
23d
( 0
(0] anh.
IoMe  gog, —ot. LG
~P~oMe 2 reflujo ¢l
RutaB <

Al,O4 ﬁ,OAm
< SOAll
23d

O
B/CI + Ho/\/
- Cl

Esquema 5.13. Sintesis de metilfosfonato de dialilo

La ruta B resulté mas apropiada (Rdto. = 94%), ya que en el primer paso de la ruta
A, junto con el fosfito dialilado se generaron los analogos monoalilado y trialilado,

subproductos que provocaban una importante caida del rendimiento global.
5.4.3. Adicion de metilfosfonatos a nitronas ciclicas polihidroxiladas

Una vez que se dispuso de todos los reactivos necesarios, se procedio al estudio de
la reaccion de adicion de los metilfosfonatos a las nitronas ciclicas seleccionadas. De
acuerdo con la bibliografia y experiencias previas en nuestro grupo de investigacion, las
reacciones se llevaron a cabo usando n-BuLi como base para la formacion “in situ” del
litiado correspondiente y sobre el cual se adicion6 la nitrona (Esquema 5.14). En la

Tabla 5.1, aparecen reflejados los resultados obtenidos.
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Tabla 5.1. Estudio de adicion (Esquema 5.14)

(OR"),

22a-c 23a-d

Esquema 5.14. Estudio de adicion

2 oR?
- \ORZ

#  Nitrona Fosfonato (01(-:) (ﬁ) Producto I(?Jgg A d.r.l!
1 22a 23a -78 2 24a 95 >95:5
2 22a 23b -78 1 24b 99 >95:5
3 22a 23c -78 1 24c 95 >95:5
4 22a 23d -78 4 24d 95 >95:5
4 22b 23a -78 2 24e 96 >95:5
5 22b 23b -78 2 24f 89 >95:5
6 22b 23c -78 2 24g 98 >95:5
7 22b 23d -78 3 24h 92 >95:5
8 22c¢ 23c -78 4 24i 96 >95:5
9 22c¢ 23d -78 16 24j 98 >95:5
10 22c¢ 23d -30 6 24j 97 70:30

de

[a*AisIado tras purificacion por columna cromatografica.[b] Determinado por 'H RMN
crudo de reaccion.

Como se observa en la tabla, la reaccién transcurre con rendimientos y

diastereoselectividades excelentes, observandose un Unico diastereoisdmero, a -78°C. El

tiempo de reaccion fue relativamente corto (Tabla 5.1, entradas 1-8), excepto en el caso

de la nitrona 22c con fosfonato de dialilo 23d (Tabla 5.1, entrada 9), en el que es

necesario aumentar el tiempo de reaccién considerablemente, 16 h, para mantener el

excelente rendimiento. Con el fin de acortar el tiempo de esta reaccion, se decidid

aumentar la temperatura (Tabla 5.1, entrada 10) pero la diastereoselectividad empeord

considerablemente.
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Las N-hidroxipirrolidinas quirales

muestran en la Figura 5.6.
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Figura 5.6. N-hidroxipirrolidinas obtenidas por adicién de metilfosfonatos sobre nitronas

polihidroxiladas

5.4.4. Determinacion de la estereoquimica

La estereoquimica del nuevo centro quiral formado, se determind mediante

experimentos NOESY de Resonancia Magnética Nuclear. En todos los casos se observo

la correlacion entre los protones del grupo CH; unido a fosforo con el proton situado en

la posicién adyacente, lo que indicaba que el ataque del litiometilfosfonato se habia

producido por la cara menos impedida de la nitrona, es decir, la opuesta al sustituyente

en posicién 3 del anillo. Para ilustrar este hecho, se han seleccionado un par de

experimentos de NOESY de las N-hidroxipirrolidinas obtenidas, que se representan en

la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Espectros NOESY donde se muestran las correlaciones espaciales para las N-

hidroxipirrolidinas 24c e 24j respectivamente
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Un modelo teorico realizado en nuestro grupo de investigacion con la nitrona
simplificada NI (Esquema 5.15), mostrd que, efectivamente, el estado de transicion méas
bajo en energia de las dos posibles adiciones (cara Re y Si de la nitrona NI)
correspondia a la adicion por la cara menos impedida. En la Figura 5.8, se muestran los
dos posibles estados de transicion (TS-Si y TS-Re). La diferencia de energia entre
ambos es de 3.5 kcal/mol (Figura 5.9), lo que justifica la obtencion de un dnico

diastereoisdmero en la reaccion (PA-Si).

MeO, OBn MeOQ, OBn
MeO, ~ OBn THF (—g /
/ _Li-THF "\ OMe OMe
[+/§ Q" "THF N \PLOM N PLom
N + P — o,/ e . o,/ e
) MO SCH,8 Li-g Li-g
et THF THF THF THF
NI Fos-Li
PA-Si PA_Re

Esquema 5.15. Modelo de reaccion para el estudio tedrico

A

i
-t I

/l‘/
|

Figura 5.8. Estados de transicion calculados para la cara Si (izquierda) y Re (derecha)
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Figura 5.9. Diagrama de energia calculado para la adicién de litiometilfosfonato de dimetilo sobre la

nitrona simplificada

5.4.5. Obtencion de acidos pirrolidinilfosfonicos

Para llevar a cabo el acoplamiento de los pirrolidinil derivados preparados con
UMP, era imprescindible obtenerlos en forma de acido fosfénico. Por ello, el siguiente
paso fue la preparacion de los correspondientes acidos pirrolininilfosfonicos a partir de
los pirrolidinilfosfonatos sintetizados. Adicionalmente a la ruptura de los enlaces
fosfonato, se llevo a cabo la reduccion del enlace N-O de las N-hidroxipirrolidinas con

el fin de evitar posibles interferencias durante el proceso de acoplamiento (Esquema
5.16).

1
ORDn o (OR") (OH),
A\, [ or? - l - l
r ROV — [N Ron oy, o
l}l N OH N OH
OH H H

Esquema 5.16. Obtencién de pirrolidinilfosfonicos a partir de N-hidroxipirrolidinas

En funcion de la naturaleza del grupo R? sobre el fosfonato y del método empleado
para su eliminacion, era posible obtener los correspondientes acidos

pirrolidinilfosfénicos tanto manteniendo los grupos -OR® en el anillo de pirrolidina,
como con los grupos -OH libres.
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En la bibliografia se habian descrito diferentes métodos para la obtencién de acidos
fosfonicos a partir de fosfonatos. En el caso de metil derivados, el grupo metilo se podia
eliminar por tratamiento con tiofenol en medio basico. Esta metodologia, que se habia
utilizado con anterioridad en el grupo de investigacion, suponia una eliminacion
secuencial de los grupos metilo, lo que conllevaba a un aumento del nimero de pasos en

la ruta sintética (Esquema 5.17).>

3 O HNEt3

(don o (DS

Boc HNEt3 TE HNEts

Esquema 5.17. Desproteccion del grupo dimetoxifosfonato

De acuerdo con la bibliografia, en los etil derivados, el grupo alquilo se podia
eliminar utilizando tribromuro de boro y calentando de -30°C a 70 °C, o bien empleando

condiciones fuertemente 4cidas y a alta temperatura (Esquema 5.18). %4

BBr3
ii_OEt 5 Il_OH

BP0t 30°Cazoc BT oH

(0]
II_OEt M» 11_OH

- P\OEt 100°C - P\OH

Esquema 5.18. Desproteccién del grupo dietoxifosfonato

Ninguno de los meétodos citados fue empleado ya que desde un punto de vista
practico, resultaba méas adecuado el uso de los derivados de bencilo y alilo en el
fosfonato, para conseguir una desproteccion total o parcial en los é&cidos f-

aminofosfonicos.
Acidos pirrolidinilfosfonicos a partir de dibencilfosfonatos

Los grupos bencilo pueden ser eliminados bien usando la estrategia anteriormente
nombrada, con BBrs, o bien por hidrogenacion en presencia del catalizador
adecuado.*®* Teniendo en cuenta que algunas de las pirrolidinas preparadas también
tenian ese grupo protector, esta estrategia podia resultar interesante para la
desproteccion total y la generacion de los correspondientes acidos pirrolidinilfosfonicos

con los grupos OH.
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La hidrogenacidn catalitica en presencia de paladio (0) sobre el compuesto 24g y
24i dio lugar a la desproteccion total de los grupos hidroxilo de la pirrolidina y el
fosfonato, al igual que la reduccion del grupo hidroxilamina a amina en un sélo paso.

Ademas, la aplicacién de esta misma metodologia sobre 24c, presencia de HCI, permitio

la desproteccion y la eliminacidn del grupo acetal de la pirrolidina (Esquema 5.19).

BnO OBn

HO,  ,OH

g 9/OBn H,,Pd/C g 9/OH
"'I/P\ "II/P\
OH H
249 25a
BnO, OBn HO, OH
P i e DLk
M N ~OBn MeOH IMON “OH
BnO OH HO H
24i 25b
L7 o HO OH
>\—/< /'F":OB” H,,Pd/C 9/0H
N ! OBn -,,I/P\
A HCI, MeOH N OH
OH H
24c 25c

Esquema 5.19. Obtencién de acidos pirrolidinilfosfonicos con grupos OH libres

De esta forma, se obtuvieron los correspondientes acidos p-aminofosfénicos (25a-
c) como productos crudos, identificados por Resonancia Magnética Nuclear y
Espectrometria de Masas, pero acompafiados de una pequefa cantidad de impurezas de
caracter desconocido. Al igual que el resto de los acidos B-aminofosfonicos descritos en
esta Memoria, estos productos fueron utilizados sin purificacion en la reaccion de
acoplamiento con uridinamonofosfato (UMP), debido a los problemas que suponia su

caracter zwitterionico.

En general, los espectros de RMN, principalmente de fosforo, mostraron dos
conjuntos de sefiales que se pueden atribuir bien a una mezcla de tautémeros, o bien a
un equilibrio conformacional. La modelizacion preliminar de las distintas posibilidades
mediante calculos computacionales, indicaron que probablemente se trataba de una

mezcla de tautdbmeros.
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Acidos pirrolidinilfosfonicos a partir de dialilfosfonatos

La eliminacién del grupo alilo es compatible con los grupos protectores bencilo y
acetal sobre los OH pirrolidinicos, por lo que los alilfosfonatos ofrecian la oportunidad
de preparar &cidos fosfonicos manteniendo los grupos protectores citados.

En primer lugar, era necesaria la reduccion del enlace N-O para obtener las
correspondientes pirrolidinas. Para ello se trataron los N-hidroxi derivados con zinc en
medio &cido.>**? Esta reaccién transcurre a temperatura ambiente utilizando como

disolvente una mezcla de agua y acido acético en proporcién 1:1 (Esquema 5.20).

1 N\
(?R In o 7n (ORM, o _N-OH gN—H
e PSR, [\ BO%
l}l OR AcOH:H,0 N “OR? 24h 26a
OH e H 24j 26b
24 HCI:H,0 26 24d 26¢
249 26d
BnO, OBn BnQ, OBn o O BnO, OBn
|I:I>/OAI|I 'FL/OAlll II:I>/OAI|I lg/OBn
T MN TOAli T 1~ 0Bn
N N N
H BnO H H H
26a (97%) 26b (96%) 26¢ (97%) 26d (92%)

Esquema 5.20. Reduccion de N-hidroxilamina a amina

Se seleccionaron las N-hidroxipirrolidinas 24 que aparecen representadas en el
esquema, y se obtuvieron las correspondientes pirrolidinas (26a-c) con excelentes
rendimientos. En el caso de la N-hidroxipirrolidina 24j, la reduccion en acido acético
resulto ser mucho mas lenta, 36 horas frente a las 18 horas del resto, y la conversion no
fue completa (70%), por lo que se decidié cambiar este acido por uno mas fuerte, HCI.

En estas condiciones, la conversion hacia 26b es total en 18 horas.

También se llevé a cabo la reaccion con la N-hidroxipirrolidina 24g, que presenta el
grupo dibencilfosfonato. Igualmente en este caso, se obtuvo la pirrolidina 26d con

excelente rendimiento.
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Para la eliminacién del grupo alilo y obtencion de los &cidos fosfonicos

correspondientes se ensayaron tres métodos:

a) Reaccion catalizada por tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) con un nucledfilo,
como dimedona.*

b) Tratamiento con cloruro de paladio (IlI) en cantidades cataliticas en
DCM/MeOH.**

c) Reaccién con hexacloroplatinato (1) de potasio en DMF.

El primer método no resulté adecuado, aunque se consigui6 eliminar el grupo alilo,
a la vista de los espectros de "H RMN del crudo, la purificacion de la reaccion resultd
infructuosa. Se probd a purificar con resina de intercambio catidnico (Amberlist® y
Dowex®) o por cromatografia en fase reversa, utilizando C18, pero en todos los casos se

obtuvo una mezcla de productos con cantidades importantes de dimedona.

El segundo método resultd ser el mas favorable, a pesar de que los intentos de
purificacion del producto no resultaron del todo satisfactorios, probablemente por su
caracter zwitterionico. Asi, una vez que se observaba la ausencia de las sefiales
correspondientes de los grupos alilo por RMN de proton, los complejos de paladio que

acomparfiaban al producto se eliminaban mediante filtracion y el uso de “scavengers”.

El empleo de hexacloroplatinato (IV) de potasio también proporcioné los acidos
fosfénicos correspondientes, pero la necesidad de emplear cantidades estequiomeétricas
de complejo y la dificultad de eliminar los restos de metal, ya que el complejo Pt-alilo

es soluble en disolventes organicos, nos llevé a continuar con el método anterior.

o) o)
(OR");, (OR"), 1_OAli i _OH
e A N
B ——————
TOAll DCM/MeOH “OH
N © N 26a 25d
26b 25e
26 25 26¢c 25f
BnO, OBn BnO, OBn o O
- o} N 0 o)
N _OH Il _OH _OH
o PS P~oH o, AP
H BnO H H
25d (78%) 25e 25f

Esquema 5.21. Obtencién de &cidos pirrolidinilfosfonicos con grupos OH protegidos
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La eliminacion del grupo alilo con PdCl, permitié obtener los acidos B-
aminofosfonicos indicados en el Esquema 5.21, que mantienen los grupos protectores
en el anillo de pirrolidina. La purificacion de los productos resulto ser problematica,
obteniéndose con una pequefia cantidad de impurezas a excepcion del &cido 25d, que
pudo ser aislado por precipitacién en fase acuosa.

Preparacion de N-Boc derivados

En previsién de que el grupo amino libre de los acidos pirrolidinilfosfonicos
preparados pudiera dar lugar a problemas en el proceso de acoplamiento posterior con la
unidad de reconocimiento enziméatico (UMP), se llevo a cabo un estudio de proteccion
del NH pirrolidinico con el grupo terc-butoxicarbonilo (Boc).

La preparacion de los N-Boc derivados 27 se llevé a cabo por tratamiento del
producto crudo de la reduccion de las N-hidroxipirrolidinas 24 con di-terc-butil
dicarbonato (Boc,0) en presencia de TEA y DMAP.! En el Esquema 5.22 se muestran

los N-Boc-pirrolidinilfosfonatos preparados (27).

(OR"),

4
1) Zn, H* (OR"), N N
! N—OH -
(*| . lFl/ORz [*| ) =3|/OR2 p _N—-Boc
N OR® " 2)Boc,0, TEA, N “OR? 24c¢ 27a
OH DMAP Boc 24h 27b
24 DCM ¢ tolueno 27 24j 27c
o O o BnO, OBno BnQ anO
n,OBn / Ii_OAIi i _OAlil
s ~OBn ""/P\OAI' e Pl ;
Boc Boc BnO Boc
27a (81%) 27b (92%) 27¢ (90%)

Esquema 5.22. Proteccion de pirrolidinas con Boc

Para la obtencion del N-Boc derivado 27c, debido al impedimento estérico
generado por el sustituyente en posicién 5, fue necesario el empleo de un exceso de
Boc,O vy tolueno a reflujo como disolvente. ElI empleo de condiciones méas suaves
(DCM) dio lugar a un rendimiento muy inferior (40%).> Es interesante comentar que,
durante la purificacion de este compuesto por cromatografia en columna, cuando se
utiliz6 un eluyente con un 2% de TEA afiadido, para prevenir la hidrolisis del grupo

Boc debida a la acidez de la silice, se obtuvo como producto mayoritario, el fosfonato
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de trietilamionio 28 con un rendimiento del 55% y unicamente un 30% del producto
deseado 27c (Figura 5.10). Una columna répida con un eluyente sin TEA afiadida,
permitio aislar 27¢ con un 90% de rendimiento.

BnQ, OBn
N
_OAlil
" P\O_I
/ N O +
BnO Boc HNEt;

28
Figura 5.10. Subproducto obtenido en la purificacion de 27c
Aunque los N-Boc derivados 27 pueden ser transformados en los correspondientes
acidos fosfonicos, los primeros ensayos de acoplamiento que se describen en el capitulo

siguiente mostraron que no era necesaria la proteccion en el &tomo de nitrégeno, por lo

gue no se hizo mas trabajo en esa direccion.
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5.5. Conclusiones

Se ha desarrollado un método de preparacion de &cidos pirrolidinilfosfonicos a
partir de la reaccion de adicion de metilfosfonatos sobre nitronas ciclicas quirales
polihidroxiladas.

La diastereoselectividad del proceso de adicion de los litiometilfosfonatos
generados “in situ” sobre las nitronas estudiadas es excelente, inicamente se obtiene el
estereoisomero trans respecto del grupo adyacente en el anillo. Igualmente, los
rendimientos de la reaccion son excelentes 89-99%.

Se han encontrado condiciones para transformar las N-hidroxipirrolidinas
resultantes de la adicion, en los correspondientes &cidos fosfonicos, con 0 sin grupos

protectores sobre los OH pirrolidinicos.

El principal problema que presenta esta estrategia, radica en la imposibilidad de
purificacion, por métodos convencionales, de los &cidos B-aminofosfonicos finales,

debido a su caracter zwitteridnico.

Por todo lo anterior, la metodologia desarrollada resulta una buena herramienta para
la preparacion de glicomimeticos basados en pirrolidinas y funcionalizados con un
grupo fosfonato, que en comparacion con el grupo fosfato del sustrato natural, no puede

ser hidrolizado.
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5.6. Experimental section

General Methods
Miscellaneous: Analytical grade solvents and commercially available reagents were
used without further purification. Anhydrous solvents were purified and dried with
activated molecular sieves prior to use. All the glassware was dried for 12 hours prior
to use in an oven at 140°C, and allowed to cool under humidified atmosphere.
Reactions were monitored using analytical thin layer chromatography (TLC), in pre-
coated silica-backed plates (Dc-Fertigfolien ALUGRAM® xtra SIL G/UVass). These
were visualized by ultraviolet irradiation, permanganate potassium or p-anisaldehyde
dips. For flash chromatography Silica Gel 60, 63-200 microns was used. For the
removal of solvents under reduces pressure Biichi R-210 rotary evaporators were used.
NMR: H-NMR, 2C-NMR and *P-NMR were acquired at 25°C on Bruker Avance
400MHz or AVANCE 11 300 MHz instruments in the stated solvent. Chemical shifts
(0) are reported in ppm relative to residual solvent signals and coupling constants (J) in
hertz (Hz). NMR assignments were using standard 2D experiments.
Optical rotations: [a]p were taken on a JASCO DIP-370 polarimeter at indicated
temperature.
Melting points: m.p. were determined in a Bichi instrument and they were
uncorrected.
Elemental analyses: were performed on a Perkin Elmer 240B microanalyzer or with a
Perkin-Elmer 2400 instrument.
HRMS: High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a QToF spectrometer
equipped with an ESI (electrospray ionization) source (microTOF-Q, Bruker Daltonik)
using sodium formate as external reference.
General notes
Compounds 22a-c were prepared according to methods reported in literature. The
detailed experimental procedure, physical and spectroscopic properties of the
aforementioned compounds were found to be identical to those reported.
NMR assignments were made using this general pattern, showed in Figure 5.11.
3 Qor
6/5@2\;:%

I
X

Figure 5.11. Description for NMR assignment of pirrolidine ring
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Procedure for the preparation of dibenzyl methylphosphonate (23c).

O

1l_OBn
<" ~0Bn

23c

To a well stirred solution of dibenzyl phosphite (4.27 mmol, 0.82 mL) in anhydrous
THF (10 mL) under argon at 0°C, NaH (8.54 mmol) was added. The mixture was
stirred for 5 min and then Mel (10.7 mmol, 0.65 mL) was added. The reaction was
stirred at 0°C during 2 h and after that it was warmed at room temperature and water
(10 mL) was added. The mixture was extracted with DCM (3x20 mL), the combined
organic layers were dried with MgSO, filtrated and concentrated under reduced
pressure. The crude was purified with flash chromatography (Hexane/EtOAc 30:70) to
give 23c (4.18 mmol) with a yield of 98%. The physical and spectroscopic properties of
the aforementioned compound was found to be identical to those reported.®

Procedure for the preparation of diallyl methylphosphonate (23d).

0

11_0
/P\O/\/

23d

Method A: to a well stirred solution of PCl; (65.81 mmol, 5.8 mL) in dry Et,O (120
mL), cooled with an ice bath and under an argon atmosphere, distilled TEA (0.13 mol,
18.53 mL) was added dropwise. After the addition of the base, allyl alcohol (0.13 mol,
9 mL) diluted with 30 mL of anhydrous Et,O was also added dropwise. The reaction
was stirred at room temperature until no PCl; signal in **P-NMR was observed. After
that, H,O (80 mL) was added and the mixture was stirred overnight. Then ag. NaHCO3
(70 mL) was added to neutralized hydrochloric acid, and, also solid NaHCOg3. The
organic layer was isolated, dried and the solvent was eliminated. The crude only
contains diallyl phosphite (21.06 mmol) which was pure enough to continue without
any other purification. Yield (first step): 32%. To obtain the corresponding methyl
phosphonate 23d the same method that is described for dibenzyl methylphosphonate is
used. Yield (second step): 95%.*

Method B: SOCI, (1.25 mmol, 91 mL) was heated to reflux and then a previously
prepared solution of dimethyl methylphosphonate (0.5 mmol, 55 mL) with catalytic
pyridine (0.01 mmol, 400uL), was added dropwise. The mixture was stirred 8h at

reflux and then the excess of thionyl chloride was eliminated under reduced pressure
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(it’s important not to heat the rotavapor bath) to give methylphosphonyl dichloride
(quant.). Then allyl alcohol (16.55 mmol, 1.15 mL) was treated with neutral activated
alumina (22.56 mmol) in a single neck round bottom flask and methylphosphonyl
dichloride (7.52 mmol) was added at 0°C. The resultanting dispersion was shaken
occasionally at room temperature. The progress of the reaction was monitorized by
TLC suspending a few milligrams of the mixture in 1 mL of diethyl ether. When the
reaction was complete the dispersion mixture was extracted with ether (3x50 mL) and
filtered. The solvent was removed and the residue was purified by column
chromatography (Hexane/ AcOEt 30:70) to give 23d (7.07 mmol) with a yield of 94 %.
The physical and spectroscopic properties of the aforementioned compound was found
to be identical to those reported.“®

General procedure E to obtain ((1-Hydroxypirrolidin-2-yl) methyl)phosphonates
(24a-j).

To a well stirred solution of the corresponding phosphonate 23a-d (1.28 mmol) in
anhydrous THF (3 mL) cooled to -78 °C, under an argon atmosphere, n-BuLi (1.28
mmol) was added dropwise. After 10 min, a solution of the corresponding nitrone 22a-c
(0.64 mmol) in anhydrous THF (2 mL), was added dropwise. The reaction was
monitored by TLC and kept at -78 °C until disappearance of the nitrone. When the
reaction is finished, saturated NH,ClI solution (5 mL) was added. Then the reaction was
warm to room temperature and extracted with DCM (3x10 mL). The combined organic
layers were dried with MgSQ,, filtrated and then the solvent was removed under
reduced pressure. The crude was purified by flash chromatography (gradient
Hexane/EtOAc 80:20 to EtOAC)

Dimethyl ((3aS,4R,6aR)-5-hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrol-4-yl)methylphosphonate (24a).

X

o O

? _OMe
., /P=~OMe
N

|
OH
24a

Following the general procedure E, 24a (170 mg, 0.60 mmol), was isolated as pale
yellow oil. Yield: 95%. d.r. >95:5.
Ri= 0.04; EtOAc/MeOH (9:1)
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'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.30 (s, 3H, CH4C), 1.52 (s, 3H, CH3C), 2.04-2.18 (m,
1H, CH,P), 2.28-2.46 (m, 1H, CH,P), 3.21 (dd, 1H, J= 12.1 Hz, J= 4.5 Hz, H5), 3.38-
3.48 (m, 1H, H2), 3.62 (dd, 1H, J=12.1 Hz, J= 6.1 Hz, H5), 3.76 (d, 3H, J=4.5 Hz,
OCHs), 3.80 (d, 3H, J=4.5 Hz, OCHs3), 4.58 (dd, 1H, J=6.8 Hz, J=5.1 Hz, H3), 4.75-
4.84 (m, 1H, H4).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 23.8 (d, J= 142.1 Hz, CH,P), 24.8 (CHsC), 26.9 (CHsC),
52.7 (d, J=6.6 Hz, OCHs), 52.9 (d, J=6.6 Hz, OCHs), 62.0 (C5), 68.41 (d, J=3.0 Hz,
C2), 77.2 (C4), 83.3 (d, J=10.9 Hz, C3), 114.0 (C).

$'p NMR (121 MHz, CDCl3) & 31.4 ppm.

[a]o®% (0.5, CHCls, +4.7).

Anal Calcd. for C;oH,0NOgP: C, 42.71; H, 7.17; N, 4.98; P, 11.01. Found C, 42.63; H,
7.21; N, 4.95; P, 11.20.

Diethyl ((3aS,4R,6aR)-5-hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrol-4-yl)methylphosphonate (24b).

X

o ©°

Q okt
.., /T OEt
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OH
24b

Following the general procedure E, 24b (195 mg, 0.63 mmol), was isolated as colorless
oil. Yield: 99%. d.r. >95:5.

R=0.10; EtOAc/MeOH (9:1)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.31 (s, 3H, CHsC), 1.34 (td, 6H, J= 7.1 Hz, J=0.9 Hz,
CH3CHy), 1.51 (s, 3H, CH3C), 2.07 (ddd, 1H, J=19.6 Hz, J= 15.2 Hz, J=7.4 Hz, CH,P),
2.28 (ddd, 1H, J= 18.6 Hz, J= 15.2 Hz, J=6.8 Hz, CH,P), 3.10 (dd, 1H, J= 11.8 Hz, J=
4.8 Hz, H5), 3.27-3.35 (m, 1H, H2), 3.54 (dd, 1H, J=11.8 Hz, J= 6.1 Hz, H5), 4.08-4.21
(m, 4H, CH3CHy), 4.52 (dd, 1H, J=6.9 Hz, J=5.1 Hz, H3), 4.73-4.78 (m, 1H, H4).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 16.4 (d, J= 5.9 Hz, CH3CHy), 24.9 (CHsC), 25.8 (d,
J=141.9 Hz, CH,P), 27.1 (CH3C), 61.9 (d, J= 6.6 Hz, CH3CHy), 62.1 (d, J= 6.6 Hz,
CH3CHy), 62.2 (C5), 68.2 (d, J=3.9 Hz, C2), 77.5 (C4), 83.8 (d, J=11.3 Hz, C3), 113.7
©).

1P NMR (162 MHz, CDCls) & 29.6 ppm.

[a]o®: (1.0, CHCls, -23.5).

Anal Calcd. for C12,H24NOgP: C, 46.60; H, 7.82; N, 4.53; P, 10.01. Found C, 46.43; H,
7.95; N, 4.49; P, 10.52.
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Dibenzyl ((3aS,4R,6aR)-5-hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrol-4-yl)methylphosphonate (24c).

X

o ©°

9 ,OBn
., ,F~0Bn
N

OH 24c

Following the general procedure E, 24c (262 mg, 0.60 mmol), was isolated as colorless
oil. Yield: 95%. d.r. >95:5.

R= 0.51; EtOACc (100%)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.26 (s, 3H, CH3C), 1.47 (s, 3H, CHsC), 2.14 (ddd, 1H,
J=19.7 Hz, J=15.3 Hz, J=7.2 Hz, CH,P), 2.35 (ddd, 1H, J= 18.8 Hz, J= 15.3 Hz, J=6.7
Hz, CH.P), 3.06 (dd, 1H, J= 11.8 Hz, J= 4.8 Hz, H5), 3.32 (dtd, 1H, J=12.0 Hz, J= 6.9
Hz, J=5.3 Hz, H2), 3.52 (dd, 1H, J=11.8 Hz, J= 6.1 Hz, H5), 4.48 (dd, 1H, J=6.9 Hz,
J=5.3 Hz, H3), 4.64-4.69 (m, 1H, H4), 4.94-5.12 (m, 4H, CHagy), 7.30-7.37 (m, 10H,
Har).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.9 (CH3C), 26.4 (d, J=141.1 Hz, CHP), 27.0 (CHsC),
62.2(C5), 67.5 (d, J= 6.5 Hz, CHagy), 67.7 (d, J= 6.6 Hz, CHagp), 68.1 (d, J=3.7 Hz,
C2), 77.3 (C4), 83.3 (d, J=9.7 Hz, C3), 113.8 (C), 127.9 (d, J=2.7 Hz, Car), 128.4 (d,
J=0.9 Hz, C4), 128.5 (Ca), 136.3 (d, J=6.3 Hz, Ca), 136.4 (d, J=6.3 Hz, Ca)).

P NMR (162 MHz, CDCls) & 30.5 ppm.

[a]o®% (1.0, CHCI3, -14.2).

Anal Calcd. for C»,H2sNOgP: C, 60.96; H, 6.51; N, 3.23; P, 7.15. Found C, 60.85; H,
6.74; N, 3.32; P, 7.12.

Diallyl (((3aS,4R,6aR)-5-hydroxy-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrol-4-yl)methyl)phosphonate (24d).

X
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on 24d K\\

Following the general procedure E, 24d (200 mg, 0.60 mmol), was isolated as yellow
oil. Yield: 95%. d.r. >95:5.

Ri=0.46; DCM/ACN (5:5)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.20 (s, 3H, (C(CHs)2), 1.40 (s, 3H, C(CHs)), 1.82-2.03
(m, 1H, CH,P), 2.26-2.38 (m, 1H, CH,P), 2.99 (dd, 1H, J= 11.6 Hz, J=4.2 Hz, H5),
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3.20-3.29 (m, 1H, H2), 3.33 (dd, 1H, J= 11.6 Hz, J=5.9 Hz, H5), 4.42-4.55 (m, 5H, H3,
OCHaauyl), 4.59-4.66 (m, 1H, H4), 5.13-5.19 (m, 2H, CHaany), 5.24-5.31 (m, 2H,
CHaany1), 5.79-5.91 (m, 2H, CHauyi).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.4 (d, J=148.8 Hz, CH,P), 24.5 (C(CHa),), 26.6
(C(CHs),), 61.7 (C5), 66.1 (d, J=6.3 Hz, OCH2auy), 66.3 (d, J=3.2 Hz, OCHaauy), 67.1
(C2), 76.9 (C4), 82.7 (d, J= 8,4 Hz, C3), 113.0 (C(CHs),), 117.8 (CHaany), 117.8
(CHaany), 132.7 (d, J=6.5 Hz, CHanyl), 132.8 (d, J=6.4 Hz, CHauy).
$'p NMR (121 MHz, CDCl3) & 30.5 ppm.
[a]o?: (1.0, CHClIs, -9.3).
Anal Calcd. for C14H24NOgP: C, 50.45; H, 7.26; N, 4.20; P, 9.29. Found C, 50.55; H,
7.24; N, 4.19; P, 9.27.
Dimethyl ((2R,3S,4S)-4,3-bis(benzyloxy)-1-hydroxypyrrolidin-2-
yl)methylphosphonate (24e).
BnO,  OBn
I gou
l}l <" “OMe
OH 24e
Following the general procedure E, 24e (255 mg, 0.61 mmol), was isolated as yellow
oil. Yield: 96%. d.r. >95:5.
R=0.29; EtOACc (100%)
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 2.08-2.36 (m, 2H, CH,P), 3.05-3.27 (m, 2H, H2, H5),
3.51 (d, 1H, J=11.6 Hz, H5), 3.72 (d, 3H, J=0.3 Hz, CH3), 3.75 (d, 3H, J=0.3 Hz, CH3),
3.86 (d, 1H, J=6.8 Hz, H3), 3.98 (d, 1H, J=6.6 Hz, H4), 4.39-4.60 (m, 4H, CHag,), 7.27-
7.39 (m, 10H, Har).
3C NMR (75 MHz, CDCls) § 27.2 (d, J=139.4 Hz, CH.P), 52.5 (d, J=6.6 Hz, CHs),
52.9 (d, J=6.6 Hz, CH3), 60.3 (C5), 68.0 (d, J=4.5 Hz, C2), 71.4 (CHagn), 72.1 (CH2gy),
80.0 (C4), 87.2 (d, J= 10.6 Hz, C3), 127.9 (Car), 127.9 (Car), 128.4 (Car), 128.5 (Ca)),
137.6 (Car), 137.7 (Ca).
1P NMR (121 MHz, CDCls) & 32.6 ppm.
[a]o™: (1.0, CHClI3, +6.3).
Anal Calcd. for C1H2sNOgP: C, 59.85; H, 6.70; N, 3.32; P, 7.35. Found C, 59.64; H,
6.85; N, 3.42; P, 7.32.
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Diethyl ((2R,3S,4S)-4,3-bis(benzyloxy)-1-hydroxypyrrolidin-2-
yl)methylphosphonate (24f).

BnO, OBn o
/ _OEt
N~ "7 TOEt

)
OH
24f

Following the general procedure E, 24f (256 mg, 0.57 mmol), was isolated as yellow
oil. Yield: 89%. d.r. >95:5.
Ri= 0.38; DCM/ACN (3:7)
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.27-1.33 (m, 6H, CH3), 2.13-2.40 (m, 2H, CH,P), 3.20-
3.35 (m, 2H, H2, H5), 3.58 (d, 1H, J=11.7 Hz, H5), 3.90 (d, 1H, J=6.3 Hz, H3), 3.98-
4.04 (m, 1H, H4), 4.04-4.19 (m, 4H, CH,), 4.38-4.60 (m, 4H, CHagy), 7.28-7.42 (m,
10H, Hay).
3C NMR (75 MHz, CDCls)  16.3 (CH3), 16.4 (CH3), 27.7 (d, J=140.9 Hz, CH.P), 60.3
(C5), 62.0 (d, J=6.6 Hz, CH,), 62.3 (d, J=6.6 Hz, CH,), 68.7 (d, J=3.0 Hz, C2), 71.4
(CHagy), 72.2 (CHagy), 79.9 (C4), 86.8 (d, J= 10.2 Hz, C3), 127.9 (Ca/), 127.9 (Ca),
127.9 (Car), 128.4 (Car), 128.4 (Car), 137.4 (Car), 137.6 (Cay).
'p NMR (121 MHz, CDCls) & 29.4 ppm.
[a]o®% (0.7, CHCl3, +15.7).
Anal Calcd. for C»3H3,NOgP: C, 61.46; H, 7.18; N, 3.12; P, 6.89. Found C, 61.25; H,
7.23; N, 3.15; P, 6.92.
Dibenzyl ((2R,3S,4S)-4,3-bis(benzyloxy)-1-hydroxypyrrolidin-2-
yl)methylphosphonate (249).
Bnqz—gOBn%’,osn

N P ogn

O,

Following the general procedure E, 24g (359 mg, 0.63 mmol), was isolated as yellow
oil. Yield: 98%. d.r. >95:5.
R= 0.57; EtOAc (100%)
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 2.31 (ddd, 2H, J=19.4 Hz, J= 6.2 Hz, J=4.9 Hz, CH,P),
3.11-3.26 (m, 2H, H2, H5), 3.52 (d, 1H, J=11.4 Hz, H5), 3.93 (dd, 1H, J=7.0 Hz, J=1.9
Hz, H3), 3.98-4.02 (m, 1H, H4), 4.41-4.60 (m, 4H, CHygy), 4.94-5.10 (m, 4H, CHag,),
7.28-7.38 (m, 20H, Har).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) & 28.2 (d, J=140.2 Hz, CH,P), 60.4 (C5), 67.1 (d, J=6.5 Hz,
CHagn), 67.6 (d, J=6.3 Hz, CHagy), 67.8 (d, J=4.5 Hz, C2), 71.2 (CHag,), 71.9 (CHagn),
80.1 (C4), 87.1 (d, J= 9,7 Hz, C3), 127.6 (Ca), 127.7 (Car), 127.7 (Ca/), 127.8 (Ca),
127.8 (Car), 127.9 (Car), 128.2 (Car), 128.2 (Car), 128.2 (Ca), 128.3 (Car), 128.4 (Ca),
128.4 (Car), 136.2 (d, J=5.6 Hz, Ca/), 136.4 (d, J=5.5 Hz, Ca), 137.6 (Ca,), 137.7 (Ca).
3'p NMR (121 MHz, CDCls) & 31.4 ppm.

[a]o®% (1.0, CHCls, +7.4).

Anal Calcd. for C33H3sNOgP: C, 69.10; H, 6.33; N, 2.44; P, 5.40. Found C, 68.95; H,
6.49; N, 2.50; P, 5.36.

Diallyl ((2R,3S,4S)-4,3-bis(benzyloxy)-1-hydroxypyrrolidin-2-
yl)methylphosphonate (24h).

Following the general procedure E, 24h (278 mg, 0.59 mmol), was isolated as brown
oil. Yield: 92%. d.r. >95:5.

R=0.57; EtOACc (100%)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.24 (ddd, 2H, J=19.3 Hz, J=10.3Hz, J=6.3 Hz, CH,P),
3.04-3.19 (m, 2H, H2, H5), 3.46 (d, 1H, J=11.4 Hz, H5), 3.86 (dd, 1H, J=7.0 Hz, J=1.8
Hz, H3), 3.93-4.00 (m, 1H, H4), 4.37-4.60 (m, 8H, CHzgn OCHaauy ), 5.14-5.40 (m,
4H, CH3 aiiy), 5.83-6.00 (m, 2H, CHauy), 7.27-7.37 (m, 10H, Ha).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 28.2 (d, J=141.0 Hz, CH.P), 60.3 (C5), 66.1 (d, J=6.3
Hz, OCHaany), 66.5 (d, J=6.3 Hz, OCHaauy1), 67.8 (d, J=4.4 Hz, C2), 71.2 (CH2gy), 72.0
(CHzgn), 80.1 (C4), 87.2 (d, J= 10.2 Hz, C3), 117.8 (CHaany), 117.8 (CHaany), 127.7
(Car), 127.7 (Car), 127.7 (Car), 128.2 (Car), 128.3 (Car), 132.9 (d, J= 6.2 Hz, CHauyi),
133.0 (d, J= 6.2 Hz, CHauy), 137.6 (Car), 137.7 (Can).

1P NMR (162 MHz, CDCls)  31.3 ppm.

[a]o®: (1.0, CHCIs, +10.2).

Anal Calcd. for CsH3,NOgP: C, 63.41; H, 6.81; N, 2.69; P, 6.54. Found C, 63.35; H,
6.89; N, 2.75; P, 6.57.
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Dibenzyl (2S,3R,4R,5R)-3,4-bis(benzyloxy)-5-(benzyloxymethyl)-1-
hydroxypyrrolidin-2-yl)methylphosphonate (24i).

BnO, OBn
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Following the general procedure E, 24i (430 mg, 0.61 mmol), was isolated as yellow
oil. Yield: 96%. d.r. >95:5.

R=0.79; EtOACc (100%)

'H NMR (400 MHz, CDCls3) 6 2.21 (ddd, 1H, J=19.5 Hz, J=15.3 Hz, J=8.1 Hz, CH,P),
2.50 (ddd, 1H, J=19.0 Hz, J=15.3 Hz, J=6.1 Hz, CH,P), 3.52-3.61 (m, 2H, H6, H5),
3.63-3.69 (m, 1H, H2), 3.73 (dd, 1H, J=9.1 Hz, J=4.4 Hz, H6), 3.98 (t, 1H, J=3.0 Hz,
H4), 4.14 (dd, 1H, J=5.5 Hz, J= 3.0 Hz, H3), 4.43-4.55 (m, 6H, CHyg,), 4.96-5.09 (m,
4H, CHagy), 7.25-7.35 (m, 25H, Ha)).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.4 (d, J=139.7 Hz, CH.P), 64.5 (d, J= 3.6 Hz, C2),
67.3 (d, J=6.4 Hz, CHag,), 68.8 (C6), 70.2 (C5), 71.3 (CHagn), 71.8 (CHazgn), 73.2
(CHagn), 84.2 (C4), 85.8 (d, J= 8,4 Hz, C3), 127.4 (Ca), 127.5 (Ca/), 127.5 (Ca), 127.5
(Car), 127.7 (Cay), 127.7 (Car),127.8 (Car), 127.8 (Car), 128.1 (Car), 128.1 (Car), 128.2
(Car), 128.2 (Car), 128.2 (Car), 128.4 (Car), 128.4 (Car), 136.1 (d, J=6.1 Hz, Cj), 136.2
(d, J=6.2 Hz, Ca), 137.7 (Car), 137.8 (Car), 137.9 (Cay).

1P NMR (162 MHz, CDCls) & 31.6 ppm.

[a]o®% (1.0, CHCI3, -32.1).

Anal Calcd. for C41H44NO;P: C, 70.98; H, 6.39; N, 2.02; P, 4.46. Found C, 70.85; H,
6.41; N, 2.09; P, 4.42.

Diallyl (2S,3R,4R,5R)-3,4-bis(benzyloxy)-5-(benzyloxymethyl)-1-
hydroxypyrrolidin-2-yl)methylphosphonate (24j).

BnQ OBn

= (0]
ke

[ ON
BnO  Jdy 24 ﬁ

Following the general procedure E, 24j (372 mg, 0.63 mmol), was isolated as brown oil.

Yield: 98%. d.r. >95:5.

R=0.77; EtOAc (100%)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.04-2.21 (m, 1H, CH,P), 2.35-2.53 (m, 1H, CH2P),

3.45-3.53 (m, 1H, H5), 3.54-3.66 (m, 2H, H2, H6), 3.72 (dd, 1H, J=9.4 Hz, J=4.9 Hz,
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H6), 3.96 (t, 1H, J=3.1 Hz, H4), 4.11 (dd, 1H, J=5.5 Hz, J= 2.6 Hz, H3), 4.43-4.59 (m,
10H, OCHaany1,CHagn), 5.16-5.38 (m, 4H, CHaanyl), 5.81-5.97 (m, 2H, CHauy), 7.27-
7.36 (M, 15H, Hay).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.1 (d, J=140.9 Hz, CH.P), 64.4 (d, J= 3.5 Hz, C2),
66.2 (d, J=3.2 Hz, CHyany), 66.3 (d, J=3.2 Hz, CHaany), 69.0 (C6), 70.1 (C5), 71.4
(CHzgn), 71.8 (CHagn), 73.2 (CHggn), 84.3 (C4), 85.8 (d, J= 8,1 Hz, C3), 117.8
(CHaany), 117.9 (CHaany), 127.5 (Car), 127.6 (Car), 127.7 (Car), 127.9 (Ca), 128.2
(Car), 128.2 (Car), 128.3 (Car), 132.9 (CHany1), 132.9 (CHany), 137.9 (Car), 138.0 (Ca),
138 (Ca).

$'p NMR (162 MHz, CDCl3) & 31.6 ppm.

[a]o?: (1.0, CHClIs, -30.1).

Anal Calcd. for C33H4NO;P: C, 66.77; H, 6.79; N, 2.39; P, 5.22. Found C, 66.71; H,
6.82; N, 2.41; P, 5.15.

General procedura F to obtain ((pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic acids (25a-c).

A stirred solution of the corresponding phosphonate 24g, 24i or 24c (0.60 mmol) in
MeOH (4 mL) was treated with Pd/C (10 mol%) and stirred at room temperature for 3
days under an hydrogen atmosphere (25 mbar). When reaction is finished, controlling
by NMR, it was filtered through a celite pad and methanol was remove under reduced
pressure to give the corresponding phosphonic acid (25a-c) which were used without

further purification in next chapter.
(((2R,3S,45)-3,4-dihydroxypyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic acid (25a).

HO,  OH
b
" 25a
Following general procedure F, 25a (102 mg) was obtained as an oil, contaminated with
a small amount of undefined compounds (<5%).
'H NMR (400 MHz, D,0) (selected signals) & 2.09-3.23 (m, 2H, CH,P), 3.28-3.36 (m,
0.7H, H5), 3.40-3.48 (m, 0.3H, H5"), 3.54 (dd, 0.7H, J=12.7 Hz, J= 5.0 Hz, H5),3.58-
3.62 (m, 0.3H, H5"), 3.63-3.71 (m, 0.7H, H2), 3.93-4.01 (m, 0.3H, H2"), 4.17 (t, 0.7H,
J=3.5 Hz, H3), 4.20-4.24 (m, 0.3H, H3"), 4.27-4.32 (m, 0.7H, H4), 4.34-4.37 (m, 0.3H,

H4).
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3C NMR (75 MHz, D,0) (selected signals) & 27.8 (d, J=123.6 Hz, CH.P), 49.9 (C5),
50.7 (C5), 58.0 (C2), 61.4 (C2), 73.8 (C4), 74.1 (C4), 79.0 (C3), 79.1 (C3).

3P NMR (121 MHz, D,0) & 19.6 y 20.7 ppm

HRMS: Calculated for [CsH1;NOsP]: 196.0380 (M™-H); found: 196.0381
(((2S,3R,4R,5R)-3,4-dihydroxy)-5-((benziloxy)methyl)pyrrolidin-2-yl)methyl)-
phosphonic acid (25b).

HO, OH

= Q oH
. P~oH
MON

HO H 25p

Following general procedure F, 25b (123 mg) was obtained as an oil, contaminated with
a small amount of unidentified compounds (<5%)

'H NMR (300 MHz, D,0) (selected signals) & 2.07-2.31 (m, 2H, CH,P), 3.55-3.76 (m,
2H, H2, H5), 3.79-3.88 (m, 1H, H6), 3.89-3.96 (m, 1H, H6), 4.00-4.13 (m, 2H, H3, H4).
3C NMR (75 MHz, D,0) (selected signals) & 28.3 (d, J=133.2 Hz, CH.P), 58.1 (C8),
58.2 (C2), 62.6 (C5), 74.2 (C4), 78.3 (C3).

'p NMR (121 MHz, D,0) & 18.9 y 20.3 ppm

HRMS: Calculated for [CsH1sNOgP]": 228.0632 (M*+H); found: 228.0632
(((2R,3S,4R)-3,4-dihydroxypyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic acid (25c).

HO, OH

Q oH
w”/P\OH
N

H 25c

According to general procedure F, but in the presence of 3 drops of concentrated HCI,
25¢ (104 mg) was obtained as an oil, contaminated with a small amount of unidentified
compounds (<5%)

'H NMR (400 MHz, D,0) (selected signals) & 1.94-2.20 (m, 2H, CH2P), 3.20-3.25 (m,
1H, H5), 3.43-3.49 (m, 1H, H5), 3.56-3.65 (m, 1H, H2), 4.00 (dd, 1H, J=8.9 Hz, J=4.0
Hz, H3), 4.21-4.30 (m, 1H, H4).

3C NMR (75 MHz, D,0) (selected signals) & 27.3 (d, J=136.8 Hz, CH.P), 49.4 (C5),
56.0 (d, J=5.0 Hz, C2), 68.5 (C4), 75.2 (C3).

%P NMR (121 MHz, D,0) & 19.3 y 21.6 ppm

HRMS: Calculated for [CsH13NOsP] : 196.0380 (M™-H); found: 196.0378
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General procedure G to obtain ((pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic acids (25d-f).
To a stirred solution of the corresponding pyrrolidinilphosphonate 26a-c (1.40 mmol) in
DCM/MeOH (2:3), PdCl, (0.7 mmol) was added. The reaction was stirred at room
temperature 18h under argon atmosphere. When the reaction is finished it was filtered
through celite and washed with MeOH. After that, the solution was stirred 2 h with
scavengers (Quadra Pure® TU), in order to eliminate possible remains of palladium.
The resulting mixture was filtrated and the solvent evaporated under reduced pressure to
afford the corresponding phosphonic acids as crude product.

(((2R,3S,4S)-3,4-bis(benzyloxy)pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic acid (25d).

BnO, OBn
k Q oH
y /P\OH

H 25q

Following general procedure G, the crude product was dissolved in chloroform and
washed with water. The compound 25d which crystallized in aqueous phase, was
filtered and isolated (412 mg, 1.09 mmol) as a white solid. Yield: 78%.
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.06-2.23 (m, 1H, CH,P), 2.39-2.52 (m, 1H, CHP),
3.41-3.62 (m, 2H, H5), 3.87-4.04 (m, 3H, H2, H3, H4), 4.30-4.38 (m, 1H, CHag,), 4.40-
4.46 (m, 1H, CHagy), 4.48-4.55 (m, 2H, CHagy), 7.17-7.25 (m, 10H, Ha).
3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 29.7 (CH,P), 48.4 (C5), 58.9 (C2), 71.4 (CHagn), 72.0
(CHagn), 79.4 (C4), 85.5 (d, J=15.4 Hz, C3), 127.9 (Car), 128.0 (Car), 128.5 (Car), 136.9
(Car), 137.0 (Ca).
3P NMR (121 MHz, CDCls) § 20.6 y 21.4 ppm
[a]o®®: (1.0, CHCI3, +8.2).
HRMS: Calculated for [C19H25NOsP]*: 378.1465 (M*+H);, found: 378.1450
(((2S,3R,4R,5R)-3,4-bis(benzyloxy)-5-((benziloxy)methyl)pyrrolidin-2-
yl)methyl)phosphonic acid (25e).

BnQO OBn

“OH

[ N
BnO 25e

According to general procedure G, compound 25e (449 mg) was obtained as an oil,

contaminated with a small amount of unidentified compounds (<5%).
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'H NMR (300 MHz, MeOD) (selected signals) & 1.94-2.17 (m, 2H, CHP), 3.61-3.69
(m, 2H, H6), 3.70-3.79 (m, 1H, H2), 3.87-4.03 (m, 3H, H3, H4, H5), 4.32-4.50 (m, 6H,
CHagn), 7.11-7.20 (m, 15H, Ha).

13C NMR (75 MHz, MeOD) (selected signals) & 29.4 (CH.P), 58.0 (C5), 60.8 (C2), 67.3
(C6), 71.8 (CHzgn), 72.0 (CHagn), 72.9 (CHagn), 82.6 (C4), 85.5 (C3), 127.3 (CHa),
127.5 (CHay), 127.6 (CHa)), 127.9 (CHp), 128.1 (CHay), 128.1 (CHa,), 136.8 (Cay),
137.1 (Cay), 137.3 (Ca).

'p NMR (121 MHz, MeOD) (selected signals) 8 18.3 y 17.4 ppm

MS: Calculated for [C27H31NOgP]: 496.1894 (M™-H); found: 496.2

MS: Calculated for [Co7H3sNOgP]": 498.2040 (M*+H); found: 498.3
(((3aS,4R,6aR)-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyrrol-4-
yl)methyl)phosphonic acid (25f).

X

o O

H O\\ /OH
N ',,,,/P\OH

H 25¢

According to general procedure G, compound 25f (289 mg) was obtained as an oil,
contaminated with a small amount of unidentified compounds (<5%).

'H NMR (300 MHz, MeOD) (selected signals) & 1.32 (s, 3H, (C(CHs),), 1.53 (s, 3H,
C(CHj3),), 1.95-2.08 (m, 2H, CH,P), 3.48 (d, 1H, J= 13.2 Hz, H5), 3.57 (dd, 1H, J=13.2
Hz, J=4.6 Hz, H5), 3.60-3.78(m, 1H, H2), 3.98-4.12 (m, 1H, H3), 4.86 (d, 1H, J=5.7
Hz, H4).

13C NMR (75 MHz, MeOD) (selected signals) & 24.0 (C(CHs),), 26.0 (C(CHs),), 27.3
(d, J=128.2 Hz, CH,P), 50.4 (C5), 62.3 (C2), 70.1 (C4), 84.6 (d, J=11.2 Hz, C3), 113.1
(C(CHa)2).

3P NMR (121 MHz, MeOD) & 17.8 y 18.8 ppm

HRMS: Calculated for [CgH1sNOsP]: 236.0693 (M™-H); found: 236.0691

General procedure H to obtain ((pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonates (26a-d).

To a well stirred solution of the corresponding N-hydroxypyrrolidine 24 (1.50 mmol) in
5 mL of a mixture of H,O/AcOH (1:1), Zn (3 mmol) was added. The mixture was
vigorously stirred for 5 hours at room temperature. When reaction is finished, it was
diluted with water, basified with solid NaHCO3; to pH= 9 and extracted with DCM
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(3x50 mL). The combined organic layers were dried with anhydrous MgSO, and
concentrated under reduced pressure.
Diallyl (((2R,3S,4S)-3,4-bis(benzyloxy)pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonate (26a).

BnOZ OBn

)
Following general procedure H, 26a was obtained as crude (668.1 mg, 1.46 mmol),
pure enough to be used in the next step without further purification. Brown oil. Yield:
97%
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 2.04 (ddd, 1H, J=17.7 Hz, J=15.2 Hz, J=8.3 Hz, CH,P),
2.20 (ddd, 1H, J=18.9 Hz, J=15.2 Hz, J=5.7 Hz, CH,P), 3.08 (dd, 1H, J=12.1 Hz, J=2.5
Hz, H5), 3.15 (dd, 1H, J=12.1 Hz, J=5.5 Hz, H5), 3.35-3.42 (m, 1H, H2), 3.83 (dd, 1H,
J=4.4 Hz, J=1.8 Hz, H3), 3.96-3.99 (m, 1H, H4), 4.49-4.57 (m, 8H, OCHaauyi, CH2sn),
5.18-5.23 (m, 2H, CHaauy1), 5.29-5.36 (m, 2H, CHaauyi), 5.86-5.96 (m, 2H, CHauyi),
7.27-7.37 (m, 10H, Ha).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 30.1 (d, J=139.8 Hz, CH2P), 50.6 (C5), 58.5 (d, J=4.0
Hz, C2), 66.0 (d, J=6.3 Hz, OCHzauy), 66.1 (d, J=6.2 Hz, OCHzany), 71.2 (CHagn), 71.7
(CHggn), 83.5 (C4), 88.5 (d, J=6.2 Hz, C3), 117.8 (CHaany1), 117.9 (CHzany), 127.6
(Can), 127.6 (Car), 128.3 (Car), 128.3 (Car), 132.6 (d, J= 6.2 Hz, CHany), 132.9 (d,
J=6.2 Hz, CHany1), 137.8 (Car), 137.9 (Car).
P NMR (121 MHz, CDCls) & 30.2 ppm.
[a]o®% (1.0, CHCI, +11.3).
Anal Calcd. for CsH3,NOsP: C, 65.63; H, 7.50; N, 3.06; P, 6.77. Found C, 65.58; H,
7.54; N, 3.00; P, 6.80.
Diallyl (((2S,3R,4R,5R)-3,4-bis(benzyloxy)-5-((benzyloxy)methyl)pyrrolidi-2-
yl)methyl)phosphonate (26b).

/
Following general procedure H, but using HCI instead of AcOH, 26b was obtained as
crude (831.8 mg, 1.44 mmol), pure enough to be used in the next step without further
purification. Yield: 96%
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.93-2.32 (m, 2H, CH,P), 2.80 (s, 1H, NH), 3.42-3.50
(m, 1H, H5), 3.51-3.55 (m, 2H, H6), 3.57-3.64 (m, 1H, H2), 3.86 (t, 1H, J=3.2 Hz,
H3),3.90 (dd, 1H, J=4.1 Hz, J=3.2 Hz, H4), 4.49-4.57 (m, 10H, OCHaau,i, CHzgp), 5.21
(m, 2H, CHaany), 5.31 (M, 2H, CHaanyl), 5.86-5.96 (M, 2H, CHay1), 7.28-7.34 (m, 15H,
Har).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 30.0 (d, J=139.1 Hz, CH,P), 56.8 (d, J=3.9 Hz, C2),
62.0 (C5), 66.0 (d, J=6.3 Hz, OCHaauy), 66.1 (d, J=6.3 Hz, OCHaauy), 70.7 (C6), 71.6
(CHazgn), 71.8 (CHggn), 73.1 (CHagn), 85.6 (C4), 88.4 (d, J=13.8 Hz, C3), 117.9
(CHaany1), 118.0 (CHzany), 127.5 (CHar), 127.5 (CHar), 127.6 (CHa(), 127.6 (CHa),
127.7 (CHar), 128.3 (Car), 132.8 (d, J= 4.4 Hz, CHany), 132.9 (d, J=4.4 Hz, CHauy),
137.9 (Car), 138.0 (Car), 138.0 (Cay).

%'p NMR (162 MHz, CDCl3) & 30.4 ppm.

[a]o®% (1.0, CHCI3, -28.3).

Anal Calcd. for CzsH3,NOsP: C, 68.62; H, 6.98; N, 2.42; P, 5.36. Found C, 68.60; H,
7.01; N, 2.38; P, 5.38.

Diallyl (((3aS,4R,6aR)-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyrrol-4-
yl)methyl)phosphonate (26c).

Following general procedure H, 26¢ was obtained as crude (461.7 mg, 1.46 mmol), pure
enough to be used in the next step without further purification. Brown oil. Yield: 97%.
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.28 (s, 3H, (C(CHs3)2), 1.46 (s, 3H, C(CHs3)), 1.80-2.05
(m, 2H, CH,P), 2.94 (dd, 1H, J= 13.3 Hz, J=4.3 Hz, H5), 3.09 (d, 1H, J= 13.3 Hz, H5),
3.56-3.64 (m, 1H, H2), 4.47-4.64 (m, 5H, H3, OCHaauy1), 4.71 (dd, 1H, J=5.7 Hz, J=4.3
Hz, H4), 5.18-5.27 (m, 2H, CHaauyi), 5.29-5.40 (m, 2H, CHaany1), 5.85-6.02 (m, 2H,
CHauy).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.1 (C(CHs),), 26.2 (C(CHa)y), 27.9 (d, J=141.5 Hz,
CH.P), 51.3 (C5), 59.7 (C2), 66.2 (d, J=6.3 Hz, OCHjany), 66.4 (d, J=6.2 Hz,
OCHaany1), 80.9 (C4), 85.5 (d, J= 12 Hz, C3), 111.4 (C(CHs),), 118.0 (CHzany), 118.1
(CHaaiy), 132.8 (d, J=5.3 Hz, CHauy), 132.9 (d, J=5.4 Hz, CHajy).

1P NMR (121 MHz, CDCls) & 29.2 ppm.

[a]o®: (1.0, CHClIs, -8.5).
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Anal Calcd. for C14H24NOsP: C, 52.99; H, 7.62; N, 4.41; P, 9.76. Found C, 52.97; H,
7.64; N, 4.45; P, 9.71.
Dibenzyl (((2R,3S,4S)-3,4-bis(benzyloxy)pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonate (26d).

Following general procedure H, 26d was obtained as crude (769.5 mg, 1.38 mmol),
pure enough to be used in the next step without further purification. Brown oil. Yield
92%

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 2.02-2.28 (m, 2H, CH,P), 3.01-3.18 (m, 3H, H5, NH),
3.34-3.49 (m, 1H, H2), 3.82-3.88 (m, 1H, H3), 3.91-3.99 (m, 1H, H4), 4.37-4.56 (m,
4H, CHagy), 4.91-5.12 (m, 2H, CHagy), 7.26-7.47 (m, 20H, Ha,).

¥C NMR (100 MHz, CDCl3) & 30.3 (d, J=139.5 Hz, CH,P), 50.4 (C5), 58.3 (d, J=3.6
Hz, C2), 67.0 (d, J=6.4 Hz, POCHag,), 67.1 (d, J=6.2 Hz, POCHag,), 71.0 (CH2g,), 71.5
(CHagn), 83.3 (C4), 88.1 (d, J=12.8 Hz, C3), 127.5 (Ca), 127.5 (Ca;), 127.7 (Ca), 127.8
(Car), 128.1 (Car), 128.2 (Car), 128.3 (Ca), 128.4 (Cp,), 136.1 (d, J= 6.1 Hz, Cp,), 136.2
(d, J=6.2 Hz, Ca;), 137.7 (Ca/), 137.8 (Ca).

¥'p NMR (121 MHz, CDCls) & 30.3 ppm

[a]o®% (1.0, CHCI3, +9.2).

Anal Calcd. for C33H3sNOsP: C, 71.08; H, 6.51; N, 2.51; P, 5.55. Found C, 71.00; H,
6.54; N, 2.48; P, 5.62.

General procedure | to obtain N-Boc pyrrolidines (27a-b).

To a well stirred solution of the corresponding crude pyrrolidine 26 (0.235 mmol) in
anhydrous DCM (10 mL), Boc,O (0.282 mmol), TEA (0.282 mmol) and DMAP (0.01
mmol) were added. The mixture was stirred 18 h at room temperature. After that time,
the mixture was washed with KHSO, (1N) and also with brine. The organic layer was
dried with MgSQy,, filtered and the solvent was eliminated under reduced pressure. The

crude was purified by column chromatography (Hexane/AcOEt 60:40).
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(3aS,4R,6aR)-tert-butyl 4-((bis(benzyloxy)phosphryl)methyl)-2,2-dimethyldihydro-
3aH-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyrrole-5(4H)-carboxylate (27a).

ke

o O
())\D/OBn
iy S \OBn

Boc 27a
Following general procedure I, compound 27a (98.5 mg, 0.190 mmol) was isolated as
yellow oil. Yield for rotamers mixture (1:1): 81%.
Ri= 0.29; Hexane/AcOEt (5:5)
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 1.25 (s, 3H, CHs), 1.40 (s, 9H, C(CHa)s), 1.43 (s, 3H,
CHs), 1.96-2.04 (m, 1H, CH.P), 2.13-2.22 (m, 1H, CH,P), 3.35 (dd, 0.5H, J=12.9 Hz,
J=5.1 Hz, H5), 3.41 (dd, 0.5H, J=12.9 Hz, J=5.1 Hz, H5), 3.67 (d, 0.5H, J=12.9 Hz,
H5), 3.80 (d, 0.5H, J=12.9 Hz, H5), 4.17-4.39 (m, 1H, H2), 4.58-4.67 (m, 1H, H3),
4.75-4.83 (m, 1H, H4), 4.90-5.06 (M, 4H, CHag,), 7.28-7.36 (m, 10H, Ha,).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 24.7 (CHs), 26.7 (CH3), 27.1 (d, J=128.2 Hz, CH,P),
28.2 (C(CHs3)3), 28.4 (d, J=128.7 Hz, CH,P), 51.0 (C5), 51.7 (C5), 59.2 (C2), 67.3
(CHagn), 67.3 (CHazgn), 78.2 (C3), 79.1 (C3), 79.7 (C(CHj3)3), 79.9 (C(CHs)s), 83.5 (C4),
84.3 (C4), 111.5 (C), 127.9 (CHar), 127.9 (CHa/), 127.9 (CHar), 128.0 (CHar), 128.3
(CHa), 128.4 (CHpy), 128.4 (CHar), 135.8 (Car), 135.9 (Car), 153.5 (CO), 153.8 (CO).
3P NMR (162 MHz, CDCls) & 28.4 'y 28.9 ppm.
[a]o®% (1.0, CHCI3, -11.8).
Anal Calcd. for C»;H3sNO-P: C, 62.66; H, 7.01; N, 2.71; P, 5.98. Found C, 62.68; H,
6.99; N, 2.73; P, 6.00.
Tert-butyl (2R,3S,4S)-3,4-bis(benzyloxy)-2-
((bis(allyloxy)phosphoryl)methyl)pyrrolidine-1-carboxylate (27b).

BnO,a OBn

(0]
”/O

"’I//P
N \O \/\

27b
/

Following general procedure 1, compound 27b (120.5 mg, 0.216 mmol) was isolated as
yellow oil. Yield for rotamers mixture (1:1): 92%.

R¢= 0.50; Hexane/AcOEt (5:5)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.45 (s, 4,5H, C(CHs)3), 1.47 (s, 4,5H, C(CHas)s), 2.25-
2.42 (m, 1,5H, CH,P), 2.66 (ddd, 0.5H, J=20.5 Hz, J=15.1 Hz, J=3.1 Hz, CH,P), 3.49-
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3.69 (m, 2H, H5), 3.97-4.00 (M, 1H, H3, OCHaauy1), 4.10-4.26 (m, 1.5H, H3, H2), 4.42-
4.69 (m, 8.5H, H4, OCHzanyi, CHa2gn,), 5.17-5.24 (m, 2H, CHaany), 5.28-5.39 (m, 2H,
CHaauy1), 5.83-5.97 (m, 2H, CHanyi), 7.27-7.36 (M, 10H, Ha/).

3C NMR (100 MHz, CDCls) & 27.4 (d, J=132.7 Hz, CH,P), 28.4 (C(CHa)s), 28.4
(C(CHg)3), 28.5 (d, J=133.6 Hz, CH,P), 50.3 (C5), 50.9 (C5), 57.6 (d, J=1.6 Hz, C2),
57.9 (d, J=1.4 Hz, C2), 65.9 (d, J=5.3 Hz, OCHaauy), 66.0 (d, J=5.1 Hz, OCHzaiy),
71.1 (CHgzgn), 71.1 (CHggn), 71.2 (CHgzgn), 71.2 (CHgen), 79.5 (C(CHa)s), 80.0
(C(CHg)s), 80.2 (C3), 81.3 (C3), 81.6 (C4), 83.2 (C4), 117.8 (CH2any1), 117.9 (CHaany1),
117.9 (CHaany), 118.0 (CHaany), 127.4 (CHa), 127.6 (CHa), 127.6 (CHp,), 127.7
(CHap), 127.7 (CHpy), 128.2 (CHay), 128.3 (CHar), 128.3 (CHar), 128.4 (CHar), 128.4
(CHar), 132.7 (d, J= 6.0 Hz, CHany1), 132.8 (d, J=5.9 Hz, CHauy), 132.9 (d, J=5.9 Hz,
CHanyi), 132.9 (d, J=6.5 Hz, CHany1), 137.4 (Car), 137.4 (Ca), 137.9 (Car), 138.0 (Car),
154.0 (CO), 154.1 (CO).

%P NMR (162 MHz, CDCl3) & 29.2 y 29.3 ppm.

[a]o®% (1.0, CHCI3, +12.2).

Anal Calcd. for C30H4NO7P: C, 64.62; H, 7.23; N, 2.51; P, 5.55. Found C, 64.59; H,
7.25; N, 2.48; P, 5.58.

Tert-butyl (2R,3R,4R,55)-3,4-bis(benzyloxy)-2-((benxyloxy)methyl)-5-
((bis(allyloxy)phosphoryl)methyl)pyrrolidine-1-carboxylate (27c¢).

\
BnO OBn

/Z:)\/OP\OO/\/

BnO éoc a7c

To a well stirred solution of pyrrolidine 26b (0.356 mmol) in toluene (0.1 mL), di-tert-
butyl dicarbonate (0.772 mmol) was added. The mixture was stirred and warmed to
reflux for 16 hours. When the reaction was finished, controlling by *P-NMR, MeOH (5
mL) was added and the resulting solution was stirred at reflux for 1 hour. The residue
was concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography
(Hexane/AcOEt 50:50). Compound 27c¢ (217.2 mg, 0.320 mmol) was obtained as brown
oil. Yield for rotamers mixture (1:1): 90%

R¢= 0.57; Hexane/AcOEt (5:5)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 1.42 (s, 4,5H, C(CHs)3), 1.48 (s, 4,5H, C(CHas)s), 2.21-
2.46 (m, 1,5H, CH,P), 2.81 (ddd, 0.5H, J=21.2 Hz, J=15.1 Hz, J=2.8 Hz, CH,P), 3.48-

3.55 (m, 1H, H6), 3.77 (dd, 0.5H, J=8.8 Hz, J=4.2 Hz, H6), 3.99-4.05 (m, 1H, H5, H6),
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4.13-4.26 (m, 2.5H, H2, H5, H3), 4.38-4.67 (m, 11H, H4, OCHyanyi CHagy), 5.17-5.24
(m, 2H, CHaany1), 5.28-5.38 (m, 2H, CHaauy), 5.82-5.97 (m, 2H, CHany), 7.21-7.35 (m,
15H, Hay).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 26.5 (d, J=133.2 Hz, CH,P), 28.2 (d, J=133.3 Hz,
CH2P), 28.3 (C(CHs)3), 28.5 (C(CHs)3), 58.9 (C2), 59.0 (C2), 62.4 (C5), 62.7 (C5),
65.9-66.1 (m, OCHaany), 67.9 (C6), 68.7 (C6), 71.0 (CHzgn), 71.1 (CHggn), 71.2
(CHagn), 71.3 (CHagn), 72.9 (CHzgn), 72.9 (CHagn), 80.0 (C(CHs)s), 80.3 (C(CHs)s),
82.0 (C3), 82.6 (C3), 83.2 (C4), 84.0 (C4), 117.9 (CHzany), 118.0 (CHzany), 118.0
(CHazany1), 118.0 (CHzany), 127.3 (CHar), 127.4 (CHar), 127.4 (CHaf), 127.5 (CHa),
127.5 (CHa), 127.5 (CHa), 127.6 (CHa), 127.7 (CHa), 127.7 (CHa), 128.2 (CHa),
128.2 (CHpy), 128.3 (CHay), 128.4 (CHar), 132.7-133.0 (m, CHay), 137.6 (Car), 137.9
(Car), 138.0 (Car), 138.2 (Car), 138.5 (Ca), 153.4 (CO), 153.5 (CO).
¥'p NMR (121 MHz, CDCl3) & 29.0 y 29.3 ppm.
[a]o®% (1.0, CHCI3, -25.2).
Anal Calcd. for C3sHssNOgP: C, 67.34; H, 7.14; N, 2.07; P, 4.57. Found C, 67.31; H,
7.10; N, 2.08; P, 4.59.
Triethylammonium allyl (((2S,3R,4R,5R)-3,4-bis(benziloxy)-5-((benzyloxy)methyl)-
1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonate (28).
/
Bno, OBn
B”O\\W.ZD\/%:%HN%
Boc g

Purification of compound 27c by column chromatography using 2% of TEA with the
eluent afford compound 28 (144.7 mg, 0.196 mmol) as a rotamers mixture (1:1) with a
yield of 55%.
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.29 (t, 9H, J=7.3 Hz, HN(CH,CHa)3), 1.38 (s, 4,5H,
C(CHj3)3), 1.48 (s, 4,5H, C(CHg)3), 2.07-2.60 (m, 2H, CH,P), 3.02 (q, 6H, J=7.3 Hz,
HN(CH,CHjs)3), 3.51 (dd, 1H, J=10.6 Hz, J=8.8 Hz, H6), 3.69-3.77 (m, 1H, H5), 3.98-
4.03 (m, 1H, H6), 4.06-4.27 (m, 2H, H2), 4.32-4.67 (m, 10H, H4, H3, OCHaiyi CH2gn),
5.01-5.10 (m, 1H, CHaany), 5.19-5.31 (m, 1H, CHaanyi), 5.82-5.97 (m, 1H, CHauy),
7.21-7.30 (m, 15H, Ha).
3C NMR (75 MHz, CDCl3) & 8.4 (HN(CH2CHs3)3), 28.3 (C(CHa)s), 28.4 (C(CHs)s),
29.5 (CHP), 30.0 (CH2P), 45.4 (HN(CH,CHs)3), 60.0 (d, J=2.0 Hz, C2), 60.1 (d, J=2.0
Hz, C2), 62.3 (C5), 62.5 (C5), 64.6 (d, J=5.3 Hz, OCHaany), 64.8 (d, J=5.3 Hz,
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OCHaany1), 68.1 (C6), 68.9 (C6), 70.7 (CHzgn), 70.9 (CHagn), 71.0 (CHagn), 72.8
(CHagn), 72.8 (CHagy), 79.7 (C(CHa)3), 82.6 (C3), 83.0 (C3), 83.6 (C4), 84.2 (C4),
1175.7 (CHaany), 115.9 (CHaany), 127.1 (CHar), 127.1 (CHal), 127.2 (CHa), 127.3
(CHar), 127.3 (CHa,), 127.4 (CHap,), 127.7 (CHa), 127.7 (CHa), 128.0 (CHa), 128.1
(CHar), 128.2 (CHar), 128.2 (CHa,), 134.7-134.8 (M, CHanyl), 137.9 (Car), 138.0 (Ca),
138.3 (Car), 138.5 (Car), 138.5 (Ca), 138.6 (Car), 153.3 (CO), 153.9 (CO).

3'p NMR (121 MHz, CDCls) & 21.2 y 20.8 ppm.

[a]o?: (1.0, CHCls, -15.3).

Anal Calcd. for C41HsgN2OgP: C, 66.65; H, 8.05; N, 3.79; P, 4.19. Found C, 66.68; H,
8.00; N, 3.78; P, 4.20.
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CAPITULO 6

SINTESIS DE INHIBIDORES DE
GLICOSILTRANSFERASAS Y
ESTUDIOS DE INTERACCION
ENZIMA-LIGANDO






6.1. Antecedentes de inhibidores de GTs basados en pirrolidinilfosfonatos

En nuestro grupo de investigacion se han preparado inhibidores de GTs, cuya
estructura general aparece representada en el Figura 6.1.

()]
NH
(OR), |
[Lﬁ\/\/%) °
+ —_
N P-0 o

H2 (o}

OH OH

Figura 6.1. Estructura general de inhibidores obtenidos con anterioridad

Los resultados de los estudios espectroscopicos, computacionales y bioquimicos
llevados a cabo sobre hOGT con estos compuestos, han aportado datos interesantes para
el disefio racional de nuevos inhibidores que son el objeto de estudio en esta Tesis
Doctoral. En términos generales, la mayor afinidad por el enzima se obtiene cuando los
grupos hidroxilo de la pirrolidina portan grupos bencilos, ya que se establecen
interacciones hidrofobicas adicionales en el sitio activo. De acuerdo con esto, cuanto
mayor es el numero de sustituyentes hidrofébicos, mayor afinidad se obtiene. Para
ilustrar este hecho se presentan las K; medidas para los compuestos preparados (Figura

6.2) que muestran una buena actividad para el derivado tribencilado.

BnO,,’ OBn HO/,’ OH HO OH
[ R—‘ g'er l[‘:—] g"'uR Z"\Flg"wR
Ha Ha Ha
K; (uM)= 1140 K; (uM)= 1804 K; (uM)= 5452
(0]
BnO,  OBn HO,  OH
Int Int B4
/"N TR [“ONTRR= 0 o
~/ |
BnO Ha HO Ha ’/\AF}_O o
K, (uM)= 103 K, (uM)= 1814 o
OH OH

Figura 6.2. Estudios de inhibicion con hOGT de los inhibidores sintetizados con anterioridad
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A falta de datos bioldgicos y espectroscopicos con este tipo de compuestos y
GalNAc-T2 dnicamente se dispone de los datos obtenidos mediante métodos
computacionales de docking. Estos datos no indican una tendencia clara en cuanto a la
presencia de hidroxilos libre o protegidos, pero si parecen indicar que a menor nimero

de sustituyentes mayor energia de unién enzima-sustrato.
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6.2. Hipotesis de trabajo

Con el fin de mejorar la afinidad por el enzima, nos planteamos incluir como linker

una estructura mas similar al sustrato natural, un fosfonato (Figura 6.3).

o
N
OR
o
[kp o- P o4 o
N, on &
OH OH

Figura 6.3. Estructura general de los posibles inhibidores objetivo

En el trabajo descrito hasta ahora, se han desarrollado dos nuevas metodologias
para la obtencion de pirrolidinas quirales altamente sustituidas. En la primera de ellas
(capitulo 3), reaccion de cicloadicon de iluros de nitrona con aldehidos «,S-insaturados,
las pirrolidinas se obtienen con buenos rendimientos y enantioselectividades, sin
embargo, la diastereoselectividad del proceso no es elevada y no es una reaccion
facilmente escalable. Ademas, estudios preliminares de docking indicaron que las
interacciones con los enzimas, eran en este caso menores que con otro tipo de
pirrolidinas. Por todo ello, se descart0 esta metodologia para su uso en la preparacion de
inhibidores de GTs.

En consecuencia, para la sintesis de inhibidores de OGT y GalNAc-T2 se han
utilizado como glicomiméticos, unicamente los acidos S-aminofosfénicos preparados en

el capitulo 5 (Esquema 6.1).

O 0]
| NH | NH
OR)n
/go — N (0]
[ 3\/ P OH 9
o 0-P-07 o
o
OH OH OH OH
Inhibidor Ac. p-fosfénico UMP

Esquema 6.1. Anélisis retrosintetico de los posibles inhibidores objetivo
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6.3. Discusion de resultados

Para llevar a cabo el acoplamiento de los &cidos pirrolidinilfosfonicos preparados
con el nucleétido UMP, son necesarias dos etapas: i) la activacion del nucleétido vy ii) la
reaccion de la especie activada con el &cido fosfénico.

6.3.1. Activacion de UMP

Los dos métodos principales de activacion de nucleétidos son la formacion del
correspondiente morfolidato®® o imidazolato.*® Para comprobar cual de las dos
estrategias resultaba mas apropiada se ensayaron ambas a partir de UMP (Esquema 6.2).

ﬁ?\ 0 o
NH
| NH  imidazol f‘\ NH
Io) N/&O morfolina | ,g ditiopiridina | /&
} 1 - (] N O — » O N (@]
0-P-0—4 o DCC 0-P-04 o TEA.PPh; [~ N-P-0 o

N H,0:'BUOH & DMF Ns/o

[oj OH OH OH OH OH OH

30 UMP 31

Esquema 6.2. Activacion del nucleétido UMP

La metodologia de activaciéon como morfolidato (30) necesita tiempos de reaccion
muy elevados (10 dias) y un gran exceso de morfolina y DCC (2 eq. adicionados cada
dia). Ademas, la purificacién del compuesto resultante requiere del uso de resinas de

exclusién molecular, como por ejemplo, DEAE-Sephadex.®

Por otro lado, en la activacién en forma de imidazolato (31), el tiempo de reaccion
es considerablemente menor (15 horas) y la purificacién por precipitacion mediante
adicién de acetona anhidra, resulta mucho méas sencilla, proporcionando un excelente

rendimiento (92%). Por ello, se decidi6 continuar con este procedimiento.

El procedimiento experimental consiste en la formacion inicial de la sal de
ditrietilamonio de UMP mediante una columna de intercambio cationico, a partir de la
sal disodica comercial. Una vez obtenida la sal se le hace reaccionar con ditiopiridina,
trifenilfosfina e imidazol en medio basico, para obtener finalmente el correspondiente

imidazolato (31).
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6.3.2. Sintesis de inhibidores; Acoplamiento fosfato-fosfonato

En la bibliografia se encuentran diversos articulos en los que se llevan a cabo
reacciones de acoplamiento fosfato-fosfato, haciendo uso de sales tales como ZnCl,,
MgCl, o CaCl,.>"® En nuestro caso, después de algunos ensayos, se decidié utilizar el

cloruro de magnesio.

En primer lugar se llevé a cabo la formacion de la sal de ditrietilamonio, del acido
pirrolidinilfosfonico (25a-f), por tratamiento con TEA. A continuacion, bajo atmosfera
inerte y utilizando DMF anhidra como disolvente, se afiadi6 el imidazolato de UMP
(31) y la sal de magnesio (Esquema 6.3).

o o
(?R)" o NH NH
[:)\*/“ | P MgCl, (OR), |
N Fl’—O' + + 0 N~ =0 - . | o) 0 N~ =0
Ho o FNEG “N-P-0— o owrann, (N B o b o o
N~/ | N I |
HNEt, o H, OH O
OH OH OH OH
25a-f 30 32a-f

Esquema 6.3. Reaccién de acoplamiento fosfato-fosfonato

Utilizando esta metodologia se han obtenido los compuestos (32a-f) (Figura 6.4).

O O
| NH | NH
HO, OH BnO. OBn
\;—j (I)I 9 NAO /\—j (I? 9 NAO
+ ), pP—O—P-— + ., _pP-—O—P-
N P~0-P-0 o N P~0-P-0 o
H, OH O H,  OH O
OH OH OH OH
32a (no aislado) 32d (92%)
O (0]
ﬁNH | NH
HO, OH BnO,  OBn
g, T G TR
wel+ —0O—P— N —O-P-—
[UONTSRTOR0 o [MONTSRT07RT0 o
HO H, OH O BnO Ha OH O
32b (no aislado) H OH 32e (90%) OH OH
O O
NH >< NH
HO.  OH | Y 0" "o | Iy
z—j 9 (I? N (6] ’\—/4 9 9 N (6]
+ ), _pP-0O—-P-— + ), _p-O—P-—
N P~0-P-0 o N P~0-P-0 o
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Figura 6.4. Posibles inhibidores de GTs obtenidos
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En general, los tiempos de reaccion fueron largos. En los productos con grupos
benciloxi (32d y 32¢) o en forma de acetal (32f), se observo una conversion completa
tras 7 dias de reaccién. Por otro lado, cuando los hidroxilo estaban libres, tras 19 dias se
alcanzo6 Unicamente una conversion de 40% para 32a, de 45% para 32b y de 34% para
32c.

La baja conversion puede deberse a la reaccion paralela de dimerizacién del
imidazolato de UMP, que a pesar de estar en exceso se consume antes que el &cido
aminofosfénico. Asi, en los espectros de **P RMN de los crudos de reaccion, se observé
una sefial singlete a -11.4 ppm, que correspondia al producto de dimerizacion 33. De
forma similar, en el analisis por Espectrometria de Masas se encontré un anién cuya m/z
= 629.0567 que se asocio con el dimero (m/z calculada 629.0539). Finalmente, cuando
se reprodujeron las condiciones de acoplamiento, en ausencia del correspondiente acido

aminofosfénico, se obtuvo producto de dimerizacién 33 (Esquema 6.4).°

o
Q N
NH OH OH JY
| IS MgCl, o 09 N" 70
o N0 —— 0" Lo-p-0-P-0— 4
= N_p— DMF anh. o o
NEPAR I e OYN
: | OH OH
30 OH OH HN 33

)

Esquema 6.4. Reaccién paralela de dimerizacion de UMP-imidazolato

Los productos con los grupos hidroxilo libres (32a-c) resultaron problematicos en
su aislamiento. Para poder separarlos del dimero de UMP por HPLC, fue necesario
utilizar como eluyente agua tamponada a pH=4 con HCOONHj,. En estas condiciones,
era obligatorio neutralizar la disolucidn resultante con NH3 al 25% lo antes posible, para
evitar la hidrolisis del producto. A pesar de ello, los compuestos 32a y 32b se
obtuvieron tras el proceso de purificacion con cantidades importantes de los productos
de hidrdlisis, por lo que no pudieron ser completamente caracterizados. En la Figura 6.5
se muestra el espectro de **P RMN de la mezcla obtenida tras la purificacion del
producto 32a, donde ademas de sus sefiales caracteristicas (9.7 y -11.9 ppm) aparecen la
sefial del acido fosfonico (18.6 ppm) y la de UMP (0.0 ppm). Por el contrario, el
compuesto 32c, si se pudo aislar y caracterizar con un rendimiento aceptable (30%)

considerando la baja conversién de la reaccion.
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Figura 6.5. Espectro de **P RMN tras el aislamiento del producto 32a

Los productos que presentaban los grupos hidroxilo protegidos no dieron ningin
tipo de problema en la purificacion, ya que no requirieron el uso de tampon en el
eluyente, separandose correctamente del dimero de UMP. Los compuestos (32d-f) se

aislaron con muy buenos rendimientos, 92%, 90% y 91% respectivamente.

Como se ha adelantado en el capitulo 5, estos ultimos resultados, permitieron
concluir que no era necesaria la proteccion del grupo NH de la pirrolidina para llevar a
cabo la reaccion de acoplamineto. Esto simplifico enormemente la ruta sintética, ya que
no fue necesaria la secuencia de reacciones de proteccién/desproteccion, que conllevaria
el uso de medios acidos o basicos con el riesgo de reacciones indeseadas, como la
hidrolisis del pirofosfato formado.
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6.4. Estudios de interacciéon enzima-ligando

Como se ha comentado, el objetivo de esta Tesis Doctoral, era la preparacion de
pirrolidinil derivados para estudiarlos como posibles inhibidores de glicosiltransferasas.
Dentro de esta amplia familia de enzimas, se ha considerado trabajar con dos enzimas
significativos, O-linked-N-acetilglucosamina transferasa humana (hOGT) y N-
acetilgalactosamina transferasa Il (hGalNAc-T2). Para valorar las interacciones enzima-
ligando se ha hecho uso de dos herramientas; estudios computacionales de docking y
estudios de Resonancia Magnética Nuclear mediante STD.

El docking, es una herramienta computacional que permite predecir la
conformacion preferida de una molécula, al estar unida con otra, con el fin de formar un
complejo estable.®® Se utiliza para predecir la orientacion del enlace de una molécula
pequefia (ligando) dentro de, por ejemplo, una proteina que sera donde ejerza su accion,
con lo que permite predecir la afinidad y la actividad de dicho ligando. Debido a ello,

este método juega un papel muy importante en el disefio racional de farmacos.™*

Los experimentos de STD-NMR, (“Saturation Transfer Difference” o Diferencia de
Transferencia de Saturacion), permiten conseguir informacion acerca de la fuerza y
zonas de interaccién entre el enzima y el ligando. De hecho, esta es una de las técnicas
de RMN maés potentes para la deteccion y caracterizacion de interacciones ligando-

enzima en disolucion.

Los experimentos de STD se llevan a cabo con una muestra formada por el
receptor, en este caso el enzima, en muy baja concentracion, del orden de 10 hasta 107
M, y uno o varios ligandos en gran exceso (1:10 hasta 1:1000). Con esta muestra se
realizan dos experimentos que se van acumulando, el primero de ellos es un
experimento monodimensional de proton (*H RMN) en el equilibrio, Illamado
experimento de referencia o espectro off-resonance (STDox). ElI segundo consiste
también en un *H RMN en el cual todos los protones del receptor, en este caso un
enzima, se encuentran irradiados selectivamente durante un tiempo determinado,
conocido como tiempo de saturacion (TS). Durante este tiempo la saturacion de los
protones del enzima se transfiere mediante difusion de spin a los protones del ligando
que interaccionan con el enzima. La adquisicion del experimento de proton cuando se

encuentra irradiada la proteina se conoce como on-resonance (STDop).
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En el espectro de la diferencia (STDgir = SDTo-STDon), S0lo se conservan las
sefiales de los ligandos que han recibido transferencia de saturacion por parte del
enzima. La diferencia de intensidad de las sefiales en el espectro de diferencia es debida
a la proximidad de los protones con el receptor, a mayor proximidad, mayor intensidad
de sefial y viceversa (Figura 6.6).

e
[

Figura 6.6. llustracion del experimento de STD-NMR

6.4.1 Estudios de interaccion con N-Acetilgalactosamina transferasa II
(GalNAc-T?2)

GalNAc-T2 es un enzima que pertenece a la familia de las N-acetilgalactosamina
transferasas (GalNAc-Ts). Esta familia de enzimas fue descubierta en 1967,
parcialmente caracterizada en 1977*% y a principios de la década de los 90 se aislé por
primera vez GalNAc-T2."*°

GalNAc-T2 es una proteina transmembrana localizada en el aparato de Golgi,
encargada de transferir una unidad de N-acetilgalactosamina (GalNAc) desde UDP-
GalNAc a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) de la proteina aceptora, y presenta
cierta preferencia por glicosilar residuos de Thr, manteniendo la configuracion del

carbono anomérico (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Representacion del proceso de O-glicosilacion por parte de GaINAc-T2

La glicosilacién con N-acetilgalactosamina que llevan a cabo la familia de GalINAc-
Ts, es un proceso muy comdn en proteinas humanas. Alteraciones de este proceso son
fenémenos comunes en determinados tipos de cancer.® En muchos procesos tumorales
se presenta una produccion aumentada de mucinas, incluyendo canceres de pancreas,
pulmén, mama, ovario, etc. Dos mucinas de membrana (MUC1 y MUC4) han sido
ampliamente estudiadas en relacion a su implicacion patoldgica en el proceso de estas
enfermedades.””™ Las mucinas, por definicion son proteinas de alto peso molecular y
altamente glicosiladas producidas en las células de los tejidos epiteliales de la mayoria
de los metazoos. La principal caracteristica de las mucinas es su capacidad de formacion
de geles y por ello cumplen funciones desde lubricacion a sefializacion celular. Las
mucinas se encuentran bajo investigacion como posibles marcadores diagnosticos para

la aparicién de procesos malignos.”

GalNACc-T2, al igual que el resto de enzimas de la familia de GalINAc-Ts presenta
una estructura formada por un dominio de lectina en la region C-terminal (azul) unido
mediante un linker flexible o loop (rojo) al dominio catalitico en la region N-terminal
(verde) (Figura 6.8, a). En el caso de GalNac-T2, el linker flexible juega un papel

esencial, 2%

ya que este enzima presenta dos conformaciones distintas; una
conformacion abierta o inactiva, en la que el sitio catalitico esta expuesto al disolvente
(Figura 6.8, b) y una conformacién cerrada o activa, en la cual el sitio activo esta
protegido (Figura 6.8, c).2® Este enzima requiere de la presencia de Mg (11) o Mn (II)

para poder llevar a cabo la glicosilacion.
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Figura 6.8. (a) Estructura cristalina del complejo GalNAc-T2, UDP-GalNAc y Mn (I1) (PDB ID:
4DO0T). (b) Representacion de superficie de la forma abierta o inactiva de GaINAc-T2 formando complejo
con UDP y Mn (Il) (PDB ID: 2FFV), linker (amarillo). (c) Representacion de superficie de la forma
cerrada o activa de GalNAc-T2 formando complejo con UDP-GalNAc y Mn (II) (PDB ID: 4D0T), linker

(amarillo)

El dominio de lectina, no interviene en la actividad catalitica pero si presenta una
elevada afinidad por glicopéptidos con GalNAc y por tanto modula la especificidad por

el sustrato aceptor.?*

Estudios de la estructura cristalografica del sitio catalitico de GalINAc-T2 indican
que se establece un equilibrio dindmico entre la forma abierta y cerrada. Cuando se une
el sustrato dador, es decir UDP-GalNAc, en la conformacion abierta, se produce un
cambio en la conformacién del loop, seguida de la unién del sustrato aceptor.?? Las
interacciones de tipo stacking entre la unidad de GalNAc y los residuos de His365 y

Phe369, mantienen dicha conformacion.??

Estudios computacionales han revelado que el mecanismo de retencién de la
configuracion del carbono anomérico transcurre a través de una reaccion de sustitucion
nucleofila intramolecular (Sni). Como primer paso se produce la ruptura del enlace
glicosidico de UDP-GalNAc y la correspondiente formacion del par idnico,
oxocarbenio-UDP. A continuacién, la unidad de UDP, que actia como base, activa el
ataque del hidroxilo aceptor (ROH) para generar UDP vy la proteina glicosilada (Figura
6.9).%
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Figura 6.9. Mecanismo de GalNAc-T2 de tipo Syi con retencion de la configuracion

Se ha logrado cristalizar un complejo ternario formado por el enzima, un péptido
aceptor, Mn(Il) y UDP-5S-GalNAc (PDB: 4D0Z). Este complejo de tipo Michaelis-
Menten se utiliza para el estudio de interacciones con GalNAc-T2. El sitio activo del

enzima presenta las siguientes interacciones con UDP-5S-GalNAc (Figura 6.10):

Py
g
BF

Figura 6.10. Interacciones de UDP-5S-GalNACc en el sitio activo de GalNAc-T2 en la conformacion
cerrada (4D0Z)
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- Enlaces de hidrégeno de uridina con Thr143, Arg201 y Aspl176.

- m-stacking con Tyr367.

- Enlace de hidrégeno entre ribosa y Thr143.

- Coordinacion del pirofosfato con el Mn (1) (no aparece representado en la
figura) y con los residuos del centro activo Asp224, His226 e His359.

- Enlace de hidrégeno del a-fosfato con Arg362.

- Enlaces de hidrdgeno del aztcar con Ala307 y Arg208, orientando el grupo
acetilo hacia el exterior del sitio catalitico.

6.4.1.1. Estudios de docking

En el grupo de investigacion se ha estudiado mediante docking la interaccion con
GalNACc-T2 de los compuestos sintetizados 32. Para ello, se han utilizado los datos del
enzima obtenidos por difraccion de rayos X del complejo formado con UDP-5S-
GalNAc (PDB: 4D0Z),%? un anélogo del sustrato natural UDP-GaINAc en el que el
atomo de oxigeno de la posicion 5 de la galactosa, ha sido sustituido por azufre. En la

Tabla 6.1 se recogen los valores de las energias de interaccion encontrados.

Tabla 6.1. Resultados de energias de unién seguin docking

Inhibidor Energia de Inhibidor Energia de
uniont® uniént®
32a -10.72 32d -11.89
32b -14.02 32e -14.55
32¢ -11.36 32f -7.54

[a] Energia calculada utilizando Glide en Kcal/mol

Los valores obtenidos para los productos sintetizados fueron inferiores (menor
energia de interaccion) a la energia de union calculada para la interaccion con UDP-5S-
GalNAc (-16.26 Kcal/mol), sustrato que se habia utilizado para la obtencion de la
estructura cristalina. Sin embargo, estos valores resultaron ser superiores en casi todos

los casos al calculado para el sustrato natural UDP-GalNAc (-10.85 Kcal/mol).
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El analisis de los estudios de docking de los inhibidores con los grupos hidroxilo de
la pirrolidina libres 32a-c, comparados con UDP-5S-GaINAc como ligando de
referencia, determinan que se colocan en una pose similar. La posicion de la zona de
reconocimiento enzimatico es préacticamente idéntica por lo que presenta las mismas
interacciones. El linker, es decir, el pirofosfato se encuentra coordinado al Mn(ll), sin
embargo, la variacion en su pose es algo mas acusada. Donde mas diferencias se

observan es en la pose de la pirrolidina respecto de 5S-GalNAc (Figura 6.11)

Pirrolidina Pirofosfato Uridina

| | |

Figura 6.11. Comparacién de UDP-5S-GalNAc (turquesa), 32a (verde), 32b (morado), 32c (azul)

A continuacién, nos centraremos en la descripcion de la colocacion y las
interacciones que presentan las distintas pirrolidinas y se compararan con las que
presenta UDP-5S-GalNAc (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Superior; 32a (azul) frente a UDP-5S-GalNAc (turquesa). Central; 32b (azul) frente a
UDP-5S-GalNAc (turquesa). Inferior; 32c (azul) frente a UDP-5S-GalNAC (turquesa).

Izquierda; Diagrama de interacciones. Derecha; Superposicién de ligando y UDP-5S-GalNAc
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Los grupos hidroxilo de la pirrolidina del compuesto 32a interacciona con Ala307,
como UDP-5S-GalNAc, y Glu334 mediante enlaces de hidrogeno, y la amina protonada
presenta interaccion electrostatica con Glu334 y Asp224 (Figura 6.12, superior).

De forma similar, un grupo hidroxilo de 32b interacciona con Ala307, al igual que
el ligando de referencia, mientras que otro lo hace con Asp224. El grupo amino
protonado también presenta un enlace de hidrégeno con Asp224, ademas de interaccion
electrostética. Estas interacciones adicionales que presenta la pirrolidina, junto con la
casi exacta superposicién del pirofosfato, pueden incrementar la energia de unién
enzima-ligando (-14.02 Kcal/mol) sin embargo, no llega a superar la energia de unién
con UDP-5S-GalNAc (-16.26 Kcal/mol) (Figura 6.12, central).

Los grupos hidroxilo de la pirrolidina 32c se unen a Arg208, formando un enlace de
hidrogeno, como UDP-5S-GalNAc, y a Glu334 y Asp224 mediante fuerzas
electrostaticas (Figura 6.12, inferior).

En cuanto a los inhibidores sintetizados con los grupos hidroxilo protegidos 32d-f,
si se comparan con UDP-5S-GalNAc, se observa un desplazamiento considerable en sus
poses dependiendo del namero y patrén de sustitucion aunque el nucledsido y en

concreto la uridina tiene poses muy similares (Figura 6.13).

Pirrolidina Pirofosfato Uridina

Figura 6.13. Comparacion de UDP-5S-GalNAc (turquesa), 32d (verde), 32e (morado) y 32f (azul)
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La pirrolidina del ligando 32d orienta los grupos bencilo hacia un bolsillo
hidrofébico que forman los residuos de Val279, Phe280, Trp331 y Phe377, formando
ademas un m-stacking con Phe361. El grupo amino protonado presenta fuerzas
electrostéaticas con Glu334 (Figura 6.14, superior).

El mayor tamafio del compuesto 32e le obliga a tomar una pose mas forzada. La
pirrolidina esta invertida por el giro el enlace fosfonato para introducir los grupos
bencilo en el bolsillo hidrofobico. El grupo bencilo de C5 se orienta hacia el exterior del
sitio catalitico y forma un z-stacking con Phe361 mientras que los grupos bencilo de C3
y C4 forman un plano y se orientan hacia los residuos del bolsillo préximo al sitio
catalitico. Las interacciones adicionales que proporcionan los grupos bencilo pueden
incrementar la energia de unién enzima-ligando y por este motivo ésta alcanza el valor
mas elevado, entre todos los ligandos sintetizados, de -14.55 Kcal/mol (Figura 6.14,
central).

En el caso del compuesto 32f la pirrolidina se encuentra invertida debido al giro del
metileno del fosfonato. El acetal se orienta hacia residuos hidrofébicos como Val330 y
Trp331. El grupo amino de la pirrolidina tiene un enlace de hidrogeno e interacciones
electrostaticas con Asp224. La energia de union enzima-ligando de este compuesto (AG
= -7.54 Kcal/mol) es muy inferior a la que proporcionan el resto de los ligandos
sintetizados, probablemente por la falta de grupos capaces de formar interacciones

adicionales (Figura 6.14, inferior).
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Figura 6.14. Superior; 32d (azul) frente a UDP-5S-GalNAc (turquesa). Central; 32e (azul) frente a
UDP-5S-GalNAc (turquesa). Inferior; 32f (azul) frente a UDP-5S-GalNAc (turquesa).

Izquierda; Diagrama de interacciones. Derecha; Superposicién de ligando y UDP-5S-GalNAc
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6.4.1.2. Estudios de STD-NMR

Con el fin de evaluar de forma experimental la interaccion de los productos
preparados 32 con GalNAc-T2 se llevaron a cabo experimentos utilizando la técnica de
STD-NMR. Para medir los espectros se utilizo GalNAc-T2, proporcionada por el Dr.
Ramon Hurtado, en concentracion 1 UM y con un exceso de ligando en concentracién 1
mM (Ver experimental).

En los ensayos realizados, Unicamente se observaron sefiales de STD con los
compuestos 32d y 32e. La ausencia de sefiales en los espectros STD puede ser debida a
dos causas bien diferentes. Por un lado, es posible que no exista interaccion entre el
sustrato en estudio y el enzima y al no haber transferencia de saturacion, la sefial de
diferencia medida sea nula. Este podria ser el caso del compuesto 32f que presentaba
una baja energia de union en los estudios de docking (-7.54 Kcal/mol). Por otro lado,
cuando la interaccion enzima-ligando, es muy fuerte, la disociacion lenta del ligando
hace que en disolucién haya una concentracion muy baja de ligando saturado. Cuando
se da esta situacion, la sefial de STD medida es muy baja o nula y este podria ser el caso

de los compuestos 32a-c.
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En el caso del ligando 32d, en el espectro de STD se observaron sefiales
correspondientes a los grupos fenilo de la pirrolidina (verde) y a la zona de
reconocimiento enzimatico, de la que se aprecian los protones H1" de la ribosa (azul) y
H6 del uracilo (rosa). La intensidad del STD es moderada ya que se encuentra
multiplicada por un factor de 8 (Figura 6.15).

O
Ph\/ Ph 5 | NH
0O 40— 6
s N*o
570 S Boo-P-o—
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Figura 6.15. Espectros de STD-NMR de 32d con GalNAc-T2
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Para el compuesto 32e, también se observaron las mismas sefiales que para 32d
pero con una mayor intensidad, llegando incluso a verse, aunque con poca intensidad, la
sefial de H5 del uracilo (rosa) (Figura 6.16).

O
Ph Ph 5&NH
(0] 3.;\o\/ 6 /&
47\ ,-0 0 N™ 70
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Ph OH OH
3 2
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Figura 6.16. Espectros de STD-NMR de 32e con GalNAc-T2
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Con el compuesto, 32e, se llevd a cabo un estudio de competencia con uridina
difosfato (UDP), ligando que presenta afinidad con GaINAc-T2.?* Para ello sobre la
muestra que contiene 32e y GalNAc-T2, se afiadio6 UDP en exceso (1.5 mM) vy se
registro a continuacion el espectro de STD (Figura 6.17). Cuando se compar6 el nuevo
espectro, con el obtenido para el ligando 32e (Figura 6.16), se observd una ligera
disminucién de la intensidad de las sefiales de 32e y la aparicion de las sefiales de H1" y
H6 del UDP. Esto significaba que, efectivamente, 32e entraba en el sitio activo y existia
una competencia entre ambos ligandos por ocupar el sitio catalitico.

o)
Ph\/ Ph 5%NH
(0] 3.;\0\/ 6 /&
4" .0 © . N™ "0
67 b S Bo-p-o— HO-P-0-P-0
/' 5N | | 0 17 | |
//o H, OH O 4 OH OH
Ph OH OH
3 2
1H
STDx8

Figura 6.17. Estudio de competencia de 32e y UDP

A la vista de los resultados obtenidos tanto por docking como por STD, los
compuestos con los grupos hidroxilo de la pirrolidina libres (32a-c), presentan un gran
potencial como inhibidores que debe de ser confirmado por medio de ensayos
biolégicos, como medidas de K;. Los compuestos con los grupos de la pirrolidina
protegidos como bencilos (32d y 32e) también podrian comportarse como inhibidores,
siguiendo la tendencia de que a mayor nimero de sustituyentes mayor interaccién. En el
caso de la pirrolidina protegida con un grupo acetal (32f), el hecho de no proporcionar
sefiales en el STD unido a la baja energia de unién calculada por docking indica que su

potencial como inhibidor es reducido.
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6.4.2 Estudios de interaccion con O-linked-N-acetilglucosamina transferasa
(OGT)

El enzima O-linked-N-acetilglucosamina transferasa (OGT) fue descubierto en
1984%° y aislada en 1992.%" Dentro de la célula, se encuentra localizada en el citosol y
también en el nucleo celular. Este enzima se encarga de transferir una unidad de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) desde el correspondiente dador de Leloir, UDP-GIcNAc, a
un aminoécido, bien sea serina (Ser) o treonina (Thr), de una cadena peptidica, que
actia como aceptor. Esta transferencia tiene lugar con inversion de la configuracion
(Figura 6.18).

OH Q
OH
0

% S =
o] (o] HO
I N (6] R-OH N
AcHN  O0—p-0-P-0— Ho OR
0\, é, ﬁ’ AcHN
OH OH UDP
UDP-GIcNAc

Figura 6.18. Representacion del proceso de O-glicosilacion por parte de OGT

Varios estudios han demostrado que OGT interviene en diversas rutas de
sefializacion,?® entre ellas, la sefializacién Notch, que se relacionan con enfermedades

como cancer, Parkinson, Alzheimer o diabetes.?*!

La estructura de OGT en humanos fue resuelta en 2011% formando un complejo
con UDP y también con UDP-GIcNAc. Su estructura esta formada por varios tipos de
dominios. El dominio N-terminal, donde se encuentran varias unidades de
tetratricopéptidos (TPR), que son importantes ya que establecen interacciones con
péptidos, y el dominio C-terminal, donde se encuentra el centro activo. Ambos
dominios terminales presentan un plegamiento tipo Rossmann, tipico del
reconocimiento nucleotidico. Entre estos dos dominios terminales se encuentra otro

dominio intermedio (Figura 6.19).
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UDP-GIcNAc

Figura 6.19. (a) Representacion de la superficie del sitio activo y la TPR de OGT, formando
complejo con UDP-GIcNAc v la proteina sustrato.® (b) Estructura cristalina del sitio catalitico de OGT
con UDP-GIcNAc (PDB ID: 4GZ5); TPR (gris), region N-terminal (azul), dominio intermedio (verde) y

region C-terminal (rojo).

Los estudios del mecanismo de la reaccion enzimatica, indican que OGT glicosila
proteinas con inversion de la configuracion y no requiere de un metal para llevar a cabo
su actividad catalitica.***® Estos estudios apuntan a que en primer lugar se produce el
ataque del grupo hidroxilo del sustrato aceptor al carbono anomérico del sustrato dador.
Este proceso provoca la escision del enlace glicosidico, aumentando la densidad
electronica en el B-fosfato (que estabiliza el residuo de Lys842) y contribuye a que el a-

fosfato actue como base inicial siendo el B-fosfato el aceptor final del protén (Figura
6.20).

Peptido aceptor (%
HO Qo 0o
HO

BN Osc N1

UDP-GIcNAC OHOH

Figura 6.20. Mecanismo propuesto para la transferencia de GICNAc
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Estudios de la estructura cristalografica del sitio activo de OGT permiten conocer
las siguientes interacciones que se producen con el sustrato natural (UDP-GICNAC)
(Figura 6.21).

PHE & HID
e HO 498

THR
921 LYS
898

LEU
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656 B 925 PRO HID

897 901
o] - 89 VAL
- 895
H
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4
LEU
\___): 0 2
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904

Figura 6.21. Interacciones de UDP-GIcNACc con el sitio activo de OGT (PDB ID: 4GZ5)

- m-m “stacking” (no aparece representado en la figura) del anillo de uracilo
con His901.

- Enlaces de hidrégeno del anillo de uracilo con Ala896.

- Enlace de hidrogeno del anillo de ribosa con Asp925 y Thr922.

- Enlace de hidrogeno entre el a-fosfato y GIn839.

- Enlace de hidrogeno entre el p-fosfato y Thro21.

- Interaccion electrostatica entre el p-fosfato y Lys842.

- Enlaces de hidrogeno de los grupos hidroxilo de azucar con los residuos
Tyr841, Gly654.

- Enlace de hidrogeno entre el oxigeno carbonilico del grupo NAc e His920.

6.4.2.1. Estudios de docking

Se ha llevado a cabo en el grupo de investigacion un estudio de docking de los
compuestos sintetizados 32a-f con el enzima OGT utilizando una estructura
previamente publicada (PDB: 4GZ5).3* Del estudio realizado se han obtenido los

valores de energia de unién enzima-ligando que se presentan en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Resultados de energias de unién segln docking

Inhibidor Energia de Inhibidor Energia de
uniént® union®
32a -11.32 32d -6.84
32b -12.18 32e -4.74
32c -11.40 32f -4.80

[a] Energia calculada utilizando Glide en Kcal/mol

Si se comparan los valores obtenidos para las energias de unién de los compuestos
sintetizados, con el valor que se obtiene para el sustrato natural (-12.33 Kcal/mol), se
observa que la union en todos los casos resulta ser mas débil. También se observa una

clara diferencia entre los inhibidores con los grupos de la pirrolidina libres y protegidos.

Por otro lado, la comparacion de las poses que adoptan los tres compuestos
sintetizados con los grupos hidroxilo libres (32a-c) (Figura 6.22), indica una colocacion
casi exacta del nucleosido y del linker (pirofosfato), siendo la pirrolidina la que mayor

libertad tiene en su ubicacion en el sitio activo, aunque manteniéndose siempre en una

posicion proxima.

Uridina Pirofosfato

Figura 6.22. Comparacion de UDP-GIcNAc (rojo), 32a (verde), 32b (morado) y 32¢ (azul)

A continuacién, nos centraremos en la descripcion de la colocacion y las

interacciones que presentan las distintas pirrolidinas y su comparacion con las que

presenta el sustrato natural (Figura 6.23).



Figura 6.23. Superior; 32a (azul) frente a UDP-GIcNACc (rojo). Central; 32b (azul) frente a UDP-
GIcNACc (rojo). Inferior; 32c (azul) frente a UDP-GIcNAC (rojo).

Izquierda; Diagrama de interacciones. Derecha; Superposicion de ligando y UDP-GICNAc
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El anillo de pirrolidina del compuesto 32a se encuentra invertido gracias a la
libertad de giro del grupo metileno del fosfonato y presenta interacciones polares con
Gly654 y Thr560 pero pierde respecto del aztcar de UDP-GIcNAC las interacciones con
Tyr841 e His920 (Figura 6.23, superior).

En el compuesto 32b la pirrolidina respecto de la glucosa, preserva los enlaces de
hidrégeno con His920 y Gly654 y sustituye la interaccién con Tyr841 por Leu653, por
lo que la posicion que ocupan ambos anillos es proxima aunque no idéntica (Figura
6.23, central).

El compuesto 32c adopta una pose casi idéntica a 32a. En ambos casos se invierte
la pirrolidina y presentan las mismas interacciones. Las diferencias observadas son
debidas a la distinta disposicion de los hidroxilos, asi en el caso de 32a, el hidroxilo de
C3 forma un enlace de hidrogeno con Gly654 y el de C4 con Thr560, mientras que en
32c ambos hidroxilos forman enlace de hidrogeno con el mismo residuo de Gly654

(Figura 6.23, inferior).

En términos generales, en los inhibidores con los grupos hidroxilo libres (32a-c), la
zona de reconocimiento mantiene las mismas interacciones que el sustrato natural, el
grupo pirofosfato presenta un cierto desplazamiento respecto al UDP-GICcNAc y cada
pirrolidina presenta sus propias interacciones, sin embargo, estas variaciones no se ven

reflejadas en valores de energia de union muy diferentes.

En cuanto a los compuestos que presentan los grupos hidroxilo de la pirrolidina
protegidos (32d-f), las poses adoptadas muestran una colocacion casi idéntica en la zona
de reconocimiento para 32d y 32f respecto de UDP-GIcNACc (Figura 6.24), mientras que

32e toma una pose muy distinta.
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uridina Pirofosfato Pirrolidina

Figura 6.24. Superposicion de UDP-GIcNAc (rojo), 32d (verde) y 32f (azul)

En el compuesto 32d, el anillo de pirrolidina expone el bencilo de C4 hacia el
exterior del sitio catalitico e interacciona mediante n-stacking con el residuo de His498,
mientras que coloca el grupo bencilo de C3 en la posicion del carbohidrato del sustrato

natural (Figura 6.25, superior).

El caso del compuesto 32f el anillo de pirrolidina al no tener los hidroxilos libres
para favorecer la formacion de enlaces de hidrogeno y ser el grupo protector un acetal
que no puede formar zm-stacking, apenas muestra interacciones a excepcion de un enlace

de hidrégeno con His920 (Figura 6.25, inferior).
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Figura 6.25. Superior; 32d (azul) frente a UDP-GIcNAc (rojo). Inferior; 32f (azul) frente a UDP-

GIcNACc (rojo). lzquierda; Diagrama de interacciones. Derecha; Superposicion de ligando y UDP-GIcNAc

Por el contrario, el compuesto 32e toma una pose totalmente distinta a la de UDP-
GIcNACc y ubica uno de los grupos bencilo en una zona proxima a la que ocupa el
nucleosido del sustrato natural en el sitio catalitico (Figura 6.26). La uridina en lugar de
interaccionar con Ala896, lo hace con Ser553 y Ser584 mediante enlaces de hidrégeno y
sustituye el r-stacking con His901 por la His558. El anillo de ribosa orienta los grupos
hidroxilo al exterior del sitio catalitico y presenta un enlace de hidrégeno con Lys364.
El grupo pirofosfato, en concreto el grupo fosfonato se orienta hacia el exterior y forma

un dnico enlace con Glu369. Del anillo de pirrolidina el grupo bencilo de C5 forma un
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n-stacking con His496 y C3 forma una interaccion de tipo cation-m con Lys842. En
resumen, se observa una pérdida importante de interacciones en la zona de
reconocimiento se s6lo se compensa en parte por las interacciones favorables de dos de

los grupos bencilo.

1%

Uridina

l_l_\

1
euipln

Figura 6.26. Izquierda; Diagrama de interacciones de 32e. Derecha; Superposicion de 32e (azul) y
UDP-GIcNAc (rojo)

Es de destacar que los valores de docking calculados no estan de acuerdo con los
datos experimentales obtenidos previamente en el grupo de investigacion. Asi, los
valores mas favorables de docking se encuentran para las pirrolidinas que presentan
grupos OH libres (Tabla 6.2), mientras que los valores de K; determinados
experimentalmente en andlogos con este tipo de pirrolidinas son muy débiles (Figura
6.2). Por el contrario, el valor de K; mas favorable se obtiene con la pirrolidina
tribencilada, mientras que segun el calculo de docking seria derivado que presenta las
interacciones mas débiles. Basandonos en estos resultados, los estudios de STD-NMR
se llevaron a cabo Unicamente con los derivados que presentaban el anillo de pirrolidina

con grupos protectores.
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6.4.2.2. Estudios de STD-NMR

Para los estudios de STD-NMR se consideraron los sustratos 32d-f, que llevan
grupos bencilo o acetal en el anillo de pirrolidina. Para medir los espectros se utilizo
OGit, proporcionada por el Prof. Daan van Aalten, en concentraciéon 1 UM y con un
exceso de ligando en concentracion 1 mM (Ver experimental).

El analisis del espectro de STD del compuesto 32e (Figura 6.27) indica que se
produce una interaccion fuerte entre el ligando y el enzima, ya que como aparece
indicado en la figura, el espectro aparece multiplicado Unicamente por un factor de 2.
Este hecho contrasta fuertemente con la baja energia de interaccion calculada por
docking (Tabla 6.2). Las sefiales que aparecen, podemos clasificarlas segun su
proximidad al enzima en funcion de la intensidad que presentan. Las sefiales mas
intensas y por lo tanto las méas proximas al enzima son los grupos fenilo (verde) junto
con sus grupos metileno. Con una menor intensidad aparecen las sefiales de la zona de
reconocimiento como son los protones H6 y H5, de la uridina (rosa) y los
correspondientes a la ribosa (azul). En cuanto al anillo de pirrolidina (rojo), esta se une

mediante los protones H3"", H4”" y H5"".

O
Ph\/ Ph 5 | NH
o) 3-;\\o\/ 6 A
4" 2.,9 ICI) 5 N™ =0
6wl + —0-P-
/ 5N P-0-F-0 0
//O H2 OH O 4"
Ph OH OH
3 2

STDx2

Figura 6.27. Espectros STD-NMR de 32e con OGT
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El anélisis del espectro de STD-NMR del compuesto 32d indica que la unién que se
establece es menor que con el compuesto 32e, ya que el espectro esta multiplicado por
un factor de 4. Al igual que ocurria en el compuesto anterior, los protones que
interaccionan con OGT con intensidad elevada, son los grupos bencilos (verde).
También la zona de reconocimiento presenta interaccion con el enzima ya que aparecen
las sefiales de H6 y H5 de la uridina (rosa) y los protones de la ribosa (azul). En cuanto
a la pirrolidina (rojo), aparecen sefiales correspondientes a los protones H3"" y H4™".
Con una intensidad muy débil aparecen también las sefiales correspondientes a H2"" y al

grupo metileno unido al pirofosfato (Figura 6.28).

(0]
Ph Ph 5 NH
\’Q, 3,,o\/ 6‘ /1%
4""' .. 0O . N 0
R Sl IO
N | | o
H,  OH O 4
OH OH
3 2
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JWW |18 WOV

T T T T T T
6 5 a 3 2

Figura 6.28. Espectros de STD-NMR de 32d con OGT
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El estudio de STD del compuesto 32f, indica que la interaccién entre el ligando vy el
enzima es méas débil ya que aparece multiplicado por un factor de 8 (Figura 6.29). En
este caso, las sefiales méas intensas que se observan son las correspondientes al protén
H6 de la uridina (rosa) y al anomérico de la ribosa (azul), con menor intensidad
aparecen las sefiales de H5 de la uridina, H2"de la ribosa y los grupos metilo del acetal
(verde). Con una intensidad muy débil se observan también sefiales que provienen de la
ribosa, el grupo metileno del fosfonato y el protén H4"" de la pirrolidina (rojo). Es de
destacar la diferencia entre sefiales corespondientes a los grupos bencilo en 32d y 32e
(Figuras 6.27 y 6.28) y las sefales correspondientes al grupo isopropilideno en 32f
(Figuras 6.29).
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Figura 6.29. Espectros de STD-NMR de 32f con OGT
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Los resultados del anélisis de los espectros de STD-NMR estan de acuerdo con los
obtenidos con anterioridad en el grupo de investigacion. Asi, se puede afirmar, que la
tendencia en cuanto a la sustitucion en el anillo de pirrolidina, se mantiene, es decir, un
mayor numero de grupos bencilo da lugar a una mayor afinidad. Seria interesante
disponer de datos actividad bioldgica (K;) de los productos 32a-f para poder comparar
con mas precision entre ellos, asi como con los compuestos preparados anteriormente

que carecen de uno de los grupos fosfato.
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6.5. Conclusiones

La condensacion de &cidos pirrolidinilmetilfosfonicos con UMP activado es una
estrategia Util para la preparacion de nucleétidos analogos de dadores de Leloir donde el

anillo de pirrolidina actua como glicomimético.

La activacion como imidazolato de la unidad de reconocimiento enziméatico (UMP)
resulta una estrategia mas adecuada que la activacion como morfolidato, para el

acoplamiento fosfonato-fosfato, facilitando el proceso de obtencién y de purificacion.

El acoplamiento fosfonato-fosfato resulta mas efectivo en la obtencion de
inhibidores de GTs con los grupos hidroxilo de la pirrolidina protegidos. Para los
compuestos con los grupos hidroxilo libres, la baja conversion que proporciona debida a

la reaccion paralela de dimerizacién, provoca una importante caida de rendimiento.

La presencia del grupo amino libre de la pirrolidina no interfiere en la reaccion de
acoplamiento, no siendo necesario el uso de un grupo protector en esta posicion. Esto
evita los problemas generados en la desproteccion de la pirrolidina, que conllevaria

probablemente a la hidrolisis del inhibidor preparado.

Los valores de docking calculados para la interaccion entre los sustratos preparados
y GalNAc-T2, son en casi todos los casos, mejores que para el sustrato natural. Esto
avala la posibilidad de emplear derivados de pirrolidina como inhibidores de este

enzima.

El derivado méas activo frente a GalNAc-T2 segun docking es el compuesto
tribencilado 32e. Este derivado presenta ademas sefiales en los espectros STD-NMR

que indican que interacciona con el enzima.

La ausencia de sefiales en los espectros de STD-NMR de los compuestos 32a-c,
podria estar causada por una disociacion enzima-ligando lenta, lo cual indicaria, un

fuerte potencial de estos compuestos como inhibidores para este enzima.

Los valores de docking calculados para la interaccidn entre los sustratos preparados

y OGT, son sorprendentemente bajos e inferiores en todos los casos, al sustrato natural.
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Por el contrario, los compuestos con grupos bencilo proporcionan sefales intensas
en los experimentos de STD-NMR con OGT, principalmente el derivado tribencilado,
lo que avala su posible utilidad como inhibidores de este enzima.

El anillo de pirrolidina presenta un alto potencial como sustituto del carbohidrato
para la sintesis de posibles inhibidores de glicosiltransferasas, principalmente cuando
presenta grupos bencilo como sustituyentes.

243



6.6. Experimental Section

General Methods

Miscellaneous: Analytical grade solvents and commercially available reagents were
used without further purification. Anhydrous solvents were purified and dried with
activated molecular sieves prior to use. All the glassware was dried for 12 hours prior
to use in an oven at 140°C, and allowed to cool under humidified atmosphere. For the
removal of solvents under reduces pressure Biichi R-210 rotary evaporators were used.
NMR: *H NMR, *C NMR and *P NMR were acquired at 25°C on Bruker Avance
400MHz or AVANCE Il 300 MHz instruments in the stated solvent. Chemical shifts
(0) are reported in ppm relative to residual solvent signals and coupling constants (J) in
hertz (Hz). NMR assignments were using standard 2D experiments.

HPLC: Analytical: Column Atlantis® dc18 5pm, 4.6x100 mm. Semipreparative:
(Column Atlantis® dc18 OBD 5pm, 19x100 mm) was carried out in a waters 515 pump
with PDA detection.

HRMS: High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a QToF spectrometer
equipped with an ESI (electrospray ionization) source (microTOF-Q, Bruker Daltonik)
using sodium formate as external reference.

COMPUTACIONAL STUDIES

Macromolecule preparation.

GalNAc-T2: The X-ray crystal structure of the closed and active conformation (PDB ID:
4D0Z, in complex with UDP-5S-GalNAc, EA2 peptide and Mn*?). Chain A was
selected. Using the Protein Preparation Wizard tool included in Maestro package all
waters, ethylene glycol and ligands were deleted but Mn*? were conserved, missing
atoms and cap termini were added, side chains and loops were filled by Prime, and
hydrogens were added with Epik24 at physiological pH. Charges were assigned to all
atoms with the OPLS 2005 force field and the final protein structure was finally

minimized with the same force field.

OGT: The X-ray crystal structure of hOGT (PDB ID: 4GZ5, in complex with UDP-
GIcNACc) was selected. Chain C was selected and isolated from the crystal PDB file.
Using the Protein Preparation Wizard tool included in Maestro package all waters,
sulfate ions and ligand were deleted, missing atoms and cap termini were added, side

chains and loops were filled by Prime, and hydrogens were added with Epik24 at
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physiological pH. Charges were assigned to all atoms with the OPLS_2005 force field
and the final protein structure was finally minimized with the same force field.

Ligand preparation.

The 3D structures of the compounds were built from their SMILES codes using
Corina3D model. All ligands were subjected to geometry optimization by using the
MMFFs force field implemented in Maestro, to generate ionization states was used
Epik, in order to simulate the physiological pH. Regarding the setting sterecisomer
options, the number of stereoisomers generated was limited up to 32 per ligand.

Docking calculations.

GalNAc-T2: Docking was performed by Glide implemented in Maestro. In Glide, a
cubic grid of 25° A% was generated for the protein, defining as center the center of mass
between the residues Aspl76, Hisl145, Arg362 and His226. No restrictions were
established on the torsion angles for the ligands. Extra precision docking was

performed.

OGT: Docking was performed by Glide implemented in Maestro. In Glide, a cubic grid
of 35° A% was generated for the protein, defining as center the center of mass of UDP-
GIcNAc. No restrictions were established on the torsion angles for the ligands. Extra

precision docking was performed.

STD-NMR STUDIES

GalNAc-T2: STD experiments were recorded on a Bruker 500 MHz spectrometer to
samples containing the corresponding ligand [1 mM], GalINAc-T2 [1 uM], MnCl; [75
UM] and deuterated buffer of TRIS-d11 [25 mM] at pH 7.40, NaCl 7.5 mM and
-mercaptoethanol [1 mM] (as stabilizer). Temperature was fixed at 25 °C. 1024
spectra were recorded for on and off resonance.

OGT: STD experiments were recorded on a Bruker 500 MHz spectrometer to samples
containing the corresponding ligand [1 mM], human OGT [1 uM] and deuterated
buffer of TRIS-d11 [25 mM] at pH 7.40 and temperature was fixed at 25 °C. 1024

spectra were recorded for on and off resonance.
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General notes
NMR assignments were made using this general pattern, showed in Figure 6.30

2 4
5 7 ONH
4" 3~ PN
57/, \o- 9 9 5 N" 50
6 N P-0-P-0 o
Ha OH O g4 1
OH OH
32

Figure 6.30. Description for NMR assignment

Sodium ((2R,3S,4R,5R)-5-(2,4-diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)methyl (1H-imidazol-1-yl)phosphonate (31).

o)
ﬁNH
o
 N-P-0
NP 0
NS On
31 OH OH

Commercially available nucleotide, UMP disodium salt, was converted into
uridinemonophosphate ditriethylammonium salt, by passing it though Dowex 50W
previously activated as triethylammonium form (using triethylammonium chloride 0.5
M solution). The residue was lyophilized and dried under vacuum (in a dessicator
containing P4010), to give the triethylammonium salt as a white solid. To a solution of
UMP triecthylamonium salt (527 mg, 1.0 mmol), 2,2’-dithiopyridine (4.3 mmol), and
imidazole (10.0 mmol) in anhydrous DMF (4 mL), was added triethylamine (4.0 mmol)
and triphenylphosphine (3.0 mmol) at room temperature under argon. The reaction was
stirred for 15 h. The product was precipitated from the reaction mixture by the addition
of an anhydrous solution of NaClO, (8.0 mmol) in dry acetone (60 mL). The
heterogeneous mixture was cooled at 0 °C under argon. The precipitate was filtered,
washed repeatedly with cold dry acetone, and dried in vacuo over P40, to give 31 (365
mg, 0.92 mmol) as a white solid. Yield: 92%

'H NMR (300 MHz, D;0) & 3.99-4.10 (m, 1H, H4), 4.11-4.24 (m, 3H, H5", H3), 4.29
(t, 1H, J= 4.3 Hz, H2"), 5.88 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H5), 5.90 (d, 1H, J=4.9 Hz, H1"), 7.13
(s, 1H, H4y), 7.31(s, 1H, H5,m), 7.68 (d, 1H, J=8.1 Hz, H6), 7.94 (s, 1H, H2yn).
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3¢ NMR (75 MHz, D,0) § 65.1 (d, J=5.7 Hz, C5), 69.4 (C2), 73.5 (C3"), 82.5 (d,
J=8.7 Hz, C4"), 88.9 (C1"), 12.4 (C5), 120.1 (d, J=6.2 Hz, C4y), 129.2 (C5y), 129.3
(C2im), 141.2 (C6), 152.1 (CO), 166.7 (CO).

'p NMR (121 MHz, D;0) & -8.09 ppm
HRMS: Calculated for [C12H14N4OgP]: 373.0555; found: 373.0556

General procedure J to obtain inhibitors 32a-f.

The  corresponding  ((pyrrolidin-2-yl)methyl)phosphonic  acids  (25a-f) as
triethylammonium salt (0.20 mmol) and MgCl, (0.40 mmol) were vigorously stirred in
dry DMF (1.5 mL) until clear solution was obtained. To this mixture was then added a
solution of 31 (0.26 mmol) in anhydrous DMF (1.5 mL) under argon. This reaction
mixture was stirred for several days at room temperature, and the reaction progress was
monitored by **P-NMR. The reaction was quenched by the addition of water (10 mL,
HPLC grade). The solvents were removed under pressure and the crude was purified

using semipreparative HPLC.

(2R,3S,4S)-3,4-(dihydroxy)-2-(UDP-methyl)pirrolidine (32a).

(@]
| NH
HO, OH
— o o v o
* S _P—-Q—-P—
{P—b-0-P-0— g
Hy OH O
OH OH

32a

Following general procedure J, 32a was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®
dc18 OBD 5um, 19x100 mm) using ammonium formate 50 mM (pH=4) as eluent. Flow
rate; 5.1 mL/min, T =11 min. This compound (40 mg) was obtained as mixture of 32a,
UMP and 25a (1:2:2). Reaction time: 10 days.

1P NMR (121 MHz, D,0) (selected signals) & 9.7 (d, 1P, J=25.1 Hz, CH,P), -11.9 (d,
1P, J=25.1 Hz, P-0O)

HRMS: Calculated for [C14H22N3013P2]": 502.0633; found: 502.0673
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(2R,3R,4R,5S)-3,4-(dihydroxy)-2-((hydroxy)methyl)-5-(UDP-methyl)pirrolidine
(32b).

Following general procedure J, 32b was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®
dc18 OBD 5pum, 19x100 mm) using ammonium formate 50 mM (pH=4) as eluent. Flow
rate; 5.1 mL/min, t =14 min. This compound (45 mg) was obtained as mixture of 32b,
UMP and 25b (1:2:2). Reaction time: 10 days.

%P NMR (121 MHz, D,0) (selected signals) & 10.2 (d, 1P, J=25.3 Hz, CH,P), -10.9 (d,
1P, J=25.3 Hz, P-0)

HRMS: Calculated for [C15H24N3014P2]: 532.0739; found: 532.0721

(2R,3S,4R)-3,4-dihydroxy-2-(UDP-methyl)pirrolidine (32c).

0
NH
HO.  OH |
0 le) N (6]
Il Il
+ " —0O—-pP—
N~ —F-O-R-0 0
Ho, OH O
32¢ OH OH

Following general procedure J, 32c was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®

dc18 OBD 5um, 19x100 mm) using ammonium formate 50 mM (pH=4) as eluent. Flow
rate; 8.5 mL/min, T =13 min. 32c¢ (30 mg, 0.06 mmol) was isolated as a white solid.
Reaction time: 10 days. Yield: 30%.

'H NMR (500 MHz, D,0) § 2.20 (ddd, 1H, J= 15.5 Hz, J=15.5 Hz, J=9.6 Hz, CH,P),
2.34 (ddd, 1H, J= 19.7 Hz, J=15.5 Hz, J=4.3 Hz, CH,P), 3.34 (dd, 1H, J=13.1 Hz, J=2.1
Hz, H5), 3.58 (dd, 1H, J=13.1 Hz, J=4.7 Hz, H5""), 3.75-3.83 (m, 1H, H2""), 4.14 (dd,
1H, J=8.5 Hz, J=4.1 Hz, H4""), 4.17-4.22 (m, 1H, H5"), 4.23-4.30 (m, 2H, H3", H4"),
4.39-4.43 (m, 1H, H2"), 5.95 (d, 1H, J=8.1 Hz, H6), 5.97 (d, 1H, J=3.8 Hz, H1"), 7.93
(d, 1H, J=8.1 Hz, H5).
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13C NMR (125 MHz, D,0) & 28.3 (d, J=138.3 Hz, CH.P), 49.2 (C5™), 56.8 (C2"), 64.9
(C5%), 68.8 (C2), 69.5 (C3"), 73.7 (C4”"), 75.3 (d, J=12.1 Hz, C4"), 83.0 (d, J= 8.9 Hz,
C37), 88.6 (C1"), 102.6 (C6), 137.3 (Cay), 141.6 (C5), 151.8 (C2), 166.2 (C4).

3P NMR (202 MHz, D,0) & 10.6 (d, J=24.9 Hz, CH,P), -11.4 (d, J=24.9 Hz, P-O)
HRMS: Calculated for [C14H22N3013P2]_Z 502.0663; found: 502.0673
(2R,3S,4S)-3,4-(dibenzyloxy)-2-(UDP-methyl)pirrolidine (32d).

(e}

[ NH
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H, OH O
32d OH OH

Following general procedure J, 32d was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®
dc18 OBD 5um, 19x100 mm) using a mixture of ACN:H,0O (1:9) as eluent. Flow rate;
17.0 mL/min, T =30 min. 32d (123 mg, 0.18 mmol) was isolated as a white solid.
Reaction time: 7 days. Yield: 92%.

'H NMR (300 MHz, D,0) § 2.25-2.40 (m, 2H, CH,P), 3.46-3.63 (m, 2H, H5"), 3.93-
4.05 (m, 1H, H2"), 4.06-4.34 (m, 7TH, H4"", H3"", H4", H3, H2", H5"), 4.52-4.70 (m,
4H, CHagy), 5.84 (d, 1H, J=8.1 Hz, H6), 5.88 (d, 1H, J=4.1 Hz, H1"), 7.32-7.50 (m,
10H, Hay), 7.85 (d, 1H, J=8.1 Hz, H5).

13C NMR (75 MHz, D,0) § 24.5 (d, J=138.2 Hz, CH,P), 49.0 (C5), 60.0 (d, J=3.3
Hz, C27), 64.7 (d, J=5.2 Hz, C5), 69.2 (C2°), 71.3 (CHagy), 72.0 (CHagyn), 73.8 (C3),
79.7 (C4), 82.8 (d, J=9.2 Hz, C4"), 84.6 (d, J=12.1 Hz, C3"), 88.7 (C1"), 102.4 (C6),
128.3 (Ca), 128.4 (Cay), 128.5 (Car), 128.7 (Car), 128.7 (Ca), 136.6 (Car), 136.7 (Ca),
141.3 (C5), 151.5 (C2), 166.0 (C4).

3P NMR (121 MHz, D,0) § 9.8 (d, 1P, J=25.6 Hz, CH,P), -10.9 (d, 1P, J=25.6 Hz, P-
0)

HRMS: Calculated for [CsH3sN3Na,O13P]": 728.1357; found: 728.1346
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(2R,3R,4R,5S)-3,4-(dibenzyloxy)-2-((benzyloxy)methyl)-5-(UDP-methyl)pirrolidine
(32e).

O
H

N
BnQO OBn |
LS B0 bor e
e + —0O-P-—-
/ N P-O-P-0O o

BnO Hy CI)H (ID
32e OH OH
Following general procedure J, 32e was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®
dc18 OBD 5um, 19x100 mm) using a mixture of ACN:H,O (3:7) as eluent. Flow rate;
10.2 mL/min, © =15 min. 32e (144 mg, 0.18 mmol) was isolated as a white solid.
Reaction time: 7 days. Yield: 90%.

'H NMR (300 MHz, D;0) & 2.12-2.33 (m, 2H, CH,P), 3.62-3.69 (m, 2H, H6 "), 3.76-
3.86 (m, 1H, H2""), 3.91-4.00 (m, 2H, H3"", H5"), 4.15-4.30 (m, 5H, H4"", H2, H4',
H5"), 4.15-4.30 (m, 7H, CHag,, H3"), 5.84 (d, 1H, J=8.1 Hz, H6), 5.87 (d, 1H, J=4.4
Hz, H1'), 7.28-7.44 (m, 15H, Ha), 7.85 (d, 1H, J=8.1 Hz, H5).

3C NMR (75 MHz, D,0) & 29.1 (d, J=126.4 Hz, CH,P), 54.0 (C5"), 58.9 (C2"), 64.7
(C5"), 67.2 (C67), 69.3 (C2'), 71.3 (CH2gy), 71.6 (CHzgn), 72.6 (CHzgn), 73.9 (C3),
82.1 (C4™), 82.9 (C4), 86.3 (C3™), 88.7 (C1°), 102.4 (C6), 127.6 (Ca,), 127.8 (Ca),
127.8 (Car), 128.1 (Car), 128.3 (Car), 128.3 (Car), 136.8 (Ca), 137.2 (Car), 137.3 (Ca),
141.2 (C5), 151.3 (C2), 165.7 (C4).

3P NMR (121 MHz, D,0) § 10.9 (d, J=25.4 Hz, CH,P), -11.0 (d, 1P, J=25.4 Hz, P-O)

HRMS: Calculated for [CssH42N3Na,014P2]": 848.1932; found: 848.1942
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(((3aS,4S,6aR)-2,2-dimethyltetrahydro-3aH-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyrrol-4-yl)methyl)-
5-(UDP-methyl)pirrolidine (32f).

N L
% (|3| 9 NAO
+ Sy __P—O—-P—

N~ —F0RP-07 o
H, OH O
32f OH OH

Following general procedure J, 32f was purified by semipreparative HPLC (Atlantis®
dc18 OBD 5um, 19x100 mm) using H,O as eluent. Flow rate; 6.8 mL/min, T =21 min.
32f (99 mg, 0.18 mmol) was isolated as a white solid. Reaction time: 7 days. Yield:
91%

'H NMR (300 MHz, D;0) 5 1.36 (s, 3H, C(CHs)y), 1.53 (s, 3H, C(CH3),), 1.98-2.22 (m,
2H, CH,P), 3.48-3.56 (m, 2H, H5"), 4.04-4.14 (m, 1H, H2"), 4.16-4.32 (m, 3H, H4',
H5"), 4.33-4.40 (m, 2H, H3", H2"), 4.88-4.95 (m, 1H, H3"), 5.07-5.14 (m, 1H, H4"),
5.97 (d, 1H, J=8.1 Hz, H6), 5.98 (d, 1H, J=4.0 Hz, H1"), 7.96 (d, 1H, J=8.1 Hz, H5),
8.15 (s, 1H, NH).

3C NMR (75 MHz, D;0) & 22.6 (C(CHa)z), 24.6 (C(CHs)2), 26.2 (d, J=136.7 Hz,
CH,P), 49.0 (C5), 60.4 (d, J=2.6 Hz, C27"), 64.8 (d, J=5.5 Hz, C5"), 69.5 (C2"), 73.7
(C3"), 77.8 (C4"), 83.0 (d, J=9.0 Hz, C4"), 83.2 (d, J=13.8 Hz, C3"), 88.5 (C1"), 102.4
(C6), 112.2 (C(CHs)2), 141.6 (C5), 151.8 (C2), 166.2 (C4).

3P NMR (121 MHz, D;0) § 10.0 (d, 1P, J=25.4 Hz, CH,P), -11.1 (d, 1P, J=25.4 Hz, P-
0)

HRMS: Calculated for [C17H26N3013P2] : 542.0946; found: 542.0942
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