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NOMENCLATURA DE LOS PRODUCTOS SINTETIZADOS

La nomenclatura asignada a los productos obtenidos en este trabajo se ha
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(Wolfrom, M. L. "Rules of Carbohydrate Nomenclature" J. Org. Chem. 1963, 28, 281-
291), mientras los productos mantenian similitudes estructurales con sus respectivos
hidratos de carbono de partida. Para el resto de productos se empleo la aplicacion
AutoNom 2.1, incluida en el software ChemDraw Ultra 6.0, la cual utiliza las reglas

de laL.U.P.A.C. para generar los nombres de los compuestos.
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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. Los comienzos de la enfermedad de Alzheimer.!

A finales de 1906, Alois Alzheimer (1864-1915) present6 en un congreso
germanico de psiquiatria una comunicacion titulada “Sobre una enfermedad
especifica de la corteza cerebral”, en la que se recogia el caso clinico de Aguste D.
(1850-1906), una mujer que con 51 afos habia desarrollado progresivamente y en un
corto periodo de tiempo los siguientes sintomas: pérdida de memoria,
desorientacion, deterioro del lenguaje, de las habilidades motoras, de la percepcién y
mania persecutoria; los cuales la llevaron a su muerte a los 55 afios de edad. La
autopsia cerebral reveld una atrofia generalizada y el analisis neuropatoldgico dio a
conocer, por primera vez, la presencia de neurofibrillas y de depositos de una
sustancia andmala asociada a la pérdida neuronal en la corteza cerebral, que afios
mas tarde serian reconocidos como evidencia inequivoca de la dolencia. En 1910, la
enfermedad descrita por Alzheimer fue reconocida como una demencia presenil y
entendida como resultado inevitable del envejecimiento, y no fue hasta la década de
los 60 cuando la comunidad cientifica empezd a demostrar un interés clinico mas

alla del estudio del comportamiento de los enfermos.

Figura 1: Alois Alzheimer y Auguste D.

1 Sousa, S. L.; Franch, J. V.; Regl4, J. L. “Enfermedad de Alzheimer. Manual de demencias” 1996, 384-
406, Ed. Prous Science, Barcelona.
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1.2. La enfermedad de Alzheimer hoy.

1.2.1. Epidemiologia.??

La enfermedad de Alzheimer es una dolencia neurodegenerativa que de
manera lenta y paulatina destruye las neuronas de quien la padece. Es la causa de
demencia mas comun entre individuos de mas de 65 afos. Uno de los ultimos
estudios publicados sobre la incidencia de la enfermedad,* estima que en el afio 2001
24.3 millones de personas estaban afectadas y que esta cantidad se vera
cuadruplicada en los préoximos 40 afos, debido a la disminucién de la mortalidad
por el aumento de la esperanza de vida. Se calcula que la cifra de enfermos aumenta
en 4.6 millones de personas cada afio, aproximadamente un nuevo caso cada siete
segundos, y que en el afio 2040 el nimero de enfermos rondara los 80 millones de

afectados si no se encuentra antes un remedio que frene su avance.

Estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto una serie factores de

riesgo que influyen en el desarrollo de esta enfermedad:*>

-Edad: la predisposicion a padecer esta enfermedad aumenta
exponencialmente con la edad, doblandose cada 5 afios superados los 70 anos de
edad. Cabe hacer notar que las personas mayores suelen perder la memoria con el
paso del tiempo, pero la inmensa mayoria de ellas estdn mentalmente sanas, lo que

significa que la vejez por si sola no es la causa de la dolencia.

-Sexo: casi todas las investigaciones muestran una mayor incidencia entre las
mujeres, entre dos y tres veces mayor que entre hombres, que puede ser debida a su
mayor esperanza de vida y a que la baja concentracion de estrogenos en mujeres

posmenopdusicas puede favorecer el desarrollo de la enfermedad.

2 a) www.alzheimers.org/pubs/prog99.htm; Alzheimer’s Disease Education and Referal Centre (ADEAR
Centre), servicio del National Institute on Aging (NIA), Maryland EUA. b) www.alzheimer-
europe.org/spanish/ AD.htm; Organizacion no gubernamental Alzheimer-Europa, Luxemburgo, Europa.
3 Cacabelos, R. “Tratado de neurogeriatria. Enfermedad de Alzheimer y otras demencias.
Epidemiologia y genética” 1999, Ed. Masson, Barcelona.

4 Ferri, C. P.; Prince, M.; Brayne, C.; Brodaty, H.; Fratiglioni, L.; Ganguli, M.; Hall, K.; Hasegawa, K,;
Hendrie, H.; Huang, Y.; Jorm, A.; Mathers, C.; Menezes, P. R.; Rimmer, E.; Scazufca, M. “Global
prevalence of dementia: a Delphi consensus study” The Lancet 2005, 366, 2112-2117.

5 Lyketsos, C. G.; Colenda, C. C; Beck, C; Blank, K; Doraiswamy, M. P.; Kalunian, D. A.; Yaffe, K.
“Position statement of the American Association for Geriatric Psychiatry regarding principles of care

for patients with dementia resulting from Alzheimer disease” Am. |. Geriatr. Psychiatry 2006, 14, 561-
573.
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-Etnia y clase social: existe una mayor propension a padecer la enfermedad
en los individuos de raza negra de ambos sexos. Por otra parte, la clase social no es
un factor de riesgo, aunque si podria serlo el nivel educacional, siendo mayor al
bajar el nivel (se cree que un cerebro ejercitado tiene menos probabilidades de

padecer la enfermedad).

-Situacion geografica: la incidencia es mayor en los paises occidentales

(Norteamérica, Europa Occidental) y también en Rusia y Australia.

-Historia familiar: tener antecedentes familiares con sindrome de Down o

Parkinson incrementa las posibilidades.

-Factores genéticos: existen dos tipos de enfermedad de Alzheimer que

difieren en la edad de aparicion y en la velocidad de progresion:

* Familiar: los primeros sintomas se manifiestan en edades comprendidas
entre los 30 y 60 afos, y aunque no es la mas habitual, su evolucion es mas
rapida. Estd asociada a la presencia de mutaciones en ciertos genes; no
obstante, esta herencia genética aumenta el riesgo de padecer la enfermedad,

pero no es causa suficiente para su desarrollo.

* Esporddica: es la mas frecuente, su progresion es mas lenta y no esta

asociada a factores genéticos.

-Infarto cerebral: hace que se interrumpa el flujo sanguineo y por lo tanto el
aporte de oxigeno y glucosa a la zona afectada del cerebro, lo que produce dafios en
las células nerviosas. Se ha visto que los individuos que han sufrido esta afeccion
presentan en mayor medida las lesiones neuropatoldgicas caracteristicas de la
enfermedad de Alzheimer, pero al igual que otros factores, no es por si sola una

causa suficiente.

-Niveles altos de colesterol: Existe cada vez mayor grado de evidencia de que
los niveles altos de colesterol estan ligados al riesgo de desarrollo de la enfermedad

de Alzheimer, aunque el mecanismo de accidon no esta totalmente explicado adn.

-Otros: haber sufrido traumatismos craneales o cuadros depresivos pueden

contribuir significativamente al desarrollo de la enfermedad.
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1.2.2. Sintomatologia, diagndstico y tratamiento.®’

En la mayoria de los enfermos, los primeros sintomas aparecen en torno a los
60 afos (variante esporadica), y se superponen con las manifestaciones normales del
envejecimiento cerebral. Este solapamiento sintomatico, su heterogeneidad y su
curso progresivo hace dificil establecer patrones que permitan el diagnostico de la
enfermedad en los primeros estadios de su desarrollo.

Las alteraciones mas importantes que se producen son la pérdida gradual de
la memoria, la afasia (deterioro del lenguaje), la apraxia (deterioro de las habilidades
motoras) y la agnosia (dificultades de percepcién). La primera de ellas es la
manifestacion mas habitual de la enfermedad y suele iniciarse con desorientacién en
el tiempo y en el espacio, ambulacion erratica, olvido de hechos recientes y su orden
cronologico. Las alteraciones en el lenguaje son variables, se manifiestan al principio
con una notable dificultad para encontrar la palabra adecuada, lo que obliga al
enfermo a usar expresiones de contexto similar, hecho que se conoce como parafasia
semantica, que en estadios posteriores puede reducirse a ecolalia (repeticion
involuntaria de una palabra que el paciente acaba de escuchar a su interlocutor) o a
palilalia (repeticion reiterativa, involuntaria y progresivamente acelerada de una
silaba, palabra o frase corta, disminuyendo la intensidad de emisién para acabar
realizando movimientos articulatorios silenciosos con los labios). Las alteraciones en
la capacidad motora también pueden aparecer al principio de la enfermedad y
acaban por influir drasticamente en las actividades diarias del individuo; en una
etapa mas avanzada, le impedirdn caminar, comer o tener control sobre sus

necesidades fisioldgicas.

Todos estos trastornos van haciéndose mas acusados y en un estadio final de
la enfermedad, el paciente pierde casi por completo su capacidad cognitiva y
motora, su cuerpo se queda rigido y ya no responde a estimulos. Debido al acusado
debilitamiento fisico, existe una elevada probabilidad de que el paciente desarrolle
otras enfermedades e infecciones, lo que conlleva a su muerte pasados entre diez y

quince anos desde los primeros sintomas.

Es obvio que a medida que la enfermedad avanza, el individuo se hace mas
dependiente de los demds y que poco a poco va requiriendo cuidados mas

especializados, que el entorno familiar no siempre es capaz de proporcionarle.

¢ Diaz Brinton, R.; Yamazaki, R. S. “Advances and challenges in the prevention and treatment of
Alzheimer’s Disease” Pharmaceutical Research 1998, 15, n° 3, 386-398.

7 Mackenzie, I. R. A. “Anti-inflamatory drugs and Alzheimer-type pathology in aging” Neurology
2000, 54, 732-734.
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Convivir con un enfermo de Alzheimer hace necesaria una total dedicacién a €l y
supone una gran carga emocional y fisica para sus familiares, que a menudo
requieren de ayuda externa para su cuidado, o bien lo internan en diferentes tipos de
instituciones lo que implica ademds un elevado coste econdémico. Su enorme
repercusion a todos los niveles familiares y su incidencia cada vez mayor la han
convertido en una preocupacion publica y cientifica de primer orden. Los gobiernos
destinan cada vez cantidades mads importantes de dinero para ayudar a los
familiares en el cuidado de los enfermos, ya que esta tarea requiere muy a menudo

asistencia exterior especializada que no todas las familias pueden costear.

La sociedad también ha empezado a darse cuenta de la dificultad que
conlleva la convivencia con un enfermo de Alzheimer, surgiendo asociaciones y
grupos de autoayuda que asesoran a los familiares de nuevos enfermos. Con la
intencidon de hacer llegar al resto de la ciudadania la problematica que entrafia la
convivencia con un enfermo de Alzheimer y la facilidad con la que cualquier
individuo puede verse involucrado de manera activa o pasiva con esta enfermedad,
se ha establecido desde el afio 1994 el 21 de Septiembre como el dia internacional de
la enfermedad de Alzheimer, celebrando este dia diversos actos publicos como
conferencias, encuentros, mesas de informacion, acontecimientos deportivos para

recaudar fondos, concursos fotograficos, etc.

Tal y como se indico anteriormente, la diagnosis de la enfermedad de
Alzheimer es dificil y la exploracién neuropsicoldgica se muestra como el mejor
medio para determinar si el individuo la padece. Los cambios cognitivos asociados a
esta demencia son los que producen una mayor incapacidad y asi se pone de
manifiesto en los tests de memoria y apraxia, entre otros, a los que se somete al
enfermo. Es posible, ademas de esta exploracion psicologica, obtener imdgenes del
cerebro del paciente por medio de técnicas de Tomografia de Emisién de Positrones
o Resonancia Magnética Nuclear, que serviran para dar mas peso al diagndstico. Con
las técnicas de examen existentes, es posible ver la evolucidn de la atrofia cerebral o
medir el flujo de sangre que llega al cerebro, que es menor en quien padece la

enfermedad debido al mal funcionamiento de algunas células nerviosas.®

8 Jagust, W.; Gitcho, A.; Sun, F. F. “Brain imaging evidence of preclinical Alzheimer's disease in
normal aging” Annals of Neurology 2006, 59, 673-681.
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Figura 2: Izda.: Tomografia de Emision de Positrones del cerebro de un paciente con
Alzheimer leve, con el hemisferio derecho ligeramente mds afectado que el izquierdo.
Dcha.: Resonancia Magnética Nuclear de un cerebro con atrofia hipocdmpica y amigdalar en
un paciente con enfermedad de Alzheimer.®

Con unos y otros resultados, se podra concluir si el sujeto sufre esta dolencia,
y un examen post-mortem de su cerebro dara las pruebas definitivas, ya que éste
presentard un aspecto considerablemente mas deteriorado de lo normal (Figura 3),
debido en mayor medida a las dos lesiones caracteristicas de la enfermedad: placas
amiloides y ovillos neurofibrilares.

Figura 3: Izda.: Cerebro sano. Dcha.: Cerebro con Alzheimer.

En la actualidad, no existe ningtin tratamiento que prevenga o cure este mal,
si bien existen medicamentos que contribuyen a atenuar algunos de sus sintomas
durante un periodo de tiempo limitado. De modo general, el uso de derivados
anticolinesterasicos mejoran los niveles de acetilcolina en el cerebro y en el sistema

% www.hipocampo.org; “La circunvalacion de hipocampo: Alzheimer y demencias relacionadas”.
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nervioso central, ayudando a regular la memoria y a controlar los movimientos del
musculo esquelético y liso. La Tacrina (Cognex®) fue uno de los primeros
medicamentos empleados, pero hoy en dia ha sido retirado y sustituido por otros
inhibidores de la acetilcolinesterasa mas especificos: el Donepezilo (Aricept®), la
Rivastigmina (Exelon®) y la Galantamina (Razadyne®). También se emplea la
Memantina (Bamenda®), que es un agente que regula el exceso de glutamato en el
cerebro, lo cual puede producir un efecto neuroprotector, y la vitamina E, la cual en

altas dosis puede producir un retraso en la evolucion de la enfermedad.

Todos estos medicamentos son empleados en las fases iniciales de la
enfermedad, y a medida que la enfermedad avanza se complementan con
tratamientos para los diversos sintomas que la acompanan, tales como la depresion,
estados de agitacion, alteraciones del suefio, incontinencia urinaria, estrefiimiento,

infecciones urinarias, tilceras provocadas por la inmovilidad o tromboflebitis.

Encontrar sustancias que detengan la enfermedad y mejoren de manera
significativa la calidad de vida del enfermo es uno de los objetivos primordiales de la
investigacion cientifica que se estd llevando a cabo en la actualidad. Se han obtenido
resultados esperanzadores en el desarrollo de vacunas para la enfermedad, tales
como los desarrollados por Schenk y col.,'® de los laboratorios californianos Elan
Corporation®, que iniciaron un trabajo con ratones transgénicos para probar una
vacuna preventiva de la variante familiar de la enfermedad de Alzheimer. La vacuna
AN-1792, estd basada en una forma sintética de la proteina B-amiloide (AP+), la cual
conforma las placas neuriticas en los cerebros de los pacientes con Alzheimer. Su
administracion estimula al sistema inmunoldgico del paciente para eliminar las
placas ya formadas y evitar la aparicion de otras nuevas. En experimentos con
ratones, el tratamiento redujo y ralentizo6 el avance de las placas, y estos resultados
dieron paso a ensayos clinicos, en concreto en las fases leve y moderada de la
enfermedad. Los resultados de este trabajo se presentaron en el Congreso Mundial
de Alzheimer celebrado en el afio 2000 en Washington, en el cual Schenk asegurd
que la administracion de la vacuna habia demostrado ser segura en humanos. Sin
embargo, los ensayos con la vacuna se vieron interrumpidos en Enero de 2002
después de que un importante nimero de pacientes tratados sufrieran inflamacion

en el sistema nervioso central pocas semanas después de recibir la segunda

10 Schenk, D.; Barbour, R.; Dunn, W.; Gordon, G.; Grajeda, H.; Guido, T.; Hu, K.; Huang, J.; Johnson-
Wood, K.; Khan, K.; Kholodenko, D.; Lee, M.; Liao, Z.; Lieberburg, I.; Motter, R.; Mutter, L.; Soriano,
F.; Shopp, G.; Vasquez, N.; Vandevert, C.; Walker, S.; Wogulis, M.; Yednock, T.; Games, D.; Seubert, P.
“Immunization with amyloid-f attenuates Alzheimer-disease-like pathology in the PDAPP mouse”
Nature 1999, 400, 173-177.
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inoculacién de inmunoterapia.* Dichos ensayos fueron retomados a principios del
2005 una vez que los problemas de neuroinflamacion surgidos fueron corregidos,

pero los resultados no estaran disponibles hasta finales del 2007.

También, a mediados del afio 2006 cientificos del Instituto Metropolitano para
la Neurociencia de Tokio presentaron prometedores resultados de una nueva vacuna
ensayada sobre roedores, con la que se consiguié una importante disminucion de los
depositos de placas neuriticas, sin la aparicion de efectos neuroinflamativos

colaterales, aunque hasta el momento no se han producido ensayos sobre humanos.!?

Y por ultimo, el Dr. Antén Alvarez del Centro de Investigacién Biomédica
EuroEspes en Bergondo (A Corufa) presentd en la X Conferencia Internacional sobre
Alzheimer (Madrid, 15-20 Julio 2006) los importantes resultados obtenidos con el uso
de un medicamento denominado Cere (Cerebrolysin) desarrollado a partir de
proteinas cerebrales porcinas, con el que se observaron mejoras en los procesos de
supervivencia de las neuronas (accion neurotrdfica) e inhibicién en las respuestas
inflamatorias activadas durante la enfermedad (accion antiinflamatoria). Los
resultados obtenidos abren una linea de investigacion nueva en el desarrollo de
farmacos contra la enfermedad de Alzheimer, ya que hasta el momento no existian
tratamientos neurotréficos que ademas de poseer actividad de crecimiento neuronal,
bloquearan o redujeran de algiin modo los potenciales efectos negativos de factores

inflamatorios como el TNF-alfa (Factor de necrosis tumoral alfa).!?

Un total de 251 pacientes de Alzheimer participaron durante 12 semanas en
un ensayo de tratamiento con Cere y durante otras 12 sin el tratamiento. Los
resultados obtenidos mostraron que Cere reduce los niveles del factor TNF-alfa, de
efectos inflamatorios, y aumenta los valores del factor IGF-I (Factor de crecimiento
tipo insulina I), de efectos neurotroficos, en la sangre de los pacientes con

enfermedad de Alzheimer.

1 a) Schenk, D. “Amyloid-B immunotherapy for Alzheimer’s disease: the end of the beginning”
Nature Reviews Neuroscience 2002, 3, 824-828. b) Check, E. “Nerve inflammation halts trial for
Alzheimer’s drug” Nature 2002, 415, 462-462.

12 Okura, Y.; Miyakoshi, A.; Kohyama, K.; Park I.-K.; Staufenbiel, M.; Matsumoto, Y. “Nonviral A
DNA vaccine therapy against Alzheimer's disease: Long-term effects and safety” Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2006, 103, 9619-9634.

13 a) Alvarez, A.; Corzo, L.; Couceiro, V.; Sanpedro, C.; Cacabelos, R. “Cerebrolysin reduces the
increased levels of serum tumor necrosis-alpha in Alzheimer’s disease” Alzheimer’s and Dementia 2006,
2, 370. b) Alvarez, A.; Cacabelos, R.; Sanpedro, C.; Fantini, M. G.; Aleixandre, M. “Serum TNF-alpha
levels are increased and correlate negatively with free IGF-I in Alzheimer disease” Neurobiology of
Aging 2006, en prensa.
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1.3. Etiologia de la enfermedad de Alzheimer.!

Tal como puso de manifiesto Alzheimer, la enfermedad presenta dos lesiones
caracteristicas, descritas como placas neuriticas y ovillos neurofibrilares (Figura 4),
que son responsables directas de la muerte neuronal asociada a la dolencia. Conocer
cual es su origen, donde se localizan y como interacttian con las células nerviosas,
provocandoles la muerte, son cuestiones de gran importancia a fin de entender el

mecanismo de este proceso neurodegenerativo.

Hipocampo, tincion de plata x 200

vig . L

==

Rojo congo, luz polarizada, x 200

Figura 4: Detalle de las lesiones caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer.

En los ultimos 20 afios se han clarificado muchos de los pasos implicados en
el desarrollo de la enfermedad, pero los mas significativos han sido la determinacién
de la composicion de las lesiones, la identificacién de cuatro genes que predisponen
a los individuos hacia un desarrollo precoz de la enfermedad y el descubrimiento de
nuevas enzimas que intervienen en los procesos de formacion de los depositos

extracelulares.

14 Cacabelos, R. “Tratado de neurogeriatria. Enfermedad de Alzheimer y otras demencias.
Epidemiologia y genética” 1999, Ed. Masson, Barcelona.
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1.3.1. Placas neuriticas y ovillos neurofibrilares.'

La placas neuriticas son lesiones esféricas extracelulares, constituidas
mayoritariamente por depositos extracelulares de la proteina B-amiloide (A), de
40-42 aminoacidos, resultado de la ruptura proteolitica de una proteina
transmembranal llamada proteina precursora amiloide (APP) por una serie de

enzimas del tipo peptidasa comunmente denominadas como secretasas (Figura 5).

Figura 5: APP inmerso en membrana celular, accion de las enzimas y formacion de una placa
B-amiloide. '

La concentracién plasmatica de péptidos [3-amiloides de 40 y 42 aminoacidos
es mayor en pacientes con la enfermedad y en individuos que portan la mutacion
que implica un desarrollo temprano de ésta. Este papel potencial de las

concentraciones plasmaticas de péptidos -amiloides como marcadores de demencia

15 a) Sousa, S. L.; Franch, J. V.; Reglg, J. L. “Enfermedad de Alzheimer. Manual de demencias” 1996,
384-406, Ed. Prous Science, Barcelona. b) Potter, H.; Dressler, D. “The potential of BACE inhibitors for

Alzheimer’s therapy” Nature Biotechnology 2000, 18, 125-126.

16 www.nia.nih.gov/ Alzheimers/Publications/LaEnfermedaddeAlzheimer/default. htm; “La enfermedad de

Alzheimer: Desentrafiando el misterio” U.S. Nacional Institute of Health.
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incipiente avala la conveniencia de seguir realizando mas investigaciones por esta

via.V?

Las placas p-amiloideas estan formadas por depodsitos de proteinas
p-amiloides agrupadas con la apolipoproteina E (ApoE) y otros tipos de
proteoglicanos, en ldminas [ rodeadas de neuritas distroficas y componentes
inflamatorios. Estos depositos se entremezclan con los axones y dendritas de las
neuronas, asi como con células no nerviosas, como las microglias (encargadas de
digerir células danadas o sustancias extrafias susceptibles de producir inflamaciones)
y astrocitos (células que sirven de soporte a las neuronas), impidiendo la realizacion
del proceso sindptico y acumuldndose sobre todo en la corteza cerebral y en el

hipocampo.

No se conoce hasta el momento el mecanismo por el cual las proteinas
p-amiloides se acumulan en forma de placas insolubles, y pese a que en un primer
momento se postuld que una mayor expresion de ApoE4 (una de las tres isoformas
en que se conoce a la proteina ApoE) era la responsable del desarrollo de la
enfermedad, la aparicién de individuos con exceso de esta proteina que no

desarrollaron la demencia parece indicar que deben existir otras causas.

Por otra parte, los ovillos neurofibrilares son lesiones intraneuronales
citoplasmaticas formadas por haces de filamentos apareados y helicoidales, los
cuales pueden aparecer entremezclados con filamentos rectos. La subunidad
proteica de estos ovillos es la proteina tau, que se localiza en los axones y estd
asociada a los microtiibulos, ya que es uno de los constituyentes del esqueleto

interno de la neurona de funcion estabilizadora (Figura 6, pag. 14).

17 Van Oijen, M.; Hofman, A.; Soares, H. D.; Koudstaal, P. J.; Breteler, M. M. B. “Plasma fA140 and
A1+ and the risk of dementia: a prospective case-cohort study” The Lancet Neurology 2006, 5, 655-660.
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Figura 6: Formacion de los ovillos neurofibrilares a partir de las proteinas tau constituyentes
de los microtiibulos de las neuronas.

Estudios bioquimicos han puesto de manifiesto que la proteina tau encontrada
en los ovillos neurofibrilares, asi como en neuronas distroficas o en placas neuriticas,
presenta una forma hiperfosforilada mas insoluble que la forma normal, lo que
favorece su acumulacion. Aparece en gran cantidad en el cerebro de los enfermos,
sobre todo en la corteza cerebral, hipocampo y en los lébulos frontal, temporal y
parietal (Figura 7).

Cuerpo calloso  Formix Labula
parietal

Hipocampo

Labulo _
frontal

Hipafisis Carebelo

Talamao

Lébula Tallo cerebral
ternporal

Figura 7: Corte transversal del encéfalo.’s

18 http:/licarito.tercera.cllicarito/2001/806; “Icarito enciclopedia escolar; sistema nervioso, el cerebro”.
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Estudios actuales tratan de resolver el mecanismo por el cual esta proteina se
hiperfosforila, con el objetivo de inhibir la enzima que la lleva a cabo y detener el

proceso de generacion de ovillos neurofibrilares.

Aunque estas dos lesiones clasicas pueden aparecer independientemente una
de otra, existen evidencias crecientes de que la formacion de los ovillos atiende a una
respuesta celular a la acumulacion cerebral de proteinas AP y otras proteinas

asociadas.

1.3.2. Genética de la enfermedad.?®

Un 10% de los casos de Alzheimer se desarrollan en edades comprendidas
entre los 30 y 60 afios. Estos y hasta un 50% de los casos restantes han hecho notoria
la existencia de una base genética de cardcter hereditario en la manifestacion de la
enfermedad. Esta base radica en mutaciones asociadas a cuatro genes, identificados

mediante genética molecular:
e gen de la proteina precursora amiloide (APP), en el cromosoma 21;
e gen de la apoliproteina E (ApoE), en el cromosoma 19;
e gende la presenilina 1, en el cromosoma 14;
e gen de la presenilina 2, en el cromosoma 1.

Las mutaciones en los cromosomas 1, 14 y 21 estan directamente relacionadas
con el desarrollo temprano de la enfermedad, mientras que la mutacion del
cromosoma 19 incrementa el riesgo de padecer la enfermedad a edades mas

avanzadas.
a) Gen de la APP:

Codifica para la proteina APP, proteina transmembranal de 770 aminoacidos
presente en las dendritas, los cuerpos celulares y los axones de las neuronas, cuya
accion neuronal es todavia una incognita. La APP es sintetizada en el reticulo
endopldsmico rugoso, glicosilada en el aparato de Golgi y liberada en la membrana
como una proteina transmembranal, quedando la porcion 613-671, que contiene el
fragmento B-amiloide, parcialmente incluida en la membrana. La accion proteolitica
de ciertas enzimas sobre la porcion extracelular de la misma da lugar a varios
fragmentos proteicos solubles e inocuos, asi como al fragmento A4, insoluble y

neurotoxico.

19 Selkoe, D. J. “Translating cell biology into therapeutic advances in Alzheimer’s Disease” Nature
1999, 399 (supp), A23-A31.
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Estudios genéticos han identificado varias mutaciones en este gen asociadas
con la manifestacion temprana y hereditaria de la enfermedad de Alzheimer,
mostrando también que estas alteraciones en la secuencia de bases daban lugar a
cambios en los grupos de aminoacidos de la proteina APP implicados directamente

en el proceso proteolitico de formacién del péptido patogénico APa.

Una de las mutaciones mds frecuente y perjudicial asociada al desarrollo
temprano y familiar de la enfermedad de Alzheimer es la mutacion sueca (swedish
mutation), en la que se cambian los residuos de Lys®”? y Met*”! (K y M) de la proteina
de APP nativa por Asny Leu (N y L) de la proteina de APP mutada (Figura 8).
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Figura 8: Dominio estructural de la APP humana, a) secuencia de aminodcidos sin mutar, b)

localizacion de la mutacion sueca, c) otras mutaciones.

b) Gen de la ApoE:
El gen de la ApoE puede presentar en humanos tres formas alélicas distintas:

o Alelo €2: es la variante menos comun. Presenta una mayor incidencia en
individuos longevos, mientras que su frecuencia se ve reducida en personas

afectadas de Alzheimer, lo que sugiere que tiene un efecto preventivo contra la
enfermedad.

o Alelo €3: es la forma alélica mas comun, presente en el 60% de los humanos.

o Alelo €4: su presencia es intermedia entre €2 y €3, y estd asociado con el
incremento del riesgo de padecer la variante tardia de la enfermedad de Alzheimer.
Aquellos individuos que presentan dos copias de este gen tienen un mayor riesgo
que aquellos que sdlo tienen una. A diferencia de lo que sucede con las mutaciones,
el alelo €4 no es determinante para el desarrollo de la enfermedad. Se especula con
que interfiera en los procesos de eliminacion del péptido ABx, dando lugar a

acumulaciones de éste en el espacio extracelular.

-16 -



Introduccion

¢) Genes de las presenilinas 1y 2:

El gen de la presenilina 1 estd relacionado con una manifestacion muy
agresiva de la enfermedad. Por su parte, el de la presenilina 2, estructuralmente
similar, incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Las presenilinas son
proteinas que forman parte del complejo enzimatico y-secretasa cuya importante

actividad en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer veremos a continuacion.

1.4. Procesado biologico de la APP: las enzimas secretasas.?

La APP es una de las muchas proteinas asociadas a las membranas celulares y
se clasifica dentro del grupo de las proteinas transmembranales Tipo I, dado que
atraviesa la membrana celular de lado a lado. Posee una region de aproximadamente
23 residuos hidrofobicos cercana a su extremo carboxi terminal, que le permite
anclarse a las membranas tanto de las células como de los organulos citoplasmaticos
de las mismas, como son el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi y los
endosomas. Es durante su transporte hacia la membrana celular cuando la molécula
de APP sufre rupturas proteoliticas especificas que la degradan en péptidos de
distintos tamarios, que posteriormente seran secretados. Estos cortes son llevados a

cabo por determinadas enzimas denominadas genéricamente secretasas.

Se conocen tres secretasas relacionadas con el proceso de degradacion de la
APP: o-secretasa, B-secretasa y y-secretasa. Su accion difiere en la eleccion de los
puntos proteoliticos en que degradan a la APP (variando asi los péptidos que

generan).
* a-secretasa:

La ruptura mas habitual que sufre la APP es llevada a cabo por esta enzima y
tiene lugar entre los aminodcidos 16 y 17 de la region AP, a 12 residuos del dominio

transmembranal.

Esta proteasa da lugar a un fragmento largo y soluble (sAPP-a), que se libera
al lumen desde la membrana celular, asi como a una segunda fraccion de 83
aminoacidos, denominada C83 por contener el extremo carboxi terminal, que queda

retenida en la membrana celular (Figura 9, pag. 18).

20 Selkoe, D. J. “Translating cell biology into therapeutic advances in Alzheimer’s Disease” Nature
1999, 399 (supp), A23-A31.
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687

J
NH,—] L] | |—COOH

sAPP-a C83

O Dominio extracelular O Dominio transmemhbrana O Dominio citoplas matico

Figura 9: Metabolitos derivados de la accion de la a-secretasa sobre la APP.

Las o-secretasas se cree que son proteasas ancladas a la membrana celular,
capaces de degradar multiples proteinas transmembranales, y parece que cortan la
APP a una distancia especifica de la superficie celular, al tiempo que muestran una

baja especificidad de secuencia.

Se cree que esta enzima previene la formacién del péptido A@, por lo que su
activacion deberia tener efectos beneficiosos para los enfermos; sin embargo, las
sustancias conocidas activadoras de la proteina quinasa C, que activa la accion de
esta secretasa, promueven la formacion de tumores. En la actualidad se buscan
nuevos activadores de la proteina quinasa C que no favorezcan este desarrollo

tumoral.

En la mayoria de las células sélo una pequefia parte del total de APP
producido es degradado por la a-secretasa, por lo que una gran cantidad de este
péptido puede experimentar rupturas alternativas como las que a continuacion se

exponen.
* y-secretasa:?!

Las enzimas comunmente denominadas vy-secretasas son una familia de
complejos enzimaticos en los que puede variar alguna de las subunidades proteicas
que lo forman. Por lo general contienen una unidad de presenilina (en la que las
mutaciones provocan un aumento en la actividad de la enzima en el procesado de
APP), una unidad de nicastrina, de PEN-2 (PS-enhancer o activador de presenilina) y
de APH-1 (anterior pharynx-defective phenotype), cuyas funciones en la enzima no
estan del todo claras hasta el momento, aunque se sabe que la y-secretasa tiene la
importante funcion de llevar a cabo la hidrdlisis de la proteina Notch, clave en el

destino de las células durante el desarrollo embrionario (Figura 10, pag. 19).

21 Hass, C. “Take five-BACE and the y-secretase quartet conduct Alzheimer’s amyloid B-peptide
generation” The EMBO Journal 2004, 23, 483-488.
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Figura 10: Representacion del complejo enzimidtico y-secretasa y accion proteolitica sobre el
fragmento de APP tras la hidrolisis de la p-secretasa.

Estas enzimas llevan a cabo varias roturas hidroliticas sobre fragmentos de
APP procesados por otras enzimas. Por un lado realizan su accion sobre el
fragmento C83, que queda insertado en la membrana celular después de la
degradacion llevada a cabo por la o-secretasa. Dan lugar a un fragmento pequeno
llamado p3, cuyo extremo amino terminal es generado por la ruptura llevada a cabo
por la a-secretasa, mientras que su extremo carboxi terminal se origina en la
degradacion efectuada por la y-secretasa (Figura 11).

687 7116713

'
NH,—] | —COOH

sAPP-a p3

O Dominio extracelular D Dominio transmembrana D Dominio citoplas matico
Figura 11: Metabolitos derivados de la accion de la a-secretasa y y-secretasa sobre la APP.

Las y-secretasas también acttian sobre un fragmento de 99 residuos, C99,
resultado de la degradacion de la APP por un nuevo tipo de enzima: la B-secretasa
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(Figura 12, pag. 21). Esta accién conjunta de ambas enzimas, - y y-secretasa, se

expone a continuacion.
* B-secretasa:

Las enzimas vistas hasta ahora, si bien realizan procesos proteoliticos sobre la
APP, ninguna de ellas, ni por separado ni teniendo en cuenta su accién conjunta, da
lugar a la formacion de los depositos de péptido APs. Es presumible, por lo tanto, la

presencia de una tercera enzima: la -secretasa.

Numerosas enzimas, tales como la catepsina D o la metaloendopeptidasa,
fueron aisladas como potenciales B-secretasas responsables de la formacién del
péptido AP, pero ninguna de ellas pasoé el test al que fueron sometidas, dado que
no degradaban la APP en la posicion requerida para la formacion de dicho péptido
neuropatoldgico. Varios estudios sobre cultivos celulares permitieron establecer las

caracteristicas minimas que la enzima buscada debia tener:

- Debia degradar especificamente la APP entre los aminodcidos Met®’!-Asp¢72

para generar un péptido soluble, sAPP- similar al producido por la a-secretasa.

- Debia mostrar preferencia proteolitica en la posicion de lisis, por la variante

sueca de la APP frente a la forma comun.
- Su actividad Optima debia desarrollarse a pH acido.
- Debia estar presente en mayores cantidades en los tejidos neuronales.

El grupo de investigacion encabezado por R. Vassar®? consiguid aislar una
nueva proteina del tipo de las aspartilproteasas que cumplia con todas las
caracteristicas anteriormente expuestas, que denominaron BACE (B-site APP-
cleaving enzime). En concreto, los puntos que establecieron su validez como

B-secretasa fueron los siguientes:
- La enzima degradaba la APP entre Met®!-Asp®7

- Se localizaba intracelularmente en el reticulo endoplasmatico, en el aparato
de Golgi y en los endosomas, donde se habia visto que tenia lugar el procesado de la
APP.

- Mostraba el maximo de su actividad a un valor de pH optimo de 4.5.

22 Vassar, R.; Bennet, B. D.; Khan, S. B.; Mendiaz, E. A.; Denis, P.; Teplow, D. B.; Ross, S.; Amarante,
P.; Loeloff, R.; Luo, Y.; Fischer, S.; Fuller, J.; Edenson, S.; Lile, J.; Jarosinski, M. A.; Biere, A. L.; Curran,
E.; Burgess, T.; Louis, ]J. C,; Collins, F.; Treanor, J.; Rogers, G.; Citron, M. “B-Secretase cleavage of

Alzheimer’s Amyloid Precursor Protein by the transmembrane aspartic protease BACE” Science 1999,
286, 735-741.
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- Era una proteina transmembranal Tipo I con un dominio amino terminal
dirigido hacia el lumen de la célula, en el que se localizaban dos dominios que
conformaban el sitio activo caracteristico de las aspartilproteasas, teniendo asi la
orientacion topologica necesaria para poder degradar la APP en la posicion B, entre

los aminoacidos Met®"!-Asp®”2,

- Presentaba una mayor afinidad por la variante sueca de la APP frente a la

forma comun, incrementando entre cinco y seis veces la produccién de Afa.

Tal y como se dijo anteriormente, para la produccion de A4, es necesaria la
accion de dos enzimas: la B-secretasa y la y-secretasa. La B-secretasa actia en primer
lugar produciendo un fragmento soluble amino terminal denominado sAPP-§ y otro
de menor tamafio denominado C99, de 99 residuos, que queda unido a la membrana
celular. Es sobre este péptido integrado en la membrana sobre el que actia la y-
secretasa, dando lugar finalmente al fragmento AP, cuya acumulacién extracelular
desencadena una cascada neurotdxica y neuroinflamatoria causante de la muerte

neuronal (Figura 12).

B-zecretaza  y-secretasa

NH,—] || —cooH

SAPP-B C99

[ ]

AP

O Dominio extracelular D Dominio transmembrana D Dominio citoplas matico

Figura 12: Metabolitos derivados de la accion de la B-secretasa y y-secretasa sobre la APP.

Diversos estudios celulares han puesto de manifiesto que la pB-secretasa es la
enzima clave en la produccion del péptido de 42 residuos, ya que mutaciones
realizadas en la proteina APP sobre la posicion de degradacion y no afectan a la
produccion del péptido insoluble, mientras que mutaciones en la posicion de

ruptura B dan lugar a un incremento de esta produccion.

La secuencia de aminoacidos de la APP comun en el sitio de B-degradacion es

la siguiente:

....Ser—GIu-Val-Lys—Met—é—Asp—Ala—Glu—Phe-Arg....

-21 -



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Si se cambian los aminoacidos Lys y Met propios de la variante nativa de la
APP por Asn y Leu de la mutacion sueca, se produce el aumento de produccion del
fragmento AP« anteriormente mencionado. Por otra parte, la sustitucién de los
aminodcidos de estas posiciones por otros distintos de los nativos o de la mutacion
sueca da lugar a la supresion de la produccion de AP+, por inhibicion de la ruptura

de la APP por la B-secretasa.

Asimismo, los cambios anteriores demostraron que las mutaciones sobre la
APP afectan al balance de productos derivados de las rupturas p-secretasa/y-
secretasa y a-secretasa/y-secretasa, lo que origina un incremento de la produccion de

ABs y la consecuente acumulacidn patogénica.

Aparte de la produccidon del péptido [-amiloide, el papel fisioldgico de la
[-secretasa no estaba claro hasta hace poco y este desconocimiento hacia peligrosa la
utilizacion de inhibidores de su actividad para el tratamiento de la enfermedad.
Mediante estudios con ratones modificados genéticamente para que no expresasen el
gen de la B-secretasa, se determino que la presencia de la enzima era fundamental

para llevar a cabo procesos de desarrollo sindptico, cognitivo y emocional.?

Posteriormente, se determind que la accion principal de la [-secretasa en el
organismo es la de llevar a cabo la mielinizacion y el envolvimiento axonal por las
células de Schwann, muy probablemente via procesado de la neuregulina 1. Por lo
tanto, la inhibicion de esta enzima puede interferir en el desarrollo celular de la glia
(célula de funcion estructural y reparadora de lesiones del sistema nervioso) y de la

mielinizacion.

23 a) Roberds, S. L.; Anderson, J.; Basi, G.; Bienkowski, M. J.; Branstetter, D. G.; Chen, K. S.; Freedman,
S. B.; Frigon, N. L.; Games, D.; Hu, K.; Wood, K. J.; Kappenman, K. E.; Kawabe, T. T.; Kola, I.; Kuehn,
R.; Lee, M.; Liu, W.; Motter, R.; Nichols, N. F.; Power, M.; Robertson, D. W.; Schenk, D.; Schoor, M.;
Shopp, G. M,; Shuck, M. E; Sinha, S.; Svensson, K. A; Tatsuno, G.; Tintruo, H.; Wijsman, J.; Wright,
S.; McConlogue, L. “BACE knockout mice are healthy despite lacking the primary (3-secretase activity
in brain: implications for Alzheimer’s disease therapeutics” Hum. Mol. Genet. 2001, 10, 1317-1324. b)
Luo, Y.; Bolon, B.; Kahn, S.; Bennett, B. D.; Khan, S. B.; Denis, P.; Fan, W.; Kha, H.; Zhang, J.; Gong, Y.;
Martin, L.; Louis, J. C.; Yan, Q.; Richards, W. G.; Citron, M.; Vassar, R. “Mice deficient in BACE1, the
Alzheimer's [3-secretase, have normal phenotype and abolished (-amyloid generation” Nature
Neurosci. 2001, 4, 231-232. ¢) Laird, F. M.; Cai, H.; Savonenko, A. V.; Farah, M. H.; He, K.; Melnikova,
T.; Wen, H.; Chiang, H. C.; Xu, G.; Koliatsos, V. E.; Borchelt, D. R.; Price, D. L.; Lee H. K.; Wong, P. C.
“BACEI], a major determinant of selective vulnerability of the brain to amyloid-f3 amyloidogenesis, is
essential for cognitive, emotional, and synaptic functions” J. Neurosci. 2005, 25, 11693-11709.

24 Willem, M.; Garratt, A. N.; Novak, B.; Citron, M.; Kaufmann, S.; Rittger, A.; DeStrooper, B.; Saftig,
P.; Birchmeier, C.; Haass, C. “Control of peripheral nerve myelination by the (3-Secretase BACE1”
Science 2006, 281, 1438-1441.
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1.5. Caracteristicas funcionales y estructurales de 1la
B-secretasa.

La [-secretasa es una enzima clasificada dentro del grupo de las
aspartilproteasas, aunque no presenta demasiadas analogias en su secuencia de
aminoacidos con respecto a las demas componentes del mismo (menos del 30% con
la pepsina humana), siendo mayores las divergencias en los extremos amino y
carboxi terminal. En las investigaciones mediante las cuales se trataba de ratificar su
existencia y su implicacion en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, se
descubrié otra enzima, la BACE2, de la cual se sabe que procesa la APP en el centro
del dominio A, lo que significa que no genera el péptido neurotoxico Af«. Su
presencia en el sistema nervioso central es significativamente menor que la de la
B-secretasa (0 BACEL), aunque es mayor en tejidos periféricos, pancreas, placenta y
estdmago.” Sin embargo, no se conoce hasta el momento la actividad biologica de
esta enzima. La BACE2 y la [-secretasa forman una nueva familia de
aspartilproteasas transmembranales de relacion bastante cercana a las que integran
la familia de la pepsina. Dentro del grupo de las aspartilproteasas también se
encuentran enzimas retrovirales homodimeras como son la del Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH) o la del Virus del Sarcoma de Rous (VSR) (Figura

13).2
% & % By % %
xR, E%’%%%%%@ ©ohy Yy
T S ®
v o
Figura 13: Arbol de evolucién que muestra la relacion entre BACE1, BACE2 y otras aspartil
proteasas.

5 a) Hussain, L; Powell, D. J.; Howlett, D. R,; Chapman, G. A.; Gilmour, L.; Murdock, P. R.; Tew, D.
G.; Meek, T. D.; Chapman, C.; Schneider, K.; Ratcliffe, S. J.; Tattersall, D.; Testa T. T.; Southan, C,;
Ryan, D. M,; Simmons, D. L.; Walsh, E. S.; Dingwall, C.; Christie G. “ASP1 (BACE2) cleaves the
amyloid precursor protein at the [3-secretase site” Mol. Cell. Neurosci. 2000, 14, 419-427. b) Turner, R.
T.; Loy, J. A,; Nguyen, C.; Devasamudram, T.; Ghosh, A. K.; Koelsch, G.; Tang, J. “Specificity of
Memapsin 1 and its implications on the design of Memapsin 2 (p-secretase) inhibitor selectivity”
Biochemistry 2002, 42, 8742-8746. c) Fluhrer, R.; Capell, A.; Westmeyer, G.; Willem, M.; Hartung, B.;
Condron, M. M.; Teplow, D. B.; Haass, C.; Walter, J. “A non-amyloidogenic function of BACE-2 in the
secretory pathway” J. Neurochem. 2002, 81, 1011-1020.

26 Vassar, R.; Citron, M. “AB-generation enzymes: recent advances in B- and y-secretase research”
Neuron 2000, 27, 419-422.
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A pesar de la baja analogia en la secuencia y de que su actividad no sea
inhibida por la pepstatina (inhibidor general de todas las aspartilproteasas?), la
B-secretasa cumple con dos puntos caracteristicos y primordiales de las enzimas

pertenecientes a este grupo, lo que justifica su clasificacién en el mismo:
- Presenta un 6ptimo de actividad a pH 4cido a un valor de 4.5.

- Presenta dos dominios que conforman el sitio activo, ambos con una elevada
conservacion de la secuencia respecto de las demads aspartilproteasas, las cuales
tienen en cada uno de estos dominios un residuo Asp esencial en la actividad
catalitica.

1.5.1. Estructura primaria.

La secuencia peptidica de la B-secretasa humana fue dilucidada por R.
Vassar?® y casi al mismo tiempo por J. Tang? (Figura 14, pag. 25). Consta de 501
aminodacidos, conteniendo un péptido sefial de 21 aminodacidos en el extremo amino
terminal, seguido de un dominio pro-proteina que se extiende desde el aminodacido
22 al 45. El dominio lumenal (extracelular) de la proteina madura abarca desde el
aminoacido 46 al 460, al que le sigue un dominio transmembranal de 17 residuos y
finalmente el extremo carboxi terminal, constituido por 24 aminodcidos. En base a
los distintos dominios que presenta y a la localizacion del sitio activo, se clasifico

como proteina transmembrana Tipo I (igual que la APP).

El sitio activo anteriormente mencionado, caracteristico de todas las
aspartilproteasas, se localiza en la B-secretasa humana en las posiciones 93 a 95 y 289
a 291, respectivamente. Ambos estan localizados en el dominio lumenal, tal como se
esperaria para poder actuar sobre el lugar de ruptura p de la APP. La secuencia de
aminoacidos en la primera de las triadas cataliticas (residuos 93 a 95) es Asp-Thr-Gly
(D-T-G), totalmente coincidente con la de aspartilproteasas como la pepsina o la

renina, mientras que la secuencia en la segunda triada (residuos 289 a 291) es Asp-

27 Umezawa, H.; Aoyagi, T.; Morishima, H.; Matsuzaki, M.; Hamada, M. “Pepstatin, a new pepsin
inhibitor produced by Actinomycetes” J. Antibiot. 1970, 23, 259-262.

28 Vassar, R.; Bennet, B. D.; Khan, S. B.; Mendiaz, E. A.; Denis, P,; Teplow, D. B.; Ross, S.; Amarante,
P.; Loeloff, R.; Luo, Y.; Fischer, S.; Fuller, J.; Edenson, S.; Lile, ].; Jarosinski, M. A.; Biere, A. L.; Curran,
E.; Burgess, T.; Louis, J. C.; Collins, F.; Treanor, J.; Rogers, G.; Citron, M. “B-Secretase cleavage of
Alzheimer’s Amyloid Precursor Protein by the transmembrane aspartic protease BACE” Science 1999,
286, 735-741.

2 Tang, J.; Lin, X.; Koelsch, G.; Wu, S. “Human aspartic protease memapsin 2 cleaves the B-secretase
site of B-amyloid precursor protein” Proc. Natl. Sci. U.S.A. 2000, 97, 4, 1456-1460.
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Ser-Gly (D-5-G), en la que se cambia el residuo de Thr, habitual en las otras

proteasas, por uno de Ser.

1 MAQALPWLLLWMGAGVLPAHGTQHGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPRETDEE
51 PEEPGRRGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFA
101 VGAAPHPFLHRYYQRQLSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPH
151 GPlVTVRANEIAAITESDKFFI‘GSNWEGILGLYAEIARPDDSLEPFFDS
200 LVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSMIIGGIDHSLYTGSLW
251 YTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNLRLPKK
301 VFEAAVKSIKAASSTEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMG
351 EVT.QSFRTILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFAISQSSTGTVMGAVIME
401 GFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFVTLDMEDCGYNIPQT

451 DESTLMTIA Y NGV

501 [

#: Extremo N-terminal; #: Dominio pro-proteina; #: Dominio activo caracteristico de las proteasas asparticas; I:
Dominio transmembrana; I: Punto N-glicosilado #: Residuos de cisteina de la zona lumenal; I: Extremo C-
terminal.

Figura 14: Secuencia de aminodcidos deducida para la f-secretasa humana. (Depositada en el
GenBank, n° de acceso AF190725).

La B-secretasa contiene también en el dominio lumenal de su secuencia cuatro
residuos N-glicosilados, que corresponden a residuos de Asn, asi como seis residuos

de Cys que permiten la formacion de tres puentes disulfuro.

1.5.2. Estructura terciaria: sitio activo e inhibidores.

La estructura terciaria de la enzima [3-secretasa (depositada en el Protein Data
Bank),® se pudo obtener por primera vez a partir de la cristalizacién de un complejo
de ésta con el inhibidor OM99-2 desarrollado por J. Tang (Figura 15, pag. 26).3! Este
inhibidor, junto al OM99-1, fueron dos de los primeros inhibidores surgidos para la
B-secretasa,® cuyas altas constantes de inhibicién (9.58 + 2.86 y 6.48 + 2.72 nM
respectivamente) hacen que todavia sean considerados como inhibidores de

referencia a la hora de estudiar nuevas estructuras.

30 Berman, H. M.; Westbrook, J.; Feng, Z; Gilliland, G.; Bhat, T. N.; Weissig, H.; Shindyalov, N. L;
Bourne, P. E. “The Protein Data Bank” Nucl. Acids Res. 2000, 28, 235-242. <http://www.rscb.org/pdb>.
31 PDB ID: 1FKN. Hong, L.; Koelsch, G; Lin, X.; Wu, S.; Terzyan, S.; Ghosh, A. K.; Zhang, X. C.; Tang,
J. “Structure of the protease domain of Memapsin 2 (-secretase) complexed with inhibitor” Science
2000, 290, 150-153.

32 Ghosh, A. K;; Shin, D.; Downs, D.; Koelsch, G.; Lin, X.; Ermolieff, J.; Tang, J. “Design of potent
inhibitors for human brain Memapsin 2 (3-secretase)” J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 3522-3523.
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OM99-2 (Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe)

Figura 15: Estructura de los inhibidores OM99-1 y OM99-2.

Se tratan de dos inhibidores de tipo pseudopeptidico, esto es, formados por a-
aminodcidos naturales unidos a un fragmento central de origen sintético,
denominado isdstero (en rojo), que mimetiza una secuencia de dos aminodcidos, en
la que el enlace peptidico central ha sido sustituido por una secuencia no
hidrolizable. Cuando un iséstero reemplaza en una cadena peptidica un par de
aminodcidos donde una aspartilproteasa lleva a cabo su accion, resulta un inhibidor
que al disponerse en el sitio activo de la enzima, impide que tenga lugar su accién

hidrolitica, desactivandola.

Dada la gran cantidad de aspartilproteasas descubiertas en los ultimos afios,
con un importante papel en el desarrollo ciertas enfermedades (renina, problemas
cardiacos; pepsina, problemas gastricos; proteasa del VIH, desarrollo del SIDA, etc.),
la investigacion en el campo de los inhibidores pseudopeptidicos para el tratamiento
de dichos problemas ha experimentado un notable auge. La gran variedad de
isdsteros desarrollados, asi como de derivados peptidicos que han demostrado tener
capacidad para inhibir el sitio activo de aspartilproteasas, hace necesario establecer
un sistema de clasificacion de los isOsteros que los agrupe en funcién de algun

motivo estructural comun (Figura 16, pag. 27).3

3 Yang, W.; Lu, W.; Ly, Y.; Zhong, M,; Sun, J.; Thomas, A. E.; Wilkinson, J. M.; Fucini, R. V.; Lam, M.;
Randal, M.; Shi, X. P.; Jacobs, J]. W, McDowell, R. S.; Gordon, E. M., Ballinger, M. D.
“Aminoethylenes: A tetrahedral intermediate isostere yielding potent inhibitors of the aspartyl
protease BACE-1" |. Med. Chem. 2005, 49, 839-842.
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Figura 16: Clasificacion de los isosteros de inhibidores de aspartilproteasas. En azul el motivo
estructural del iséstero que determina su clasificacion.

Asi, ademas de variar la naturaleza de los sustituyentes alquilicos Ry R" que
provienen del par de aminodcidos que el isdstero sustituye, también es posible variar
la estructura del motivo central, pudiendo ser de tipo etilénico o metilénico mono- o
disustituido. Se constituyen asi ocho grandes grupos de isdsteros de inhibidores de
aspartilproteasas, en cada uno de los cuales se pueden encontrar diferencias notables
en funcidon de los sustituyentes que acompafien al motivo central con el cual se
nombran. Asi por ejemplo, en la Figura 17 se incluyen tres inhibidores con isdsteros

de hidroxietileno en los que se pueden apreciar las diferencias a que nos referimos.

¢O/Y JL Jévm Lﬁuk /5)

H2N

O OH O OH

NEeSIout
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| H HN.
N N
(j\/ \)]\N /\/\( \H/\N
/\ H _ 103140-91-6 (RENINA)

A-78791 (PR VIH)

OM99-2 (3-SECRETASA)

Iz

Figura 17: Tres ejemplos de inhibidores con isdsteros de hidroxietileno. Entre paréntesis se
indica la enzima a la que inhiben.
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El inhibidor OM99-2 incluye un isdstero de hidroxietileno con la estructura
mas comun, en la que un grupo amino en su extremo izquierdo y un grupo carboxilo
en su derecho hacen que la union de los aminodcidos laterales siga el mismo sentido
que en un péptido natural. Sin embargo, el inhibidor A-787913 contiene un isdstero
de hidroxietileno en el que son dos grupos amino los que se encuentran en sus
extremos, provocando que las dos cadenas peptidicas laterales a las que estad unido
tengan sentidos de avance contrarios. Por ultimo, el inhibidor 103140-91-6% contiene
un isdstero de hidroxietileno con sélo un grupo amino en su extremo, lo que implica
que Unicamente estd unido a una cadena polipeptidica lateral. Se generan asi

inhibidores en los que el isdstero estad dispuesto en el extremo de la molécula.

En la Figura 18 (pag. 29) se representan los tres posibles mecanismos que se
proponen para la hidrdlisis de un péptido en el sitio activo de una aspartilproteasa.’
El mecanismo tipo I es el mas consistente, describiendo un proceso acido-base donde
el agua actiia como nucledfilo, atacando al carbonilo del enlace peptidico. El Asp
desprotonado actiia como base, para abstraerle un proton a la molécula de agua y el
Asp protonado acttia como 4cido, protonando el oxigeno carbonilico e incrementado
la carga parcial positiva sobre el carbono, que lo activa frente al ataque nucleofilico.
Se origina asi un estado de transicion tetraédrico debido a la unién del hidroxilo del
agua al carbono carbonilico, el cual evoluciona produciendo la rotura del enlace
peptidico y restableciendo los protones en los dos residuos de Asp para poder llevar
a cabo la hidrdlisis de otro sustrato nuevo. El mecanismo tipo II es similar al tipo I,
con la diferencia de que la unidad de Asp protonada cede el protén al grupo amino
del enlace a hidrolizar, en lugar de cedérselo al carbonilo. Se forma asi un intermedio
zwiteridnico que evoluciona a continuacién rompiendo el enlace peptidico. Y el
mecanismo tipo III se basa en la formacion de una union covalente entre el Asp
desprotonado del sitio activo y el carbonilo del péptido, obteniéndose un intermedio
tetraédrico que evoluciona por rotura del enlace peptidico, liberando a continuacion

el fragmento unido a la enzima, por hidrdlisis con la molécula de agua.

3 Hosur, M. V.; Bhat, T. N.; Kempf, D. J.; Baldwin, E. T.; Liu, B.; Gulnik, S.; Wideburg, N. E.; Norbeck,
D. W.; Appelt, K; Erickson, J. W. “Influence of stereochemistry on activity and binding modes for C2
symmetry-based diol inhibitors of HIV-1 protease” J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 847-855.

% Luly, J. R; Yi, N,; Soderquist, J.; Stein, H.; Cohen, J.; Perun, T. J.; Plattner, ]J. ]. “New inhibitors of
human renin that contain novel Leu-Val replacements” J. Med. Chem. 1987, 30, 1609-1616.

3 a) Chatfield, D. C.; Brooks, B. R. “HIV-1 protease cleavage mechanism elucidated with molecular
dynamics simulation” J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 5561-5572. b) Oldziej, S.; Ciarkowski, J. “Mechanism
of action of aspartic proteinases: application of transtition-state analogue theory” |. Comput. Aided
Mol. Des. 1996, 10, 583-588. c) Bugg, T. “An introduction to enzyme and coenzyme chemistry. Cap. 5.
Hydrolitic and group transfer reactions” pag. 73, 1997, Ed. Blackwell Science, Oxford.
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Figura 18: Mecanismos de hidrolisis de aspartilproteasas. 1) catdlisis dcido-base con
intermedio neutro; 11) catdlisis dcido-base con intermedio zwiterionico; 111) ataque nucledfilo
directo con intermedio covalente.

Tal y como se ha indicado anteriormente, la primera imagen obtenida de la
estructura terciaria de la enzima -secretasa es debida a Tang, que logro cristalizar la
enzima complejada con el inhibidor OM99-2 (Figura 19, pag. 30).>” Actualmente no

es la tnica imagen de que se dispone, ya que se han publicado en el Protein Data

37 PDB ID: 1FKN. Hong, L.; Koelsch, G.; Lin, X.; Wu, S.; Terzyan, S.; Ghosh, A. K.; Zhang, X. C,; Tang,
J. “Structure of the protease domain of Memapsin 2 ([3-secretase) complexed with inhibitor” Science
2000, 290, 150-153.
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Bank mas de 15 estructuras de la -secretasa complejada con diferentes tipos de

inhibidores.38

Figura 19: Estructura tridimensional de la B-secretasa complejada con el inhibidor OM99-2.

Fijdandonos en la estructura tridimensional de la P-secretasa, se puede
observar como esta formada por dos lobulos diferenciados (N-terminal amarillo y C-
terminal azul), entre los cuales se genera una hendidura que conforma el sitio activo
de la enzima, constituido por las dos triadas cataliticas (rojo) y la cadena lineal del
inhibidor (verde). A pesar de la presencia de un “loop” (violeta) que tapa
parcialmente el sitio activo, éste es bastante mas accesible que el de otras

aspartilproteasas como la pepsina.

38 Ver las siguientes referencias en el PDB (http://www.rcsb.org/pdb/): TW51; 2B8L; 2B8V; 1XS7;
1TQF; 2F3E; 2F3F; 1IM4H; 1PY1; 1XN3; 2G94; 2FDP; 1YM2; 1YM4; 1IFKN y 1CSB.
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Tal y como se indicO previamente en la representacion de los posibles
mecanismos de hidrdlisis de las aspartilproteasas (Figura 18, pag. 29), cuando un
sustrato penetra en el sitio activo de la enzima, se producen una serie de
interacciones enzima-sustrato mediante las cuales la enzima reconoce el punto de
lisis sobre el que tiene que actuar. Estas interacciones tienen lugar entre los
sustituyentes presentes en el sitio activo de la enzima y los sustituyentes del sustrato
en las posiciones cercanas al punto de hidrolisis. Para conocerlas y cuantificarlas, se
clasifican siguiendo el convenio de bolsillos disefiado por Dunbrack y col.* en el
que se considera que el sitio activo de la enzima estd formado por bolsillos de
diferente naturaleza hidrofilica, en los que tienen que encajar los residuos del
sustrato peptidico. Los bolsillos de la enzima se designan mediante la letra S y un
numero y los residuos del sustrato con una P y el nimero del bolsillo que ocupen. Se
indicardn con una tilde los bolsillos o residuos que estén dispuestos hacia el extremo

C-terminal del sustrato, después del punto de hidrdlisis (Figura 20).

Figura 20: Representacion del sitio activo de la f-secretasa.

Asi pues, tenemos los bolsillos Ss, Ss, Sz, S1, S, S2, S3” y S4”, que difieren en
tamafo y en caracter hidrofobico. Por ejemplo, para la enzima B-secretasa, el bolsillo
S:+ estd muy expuesto al disolvente y presenta un elevado cardcter hidrofilico,
caracteristica comun a los bolsillos S y Si’, aunque en menor cuantia. Por otra parte,
los bolsillos S1 y Ss son hidrofobicos y sélo acomodan en su espacio residuos con
semejante especificidad.

En la Figura 21 (pag. 32) se indican las posiciones que ocupan cada uno de los

aminoacidos de diferentes sustratos que interacttian con la [3-secretasa.

39 Dunbrack Jr., R. L.; Sauder, ]J. M. “Modeling of substrate specificity of the Alzheimer’s Disease
amyloid precursor protein B-secretase” J. Mol. Biol. 2000, 300, 241-248.
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P4 Ps P2 P1 P P’ Ps’ P4

APP nativa Glu Val Lys Met* Asp Ala Glu  Phe

APP sueca Glu Val Asn Leu* Asp Ala Glu  Phe

OM99-1 - Val Asn  Leu* Ala Ala Glu Phe

OM99-2 Glu Val Asn  Leu* Ala Ala Glu Phe
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UL @ A Qr on
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Figura 21: Secuencia de aminodcidos en la zona de union con el centro activo de la enzima de
APP (nativa y mutacion sueca) e inhibidores OM99-1, OM99-2. (Para las APP el asterisco
indica el punto de ruptura llevada a cabo por la f-secretasa. Para los inhibidores el asterisco

indica que los aminodcidos son sustituidos por isosteros tipo hidroxietileno, que interaccionan

directamente con las triadas cataliticas de la [-secretasa).
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Los inhibidores de la (-secretasa OM99-1 y OM99-2 tienen una secuencia
peptidica similar a la de la APP sueca en su zona de unién al sitio activo de la
enzima, aprovechando asi la mayor afinidad que tiene la enzima por la secuencia de
aminodacidos de la APP sueca que por la de la APP nativa.

La busqueda exhaustiva destinada a encontrar moléculas que mimeticen el
estado de transicion que se genera entre la -secretasa y la APP por las que la enzima
tenga mayor afinidad, es la tarea que tiene ocupados actualmente a numerosos
grupos de investigacion. El objetivo final es el de conseguir moléculas realmente
efectivas al ser administradas a enfermos, cuya afinidad por la enzima sea maxima,
para lograr su inhibiciéon completa, siendo necesario reducir su tamafno y optimizar

su lipofilia, a fin de que puedan traspasar la selectiva barrera hemato-encefalica.
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Objetivos

El presente trabajo forma parte de un proyecto mas amplio, cuyo objetivo es
el disefio, sintesis y evaluacién de inhibidores de la B-secretasa, enzima interviniente

en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se han llevado a cabo estudios
tedricos de diseno de inhibidores de varias enzimas intervinientes en enfermedades
de importante actualidad. Los primeros estudios estuvieron relacionados con la
proteasa del VIH, permitiendo sentar las bases metodolodgicas y obtener las primeras

publicaciones.*

Posteriormente se iniciaron estudios de modelizacion de inhibidores de la
enzima [-secretasa, para cuyo desarrollo tedrico se partio de la estructura
tridimensional de la (3-secretasa complejada con el inhibidor OM99-2, obtenida del
Protein Data Bank (ID: 1FKN). A continuacion, se buscaron inhibidores complejados
con aspartilproteasas que presentasen mayor similitud de secuencia con la
B-secretasa, dado que estos inhibidores pueden tener una buena afinidad por ésta.
Los inhibidores elegidos deberian ser de origen pseudopeptidico, con isdsteros
hidroxilados, eligiendo finalmente los que provenian de complejos con las enzimas

renina y pepsina.

Una vez obtenidas las estructuras de los inhibidores que servirian de base
para realizar el estudio sobre la [-secretasa, se dispusieron en el sitio activo de la
enzima, cuantificAndose la energia de interaccion entre el inhibidor y la enzima, por
medio de una busqueda conformacional de la disposicion mads favorable del
inhibidor en el centro activo, seguido del calculo del valor energético por medio de

una funcién formada por tres términos, andloga a la empleada por Schoichet y col.:
AGe = AGi + AGb + AGn

donde AG: es la energia libre de enlace, AGi es la energia libre de interaccion, AGs es
la energia libre de desolvatacion de Born y AGr es la energia libre de interaccion
dependiente de la superficie hidrofdbica.

40 a) Nauchitel, V.; Villaverde, M. C.; Sussman, F. “Solvent accessibility as a predictive tool for the free
energy of inhibitor binding to the VIH-1 protease” Protein Sci. 1995, 4, 1356-1364. b) Sussman, F,;
Villaverde, M. C.; Davis, A. “Solvation effects are responsible for the reduced inhibitor affinity of
some HIV-1 PR mutants” Protein Sci. 1997, 6, 1024-1030. c¢) Sussman, F.; Martinez, L. A.; Villaverde, M.
C. “Computer assisted evaluation of inhibitor sensitivity to HIV-1 PR mutants” Advances in
Experimental Medicine and Biology 1998, 436 (Aspartic Proteinases), 91-97. d) Sussman, F.; Villaverde,
M. C.; Martinez, L. A. “Modified solvent accessibility free energy prediction analysis of cyclic urea
inhibitors binding to the HIV-1 protease” Protein Eng. 2002, 15, 707-711.

41 Shoichet, B. K.; Leach, A. R.; Kuntz, L. D. “Ligand solvation in molecular docking” Proteins 1999, 34,
4-16.
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A continuacién, se introdujeron las modificaciones estructurales necesarias en
el inhibidor para tratar de optimizar su interaccién con la enzima, obteniéndose
nuevos valores energéticos de interaccion. Se generd asi un listado de mas de
cincuenta inhibidores potenciales de la (3-secretasa ordenados segtin su energia de
interaccion.*? De estos nuevos inhibidores, veintiuno de ellos presentaron energias

de unién con la enzima mas favorables que la del inhibidor de referencia OM99-2.

Se fij6 como objetivo genérico de esta tesis doctoral sintetizar la seleccion de
siete inhibidores (1-7) que aparecen recogidos en la Figura 22, en la que también se
ha incluido el inhibidor de referencia OM99-2. La caracteristica estructural comtn de
estos inhibidores a sintetizar es la de contener isdsteros del grupo del hidroxietileno
(remarcados en color azul).

AGe
N° ESTRUCTURA
(Kcal/mol)
_OM9_9'2 o H O o H O
(inhibidor N I AN I A NJ\,(N\.)]\N OH 9.9
de i_H o i H fui H g i _H g e
N0
referencia) oj/\OH H2N j/\
) HZULI(NA @ N\)L L H e
OH_A_ H
2 OH
. \)l\ji( AHQ JYN\)L I s
OH :
o NH,
3 HzN\)‘\ N\)‘\ ﬁ\A)L OH -113.3

0 H OH -
PR
OH

O OH

42 Louro, L. G. “Disefio de inhibidores especificos de la B-secretasa, responsable del desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer” Tesis de Licenciatura, Departamento de Quimica Organica, Facultade de
Quimica, Universidade de Santiago de Compostela, Septiembre 2001.
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4 -110.0
5 -119.0
6 -49.3
7 -57.9

Figura 22: Estructura de potenciales inhibidores de la f-secretasa a sintetizar (AGe: Energia
libre de enlace enzima-inhibidor).

Tres de los inhibidores a sintetizar (3, 4 y 5) tienen energias de enlace mas
tavorables que el inhibidor de referencia (OM99-2) mientras que los cuatro restantes
(1, 2, 6 y 7) tienen energias de enlace menos favorables. La inclusiéon de estos
inhibidores tedricamente menos activos, que parece estar en contradiccion con el
objetivo ultimo de obtener inhibidores mas potentes que el de referencia, es debida a
que su consideracion también proporcionara informacion util acerca de la validez
del método tedrico empleado para predecir constantes de inhibicion de la enzima
[-secretasa.

Dado que los inhibidores elegidos incluyen isdsteros de hidroxietileno (HE)
unidos a cadenas peptidicas de aminodacidos proteinogénicos, fue la sintesis de los
isdsteros de la Figura 23 (pag. 40) la labor que nos ocup6 en esta primera parte de la
tesis doctoral.
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Figura 23: Isosteros de hidroxietileno de los inhibidores propuestos.

Se trata de seis isOsteros de hidroxietileno, de los que los cuatro primeros
tienen estructura de 2,5-dialquil-4-hidroxi-0-aminodcido, que denominaremos en
adelante isésteros HE-d-aminoacido. Los dos ultimos tienen estructura de
1,4-dialquil-1-aminobutan-2-0l, que denominaremos como isdsteros HE-1-

aminobutan-2-ol.

Nos propusimos sintetizar este panel de isdsteros, desarrollando para ello
procedimientos sintéticos suficientemente generales para la obtencion futura de
nuevos isOsteros con variaciones en los grupos funcionales con respecto a los
inicialmente estudiados.

Se afrontara luego la incorporacién de estos isOsteros en los inhibidores
correspondientes y finalmente se llevaran a cabo estudios destinados a evaluar su
capacidad de inhibicion de la 3-secretasa.

Los trabajos llevados a cabo se exponen a continuacion en tres capitulos
consecutivos. En el primero se expone la sintesis de los isosteros HE-0-aminoacido,
en el segundo la sintesis de los isosteros HE-1-aminobutan-2-ol y en el tercero la

sintesis y evaluacion bioldgica de los inhibidores.
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Parte tedrica

3.1. Sintesis de isosteros HE-0-aminoacido.

3.1.1. Antecedentes y plan de sintesis.

De acuerdo con el criterio expositivo, se discute en este capitulo la sintesis de

isésteros del tipo HE-d-aminodacido.

Nuestra estrategia de sintesis de este tipo de isOsteros se formulo teniendo en
cuenta los trabajos previos de sintesis de sus lactonas precursoras 10 a partir de

a-aminodcidos o de hexofuranosas (Esquema 1).

R4

(o) a-aminoacidos
H,N oH — GpHN/\<_/\¢ —
hexofuranosas
0
10
Esquema 1

La primera sintesis de isosteros HE-d-aminoacido 8 a partir de a-aminoacidos
fue llevada a cabo por Szelke®, preparando el isdstero 8e a partir de la L-leucina
protegida 11, a través de una secuencia de reacciones no estereoselectivas y de

separaciones cromatograficas indicadas en el Esquema 2.

’)\ 1) H;0" ')\

OH i »
Aﬂ/ 1) BuOCOCI Pht=N /\[]/%Nz 2) (CH;3),CCH, Pht=N /Y\OtBu
2) CH2N2 3) NaCNBH3

(0] OBz
4) NaH, BzCl
Pht-L-Leu (11) 12 13

1) Separacién ’)\ 1) NaH, ‘Prl ’)\
2) H;0" co,’B 2)A CO,H
Vs » Pht=N" 2BU D8 o pocHN Ny U2
3) MsCl t 0Bz CO,Bu 3) NoHy BzO A
4) NaCH(CO, Bu), 4) Boc,O

14 5) Separacion 8e

Esquema 2

43 Szelke, M.; Leckie, B.; Hallett, A.; Jones, D. M.; Sueiras, J.; Atrash, B.; Lever, A. F. “Potent new
inhibitors of human renin” Nature 1982, 299, 555-557.
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Esta sintesis comenzd con la transformacion de la L-leucina protegida 11 en el
diazocompuesto 12 por reaccion con cloroformiato de isobutilo y diazometano. A
continuacidn, se transformo el compuesto 12 en el dihidroxiderivado 13 por medio
de la secuencia de reacciones indicadas: hidrodlisis en medio acido del grupo diazo,
proteccion con isobutileno del hidroxilo generado, reduccién del carbonilo con
cianoborohidruro sédico y finalmente proteccion del nuevo hidroxilo con cloruro de
benzoilo. Se obtuvo asi la mezcla de epimeros 13, la cual separo
cromatograficamente, continuando la sintesis con el epimero con configuracion (S,S).
Las reacciones siguientes fueron: desproteccion en medio acido del hidroxilo
terminal, transformacion de éste en un mesilato y sustitucion del mesilato por un
grupo malonato. Una vez obtenido el malonato 14, se llevd a cabo su transformacién
en el isdstero 8e por alquilacion con yoduro de isopropilo, descarboxilaciéon térmica,
eliminacion del grupo ftalilo y proteccion de la amina con anhidrido de t-
butoxicarbonilo. Tras otra separacién cromatografica de los estereoisomeros

formados en estos procesos, se obtuvo finalmente el isostero 8e.

Posteriormente Rich prepard el isostero 8f a partir del aminoaldehido 15a
derivado de la L-leucina, llevando a cabo diversos procesos no estereoselectivos que
también requirieron de separacion cromatografica de las mezclas obtenidas

(Esquema 3).4

'/K BrMg” " OBz ')\
H : 1) H;0"

BocHN/\n/ > BocHNWosz
o)

OH & 2) (BocVal),0

Boc-L-leucinal (15a) 16

1) Ac,0, DMAP

2) HCO,NH,, Pd-C o

3) PDC
BocValHN OBz D CHN » BocValHN™ Y y” OMe

) CH;N, AcO ©
17 5) Separacion 8f

Esquema 3

Asi, cuando el Boc-L-leucinal (15a) se hizo reaccionar con el quiral indicado, se
produjo una mezcla de aminoalcoholes 16 la cual se someti6 a condiciones acidas de
reaccion para desproteger su grupo amino y a continuacion se unio a este grupo una

unidad de Boc-valina. Se obtuvo asi el compuesto 17, el cual se transformo en el

4 Holliday, M. W.; Rich, D. H. “Synthesis of hydroxyethylene and ketomethylene dipeptide isosteres”
Tetrahedron Lett. 1983, 24, 4401-4404.
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isdstero 8f por medio de la siguiente secuencia de reacciones: acetilacion del
hidroxilo libre, eliminacion del grupo protector benzoilo, oxidacion del hidroxilo
terminal con PDC y esterificacion con diazometano. Tras una separacion
cromatografica de los estereoisdmeros formados, se aisld finalmente el isdstero 8f

buscado.

Otra sintesis de isdsteros de tipo d-aminoacido fue la desarrollada por
Evans®, que transformo el aminoaldehido 15b en el isdstero 8g por medio de la

secuencia de reacciones indicada a continuacion.

(Ph Ph Ph
(0)
H ‘CH," '/ PhCH,CH(CO,Et o
BocHN™ (" D Ol Ve o BocHN” ] 2CH(CO:ED: © BocHN
fo) 2) Separacién o /Ph
CO,Et
Boc-L-fenilalaninal (15b) 18a 10a
Ph
Ph
(0]
1) NaOH O _o LiOH
2A—> BocHN —>» BocHN Y T OH
) ., Ph OH .
3) Separacion Ph
10b 8g
Esquema 4

Asi, el aminoaldehido 15b se hizo reaccionar con metililuro de dimetilsulfonio
para generar el epoxiderivado 18a, tras separacion comatografica de la mezcla de
epimeros formada. Este epoxido se transformo en la lactona 10a por reaccion con el
malonato de dietilo indicado, y ésta se convirtid en la lactona 10b precursora del
isostero 8g por hidrolisis con hidroxido sodico y descarbonilacion térmica. La
separacion de la mezcla de lactonas formadas y la apertura del ciclo lactonico de 10b

con hidréxido de litio produjo el isdstero 8g.

En las sintesis de isdsteros HE-d-aminodcido posteriores basadas en
a-aminodcidos, se emplearon como intermedios clave las aminolactonas 19
(Esquema 5, pag. 46), en las que ya estan presentes los grupos amino, hidroxilo y
carboxilo, asi como el primer sustituyente alquilico Ri de los isdsteros de HE-o-
aminoacido 8. La transformacion de estas lactonas 19 en estos isosteros 8 implica una
alquilacion estereoselectiva de la posicién a al carbonilo, destinada a introducir el

grupo R, generando asi lactonas 10 que contienen todos los sustituyentes presentes

% Evans, B. E.; Rittle, K. E; Homnick, C. F.; Springer, ]J. P.; Hirshfield, J.; Veber, D. F. “A
stereocontrolled synthesis of hydroxyethylene dipeptide isosteres using novel, chiral aminoalkyl
epoxides and y-(aminoalkyl)-y-lactones” J. Org. Chem. 1985, 50, 4615-4625.
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en los isosteros 8. Finalmente, la apertura del anillo lactéonico de 10 da lugar de

manera sencilla a los isdsteros 8 buscados.

R4 o Rq R4
j\/\)J\ — Oz0 p— Oz0
H,N™ Y7 Y~ “OH GpHN GpHN
OH R, .”/Rz
10 19
Esquema 5

En la primera sintesis basada en esta estrategia (Kleinman, 1986, Esquema 6),
la lactona 10c precursora del isdstero 8h se obtuvo a partir del aminoaldehido 15a
derivado de la N-Boc-L-leucina.* La adicion no estereoespecifica del derivado litiado
del propiolato de etilo al carbonilo produjo la mezcla epimérica 20, que por
hidrogenacion catalitica gener6 un hidroxiéster que cicldé espontdneamente,
obteniéndose la lactona 19a como diastereoisdmero mayoritario, después de realizar
una separacion cromatografica. La transformacion de 19a en el isostero 8h se llevo a
cabo por alquilacién de su posicion a, seguido de la separacion de la mezcla de
diastereoisomeros obtenida, la hidrogenacion del doble enlace alilico y la apertura

en medio basico del anillo lactonico de 10c.

'/k o ’)\ CO,Et
H Li————CO,Et // 1) H,, Pd, BaSO, o)

BocHN” " 3 BocHN -
BocHN
o (36%) OH 2) AcOH, tolueno oc

3) Separacion
Boc-L-leucinal (15a) 20 19a

(0]
1) HMDSLi o_o 1) H,, Pd-C )\/'\/\)J\
— g

'
2) H,C=C(CH;)CH,Br  BocHN / 2) LiOH BocHN™ OH
’///.< OH \(
10¢ 8h

Esquema 6

3) Separacion

Estas estrategias basadas en las lactonas dialquiladas 10 han resultado ser
muy eficaces para sintetizar isdsteros de HE-0-aminodcido 8. Pero cuentan con el
gran inconveniente de que al partir de a-aminoacidos comerciales, el panel de
sustituyentes Ri1 en posicion a al dtomo de nitrogeno queda limitado a los existentes

en dichos aminoacidos. La introduccién de otros sustituyentes como ciclohexilo,

16 Fray, A. H.; Kaye, R. L.; Kleinman, F. “A short, stereoselective synthesis of the lactone precursor to
2R,45,55 hydroxyethylene dipeptide isosteres” J. Org. Chem. 1986, 51, 4828-4833.
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tolilo, t-butilo, etc. no fue llevada a cabo, debido probablemente a la complejidad

anadida que supone tener que preparar los a-aminodcidos de partida requeridos.

Una alternativa de sintesis de lactonas 10 precursoras de isdsteros de HE-o-
aminodcido 8 se basd en partir de hexofuranosas 22 obtenidas a partir de hexosas
naturales. La tinica aportacion correspondiente a esta estrategia se debe al grupo de
Ghosh?, que transformo la D-manosa (21) en la lactona clave 10b en una secuencia

de trece pasos (Esquema 7).

o
OH
o .
HO , Acetona ><o“ WOH 1) ¢y, (Me,N);P ><o\‘
HO ) >
o OH H2S04 2) Ll, NH3

H HO
D-manosa (21) 22 23
HO
>< . A ?OOMe
MeOH PPTS o 1) H,, Pd-C HO' 1) TsCl, pi
—_—
2) AcOH (40%) 25 2) MeONa
Ph
(o)
2) Ph,P(O)N; :
26 28a
Ph Ph
H,, Pd-C, Boc,0 O__o _(TMS)NLi, Bnl °__o
> BocHN > BocHN
19b 10b “—Ph
Ph
j\/\)?L
Me;Al, BnNH, - BocHN Y Y NHBn
OH =
“Ph
8i
Esquema 7

El sustituyente de la posicion C-5 del isostero final 8i, se introdujo en la
reaccion de apertura del epoxiderivado 26. A continuacion se transform el hidroxilo
libre en un grupo azida, invirtiéndose la configuracion de C-5. Tras oxidar la

posicion anomérica del furandsido 27 e hidrogenar el grupo azida en presencia de

47 Ghosh, A. K.; McKee, S. P.; Thompson, W. J. “An efficient synthesis of hydroxyethylene dipeptide
isosteres: the core unit of potent HIV-1 protease inhibitors” J. Org. Chem. 1991, 56, 6500-6503.

-47 -



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

anhidrido de t-butoxicarbonilo, se obtuvo la lactona monoalquilada 19b. La
alquilacion de su posicion a con yoduro de bencilo condujo a la lactona 10b, la cual

por apertura de su ciclo lactonico con bencilamina condujo al iséstero 8i.

Esta estrategia sintética apenas explorada, es a priori mas versatil que las
previas en las que se parte de a-aminoacidos comerciales, dado que no presenta la
limitacion de éstas en cuanto a la naturaleza de grupos Ri1 a introducir en la posicion
C-5 de los isosteros 8. Efectivamente, la apertura controlada del epoxiderivado 26
con reactivos organometalicos adecuados, permitiria introducir cualquier

sustituyente Ri.

El tinico inconveniente aparente de esta aproximacion reside en el hecho de
que estas sintesis basadas en azutcares requieren secuencias mas largas que las
basadas en a-aminodcidos. Por ello, parece aconsejable acudir a ella cuando la

basada en a-aminodcidos requiera partir de a-aminodacidos no proteinogénicos.

La experiencia previa de nuestro grupo de investigaciéon en quimica de
azucares, asi como el hecho de no haber sido apenas explorada la sintesis de
isdsteros del tipo HE-d-aminodcido a partir de carbohidratos, nos llevé a abordar la

sintesis de nuestro panel de isdsteros de este tipo mediante el plan indicado a

continuacion:
HO
a) AcOH, HBr o K;CO;
HO!"-
/ b) MeOH acetona

.
-

HO OH
D-glucono-1,5-lactona (29)

R4
0/7.\\@40 R;MgBr o D MsCl, pi O __o
_— —_—
2) NaN; N3
32 33 28
R1 R1
LDA, R,I (o) o H,, Pd-C, Boc,O (o) o
—>
N3 BocHN
’/Rz ’/RZ
34 10
R
13\/\/?1\
1) LiOH
» BocHN Y Y OH
2) CITBDMS TBDMSO R,
8j
Esquema 8
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Se trata de una ruta que simplifica enormemente la sintesis de Ghosh que
acabamos de exponer (Esquema 7, pag. 47), dado que el ciclo de d-lactona se genera
mas temprano, al hacer uso de un método descrito de preparaciéon de d-lactonas 31
en una secuencia de dos etapas, a partir de la D-glucono-1,5-lactona (29) comercial.*®
La transformacion de la d-lactona 31 en isosteros 8j incluiria etapas similares a la
sintesis de Ghosh: generacion de una unidad de epdxido exociclica (compuesto 32),
apertura controlada de su unidad epoxidica para introducir sustituyentes Ri
(compuestos 33), reemplazamiento del grupo OH por un grupo Ns (compuestos 28),
alquilacion de la posicion a al carbonilo para introducir grupos Rz (compuestos 34),
transformacion del grupo azida en amino protegido (compuestos 10) y apertura de
su anillo de lactona, para generar isdsteros 8j protegidos de la manera adecuada
para someterlos a procesos de acoplamiento peptidico, es decir, protegiendo el
grupo amino como carbamato de t-butoxicarbonilo y el grupo hidroxilo con un
t-butildimetilsililo. Se han elegido estos grupos protectores, por ser compatibles con
las estrategias de acoplamiento peptidico a emplear para sintetizar nuestro panel de

inhibidores peptidicos.

En este plan de sintesis hemos introducido una modificacion adicional al
procedimiento de obtencion de isosteros de Ghosh, consistente en llevar a cabo sobre
las azidolactonas 28 la alquilacion de su posicion a para introducir los grupos Rz
presentes en los isOsteros 8j (Esquema 8, pag. 48) en lugar de hacerlo sobre las
carbamoilaminolactonas 19b (Esquema 7, pag. 47). Esta modificaciéon se debe a la
facilidad que tienen los grupos amino protegidos de alquilarse con electrofilos
activos como el yoduro de metilo,* lo que podria interferir en la introduccién de un
grupo metilo en la posicion a de estas aminolactonas, para obtener isosteros 8j con

un metilo como sustituyente Ro.

El desarrollo de este plan de sintesis se discute en el apartado siguiente.

8 a) Bock, K.; Lundt, L; Pedersen, C. “Preparation of some bromodeoxyaldonic acids” Carbohydrate
Res. 1979, 68, 313-319. b) Lundt, I.; Pedersen, C. “Preparation of some 2,3-dideoxylactones by an
inusual catalytic hydrogenolysis” Synthesis 1986, 1052-1054.

9 a) Kazuta, Y.; Tsujita, R.; Uchino, S.; Kamiyama, N.; Mochizuki, D.; Yamashita, K.; Ohmori, Y.;
Yamashita, A.; Yamamoto, T.; Kohsaka, S.; Matsuda, A.; Satoshi, S. “Synthesis of (15,2R)-1-phenyl-2-
[(S)-1-aminoalkyl]-N,N-diethylcyclopropanecarboxamides as novel NMDA receptor antagonists
having unique NMDA receptor subtype selectivity” J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 2002, 1199-1212. b)
Maier, M. E.; Hermann, C. “Synthesis of the y-amino-f3-hydroxy acid of hapalosin via an asymmetric
dihydroxylation route” Tetrahedron 2000, 56, 557-561.
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3.1.2. Desarrollo del plan de sintesis.

De acuerdo con el plan de trabajo propuesto en la pag. 48, se llevo a cabo en
primer lugar la transformacién de la D-glucono-1,5-lactona (29) comercial en la

dibromolactona 30 (Esquema 9), siguiendo un procedimiento descrito en la

bibliografia.5
HO
a) AcOH/HBr (33%)
HO!-
ta., 18 h

HO ©OH
D-glucono-1,5-lactona (29)

b) MeOH
—>
ta,12h
o,
L 36 4 6T 30
Esquema 9

Este dibromoderivado 30 se obtuvo con un rendimiento moderado, cuando se
hizo reaccionar la D-glucono-1,5-lactona (29) con una mezcla de bromuro de
hidrogeno y acido acético glacial al 33% durante 18 horas. La formacion de 30 se
explico admitiendo que inicialmente se forma la tetraacetil-D-gluconolactona 35, que
en el propio medio de reacciéon por accién del bromuro de hidrogeno da la
dibromodiacetillactona 36, la cual se hidroliza espontdneamente por accion del
metanol, produciendo el compuesto 30 deseado. La introduccion selectiva de los
atomos de bromo en las posiciones C-2 y C-6 de la lactona 36 se explica por la mayor
reactividad de dichas posiciones en el derivado tetraacetilado 35. El bajo
rendimiento global no es un gran inconveniente para nuestros propositos sintéticos,
dado que los productos de partida son muy asequibles econémicamente, la reaccion
es facilmente escalable a valores de decenas de gramos y el producto de reaccion se
obtiene con pureza analitica por precipitacion y lavado con diclorometano. Otra

ventaja anadida es la debida a la simplificaciéon ya comentada que supone nuestra

50 Bock, K.; Lundt, L; Pedersen, C. “Preparation of some bromodeoxyaldonic acids” Carbohydrate Res.
1979, 68, 313-319.
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ruta de sintesis de isOsteros de HE-0-aminoacido en relacion con la desarrollada

previamente por Ghosh (Esquema 7, pag. 47).

La caracterizacion del compuesto 30 obtenido se hizo en base a sus
propiedades espectroscopicas, siendo relevante su espectro de masas, en el que
aparece el patrén de distribucion isotdpica tipico de fragmentos con dos atomos de
bromo [303, 305, 307 (1:2:1, MH*, 6%); 285, 287, 289 (1:2:1, MH* - H20, 7%)].5

La fase siguiente de nuestra sintesis consistio en la transformacion de esta
dibromolactona 30 en la epoxilactona 32, necesaria para llevar a cabo los ensayos de
adicién de reactivos organometdlicos previstos en nuestro plan de trabajo (Esquema
10).

5 Br
i 0 -H,0
) o _Hz (1 atm), Pd-C (10%) o 2 w~0~ 0
HO EtOH, t.a,20 h HO —
Br (67%)
“ 17 38
Br
O O _o K,COs, acetona S 00
- HO
ta., 20 h
32 (100%) 31

Esquema 10

La hidrogenacion de la dibromolactona 30 catalizada con un 5% de paladio
sobre carbon activo en etanol, dio lugar a la bromolactona 31 en buen rendimiento.>
Su formacidn tiene lugar por hidrogenacion in situ del doble enlace C=C de la lactona
insaturada 38 resultante de la hidrogenolisis regioselectiva del enlace C-Br de la
posicion a al carbonilo de 30 y la subsiguiente deshidratacion regioselectiva de la
lactona 37 resultante. Esta bromolactona 31 se aisl6 como un solido facilmente
cristalizable y se caracterizo en base a sus propiedades espectroscdpicas, entre las
que cabe destacar en su espectro de RMN-*C las dos senales de grupos CH2a 222y
28.1 ppm, asignadas a las posiciones C-2 y C-3 de la lactona. En su espectro de masas
aparecen dos sefales con el patron de distribucion isotdpica tipico de fragmentos
con un atomo de bromo [209, 211 (1:1, MH, 17%) y 191, 193 (1:1, MH* - H20, 31%)].

51 Pretsch, E.; Clerc, T.; Seibl, J.; Simon, W. “Tablas para la determinacién estructural por métodos
espectroscopicos” 1998, Ed. Springer-Verlag Ibérica, Barcelona.

52 Lundt, L; Pedersen, C. “Preparation of some 2,3-dideoxylactones by an inusual catalytic
hydrogenolysis” Synthesis 1986, 1052-1054.
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Prosiguiendo con nuestro plan de trabajo, el tratamiento de esta bromolactona
31 con carbonato potasico en acetona anhidra condujo de modo cuantitativo, tras
veinte horas de reaccion a temperatura ambiente, a la epoxilactona 32, que se aislod
como un aceite incoloro.”® La estructura de este compuesto se confirmo gracias a sus
propiedades espectroscdpicas, de las que la cabe destacar la aparicion en su espectro
de IR de la sefial debida al carbonilo a 1776 cm’, asi como la presencia como pico

base en su espectro de masas del iéon molecular protonado [129 (100, MH")].

Esta lactona 32 es el compuesto intermedio clave en nuestro plan de sintesis,
por ser la sustancia de partida comtn para la preparacion de nuestro panel de
isdsteros HE-d-aminodcido 8j, cuya etapa inicial implica la apertura de su subunidad
epoxidica con reactivos organometalicos portadores de los grupos alquilo presentes

en la posicion C-5 de los isOsteros a sintetizar.

Se exponen a continuacion de forma consecutiva la preparacién de nuestros

cuatro isdsteros de HE-d-aminodacido.
e Sintesis del isostero HE-0-aminodcido 8k.

Se ensay0 en primer lugar la preparacion de la 6-ciclohexillactona 33a
haciendo reaccionar la epoxilactona 32 en THF anhidro con cloruro de
ciclohexilmagnesio en presencia de ioduro de cobre (I) a 0 °C (Esquema 11),
siguiendo las condiciones de Ghosh para la apertura de epdxidos con reactivos

organometalicos (Esquema 7, pag. 47).

OZ\\&O CyMgCl, Cul
THF, 0°C,2 h

32 33a 8k

TBDMSO _A_

Esquema 11

Sin embargo, al cabo de dos horas se observo por c.c.f. la formacion de una
gran cantidad de productos. Un espectro de RMN-*C del crudo de reacciéon mostrd
multiples sefiales debidas a la mezcla compleja de reaccion obtenida, entre las que se
observaron varios picos a 200-210 ppm, asignables a carbonilos de cetonas,
indicando ello que no se pudo prevenir el proceso no deseado de apertura de la

lactona por parte del reactivo organometalico. Ensayos de la reaccion a -35 y -78 °C

5 Lundt, I; Pedersen, C. “Preparation of enantiomerically pure mono- and diepoxylactones from
aldonolactones” Synthesis 1992, 7, 669-672.
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tampoco permitieron evitar este proceso competitivo, pues se obtuvieron mezclas
complejas similares. Este inconveniente no existia en la ruta de Ghosh, en la que el
epoxiderivado implicado (26, pag. 47) formaba parte de un compuesto de tipo
acetalico.

Esta falta de selectividad del nucledfilo entre el epdxido y el grupo carbonilo
se achaco a la alta reactividad del anion organometalico formado. Asi, cuando en las
condiciones de reaccion empleadas se afiade el cloruro de ciclohexilmagnesio sobre
el epoxiderivado 32 en presencia de yoduro de cobre (I), la especie nucledfila que se
forma es el organocuprato Cy2CuMgCl], el cual tiene una baja selectividad a la hora
de llevar a cabo el ataque nucleofilico sobre el epoxido o sobre el carbonilo. Sin
embargo, encontramos precedentes bibliograficos del uso de nucledfilos derivados
de organocupratos que mostraron mayor selectividad a la hora de llevar a cabo este
ataque nucleofilico. Asi, en la sintesis de la (-)-muricatacina (40) desarrollada por
Saniere®, el proceso clave final es la apertura de la epoxilactona 39 con bromuro de

undecilmagnesio en presencia de tetraclorocuprato (II) de litio (Esquema 12).

Cq1Hz3
C,;H,3MgBr, Li,CuCl
O\ O __o 11Hz3MgBr, Li,CuCly - 5 O __o
THF, -78 °C, 2 h H
(58% rdto, 66% conversion)
39 (-)-muricatacina (40)

Esquema 12

Como podemos ver, la reaccion de la epoxilactona 39 con bromuro de
undecilmagnesio en presencia de tetraclorocuprato (II) de litio produjo la adicion
regioselectiva al epoxido en un rendimiento del 58%. La mayor regioselectividad
obtenida en este caso se debe a la menor reactividad del organocuprato que se
genera en el proceso, que reacciona preferentemente con el epdxido, un electréfilo
mas reactivo que el carbonilo. Se sabe que cuando el exceso de un haluro de
alquilmagnesio (RMgX) reacciona con el tetraclorocuprato (II) de litio, el Cu (II) se
reduce rapidamente a Cu (I):

RMgX + 2:-Li2CuCls - 2-Li>CuCls + RX + MgCl2

Se genera asi el triclorocuprato (I) de litio mas el haluro de alquilo y cloruro
de magnesio. El triclorocuprato de litio reacciona con dos equivalentes mas de
haluro de alquilmagnesio, formando el organocuprato R:CuLi. Este organocuprato
de litio es menos reactivo que organocuprato de magnesio R:CuMgX formado

54 Saniére, M.; Charvet, I.; Le Ferrer, Y.; Depezay, J. C. “Enantiopure hydroxylactones from L-ascorbic
and D-isoascorbic acids. Part I. Synthesis of (-)-muricatacin” Tetrahedron 1995, 51, 1653-1662.
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cuando se mezclan yoduro de cobre (I) con un haluro de alquilmagnesio.’® Por lo
tanto, reaccionara con mayor regioselectividad con el electréfilo mas reactivo, en este

caso el extremo epoxidico.

Nosotros decidimos aplicar estas nuevas condiciones de apertura a nuestra

epoxilactona 32 (Esquema 13).

[0/ (0] (o) CyMgCl, LizCllCl4
THF, -78 °C, 30 min

(54%)
32 33a

Esquema 13

La reaccion de 32 con una disolucidon de cloruro de ciclohexilmagnesio (4
equivalentes) y tetraclorocuprato (II) de litio (0.4 equivalentes) condujo a Ia

ciclohexillactona 33a deseada en un rendimiento moderado del 54%.

Con objeto de mejorar este rendimiento, se ensayo la utilizacion de una
cantidad estequiométrica de la sal de cobre, pero desafortunadamente se obtuvo una
mezcla compleja carente de interés sintético. La utilizacion de cantidades cataliticas
de la citada sal menores que la inicial (0.1 y 0.2 equivalentes) conllevd
invariablemente a la recuperacion de parte del producto de partida, siendo el

rendimiento global de la apertura del epdxido menor del 20%.

Las propiedades espectroscopicas de 33a confirmaron plenamente su
estructura. Asi, su espectro de RMN-*C puso de manifiesto la presencia del grupo
ciclohexilo mediante cinco senales a 20.8, 259, 26.1, 263 y 28.6 ppm,
correspondientes a los cinco grupos CHy, y la sefial a 33.6 ppm correspondiente al
grupo CH. El espectro de IR mostré a 3418 cm™ la banda correspondiente al grupo
hidroxilo proveniente de la apertura del epdxido y a 1795 cm?! la senal
correspondiente al grupo carbonilo de la lactona. Ademas, la presencia en el espectro

de RMN-BC de un pico a 177.9 ppm, correspondiente al carbonilo de la lactona, puso

%5 Para ver otros procesos regioselectivos de organocupratos: a) Fouquet, G.; Schlosser, M. “Better
carbon-carbon linkages by controlled copper catalysis” Angew. Chem. 1974, 86, 50-51. b) Posner, G. H.
“Substitution reactions using organocopper reagents” Org. React. 1975, 22, 253-400. c) Lipshutz, B. H.;
Kozlowski, J.; Wilhelm, R. S. “Chemistry of higher order mixed organocuprates. 2. Reactions of
epoxides” |. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 2305-2307. d) Erdik, E. “Copper(l) catalyzed reactions of
organolithiums and Grignard reagents” Tetrahedron 1984, 40, 641-657. e) Lipshutz, B. H.; Wilhelm, R.
S.; Kozlowski, J. A. “The chemistry of higher order organocuprates” Tetrahedron 1984, 40, 5005-5038. f)
Backvall, J. E.; Dellén, M. “A dual regiocontrol in the copper-catalysed Grignad reaction with primary
allylic acetates” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1987, 827-829.
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de manifiesto que este grupo funcional permanece inalterado en las nuevas

condiciones de reaccién.

Una vez obtenida esta hidroxilactona 33a, se abordaron las fases siguientes de
nuestro plan de sintesis del isdstero 8k, destinadas a reemplazar el grupo hidroxilo
por un grupo amino e introducir el grupo isopropilico en la posicion C-2 de la
lactona. Para ello se llevd a cabo en primer lugar el reemplazamiento del hidroxilo

por un grupo azida, siguiendo el protocolo indicado en el Esquema 14.5

Cy Cy Cy
\\.\\&o MsCl, pi j\&o NaN3, DMF )\Cfo
NS —_— \ —_—
HO 0°C,5h MsO 80°C, 12 h N3

(95%) (88%)
33a 41a 28b

Esquema 14

La reaccion de 33a con cloruro de mesilo a 0 °C en presencia de piridina,
condujo en excelente rendimiento al mesilato 41a, que se caracterizo facilmente a
partir de sus propiedades espectroscdpicas, fundamentalmente por la aparicién en
su espectro de RMN-'H de un singulete a 3.05 ppm, que confirmd la presencia del

grupo mesilo.

El tratamiento subsiguiente de 41a con azida sddica en DMF anhidra a 80 °C
condujo en muy buen rendimiento al azidoderivado 28b, en cuyo espectro de IR se
observo a 2107 cm! la banda de absorcidn caracteristica del grupo azida y a 1781 cm™

la banda caracteristica del grupo carbonilo.

Prosiguiendo con nuestro plan de sintesis (Esquema 8, pag. 48), una vez
obtenida la azidolactona 28b se procedio a ensayar la introduccién de un grupo
isopropilo en la posicion a a su grupo carbonilo. Teniendo en cuenta los precedentes
bibliograficos sobre este tipo de alquilaciones,” se decidid descartar la alquilacion
directa del enolato 42a (Esquema 15, pag. 56) con ioduro de isopropilo, debido a la
tendencia de los haluros de alquilo secundarios a experimentar reacciones de

B-eliminacion frente a estas reacciones de sustitucion nucledfila bimolecular. Por

56 Fleet, G. W. J.; Witty, D. R. “Synthesis of homochiral B-hydroxy-a-aminoacids [(25,3R,4R)-3,4-
dihydroxyproline and (25,3R,4R)-3,4-dihydroxypipecolic acid] and of 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-
arabinitol [DAB1] and fagomine [1,5-imino-1,2,5-trideoxy-D-arabino-hexitol]” Tetrahedron: Asymmetry
1990, 1, 119-136.

57 Pellissier, H.; Michellys, P.-Y.; Santelli, M. “Highly stereoselective alkylation of spiro-y-lactones” J.
Org. Chem. 1997, 62, 5588-5591.
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ello, se opto por llevar a cabo la alquilacion de 28b por el método indirecto indicado

a continuacion.58

Cy Cy Cy
O.__o 3 LDA, THF O _oLj b acetona, THF O __o
i R S —
N3 -78°C,1h N3 J -78°C,3 h N3 /
(78%) 7
28b 4 ° 34 /SoH

CICOCO,Me
DMAP, Et;N
THF,0°C, 1 h
(72%)

(o) HPh;Sn, AIBN
3 / tolueno, 110°C,3h N3

/ o

/o
34c 34b OMe

(o)

Esquema 15

Para ello se hizo reaccionar la ciclohexillactona 28b con LDA recién preparado
a -78 °C, generandose asi el enolato 42, al cual se le adicion6 acetona seca. Al cabo de
3 horas de reaccion a -78 °C, se obtuvo la hidroxilactona 34a con buen rendimiento,
tras una purificacion cromatografica. La caracterizacion del producto obtenido se
realizo en base a sus datos espectroscdpicos. La presencia en su espectro de RMN-'H
de dos singletes a 1.27 y 1.34 ppm, debidos a los metilos del grupo 2-hidroxipropilo,
asi como la presencia en su espectro de IR de una banda a 3480 cm™, caracteristica
del grupo hidroxilo libre, confirmaron que la alquilaciéon habia transcurrido
satisfactoriamente. La configuracion del nuevo centro estereogénico de la posicion
C-2 se establecié6 basdndose en los resultados similares previos y se confirmd
mediante un estudio detallado de las constantes de acoplamiento observadas en su
espectro de RMN-'H para los protones H-2, H-3, H-3' y H-4 (Figura 24, pag. 57).

58 Hanessian, S.; Grillo, T. A, Smith, G. M. “Synthesis of (4S)-hydroxymethyl-(2R)-(2-
propyl)butyrolactone: a quest for a practical route to an important hydroxyethylene isostere chiron”
Tetrahedron 1997, 53, 6281-6294.
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34a

Figura 24: Constantes de acoplamiento de la lactona 34a.

Tal y como se describe en la regla de Karplus de acoplamiento entre protones
vecinales, el valor de la constante de acoplamiento entre dos protones depende del
angulo diedro que formen, de modo que la constante de acoplamiento es maxima
(10-13 Hz) para angulos diedro de 0° y 180° y es menor (4-8 Hz) si el angulo diedro
tiende a 90° (Jo- > Joor < J1s0°). Dado que para el compuesto 34a se observé en su RMN-
'H que 25 > 23, los protones H-2 y H-3 deben estar en disposicion sin formando un
angulo de 0°. Por otra parte, dado que 34 < [34, los protones H-3 y H-4 deben estar en
disposicion anti. Consiguientemente H-2 y H-4 estan también en disposicion anti.

Este procedimiento indirecto para alquilar la lactona 28b requiere ahora
eliminar el hidroxilo presente en la hidroxilactona 34a recién sintetizada. Nos
parecio que seria un método adecuado para ello la formacion de un oxalato sobre el
grupo hidroxilo, para proceder después a su eliminacion radicalaria por tratamiento
con hidruro de trifenilestafno.’® De acuerdo con ello, la azidolactona 34a se
transformo en el oxalato 34b, pero desafortunadamente, al tratar este compuesto con
hidruro de trifenilestafio se obtuvo una mezcla compleja de reaccién carente de

interés (Esquema 15, pag. 56).

Este resultado insatisfactorio se atribuy6 a la presencia del grupo azida, dado
que al hidrogenar 34a y proteger la amina resultante como carbamato de t-butilo en
10d, se obtuvieron resultados satisfactorios al repetir el proceso de desoxigenacion
(Esquema 16, pag. 58).

% Hanessian, S.; Grillo, T. A, Smith, G. M. “Synthesis of (4S)-hydroxymethyl-(2R)-(2-
propyl)butyrolactone: a quest for a practical route to an important hydroxyethylene isostere chiron”
Tetrahedron 1997, 53, 6281-6294.
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Cy Cy
(o} 0 H, (1 atm), Pd-C (10%), Boc,O - (o) o
N3 AcOEt, t.a.,5h BocHN

2 (960/) 3
/ou “ /ou

CICOCO,Me
DMAP, Et;N
THF, 0°C,1h
(85%)

Cy Cy
j\& o < HPhsSn, AIBN j\ﬁ\f o
BocHN tolueno, 110 °C,3 h BocHN
/// (80%) % — O
o
_S'OMe

10f 10e

Esquema 16

Efectivamente, la hidrogenacion catalitica de la azidolactona 34a en presencia
de anhidrido de t-butoxicarbonilo condujo de forma practicamente cuantitativa a la
aminolactona N-Boc protegida 10d, que se caracterizo facilmente en base las sefiales
mostradas en sus espectros de RMN-'H y de RMN-BC. Asi, su grupo
t-butoxicarbonilo mostrd en el espectro de RMN-'H un singlete de nueve protones a
1.45 ppm. Ademas su espectro de RMN-3C exhibi6 a 28.1 ppm las sefiales de los tres
metilos del grupo Boc, a 71.3 ppm la sefial de su carbono cuaternario y a 156.1 ppm
la senal de su grupo carbonilo.

A continuacién, se ensayd con la aminolactona 10d la secuencia de
desoxigenacion probada anteriormente con 34a (Esquema 15, pag. 56), observandose
que el proceso deseado tuvo lugar de manera satisfactoria, con un rendimiento
global del 68% (Esquema 16). La ciclohexilisopropillactona 10f obtenida, mostrd
espectros de RMN-'H y RMN-C muy similares a los de su analoga hidroxilada 10d,
diferenciandose en que los metilos del grupo isopropilico aparecieron ahora como
dobletes a 0.93 y 1.00 ppm, debido a su acoplamiento con el protén que reemplaza al
grupo hidroxilo. En el espectro de RMN-*C, el nuevo grupo CH generado aparecio a
29.1 ppm.

Finalmente, una vez obtenida la lactona 10f deseada, procedimos a llevar a
cabo la apertura de su ciclo lacténico en medio acuoso bdsico, y a proteger a

continuacion el hidroxilo libre del d-aminoacido 81 resultante (Esquema 17, pag. 59).
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Cy CY\'
0 i CO.H .
BocHNj\g ° m BocHN” > "2 a) CITBDMS, im .

DME, t.a., 12 h HO A DMF, t.a., 15 h

%

10f 81

Cy\' Cy
b) MeOH (96%), t.a., 2 h j\/\/
CO,TBDM CO,H
BocHN” Y 2 S ™ BocHN 02

TBDMS(:) /':\ (72% desde 10f)

TBDMSO _A_

8m 8k

Esquema 17

La reaccion de 10f con hidroxido de litio en una mezcla de agua y
dimetoxietano condujo al hidroxiacido 81, que se hizo reaccionar directamente con
cloruro de t-butildimetilsililo e imidazol, para proteger su grupo OH libre. Dado que
en estas condiciones de reaccidén se produjo también la sililesterificacion del grupo
carboxilo, el compuesto disililado 8m se trat6 in situ con metanol para regenerar el

grupo carboxilo libre.

Se obtuvo de este modo el isdstero 8k deseado con un rendimiento del 72%
desde la lactona 10f. Su féormula y masa molecular, determinadas por medio de
analisis elemental y espectrometria de masas, coincidieron con las tedricamente
esperadas. Ademas, la aparicion en su espectro de RMN-'H de las sefiales propias
del grupo t-butildimetilsililo [multiplete a 0.07-0.10 ppm (6 H, 2 x CHs), singlete a
0.89 ppm (9 H, 3 x CH3s)] confirmaron la estructura del compuesto aislado.

De este modo, se obtuvo el primer isdstero de nuestro panel de cuatro HE-o-
aminoacidos (Figura 23, pag. 40). El proceso desarrollado implicé la realizacion de
una secuencia de doce reacciones, siendo el rendimiento global del 4% a partir de la

D-glucono-1,5-lactona comercial.
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* Sintesis de los isosteros 8n, 8o y 8p.

Una vez puesta a punto nuestra aproximacion de sintesis de isosteros de
HE-0-aminoacido mediante la preparacion del isdstero 8k, se ensayo su aplicacion a
la sintesis de los restantes isdsteros de nuestro panel de HE-d-aminoacidos,

abordando en primer lugar la preparacion del isostero 8n (Esquema 18, pag. 60).

Ou\_ O prMgCl, Li,CuCl, ! 1) MsCl, pi, 0 °C, 5 h o
(o) g 2 o (o) - (o)
THF, -78 °C, 30 min 1O 2) NaN;, DMF, 80°C, 12h N3
(50%) (89%)

32 33b 28¢
a) LDA, THF, -78 °C, 1 h oo H, (1 atm), Pd-C (10%) oo
b) acetona, -78 °C, 3 h N3 Boc,0, AcOEt, t.a.,,5h BocHN

(67%) K (95%) ,
/gH OH

34d

10g

1) LiOH,q) (1 M), DME

1) CICOCO,Me, DMAP ta,12h
EGN, THF,0°C,1h oo 2a) CITBDMS, im — cOuH
2) HPh3Sn, AIBN BocHN / DMF, t.a., 15 h TBOMSG /5\
tolueno, 110 °C, 3 h // 2b) MeOH (96%), t.a., 2 h
(70%) (80%)
10h 8n
Esquema 18

Para ello, partiendo de la epoxilactona 32 previamente preparada (Esquema
10, pag. 51), se llevo a cabo la apertura de su epdxido con el organocuprato ahora
requerido (PrMgCl + Li2CuClz). Se obtuvo asi en un rendimiento moderado del 50%
la isopropillactona 33b, cuyo grupo OH se reemplazo6 a continuacién por un grupo
azida. Una vez obtenida la azidolactona 28¢, se continudé llevando a cabo la
alquilacion estereoselectiva la posicion a al carbonilo de 28¢ por reaccion con LDA y
acetona en las condiciones indicadas, hidrogenado el grupo azida de 34d y
eliminando el grupo hidroxilo de 10g. La configuracion del centro estereogénico de
la posicién a de esta lactona 34d se establecio facilmente, como en el caso anterior, a
partir de las constantes de acoplamiento entre los protones H-2, H-3, H-3' y H-4
observadas en su espectro de RMN-'H (Figura 25).
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34d

Figura 25: Constantes de acoplamiento de la lactona 34d.

Tal y como se puede comprobar en la Figura 25, dado que J23 > >3, H-2 y H-3
estan en disposicion sin. Y dado que [34 < J34 determina que H-3 y H-4 estan en
disposicion anti. Consiguientemente H-2 y H-4 estan también en disposicion anti.

Finalmente se procedié a transformar la lactona 10h en nuestro segundo
isostero 8n, mediante la secuencia de tres pasos que esta indicada en el Esquema 18
(pag. 60).

Se obtuvo de este modo el isostero 8n, cuya formula y masa molecular fueron
confirmadas por medio de andlisis elemental y espectrometria de masas. La
aparicién en su espectro de RMN-'H de las senales del grupo t-butildimetilsililo
[multiplete a 0.06-0.10 ppm (6 H, 2 x CHs3), singlete a 0.90 ppm (9 H, 3 x CHs3)]

confirmaron también la estructura del compuesto aislado.

El rendimiento global de la sintesis de este isOstero resulto ser de un 4%, tras

una secuencia de doce reacciones desde la D-glucono-1,5-lactona comercial.

El tercer isdstero a sintetizar tiene como sustituyentes un isopropilo y un
metilo en las posiciones C-5 y C-2 respectivamente. La introduccion del grupo metilo
sobre la azidolactona 28c, ya preparada anteriormente (Esquema 18, pag. 60),
condujo a través del protocolo de preparacion de nuestros dos primeros isosteros 8k
y 8n a este tercer isdstero 80, también con alto rendimiento y selectividad (Esquema
19, pag. 62).
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[6) a) LDA, THF, -78°C, 1 h o H, (1 atm), Pd-C (10%)
o . o -
N; b) Mel, -78 °C, 3 h N3 Boc,0, AcOEt, t.a.,5h
(70%) (95%)
28¢ 34e
1) LiOH ;) (IM), DME, t.a., 12 h
0 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h
o > CO,H
BocHN 2b) MeOH (96%), t.a.,2 h BocHN™ ~7
."',, (820/0) TBDMSO =

10i
8o

Esquema 19

Como en los casos anteriores, la configuracion del nuevo centro estereogénico
formado tras la alquilacién de la posicion a de la azidolactona 28c¢ se determind
gracias a las constantes de acoplamiento de los protones H-2, H-3, H-3' y H-4
observadas en su espectro de RMN-'H (Figura 26).

Figura 26: Constantes de acoplamiento de la lactona 34e.

De nuevo, dado que J23 > |23, H-2 y H-3 estan en disposicion sin, y dado Js4 <
Js4, H-3 y H-4 estan en disposicion anti, lo que determina que H-2 y H-4 estén

también en disposicion anti.

El iséstero 80 se obtuvo a partir de la lactona 10i, como se explica en el
Esquema 19, confirmandose su estructura mediante la obtenciéon de su férmula y
masa molecular por medio de anadlisis elemental y espectrometria de masas. Este
tercer iséstero de HE-d-aminodcido se obtuvo en un rendimiento global del 6%,
mejorando el obtenido en los dos casos anteriores, dado que la secuencia de

reacciones necesaria fue ahora de solo 10 pasos.

Nuestro ultimo isostero 8p se diferencia de los dos anteriores, 8n y 8o, en el
sustituyente de la posicion C-2, que ahora es un grupo isobutilo. Su introduccién

sobre el precursor comun a todos ellos, la azidolactona 28c, condujo como se
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esperaba, a este cuarto isdstero 8p. Ante la eventualidad de que la alquilacion directa
con bromuro de isobutilo se viese desfavorecida frente al proceso competitivo de
deshidrohalogenacion del grupo alquilante®, se opto por llevar a cabo la alquilacién
indirecta con bromuro de metilalilo e hidrogenar luego el doble enlace C=C del
sustituyente introducido en la etapa posterior de reduccion del grupo azida a amina,
tal y como se indica en el siguiente esquema.

a) LDA, THF, -78°C, 1 h

O _o _MHC-C(CH)CHBr O__o H:(latm),Pd-C(10%)
N3 78°C, 3 h N3 ' Boc,0, AcOEt, t.a., 5 h
(65%) /’< (89%)
28¢ 34f

1) LiOH ,q) (IM), DME, t.a., 12 h

o)
0 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h BocHN~ " C0zH
BocHN > H I
’< 2b) MeOH (96%), t.a., 2 h TBDMSO Y
(76%)
10j 8p
Esquema 20

Tal como se indica, la alquilacion de 28c con bromuro de metilalilo condujo a
la lactona 34f en la que la configuracion del nuevo centro estereogénico formado se
determiné gracias a las constantes de acoplamiento de los protones H-2, H-3, H-3' y
H-4 observadas en su espectro de RMN-!H (Figura 27).

J23

Figura 27: Constantes de acoplamiento de la lactona 34f.

Asi, dado que J23 > J23, H-2 y H-3 estan en disposicion sin, y dado J34 < J34, H-3
y H-4 estan en disposicion anti, lo que implica que H-2 y H-4 estén también en
disposicién anti.

6 Fray, A. H.; Kaye, R. L.; Kleinman, E. F. “A short, stereoselective synthesis of lactone precursor to
(2R,4S5,5S) hydroxyethylene dipeptide isosteres” J. Org. Chem. 1986, 51, 4828-4833.
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Finalmente, la hidrogenacion de la lactona 34f en las condiciones ya
ensayadas en los casos similares previos, condujo en buen rendimiento a la lactona
precursora 10j, la cual se transformo en el isostero 8p por medio de la secuencia de
reacciones habitual, terminando asi la sintesis de este ultimo isOstero con un
rendimiento global del 5% después de 10 pasos de reaccion.
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3.2. Sintesis de isosteros HE-1-aminobutan-2-ol.

3.2.1. Antecedentes y plan de sintesis.

Con objeto de completar nuestro trabajo de sintesis de la relacion de isdsteros
del panel de la pag. 40, se abordd en una segunda fase la preparacion de los dos

isdsteros del tipo HE-1-aminobutan-2-ol alli incluidos (9a y 9b)

9a 9b

Figura 28: Isosteros de HE-2-aminobutan-2-ol.

Los inhibidores con isésteros de HE-1-aminobutan-2-ol han sido empleados
con asiduidad para llevar a cabo la inhibicién de la aspartilproteasa renina. Una de
las primeras sintesis de este tipo de compuestos es debida a Luly®!, que partié del
aminoaldehido 15a derivado de la L-leucina, con el que preparo el epoxiderivado

18b, que transformo en los isosteros 9¢ deseados (Esquema 21).

OH

\( BocHN R, = SPh, S'Pr,
Rz

CH,Ph, CH,'Pr,
Boc-L-leucinal (15a) 18b 9¢ CHziBu, CH,Cy,...

(0]

o
BocHN \)J\H 1) Ph;PCH; ; BocHN\/<| R,CH;MgBr >
: 2) MCPBA

Esquema 21

Es evidente que esta estrategia de sintesis de isosteros HE-1-aminobutan-2-ol
es de interés cuando se puede partir de aminodcidos proteinogénicos. En otros casos

la sintesis se complica dada la necesidad de sintetizar los aminoacidos de partida.

61 a) Luly, J. R;; BaMaung, N.; Soderquist, J.; Fung, A. K. L.; Stein, H.; Kleinert, H. D.; Marcotte, P.A,;
Egan, D. A,; Bopp, B.; Merits, I; Bolis, G.; Greer, J.; Perun, T. J.; Plattner, J. J. “Renin inhibitors.
Dipeptide analogues of angiotensinogen utilizing a dihydroxyethylene transition-state mimic at the
scissile bond to impart greater inhibitory potency” J. Med. Chem. 1988, 31, 2264-2276. b) Plattner, J. J.;
Marcotte, P. A.; Kleinert, H. D.; Stein, H. H.; Greer, J.; Bolis, G.; Fung, A. K. L.; Bopp, B. A.; Luly, J. R;
Sham, H. L.; Kempf, D. J.; Rosenberg, S. H.; Dellaria, ]J. F.; De, B.; Merits, I.; Perun, T. J. “Renin
inhibitors. Dipeptide analogues of angiotensinogen utilizing a structurally modified phenylalanine
residue to impart proteolytic stability” J. Med. Chem. 1988, 31, 2277-2288.
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Las restantes sintesis de isosteros de HE-1-aminobutan-2-ol publicadas parten
también de a-aminodcidos proteinogénicos, lo que conlleva a que no haya un
procedimiento sencillo para la obtencion de este tipo de isdsteros cuando el

sustituyente de la posicion C-2 no provenga de un aminodcido proteinogénico.

Sin embargo, son mucho mas abundantes las sintesis publicadas para la

preparacion de isosteros de dihidroxietileno (Figura 29).

H OH R

Py
R OH
ISOSTERO DIHIDROXIETILENO

Figura 29: Estructura general de isésteros de dihidroxietileno sin grupo dcido carboxilico.

Estos isdsteros tienen una estructura similar a la de los que nos ocupa,
conteniendo un grupo hidroxilo adicional en su posicion C-3. Al igual que los
isdsteros de HE-l-aminobutan-2-ol, se incorporan en el extremo de una cadena

peptidica, para generar inhibidores de aspartilproteasas.

Uno de los procedimientos mdas importantes y versatiles para la preparacion
de este tipo de isOsteros fue desarrollado por Chan (Esquema 22).2 En €l se parte de
un azucar en lugar de un aminodcido proteinogénico consiguiendo una
estereoselectividad total en la introduccion de los sustituyentes del isostero.

HO TsO
\\GNOH 1) acetona, H,SO, . \\G_NOH Ph;P=C(CHj3), Q\—//< 1) H,, Pd-C
N 2) TsCl, pi iz - 2) NaN;
c D °X
D-ribosa (43) 44 45
Boc
N3 N
\\Clr( a) PhsP, ref Q\—//< 1) CyMgBr, Cul NHBoc
—_
i = b) Boc,O i : 2) TFA, H,O0 i 2
o o_ O HO OH
7< >< 3) Boc,0
46 47 48
Esquema 22

Partiendo de la D-ribosa (43) comercial, un proceso de dos reacciones condujo

al lactol 44, sobre el que a través de una reaccion de Wittig se introdujo un grupo

62 Chan, M. F.; Hsiao, C. N. “A versatile stereospecific synthesis of a dihydroxyethylene dipeptide
isostere of renin inhibitors from D-ribose” Tetrahedron Lett. 1992, 25, 3567-3570.
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isopropilidénico, formandose asi la olefina 45. La hidrogenacion de su doble enlace,
seguida de la apertura del ciclo oxirdnico con azida sddica, condujo al azidoalcohol
46, el cual por reaccion con trifenilfosfina y anhidrido de t-butoxicarbonilo dio la
aziridina 47. La reaccion de este compuesto con bromuro de ciclohexilmagnesio,
seguida de la hidrdlisis acida de los grupos protectores y la proteccion del grupo
amino con anhidrido de t-butoxicarbonilo, permitié obtener el isostero de

dihidroxietileno 48, tras una secuencia totalmente estereoespecifica.

Aunque esta ruta no es directamente aplicable a la sintesis de isdsteros de
HE-1-aminobutan-2-ol (9), su enorme interés y versatilidad nos llev6 a adaptarla a la
sintesis de este tipo de isdsteros, proponiendo para ello la estrategia siguiente a

partir de la diaceton-D-glucosa (49) comercial.

1a) NaH, im, THF 1) AcOH, MeOH, H,0
1b) CS >< “ 2) TsCl, pi
mey 01@ -

lc) Mel 3) K,CO;, MeOH
2) HBu;3Sn, tolueno
diaceton-D-glucosa (49) 50
R1 R1
O, (0) R;MgBr \\\6 1) MsCl, pi )\@
10 [ . ile] —> hlle]
/ HO 2) NaN, N3 /
"/0 ’/ "/O
51 52 53
R4

1) AcOH 1) BnCl OBn

2) NaBH4 NJ 2) AcOH NS fo)

3) (MeO),CMe, 74 3) NalOy4

H
55
R1 R1
Wittig \| R H,, Pd-C j
—_—> Ns/W 2 —» HZN/\/\/RZ
OBn HO
56 9
Esquema 23

La diaceton-D-glucosa (49) comercial se transformaria en su epoxiderivado 51,
sobre el que se llevaria a cabo la incorporacién de la primera funcionalidad alquilica
Ri presente en los isdsteros 9, al permitirnos obtener hidroxifuranosas 52. Después,

se llevarian a cabo reacciones de transformacion de estas hidroxifuranosas 52 en las
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azidofuranosas 53, que ya habian sido descritas por Hiroaki.®® La no ensayada
transformacion de estos azidoderivados 53 en los azidoaldehidos 55, a través de los
azidoalcoholes 54, nos permitiria obtener compuestos adecuados sobre los que llevar
a cabo la introduccién de grupos Rz por medio de reacciones de Wittig conducentes a
las olefinas 56. Finalmente, la hidrogenacion completa de 56 nos llevaria a los
isdsteros 9, a incorporar en nuestros inhibidores peptidicos. Los trabajos de
preparacion de estos isOsteros mediante este plan de sintesis se describen a

continuacion.

3.2.2. Desarrollo del plan de sintesis.

Basandonos en el plan de sintesis establecido, comenzamos el estudio de la
sintesis de nuestros dos isdsteros del tipo HE-1-aminobutan-2-ol 9a y 9b abordando
la transformacion de la diaceton-D-glucosa (49) en las hidroxifuranosas

monoalquiladas 52a y 52b (Esquema 24).

) 0 ’ 9a
---------- > HO' "Q

'”’o)<
diaceton-D-glucosa (49) 52a Ry =Cy N
52b R, ='Pr /\/\)\

Esquema 24

Para ello, en primer lugar se aplico a la diaceton-D-glucosa (49) la conocida
secuencia de desoxigenacién de Barton,* que nos permitid obtener en buen
rendimiento la 3-desoxidiaceton-D-glucosa (50) (Esquema 25, pag. 69).

6 Hiroaki, Y.; Takuro, K.; Takahide, N. “Synthesis of statine and its analogs” Chem. Lett. 1989, 4, 687-
690.

6 Barton, D. H. R.; McCombie, S. W. “A new method for the deoxygenation of secondary alcohols” J.
Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1975, 1574-1585.
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\ .o
” ,,0)<

diaceton-D-glucosa (49)

a) NaH, im, THF, t.a., 20 mm

b) CS;,, t.a., 30 min
¢) Mel, t.a., 15 min

><0\‘ aile)
”o)<

57

HBu;Sn, tolueno
ref,10 h
(77% desde 49)

Esquema 25

Esta secuencia comenzd con la reaccion de la diaceton-D-glucosa (49) con
hidruro sodico, disulfuro de carbono y yoduro de metilo. Se aislo asi el
S-metilditiocarbonato 57, el cual por reacciéon con hidruro de tributilestafio en
tolueno a reflujo, condujo a la 3-desoxidiaceton-D-glucosa (50), como un aceite
transparente tras su purificacion en un horno de bolas (p.eb.: 120 °C, 5 mm Hg). La
desoxigenacion se confirmd en base a las propiedades espectroscopicas del producto
obtenido, dado que el grupo CH: de la posicién C-3 aparecio en el espectro de
RMN-'H como un multiplete de un protén a 1.71-1.83 ppm y un doble doblete de
otro proton a 2.20 ppm. En el espectro de RMN-13C la sefial de este metileno aparecid
a 35.0 ppm y en el espectro de IR no aparecid ninguna sefal indicativa de la

presencia de un hidroxilo libre.

La siguiente parte de nuestro trabajo consistio en estudiar la funcionalizacién
programada de la posicion C-6 de la 3-desoxi-D-glucofuranosa (50), con objeto de

preparar las furanosas 52 (Esquema 26).
o)
o\\ il
.,//o)<

50 58 52

MeOH, H,0, AcOH
'
50°C,12h
(79%) “0

Esquema 26
El protocolo correspondiente a esta transformacion comenzd con la hidrolisis

selectiva del acetal exociclico del sustrato 50, que se llevd a cabo calentando a 50 °C

durante 12 horas una disolucion de este compuesto en una mezcla de metanol, agua
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y acido acético. Se obtuvo de este modo la 3-desoxi-glucofuranosa 58 en un 79% de
rendimiento, como un solido blanco que se cristalizoé en hexano (p.f.: 78-80 °C). La
ausencia en su espectro de RMN-'H de las senales de dos de los cuatro metilos de los
grupos isopropilidénicos del sustrato de partida, asi como la aparicion en el espectro
de IR de una banda ancha a 3420 cm!, asignable a los dos hidroxilos libres, confirmo

que el producto aislado era el esperado.

La siguiente tarea consistid en la tosilacion selectiva del hidroxilo de la
posicion terminal del sustrato 58, seguida de la formacién del epoxido 51 (Esquema
27).5

HO TsO
o o o.\_ ,O
HO' "'3( TsCl, pi Q _KiCO, MeOH Q
"l % I l
‘0 -20°C,12 h ‘0 t.a., 2 h ‘0
(69%) (96%)
58 59 51
Esquema 27

La reaccién a -20 °C de la dihidroxifuranosa 58 con cloruro de tosilo en
piridina seca condujo, tras 12 horas de reaccion, a la tosil-D-glucofuranosa 59, la cual,
tras purificacion cromatografica, se disolvido en metanol anhidro y se tratd con
carbonato potdsico anhidro. Al cabo de dos horas se aislo la epoxifuranosa 51 en
buen rendimiento, en forma de aceite incoloro, el cual se caracterizd en base a sus
propiedades espectroscdpicas. Su espectro de RMN-C mostrd las senales de los
grupos CH y CH: del ciclo oxirdnico a 51.4 y 44.9 ppm respectivamente, y su
espectro de IR no mostrd ninguna banda indicativa de la presencia de grupos OH
libres.

Una vez obtenido este intermedio comun para la sintesis de nuestros dos
isdsteros 9a y 9b, abordamos su preparacion de forma independiente, procediendo a
sintetizar en primer lugar el isdstero 9a.

o Sintesis del isostero HE-1-aminobutan-2-ol 9a.

La preparacion de este primer isdstero se inicid con la apertura del ciclo
oxiranico de 51 con cloruro de ciclohexilmagnesio en presencia de yoduro de cobre

(I), en las condiciones de Ghosh a que nos hemos referido anteriormente (Esquema 7,
pag. 47).

6 Fleet, G. W. J.; Ramsden, N. G.; Witty, D. R. “A practical synthesis of deoxymannojirimycin and of
(25,3R,4R,5R)-3,4,5-trihydroxypipecolic acid from D-glucose” Tetrahedron 1989, 45, 327-336.
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O\ 0 0 CyMgCl, Cul
>
"'/0)< THF, 0°C, 1h
51 (78%) 52a
Esquema 28

La reaccion de 51 con cloruro de ciclohexilmagnesio en tetrahidrofurano
anhidro, en presencia de cloruro de cobre (I), condujo en buen rendimiento a la
6-ciclohexil-a-D-glucofuranosa 52a, la cual se caracterizo a partir de sus datos
espectroscopicos. La aparicion en su espectro de RMN-°C de las senales del grupo
ciclohexilo introducido (cinco grupos CH: a 26.0, 26.2, 26.5, 30.9 y 32.5 y un grupo
CH a 33.8 ppm) confirmaron su estructura.

A continuacion se llevaron a cabo las reacciones necesarias para transformar
el grupo hidroxilo libre de la hidroxifuranosa 52a en un grupo azido (Esquema 29),
siguiendo un procedimiento similar al empleado previamente para preparar los
isosteros HE-d-aminoacido 8 (Esquema 14, pag. 55).

Cy Cy Cy
\__o
HO 0 MsCl, pi 0 NaNy, DMF '
A —_

“0 0°C,5h “0 Ts0°C. 12n °C,12 h 0
(89%) (86%)
52a 60a 53a

Esquema 29

En primer lugar se llevo a cabo la reaccion de mesilacion del grupo hidroxilo
libre de la furanosa 52a, por reaccion con cloruro de mesilo en piridina seca. Tras la
elaboracion, se obtuvo el mesilato 60a, que se hizo reaccionar con azida sdédica en
DMEF anhidra a 80 °C durante 12 horas y, tras una purificacion cromatografica, se
obtuvo en excelente rendimiento la azidofuranosa 53a, cuyo espectro de IR mostré a
2107 cm la banda caracteristica del grupo azido.

La ultima fase de la sintesis consistio en la introduccion de la segunda cadena
alquilica presente en el isdstero a sintetizar. Tal y como habiamos previsto en el plan
de sintesis inicial, nos parecié conveniente tratar de obtener a partir del
azidoderivado 53a el aldehido 55a, para introducir luego mediante una reaccion de
Wittig la segunda funcionalidad alquilica: un grupo isopropilo (Esquema 30, pag.
72). La versatilidad de la reaccion de Wittig previsiblemente permitira introducir

una gran diversidad de sustituyentes alquilicos en esta posicion.
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Cy Cy
o o OBn Cy
call
" < - © > HN
e, SN2 TTTmmmmEsssssssey»e =Y/ 2 TEmmmEmEmsmsmsssss 2

53a 55a 9a

Esquema 30

Esta parte final de la sintesis comenzd con la hidrolisis del azidoderivado 53a
en acido acético concentrado a 60 °C, obteniéndose asi el lactol 61la (Esquema 31),
cuya reduccion con borohidruro sédico condujo al compuesto 62a, que al ser tratado
con 2,2-dimetoxipropano y acetona permitié obtener en rendimiento moderado el
azidoalcohol 54a.

Cy Cy
N3 / )< 60°C, 20 h N3 /

© “OH
53a 6la
NaBH,, EtOH
t.a., 8 h
Cy
. OH MeCOMe,
3 OH PTSA acetona 3 74
OH ta., 24 h
62a 54a (59% desde 53a)
Esquema 31

Este compuesto 54a se caracterizo facilmente en base a sus propiedades
espectroscopicas. Cabe destacar entre ellas la presencia en su espectro de IR de las
senales debidas al grupo hidroxilo y azido (3478 y 2107 cm™ respectivamente), asi
como diversas sefiales de su espectro de RMN-C (63.2 ppm para el grupo CH unido
al hidroxilo libre, 69.4 ppm para el grupo CHz unido al hidroxilo protegido y 109.4
ppm para el carbono cuaternario del 1,3-dioxolano).

La siguiente tarea de la sintesis consistio en la bencilacién del hidroxilo libre
del compuesto 54a y la eliminacion del grupo isopropilidénico protector del diol
terminal de 63a (Esquema 32, pag. 73).
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Cy a) NaH, "BuyNI Cy
OH THF, 0°C, 10 min___ OBn
N3 074 b) BnBr, 50 °C, 3 h N3 074
o 96%) o
54a 63a
MeOH, H,0, AcOH
50°C,12h
95%)
Cy
OBn
N; OH
OH
64a
Esquema 32

Para llevar a cabo estos procesos, primero se hizo reaccionar el compuesto 54a
con hidruro soédico y bromuro de bencilo en THF anhidro, obteniéndose en
rendimiento practicamente cuantitativo el azidoderivado 63a. La desproteccion de
su diol en medio &cido tuvo lugar en las condiciones usuales, calentando a 50 °C
durante 12 horas una disolucién del compuesto en una mezcla de metanol, acido
acético y agua. En el espectro de RMN-'H del compuesto 64a resultante se observo la
ausencia de las senales del grupo isopropilidénico y la aparicién de las sefiales del

grupo bencilico (multiplete de cinco protones entre 7.27-7.36 ppm).

La ultima secuencia llevada a cabo fue la correspondiente a la reaccion de
obtencion del aldehido 55a seguida de la introduccion del grupo isopropilidénico
por medio de una reaccion de Wittig (Esquema 33, pag. 74). La hidrogenacion
posterior de la olefina 56a obtenida nos permitié disponer de nuestro primer isdstero

del tipo HE-1-aminobutan-2-ol, el compuesto 9a.

66 Hajos, Z. G.; Wachter, M. P.; Adams, R. E.; Werblood, H. M. “Regiospecific synthesis of dioxa
bicyclooctanes containing a terminal prenyl sidechain” Synth. Comm. 1989, 19, 2891-2895.
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Cy Cy
OBn  Nal0,, EtOH ) (90%) OBn
N3 OH > Nj o]
ta.,3h
OH H

64a 55a

Ph3P=C(CH3)2
THF, 0°C,22 h
(57% desde 64a)

Cy Cy
OBn , OH
N3 H, (1 atm), Pd-C (10%) __ H,N
\ MeOH, t.a.,30 h
(97%)
56a 9a
Esquema 33

Para ello, tras llevar a cabo la ruptura oxidativa del diol de 64a con peryodato
sodico, el aldehido 55a obtenido se sometio a las condiciones estandar de reaccion de
Wittig con el iluro de fosforo recién sintetizado a partir del yoduro de
isopropiltrifenilfosfonio y n-butillitio. Tras 20 horas de reacciéon a 0 °C, se obtuvo la
olefina 56a con rendimiento moderado. Su espectro de RMN-C mostré a 119.2 y
134.3 ppm las sefiales correspondientes al CH y C olefinicos respectivamente, asi
como a 17.9 y 25.8 ppm las sefiales de los CHs del grupo isopropeno introducido.

Finalmente, la hidrogenacién simultdnea de los grupos olefinico, azido y
bencilo de 56a a presion atmosférica durante 30 horas, empleando paladio sobre
carbdn activo como catalizador, dio en excelente rendimiento el isostero 9a deseado,
en la forma adecuada para su incorporacion en inhibidores peptidicos, ya que no se

requiere que el grupo hidroxilo esté protegido.

Este compuesto 9a mostro6 en su espectro de RMN-*C dos sefiales a 22.6 y 22.9
ppm, correspondientes a los grupos CHs, ocho senales a 26.3, 26.5, 26.6, 29.8 32.6,
34.6, 35.0 y 43.7 ppm, correspondientes a los grupos CH:, y cuatro senales a 28.3,
34.4,52.4y 80.6 ppm, correspondientes a los grupos CH.

Obtenido asi este primer isostero de HE-2-aminoetanol, se paso a aplicar esta
estrategia de sintesis a la preparacion de su analogo 9b con sustituyentes isopropilo-

isopropilo.
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o Sintesis del isostero HE-1-aminobutan-2-ol 9b.

Este segundo isdstero HE-1-aminobutan-2-ol se prepar6 a partir del epdxido

51 previamente obtenido (Esquema 27, pag. 70), tal y como se indica a continuacién:

O\ 0 iPrMgCl, Cul S
110 rMgcCl, Cu HO\\ Q)
o THF, 0°C,2 h »,,0)<
(77%)
51 52b

MsCl, pi, 0°C,5 h

(99%)
o NaN;, DMF o
N "'"O AN > N ""0
3 [ )< 80°C,12h 3 [ )<
o (92%) o
53b 53b
Esquema 34

En primer lugar, se hizo reaccionar 51 con cloruro de isopropilmagnesio,
obteniéndose en un 77% la isopropilfuranosa 52b, cuya estructura se confirmd
facilmente al observar en su espectro de RMN-BC la apariciéon de las senales
pertenecientes al grupo isopropilo recién introducido (dos grupos CHs a 21.8 y 23.4
ppm y un grupo CH a 24.5 ppm). Cuando 52b se someti a continuacion al protocolo
ya empleado anteriormente en la transformacion de un hidroxilo libre en un grupo
azida, se obtuvo en excelente rendimiento la azidofuranosa 53b, la cual mostrd
espectros de RMN-'H y RMN-3C similares a los de su precursor 52b, y un espectro
de IR en el que apareci6 la sefial del grupo azida a 2111 cm™.

A continuacion, esta azidofuranosa 53b se hidrolizo en medio acido para
generar el lactol 61b (Esquema 35, pag. 76), cuya reduccion con borohidruro sédico
condujo al compuesto 62b, que por reaccion con 2,2-dimetoxipropano produjo en un
rendimiento global del 52% el azidoalcohol 54b.

-75-



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

o 0 ACOH(aq) (80%) o OH

N3 / )< 60°C, 20 h N3 /
o "0|-|

53b

t.a., 8 h

MeZC(OMe)z OH
N3 o
PTSA acetona 74
ta., 24 h o)

54b (52% desde 53b)

NaBH,, EtOHi

Esquema 35

Este compuesto se caracterizd en base a sus propiedades espectroscdpicas,
entre las que destacan en su espectro de RMN-3C las senales de los CHs del grupo
isopropilidénico a 25.7 y 26.8 ppm y la del carbono cuaternario a 109.6 ppm, asi
como en su espectro de IR las senales de los grupos OH y Ns a 3475 y 2108 cm™

respectivamente.

Prosiguiendo con nuestro plan sintético, la proteccion del grupo hidroxilo de

54b como grupo benciloxi dio lugar con rendimiento del 97% a la azida 63b

(Esquema 36).
OH a) NaH, "Bu NI, THF, 0 °C, 10 min OBn
>
N3 74 b) BnBr, 50 °C,3 h N3 074
97%) 0
54b 63b

MeOH, H,0, AcOH
50°C,12 h
(96%)

64b

Esquema 36
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A continuacion se calentd a 50 °C una disolucion de 63b en una mezcla de
acido acético, metanol y agua, obteniéndose en un 96% de rendimiento el diol 64b

deseado, que al reaccionar con peryodato sddico en etanol condujo al aldehido 55b

(Esquema 37).
B
OBN  Nal0,, EtOH ) (90%) OBn
N3 OH ' N3 [0}
ta.,3h
OH H
64b 55b

Ph3P=C(CH3)2
THF, 0°C,22 h
(51% desde 64b)

" ma Pd-C (10% oH
N3 2 (Latm), PA-C (10%)
\ MeOH, t.a.,30 h
(93%)
56b 9
Esquema 37

La reaccion subsiguiente de 55b con el iluro de isopropiltrifenilfosfonio
condujo en un rendimiento moderado al azidoalqueno 56b. Este compuesto se
caracterizo a partir de sus propiedades espectroscdpicas, siendo especialmente
relevante la aparicion en su espectro de RMN-BC de las sefiales de los carbonos
olefinicos (119.2 ppm para el grupo CH y 134.4 ppm para el carbono cuaternario), asi
como a 179 y 25.8 ppm las senales de los CHs del grupo isopropilidénico

introducido.

Por altimo, la hidrogenacion exhaustiva de 56b permitio hidrogenar el doble
enlace carbono-carbono, reducir el grupo azida a amina y eliminar al grupo
protector bencilo simultdneamente, obteniéndose directamente el aminoalcohol 9b
en un excelente rendimiento. Este compuesto mostrd en su espectro de RMN-3C
cuatro senales a 21.7, 22.6, 22.9 y 23.9 ppm, correspondientes a los grupos CHs, tres
sefales a 29.8, 35.1 y 42.7 ppm, correspondientes a los grupos CHz, y cuatro senales a

22.2,23.5,52.1 y 82.3 ppm, correspondientes a los grupos CH.

En definitiva, se ha desarrollado una estrategia de sintesis de isdsteros de

HE-1-aminobutan-2-ol 9 a partir de diaceton-D-glucosa (49) que permite controlar la

77 -



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

naturaleza y estereoquimica de todos y cada uno de los sustituyentes que
contienen.®” El rendimiento global del proceso fue del 7% en ambos casos, después
de llevar a cabo 16 reacciones.

67 Otero, J. M; Estévez, J. C.; Sussman, F.; Villaverde, M. C.; Estévez, R. J. “Total synthesis of (55,65)-6-
amino-2,8-dimethylnonan-5-ol and (55,65)-6-amino-7-cyclohexyl-2-methylheptan-5-01”  ARKIVOC
2007, 380-388.
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3.3. Sintesis y evaluacion de inhibidores de la B-secretasa.

3.3.1. Sintesis de inhibidores polipeptidicos.

Una vez obtenidos nuestros seis isosteros del panel de la Figura 23 (pag. 40),
con sus grupos funcionales convenientemente protegidos para su incorporacién en
péptidos, se procedio a sintetizar la relacion de inhibidores de la Figura 22 (pag.. 38-

39), con objeto de evaluar su capacidad de inhibicion de la 3-secretasa.

Dichas sintesis fueron llevadas a cabo en el Servei de Sintesi de Peptids
perteneciente a la Universitat de Barcelona, donde se empled un sintetizador
automatico de péptidos Applied Biosystems® ABI 433 A. Para la purificacion de los
péptidos obtenidos se empleo un sistema de HPLC preparativo Waters® DeltaPrep
4000.

Los péptidos sintetizados fueron analizados con un analizador de
aminodcidos Beckman 6300 System Gold, después de haberlos hidroélizado con HCl1
6M con un 1% de fenol durante 1 hora a 155 °C, concentrado a sequedad y disuelto
en un tampon citrato de pH 2.2. También se analizaron por espectrometria de masas
MALDI-TOF en un espectrometro de masas Applied Biosystems® 4700 Proteomics

Analyzer empleando el método reflector y ACH como matriz.

De este modo, se sintetizaron con un grado de pureza mayor del 95% los siete

inhibidores mostrados en el siguiente esquema.
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H,N

9a 6 (Glu-Val-Asn-Cy*Val)

H,N Y E— H o >:0H oH
OH l o
HO (o]
9b 7 (Glu-Val-Asn-Leu*Val)
Esquema 38

Con los isosteros 8k, 8n, 80, 9a y 9b se prepararon los inhibidores 5,1, 2, 6 y 7
respectivamente, mientras que con el isostero 8p se prepararon los inhibidores 3 y 4

(el * indica la posicion del isostero de hidroxietileno).

3.3.2. Evaluacion de los inhibidores polipeptidicos.

El objetivo de esta parte final del trabajo, consistio en la valoracion de la
actividad (en % de inhibicion e ICs0)%® de los inhibidores sintetizados frente a la

enzima [3-secretasa.

Estos ensayos fueron llevados a cabo por la Unidade de Avaliacion de
Actividades Farmacoldxicas de Compostos Quimicos perteneciente a la

Universidade de Santiago de Compostela.

Hasta el momento so6lo han sido evaluados cuatro de los inhibidores
indicados en el Esquema 38, el 1, 2, 3 y 4, estando los tres inhibidores restantes (5, 6 y

7) en fase de evaluacion.
1. Material y métodos empleados para llevar a cabo la valoracion.

Para valorar la actividad de los inhibidores de la (-secretasa, se usd un kit
comercializado por la casa Invitrogen® denominado “BACE1 (p-secretase) FRET
Assay Kit, Red” (n® de catalogo P2985). Este kit contiene:

68 JCso es la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima.
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* Enzima [-secretasa, en forma de disolucion 50 mM en Tris
(tris(thidroximetil)-metilamina, pH 7.5) y 10% de glicerol.

* Sustrato para la [-secretasa 75 uM, formado por el péptido
Rh-EVNLDAEFK-Quencher en disolucion de bicarbonato amoénico 50 mM.

* Disolucion tampon de ensayo de pH 4.5 formada por acetato sédico 50 mM.
* Disolucion de stop del ensayo formada por acetato sddico 2.5 M.

* Producto estandar de reaccion de la hidrolisis 25 pM, formada por el
péptido Rh-EVNL en disolucion de bicarbonato sddico 50 mM.

También fue necesario el siguiente material:

* Inhibidor estdndar de referencia OM99-2 suministrado por la casa Bachem®
(referencia H-5108.0500)

* Placas de pocillo opaco, 96 pocillos para lectura de fluorescencia (referencia
1450-581 de Wallac®).

* Placas estandar, 96 pocillos para dilucion de compuestos.

* Rejilla de puntas de pipeta multicanal 10 pL.

* Combitips de pipeta de repeticion de volumen de carga de 1 mL.
* Pipeta multicanal (10 pL).

* Pipeta de repeticion (10 uL).

e Detector multifuncional Tecan Ultra Evolution® con brazo robdético Tecan
Connect®.

El método de valoracion tiene como base tedrica la medida de la variacion
observada en el proceso de transferencia energética de fluorescencia por resonancia
(FRET) del péptido sustrato que incluye el kit comercial. Este péptido esta marcado
con dos fluoréforos en sus extremos, un emisor de fluorescencia (un derivado de
rodamina) y un aceptor de fluorescencia que actiia como atrapador (o quencher),
capaz de absorber la fluorescencia del emisor. Mientras el péptido sustrato esta
integro, el emisor y el quencher estan situados a una corta distancia y cuando se
excita el emisor con una longitud de onda adecuada (530-545 nm), la mayor parte de
la energia emitida (de longitud de onda comprendida entre 570-590 nm) es
absorbida por el quencher por medio de un proceso cudntico denominado
transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET). De este modo no se
observa emision de fluorescencia por parte de la muestra, pero cuando la enzima
B-secretasa actiia sobre el péptido sustrato, lo corta y los fluoréforos quedan

separados, no pudiendo tener lugar el proceso de transferencia de fluorescencia por
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resonancia y emitiéndose ésta al exterior. Se observa entonces un incremento de la
fluorescencia de la muestra proporcional a la cantidad de péptido sustrato cortado

por la enzima (Figura 30).%°

Emision de fluorescencia

ie'fe“da Energéticy
s

W
@ Ruptura
: ( : ) peptidica +
_b-

Figura 30: Procesos de emision energética del péptido sustrato de la B-secretasa.

2. Ensayos de puesta a punto del método.

En primer lugar se hizo un seguimiento de la cinética de reaccion de hidrdlisis
del péptido sustrato por parte de la enzima, con objeto de fijar un tiempo de lectura
para los ensayos dentro del rango lineal de la reaccion. Para ello, se llevaron a cabo
ensayos cinéticos en los que se determind el % de hidrolisis del péptido-sustrato (250
nM/pocillo) por parte de la encima B-secretasa (10 mU/pocillo)™ a distintos tiempos
(Figura 31).

% a) Vassar, R.; Bennett, B. D.; Babu-Khan, S.; Kahn, S.; Mendiaz, E. A.; Denis, P.; Teplow, D. B.; Ross,
S.; Amarante, P.; Loeloff, R.; Luo, Y.; Fisher, S.; Fuller, ]J.; Edenson, S.; Lile, J.; Jarosinski, M. A.; Biere,
A. L, Curran, E.; Burgess, T.; Louis, J.C.; Collins, F.; Treanor, J.; Rogers, G.; Citron, M. “-Secretase
cleavage of Alzheimer's amyloid precursor protein by the transmembrane aspartic protease BACE”
Science 1999, 286, 735-741. b) Yan, R.; Bienkowski, M. J.; Shuck, M. E.; Miao, H.; Tory, M. C.; Pauley, A.
M.; Brashler, J. R.; Stratman, N. C.; Mathews, W. R.; Buhl, A. E.; Carter, D. B.; Tomasselli, A. G,
Parodi, L. A.; Heinrikson, R. L.; Gurney, M. E. “Membrane-anchored aspartyl protease with
Alzheimer's disease [-secretase activity” Nature 1999, 402, 533-537. c) Sinha, S.; Anderson, J. P.;
Barbour, R.; Basi, G. S.; Caccavello, R.; Davis, D.; Doan, M.; Dovey, H. F.; Frigon, N.; Hong, J;
Jacobson-Croak, K.; Jewett, N.; Keim, P.; Knops, J.; Lieberburg, 1.; Power, M.; Tan, H.; Tatsuno, G.;
Tung, J.; Schenk, D.; Seubert, P.; Suomensaari, S. M.; Wang, S.; Walker, D.; Zhao, ].; McConlogue, L.;
John, V. “Purification and cloning of amyloid precursor protein (-secretase from human brain”
Nature 1999, 402, 537-540. d) Hussain, 1.; Powell, D.; Howlett, D. R.; Tew, D. G.; Meek, T. D;
Chapman, C; Gloger, I. S.; Murphy, K. E.; Southan, C. D.; Ryan, D. M.; Smith, T. S.; Simmons, D. L,;
Walsh, F. S.; Dingwall, C.; Christie, G. “Identification of a novel aspartic protease (Asp 2) as f-
secretase” Mol. Cell. Neurosci. 1999, 14, 419-427. e) Citron, M. “Human [-secretase and Alzheimer's
disease” Expert. Opin. Ther. Targets 2001, 5, 341-348.

70 Se define la unidad de actividad enzimética (U) como la cantidad de enzima que cataliza la
conversion de 1 pmol de sustrato en un minuto a temperatura ambiente. La actividad especifica es el
numero de unidades de enzima por miligramo de proteina (U/mg proteina) o por mililitro de
disolucién (U/ml).
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Figura 31: Medidas de la sefial fluorescente correspondiente a 0% de péptido sustrato
hidrolizado (o blanco); 33.3% de péptido sustrato hidrolizado (o producto de hidrolisis); y
cinética de la reaccion enzimadtica de hidrolisis del péptido sustrato por parte de la B-secretasa
(x sustratotenzima).

En las condiciones de trabajo empleadas, la cinética de hidrdlisis siguié un
rango lineal hasta porcentajes aproximadamente del 10% de hidrdlisis del péptido
sustrato, que correspondieron a tiempos de lectura en torno a 35 minutos (Figura 32).
Por lo tanto se fijo en 35 minutos el tiempo de lectura para los siguientes ensayos

realizados.

N
o

- sustrato+enzima
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Figura 32: Cinética de la reaccion enzimdtica de hidrdlisis del péptido sustrato por parte la
B-secretasa (x % de hidrélisis del péptido sustrato en funcion del tiempo de reaccion).

A continuacién fue necesario comprobar la exactitud del método por medio
de la obtencion de la actividad de un inhibidor estandar de la 3-secretasa. Se empled
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el inhibidor OM99-2 cuyos valores de actividad ya habian sido descritos
previamente en la bibliografia (Figura 33).7

0 HoQ ﬁ:\)?\ HoO Ref ia 71a IC5y=7 nM
eierencia a =/n
HZN\)J\N N\_-)J\N : : NJﬁfNQ]\N OH 50
Ej/\H o) 340"' oH ¢ H o 3 _H o

Referencia 71b IC5y =80 nM
0~ ~OH H2N oj/\

OH

OM99-2 (Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe)

Figura 33: Inhibidor OM99-2 y valores de su actividad frente a la 3-secretasa publicados.

El procedimiento empleado para llevar a cabo esta medida, fue el mismo que
el empleado para evaluar la actividad de los demds péptidos inhibidores y que se
explica en la parte experimental. Los resultados obtenidos para este inhibidor de
referencia fueron de un % de inhibicion = 95.85+2.91% y de un ICso= 19.11+0.14 nM,
valores que se ajustan a los descritos en la Figura 33, por lo que tenemos la
confirmacion de la exactitud del método que empleamos. Estos valores se calcularon

con la realizacidon de una curva concentracion-respuesta (Figura 34).

120

1004x X sustrato + enzima
804 ® sustrato + enzima +

OM99-2
60+

(% de max.)

404
ICso=1 9.11 nM

actividad BACE

20+

c ”l ) ) ) ) )
”-11 -0 9 -8 -7 -6 -5

log [OM99-2], M

Figura 34: Curva concentracion-respuesta de inhibicion de la B-secretasa por el inhibidor
estandar OM99-2 (expresada como % de midxima actividad de la enzima).

71 a) Bruinzeel, W.; Yon, J.; Giovannelli, S.; Masure, S. “Recombinant insect cell expression and

purification of human (-secretase (BACE-1) for X-ray crystallography” Protein Expression and
Purification 2002, 26, 139-148. b) Gruninger-Leitch, F.; Schlatter, D.; Kung, E.; Nelbock, P.; Dobeli, H.
“Substrate and inhibitor profile of BACE (f-secretase) and comparison with other mammalian
aspartic proteases” J. Biol. Chem. 2002, 277, 4687-4693.
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3. Determinacion del % de inhibicion y del ICso de los inhibidores 1, 2, 3 y 4.

Para llevar a cabo el estudio sobre los péptidos inhibidores sintetizados, en
primer lugar se determinaron sus porcentajes maximos de inhibicion de la actividad
de la B-secretasa. Se empled para ello una concentracion de 20 uM de inhibidor y los

resultados obtenidos se reflejan en la siguiente tabla:

N¢ de péptido Secuencia % de inhibicion
OM99-2 Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 95.85+2.91
1 Glu-Val-Asn-Leu*Val-Ala-Glu-Phe 91.39+5.98
2 Gln-Ile-Asp-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 90.49+3.69
3 Glu-Val-His-Leu*Leu-Tyr-Glu-Phe 69.65+5.95
4 His-Pro-Phe-His-Leu*Leu-Tyr-Tyr-Ser 16.79+2.89

Figura 35: Valores de actividad de los péptidos ensayados.

Como se puede comprobar, los inhibidores 1, 2 y 3 son activos frente a la
B-secretasa, mientras que el 4 presentd un porcentaje de inhibicién muy bajo,
indicativo de su inactividad frente a la enzima. El calculo del ICso de los inhibidores
se llevo a cabo solo con los mas activos, esto es con 1y 2, cuyos valores de porcentaje
de inhibicion mayores del 90% indican una buena afinidad con la B-secretasa. Se
realizaron con estos péptidos los ensayos necesarios para obtener sus curvas

concentracion-respuesta y calcular asi sus ICso (Figura 36).

120 120
J 1 4 2
y 100 100
QO ~
I % 801 804
TE
T
604 604
S8
2R 40 o 40-
5T
20{ 1C5 =164.5nM 20{ ICs,=45.6 nM $
c L] L] L] L] L] L] c L] L] L] L] L] L]
40 9 -8 7 6 -5 10 9 8 7 6 5
-log [péptido], M -log [péptido], M

Figura 36: Curvas de concentracion-respuesta de inhibicion de 3-secretasa de los péptidos 1y
2 (expresada como % de mdxima actividad de la enzima).

Los resultados obtenidos fueron de un ICso = 164.5 nM para el inhibidor 1, y
un ICso = 45.6 nM para el inhibidor 2. El valor de ICso del inhibidor de referencia
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OMD99-2 obtenido en estas condiciones fue de 19.1 nM, por lo tanto, ninguno de los
inhibidores peptidicos evaluados mostré una actividad superior a la del inhibidor

OM99-2 por la enzima [3-secretasa.

3.3.3. Valoracion de los resultados obtenidos.

Un estudio detallado de los resultados obtenidos, nos deberia de
proporcionar conclusiones acerca del trabajo realizado. Retomando la tabla inicial en
la que indicdbamos los valores tedricos de energia de enlace enzima-inhibidor
calculados tedricamente (Figura 22, pag. 38-39), se habia establecido que los cuatro
inhibidores 1, 2, 3 y 4 y el inhibidor de referencia OM99-2 tenian las energias de

afinidad tedricas (AGe) que se indican a continuacion:

AGe % de 1Cso
Ne° ESTRUCTURA

(Kcal/mol) inhibicion (nM)
OM99-2
(inhibidor

de 92,9 Hz"\)\ \)J\ \)J\ % 95.85+2.91 19.11
referencia)

o OH HzN o OH

1 -76.1 “ZN\)LI( \)L ﬁ:\)( J\[r \)LN OH  91.39:5.98 1645

l w]’NHz OH/\ o l (0]
HO” ™0 HO™ ~NO

2 -86.0 HzN\)L\ﬁ( \)L Jf_:\)L J\[r \)L M 90494369 455
(o) }rOH OH =

H2N o HO o

OH  69.65+5.95

3 1133 HzN\)l\jir( \)L

Hoo \/ HO” No
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OH
N H,N
4 -110.0 H NN N\;)LN N N/\H/N\:)LN/Q(W 16.79+2.89
HHoi/Hc‘)Hiﬁ/HoiHo
- e

OH

Figura 37: Resultados tedricos y experimentales de los inhibidores estudiados.

En esta tabla se incluyen en la cuarta y quinta columnas los resultados
experimentales obtenidos en la evaluacion de los inhibidores frente a la 3-secretasa.
La comparacion de los datos teoricos de afinidad de los inhibidores (AGe) con los
datos experimentales de inhibicion enzimatica obtenidos, nos permiten establecer
que para los inhibidores probados 1, 2, 3 y 4, la prediccion tedrica no se corresponde
con los valores experimentales encontrados. El modelo tedrico predice para los
inhibidores 3 y 4 energias de afinidad mayores que la del inhibidor de referencia
OM99-2 y valores de afinidad inferiores para los inhibidores 1 y 2. Sin embargo, los
porcentajes de inhibicion de los cuatro inhibidores evaluados fueron menores que
los del inhibidor de referencia OM99-2, siendo incluso inactivo el inhibidor 4.

Por lo tanto, se ha demostrado experimentalmente que los valores de alta
afinidad enzima-inhibidor predichos por el modelo tedrico para los inhibidores 3 y 4
no se corresponden con los valores reales obtenidos. A falta de obtener los valores
experimentales para el resto de los péptidos estudiados en este trabajo tedrico, los
primeros resultados experimentales obtenidos nos indican que el método de calculo
de las energias de afinidad inhibidor-enzima no reproduce correctamente los
resultados reales de % de inhibicidn observados. Esto implica que este método debe
ser revisado y modificado, de modo que sus predicciones se aproximen mas a los
resultados experimentales obtenidos. Esto permitiria obtener nuevos listados de
potenciales inhibidores de la [-secretasa cuyas energias de afinidad enzima-
-inhibidor estén basadas en los valores reales de % de inhibicion de inhibidores ya

evaluados.
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4.1. Técnicas instrumentales.

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Bruker® DPX-250
(250 MHz para 'H y 62.5 MHz para 3C) en CDCls, salvo que se especifique lo
contrario. Se utiliz6 TMS como referencia interna y los desplazamientos quimicos

vienen dados en la escala & (ppm).

Los espectros de RMN de 'H, DEPT y BC, que se incluyen en ese orden a
continuacion del procedimiento experimental para la preparacion del compuesto al

que correspondan, fueron procesados con el software MestReC 4.8.6.0.

Los espectros de masas de ionizacion quimica se realizaron en un

espectrometro cuadrupolar Hewlett Packard® 5988A mediante insercion directa.

Los espectros de IR se realizaron en un espectrofotometro MIDAC Prospect®-

IR con software Grams/386 sobre una pastilla de cloruro sdédico.

Los analisis elementales se llevaron a cabo en un analizador CARLO ERBA
EA 1108.

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro digital JASCO® DIP-370,
empleando una ldmpara de Na (589 nm) y una cubeta de 5 cm. Los valores de

concentracion de la muestra se dan g/100 mL.

Los puntos de fusion se determinaron en un bloque Kofler-Thermogerate® y

estan sin corregir.

Las cromatografias en columna se hicieron sobre gel de silice 60 Merck® 230-
400 mesh (flash, 0.04-0.063), y las ccf se realizaron sobre gel de silice 60 GF2s4 Merck®.
Como reveladores para visualizar las ccf se utilizaron una lampara UV (A: 254 y 360

nm) y mezcla Hanessian.

Los filtrados sobre celita se llevaron a cabo utilizando Celite 545 Coarse de
Fluka®.

Las reacciones que se llevaron a cabo bajo atmdsfera de argdén fueron
realizadas en matraces que previamente fueron secados a la llama con un mechero

mientras se purgaban con argon y a los que se conect6 un globo lleno de argon.

Los reactivos y disolventes se purificaron y secaron segun los procedimientos

estandares descritos en la bibliografia.”

72 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. “Purification of laboratory chemicals” 1988, Ed. Pergamon Press,
Oxford.
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4.2. Procedimientos experimentales.

Preparacion de la 14-lactona del acido (2S,35,4R,55)-2,6-dibromo-3,4,5-
trihidroxihexanoico (30).

OH

Br

a) ACOH/HBr (33%), t.a., 18 h

H "
HOu- b) MeOH, t.a., 12 h ©

(371%)) HO Br

29 30

En un matraz de fondo redondo de 2 L se disolvieron 25.0 g (140.3 mmoles)
de la D-glucono-1,5-lactona (29) en 365 mL de una mezcla al 33% de bromuro de
hidrégeno en 4cido acético glacial y la disolucion obtenida se agité a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se afiadieron luego cuidadosamente 600 mL de metanol,
controlando la temperatura de la mezcla con un bafio de agua-hielo y se continud la
agitacion 12 horas mas a temperatura ambiente. La mezcla se concentrd en el
rotavapor a sequedad y se llevaron a cabo luego dos coevaporaciones con 240 mL de
agua cada una. El residuo aceitoso se disolvio en 100 mL de agua y la disolucion
obtenida se extrajo con éter etilico (8 x 50 mL). Las fases organicas reunidas se
secaron con sulfato sédico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad en el
rotavapor, obteniéndose un residuo del que por precipitacion en diclorometano se
aislaron 16.0 g (52.6 mmoles, 37%) de la 1,4-lactona del acido (25,35,4R,55)-2,6-
dibromo-3,4,5-trihidroxihexanoico (30) como un sélido amorfo de color blanco que
se cristalizo de diclorometano para dar un sélido incoloro de p.f. 126-128 °C. [a]p®
+56.1° (c 1.4, AcOEt).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 2.86 (sa, 2H, OH); 3.64 (dd, 1H, J56=4.9 Hz, J66=11.0 Hz, H-6); 3.76
(dd, 1H, J56=3.0 Hz, J66=11.0 Hz, H-6); 4.21 (ddd, 1H, J56=3.0 Hz, [56=4.9 Hz, ]45=8.8 Hz, H-5); 4.44 (dd,
1H, J54=3.0 Hz, J15=8.8 Hz, H-4); 4.60 (dd, 1H, J54=3.0 Hz, J.3=4.6 Hz, H-3); 4.78 (d, 1H, J>5=4.6 Hz, H-2).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 36.3 (CHz); 47.3 (CH); 66.7 (CH); 68.9 (CH); 81.0 (CH); 170.9 (CO).
IR (D, cm™): 3479 (a, OH); 1776 (f, CO).

EM-IQ (m/z, %): 303, 305, 307 (6, 1:2:1, MH*); 285, 287, 289 (7, 1:2:1, [M - OHJ*); 28 (100).

Analisis elemental: calculado para CeHsBr204: C 23.71, H 2.65; encontrado C 23.82, H 2.57.
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Preparacion de la 1,4-lactona del acido (4S,55)-6-bromo-4,5-dihidroxihexanoico
(31).

Br

(0] H, (1 atm), Pd-C (5%), EtOH, t.a., 20 h

HO

(67%)
HO Br

30 31

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se disolvieron 5.13 g (16.9
mmoles) de la 1,4-lactona del acido (25,3S,4R,55)-2,6-dibromo-3,4,5-
trihidroxihexanoico (30) en 50 mL de etanol y la disolucion obtenida se desoxigeno
bajo atmosfera de argon. Después de anadir 2.56 g (5% en peso de paladio) de
paladio sobre carbdn activo del 10%, se purgo el matraz de reaccion con hidrogeno y
la mezcla se agitd a temperatura ambiente bajo atmdsfera de hidrogeno (p=1 atm)
durante 20 horas. Tras este tiempo el contenido del matraz se filtré sobre celita, que
se lavo con etanol y el filtrado se concentrd a sequedad en el rotavapor. Después,
tras realizar dos coevaporaciones con 40 mL de cloroformo cada una, el residuo
obtenido se disolvié en 40 mL de cloroformo y a la disolucion resultante se le anadid
bicarbonato sddico solido hasta que desaparecid el color naranja. Se anadio luego
una espatula de carbdn activo, se filtr6 con una placa filtrante y el filtrado se
concentro a sequedad en el rotavapor, obteniendo un solido que se cristalizo en éter
etilico para dar 2.37 g (11.3 mmoles, 67%) de la 1,4-lactona del acido (45,5S)-6-bromo-
4,5-dihidroxihexanoico (31) como un solido incoloro de p.f. 77-78 °C. [a]p®: +23.6° (c
1.0, CHCL).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 2.18-2.41 (m, 2H, 2 x H-3); 2.47-2.71 (m, 2H, 2 x H-2); 3.47 (dd, 1H,
J56=6.1 Hz, J66=10.7 Hz, H-6); 3.54 (dd, 1H, [56=5.2 Hz, J¢6s=10.7 Hz, H-6); 3.81 (d, 1H, J50n=5.2 Hz, OH);
3.98-4.06 (m, 1H, H-5); 4.60-4.68 (m, 1H, H-4).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 22.2 (CH); 28.1 (CHz); 34.0 (CHa); 71.3 (CH); 80.2 (CH); 177.8
(CO).

IR (0, cm): 3410 (a, OH); 1737 (f, CO).
EM-1Q (m/z, %): 209, 211 (17, 1:1, MH*); 191, 193 (31, 1:1, [M - OH]*); 113 (56, CsH505); 41 (100%).
Analisis elemental: calculado para CeHoBrOs: C 34.47, H 4.34; encontrado C 34.48, H 4.39.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la (S)-5-((R)-oxiran-2'-il)-dihidrofuran-2(3H)-ona (32).

Br

K,CO3, acetona, t.a., 20 h

HO >
(100%)

31

En un matraz de fondo redondo de 250 mL a 4.55 g (21.8 mmoles) de la 1,4-
lactona del acido (4S,5S)-6-bromo-4,5-dihidroxihexanoico (31) se le anadieron 95 mL
de acetona seca y 9.03 g (65.3 mmoles, 3 eq) de carbonato potdsico anhidro y la
suspension obtenida se agitd a temperatura ambiente bajo atmosfera de argén
durante 20 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se filtr6 sobre una
placa filtrante y los liquidos filtrados se concentraron en el rotavapor. El residuo
aceitoso obtenido se disolvié en 40 mL de cloroformo, se trato la disolucién con una
espatula de carbdn activo, se filtrd6 sobre una placa filtrante y se concentrd a
sequedad, obteniéndose 2.80 g (21.8 mmoles, 100%) de la (S)-5-((R)-oxiran-2'-il)-
dihidrofuran-2(3H)-ona (32) como un aceite amarillo palido que se empled en la

siguiente reaccion sin purificacion adicional. [a]p?: +12.6° (c 2.5, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.94-2.09 (m, 1H, H-4); 2.19-2.33 (m, 1H, H-4); 2.52-2.69 (m, 3H, 2 x
H-3 + H-1); 2.86-2.89 (m, 1H, H-1'); 3.23-3.27 (m, 1H, H-2"); 4.59-4.66 (m, 1H, H-5).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 22.1 (CHz); 27.7 (CHz); 44.0 (CHz); 51.3 (CH); 78.8 (CH); 176.3
(CO).

IR (0, cm): 1776 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 129 (100, MH*); 111 (14, [M - OHJ").
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-4,5-dihidroxihexanoico
(33a).

Oun,.) (0) o CyMgCl, Li,CuCly, THF
>
-78 °C, 30 min
32 (54%) 33a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se prepar6 una disolucion de
tetraclorocuprato (II) de litio, al afiadir 0.50 g (11.9 mmoles, 0.8 eq) de cloruro de litio
anhidro sobre una disolucién de 0.82 g (5.93 mmoles, 0.4 eq) de cloruro de cobre (II)
en 60 mL de tetrahidrofurano seco a temperatura ambiente. A esta disolucién
mantenida bajo atmdsfera de argon y enfriada a -35 °C se le afiadieron lentamente 30
mL (59.3 mmoles, 4 eq) de una disolucién 2.0 M de cloruro de ciclohexilmagnesio en
éter etilico y la agitacién se continud a dicha temperatura durante 20 minutos,

obteniendo asi una disolucion del organocuprato de ciclohexilo.

Esta disolucién del organocuprato de ciclohexilo se anadié inmediatamente a
una disolucién de 1.90 g (14.8 mmoles) de la (S)-5-((R)-oxiran-2'-il)-dihidrofuran-
2(3H)-ona (32) en 86 mL de tetrahidrofurano seco enfriada a -78 °C y mantenida bajo
atmosfera de argén. La mezcla de reaccion asi obtenida se agit6 a -78 °C durante 30
minutos, tras lo cual se anadieron 15 mL de disolucién acuosa saturada de cloruro
amonico. Tras dejar llegar el contenido del matraz de reaccion a temperatura
ambiente, se elimino el tetrahidrofurano a presién reducida en el rotavapor, se
anadieron 80 mL mas de disolucion acuosa saturada de cloruro amonico y la mezcla
se extrajo con diclorometano (4 x 70 mL). Las fases organicas reunidas se secaron con
sulfato sddico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad, obteniéndose un
residuo que por purificacion cromatografica en columna (acetato de etilo/hexano 1:2)
dio lugar a 1.70 g (8.0 mmoles, 54%) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-
4,5-dihidroxihexanoico (33a), como un solido amorfo de color blanco que se
cristalizd en una mezcla de éter etilico y hexano obteniéndose cristales incoloros de
p.f. 79-80 °C. [a]p: +32.2° (c 1.0, CHCs).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.77-1.81 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 1.91 (s, 1H, OH); 2.05-2.35
(m, 2H, 2 x H-3); 2.44-2.68 (m, 2H, 2 x H-2); 4.08 (ddd, 1H, J5¢=3.7 Hz, J45=7.3 Hz, J5¢=9.7 Hz, H-5); 4.41
(dt, 1H, 54=3.0 Hz, J34=7.3 Hz, [15=7.3 Hz, H-4).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 20.8 (CHz); 25.9 (CHz); 26.1 (CHz); 26.3 (CHz); 28.6 (CHz); 32.4
(CH>); 33.6 (CH); 34.1 (CH2); 39.2 (CHz); 68.4 (CH); 83.4 (CH); 177.9 (CO).

IR (0, cm): 3418 (a, OH); 1795 (£, CO).
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Parte Experimental

EM-1Q (m/z, %): 213 (13, MH~); 195 (78, [M - OHJ*); 29 (100).
Analisis elemental: calculado para Ci12H200s: C 67.89, H 9.50; encontrado C 67.78, H 9.71.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-4-hidroxi-5-
metanosulfonatohexanoico (41a).

MsCl, piridina, 0 °C, 5 h

v

(95%)
33a 41a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se disolvieron 1.04 g (4.91
mmoles) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-4,5-dihidroxihexanoico (33a)
en 30 mL de piridina seca y a la disolucion resultante enfriada a 0 °C se le afadieron
gota a gota 1.44 mL (14.73 mmoles, 3 eq) de cloruro de mesilo, manteniendo luego la
agitacion a dicha temperatura durante 5 horas, tras las cuales se anadieron 50 mL de
disolucion acuosa saturada de sulfato de cobre. La disolucidon acuosa resultante se
extrajo con diclorometano (4 x 50 mL) y las fases organicas reunidas se lavaron
primero con disolucién acuosa saturada de sulfato de cobre (2 x 200 mL) y luego con
agua (2 x 200 mL), se secaron con sulfato sddico anhidro, se filtraron y se
concentraron a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo de este modo un residuo so6lido
que se cristalizé en una mezcla de éter etilico y hexano, aislandose 1.35 g (4.66
mmoles, 95%) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-4-hidroxi-5-
metanosulfonatohexanoico (41a), como un sdlido blanco de p.f. 111-113 °C. [a]p*:
+22.5° (¢ 1.7, CHCL).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.81-1.54 (m, 8H, 8 x Cy-H); 1.60-1.90 (m, 5H, 3 x Cy-H + 2 x H-6);
2.22-2.34 (m, 2H, 2 x H-3); 2.55-2.62 (m, 2H, 2 x H-2); 3.05 (s, 3H, CHs); 4.61 (td, 1H, Js5=2.7 Hz,
Jo4=J34=7.4 Hz, H-4); 4.98-5.05 (ddd, 1H, Js5=2.7 Hz, J56=4.9 Hz, J5¢=7.9 Hz, H-5).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.3 (CHz); 25.6 (CHz); 25.8 (CHz); 26.0 (CHz); 27.9 (CHa); 32.4
(CHa); 33.1 (CH); 33.3 (CHz); 37.8 (CHa); 38.4 (CHa); 79.5 (CH); 79.7 (CH); 176.0 (CO).

IR (0, cm): 1781 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 291 (16, MH-); 195 (100 [M - CH3S0s]*).

Analisis elemental: calculado para CisH2205S: C 53.77, H 7.64, S 11.04; encontrado C 54.03, H 7.63, S
11.26.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (45,55)-5-azido-6-ciclohexil-4-
hidroxihexanoico (28b).

NaN;, DMF, 80 °C, 12 h o o
> N

(88%)
41a 28b

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con un refrigerante se disolvieron
1.35 g (4.66 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-6-ciclohexil-4-hidroxi-5-
metanosulfonatohexanoico (41la) en 46 mL de N,N-dimetilformamida seca y se
anadieron 1.21 g (18.64 mmoles, 4 eq) de azida sddica. La suspension resultante se
agité a 80 °C bajo atmdsfera de argdn durante 12 horas. Transcurrido este tiempo se
anadieron sobre la mezcla de reaccién 30 mL de agua y se extrajo la mezcla con éter
etilico (4 x 50 mL). Las fases orgéanicas reunidas se lavaron con disolucion acuosa
saturada de cloruro sddico (2 x 100 mL), se secaron con sulfato sédico anhidro, se
filtraron y se concentraron a sequedad en el rotavapor. El crudo de reaccion
resultante se sometié a cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:3),
aislandose 0.97 g (4.10 mmoles, 88%) de la 1,4-lactona del acido (4S,55)-5-azido-6-
ciclohexil-4-hidroxihexanoico (28b) como un aceite naranja. [a]p®: +25.0° (c 2.0,
CHCI).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.83-1.87 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 2.01-2.16 (m, 1H, H-3);
2.24-2.38 (m, 1H, H-3); 2.47-2.71 (m, 2H, 2 x H-2); 3.38-3.46 (m, 1H, H-5); 4.49 (dt, 1H, Js5=4.6 Hz,
Js4=34=7.3 Hz, H-4).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 24.6 (CHz); 25.8 (CH); 26.0 (CHz); 26.2 (CHa); 28.1 (CHa); 32.3
(CHa); 33.6 (CH2); 33.9 (CH); 37.3 (CH.); 61.9 (CH); 81.5 (CH); 176.2 (CO).

IR (0, cm): 2107 (f, N3); 1781 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 238 (34, MH*); 210 (100, [MH - N2J*).

Analisis elemental: calculado para Ci2H19N3O2: C 60.74, H 8.07, N 17.71; encontrado C 60.56, H 8.18,
N 17.93.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-azido-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-
(2-hidroxipropan-2-il)hexanoico (34a).

o _o a) LDA, THF, -78 °C, 1 h o _o

b) acetona, -78 °C,3 h

(18%) //SH

28b 34a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL conectado a una atmdsfera de
argdn se disolvieron 1.01 g (5.11 mmoles) de la 1,4-lactona del &cido (45,5S)-5-azido-
6-ciclohexil-4-hidroxihexanoico (28b) en 12 mL de tetrahidrofurano seco. A esta
disoluciéon enfriada a -78 °C se le anadieron 27.4 mL (6.38 mmoles, 1.25 eq) de
disolucion 0.25 M de LDA recién preparada [afiadiendo en un matraz de fondo redondo
de 50 mL bajo atmdsfera de argon, 4.3 mL (6.85 mmoles, 1.07 eq) de disolucion 1.6 M en
hexano de n-butillitio sobre una disolucion a -78 °C de 0.90 mL (6.38 mmoles) de N,N-
diisopropilamina seca en 22.2 mL de THF seco y agitando durante 30 minutos a 0 °C]. Tras
agitar la mezcla de reaccion durante 1 hora a -78 °C, se anadieron 0.64 mL (6.38
mmoles, 1.25 eq) de acetona seca y se continuo la agitacion a -78 °C durante 3 horas
mas. Después se anadieron 28 mL de disolucion acuosa saturada de cloruro amonico
y una vez alcanzada la temperatura ambiente se extrajo la mezcla con diclorometano
(3 x 25 mL), las fases organicas reunidas se secaron con sulfato sddico anhidro, se
filtraron y se concentraron a sequedad en el rotavapor. Tras purificar el residuo asi
obtenido por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:2) se aislaron 1.17
g (3.99 mmoles, 78%) de la 1,4-lactona del acido (25,45,5S)-5-azido-6-ciclohexil-4-
hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)hexanoico (34a), como un aceite amarillo claro. [a]o*:
+49.7° (c 1.9, CHCL).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.83-1.90 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 1.27 (s, 3H, CHs); 1.34 (s,
3H, CHs); 2.24 (ddd, 1H, J34=4.9 Hz, J25=10.4 Hz, J35=13.4 Hz, H-3); 2.26 (dt, 1H, J.5=]3:=8.5 Hz, J55=13.4
Hz, H-3); 2.89 (dd, 1H, J25=8.5 Hz, ]>5=10.4 Hz, H-2); 3.26 (sa, 1H, OH); 3.40-3.47 (m, 1H, H-5); 4.50
(ddd, 1H, J+5=3.7 Hz, J54=4.9 Hz, [34=8.5 Hz, H-4).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.3 (CHa); 26.5 (CHs + CHz); 26.7 (CHz); 28.0 (CHs); 28.3 (CHo);
33.0 (CH2); 34.0 (CH2); 34.5 (CH); 38.0 (CHz); 49.9 (CH); 62.7 (CH); 71.8 (C); 79.7 (CH); 178.3 (CO).

IR (5, cm™): 3480 (a, OH); 2107 (£, Na); 1762 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 296 (1, MH*); 250 (6, [M - N2 - OHJ); 83 (100).

Analisis elemental: calculado para CisH2sN30s: C 60.99, H 8.53, N 14.23; encontrado C 61.15, H 8.47,
N 14.09.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-
ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)hexanoico (10d).

() o H, (1 atm), Pd-C (10%), Boc,O o o

N » BocHN
AcOEt, t.a.,5h

34a 10d

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se disolvieron 0.52 g (1.78 mmoles)
de la 14-lactona del acido (25,45,55)-5-azido-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-
hidroxipropan-2-il)hexanoico (34a) en 9 mL de acetato de etilo, y una vez anadidos
0.43 g (1.95 mmoles, 1.1 eq) de anhidrido de t-butoxicarbonilo, se desoxigend bajo
atmosfera de argén. Después se afiadieron 0.52 g (10% en peso de paladio) de
paladio sobre carbon activo al 10% y la mezcla obtenida se purgd con hidrogeno, se
agité durante 5 horas a temperatura ambiente y una atmdsfera de presion de
hidrogeno y luego se filtrd sobre celita y se concentré a sequedad. Result6 asi un
crudo de reaccidon que por purificacion en columna cromatografica (acetato de
etilo/hexano 1:3) rindié 0.63 g (1.71 mmoles, 96%) de la 1,4-lactona del acido
(25,45,5S)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-
il)hexanoico (10d), como un so6lido amorfo de color blanco que se cristalizd de una
mezcla de éter etilico y hexano, aislandose cristales incoloros de p.f. 121-122 °C.
[a]p?: -16.1° (c 1.9, CHCls).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.78-1.83 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 1.24 (s, 3H, CHz); 1.28 (s,
3H, CHs); 1.45 (s, 9H, Bu); 2.13 (dt, 1H, J23=J54=8.6 Hz, J55=13.4 Hz, H-3); 2.39 (ddd, 1H, J54=4.0 Hz,
J25=10.7 Hz, J3:=13.4 Hz, H-3); 2.75 (dd, 1H, J.5=8.6 Hz, J>5=10.7 Hz, H-2); 3.32 (sa, 1H, OH); 3.83-3.95
(m, 1H, H-5); 4.36 (d, 1H, Jsx1=9.4 Hz, NH); 4.49 (ddd, 1H, Js5=1.5 Hz, J54=4.0 Hz, J34=8.6 Hz, H-4).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.7 (CHs); 25.9 (CHa); 26.1 (CHz); 26.3 (CHz); 27.2 (CHa); 27.5
(CHs); 28.1 (3 x CHa); 32.3 (CHz); 33.5 (CHz); 34.0 (CH); 40.1 (CHz); 49.9 (CH); 51.0 (CH); 71.3 (C); 79.6
(C); 80.9 (CH); 156.1 (CO); 178.9 (CO).

IR (0, cm): 3515 (m, NH); 3340 (f, OH); 1758 (£, CO); 1684 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 370 (1, MH*); 324 (10, [M - N2 - OHJ*); 252 (100, [M - CsH1oNO2]*).

Analisis elemental: calculado para Cz2oHssNOs: C 65.01, H 9.55, N 3.79; encontrado C 65.14, H 9.62, N
3.75.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-
ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-propan-2-il oxalato de metilo)hexanoico (10e).

O __o CICOCO,Me, DMAP o _o

BocHN P BocHN
/ Et;N, THF, 0°C, 1 h

.
/o (85%) /g«/gr
OMe

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disolvieron bajo atmodsfera de
argobn 037 g (1.00 mmoles) de la 1,4-lactona del 4acido (25,45,5S)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)hexanoico (10d),
0.01 g (0.10 mmoles, 0.1 eq) de N,N-dimetilaminopiridina y 0.17 mL (1.25 mmoles,
1.25 eq) de trietilamina seca en 4 mL de tetrahidrofurano seco y a esta mezcla agitada
y enfriada a 0 °C se le anadieron lentamente 0.12 mL (1.25 mmoles, 1.25 eq) de
clorooxoacetato de metilo, continuando la agitacion a 0 °C bajo atmosfera de argén
durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se afiadieron 20 mL de éter etilico, se lavd
la fase organica obtenida con disolucion saturada de cloruro sodico (2 x 20 mL), se
secd con sulfato sddico anhidro, se filtrd y se concentré a sequedad, obteniéndose asi
un crudo de reacciéon que por purificaciéon cromatografica en columna (acetato de
etilo/hexano 1:5) dio lugar a 0.39 g (0.85 mmoles, 85%) de la 1,4-lactona del acido
(25,45,5S)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-propan-2-il ~ oxalato
de metilo)hexanoico (10e), como un solido amorfo de color blanco que no fue posible
cristalizar. [a]p®: -22.1° (c 2.6, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.81-1.94 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 1.45 (s, 9H, Bu); 1.69 (s,
3H, CHs); 1.73 (s, 3H, CHs); 2.30-2.37 (m, 2H, 2 x H-3); 3.13 (dd, 1H, J25=7.3 Hz, ]»5=9.4 Hz, H-2); 3.87
(s, 3H, OCH); 3.83-3.92 (m, 1H, H-5); 4.48 (d, 1H, Jsx1:=9.7 Hz, NH); 4.60-4.66 (m, 1H, H-4).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 22.8 (CHs); 24.5 (CHs); 26.0 (CHz); 26.1 (CHz); 26.3 (CHz); 26.7
(CHz); 28.2 (3 x CHs); 32.5 (CHz); 33.5 (CHa); 34.0 (CH); 40.5 (CHz); 48.9 (CH); 50.5 (CH); 53.4 (OCH:);
79.8 (C); 80.6 (CH); 85.7 (C); 155.9 (CO); 156.1 (CO); 158.0 (CO); 175.2 (CO).

IR (0, cm): 3338 (a, NH); 1769 (£, CO); 1747 (£, CO); 1709 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 456 (1, MH"); 356 (8, [M - CsH,Oz2]"); 252 (100%).

Analisis elemental: calculado para CzsHs7NOs: C 60.64, H 8.19, N 3.07; encontrado C 60.77, H 8.46, N
2.96.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-
ciclohexil-4-hidroxi-2-isopropilhexanoico (10f).

o o HPh;Sn, AIBN, tolueno, 110 °C, 3 h o o
BocHN P>  BocHN
/ (80%) /
o
/- /[
10e OMe 10f
o

En un matraz de fondo redondo al que se le acoplé un refrigerante y se
conectd a una linea de argén se disolvieron 0.32 g (0.76 mmoles) de la 1,4-lactona del
acido (25,45,5S)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-(2-propan-2-il
oxalato de metilo)hexanoico (10e) y 0.02 g (0.15 mmoles, 0.2 eq) de 2,2'-
azobisisobutironitrilo en 15 mL tolueno seco y la disolucion obtenida se desoxigend
a temperatura ambiente por burbujeo de argon. Tras anadir luego 0.54 g (1.53
mmoles, 2.0 eq) de hidruro de trifenilestafio, la mezcla de reaccién se calent6 a
reflujo en atmdsfera de argdn durante 20 minutos y a 110 °C durante 3 horas. Tras
ese tiempo el tolueno se elimind a vacio en el rotavapor y el residuo resultante se
disolvié en 10 mL de éter etilico. Luego se separd por filtracion el residuo blanco
insoluble de trifenilestafio y los liquidos filtrados se concentraron a sequedad en el
rotavapor. El crudo de reaccion asi obtenido se purific6 por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:10 a 1:6) aislandose 0.21 g (0.61 mmoles, 80%) de
la 1,4-lactona del acido (25,4S,5S5)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-hidroxi-2-
isopropilhexanoico (10f), como un sélido amorfo de color blanco que se cristaliz6 de
una mezcla de éter etilico y hexano, dando lugar a cristales incoloros de p.f. 109-111
°C. [a]p®: -34.7° (c 1.6, CHCL).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.80-1.84 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-6); 0.93 (d, 3H, J=6.7 Hz, CHa);
1.00 (d, 3H, J=7.0 Hz, CHs); 1.44 (s, 9H, 'Bu); 2.01-2.28 (m, 3H, 2 x H-3 + H-Pr); 2.56 (ddd, 1H, J21in=5.2
Hz, J25=6.7 Hz, J25=10.1 Hz, H-2); 3.81-3.92 (m, 1H, H-5); 4.38-4.46 (m, 2H, H-4 + NH).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 18.3 (CHs); 20.3 (CHs); 26.0 (CHz); 26.2 (CHz); 26.4 (CHz); 28.2 (3 x
CHs); 29.1 (CH); 32.5 (CHz); 33.6 (CHz); 34.1 (CH); 40.5 (CHz); 45.7 (CH); 50.9 (CH); 79.7 (C); 80.8 (CH);
156.1 (COY); 179.2 (CO).

IR (¥, cm): 3337 (m, NH); 1769 (f, CO); 1683 (£, CO).

EM-IQ (1m/z,%): 354 (10, MH?); 338 (6, [M - CHs]*); 298 (96, [M - CsHyr]*); 254 (99, [M - CsH-O2]%); 126
(100).

Analisis elemental: calculado para C20HssNOa4: C 67.95, H 9.98, N 3.96; encontrado C 67.82, H10.12, N
3.86.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del acido (25,4S5,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(¢-
butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-2-isopropilhexanoico (8k).

1) LiOH ,q) (IM), DME, t.a., 12 h

O o 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h CO.H
BocHN > BocHN”™ Y 2

we /o (72%) -

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se disolvieron 0.35 g (0.99 moles)
de la 1,4-lactona del acido (25,45,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-4-
hidroxi-2-isopropilhexanoico (10f) en 7 mL de 1,2-dimetoxietano y 7 mL de

disolucion acuosa 1.0 M de hidréxido de litio. La mezcla obtenida se agitd a
temperatura ambiente durante 12 horas y luego se acidifico hasta pH 4 con
disolucién acuosa al 10% de acido citrico. La fase acuosa se extrajo con acetato de
etilo (4 x 14 mL) y las fases organicas reunidas se secaron con sulfato sddico anhidro,
se filtraron y se concentraron a sequedad, obteniendo un crudo de reaccién que se

secO en la linea de vacio.

El crudo de reaccion obtenido se disolvié en 4 mL de N,N-dimetilformamida
seca, ahadiéndole luego 0.81 g de imidazol (11.88 moles, 12 eq) y 1.49 g (9.90 moles,
10 eq) de cloruro de t-butildimetilsililo. La disolucion obtenida se agitdé a
temperatura ambiente bajo atmosfera de argon durante 15 horas, se ahadieron 3.0
mL de metanol (96%), se agit6 a temperatura ambiente 2 horas mas y se concentro a
vacio en el rotavapor. El residuo obtenido se disolvio en 30 mL de una mezcla 1:1 de
acetato de etilo y disolucion acuosa al 10% de acido citrico, se separo¢ la fase organica
de la acuosa y esta ultima se extrajo con acetato de etilo (2 x 15 mL). Las fases
organicas reunidas se lavaron con disolucion saturada de cloruro sédico (30 mL), se
secaron con sulfato sodico anhidro, se filtraron y se concentraron, obteniendo asi un
crudo de reaccion que se purifico por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:6) para dar 0.35 g (0.71 mmoles, 72%) del &cido (25,4S,55)-4-(t-
butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-2-isopropilhexanoico (8k),
como un solido amorfo de color blanco que no fue posible cristalizar. [o]o?: -26.9° (c
1.5, CHCI).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.07-0.10 (m, 6H, 2 x CHsS5i); 0.78-1.53 (m, 8H, 8 x Cy-H); 0.89 (s,
9H, BuSi); 0.95 (d, 3H, J=6.7 Hz, CHs); 0.96 (d, 3H, J=6.7 Hz, CHs); 1.44 (s, 9H, '‘BuO); 1.57-1.98 (m, 8H,
3xCy-H +2x H-3 +2 x H-6 + PPr-H); 2.31-2.42 (m, 1H, H-2); 3.59-3.75 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.46 (d, 1H,
Jsne=9.4 Hz, NH).
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Parte Experimental

RMN-1C (CDCl, 62.5 MHz, ppm): -4.4 (CHz); -3.9 (CHa); 18.2 (C); 20.0 (CHa); 20.2 (CHa); 26.1 (3 x
CHs); 26.3 (CHa); 26.5 (CHz); 26.7 (CH2); 28.5 (3 x CHs); 30.7 (CH); 32.0 (CH); 32.8 (CHa); 34.3 (CHa);
34.4 (CH); 38.5 (CHa); 48.1 (CH); 51.9 (CH); 72.1 (CH); 79.0 (C); 155.5 (CO); 180.4 (CO).

IR (0, cm): 3257 (a, OH, NH); 3112 (a, OH, NH); 1711 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 486 (2, MH"); 57 (100).

Analisis elemental: calculado para CesHsiNOsSi: C 64.28, H 10.58, N 2.88; encontrado C 63.99, H
10.67, N 2.98.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (4S5,5R)-4,5-dihidroxi-7-metiloctanoico
(33b).

0. o o ‘PrMgCl, Li,CuCl,, THF
»
-78 °C, 30 min
32 (50%) 33b

Partiendo de 1.53 g (11.94 mmoles) de la (S)-5-((R)-oxiran-2'-il)-dihidrofuran-
2(3H)-ona (32) y siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion de 33a
(pag. 98), utilizando cloruro de isopropilmagnesio en lugar de cloruro de
ciclohexilmagnesio, se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:2), 1.03 g (5.97 mmoles, 50%) de la 1,4-lactona del acido
(4S5,5R)-4,5-dihidroxi-7-metiloctanoico (33b) como un sélido amorfo de color blanco
que se cristalizd de una mezcla de éter etilico y hexano, aisldandose cristales incoloros
de p.f. 64-65 °C. [a]o: +30.4° (c 1.6, CHC:).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.92 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CH3-8); 0.96 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CH5-8); 1.15
(ddd, 1H, J56=3.7 Hz, J67=9.1 Hz, Jsc=13.7 Hz, H-6); 1.39 (ddd, 1H, Js7=5.1 Hz, J56=9.7 Hz, Jss=13.7 Hz,
H-6); 1.75-1.91 (m, 1H, H-7); 2.04-2.35 (m, 2H, 2 x H-3); 2.43-2.67 (m, 2H, 2 x H-2); 3.31 (sa, 1H, OH);
4.01 (ddd, 1H, J+5=3.0 Hz, J56=3.7 Hz, [56=9.7 Hz, H-5); 4.43 (ddd, 1H, [45=3.0 Hz, J54=6.4 Hz, J5+=7.0 Hz,
H-4).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 20.8 (CHz); 21.5 (CHs); 23.3 (CHs); 24.1 (CH); 28.6 (CHo); 40.6
(CH>); 69.0 (CH); 83.4 (CH); 178.1 (CO).

IR (U, cm™): 3416 (a, OH); 1761 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 173 (77, MH*); 155 (100, [M - OHJ").
Analisis elemental: calculado para CoH1sOs: C 62.77, H 9.36; encontrado C 62.62, H 9.58.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (4S5,5R)-4-hidroxi-5-metanosulfonato-7-
metiloctanoico (41b).

MsCl, piridina, 0 °C,5 h

(100%)
33b 41b

Partiendo de 1.03 g (5.97 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-4,5-
dihidroxi-7-metiloctanoico (33b) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 41a (pag. 100), se obtuvieron tras cristalizacion de una mezcla de éter
etilico y hexano, 1.49 g (5.97 mmoles, 100%) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-4-
hidroxi-5-metanosulfonato-7-metiloctanoico (41b), como un sdlido incoloro de p.f.
88-89 °C. [a]p?: +21.9° (¢ 1.9, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.97 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 1.00 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 1.37
(ddd, 1H, J56=4.9 Hz, Js=8.5 Hz, Jsc=13.4 Hz, H-6); 1.72 (ddd, 1H, Js7=5.1 Hz, [5¢=8.8 Hz, Jos=13.4 Hz,
H-6); 1.77-1.88 (m, 1H, H-7); 2.22-2.35 (m, 2H, 2 x H-3); 2.56-2.63 (m, 2H, 2 x H-2); 3.06 (s, 3H, CHs);
4.62 (td, 1H, J35=2.7 Hz, J34=]54=7.6 Hz, H-4); 4.99 (ddd, 1H, J15=2.7 Hz, J56=4.9 Hz, [5s=8.8 Hz, H-5).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.5 (CHz); 21.8 (CHs); 22.9 (CHs); 24.0 (CH); 28.0 (CHz); 38.6
(CHs); 39.4 (CH>); 79.6 (CH); 80.4 (CH); 176.0 (CO).

IR (0, cm): 1774 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 251 (75, MH-); 155 (100, [M - CH3SOx]").

Analisis elemental: calculado para CioH1sOsS: C 47.98, H 7.25, S 12.81; encontrado C 47.87, H7.18, S
12.70.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (45,55)-5-azido-4-hidroxi-7-metiloctanoico
(28¢).

NaN;, DMF, 80 °C, 12 h O o
>

(89%)
41b 28¢

Sometiendo 1.40 g (5.59 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (4S,5R)-4-hidroxi-
5-metanosulfonato-7-metiloctanoico (41b) al procedimiento descrito de preparacion
de 28b (pag. 102), se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:3), 0.98 g (4.97 mmoles, 89%) de la 1,4-lactona del acido
(45,5S)-5-azido-4-hidroxi-7-metiloctanoico (28c) como un aceite amarillo. [o]p?:
+35.6° (c 1.6, CHCIs).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.97 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHa); 0.98 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CHs); 1.38
(ddd, 1H, J56=4.6 Hz, J67=8.8 Hz, J6s=13.8 Hz, H-6); 1.63 (ddd, 1H, Js7=5.2 Hz, J56=10.1 Hz, J5s=13.8 Hz,
H-6); 1.77-1.93 (m, 1H, H-7); 2.05-2.17 (m, 1H, H-3); 2.26-2.39 (m, 1H, H-3); 2.47-2.69 (m, 2H, 2 x H-2);
3.39 (dt, 1H, Jus=J56=4.6 Hz, J56=10.1 Hz, H-5); 4.50 (td, 1H, Ju5=4.6 Hz, [34=]34=7.3 Hz, H-4).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.4 (CHs); 22.8 (CHs); 24.5 (CH); 24.6 (CHz); 28.0 (CHz); 38.7
(CH.); 62.6 (CH); 81.5 (CH); 176.2 (CO).

IR (0, cm): 2111 (f, Na); 1781 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 198 (63, MH-); 170 (100, [MH - N2]).

Analisis elemental: calculado para CoHisNsOz2: C 54.81, H 7.67, N 21.30; encontrado C 55.04, H7.74, N
21.31.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,45,55)-5-azido-4-hidroxi-2-(2-
hidroxipropan-2-il)-7-metiloctanoico (34d).

(0) o a) LDA, THF, -78°C,1 h (0) o
N > N
b) acetona, -78 °C,3 h
67%
28¢ e 34d /%—H

Sometiendo 1.82 g (9.28 mmoles) de la 1,4-lactona del 4cido (45,5S)-5-azido-4-
hidroxi-7-metiloctanoico (28c) al procedimiento de preparacion de 34a (pag. 104), se
obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano
1:2), 1.59 g (6.22 mmoles, 67%) de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-azido-4-
hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)-7-metiloctanoico (34d), como un aceite amarillo.
[a]p?: +57.2° (¢ 2.2, CHCls).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.97 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 0.98 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CHs); 1.28 (s,
3H, CHs); 1.34 (s, 3H, CHs); 1.44 (ddd, 1H, J56=5.2 Hz, Js=8.5 Hz, Js6=14.0 Hz, H-6); 1.66 (ddd, 1H,
Jo7=5.8 Hz, J56=9.4 Hz, J6s=14.0 Hz, H-6); 1.75-1.91 (m, 1H, H-7); 2.25 (ddd, 1H, J34=4.9 Hz, J25=10.4 Hz,
J55=13.4 Hz, H-3); 2.27 (dt, 1H, J25=]54=8.5 Hz, J53=13.4 Hz, H-3); 2.89 (dd, 1H, J25=8.5 Hz, J2:~10.4 Hz,
H-2); 3.28 (s, 1H, OH); 3.40 (ddd, 1H, J45=3.7 Hz, J5s=5.2 Hz, J56=9.4 Hz, H-5); 4.51 (ddd, 1H, J45=3.7 Hz,
J54=4.9 Hz, ]54=8.5 Hz, H-4).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHs); 22.8 (CHs); 24.6 (CH); 26.0 (CHz); 27.4 (CHs); 27.7
(CHa); 38.9 (CH2); 49.4 (CH); 62.9 (CH); 71.2 (C); 79.1 (CH); 177.7 (CO).

IR (0, cm): 3481 (a, OH); 2110 (f, Ns); 1763 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 256 (90, MH-); 238 (29, [M - OHJ*); 210 (100, [M - N2 - OHJ*).

Analisis elemental: calculado para Ci2H21N30s: C 56.45, H 8.29, N 16.46; encontrado C 56.38, H 8.43,
N 16.24.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)-7-metiloctanoico (10g).

(0] o H, (1 atm), Pd-C (10%), Boc,O 0] o

N » BocHN
AcOEt, t.a.,,5h

//Y)'H (95%) //%'H

34d 10g

Haciendo reaccionar 1.75 g (6.85 mmoles) de la 1,4-lactona del &cido
(25,45,5S)-5-azido-4-hidroxi-(2-hidroxipropan-2-il)-7-metiloctanoico (34d) bajo las
condiciones descritas para la preparacion de 10d (pag. 106), se obtuvieron tras
purificacion por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 2:5), 2.14 g (6.51
mmoles, 95%) de la 1,4-lactona del acido (2S,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)-7-metiloctanoico (10g), como un sdlido amorfo de
color blanco que se cristalizdO de una mezcla de éter etilico y hexano, para dar
cristales incoloros de p.f. 95-97 °C. [a]p®: -18.8° (c 2.1, CHCls).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.92 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CHs); 0.94 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 1.26 (s,
3H, CHs); 1.30 (s, 3H, CHa); 1.45 (s, 9H, Bu); 1.33-1.70 (m, 3H, 2 x H-6 + H-7); 2.19 (ddd, 1H, J25=8.2 Hz,
J54=8.5 Hz, J53=13.4 Hz, H-3); 2.37 (ddd, 1H, J54=4.6 Hz, J25=10.4 Hz, J55=13.4 Hz, H-3); 2.73 (dd, 1H,
J23=8.2 Hz, J25=10.4 Hz, H-2); 3.54 (sa, 1H, OH); 3.81-3.91 (m, 1H, H-5); 452 (ddd, 1H, Ji5=1.5 Hz,
J54=4.6 Hz, [34=8.5 Hz, H-4); 4.82 (d, 1H, Jsn1=9.4 Hz, NH).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.6 (CHs); 22.9 (CHs); 24.5 (CHa); 25.8 (CHs); 27.1 (CHa); 27.4
(CH); 28.1 (3 x CHa); 41.3 (CHz); 49.9 (CH); 51.6 (CH); 71.2 (C); 79.5 (C); 80.8 (CH); 156.1 (CO); 178.7
(CO).

IR (6, cm): 3450 (m, NH); 3332 (m, OH); 1757 (£, CO); 1691 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 330 (3, MH-); 314 (1, [M - CH:]*); 212 (78, [M - CsHisNOz2]); 83 (100).

Analisis elemental: calculado para Ci7HsiNOs: C 61.98, H 9.49, N 4.25; encontrado C 61.89, H 9.35, N
3.96.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-7-metil-2-(2-propan-2-il oxalato de metilo)octanoico (10k).

O o CICOCO,Me, DMAP O o

BocHN P BocHN
Et;N, THF, 0 °C, 1 h

., =, (o)
Ton o oL
OMe

10g 10k

Siguiendo las condiciones de reaccion descritas para la preparacion de 10e
(pag. 108), se transformaron 1.62 g (4.93 mmoles) de la 1,4-lactona del acido
(25,45,5S)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2-(2-hidroxipropan-2-il)-7-
metiloctanoico (10g) tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:4), en 1.62 g (3.89 mmoles, 79%) de la 1,4-lactona del acido (25,45,5S)-
5-(t-butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-7-metil-2-(2-propan-2-il oxalato de

metilo)octanoico (10k) como un aceite incoloro. [a]p?: -25.5° (c 2.1, CHCls).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.93 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 0.94 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CHs); 1.45 (s,
9H, Bu); 1.30-1.63 (m, 3H, 2 x H-6 + H-7); 1.69 (s, 3H, CHs); 1.74 (s, 3H, CHs); 2.31-2.38 (m, 2H, 2 x H-
3); 3.14 (dd, 1H, J25=7.3 Hz, J25=9.4 Hz, H-2); 3.80-3.90 (m, 1H, H-5); 3.87 (s, 3H, OCHs); 4.56-4.67 (m,
2H, H-4 + NH).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHs); 22.7 (CHs); 22.9 (CHs); 24.4 (CHs); 24.6 (CH); 26.6
(CHz); 28.1 (3 x CHb); 41.7 (CHa); 48.8 (CH); 51.2 (CH); 53.3 (OCHa); 79.7 (C); 80.5 (CH); 85.6 (C); 155.8
(COY; 156.0 (COY; 158.0 (COY); 175.2 (CO).

IR (0, cm): 3344 (a, NH); 1769 (£, CO); 1747 (£, CO); 1708 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 360 (3, [M - CsHr]*); 256 (69); 83 (100).

Analisis elemental: calculado para C2HsNQOs: C 57.81, H 8.01, N 3.37; encontrado C 57.53, H 8.32, N
3.28.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-2-isopropil-7-metiloctanoico (10h).

o o HPh;Sn, AIBN, tolueno, 110 °C, 3 h o o
BocHN >  BocHN
/ (88%) /
2 (o) ~
Fol I~
10k OMe 10h
o

Partiendo de 1.62 g (3.89 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (25,4S,55)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-7-metil-2-(2-propan-2-il oxalato de metilo)octanoico
(10k) y siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion de 10f (pag. 110), se
obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano
1:10 a 1:6), 1.07 g (3.42 mmoles, 88%) de la 1,4-lactona del acido (25,45,5S)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2-isopropil-7-metiloctanoico (10h), como un sdlido
amorfo de color blanco que se cristalizo de una mezcla de éter etilico y hexano,
aislandose unos cristales incoloros de p.f.: 145-147 °C. [a]p®: -41.1° (c 1.5, CHCL).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.91-0.95 (m, 9H, 3 x CHs); 1.00 (d, 3H, j=6.7 Hz, CHs); 1.26-1.74 (m,
3H, 2 x H-6 + H-7); 1.44 (s, 9H, Bu); 2.02-2.29 (m, 3H, 2 x H-3 + H-Pr); 2.56 (ddd, 1H, Jou-»m=5.2 Hz,
J25=7.0 Hz, .3=10.4 Hz, H-2); 3.78-3.90 (m, 1H, H-5); 4.40-4.48 (m, 2H, H-4 + NH).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 18.3 (CHs); 20.3 (CHa); 21.8 (CHs); 23.0 (CHs); 24.7 (CH); 26.3
(CH>); 28.2 (3 x CHs); 29.1 (CH); 41.9 (CHz); 45.7 (CH); 51.7 (CH); 79.7 (C); 80.8 (CH); 156.1 (CO); 179.1
(CO).

IR (6, em?): 3321 (m, NH); 1755 (£, CO); 1678 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 314 (5, MH-); 298 (9, [M - CH:]*); 258 (89, [M - CsH]*); 214 (100, [M - CsH7Oz]*).

Analisis elemental: calculado para Ci7Hs1NOa: C 65.14, H 9.97, N 4.47; encontrado C 65.28, H 9.96, N
4.26.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del acido (25,4S5,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(¢-
butoxicarbonilamino)-2-isopropil-7-metiloctanoico (8n).
1) LiOH,q) (IM), DME, t.a., 12 h )\'
o 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h
0 a) ’ ) ) ’
BocHN > BocHN” > C0H

2b) MeOH (96%), t.a.,2 h

/o (80%)

10h 8n

TBDMSO A

Sometiendo 0.86 g (2.74 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (25,45,5S)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2-isopropil-7-metiloctanoico (10h) al procedimiento
de preparacion de 8k (pag. 112), se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:6), 0.98 g (2.20 mmoles, 80%) del acido (25,4S,5S)-
4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-isopropil-7-metiloctanoico (8n),
como un sélido amorfo de color blanco que no fue posible cristalizar. [a]p®: -21.7° (c
1.8, CHCL).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.06-0.10 (m, 6H, 2 x CH:Si); 0.89-0.97 (m, 12H, 4 x CHs); 0.90 (s,
9H, BusSi); 1.14-2.00 (m, 6H, 2 x H-3 + 2 x H-6 + H-7 + H-Pr); 1.43 (s, 9H, ‘BuO); 2.29-2.41 (m, 1H, H-2);
3.54-3.68 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.53 (d, 1H, Jsxi=9.1 Hz, NH).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): -4.5 (CHs); -4.1 (CHs); 18.1 (C); 19.9 (CHs); 20.1 (CHs); 22.1 (CHs);
23.3 (CHs); 24.8 (CH); 26.0 (3 x CHa); 28.4 (3 x CHs); 30.6 (CH); 32.2 (CHa); 40.1 (CHz); 48.2 (CH); 52.5
(CH); 72.1 (CH); 79.0 (C); 155.7 (CO); 180.2 (CO).

IR (¥, cm): 3254 (a, OH + NH); 3108 (a, OH + NH); 1711 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 446 (1, MH?*); 346 (22, [M - CsH-Oz2]%); 28 (100).

Anadlisis elemental: calculado para CsH«<NOsSi: C 61.98, H 10.63, N 3.14; encontrado C 61.93, H
10.69, N 2.88.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-azido-4-hidroxi-2,7-
dimetiloctanoico (34e).

o o a) LDA, THF, -78 °C, 1 h (o) o

b) Mel, -78 °C, 3 h

N

28¢ (70%) 34e

Partiendo de 1.23 g (6.24 mmoles) la 1,4-lactona del acido (45,5S)-5-azido-4-
hidroxi-7-metiloctanoico (28c) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 34a (pag. 104), ahadiendo yoduro de metilo en lugar de acetona seca,
se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:6), 0.92 g (4.36 mmoles, 70%) de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-
azido-4-hidroxi-2,7-dimetiloctanoico (34e), como un aceite naranja. [a]p?: +46.2° (c
2.1, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.97 (d, 3H, J7s=6.4 Hz, CHs); 0.98 (d, 3H, J7s=6.7 Hz, CHzs); 1.29 (d,
3H, J2cns=7.3 Hz, CHz); 1.41 (ddd, 1H, [56=4.9 Hz, [67=9.4 Hz, J66=14.0 Hz, H-6); 1.65 (ddd, 1H, J¢7=5.2
Hz, J56=9.4 Hz, J66=14.0 Hz, H-6); 1.76-1.92 (m, 1H, H-7); 2.01 (ddd, 1H, J25=7.6 Hz, [34=8.5 Hz, J35=13.1
Hz, H-3); 2.33 (ddd, 1H, J34=4.6 Hz, ]25=9.4 Hz, [55=13.1 Hz, H-3); 2.76-2.92 (m, 1H, H-2); 3.39 (ddd, 1H,
Ja5=4.0 Hz, [56=4.9 Hz, [56=9.4 Hz, H-5); 4.49 (ddd, 1H, J+5=4.0 Hz, [34=4.6 Hz, J54=8.5 Hz, H-4).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 16.3 (CHs); 21.6 (CHa); 22.9 (CHs); 24.7 (CH); 32.8 (CHz); 33.7
(CH); 38.9 (CH2); 62.9 (CH); 79.0 (CH); 179.4 (CO).

IR (5, cm): 2108 (f, Ns); 1778 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 212 (39, MH"); 184 (64, [MH - N2]*); 101 (100).

Analisis elemental: calculado para CioHirNzOz2: C 56.85, H 8.11, N 19.89; encontrado C 57.00, H 8.23,
N 20.04.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-2,7-dimetiloctanoico (10i).

(o) o H, (1 atm), Pd-C (10%), Boc,0 o) o
N » BocHN
AcOEt, ta.,5h
. 95% ’
34e ©3%) 10i

Haciendo reaccionar 0.86 g (4.07 mmoles) de la 1,4-lactona del &acido
(2R,45,55)-5-azido-4-hidroxi-2,7-dimetiloctanoico (34e) por el procedimiento descrito
para la preparacion de 10d (pag. 106), se obtuvieron tras purificacion por
cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:4), 1.10 g (3.87 mmoles, 95%) de
la 14-lactona del acido (2R,4S,5S5)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2,7-
dimetiloctanoico (10i), como un solido amorfo de color blanco que se cristalizo de
una mezcla de éter etilico y hexano, dando lugar a cristales incoloros de p.f. 86-87 °C.
[a]p?: -26.0° (c 1.9, CHCls).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.93 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 0.94 (d, 3H, J75=6.4 Hz, CHs); 1.27 (d,
3H, Jocn=7.3 Hz, CHs); 1.32-1.72 (m, 3H, 2 x H-6 + H-7); 1.44 (s, 9H, Bu); 1.93 (ddd, 1H, J25=7.0 Hz,
J54=8.2 Hz, J55=14.9 Hz, H-3); 2.42 (ddd, 1H, J54=5.2 Hz, [20=9.7 Hz, J35=14.9 Hz, H-3); 2.62-2.77 (m, 1H,
H-2); 3.80-3.90 (m, 1H, H-5); 4.47-4.54 (m, 2H, H-4 + NH).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 16.5 (CHs); 21.7 (CHs); 23.0 (CHz); 24.6 (CH); 28.2 (3 x CHa); 32.3
(CHz); 34.2 (CH); 41.8 (CHz); 51.4 (CH); 79.6 (C); 80.3 (CH); 156.0 (CO); 180.4 (CO).

IR (0, cm): 3312 (m, NH); 1768 (£, CO); 1680 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 286 (10, MH*); 230 (52, [M - CsHJ*); 99 (100).

Analisis elemental: calculado para CisH2zNOa: C 63.13, H 9.54, N 4.91; encontrado C 63.28, H 9.83, N
4.93.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del acido (2R,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-2,7-dimetiloctanoico (80).
1) LiOH ,) (IM), DME, t.a., 12 h )\'
o 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h
0 a) 9 9 9 9
BocHN - > BocHN™ Y Y COH
2b) MeOH (96%), t.a.,2 h TBDMSG
10i (82%) 80

Sometiendo 1.05 g (3.68 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (2R,4S5,5S)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2,7-dimetiloctanoico (10i) al procedimiento de
preparacion de 8k (pag. 112), se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:6), 1.26 g (3.02 mmoles, 82%) del acido (2R,4S5,5S)-
4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2,7-dimetiloctanoico (80), como

un sélido amorfo que no fue posible cristalizar. [a]o?: -28.3° (c 1.3, CHCL).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.08 (s, 6H, 2 x CH:Si); 0.89 (s, 9H, BuSi); 0.91 (s, 3H, CHs); 0.93 (s,
3H, CHs); 1.19 (d, 3H, J2ci=7.0 Hz, CHs); 1.26-1.40 (m, 3H, 2 x H-6 + H-7); 1.4 (s, 9H, ‘BuO); 1.55-1.94
(m, 2H, 2 x H-3); 2.50-2.70 (m, 1H, H-2); 3.68-3.75 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.58 (d, 1H, Jsn:=9.7 Hz, NH).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): -4.5 (CHs); -4.4 (CHs); 17.1 (CH); 18.0 (C); 22.2 (CHb); 23.1 (CHs);
24.8 (CHs); 25.9 (3 x CHz); 28.3 (3 x CHs); 35.9 (CH); 37.3 (CHz); 41.0 (CHy); 51.1 (CH); 71.8 (CH); 79.2
(C); 156.0 (CO); 181.2 (CO).

IR (v, cm™): 3255 (a, OH + NH); 3105 (a, OH + NH); 1712 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 418 (13, MH*); 318 (35, [M - CsH7O-]*); 28 (100).

Anadlisis elemental: calculado para C21HsNOsSi: C 60.39, H 10.38, N 3.35; encontrado C 60.41, H
10.59, N 3.37.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-azido-4-hidroxi-7-metil-2-(2-
metilprop-1-en-3-il)octanoico (34f).

(o] 0 a) LDA, THF, -78°C, 1 h (o] o
N3 > N3
b) H,C=C(CH;)CH,Br, -78 °C, 3 h /
28¢ (65%) 4 ’<

Partiendo de 1.15 g (5.83 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (4S,5S)-5-azido-
4-hidroxi-7-metiloctanoico (28c) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 34a (pag. 104), anadiendo 3-bromo-2-metilprop-1-eno en lugar de
acetona seca, se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna (acetato
de etilo/hexano 1:7), 0.95 g (3.79 mmoles, 65%) de la 1,4-lactona del acido (2R,4S5,5S)-
5-azido-4-hidroxi-7-metil-2-(2-metilprop-1-en-3-il)octanoico (34f), como un aceite
transparente. [a]p?: +27.2° (c 2.4, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.97 (d, 3H, J75=6.7 Hz, CHs); 0.98 (d, 3H, J2s=6.7 Hz, CHs); 1.42
(ddd, 1H, J56=4.9 Hz, Js=8.8 Hz, Js6=14.0 Hz, H-6); 1.66 (ddd, 1H, Js7=5.5 Hz, [56=9.7 Hz, Jos=14.0 Hz,
H-6); 1.75 (s, 3H, CHs); 1.78-1.89 (m, 1H, H-7); 2.07 (ddd, 1H, J25=7.0 Hz, J54=8.2 Hz, J35=13.4 Hz, H-3);
2.07-2.13 (m, 1H, H-alilo); 2.21 (ddd, 1H, J34=5.2 Hz, J.5=9.7 Hz, J55=13.4 Hz, H-3); 2.60 (dd, 1H, J=4.3
Hz, J=14.6 Hz, H-alilo); 2.88-3.00 (m, 1H, H-2); 3.35-3.42 (m, 1H, H-5); 4.48 (ddd, 1H, J45=4.0 Hz, [34=5.2
Hz, J;4=8.2 Hz, H-4); 4.75 (s, 1H, H-alilo); 4.85 (s, 1H, H-alilo).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHs); 21.8 (CHs); 22.9 (CHs); 24.7 (CH); 30.2 (CH.); 37.3
(CH); 38.9 (CH2); 39.3 (CHz); 63.0 (CH); 79.3 (CH); 112.9 (CHz); 141.9 (C); 178.5 (CO).

IR (6, cm): 2109 (f, Ns); 1778 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 252 (24, MH"); 224 (15, [MH - N2J*); 39 (100).

Analisis elemental: calculado para CisH21NsOz2: C 62.13, H 8.42, N 16.72; encontrado C 62.21, H 8.73,
N 16.45.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-
hidroxi-2-isobutil-7-metiloctanoico (10j).

(0) o H, (1 atm), Pd-C (10%), Boc,O (0) o
N » BocHN
_ AcOEt, t.a.,,5h /
’/< (89%) ’<
34f 10j

Haciendo reaccionar 0.89 (3.54 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,5S)-
5-azido-4-hidroxi-7-metil-2-(2-metilprop-1-en-3-il)octanoico (34f) con las condiciones
descritas para la preparacion de 10d (pag. 106), se obtuvieron tras purificacion por
cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:4), 1.03 g (3.15 mmoles, 89%) de
la 1,4-lactona del acido (2R,45,55)-5-(t-butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2-isobutil-7-
metiloctanoico (10j), como un soélido amorfo de color blanco que se cristalizé de una
mezcla de éter etilico y hexano dando cristales incoloros de p.f.: 129-131 °C. [a]o®: -
37.9° (c 1.9, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.88-0.96 (m, 12H, 4 x CHs); 1.29-1.75 (m, 6H, 2 x H-6 + H-7 + 3 x H-
Bu); 1.43 (s, 9H, ‘Bu); 1.95 (ddd, 1H, J23=7.3 Hz, [34=8.2 Hz, J33=13.1 Hz, H-3); 2.39 (ddd, 1H, J34+=4.9 Hz,
J23=9.7 Hz, [35=13.1 Hz, H-3); 2.60-2.72 (m, 1H, H-2) ; 3.79-3.90 (m, 1H, H-5); 4.36 (d, 1H, [5nu=9.7 Hz,
NH); 4.46-4.51 (m, 1H, H-4).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.2 (CHs); 21.7 (CHs); 22.9 (CHs); 22.9 (CHs); 24.6 (CH); 26.0
(CH); 28.2 (3 x CHs); 30.9 (CH2); 37.6 (CH); 40.4 (CH.); 41.7 (CHz); 51.6 (CH); 79.6 (C); 80.5 (CH); 156.0
(CO); 180.3 (CO).

IR (0, cm): 3334 (m, NH); 1764 (£, CO); 1681 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 328 (3, MH-); 272 (74, [M - C4H/]*); 228 (100, [M - CsH7O2]").

Analisis elemental: calculado para CisHssNOa: C 66.02, H 10.16, N 4.28; encontrado C 66.01, H 10.39,
N 4.17.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del acido (2R,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-2-isobutil-7-metiloctanoico (8p).
1) LiOH,q) (IM), DME, t.a., 12 h )\'
o 2a) CITBDMS, im, DMF, t.a., 15 h
0 a) 9 9 9 b
BocHN > BocHN” > ¢0H

/< 2b) MeOH (96%), t.a., 2 h TBDMSO =
10j (76%) 8p Y

Partiendo de 0.99 g (3.02 mmoles) de la 1,4-lactona del acido (2R,4S,55)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-2-isobutil-7-metiloctanoico (10j) y siguiendo el
procedimiento descrito para la preparacion de 8k (pag. 112), se obtuvieron tras
purificacion por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:6), 1.06 g (2.30
mmoles, 76%) del acido (2R,4S5,5S)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(¢-
butoxicarbonilamino)-2-isobutil-7-metiloctanoico (8p), como un solido amorfo que
no fue posible cristalizar. [a]p®: -16.2° (¢ 1.8, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.10 (s, 6H, 2 x CH3Si); 0.89-0.93 (m, 20H, 3 x CHs + 2 x H-Bu +
BuSi); 1.14-1.33 (m, 4H, CHs + H-Bu); 1.44-1.47 (m, 10H, H-7 + BuO); 1.57-1.87 (m, 4H, 2 x H-3 + 2 x
H-6); 2.51-2.66 (m, 1H, H-2); 3.53-3.71 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.55 (d, 1H, Jsx1=9.1 Hz, NH).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): -4.4 (2 x CHs); 18.0 (C); 22.0 (CHa); 22.1 (CHs); 23.1 (2 x CHs); 23.2
(CH); 24.8 (CH); 25.9 (3 x CHa); 28.4 (3 x CHs); 36.5 (CHz); 40.0 (CH); 40.7 (CH.); 41.5 (CHz); 51.4 (CH);
71.8 (CH); 79.5 (C); 156.2 (CO); 180.3 (CO).

IR (6, cm): 3252 (a, OH + NH); 3098 (a, OH + NH); 1715 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 460 (8, MH"); 360 (27, [M - CsH-Oz2]*); 28 (100).

Analisis elemental: calculado para CasHwNOsSi: C 62.70, H 10.74, N 3.05; encontrado C 62.49, H
11.11, N 2.93.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 1,2:5,6-di-O-isopropiliden-3-O-(S-metilditiocarbonato)-a-D-
glucofuranosa (57).

(0] 0]
>< a) NaH, im, THF, t.a., 20 min ><
W ---|IIO - o\\\\" ~-|IIIO
/ k b) CS,, t.a., 30 min S / )(
',// "///
HO o ¢) Mel, t.a., 15 min \S>\\ 0 0
49 57

En un matraz de fondo redondo de 250 mL conectado a una linea de argdn, se
introdujeron 2.31 g (57.81 mmoles, 1.5 eq) de hidruro sddico (dispersion del 60% en
aceite mineral), 0.01 g (0.15 mmoles, 0.004 eq) de imidazol y 75 mL de
tetrahidrofurano seco. Sobre esta suspension agitada se afiadié una disolucion de
10.03 g (38.54 mmoles) de diaceton-D-glucosa (49) en 75 mL de THF seco,
continuando la agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después se
anadieron 7.0 mL (115.56 mmoles, 3.0 eq) de disulfuro de carbono y tras agitarla
nueva mezcla durante 30 minutos, se anadieron 4.1 mL (65.54 mmoles, 1.7 eq) de
yoduro de metilo, continuando la agitacion 15 minutos mds. A continuacion se
anadieron 2.0 mL de acido acético glacial y la suspension resultante se filtré sobre
celita. Una vez concentrados a sequedad los liquidos filtrados, el semisdlido
obtenido se disolvio en 100 ml de éter etilico, obteniendo una suspension que se
tiltr6 de nuevo sobre celita. Los liquidos filtrados se lavaron con disolucion acuosa
saturada de bicarbonato sodico (3 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL), se secaron
con sulfato sdédico anhidro y se concentraron a sequedad, obteniéndose un aceite
oscuro espectroscopicamente puro, que se identific6 como la 1,2:5,6-di-O-
isopropiliden-3-O-(S-metilditiocarbonato)-a-D-glucofuranosa (57) y se utilizo en la

siguiente reaccion sin purificacion adicional. [a]o®: -28.0° (c 1.0, CHCls).

RMN-H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.33 (s, 3H, CHa); 1.42 (s, 3H, CHa); 1.54 (s, 3H,
CHs); 2.59 (s, 3H, SCHa); 4.03-4.14 (m, 2H, 2 x H-6); 4.26-4.36 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.68 (d, 1H, J1=4.0
Hz, H-2); 5.90-5.93 (m, 2H, H-1 + H-3).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 19.3 (CHs); 25.2 (CHs); 26.2 (CHs); 26.6 (CHa); 26.8 (CHs); 66.9
(CHa); 72.3 (CH); 79.7 (CH); 82.7 (CH); 84.2 (CH); 105.0 (CH); 109.3 (C); 112.4 (C); 214.7 (C=S).

IR (, cm): 1077 (f, C=S).
EM-IQ (m/z, %): 335 (7, [M - CHs]*); 303 (15, [M - SCH3]*); 101 (100, [C5HsO2]").
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 3-desoxi-1,2:5,6-di-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (50).

o)

H"Bu;Sn, tolueno, ref., 10 h ><
> o"

(77% desde 49)

'-llllo

"’// o)(

50

En un matraz de fondo redondo de 500 mL acoplado a un refrigerante y
conectado a una linea de argodn, se disolvieron 15.14 g (38.54 mmoles) de la 1,2:5,6-di-
O-isopropiliden-3-O-(S-metilditiocarbonato)-o-D-glucofuranosa (57) en 350 mL de
tolueno seco y dicha disolucion se desoxigend por burbujeo de argoén a temperatura
ambiente. Se afiadieron a continuacién 16.0 mL (57.81 mmoles, 1.5 eq) de hidruro de
tributilestano y la mezcla se refluy6 bajo atmosfera de argdn durante 10 horas. Una
vez concluida la reaccidn, se concentr6 el tolueno en el rotavapor y el residuo
obtenido se disolvié en 100 ml de hexano y se filtro sobre silicagel de capa fina, que
se lavo con 200 ml de una disolucion de acetato de etilo/hexano 1:9. Los liquidos del
filtrado reunidos se concentraron a sequedad en el rotavapor, obteniéndose un aceite
naranja que se destilé en un horno de bolas (p.eb.: 120 °C; 5 mm Hg) para dar 7.22 g
(29.54 mmoles, 77% desde 49) de la 3-desoxi-1,2:5,6-di-O-isopropiliden-a-D-

glucofuranosa (50), como un aceite transparente. [a]o®: -8.2° (¢ 0.9, CHCL).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.35 (s, 3H, CHs); 1.42 (s, 3H, CHa); 1.51 (s, 3H,
CHs); 1.71-1.83 (m, 1H, H-3); 2.20 (dd, 1H, J34=4.1 Hz, J3:=13.3 Hz, H-3); 3.78-3.86 (m, 1H, H-6); 4.07-
4.20 (m, 3H, H-6 + H-5 + H-4); 4.72-4.76 (m, 1H, H-2); 5.81 (d, 1H, J12=3.8 Hz, H-1).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 24.9 (CHs); 25.9 (CHs); 26.2 (CHs); 26.5 (CHs); 35.0 (CHz); 66.9
(CHa); 76.6 (CH); 78.4 (CH); 80.2 (CH); 105.4 (CH); 109.3 (C); 111.0 (C).

EM-IQ (m/z, %): 245 (71, MH"); 229 (74, [M - CHs]"); 187 (100, [M - CsH50]").
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (58).

MeOH, H,0, AcOH 0

50°C,12h

(79%) 58

En un matraz de fondo redondo de 100 mL acoplado a un refrigerante, se
disolvieron 4.01 g (16.42 mmoles) de la 3-desoxi-1,2:5,6-di-O-isopropiliden-a-D-
glucofuranosa (50) en 60 mL de una mezcla de metanol, acido acético y agua (1:1:1) y
la disolucion resultante se calentd a 50 °C durante 12 horas. Al cabo de este tiempo,
se observo por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 3:2) la desaparicion del producto de
partida y se evaporo el disolvente en el rotavapor. Tras tres coevaporaciones con
porciones de 20 mL de tolueno, el crudo de reaccion se purifico por cristalizacion en
una mezcla de diclorometano y hexano, obteniéndose 2.66 g (13.01 mmoles, 79%) de
la 3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (58), como un sélido blanco (p.f.:
78-80 °C). [a]p*: -6.8° (c 0.5, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.51 (s, 3H, CHs); 1.85 (ddd, 1H, J25=4.4 Hz,
J55=10.7 Hz, J55=13.5 Hz, H-3); 2.07 (dd, 1H, J3+=4.4 Hz, J55=13.5 Hz, H-3); 2.50 (sa, 2H, 2 x OH); 3.59
(dd, 1H, J56=6.6 Hz, Jsc=11.3 Hz, H-6); 3.72 (dd, 1H, J56=3.6 Hz, Jss=11.3 Hz, H-6); 3.89-3.95 (m, 1H, H-
5); 4.22 (dt, 1H, Js4=Ja5=4.4 Hz, J54=10.7 Hz, H-4); 4.76 (dd, 1H, ]12=3.8 Hz, J25=4.4 Hz, H-2); 5.81 (d, 1H,
J12=3.8 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHs); 26.6 (CHs); 33.6 (CHz); 63.5 (CHz); 72.1 (CH); 78.4
(CH); 80.5 (CH); 105.1 (CH); 111.2 (C).

IR (U, cm™): 3420 (a, OH).
EM-IQ (m/z, %): 205 (3, MH*); 187 (6, [M - OHJ*); 147 (36, [M - CsHs0]*); 59 (100, [CsH-OJ*).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de 1la  3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-6-O-(p-toluensulfonil)-a-D-
glucofuranosa (59).

HO TsO

TsCl, pi, -20 °C, 12 h A
...|||o > HO\\

)( (69%)
//0

HO"

58

En un matraz de fondo redondo de 25 mL conectado a una linea de argodn, se
disolvieron 0.22 g (1.08 mmoles) de la 3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-
glucofuranosa (58) en 4 mL de piridina seca. La disolucion resultante se enfrio a -20
°C y se le anadieron 0.23 g (1.19 mmoles, 1.1 eq) de cloruro de p-toluensulfonilo
disuelto en 1 mL de piridina seca, continuando la agitacién a dicha temperatura
durante 12 horas, en que se observd por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 3:2) la
desaparicion del producto de partida. Se afiadieron entonces 10 mL de disolucién
acuosa saturada de sulfato de cobre, se extrajo la mezcla con diclorometano (4 x 15
mL) y los extractos organicos reunidos se lavaron con disolucion acuosa saturada de
sulfato de cobre (2 x 50 mL) y agua destilada (2 x 50 mL), se secaron con sulfato
sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad. El residuo resultante se
purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1.2:1), para dar 0.27 g
(0.75 mmoles, 69%) de la 3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-6-O-(p-toluensulfonil)-a-D-

glucofuranosa (59), como un aceite naranja. [a]o®: -4.0° (c 1.1, CHCL).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 1.30 (s, 3H, CHs); 148 (s, 3H, CHs); 1.79 (ddd, 1H, J2=4.5 Hz,
J54=10.7 Hz, J35=13.5 Hz, H-3); 2.09 (dd, 1H, J34=4.4 Hz, J55=13.5 Hz, H-3); 2.45 (s, 3H, CHs); 2.69 (d, 1H,
Js0n=2.8 Hz, OH); 3.96-4.02 (m, 2H, 2 x H-6); 4.08-4.19 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.71-4.74 (m, 1H, H-2); 5.76
(d, 1H, J12=3.5 Hz, H-1); 7.36 (d, 2H, J=8.5 Hz, 2 x H-Ph), 7.80 (d, 2H, J=8.2 Hz, 2 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.6 (CHs); 26.0 (CHs); 26.7 (CHs); 34.2 (CHz); 70.2 (CH); 71.1
(CH>); 77.5 (CH); 80.4 (CH); 105.3 (CH); 111.4 (C); 127.9 (2 x CH); 129.9 (2 x CH); 132.3 (C); 145.1 (C).

IR (v, cm™): 3478 (a, OH).

EM-1Q (m/z, %): 359 (19, MH); 343 (28, [M - CH:]*); 301 (82, [M - CsHsOJ*); 187 (55, [M - TsOJ*); 111
(100).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 5,6-anhidro-3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa
(51).

TsO

K2C03, MeOH, t.a., 2h
..-lllo >

)( (96%)
//0

59 51

Q)

“a, O)(

En un matraz de fondo redondo de 250 mL conectado a una linea de argon, se

HO'

disolvieron 0.70 g (1.94 mmoles) de la 3-desoxi-1,2-O-isopropiliden-6-O-(p-
toluensulfonil)-a-D-glucofuranosa (59) en 90 mL de metanol seco y a esta disolucion
se le afiadieron 0.67 g (4.85 mmoles, 2.5 eq) de carbonato potasico anhidro. La mezcla
resultante se agitd bajo atmosfera de argon a temperatura ambiente durante 2 horas,
observando por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 2:1) la desaparicion del producto de
partida. Se anadieron entonces 30 mL de agua y se evapord el metanol en el
rotavapor. La fase acuosa se extrajo con diclorometano (4 x 30 mL) y las fases
organicas reunidas se secaron con sulfato sddico anhidro y se concentraron a
sequedad, obteniéndose 0.35 g (1.86 mmoles, 96%) de la 5,6-anhidro-3-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (51), como un aceite naranja, que se utilizé en la

siguiente reaccion sin purificacion adicional. [a]p?: -19.7° (c 1.3, CHCL).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHs); 1.66-1.77 (m, 1H, H-3); 2.06 (dd,
1H, Js4=4.4 Hz, J55=13.2 Hz, H-3); 2.59-2.62 (m, 1H, H-6); 2.80-2.85 (m, 1H, H-6); 3.13-3.17 (m, 1H, H-5);
4.17-4.25 (m, 1H, H-4); 4.73-4.77 (m, 1H, H-2); 5.84 (d, 1H, [1.=3.8 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHs); 26.6 (CHs); 34.0 (CHa); 44.9 (CHz); 51.4 (CH); 77.7
(CH); 80.1 (CH); 105.3 (CH); 111.1 (C).

EM-IQ (m/z, %): 187 (4, MH?*); 129 (23, [M - CsH50]*); 59 (100, [CsH-O]*).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa
(52a).

Oun,.! o CyMgCl, Cul, THF, 0 °C, 1 h
~Q 3

)( (78%)
//O

51 52a

~Q

iy Ok

HO™

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se prepard, bajo atmosfera de
argon, una disoluciéon con 0.46 g (2.48 mmoles) de la 5,6-anhidro-3-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (51) y 0.02 g (0.124 mmoles, 0.05 eq) de yoduro de
cobre (I) en 15 mL de tetrahidrofurano seco. Sobre esta disolucién, enfriada a 0 °C, se
anadieron 1.85 mL (3.70 mmoles, 1.4 eq) de disolucion 2.0 M en éter etilico de cloruro
de ciclohexilmagnesio, manteniendo la agitacion a 0 °C durante 1 hora. Después se
anadieron 10 mL de disolucion acuosa saturada de cloruro amoénico y se elimind el
tetrahidrofurano en el rotavapor. A continuacién se afiadieron 20 mL mas de
disolucion acuosa saturada de cloruro amonico y la fase acuosa obtenida se extrajo
con diclorometano (4 x 30 mL). Los extractos organicos reunidos se secaron con
sulfato sddico anhidro y se concentraron a sequedad, para dar un crudo de reaccién
que por cristalizacién en una mezcla de éter etilico y hexano permitié obtener 0.52 g
(1.92 mmoles, 78%) de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-a-D-
glucofuranosa (52a) como un solido blanco (p.f.: 127-128 °C). [a]p®: -4.5° (c 0.4,
CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.76-1.05 (m, 2H, 2 x Cy-H); 1.06-1.29 (m, 5H, 5 x Cy-H); 1.32 (s,
3H, CHs); 1.41-1.51 (m, 4H, CHs + Cy-H); 1.59-1.92 (m, 7H, 3 x Cy-H + 2 x H-6 + 2 x H-3); 2.12 (sa, 1H,
OH); 4.02-4.18 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.72-4.76 (m, 1H, H-2); 5.81 (d, 1H, J12=3.7 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHs + CHz); 26.2 (CHz); 26.5 (CHz); 26.7 (CHs); 30.9 (CH);
32.5 (CHz); 33.8 (CH); 34.2 (CH-); 40.0 (CH2); 67.3 (CH); 80.5 (CH); 81.3 (CH); 105.1 (CH); 111.0 (C).

IR (U, cm™): 3494 (a, OH).

EM-IQ (m/z, %): 271 (28, MH*); 255 (22, [M - CHzs]*); 253 (20, [M - OH]J*); 213 (100, [M - CsHs0]*); 195
(99, [M - GH7O2]*).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-O-
metanosulfonil-a-D-glucofuranosa (60a).

MsCl, piridina, 0 °C, 5 h o
S

o )(

52a 60a

(89%)

Partiendo de 0.70 g (2.61 mmoles) de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (52a) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 41a (pag. 100), se obtuvieron tras cristalizacion en una mezcla de éter
etilico y hexano, 0.81 g (2.23 mmoles, 89%) de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-5-O-metanosulfonil-a-D-glucofuranosa (60a), como un sdlido blanco
de p.f. 87-89 °C. [a]p®: -15.8° (c 1.1, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.76-1.04 (m, 2H, 2 x Cy-H); 1.33 (s, 3H, CHs); 1.09-1.76 (m, 10H, 9 x
Cy-H + H-6); 1.52 (s, 3H, CHs); 1.81-1.96 (m, 2H, H-3 + H-6); 2.07 (dd, 1H, J34=4.6 Hz, J35=13.1 Hz, H-3);
3.04 (s, 3H, CHs); 4.28 (ddd, 1H, J15=2.7 Hz, J54=4.6 Hz, 54=10.7 Hz, H-4); 4.74-4.78 (m, 1H, H-2); 4.98-
5.04 (m, 1H, H-5); 5.78 (d, 1H, J1=3.7 Hz, H-1).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.7 (CHz); 25.9 (CH: + CHs); 26.2 (CHa); 26.6 (CHa); 32.0 (CHa);
32.3 (CH>); 33.2 (CH); 33.6 (CH2); 38.5 (CHs); 39.3 (CHa); 78.9 (CH); 79.8 (CH); 79.9 (CH); 104.9 (CH);
111.4 (C).

EM-IQ (m/z, %): 347 (1, [M - H]*); 253 (49, [M - CH3SOs]*); 17 (100).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-B-L-
idofuranosa (53a).

NaN;, DMF, 80 °C, 12 h o
,...||O » N3 '-llllo

k (86%) )(
//O //O

60a 53a

Partiendo de 0.70 g (2.02 mmoles) de la 6-ciclohexil-3,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-5-O-metanosulfonil-a-D-glucofuranosa  (60a) y siguiendo el
procedimiento descrito para la preparacion de 28b (pag. 102), se obtuvieron tras
purificacion por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:8), 0.51 g (1.73
mmoles, 86 %) de la 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-{3-L-

idofuranosa (53a), como un aceite amarillo. [a]p?: -68.2° (c 1.0, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.77-1.07 (m, 2H, 2 x Cy-H); 1.11-1.38 (m, 4H, 4 x Cy-H); 1.32 (s,
3H, CHa); 1.48-1.85 (m, 8H, 5 x Cy-H + 2 x H-6 + H-3); 1.51 (s, 3H, CHa); 2.06 (dd, 1H, J3:=4.6 Hz,
J55=13.4 Hz, H-3); 3.21-3.28 (m, 1H, H-5); 4.18-4.26 (m, 1H, H-4); 4.73-4.77 (m, 1H, H-2); 5.84 (d, 1H,
J12=3.7 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHz); 26.2 (CHs); 26.2 (CHz); 26.4 (CHz); 26.8 (CHz); 32.3
(CHa); 33.9 (CHa); 34.2 (CH); 35.8 (CHa); 38.4 (CHz); 61.0 (CH); 80.3 (CH); 80.7 (CH); 105.4 (CH); 111.4
©.

IR (©, cm): 2107 (f, Ns).
EM-IQ (m/z, %): 296 (3, MH?); 268 (18, [MH - N2J*); 59 (55, [CsH-O]*); 17 (100).

Analisis elemental: calculado para CisH2sN30s: C 60.99, H 8.53, N 14.23; encontrado C 61.00, H 8.23,
N 14.04.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-L-iditol
(54a).

1) AcOH,) (80%), 60 °C, 20 h

2) NaBH,, EtOH, t.a., 8 h

[o) v
N3 “MQ " 3) Me;C(OMe),, PTSA, acetona, t.a., 24 h N Y Y o
S 5% oH oo\
53a 54a

En un matraz de fondo redondo de 50 mL conectado a un refrigerante, una
disolucion de 0.49 g (1.65 mmoles) de la 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-
isopropiliden-B-L-idofuranosa (53a) en 25 mL de acido acético acuoso al 80% se
calent6 a 60 °C durante 20 horas. Tras eliminar el dcido acético en el rotavapor, se
hicieron tres coevaporaciones con 10 mL de tolueno cada una, completando el
secado del crudo en la linea de vacio. El residuo se disolvié en 40 mL de etanol
absoluto, se enfrié a 0 °C y se le aniadieron en cinco porciones 0.25 g (6.60 mmoles,
4.0 eq) de borohidruro sodico, dejando llegar a continuacion el contenido del matraz
de reaccion a temperatura ambiente. Tras 8 horas de reaccion, se neutraliz6 la mezcla
obtenida con HCI 1 M y se concentro el etanol en el rotavapor. El residuo obtenido se
disolvio con 30 mL de disolucion acuosa saturada de cloruro sodico y se extrajo con
acetato de etilo (4 x 30 mL). Las fases orgdnicas reunidas se secaron con sulfato
sodico anhidro y se concentraron en el rotavapor, completando su secado en la linea
de vacio. El residuo asi obtenido se disolvié en 30 mL de acetona y 45 mL de 2,2-
dimetoxipropano y se afadieron 1.0 g de sulfato de cobre anhidro y 0.03 g (0.16
mmoles, 0.1 eq) de acido p-toluensulfénico monohidratado. La suspension obtenida
se agitd a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de argon, durante 24 horas y a
continuacién se neutralizd con disolucidn acuosa saturada de bicarbonato sddico. La
suspension resultante se filtr6 y los liquidos filtrados se concentraron a sequedad,
obteniéndose un residuo que se disolvié en 30 ml de agua y se extrajo con
diclorometano (4 x 30 mL). Las fases organicas reunidas se secaron con sulfato
sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad. El crudo de reaccién
resultante se purifico por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:8),
obteniéndose 0.29 g (0.97 mmoles, 59%) del 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-
isopropiliden-L-iditol (54a), como un aceite amarillo. [a]po: -11.2° (¢ 0.5, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.83-1.03 (m, 2H, 2 x Cy-H); 1.11-1.30 (m, 3H, 3 x Cy-H); 1.36 (s,
3H, CHa); 1.43 (s, 3H, CHa); 1.46-1.90 (m, 10H, 6 x Cy-H + 2 x H-3 + 2 x H-6); 3.21-3.27 (m, 1H, H-5);
3.36 (d, 1H, Json=1.8 Hz, OH); 3.56-3.62 (m, 1H, H-1); 3.78-3.88 (m, 1H, H-4); 4.11 (dd, 1H, J1=6.1 Hz,
J11=7.9 Hz, H-1); 4.24-4.34 (m, 1H, H-2).
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Parte Experimental

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.5 (CHa); 25.9 (CHz); 26.1 (CHz); 26.3 (CHz); 26.7 (CHa); 32.4

(CHy); 33.8 (CH2); 34.2 (CH); 37.0 (CH2); 37.3 (CH>); 63.2 (CH); 69.4 (CH2); 73.2 (CH); 75.1 (CH); 109.4
©).

IR (U, cm™): 3478 (a, OH); 2107 (f, Ns).
EM-IQ (m/z, %): 290 (1, MH*); 262 (2, [MH - N2]*); 59 (100, [CsH-OJ*).

Analisis elemental: calculado para CisHN3Os: C 60.58, H 9.15, N 14.13; encontrado C 60.21, H 8.76,
N 14.25.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-
isopropiliden-L-iditol (63a).

a) NaH, "Bu,NI, THF, 0 °C, 10 min

'
N7~ Y Y o b) BnBr, 50 °C,3 h Ny~ Y Y o
OH o#\ 96%) OBn 0~$
54a 63a

En un matraz de fondo redondo de 10 mL, conectado a una linea de argdn, se
introdujeron 0.04 g (1.00 mmoles, 1.3 eq) de hidruro sodico (dispersion del 60% en
aceite mineral) y se lavaron con hexano seco (3 x 1 mL) para retirar el aceite mineral.
A continuacion se anadieron 0.003 g (0.008 mmoles, 0.01 eq) de yoduro de
tetrabutilamonio y 2 mL de THF seco. Sobre esta suspension, enfriada a 0 °C, se
adiciondé una disolucién de 0.23 g (0.80 mmoles) del 5-azido-6-ciclohexil-3,5,6-
tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-L-iditol (54a) en 2 mL de tetrahidrofurano seco,
continuando la agitacion a esta temperatura durante 10 minutos y dejando luego
llegar la reaccion a temperatura ambiente, momento en el cual se afiadieron 0.11 mL
(0.88 mmoles, 1.1 eq) de bromuro de bencilo y la mezcla resultante se calent6 a 50 °C
durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo, se afiadié 1 mL de metanol y se agit6 la
reaccion 2 horas mas. Una vez fria se filtré la suspension resultante a través de celita,
los liquidos filtrados se concentraron a sequedad y el residuo resultante se disolvid
en 10 mL de diclorometano, se lavé con agua destilada (2 x 10 mL), se secd con
sulfato sodico anhidro, se filtré y se concentrd a sequedad. Se obtuvo asi un crudo
que, tras purificacion cromatografica (acetato de etilo/hexano 1:10) rindi6 0.30 g (0.77
mmoles, 96%) del 5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-
L-iditol (63a), como un aceite amarillo. [a]p?®: -21.7° (c 1.4, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.76-1.01 (m, 3H, 3 x Cy-H); 1.09-1.53 (m, 3H, 3 x Cy-H); 1.32 (s,
3H, CHs); 1.40 (s, 3H, CHs); 1.60-1.96 (m, 9H, 5 x Cy-H + 2 x H-3 + 2 x H-6); 3.42-3.54 (m, 3H, H-1 + H-4
+ H-5); 3.95 (dd, 1H, J12=5.8 Hz, J11=7.9 Hz, H-1); 4.11-4.21 (m, 1H, H-2); 454 (d, 1H, J=11.7 Hz, CHa-
Ph); 4.60 (d, 1H, J=11.7 Hz, CH2-Ph); 7.23-7.35 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.5 (CHs); 25.9 (CH2); 26.1 (CHz); 26.4 (CHa); 26.8 (CHs); 32.2
(CH>); 33.8 (CHz); 34.1 (CH2); 34.3 (CH); 37.2 (CHz); 61.0 (CH); 69.4 (CHz); 71.9 (CHz); 72.4 (CH); 78.6
(CH); 108.7 (C); 127.6 (CH); 127.7 (2 x CH); 128.2 (2 x CH); 137.8 (C).

IR (5, cm): 2126 (£, Ns).
EM-IQ (m/z, %): 388 (7, MH"); 360 (54, [MH - N2J*); 42 (100).

Analisis elemental: calculado para C2HssNsOs: C 68.19, H 8.58, N 10.84; encontrado C 68.49, H 8.50,
N 10.78.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-L-iditol (64a).

MeOH, H,0, AcOH, 50 °C, 12 h

Ny Y7 " o (95%) Ny~ > > OH
OBn 6%\ OBn OH
63a 64a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disolvieron 0.30 g (0.77 mmoles)
del 5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-1,2-O-isopropiliden-L-iditol (63a)
en 4 mL de una mezcla de metanol, acido acético y agua (1:1:1) y la disolucion
resultante se calento a 50 °C durante 12 horas. Una vez transcurrido dicho tiempo, el
disolvente se elimind en el rotavapor y el residuo se sometio6 a tres coevaporaciones
con 2 mL de tolueno cada una. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:1.2), obteniéndose 0.25 g (0.73 mmoles, 95%) del
5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-L-iditol (64a), como un aceite naranja.
[a]p?: -37.0° (c 0.8, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.73-1.00 (m, 2H, 2 x Cy-H); 1.09-1.54 (m, 6H, 6 x Cy-H), 1.60-1.80
(m, 7H, 3 x Cy-H + 2 x H-3 + 2 x H-6); 3.19-3.82 (m, 7H, 2 x OH + 2 x H-1 + H-2 + H-4 + H-5); 4.58 (s,
2H, CH»-Ph); 7.27-7.36 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.8 (CHz); 26.1 (CH); 26.3 (CHz); 32.2 (CHa); 33.3 (CHy); 33.8
(CHa); 34.3 (CH); 36.8 (CHz); 60.7 (CH); 66.5 (CHz); 70.0 (CH); 72.3 (CHz); 79.7 (CH); 127.8 (2 x CH);
127.8 (CH); 128.4 (2 x CH); 137.3 (C).

IR (¥, cm): 3392 (a, OH); 2105 (f, N).
EM-IQ (m/z, %): 348 (6, MH*); 320 (51, [MH - N2]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CisH2oN30s: C 65.68, H 8.41, N 12.09; encontrado C 66.06, H 8.54,
N 12.13.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del (5S,65)-6-azido-5-benciloxi-7-ciclohexil-2-metilhept-2-eno (56a).

1) NalOy, EtOH ) (90%), t.a., 3 h

> /\/\/k
Ny~ > >"OH 2) Ph;P=C(CHy),, THF, 0°C,22h N =

OBn OH

(57%)
64a 56a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disolvieron 0.25 g (0.73 mmoles)
del 5-azido-4-O-bencil-6-ciclohexil-3,5,6-tridesoxi-L-iditol (64a) en 6 mL etanol
acuoso al 90%, se anadieron en cinco porciones 0.24 g (1.10 mmoles, 1.5 eq) de
metaperyodato sddico y la suspension resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 3 horas. Después se anadieron 5 mL de diclorometano, se filtro la
suspension resultante y se concentraron a sequedad los liquidos filtrados. El crudo
obtenido se secd en la linea de vacio y luego se disolvid bajo atmosfera de argdn en 2
mL de tetrahidrofurano seco. A la disolucion enfriada a 0 °C se le afiadieron 1.9 mL
(0.95 mmoles, 1.3 eq) de disolucion 0.5 M del iluro de isopropiltrifenilfosfonio recién
preparada [afiadiendo en un matraz de 25 mL, bajo atmodsfera de argon, 0.64 mL (1.02
mmoles, 1.07 eq) de disolucion 1.6 M en hexano de n-butillitio sobre una suspension de 0.39
g (0.95 mmoles) de yoduro de isopropiltrifenilfosfonio en 1.2 mL de tetrahidrofurano seco y
agitando la mezcla durante 3 horas a temperatura ambiente]. La mezcla de reaccion se
agito a 0 °C durante 22 horas, luego se anadieron 3 mL de agua, el tetrahidrofurano
se elimind en el rotavapor y la fase acuosa se extrajo con éter etilico (4 x 3 mL). Los
extractos organicos reunidos se lavaron con agua (2 x 10 mL), se secaron con sulfato
sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad. Se obtuvo asi un residuo
que se purific6 por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:50),
obteniéndose 0.14 g (0.42 mmoles, 57%) del (55,6S5)-6-azido-5-benciloxi-7-ciclohexil-
2-metilhept-2-eno (56a), como un aceite transparente. [a]o?: -5.5° (c 0.4, CHCls).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.72-1.67 (m, 13H, 11 x Cy-H + 2 x H-7); 1.63 (s, 3H, CHs); 1.71 (s,
3H, CHs); 2.29-2.39 (m, 2H, 2 x H-4); 3.28-3.39 (m, 2H, H-5 + H-6); 4.53 (d, 1H, =117 Hz, CH:-Ph); 4.67
(d, 1H, J=11.7 Hz, CHz-Ph); 5.07-5.16 (m, 1H, H-3); 7.25-7.36 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 17.9 (CHs); 25.8 (CHs); 26.0 (CHz); 26.2 (CHz); 26.5 (CHa); 29.6
(CH); 32.4 (CHa); 33.8 (CHa); 34.3 (CH); 37.7 (CH2); 61.3 (CH); 72.1 (CHz); 81.3 (CH); 119.2 (CH); 127.6
(CH); 127.8 (2 x CH); 128.3 (2 x CH); 134.3 (C); 138.3 (C).

IR (0, cm): 2104 (f, N3).
EM (m/z, %): 342 (3, MH"); 314 (16, [MH - N2J*); 107 (100, [PhCH20[").

Analisis elemental: calculado para C2iHsaiNsO: C 73.86, H 9.15, N 12.30; encontrado C 74.28, H 8.90, N
12.64.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del (5S,65)-6-amino-7-ciclohexil-2-metilheptan-5-ol (9a).

H, (1 atm), Pd-C (10%)

N3 = MeOH, t.a., 30h H2N

6Bn (97‘%) OH

56a 9a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL a una disolucién desoxigenada de
0.14 g (0.42 mmoles) del (55,6S)-6-azido-5-benciloxi-7-ciclohexil-2-metilhept-2-eno
(56a) en 4 mL de metanol se le anadieron 0.28 g (20% en peso de paladio) de paladio
sobre carbono activo del 10%, y la mezcla, una vez purgada con hidrogeno, se agitd
bajo una presion de hidrégeno de 1 atmdsfera a temperatura ambiente durante 30
horas. La mezcla de reaccidn se filtr6 luego a través de celita y el liquido filtrado se
concentro a sequedad en el rotavapor, obteniéndose 0.09g (0.40 mmoles, 97%) del
(5S,65)-6-amino-7-ciclohexil-2-metilheptan-5-ol (9a), como un aceite transparente

espectroscopicamente puro. [a]o?: -30.7° (¢ 0.8, CHCs).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.78-1.03 (m, 6H, 2 x CHzs); 1.07-1.84 (m, 18H, 11 x Cy-H + H-2 + 2 x
H-3+2xH-4+2x H-7); 2.51-2.79 (m, 1H, H-6); 3.07-3.25 (m, 3H, NH2 + H-5).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 22.6 (CHs); 22.9 (CHs); 26.3 (CHz); 26.5 (CHa); 26.6 (CHa); 28.3
(CH); 29.8 (CHa); 32.6 (CHz); 34.4 (CH); 34.6 (CHa); 35.0 (CH.); 43.7 (CHz); 52.4 (CH); 80.6 (CH).

IR (0, cm): 3358 (a, OH + NHa).
EM-IQ (m/z, %): 228 (5, MH"); 210 (7, [M - OHJ*); 41 (100).

Analisis elemental: calculado para C1aH2NO: C 73.95, H 12.85, N 6.16; encontrado C 73.84, H 12.55, N
6.31.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 3,6-didesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa
(52b).

O o ‘PrMgCl, Cul, THF, 0 °C, 1 h
~-||||o »

HO'
)( (77%)
//O

51 52b

~nQ

"’// 0)(

Partiendo de 046 g (248 mmoles) de la 5,6-anhidro-3-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (51) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 52a (pag. 152), se obtuvieron tras purificacién por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:3), 0.44 g (1.91 mmoles, 77%) de la 3,6-didesoxi-6-
isopropil-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (52b), como un aceite transparente.
[a]p: -10.9° (c 0.9, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.90-0.96 (m, 6H, 2 x CHs); 1.07-1.18 (m, 1H, H-6); 1.25-1.38 (m, 1H,
H-6); 1.32 (s, 3H, CHa); 1.51 (s, 3H, CHs); 1.77-1.85 (m, 1H, H-7); 1.88-1.92 (m, 2H, 2 x H-3); 2.16 (sa,
1H, OH); 3.99-4.06 (m, 1H, H-5); 4.12-4.19 (m, 1H, H-4); 4.72-4.76 (m, 1H, H-2); 5.80 (d, 1H, J12=3.8 Hz,
H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.8 (CHs); 23.4 (CHs); 24.5 (CH); 26.1 (CHs); 26.7 (CHa); 31.0
(CHb); 41.3 (CHz); 68.0 (CH); 80.5 (CH); 81.3 (CH); 105.1 (CH); 111.1 (C).

IR (0, cm): 3493 (a, OH).
EM-IQ (m/z, %): 187 (4, [M - C:Hr]%); 59 (100, [CsH/OT).

- 168 -



Parte Experimental

---nlo

"""ok / (

) L

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

1.0 0.0
< o 009 ® o NT 1Y
= R S ITSQ88IRI
[ N
\ [
\
vﬂwwwmmmmwm
‘ I I ‘ I I ‘ I ‘ I I I I ‘ I |
200 150 100 50 (4

-169 -



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 3,6-didesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-5-O-
metanosulfonil-a-D-glucofuranosa (60b).

MsCl, piridina, 0 °C,5 h
~-Q -

k (99%)
)

52b 60b

Partiendo de 0.53 g (2.32 mmoles) de la 3,6-didesoxi-6-isopropil-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (52b) y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de 41a (pag. 100), se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en
columna (acetato de etilo/hexano 1:3), 0.70 g (2.30 mmoles, 99%) de la 3,6-didesoxi-6-
isopropil-1,2-O-isopropiliden-5-O-metanosulfonil-a-D-glucofuranosa (60b), como un
aceite transparente. [o]p?: -23.8° (c 1.2, CHCls).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 0.96 (d, 6H, J=6.9 Hz, 2 x CHs); 1.25-1.38 (m, 1H, H-6); 1.33 (s, 3H,
CHs); 1.51 (s, 3H, CHs); 1.57-1.96 (m, 3H, H-3 + H-6 + H-7); 2.07 (dd, 1H, J5+=4.7 Hz, J55=13.2 Hz, H-3);
3.05 (s, 3H, CHs); 4.28 (ddd, 1H, J15=2.8 Hz, J34=4.7 Hz, [3:=10.7 Hz, H-4); 4.75-4.78 (m, 1H, H-2); 4.96-
5.02 (m, 1H, H-5); 5.78 (d, 1H, J12=3.8 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHs); 23.1 (CHs); 24.1 (CH); 26.0 (CHs); 26.7 (CHa); 32.1
(CHa); 38.6 (CHs); 40.9 (CH); 79.0 (CH); 80.0 (CH); 80.5 (CH); 105.0 (CH); 111.5 (C).

EM-IQ (m/z, %): 309 (1, MH?*); 213 (62, [M - CH3SO5]*); 30 (100).
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion de la 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-pB-L-
idofuranosa (53b).

NaN;, DMF, 80 °C, 12 h o .
v N o

92%) o I
//0

60b 53b

Partiendo de 0.76 g (2.47 mmoles) de la 3,6-didesoxi-6-isopropil-1,2-O-
isopropiliden-5-O-metanosulfonil-a-D-glucofuranosa  (60b) y  siguiendo el
procedimiento descrito para la preparacion de 28b (pag. 102), se obtuvieron tras
purificacién por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:11), 0.58 g (2.27
mmoles, 92 %) de la 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-3-L-

idofuranosa (53b), como un aceite amarillo. [a]p?: -46.8° (c 1.5, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.92-0.97 (m, 6H, 2 x CHzs); 1.23-1.34 (m, 1H, H-6); 1.32 (s, 3H, CHz3);
1.51 (s, 3H, CHs); 1.61-1.85 (m, 3H, H-3 + H-6 + H-7); 2.06 (dd, 1H, J34=4.4 Hz, [33=13.2 Hz, H-3); 3.17-
3.25 (m, 1H, H-5); 4.18-4.26 (m, 1H, H-4); 4.73-4.77 (m, 1H, H-2); 5.83 (d, 1H, ]1.=3.8 Hz, H-1).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.3 (CHs); 23.1 (CHs); 24.8 (CH); 26.0 (CHs); 26.7 (CHa); 35.6
(CHb); 39.6 (CHz); 61.6 (CH); 80.2 (CH); 80.5 (CH); 105.3 (CH); 111.2 (C).

IR (0, cm): 2111 (f, Ns).
EM-IQ (m/z, %): 257 (1, MHz*); 17 (100).

Analisis elemental: calculado para Ci2H21N30s: C 56.45, H 8.29, N 16.46; encontrado C 56.76, H 8.56,
N 16.57.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-L-iditol
(54b).

1) AcOH ) (80%), 60 °C, 20 h
o 2) NaBH,, EtOH, t.a.,8 h
N3 ..-lllo >
)( 3) Me,C(OMe),, PTSA, acetona, t.a.,24 h N3/\;/\._/\0

."//O = =
(52%) OH Oﬂ

53b 54b

Se hicieron reaccionar 0.28 g (1.11 mmoles) de la 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-
isopropil-1,2-O-isopropiliden-B-L-idofuranosa (53b) bajo las condiciones de reaccion
descrito para la preparacion de 54a (pag. 158), obteniendo tras purificacion por
cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:6), 0.15 g (0.58 mmoles, 52%)
del 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-isopropiliden-L-iditol (54b), como un
aceite naranja. [a]o?: -8.2° (¢ 0.8, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.94-0.98 (m, 6H, 2 x CHs); 1.37 (s, 3H, CHa); 1.39-1.48 (m, 1H, H-7);
1.44 (s, 3H, CHa); 1.57-1.90 (m, 4H, 2 x H-3 + 2 x H-6); 3.17-3.25 (m, 1H, H-5); 3.32 (d, 1H, Jsor=2.1 Hz,
OH); 3.60 (dd, 1H, J12=7.3 Hz, J11=8.2 Hz, H-1); 3.82-3.89 (m, 1H, H-4); 4.12 (dd, 1H, J12=6.1 Hz, [1:=8.2
Hz, H-1); 4.25-4.35 (m, 1H, H-2).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHs); 23.2 (CHz); 24.9 (CH); 25.7 (CHs); 26.8 (CHs); 37.0
(CHz); 38.8 (CH); 64.0 (CH); 69.6 (CHz); 73.4 (CH); 75.3 (CH); 109.6 (C).

IR (6, cm): 3475 (a, OH); 2108 (£, N).
EM-IQ (m/z, %): 157 (1, [M - CsHsO2]*); 101 (27, [CsHOz2]*); 41 (100).

Analisis elemental: calculado para Ci2H23N30s: C 56.01, H 9.01, N 16.33; encontrado C 56.13, H 8.87,
N 16.58.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-4-benciloxi-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-
isopropiliden-L-iditol (63b).

)\' a) NaH, "Bu,NI, THF, 0 °C, 10 min )\'
'
/\/\/\

N3 . " N0 b) BnBr, 50 °C,3 h N3/\;/\-./\0
OH o%\ 97%) OBn o#
54b 63b

Sometiendo 0.21 g (0.80 mmoles) del 5-azido-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-1,2-O-
isopropiliden-L-iditol (54b) al procedimiento descrito para la preparacion de 63a
(pag. 160), se obtuvieron tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:11), 0.27 g (0.78 mmoles, 97%) del 5-azido-4-O-bencil-3,5,6-tridesoxi-6-
isopropil-1,2-O-isopropiliden-L-iditol (63b), como un aceite amarillo. [a]p®: -20.9° (c
2.1, CHCl).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.90-0.95 (m, 6H, 2 x CH3); 1.33 (s, 3H, CH3); 1.35-1.58 (m, 2H, H-6
+ H-7); 1.40 (s, 3H, CHs); 1.68-1.91 (m, 3H, 2 x H-3 + H-6); 3.39-3.56 (m, 3H, H-1 + H-4 + H-5); 3.96 (dd,
1H, J12=6.1 Hz, [11=7.9 Hz, H-1); 4.12-4.23 (m, 1H, H-2); 4.55 (d, 1H, J=11.7 Hz, CH>-Ph); 4.60 (d, 1H,
J=11.7 Hz, CH:-Ph); 7.34-7.36 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.5 (CHs); 23.2 (CHa); 25.0 (CH); 25.6 (CHa); 26.9 (CHs); 34.2
(CH>); 38.6 (CHz); 61.8 (CH); 69.4 (CHa); 72.0 (CHa); 72.4 (CH); 78.7 (CH); 108.8 (C); 127.7 (CH); 127.8 (2
x CH); 128.3 (2 x CH); 137.9 (C).

IR (0, cm): 2107 (f, N3).
EM-IQ (m/z, %): 348 (10, MH*); 320 (100, [MH - N2J").

Analisis elemental: calculado para CisH20N3Os: C 65.68, H 8.41, N 12.09; encontrado C 65.61, H 8.50,
N 12.25.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del 5-azido-4-O-bencil-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-L-iditol (64b).

N7~ Y " o (96%) Ny~ > > OH
OBn o%\ OBn OH
63b 64b

Partiendo de 0.27 g (0.77 mmoles) del 5-azido-4-O-bencil-3,5,6-tridesoxi-6-
isopropil-1,2-O-isopropiliden-L-iditol (63b) y siguiendo el procedimiento descrito
para la preparacion de 64a (pag. 162), se obtuvieron tras purificacion por
cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:1.2), 0.23 g (0.74 mmoles, 96%)
del 5-azido-4-O-bencil-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-L-iditol (64b), como un aceite
naranja. [a]o®: -31.7° (c 0.8, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.90-0.96 (m, 6H, 2 x CHs); 1.33-1.60 (m, 2H, 2 x H-6); 1.69-1.74 (m,
3H, 2 x H-3 + H-7); 2.90 (sa, 1H, OH); 3.38-3.87 (m, 6H; OH + 2 x H-1 + H-2 + H-4 + H-5); 4.58 (d, 1H,
J=11.3 Hz, CH:-Ph); 4.64 (d, 1H, J=11.3 Hz, CH:-Ph); 7.29-7.36 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 21.5 (CHs); 23.2 (CHa); 25.0 (CH); 33.3 (CHa); 38.3 (CHz); 61.5
(CH); 66.5 (CHz); 70.1 (CH); 72.4 (CHz); 79.8 (CH); 127.8 (2 x CH); 127.9 (CH); 128.4 (2 x CH); 137.4 (C).

IR (0, cm): 3407 (a, OH); 2106 (f, N3).
EM-IQ (m/z, %): 308 (11, MH-); 280 (100, [MH - N2]*); 91 (41, [PhCH2]").

Analisis elemental: calculado para CisH2sN30s: C 62.52, H 8.20, N 13.67; encontrado C 62.49, H 8.14,
N 13.37.

-178 -



Parte Experimental

S

) -

100 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

N
N
™
-~

127.9
127.8

1284
N

-179 -



Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del (55,65)-6-azido-5-benciloxi-2,8-dimetilnon-2-eno (56b).

1) NaIO4, EtOH(aq) (90%), t.a., 3h
/\/\*
Iqa - /

OBn OH 51%) e

64b 56b

0.24 g (0.77 mmoles) del 5-azido-4-O-bencil-3,5,6-tridesoxi-6-isopropil-L-iditol
(64b) se transformaron siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion de
56a (pag. 164), tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:50), en 0.12 g (0.39 mmoles, 51%) del (5S,65)-6-azido-5-benciloxi-2,8-
dimetilnon-2-eno (56b), que se obtuvo como un aceite transparente. [a]o®: +2.7° (c
1.4, CHCI).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.87-0.93 (m, 6H, 2 x CHs); 1.21-1.61 (m, 3H, 2 x H-7 + H-8); 1.64 (s,
3H, CHs); 1.71 (s, 3H, CHa); 2.30-2.40 (m, 2H, 2 x H-4); 3.24-3.40 (m, 2H, H-5 + H-6); 4.54 (d, 1H, J=11.6
Hz, CH2-Ph); 4.68 (d, 1H, J=11.6 Hz, CH2-Ph); 5.09-5.17 (m, 1H, H-3); 7.26-7.36 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 17.9 (CHs); 21.7 (CHs); 23.2 (CHs); 25.0 (CH); 25.8 (CHa); 29.6
(CHa); 39.1 (CHz); 62.1 (CH); 72.2 (CHz); 81.3 (CH); 119.2 (CH); 127.6 (CH); 127.8 (2 x CH); 128.3 (2 x
CH); 134.4 (C); 138.3 ().

IR (U, cm™): 2105 (f, Ns).
EM (m/z, %): 302 (10, MH*); 274 (62, [MH - N2]*); 91 (100, [PhCH:]*).

Analisis elemental: calculado para CisHzzNsO: C 71.72, H 9.03, N 13.94; encontrado C 71.97, H9.28, N
13.70.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Preparacion del (55,65)-6-amino-2,8-dimetilnonan-5-ol (9b).

H, (1 atm), Pd-C (10%)
//\\//“\V/J\\ > /N\V/A\\/J\\
N Y = MeOH, t.a.,30 h H,N ;

56b 9b

La hidrogenacién de 0.11 g (0.36 mmoles) del (55,6S)-6-azido-5-benciloxi-2,8-
dimetilnon-2-eno (56b) en las condiciones de reaccion descritas para la preparacion
de 9a (pag. 166), nos permitié obtener 0.06 g (0.33 mmoles, 93%) del (5S,6S)-6-amino-
2,8-dimetilnonan-5-ol (9b) como un aceite transparente espectroscopicamente puro.
[a]p?: -21.0° (c 0.4, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.86-0.97 (m, 12H, 4 x CHa); 1.07-1.80 (m, 8H, H-2 + 2 x H-3 + 2 x H-
4 +2 x H-7 + H-8); 2.80-2.87 (m, 1H, H-6); 3.05-3.33 (m, 3H, NH: + H-5).

RMN-:C (CDCl;, 62.5 MHz, ppm): 21.7 (CHa); 22.2 (CH); 22.6 (CHs); 22.9 (CHs); 23.5 (CH); 23.9
(CHs); 29.8 (CHa); 35.1 (CHa); 42.7 (CHz); 52.1 (CH); 82.3 (CH).

IR (0, cm): 3326 (a, OH + NHa).
EM-IQ (m/z, %): 188 (1, MH*); 171 (3, [M - OHJ"); 47 (100).

Analisis elemental: calculado para CuuH2sNO: C 70.53, H 13.45, N 7.48; encontrado C 70.08, H 13.78, N
7.41.
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Parte 1 Sintesis y evaluacion bioldgica de inhibidores peptidicos de la B-secretasa

Procedimiento para la valoracion de los péptidos 1, 2, 3 y 4 frente a la enzima

[-secretasa.

La valoracion de la actividad de los péptidos obtenidos frente a la -secretasa,
se realizé afiadiendo una disolucién de la enzima sobre una disolucion del péptido
fluorescente sustrato junto a uno de los inhibidores. La emision de fluorescencia
debida a la concentracién de péptido sustrato hidrolizado (s6lo emite fluorescencia
cuando estd hidrolizado) es proporcional a la actividad del inhibidor. Inhibidores
muy activos, no permiten que la enzima lleve a cabo su accién peptidasa con lo que
no hay aumento de fluorescencia por parte de la muestra. Dado que se relacion¢ el
porcentaje de inhibicidn con la fluorescencia emitida por la muestra, comprobamos
primero que la emision de fluorescencia y el porcentaje de péptido hidrolizado

mantengan una relacién lineal y hasta que valores se cumple esta linealidad.

Para ello, se prepararon las disoluciones de los reactivos con el material

suministrado en el kit de ensayos.

* Se diluyeron 40 uL de la disolucion partida inicial de [75 uM] del péptido
sustrato con 3960 pL de la disolucion tampdn, obteniendo asi una disoluciéon de
péptido sustrato (sustrato BACE1) de [750 nM].

* Se disolvieron 5 unidades de enzima en 5 mL de la disolucién tampon,

obteniendo asi una disolucién de enzima (enzima BACE1) de [1 U/mL].

* Se diluyeron 10 uL de la disolucion de producto estandar de reaccion de [25
uM] con 323 uL de disolucién tampon, obteniendo asi una disolucién de producto
(producto BACET) de [750 nM].

* Se mezclaron 100 uL de disolucion producto BACE1, 200 pL de disolucion
sustrato BACE1 y 600 pL de disolucion tampdn; para obtener asi una disolucion del
33.3% del sustrato hidrolizado (33.3% producto de hidrdlisis).”

* Se disolvieron los péptidos OM99-2, 1, 2, 3 y 4 en los volumenes necesarios
de disolucidon tampdn para obtener disoluciones de inhibidores (péptido X BACET) de
[20 pM].

Seguin el kit de ensayos, todas estas concentraciones son las adecuadas

cuando se utiliza un espectrofluorimetro capaz de detectar rodamina en

73 Esta disolucién de concentraciones [166.7 mM] de péptido sustrato y [83.3 nM] de péptido
hidrolizado simula la fluorescencia emitida cuando transcurre el 33.3% de la hidrolisis en una
disolucion de concentracion inicial [250 nM] de péptido sustrato. Se empleara el 33.3% de hidrdlisis
como porcentaje maximo para medir la fluorescencia emitida por la mezcla, ya que a mayores
porcentajes de reaccion se pierde la linealidad y la alta sensibilidad del detector empleado nos
permite trabajar a valores pequefos.
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concentraciones [1 nM]; si el espectrofluorimetro fuese menos sensible, seria

necesario duplicar la concentracion de la disolucion sustrato BACEL.

Se consider6 que la relacidon entre el porcentaje de hidrdlisis y la emision de
fluorescencia se mantiene lineal hasta un 10% de hidrdlisis del sustrato inicial. Por lo
tanto, fue necesario comprobar que se mantenia esta relacion de linealidad y conocer

el tiempo necesario para que la enzima llevase a cabo ese porcentaje de hidrdlisis.

Para ello se realizd primero una cinética de la hidrdlisis del péptido sustrato,
por medio de las siguientes medidas en una placa de pocillo opaco (cada medida se

realiz6 por duplicado):

* En un pocillo denominado blanco se anadieron 10 puL de sustrato BACE1 y

20 pL de disolucion tampon.

* En un pocillo denominado producto de hidrdlisis se afiadieron 30 uL de
33.3% producto de hidrdlisis.

* En un pocillo denominado sustrato+enzima se ahadieron 10 pL de sustrato
BACE1, 10 pL de disolucion tampén y 10 uL de enzima BACEI.

Se llevd la placa al espectrofluorimetro (temperatura ambiente, longitud de
onda de excitacion de 545 nm y detector leyendo a 585 nm) y se realizaron medidas
de la fluorescencia emitida durante 90 minutos. Los resultados obtenidos se
representaron en la siguiente grafica, en la que observamos el aumento de la

fluorescencia a lo largo del tiempo en el pocillo denominado sustrato+enzima.
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Se relacioné el aumento de fluorescencia (Fu) observado en el pocillo
sustrato+enzima con el porcentaje de hidroélisis del péptido sustrato por medio de la
siguiente ecuacion: % de hidrolisis = [(Fu — Fs)/(Fp — Fs)]*33.3, considerando que el
pocillo blanco representa un 0% de hidrolisis (Fs), y el pocillo producto de hidrolisis
representa el 33.3% de sustrato hidrolizado (Fp). Con los valores de % de hidrdlisis

obtenidos a lo largo del tiempo se elaboro la siguiente grafica:
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En esta grafica observamos que en las condiciones de trabajo empleadas, la
cinética de hidrdlisis mantiene un rango lineal hasta porcentajes aproximados del
10% de hidrdlisis, los cuales se logran con tiempos de reaccién de 35 minutos. Por lo
tanto fijamos 35 minutos como el tiempo medio para llevar a cabo la lectura del resto

de los ensayos.

El siguiente experimento realizado consistio en la medicion del porcentaje de
inhibicion de cada uno de los péptidos disponibles (OM99-2, 1, 2, 3 y 4). Para ello, en
placas de pocillo opaco se realizaron las siguientes mezclas por duplicado para cada
péptido.

* En un pocillo denominado blanco se anadieron 10 uL de sustrato BACE1, 10
uL de péptido X BACE1 y 10 uL de disolucién de stop™.

* En un pocillo denominado control se afiadieron 10 uL de sustrato BACE1 y

10 uL de disolucion tampon.

* En un pocillo denominado inhibicion se anadieron 10 uL de sustrato BACE1
y 10 uL de péptido X BACEL.

Después, se afiadieron en todos los pocillos 10 pL de enzima BACE1 y se
incubaron en la oscuridad durante 35 minutos a temperatura ambiente, de modo que
tuvo lugar la reaccidon enzimatica en cada uno de ellos (excepto en el blanco, en el
que la adiccion de la disolucién de stop al principio impide que ésta tenga lugar). Al
cabo de los 35 minutos se afiadieron en todos los pocillos menos en el blanco 10 pL
de disolucion de stop, con lo que se pararon todas las reacciones y se midid la
fluorescencia de cada muestra (la fluorescencia es estable por un tiempo de hasta 24
horas, aunque es recomendable medirla inmediatamente). El valor del porcentaje de
inhibicion de cada péptido se determind por la siguiente ecuacion:

% inhibicion = [1 — {(F1 — Fs)/(Fc — Fs)}]*100
siendo Fi, Fs y Fc los valores de fluorescencia medidos para los pocillos inhibicidn,

blanco y control respectivamente.

74 Disolucién empleada para detener la reaccion de hidrolisis del sustrato por la enzima.
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Se obtuvieron asi los siguientes porcentajes de inhibicion:

N de péptido Secuencia % de inhibicion
OM99-2 Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 95.85+2.91
1 Glu-Val-Asn-Leu*Val-Ala-Glu-Phe 91.39+5.98
2 Gln-Ile-Asp-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 90.49+3.69
3 Glu-Val-His-Leu*Leu-Tyr-Glu-Phe 69.65+5.95
4 His-Pro-Phe-His-Leu*Leu-Tyr-Tyr-Ser 16.79+2.89

Por ultimo, para los péptidos que dieron mayores porcentajes de inhibicion
(OM99-2, 1 y 2) se calcularon sus ICso. Para ello, se realizaron curvas de relacion
concentracion-respuesta en las que se representaron valores de % de actividad de la
enzima frente a concentracion de péptido inhibidor empleado. Las concentraciones a
las que se va a medir la actividad de cada uno de los péptidos inhibidores variaron
desde [10 uM] hasta [10 nM], obtenidas por sucesivas diluciones de la disolucién de
partida de [20 uM].

Las medidas se llevaron a cabo del mismo modo que las realizadas en la
medicion del porcentaje de inhibicion, realizando por duplicado cada medida de
emision de fluorescencia para cada valor de concentracion de cada péptido
inhibidor.

Por medio de la ecuacion:

% actividad = [{(F: - Fs)/(Fc - Fg)}]*100
se calculd la actividad de la enzima en cada ensayo y con el software GraphPad

Prism® se construyeron las siguientes graficas concentracion-respuesta y se calculd el

ICs0 para cada inhibidor.
120 120 120
w  1004x i 1 i 2
Q ~ 100 100
= é 801 80- 80-
B o 601 604 60
T T
2R 404 404 ) 404
o~ IC50=19.11 nM
S 20 %0 20{ 1C5=164.5nM 20{ ICs,=45.6 nM §
0 [’[’ v v v L) L v 0 T T T T T T 0 T T T T T T
-1 10 9 -8 -7 -6 -5 10 -9 -8 7 6 5 10 9 8 7 -6 5
log [OM99-2], M -log [péptido], M -log [péptido], M

Se obtuvieron asi valores de ICso de 19.11 nM para el inhibidor OM99-2, 164.5
nM para el inhibidor 1y 45.6 nM para el inhibidor 2.
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Conclusiones

1. Se ha desarrollado una nueva sintesis de acidos 2,5-dialquil-5-amino-4-
hidroxipentanoicos a partir de la D-glucono-1,5-lactona, que simplifica y acorta una
sintesis previa similar de preparacion de estos 0-aminodcidos a partir de la
D-manosa. Ello permitio sintetizar por primera vez a partir de hidratos de carbono
los compuestos siguientes: el acido (25,45,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-
butoxicarbonilamino)-6-ciclohexil-2-isopropilhexanoico, el 4cido (25,4S,55)-4-(t-
butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-isopropil-7-metiloctanoico, el acido
(2R,4S5,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2,7-dimetiloctanoico y
el acido (2R/4S,5S)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-isobutil-7-
metiloctanoico.

2. Se trata de una estrategia de sintesis de acidos 2,5-dialquil-5-amino-4-
hidroxipentanoicos de mayor alcance que la aproximacion previa de sintesis de estos
compuestos a partir de a-aminodcidos, mediante la cual fueron preparados
previamente tres de nuestros ©d-aminodcidos: el acido (25,4S,55)-4-(t-
butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-isopropil-7-metiloctanoico, el acido
(2R,4S5,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2,7-dimetiloctanoico y
el acido (2R/4S,5S)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-isobutil-7-
metiloctanoico.

3. Se ha desarrollado la primera sintesis de un 1,4-dialquil-1-aminobutan-2-ol
(el (55,6S)-6-amino-7-ciclohexil-2-metilheptan-5-0l), a partir de la D-glucosa,
mediante una estrategia sintética novedosa, que también permitié preparar por
primera vez a partir de un hidrato de carbono (la D-glucosa) un 1,4-dialquil-1-
aminobutan-2-ol (el (5S,65)-6-amino-2,8-dimetilnonan-5-ol), previamente obtenido a

partir de L-leucina.

4. Los cuatro acidos 2,5-dialquil-5-amino-4-hidroxipentanoicos recogidos en la
conclusion primera permitieron preparar los cinco péptidos novedosos siguientes (el
* denota al isostero de hidroxietileno):

El  acido  (25,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-6-
ciclohexil-2-isopropilhexanoico se incorporé en el péptido Glu-Val-Glu-Cy*Val-Arg-
Glu-Phe.

El  acido  (25,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-
isopropil-7-metiloctanoico se incorporo en el péptido Glu-Val-Asn-Leu*Val-Ala-Glu-
Phe.

El acido (2R,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2,7-
dimetiloctanoico se incorporé en el péptido Gln-Ile-Asp-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe.
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El  acido  (2R,4S,55)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(t-butoxicarbonilamino)-2-
isobutil-7-metiloctanoico se incorpord en el péptido Glu-Val-His-Leu*Leu-Tyr-Glu-

Phe y en el péptido His-Pro-Phe-His-Leu*Leu-Tyr-Tyr-Ser.

5. Los dos 1,4-dialquil-1-aminobutan-2-oles de la conclusion tercera

permitieron preparar los dos péptidos siguientes:

El (55,65)-6-amino-7-ciclohexil-2-metilheptan-5-ol se incorporé en el péptido
Glu-Val-Asn-Cy*Val.

El (55,65)-6-amino-2,8-dimetilnonan-5-ol se incorporo en el péptido Glu-Val-
Asn-Leu*Val.

6. Se evalud la capacidad de inhibicion de la [-secretasa de cuatro de los
péptidos de la conclusion cuarta tomando como inhibidor de referencia el OM99-2
(Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe), encontrandose que todos ellos poseen

capacidades de inhibicién inferiores a las de éste, como se indica en la tabla

siguiente:
N de péptido Secuencia % de inhibicién | ICs (nM)
OM99-2 Glu-Val-Asn-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 95.85+2.91 19.11
1 Glu-Val-Asn-Leu*Val-Ala-Glu-Phe 91.39+5.98 164.5
2 Gln-Ile-Asp-Leu*Ala-Ala-Glu-Phe 90.49+3.69 45.5
3 Glu-Val-His-Leu*Leu-Tyr-Glu-Phe 69.65+5.95
4 His-Pro-Phe-His-Leu*Leu-Tyr-Tyr-Ser 16.79+2.89
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Introduccion

1.1. El grupo nitro y su quimica.”™

En Quimica Organica el d&tomo de nitrégeno es, después de los de carbono,
hidrdégeno y oxigeno, el elemento mds abundante. Su forma mads representativa es el
grupo amino, el cual estd presente en biomoléculas imprescindibles para el
desarrollo de los seres vivos (aminoacidos, nucleésidos, vitaminas, alcaloides,
neurotransmisores, coenzimas,...). En estos compuestos el nitrogeno se encuentra en
sus estados de oxidacion mas bajos, formando aminas (RsN), sales de amonio (R«N*),
iminas (R-N=R), amidas (R:2NC=OR) o nitrilos (RC=N). El tipo de enlace que
prevalece en estos grupos es el nitrogeno-carbono o nitrogeno-hidrogeno. También
se conocen, aunque en menor medida, compuestos en los que el d&tomo de nitrégeno
estd unido a 4tomos de oxigeno, formando asi hidroxilaminas (R:N-OH),
nitrosoderivados (R-NO) o nitroderivados (R-NO2). El grupo nitro es el grupo
funcional nitrogenado con mayor estado de oxidacion (+IV), razon por la que
provoca importantes cambios electroquimicos sobre los centros a los que est4 unido.
Su estructura se representa por medio de los hibridos de resonancia recogidos en la

siguiente figura.

(o] o o

-+ BV B/
\ \

o o (o]

Figura 38: Hibridos de resonancia del grupo nitro.

Como vemos, se puede considerar al grupo nitro como un sistema
zwiterionico en el que la carga negativa esta distribuida entre los dos oxigenos,
portando el atomo de nitrogeno la carga positiva. Este hecho implica que el atomo
de carbono al que permanezca directamente unido el grupo nitro experimenta un
gran efecto de retirada de carga electronica (observable por RMN)), lo cual ocasionara

que tenga un comportamiento quimico especial.

Por lo general, los nitroalcanos simples son liquidos incoloros con momentos
dipolares y puntos de ebullicion altos (nitrometano, p.eb. 102 °C, u=3.5 D) y
miscibles en la mayoria de los disolventes organicos. Los mas sencillos son utilizados
como combustibles de gran potencia (nitrometano) y los derivados organicos se

emplean como explosivos (2,4,6-trinitrotolueno, nitroglicerina,...).

75 Ono, N. “The nitro group in organic synthesis” 2001, Ed. Wiley-VCH, EUA.
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Con respecto a sus propiedades espectroscopicas, el grupo nitro es detectado
en los espectros de IR por sus dos fuertes bandas de absorcién debidas a las
tensiones simétrica y asimétrica de los enlaces N-O (1344-1388 cm! y 1534-1553 cm™);
mientras que en espectrometria de masas es dificil observar el ion molecular de los
nitroderivados, debido a su facilidad para experimentar fragmentaciones perdiendo
atomos de oxigeno o el grupo nitro completo. En espectroscopia de RMN-*N el
nitrogeno de nitroderivados suele aparecer a valores de 100-150 ppm (siendo el
nitrometano la referencia interna) y en RMN-'H o RMN-3C, a pesar de no tener una
referencia visual de la sefial del nitrégeno, se puede observar su efecto en el carbono
al que esté unido, produciendo en éste desplazamientos apreciables a campo bajo
(los carbonos directamente unidos a un grupo nitro suelen aparecer entre 60 y 110
ppm y los protones unidos a dichos carbonos aparecen entre 4 y 5 ppm, en funcion

del resto de sustituyentes).”

La presencia del grupo nitro en sintesis orgdnica ha experimentado un gran
auge desde de los afos 60, en que se empezd a investigar las aplicaciones de
nitroderivados organicos como explosivos o propelentes. Esta investigacion dio paso
al descubrimiento de su alta reactividad quimica y su versatilidad para

transformarse en diferentes grupos funcionales (Figura 39).

Adicion de Michael

C-y O-
Alquilaciones Reaccién de Henry
cumaiion N i
/ \ Formacion de
RCHO Nitroalquenos
por Eliminacion

RCNO Sustitucion

Nucleofila

RCOH RNH, Aromatica

Figura 39: Reactividad de nitroderivados.

Asi, un nitroderivado organico puede experimentar facilmente reacciones de
cicloadicion de Diels-Alder, 1,3-dipolares o tdndem; reacciones de C- y O-
alquilacién; adicion de Michael cuando el grupo nitro estd conjugado con un doble

enlace; reacciones de Henry o nitro-alddlicas; eliminaciones radicalarias; formacion

76 Pretsch, E.; Clerc, T.; Seibl, J.; Simon, W. “Tablas para la determinacién estructural por métodos
espectroscopicos” Ed. Springer-Verlag Ibérica, Barcelona, 1998.
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de nitroalquenos por eliminacion; sustituciones nucleofilicas aromaticas y
transformacion en multitud de grupos funcionales como aminas, dcidos carboxilicos,
isocianatos, aldehidos, etc.

En cuanto a la preparacién de nitroderivados, se pueden distinguir dos
importantes métodos:

a) Aquellos en los que el grupo nitro se obtiene por oxidacion de grupos
nitrogenados (aminas, oximas, azidas, etc. entradas 1,77 2,78 y 37 de la Figura 40).

R-NH,

RCHO + CH3;NO, —> RN;

X=Br,1, OTs

Figura 40: Formacion de nitroderivados.

b) Aquellos en los que el grupo nitro se obtiene por nitraciéon de
hidrocarburos (alcanos, alquenos, hidrocarburos aromaticos, halogenuros de alquilo,
alcoholes activados, compuestos carbonilicos, etc. entradas 4, 55 6,52 y 7% de la
Figura 40).

7 a) Gilbert, K. E.; Borden, W. T. “Peracid oxidation of aliphatic amines: general synthesis of
nitroalkanes” J. Org. Chem. 1973, 44, 659-661. b) Bailey, P. S.; Keller, J. E. “Ozonation of amines. III. ¢-
Butylamine” J. Org. Chem. 1968, 33, 2680-2684.

78 a) Emmons, W. D.; Pagano, A. S.; “Peroxytrifluoroacetic acid. VI. The oxidation of oximes to
nitroparaffins” |. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 4557-4559. b) Ballini, R.; Marcantoni, E.; Petrini, M.
“Synthesis of functionalized nitroalkanes by oxidation of oximes with urea-hydrogen peroxide
complex and trifluoroacetic anhydride” Tetrahedron Lett. 1992, 33, 4835-4838.

79 Corey, E. J.; Samuelsson, B.; Luzzio, F. A. “A new method for the synthesis of organic nitro
compounds” J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 3682-3683.

80 Kornblum, N.; Powers, J. W. “Synthesis of aliphatic nitro compounds” . Org. Chem. 1957, 22, 455-
456.

81 a) Palomo, C.; Aizpurua, J. M.; Cossio, F. P., Garcia, ]. M.; Lopez, M. C.; Oiarbide, M. “Tributyltin
hydride addition to nitroalkenes: a convenient procedure for the conversion of nitroalkenes into
nitroalkanes and carbonyl compounds” |. Org. Chem. 1990, 55, 2070-2078. b) Knochel, P.; Seebach, D.
“Dehydration of nitroaldols with dicyclohexylcarbodiimide: preparation of nitroolefins under mild
conditions” Synthesis 1982, 1017-1018.
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Las reacciones de C-alquilacion de nitroderivados, la condensacion
nitroaldolica (o reaccion de Henry) y la adicion de Michael sobre nitroolefinas, son
tres de los procesos mds importantes en sintesis orgdnica en los que tiene un papel
fundamental la presencia de un grupo nitro (Figura 41).

C-Alquilacion de nitronato :

Reaccion de Henry:

Q, - Oy 0
‘Nio Wor W N
L‘(_<) > ‘_\{_// > u

j &)cj)i | >

B

Adicion de Michael:

o) 0. o
N N NYo Nu N-O  H' Nu  N=O
ST

Figura 41: Mecanismos de la C-alquilacion de nitronato, de la reaccion de Henry y de la

adicion de Michael.

La reaccion de C-alquilacion de nitronatos aprovecha la facilidad con la que
los nitroderivados organicos generan, en presencia de bases débiles, aniones
nitronato que experimentan reacciones de C-alquilacion con nucledfilos adecuados.
La reaccion de Henry o condensacion nitroaldolica, se basa en el mismo principio,
solo que la adicion del anion nitronato se realiza sobre carbonilos de aldehidos o
cetonas. Por ultimo, la adicion de Michael aprovecha el efecto de retirada de carga

que lleva a cabo un grupo nitro cuando se une directamente a una olefina,

82 a) Larkin, J. M.; Kreuz, K. L. “Conversion of vicinal nitro nitrates to nitroalkanes with sodium
borohydride” J. Org. Chem. 1973, 36, 2574-2575. b) Hwu, J. R.; Chen, K. L.; Ananthan, S. “A new
method for nitration of alkenes to a,(3-unsaturated nitroalkenes” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1994,
1425-1426.

8 a) Olah, G. A.; Malhotra, R;; Narang, S. C. “Nitration: Methods and Mechanism” 1989, Ed. VCH,
New York. b) Olah, G. A.; Rochin, C. “Desilylative nitration of alkyl- and allylsilanes with nitronium
salts” J. Org. Chem. 1987, 52, 701-702.
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haciéndola mas reactiva para experimentar adiciones conjugadas de nucleéfilos de
cualquier tipo.

Estos tres tipos de reacciones permiten llevar a cabo la funcionalizacién de las
posiciones 1 6 2 de un nitroderivado, lo que unido a la versatilidad del grupo nitro
para ser transformado en otros grupos funcionales, hace de este tipo de quimica una
herramienta muy poderosa a la hora de afrontar multitud de sintesis organicas
complejas.

A continuacion describiremos con mads detalle estos tres importantes procesos

para llevar a cabo reacciones de funcionalizacion de nitroderivados organicos.
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1.2. Alquilaciones de nitronatos: aplicaciones.

Los nitroderivados son compuestos organicos relativamente acidos (pKa en
torno a 9-10), dado que estabilizan de modo efectivo la carga negativa en el carbono
adyacente al grupo nitro. Esta estabilizacion se realiza por la deslocalizacion de la
carga entre dicho carbono y los oxigenos del grupo nitro, obteniéndose asi
nucledfilos bidentados que pueden actuar por union al carbono o por union al
oxigeno.

H (o o]

N ——— ——N
\o_ \o_

Vi £ 5
%—N - > +N - _:::N4(:—
N - 2\ AN

(o) (o) e}

Esquema 39

Aunque estos nitronatos suelen comportarse como nucleodfilos débiles, un
aspecto importante de su reactividad es la reaccion de C-alquilacién, de utilidad para

formar enlaces carbono-carbono.

Sin embargo, uno de los principales problemas de esta reaccion es debido al
caracter bidentado del anidn nitronato, lo cual permite que se produzcan procesos de
O-alquilacion competitivos con los de C-alquilacion (Esquema 40, pag. 203),
generando asi ésteres nitronicos inestables 67 que se descomponen a oximas 69. En
general, el proceso de O-alquilacion estd mas favorecido que el de C-alquilacién

dado el mayor caracter nucleofilo del atomo de oxigeno.%

88 Nielsen, A. T. “The Chemistry of the nitro and nitroso groups, Part 17 1969, Ed. Wiley-Interscience,
London.

8 Kang, F. A.; Yin, C. L. “Synthesis and characterization of chiral nitronic esters via O-alkylation of
(4S*,5R)-(+)-4-(1'-nitro-1'-carbethoxymethyl)-5-[(1R)-menthyloxy]-3,4-dihydro-2(5H)-furanone =~ with
alkyl halides” J. Org. Chem. 1996, 61, 5523-5527.
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H (o o~ o}
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Esquema 40
Los primeros ejemplos conocidos de reacciones de C-alquilacion de nitronatos

fueron casos de formacion de ciclos en los que la O-alquilacion esta desfavorecida,

como ocurre en los procesos de ciclacion intramolecular recogidos a continuacion

(Esquema 41).%¢
4& AN,
NO, / O,N /
I ~_NO2
OTs &K

70 73 K (o) -
H ;i “N-O
o—N_ /\_//

0]
72 75

Esquema 41

8 a) Etheredge, S. J. “Intramolecular C-alkylation of a nitronate anion. formation of a bridgehead nitro
compound”  Tetrahedron Lett. 1965, 50, 4527-4530. b) Gabriel, S. “Nitromethan und
phtalsdureanhydrid” Chem. Ber. 1903, 36, 570-579.
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En el primer caso, el proceso de O-alquilacién produciria el biciclo 72 con un
doble enlace en la cabeza de puente, lo que hace que el anillo esté muy tensionado,
favoreciéndose asi el proceso de C-alquilacion para formar el biciclo 71. En el
segundo caso la formacién del doble enlace endociclico de 75 también esta

desfavorecida frente al proceso de ciclopropanacién conducente a 74.

Otro factor que influye en las alquilaciones de nitronatos es el disolvente
empleado en la reaccion, ya que en disolventes apolares la carga negativa del anion
nitronato estd mas localizada sobre el &tomo de carbono, favoreciendo por lo tanto el

proceso de C-alquilacion.®”

Una aplicacion importante de la C-alquilacion de nitronatos es la sintesis de

aminodcidos a partir de ésteres del acido 2-nitroacético 76 (Esquema 42).88

R R'
Base
0,N"CO.Et + RX —» OzN)\COZEt ------ > HZNJ\COZEt
76 77 78

R'= CH2C02H, (CH2)2C02H, CH3,
CH,Ph, (CH,),NH,, ...

Esquema 42

Sin embargo esta sintesis de aminodcidos presenta un inconveniente serio de
falta de estereoselectividad, obteniéndose los aminoacidos en la mayor parte de los

casos como mezclas racémicas.

La alta acidez de los nitroderivados implica que los compuestos que tienen un
grupo nitro en un carbono terciario quiral, sean compuestos inestables con tendencia
a epimerizar, aunque estudios acerca de la acidez de nitroalcanos han demostrado
que la estereoquimica de protonaciéon de un nitronato plano estd controlada por
factores estéricos.® Es decir, cuando un nitronato plano se protona, su tendencia es la

de disponer el grupo nitro de modo que las interacciones con los grupos mas

87 Dauzonne, D.; Royer, R. “A convenient route to substituted phenylalanines” Synthesis, 1987, 4, 399-
401.

8 a) Gogte, V.; Natu, A. A.; Pore, V. S. “Alkylation of alkyl nitroacetates under PTC conditions” Synth.
Commun., 1987, 17, 1421-1429. b) Zen, S.; Kaji, E. “Synthetic reactions of aliphatic nitro compounds.
VIII. Formation of 4-substituted-3,5-bismethoxycarbonylisoxazoline N-oxides via O-alkylation of
nitroacetate with n-alkylhalides” Chem. Pharm. Bull. Tokyo, 1974, 22, 477-479. c) Zen, S.; Haruo, K;
Kaji, E. “The synthetic reactions of aliphatic nitro compounds. Part XII. A facile synthesis of anomeric
methyl DL-tolyposaminides, methyl DL-forosaminides, and related substances” Bull. Chem. Soc. Jpn.,
1977, 43, 928-932.

8 Bordwell, F. G.; Yee, K. C. “The stereochemistry of protonation of nitrocycloalkane nitronate ions” J.
Am. Chem. Soc. 1970, 92, 5939-5944.
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voluminosos de la molécula se minimicen. Este hecho es de gran importancia en
procesos de funcionalizacion de nitroderivados en los que se produce la protonacion
de un nitronato intermedio, ya que la configuracion del carbono que porta el grupo
nitro estard controlada fundamentalmente por razones de tipo estérico en funcion de

los sustituyentes que lo rodeen (Esquema 43).

H H H' 0N
<-————— O5N -—
O,N H
H H H

Esquema 43

En un interesante trabajo de Seebach se describe un método de C-alquilaciéon
de nitroderivados que no reaccionan facilmente con haluros de alquilo, que consiste
en generar dianiones nitronato 80 por reaccion de nitroalcanos 79 con dos
equivalentes de n-butillitio, obteniéndose asi un nucleofilo reactivo que se alquila en

buen rendimiento con halogenuros de alquilo (Esquema 44).%

+ Ph
2Li
"BuLi (2 eq) _ = PhCH,Br j\
O,N >Et —————» 0,N° Et ———» O,N” “Et
79 80 81

Esquema 44

En nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado una importante
aplicacion de la reaccion de C-alquilacion de nitronatos a la sintesis de
B-aminoacidos ciclopentanicos polihidroxilados.” El proceso clave consistio en la
alquilacion intramolecular realizada con el nitrofurano 82a para generar el

bicicloderivado 84a (Esquema 45, pag. 206).

% Seebach, D.; Lehr, F. “a,a-Doubly deprotonated nitroalkanes. Enhancement of the C-nucleophilicity
of nitronates” Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1976, 15, 505-506.

1 a) Soengas, R. G.; Estévez, J. C,; Estévez, R. ]J. “Stereocontrolled transformation of
nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes: Incorporation of
polyhydroxylated carbocyclic a-amino acids into peptides” Org. Lett. 2003, 5, 1423-1425. b) Soengas,
R. G, Pampin, M. B.; Estévez, ]. C,; Estévez, R. ]. “Stereocontrolled transformation of
nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes. Part 2: Synthesis of
(15,2R,35,4S,5R)-3,4,5-trihydroxy-2-aminocyclopentanecarboxylic acid” Tetrahedron: Asymmetry 2005,
16, 205-211.
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0N 1) TFA, H,0 O2N OBn
o [0} OBn
B0 0 2) Bry, BaCO; TBAF o
3) TR0, pi L
Bno O : BnO  OTf o
NO,
82a 83a 84a

OH

1
1) H,, Pd-C, dioxano . HO,C:... .OH

2) Ba(OH),, H,0
H,N  OH

85a

Esquema 45

Partiendo del nitroderivado 82a, con configuracién de P-L-idofuranosa, se
obtuvo la lactona 83a, por hidrdlisis con 4cido trifluoroacético, seguida de oxidacion
con bromo y carbonato de bario y reaccion con anhidrido triflico. Esta lactona 83a se
transformo, por reaccion con fluoruro de tetrabutilamonio, de modo estereoselectivo
en la biciclolactona 84a, en la que el grupo nitro adoptd la disposicidn trans esperada
con respecto al sustituyente benciloxi de la posicion vecinal. La hidrogenaciéon
catalitica de 84a produjo la reduccion del grupo nitro a amino y la desbencilacion del
grupo benciloxi. Finalmente la hidrodlisis con hidroxido de bario en medio acuoso
permitio abrir el ciclo lactdnico, obteniéndose asi el B-aminodcido ciclopentanico
trihidroxilado 85a.

Esta secuencia sintética se aplicé también al nitroderivado 82b con
configuracién de a-D-glucofuranosa (Esquema 46), obteniéndose de manera similar

el B-aminoécido ciclopentanico trihidroxilado 85b.

OBn
O:N 1) TFA, H,0

Bno" 2) Br,, BaCO; TBAF o NO,

1 |

3) Tf,0, pi o OBn
82b 83b 84b

(')H
1) H,, Pd-C, dioxano . HO2C:... -wOH
2) Ba(OH),, H,0 -,

H,N OH
85b

Esquema 46
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La reaccion de la lactona 83b con fluoruro de tetrabutilamonio produjo
también en este segundo caso tnicamente el bicicloderivado 84b, con el grupo nitro

dispuesto en trans con respecto al sustituyente benciloxi de la posicion vecinal.

En la actualidad se trabaja en nuestro grupo de investigacion en el desarrollo
de esta metodologia de sintesis de (3-aminoacidos ciclopentanicos polihidroxilados,
la cual evidentemente no puede ser aplicada a todo el panel de hexosas. La
necesidad de que la cadena de nitroetileno de la posicion C-4 de la furanosa de
partida esté en disposicion trans con respecto al hidroxilo de la posicion C-2 para que
pueda ocurrir la ciclacion intramolecular de nitronatos conducente a las
biciclolactonas, limita la utilizacion de este método a la mitad de las ocho
D-hexofuranosas conocidas: la D-alosa, la D-glucosa, la D-idosa y la D-talosa y sus

correspondientes hexosas de la serie L (Figura 42).

'd N\
H OH
D-glucosa
H o H H o H
HO,, HO,
HO ] OH HO 7 OH
HHO H HHO OH
D-idosa D-gulosa
H o H H o H
HO,, HO,
HO 7 OH HO 7 OH
HH H H H OH
D-talosa D-galactosa

Figura 42: Hexofuranosas de la serie D.
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1.3. La reaccion de Henry: aplicaciones.

La reaccidn nitroaldolica o reaccién de Henry, descubierta por L. Henry en
18952 es un proceso en el que tiene lugar la formacion de un enlace
carbono-carbono entre un anion nitronato y un carbonilo de aldehido o cetona. Su
empleo en sintesis orgdnica no ha dejado de crecer desde el momento de su
descubrimiento, siendo un proceso clave en la sintesis de importantes compuestos
organicos,”® dado que combina la facilidad de formar enlaces carbono-carbono de la
reaccion aldolica con la versatilidad que tiene el grupo nitro para ser transformado
en alguno de los muchos grupos funcionales que se pueden generar a partir de él. El

mecanismo general para esta reaccion se muestra en el siguiente esquema.

Esquema 47

La reaccidon del anion nitronato con el carbonilo, conduce a la formacion de un
enlace carbono-carbono, obteniéndose asi el correspondiente nitroalcohol, sobre el
cual pueden haberse generado dos nuevos centros estereogénicos. La posibilidad de
inducir quiralidad en la reaccion para favorecer la formacion de uno de los cuatro
posibles estereoisomeros, confiere a este proceso una evidente utilidad adicional en

la sintesis orgénica moderna.

Por lo general, la reaccion de Henry transcurre de un modo no
estereoselectivo, generando una mezcla de estereoisdmeros anti (eritro) y sin (treo), en
funcion de la posicion relativa de cada uno de los sustituyentes en el momento de la
aproximacion entre el nitronato y el carbonilo (Esquema 48, pag. 209)*. Calculos ab

initio sugieren que los aniones nitronato libres (sin influencia del contraidn)

92 Henry, L. “Nitro-alcohols” C. R. Hebd. Seances Acad. Sci. 1895, 120, 1265-1268.

% a) Feuer, H. “The chemistry of nitro and nitroso groups” 1970, Ed. Interscience, New York. b)
Muller, H. “Methoden der organischen chemie” 1971, Ed. Georg Thieme Verlag, Stuttgart. c) Trost, B.
“Comprehensive organic chemistry” 1992, Ed. Pergamon, New York. d) Shvekhgeimer, M. C. A.
“Aliphatic nitro alcohols. Synthesis, chemical transformations and applications” Russ. Chem. Rev.
1998, 67, 35-68.

9 Tecca, B.; Arrieta, A.; Morao, I.; Cossio, F. P. “Ab initio models for the nitroaldol (Henry) reaction”
Chem. Eur. ]. 1997, 3, 20-28.
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reaccionan con los aldehidos o cetonas a través de estados de transicion en los cuales
los dipolos debidos a los grupos nitro y carbonilo se disponen de manera
antiperiplanar, formando un angulo de 90° uno con respecto al otro. En el siguiente
esquema se han recogido por medio de proyecciones de Newman las ocho posibles
aproximaciones del anién nitronato al carbonilo de un aldehido, que justifican la

formacién de los cuatro estereoisdmeros que pueden obtenerse en la reaccion.

Anti (eritro) Sin (treo)
OH (')H oR2 (')H
. ©O N:@ — /\_/R2 5.0 N:@ — Ra
2R1 H R1 H 2R1 HH R1/\‘/
R> NO, NO,
R20 C')H HO C')H
s e o e = ay
! N02 1R2 NOZ
OR, oH OH OH
3 OZNI-:I@ ) B — R1/\‘/R2 7 OZNH R1 — R1/\_/R2
N02 R2 NOZ
HO OH R,Q OH
4 (%NO N ~.R2 8 @:No —_— ARz
HYRy * R1/\‘/ HNM Ry Ri™ %
R2 N02 NOZ
Esquema 48

Un estudio detallado de cada una de las aproximaciones permite descartar
algunas, por ser estéricamente mdas desfavorables. Asi, las aproximaciones 5 y 8 son
las tnicas que disponen sus sustituyentes mas pequenos casi eclipsados, esto implica
que los sustituyentes voluminosos también lo estardn y que, por tanto, la energia del
estado de transicion sea muy desfavorable. Por otra parte, las aproximaciones 6 y 7
disponen los sustituyentes alquilicos Ri y Rz casi eclipsados, lo que hace que también
estén poco favorecidas estéricamente. En el resto de las aproximaciones (1, 2, 3 y 4),
los sustituyentes estdn dispuestos de manera alternada, lo que favorece mas el
acercamiento entre los reactivos. Estas predicciones indican que, teniendo en cuenta
unicamente los factores estéricos de los sustituyentes, la reaccion de Henry entre un
nitronato y un aldehido debe generar mayoritariamente los estereoisomeros anti
frente a los sin. Sin embargo, los valores experimentales de estereoselectividad no

son tan acusados como en principio se podria esperar (Esquema 49, pag. 210).%

% Morao, I.; Cossio, F. P. “Dendritic catalysts for the nitroaldol (Henry) reaction” Tetrahedron Lett.
1997, 38, 6461-6464.
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o) OH OH
H . oN Et;N Y .
NN —> NO, NO,

86 79 (£)-87a (anti) (£)-87b (sin)
2:1)
(0] OH OEt OH OEt
H OFt Et;N ! OEt ! OEt
O,N 3 H
+ 2 \)\oEt — > NO2 + N02
86 88 (£)-89a (anti) (£)-89b (sin)
(7:3)
Esquema 49

La baja estereoselectividad observada con estos dos casos sencillos se atribuye
a que la reaccion alddlica es un proceso de equilibrio, por lo que la reaccién inversa
de ruptura de un nitroalcohol para generar un carbonilo y un nitroderivado,
conocida como reaccién de retro-Henry, también ocurre en el medio de reaccion. La
presencia de este equilibrio determina que la estereoselectividad del proceso final
sea menor que la inicialmente esperada. Sin embargo, cuando se lleva a cabo la
reaccién de Henry en condiciones en las que la reaccion de retro-Henry no puede
tener lugar, si se observan excesos diastereoméricos mucho mas acordes con los

resultados tedricos esperados (Esquema 50).%

P SN Al

t . \0 N
ON_ Bu,MeSiCl Si\o H / + /
Et3N h/_ + 'I‘l H
o NO, NO,
90 91 (£)-92a (anti) (%)-92b (sin)
(19:1)
Esquema 50

Asi, en este proceso del Esquema 50 de adicion del nitronato derivado de
nitroetano 90 en presencia de cloruro de di-(f-butil)metilsilicio, se observa una
tendencia muy acusada hacia la formacion del nitroaldol anti frente al nitroaldol sin.
En este caso, la formacién del éter sililico del nitroalcohol final 92 impide que tenga

% Seebach, D.; Beck, A. K.; Lehr, F.; Weller, T.; Colvin, E. “Diastereoselective synthesis of B-nitro- and
[-aminoalcohols” Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1981, 20, 397-399.
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lugar la reaccion retro-Henry, por lo que la relacion de diastereisdbmeros que se
observa es la inicialmente surgida en el proceso, sin que se vea afectada por

reacciones de equilibracion.

Esta facilidad que tienen los nitroaldoles de revertir mediante un proceso
retro-Henry, provoca que sean compuestos térmicamente poco estables, con
tendencia a epimerizar y dificiles de purificar. Ademas, existen otras dos situaciones

que pueden interferir con la reaccion de Henry. Son las siguientes:

1) La posibilidad de que ocurran reacciones competitivas como la
condensacion aldolica o la reaccion de Cannizzaro, catalizadas por el medio basico

empleado (Esquema 51).

O OH

Condensacién aldélica: O o] B
/< /< ase
+ —_ M

o]
H
QC’) O{Hjb 0i—OH ;—OH

Esquema 51

Reaccion de Cannizaro:

H
OH
—_

Estos procesos se evitan llevando a cabo la reacciéon de Henry en condiciones

de alta dilucion.

2) La posibilidad de que los 2-nitroaldoles inicialmente formados se
deshidraten generando nitroalquenos. Este proceso es muy comun cuando el

alqueno se puede conjugar con sistemas arilicos presentes en la molécula (Esquema

52).
(0] OH
Q_.( + ON_R Base -H,0
H NO, NO,
R R

Esquema 52

Dada la gran cantidad de trabajos publicados sobre aplicaciones de la reaccién
de Henry en sintesis organica, nosotros nos referiremos en esta tesis inicamente a
los relacionados con nitroderivados de hidratos de carbono, por ser estos los
compuestos en los que se centra esta segunda parte de nuestro trabajo. Algunos

ejemplos ilustrativos de la importancia de este proceso se describen a continuacion.
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Un ejemplo representativo de obtencion de nitroazticares es el
correspondiente a la doble condensacién de Henry que se incluye en el esquema

siguiente.

OH OH

$ o

NalOy (2 eq) b CH;NO,
Ho““f )IOMe ————— OHC  )-"OMe

/ OHC CH3ONa
HO ©OH
93a 94
OH OH
o)
Ph""'< _\ 0 C6H5CH(OCH3)2 o o
o 11OMe HOw- “1OMe + HO=— "OMe
CSA, CHCl,
ONN  OH O:N  OH oN - OH
96a,b 95a,b 95¢,d
MsCl, Et;N
CH,Cl,

Esquema 53

Este esquema recoge una sintesis llevada a cabo por Baer,” en la que la
ruptura de la glucopiranosa 93a con peryodato sédico conduce al dialdehido 94,
cuya doble condensacion de Henry con nitrometano produce una compleja mezcla
de nitroazucares 95a-d, en la que el carbono que porta el grupo nitro es el tinico de
los tres estereocentros formados en el proceso que tiene una configuracion unica,
debido a que la disposicion ecuatorial de este grupo es la termodindmicamente mas
favorable y las condiciones de equilibrio de la reaccion de Henry le permiten
adoptarla. La ausencia de estereoselectividad de la posicion C-2 se corrigio haciendo
reaccionar la mezcla de diastereoisomeros 95a-d con el dimetoxiacetal del

benzaldehido en presencia de acido canforsulfoénico, que condujo tinicamente a los

%7 a) Baer, H. H.; Werner, R. “A study of steric effects on nitromethylene acidity and the mechanism of
epimerization in partially blocked nitro hexoses” Can. J. Chem. 1971, 49, 3197-3202. b) Baer, H. H,;
Werner, R. “Reactions of nitro sugars. XXVI. Analysis and separation of stereoisomers by nuclear
magnetic resonance spectroscopy and column chromatography of benzylidene derivatives” Can. J.
Chem. 1972, 50, 1216-1223. c) Baer, H. H.; Georges, F. Z. “Reactions of nitro sugars. 37. Preparation of
nitro olefins via methanesulfonates” J. Org. Chem. 1976, 41, 3474-3476.
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derivados 1,3-dioxoladnicos 96a,b formados a partir de los estereoisémeros 95a,b, en
los que el hidroxilo de la posicion C-4 esta en disposicion trans con respecto al
hidroximetileno de la posicion C-5. La transformacion de 95c,d en 95a,b en las
condiciones de reaccion, se lleva a cabo por un mecanismo de retro-Henry de
apertura del ciclo, seguido del cierre de éste por medio de una reacciéon de Henry,
desplazdndose finalmente el proceso hacia la formacion total de 96a,b. La
deshidratacion de la mezcla de nitroalcoholes 96a y 96b permitié obtener la

nitroolefina 97 como tinico producto.

La reaccion de Henry de nitroazticares es una de las herramientas mas
empleadas para la obtencion de ciclitoles. Se definen como ciclitoles (o
cicloalcanopolioles) a la familia de cicloalcanos sustituidos con hidroxilos en todas
sus posiciones (Figura 43). Los derivados de ciclohexano se denominan inositoles
(98) y son compuestos presentes en los organismos vivos en forma de
glicofosfolipidos denominados glicosilfosfatidilinositoles (GFI), que se encargan de
la activacion enzimatica en el interior de la célula de la sefial producida por la

hormona insulina en el exterior.”

OH
HO HO OH
JOR
HO HO OH
OH
Ciclitol Inositol (98)
n=3,4
(0]
"o Lo
/O
(0]
HO OH
OH
Ho OH o)
(o} H,N
1] 0 HO
* /P\ -
Y0 o |HO 0 d
OH
4 OH
GFI

Figura 43: Estructuras generales de ciclitol, inositol (98) y glicosilfosfatidilinositol (GFI).

Fue Baer quien en 1973 sintetizd por primera vez nitroinositoles (100) a partir

de nitroderivados de hidratos de carbono, llevando a cabo mediante una reaccion de

% a) Cohen, P,; Houslay, M. D. “Molecular mechanisms of transmembrane signaling” 1985, Ed.
Elsevier, Oxford. b) Saltiel, A. R.; Fox, J. A.; Sherline, P.; Cuatrecasas, P. “Insulin-stimulated
hydrolysis of a novel glycolipid generates modulators of cAMP phosphodiesterase” Science 1986, 233,
967-972.
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Henry la construccion del anillo ciclohexdnico como resultado de la unién del

metileno portador del grupo nitro al carbonilo del aztcar (Esquema 54).%

OzN OZN
fo) OHH
HO -1Q TFA, H,0 HO o
Meo ©O MeO  BH
82¢,d 99a,b
Ba(OH),
NO, NO, NO, NO,
Ho. _~_,OH Ho, N _.oH Ho, N __oH Ho. L __oH
HO” > YOH  HO” Y “OH HO” > YOH  HO” ™Y “OH
OMe OMe OMe OMe
100a (muco) 100b (scillo) (#)-100c¢ (mio) 100d (epi)
Esquema 54

Obtuvo asi una mezcla de los nitroinositoles 100a-d a partir de la mezcla de
las nitrohidroxifuranosas 82c,d, al tratarlas primero con acido trifluoroacético para
obtener los nitroaldehidos 99a,b y luego con hidroxido de bario para inducir la
reaccion de Henry intramolecular entre el nitronato de la posicion C-6 y el aldehido

de la posicion C-1.

Otra interesante aplicacion de nitroazucares a la sintesis de inositoles fue la
desarrollada por Brewster en 1987, partiendo del aldehido derivado de la D-manosa
101 (Esquema 55, pag. 215).1% Una primera condensacion de Henry con nitroetano
condujo a una mezcla de los compuestos 102, que se transformaron en la mezcla de
las nitrofuranosas 103, las cuales mediante una condensacion de Henry

intramolecular dieron lugar al nitroinositol enantioméricamente puro 104.

9 a) Kovar, J.; Baer, H. H. “Cyclizations of dialdeydes with nitromethane. XV. Synthesis of four
stereoisomeric deoxynitroinositol monomethyl ethers” Can. . Chem. 1973, 51, 1801-1811. b) Kovar, J.;
Baer, H. H. “A study on the kinetically controlled cyclization of 6-deoxy-3-O-methyl-6-nitro-D-glucose
and -L-idose, and preparation of optically active nitroinositol derivatives” Can. J. Chem. 1973, 51, 2836-
2842.

100 Brewster, K.; Harrison, J. M.; Inch, T. D.; Williams, N. “Model studies of histrionicotoxin. The
synthesis of the 1-azaspiro[5.5]undecane rings system from carbohydrate starting materials” J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 1, 1987, 21-26.
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o Me — » NO2
o EtNO,, KOH o
.OTBDMS .OTBDMS
H EtOH HO
% )
101 102
"BuyNF
THF
Me NO,
HO,, (0] OH
_ HO
104 (chiro) 103

Esquema 55

El hecho de que se obtenga tinicamente el inositol 104 a partir de la mezcla
compleja de hasta cuatro isomeros 102, es consecuencia de la reversibilidad de la
reaccién de Henry, que por equilibracién conduce, en este caso, a la formacién del

estereoisdOmero termodinamicamente mas estable.

Se exponen a continuacion dos interesantes sintesis de ciclopentanopolioles a
partir de nitroazdcares. La primera, desarrollada por Yoshikawa en 1994, incluye
como etapa clave una reaccion de Henry intramolecular del nitroazticar 106 obtenido
a partir de la D-arabinosa (105). La mezcla de nitrociclitoles 107a y 107b obtenida se
sometid a un proceso de eliminacion radicalaria del grupo nitro, que permitid

obtener enantioselectivamente el carboazticar 108 (Esquema 56).1%

0 0N 0 CsF, DMF HO
HoOm- OH ----- » Nt OH ——3» &N /"\.wOH ... » KQMOH
HO  OH BnO  OBn HO  ‘OH
D-arabinosa
105 106 107a,b 108
Esquema 56

101 Yoshikawa, M.; Yokokawa, Y.; Inoue, Y.; Yamaguchi, S.; Murakami, N. “Facile syntheses of pseudo-
a-D-arabinofuranose, and two pseudo-D-arabinofuranosylnucleosides, (+)-cyclaramide and (+)-1-
pseudo-{3-D-arabinofuranosyluracil, from D-arabinose” Tetrahedron 1994, 50, 9961-9974.
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En la segunda sintesis, debida a Chou,!*? la reaccién de la 6-nitro-D-fructosa
(109) con anhidrido acético dio lugar a una mezcla de tetraacetatos inestables 110,
que al someterla a purificacion cromatografica en silicagel se transformé en la
mezcla de nitroalquenos 111a y 111b, por eliminacién de un grupo acetato (Esquema
57).

NO, NO, NO,
OH O A0 OAc .. +—OAc OAc
2 AcOa_ Silicagel /
O.N OH » OH » OH mOH
2 H \ \ \
c_)H OH BF3'OEt2 N N J

AcO  OAc AcO ©OAc AcO OAc

6-nitro-D-fructosa
109 110 111a 111b
1:1)

Esquema 57

Por ultimo, mencionaremos también algunas aportaciones recientes de
nuestro grupo de investigacion, relativas a aplicaciones sintéticas de la reaccion de

Henry de nitroazucares.

El primer trabajo desarrollado fue el correspondiente a la reaccién de Henry
de nitroacetato de etilo (76) con D-gliceraldehido (112) (Esquema 58, pag. 217),% que
condujo a la mezcla de los dos estereoisomeros 113a y 113b en una relacion 6:5. Tras
proteger el hidroxilo libre para prevenir reacciones de retro-Henry, se obtuvo la
mezcla de nitroderivados 114 (cuatro estereoisomeros) que fueron transformados
mediante reacciones tipicas de aztcares en las 3,4-dihidroxiprolinas 116, la D-treo-L-

norvalina 118 y el aminodacido dihidroxifuranico 120.

102 Chou, W. C.; Fotsch, C.; Wong, C. H. “Synthesis of nitrocyclitols based on enzymatic aldol reaction
and intramolecular nitroaldol reaction” J. Org. Chem. 1995, 60, 2916-2917.
108 Soengas, R. G.; Estévez, J. C.; Estévez, R. J. “Total synthesis of 3,4-dihydroxyprolines, D-threo-L-

norvaline and (25,3R,4R)-2-amino-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-carboxylic acid methyl ester”
Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 3955-3963.
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o OH
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Esquema 58
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Una segunda aportaciéon de nuestro grupo de investigacion implicé una

reaccion de Henry de nitroacetato de etilo con el aldehido 121 obtenido a partir de la

diaceton-a-D-glucosa (Esquema 59, pag. 218).104

104 Soengas, R. G.; Estévez, J. C.; Estévez, R. J.; Maestro, M. A. “Synthesis of polyhydroxylated a-

nitrocyclohexane carboxylic acids derived from D-glucose: a striking case of racemization”

Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 1653-1658.
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o 1) BTCA
uil —_—

"Q CozEt HO" ' 2) AcOH
"0 TBAF "/,0)<
BnO
(70%)
121 122a —NO,
122b -mNO, @:2)
EtO,C NO,
BnO/,, ‘\\OH
NaHCO3 . i
MeOH Ho\“. ."/OH
OBn
1232 —NO, 124a,b
123b ""”N02
Esquema 59

La reaccion del aldehido 121 con nitroacetato de etilo en presencia de fluoruro
de tetrabutilamonio condujo en buen rendimiento a la obtencion de los nitroaztcares
122a y 122b en relacion 3:2. La proteccion del hidroxilo libre de éstos se llevo a cabo
con tricloroacetimidato de bencilo y a continuacion se realizé la hidrdlisis del grupo
protector isopropilidénico. Se obtuvo asi la mezcla de nitroaztcares 123a y 123b, que
al tratarla con bicarbonato sédico condujo a los nitroinositoles 124a y 124b. Cabe
destacar que en este ultimo proceso de ciclacion, se obtuvieron tnicamente dos de

los cuatro posibles estereoisdmeros.

Siguiendo un procedimiento similar al anterior, se estudid la adiciéon de
nitroetanol al mismo aldehido de partida 121 (Esquema 60, pag. 219).1

105 Soengas, R. G.; Estévez, J. C.; Estévez, R. J. “Transformation of D-glucose into 1D-3-deoxy-3-
hydroxymethyl-myo-inositol by stereocontrolled intramolecular Henry reaction” Org. Lett. 2003, 5,
4457-4459.
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HO
(0) OH
[ — .
)( TBAF
BnO (s
(75%)
1252 —
121 a NO, (3:2)
125b -iNO,
OBn
NO;
BHO/,, X OH
NaHCO; :
MeOH HOY “OH
OBn
126a —NO, 127
126b -+NO,
Esquema 60

Se obtuvo con un rendimiento del 75% la mezcla de los nitroazicares 125a y
125b en una relacion 3:2. Esta mezcla se sometio a la secuencia sintética anterior:
proteccion con tricloroacetimidato de bencilo, hidrdlisis en medio acido y ciclacion
de Henry intramolecular con bicarbonato. Sin embargo, en ese caso el proceso de
ciclacion de Henry intramolecular de la mezcla 126a + 126b condujo tinicamente al
estereoisomero 127, el mas estable termodindmicamente de los cuatro posibles que
se podian generar, cuya obtencion tnica ha de ser atribuida a la formacidn inicial de
los cuatro posibles productos de ciclacién y subsiguiente desplazamiento del

equilibrio entre ellos hacia 127.
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1.4. La reaccion de Michael: aplicaciones.

Al igual que las cetonas a-f3 insaturadas, los nitroalquenos experimentan
reacciones de adicion de Michael con gran facilidad. La importancia de esta reaccion
en sintesis organica radica en la generacién de enlaces carbono-carbono o
carbono-heterodtomo en condiciones suaves y de manera sencilla. La gran atraccion
de carga que provoca el grupo nitro sobre el doble con el que estd conjugado, lo
activa lo suficiente como para que se adicionen sobre él nucleofilos de origen variado

(carbaniones, alcoxidos, sulfuros, aminas, amiduros, fosfinas, etc.).

De modo general, los nitroalquenos se obtienen facilmente por deshidratacién
de nitroalcoholes, los cuales se pueden obtener por reaccion de Henry de nitronatos

con cetoderivados (Esquema 61).

Nu®
(0] N02 OH -H20 R H+ Nu R
— — o —= X nH
H(_/( RN J?ENOZ »/_}Noz fﬁfNoz

Esquema 61

La adicion de Michael de un nucledfilo puede ocurrir por las dos caras del
nitroalqueno, por lo que en aquellos casos en los que se generan dos centros
estereogénicos, pueden dar lugar a la formacion de cuatro diastereoisomeros. Sin
embargo, si estdn presentes sustituyentes en el nucledfilo o en la nitroolefina que,
por motivos estéricos o electrénicos, puedan influir en la selectividad del proceso, la
reaccion de adicion de Michael puede transcurrir de modo altamente
estereoselectivo. Esta posibilidad ha llevado a numerosos grupos de investigacion a
emplear sustratos quirales de variada naturaleza (campo en el que han demostrado
ser ampliamente utiles los nitroalquenos derivados de hidratos de carbono) para
ensayar este tipo de adiciones, pudiéndose llegar a controlar la estereoselectividad
del proceso, tal y como se indica en los ejemplos siguientes.

Yamashita y col. estudiaron adiciones de Michael de nucledfilos de fdésforo
sobre nitroderivados de la D-glucosa 128a, obteniendo una cierta selectividad en la
adicion, tanto mayor cuanto mas voluminosos son los sustituyentes de la fosfina

empleada (Esquema 62).10

106 Yamashita, M.; Sugiura, M.; Tamada, Y.; Oshikawa, T.; Clardy, J. “First X-ray study on orientation
of addition of phosphorous compounds to 3-O-alkyl-5,6-dideoxy-1,2-O-isopropylidene-6-C-nitro-a-D-
xylo-hexo-5-(Z)-enofuranoses” Chem. Lett. 1987, 1407-1408.
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R2R3P(=R4)H

EN, 90 °C
128a 129a (a-D-gluco) 129b (B-L-ido)

R1 R> Rs | Rs 129a (a-D-gluco) : 129b (B-L-ido)

Me | MeO | MeO | O 1:2

Me | EtO | EtO | O 1:25

Me | Ph H 1:3.8

Ac | Ph H 1:3.5

Me | BnO | Bn 0) 1:7

Me | Ph Ph | O 1:11

Bn | MeO | MeO | O 1:3

Bn | MsO H |-

- representa a un par de e
Esquema 62

Es evidente que la presencia de sustituyentes voluminosos tanto en la

nitroolefina como en el compuesto nucleofilico favorecen la estereoselectividad del

proceso. La mejor relacion estereoselectiva se obtuvo cuando los dos sustituyentes Rz

y Rs de la fosfina fueron fenilos, formandose como estereoisdmero mayoritario el que

tiene la configuracion de la -L-idosa 129b. Esta observacion experimental se explico

en base al modelo de Cram para ataques nucleofilicos sobre centros diastereogénicos

(Esquema 63, pag. 222), en cuanto que el ataque del nucledfilo esta mas favorecido

por la cara menos impedida del doble enlace, cuando su disposicién es lo mas

alejada posible de los sustituyentes mas voluminosos.*’”

107 Cram, D. J.; Elhafez, F. A. A. “Studies in stereochemistry. XIV. Differences in the reactivity of
diastereomerically related alkyl halides and sulfonates in the SN2 and E: reactions” J. Am. Chem. Soc.

1952, 74, 5851-5859.
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128a 129b 129b (B-L-ido)
Esquema 63

Una importante sintesis total en la que una reaccion de adicion de Michael
tiene un papel fundamental, es la de la (+)-licoricidina (135a), publicada por Paulsen
en 1982 (Esquema 64).108

Pro 0
. Li
/ +
“0 THF
(o]
\—-O
128b 130 131a (a-D-gluco) 131b (B-L-ido)
4:5)
AcOH

(o)

o
OH Nac03 %) ¢ o 1) Hy, Pd-C
— OBz —————
[ MeOH o ~ 2) K,CO;
OH .
O,N" OH
OH

132 133

(o] o

<° NH <° NH
(o) s, ' .‘\\OH SOClz, pi o) ' .\\\OH

[ —— 9
HOY “/OH “/OH

OH OH

134a (+)-licoricidina
135a

Esquema 64

108 Paulsen, H.; Stubbe, M. “Chirale synthese von (+)-lycoricidin” Tetrahedron Lett. 1982, 23, 3171-3174.
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En este proceso, la reaccion de Michael del derivado organolitico aromatico
130 sobre el nitroazacar 128b, condujo a la mezcla de aductos 131a y 131b en una
relacion 4:5. El isomero 131a se hidrolizé en acido acético y se tratd con carbonato
potasico para producir asi una reaccion de Henry intramolecular, que gener6é como
unico estereoisomero el nitrociclohexano 133. Finalmente la hidrogenacion del grupo
nitro a amino, seguida de la apertura del ciclo lactonico del compuesto resultante
con carbonato potdsico, produjo la formacion de la lactama 134a, la cual por

deshidratacion con cloruro de tionilo en piridina formo la (+)-licoricidina 135a.

El profesor A. Barrett realizO numerosas aportaciones relacionadas con
adiciones de Michael a nitroderivados de hidratos de carbono. En 1990 publicé una
sintesis del antibidtico natural polioxina C (140) que incluye la transformacién de la
D-ribosa (136) en la nitroolefina 137, sobre la que llevé a cabo la adicion de Michael
de un alcoxido sililado, que dio lugar al compuesto 139a, precursor de dicho

antibiotico, tras reaccién con ozono del derivado 138a (Esquema 65).1%

SPh SPh

O,N ‘O2N
o o Me;SiOK (o) 0,
OH ___.__. OMe OMe
no () = TLQ’ - Mess:LQ’ g

. K "
D-ribosa 137 138a
136
HO
SPh
0 "0,C /¢7\f0
(o) (0)
S OMe « N
Ho\ ------- - +H3N \\g 77/NH
5><"b HO  on°
% polioxina C
1392 (94%) 40
Esquema 65

La adicion de Michael sobre 137 se produjo con un alto exceso
diastereomérico (>50:1), lo que indica que el ataque nucleofilico ocurre

preferentemente sobre una de las caras del doble enlace. La formacion del

109 Barrett, A. G. M.; Lebold, S. A. “(Phenyltio)nitromethane in the total synthesis of Polyoxin C” J.
Org. Chem. 1990, 55, 3853-3857.
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diastereoisomero mayoritario 138a se justificd en base a la regla de Felkin-Anh de

adicion a dobles enlaces o carbonilos en compuestos proquirales (Esquema 66).11

TMSO;

TMSO’

PhS__NO, PhS_ NO,’ NO2"
TMSO
TMSO\\\‘ o OMe H o OMe H o OMe
/= Tmso \H/ -
% 5T %
138a (B-D-alo) 138a 138b 138b (a-L-talo)

Esquema 66

La regla de Felkin-Anh tiene en cuenta factores electrénicos del doble enlace y
de los sustituyentes electronegativos de sus proximidades. En olefinas con un
sustituyente electronegativo en la posicion a (como puede ser el oxigeno furdnico
del sustrato 137) la disposicion mas favorecida del doble enlace con respecto al
grupo electronegativo es antiperiplanar, formando un angulo de 90°, debido a un
efecto electrénico estabilizante que surge de la interaccion entre un orbital sp® no
enlazante del 4tomo elecronegativo y el orbital m enlazante del doble enlace. Se
obtienen asi dos posibles conformaciones, 137a y 137b, que cumplen esta condicion
de ortogonalidad, de las que la conformacion 137a es energéticamente mas
favorable, por motivos estéricos. Este conformero serd el mayoritario en disolucién y
el ataque del nucledfilo se llevard a cabo por su cara menos impedida del doble
enlace, produciendo asi el estereoisdémero mayoritario 138a.

En una comunicacion posterior, Barrett y col. aportaron resultados obtenidos

con adiciones de Michael de diversos nucleofilos sobre el mismo nitroalqueno 137,

10 3) Chérest, M.; Felkin, H.; Prudent, N. “Torsional strain involving partial bonds. The
stereochemistry of the lithium aluminium hydride reduction of some simple open-chain ketones”
Tetrahedron Lett. 1968, 9, 2199-2204. b) Hoffmann, R. F. “Allylic 1,3-strain as a controlling factor in
stereoselective transformations” Chem. Rev. 1989, 89, 1841-1860.
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observando que en algunos casos se invertia la estereoselectividad del proceso de

adicion (Esquema 67).11

“0,N SPh o SPh
O\ ~0Me O~ ~0Me
Nu' HO
K K
O,N SPh
(0) OMe Nu 138c (B-D-alo) 0, 139a (B-D-alo)
— > + - > +
o, 0 Ph
>< ‘0N 0._SPh
O___oMme O__.oMe
137 Nu HO
¢ %
138d (a-L-talo) 139b (a-L-talo)

Nucledfilo Temp. (°C) | Tiempo (min) | Rdto. (%) | 138c (B-D-alo) : 138d (a-L-talo)*

MesSiOK 10 30 94 >50:1
MeONa 25 30 39 7:1

BnONa 25 90 62 10:1
p-TsNHK 25 25 41 >15:1
Ftalimida K 25 240 83 1:15
Succinimida K 25 25 75 1:>15

2 Relacion determinada por RMN-H
Esquema 67

De nuevo el modelo de Felkin-Anh (Esquema 66, pag 224) explicd la
diastereoselectividad de la adicion en aquellos casos en que el estereoisomero
de de 138c,

independientemente del heteroatomo presente en el nucledfilo empleado (MesSiOK,

mayoritario obtenido fue el estructura [-D-alofuranosa

MeONa, BnONa y p-TsNHK). Sin embargo, se encontro que la utilizacion de
succinimida invertia la
Michael,

estereoisdmeros mayoritarios los de configuracion de a-L-talofuranosa 138d. Esta

nucleofilos voluminosos (ftalimida y potasicas)

estereoselectividad de la adicidon de obteniéndose ahora como

11 Barrett, A. G. M.; Weipert, P. D.; Dhanak, D.; Husa, R. K;; Lebold, S. A. “Stealth stereocontrol:
Stereochemical reversal of a Michael addition reaction” J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 9820-9824.
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inversion de estereoselectividad se explicé en base a problemas estéricos de
aproximacion de los nucledfilos voluminosos al doble enlace de la nitroolefina 137
(Esquema 68).

0. o

138¢ (B-D-alo) 138¢ 138d 138d (a-L-talo)

Esquema 68

En este esquema se puede observar como la direccion de aproximacion de
Felkin-Anh de nucleéfilos voluminosos al conférmero 137a se ve desfavorecida
debido a la presencia del ciclo furdnico adyacente al centro de ataque nucleofilico. La
aproximacion del sustituyente voluminoso al doble enlace del rotdmero 137b (de
mayor energia que 137a) esta menos impedida estéricamente, siendo en este caso la
observada experimentalmente, pese a que contradiga la regla de Felkin-Ahn. En
términos energéticos podemos visualizar los dos procesos de adicidon con el siguiente
grafico (Figura 44, pag. 227).

- 226 -



Introduccion

138d (a.-L-talo)
138c (B-D-alo)

Figura 44: Aproximacion del esquema energético de la adicion de Michael sobre 137.

En el centro de la figura representamos los dos conférmeros (137a y 137b) del
nitroderivado 137. La adicion del nucledfilo a 137a para dar 138¢ pasa por un estado
de transicion (fa) de muy alta energia, debido al impedimento estérico surgido en la
aproximacion. El menor impedimento estérico surgido en la aproximacion del
nucleofilo voluminoso al doble enlace del conférmero 137b, hace que el estado de
transicion (fv) para esta aproximacion sea de menor energia, por lo que en este caso

éste es el proceso favorecido.

Los procesos de adicion de Michael también pueden modificar su
estereoselectividad en funcion de factores electronicos derivados de la naturaleza del

contraién que acompana al nucledfilo.

En 1995 Jackson comunicé los resultados obtenidos en reacciones de
epoxidacién de nitroalquenos con peroxidatos organicos.!'? Pese a que una reaccion
de epoxidacién de un doble enlace no puede ser considerada en principio como una
adicién de Michael, cuando ésta se lleva a cabo sobre un nitroalqueno (Esquema 69,
pag. 228), la union del anion peroxidato para dar los intermedios 143 si cumple con

las caracteristicas de esta adicién.

12 Jackson, R. F. W.; Palmer, N. J.; Wythes, M. J.; Clegg, W.; Elsegood, M. R. J. “A new approach to the
synthesis of 3-hydroxy-a-amino acids using (arylthio)nitrooxiranes” |. Org. Chem. 1995, 60, 6431-6440.
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Esquema 69

Este Esquema 69 pone de manifiesto como el uso de diferentes tipos de
nucleofilos va acompanado de cambios en la estereoselectividad del proceso. El
empleo de t-butilperoxidato de litio o de potasio en THF conduce a
estereoselectividades opuestas, lo que no puede justificarse en funcion de la
voluminosidad del nucledfilo, como en el caso anterior (Esquema 67, pag. 225), ya
que se trata del mismo nucledfilo, variando tinicamente el contraion al que esta
unido.

En el Esquema 70 (pag. 229) puede observarse que el modelo de Felkin-Anh
predice que el compuesto de adicién 144a (anti) serd el mayoritario cuando no estén
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presentes factores adicionales a los contemplados por este modelo, dado que el

conférmero 142a es el energéticamente mas favorable.

Tos\%2  00r Tols,f'%z\(«‘
-, H A
0
S
\\\‘)~O
142a 142b

NO, )
NO

TolS H OR TolS 0\2(\\\

#0 STol o y #\0 STol

Jd 109, - o

RO.
OH H

144a (anti) 143a (anti) 143b (sin) 144b (sin)

Esquema 70

Efectivamente, la aproximacion Felkin-Anh es la que se observa cuando se
utiliza como nucledfilo el t-butilperoxidato de potasio. Para explicar el
comportamiento contrario del t-butilperoxidato de litio es necesario echar mano de
una variacion de la regla de Felkin-Anh que se produce cuando se emplean
nucledfilos con cationes pequefios y muy electronegativos, como el cation litio. En
estos casos la coordinacion del dtomo de litio al &tomo de oxigeno préximo al doble
enlace carbono-carbono en la conformacion Felkin-Anh mas favorable (142a)
favorece la aproximacion del nucledfilo por la cara mas impedida del doble enlace

(Esquema 71).

NO,"
TolS H

\/LO STol
— o — O F

R y O H 0\)\'>\N02
)\0

1422 143c (sin) 144b (sin)

Esquema 71

Este modelo de aproximacion, que podriamos denominar modelo de Felkin-

Anh con coordinacion del nucledfilo, explica por qué en este caso la
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estereoselectividad del proceso de adicion es la contraria a la predicha por la regla
de Felkin-Anh. De acuerdo con este modelo se observo que al llevar a cabo esta
reaccion en tolueno en lugar de tetrahidrofurano la estereoselectividad se hiciese tres
veces mayor. Ello se puede justificar admitiendo que al emplear un disolvente
menos polar, disminuyen las interacciones disolvente-reactivos, con el consiguiente
incremento de los efectos de coordinacion entre los reactivos y el previsible aumento
de la estereoselectividad predicha por la regla de Felkin-Anh con coordinacion del

nucledfilo (Esquema 71, pag. 229).

Por otra parte, se comprobd que durante la adicion de trifenilmetilperoxidato
de litio o de potasio a la nitroolefina 142, el estereoisomero mayoritario fue siempre
el 144a (anti), predicho por la regla de Felkin-Anh, aunque con mejor exceso
diastereomérico para la adicion del derivado de potasio que para la del de litio. Este
ensayo puso de manifiesto que con nucledfilos suficientemente voluminosos, la
coordinacion del nucledfilo a través del atomo de litio al oxigeno de la nitroolefina es
mas dificil, por lo que la aproximacion del nucledfilo se lleva a cabo

mayoritariamente siguiendo las pautas de la regla de Felkin-Anh.

En resumen, con esta serie de interesantes ejemplos hemos visto como se
puede predecir y controlar la estereoselectividad en reacciones de adicién de
Michael sobre nitroolefinas, en funcion de la naturaleza de la nitroolefina, del
nucledfilo, o del medio de reacciéon empleado. Estas variables dan una mayor

versatilidad a una reaccién con un amplio rango de uso en sintesis organica.
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Objetivos

2.1. Objetivos.

Los hidratos de carbono son compuestos especialmente ttiles en sintesis
organica como bloques de partida para la preparacion de compuestos complejos con
multitud de centros quirales. Dos son las razones fundamentales por las que
numerosas sintesis organicas tienen algun tipo de hidrato de carbono como sustancia

de partida:

* Asequibilidad econdémica. No existe en el mercado ninguna sustancia de

partida economicamente mas asequible que ciertos hidratos de carbono.

* Funcionalidad quimica. La alta sustitucién presente en un hidrato de
carbono, asi como la selectividad con la que se puede llevar a cabo cada una de sus
transformaciones, hace que sean bloques quirales excepcionalmente ttiles para la

preparacion de numerosos compuestos quimicos.

El objetivo genérico que nos hemos planteado desarrollar en la segunda parte
de esta tesis doctoral es el de aprovechar la gran potencialidad sintética de los
nitroazucares para desarrollar aplicaciones sintéticas de hidratos de carbono todavia
no exploradas. Esta potencialidad sintética resulta, como ya se ha indicado en esta
memoria, de la combinacion de las importantes propiedades quimicas del grupo

nitro con las posibilidades sintéticas que ofrecen los hidratos de carbono.

Este objetivo genérico se aborda en esta tesis mediante el estudio preliminar
de los siguientes tres objetivos concretos: sintesis de benzo[b]carbazol-6,11-dionas
polihidroxiladas, sintesis de [3-aminodcidos cicloalcanicos polihidroxilados y sintesis

de iminoaztcares ramificados.

Se plantean a continuacion estos tres objetivos, asi como el interés de los

mismos.

2.1.1. Sintesis de benzo[b]carbazol-6,11-dionas polihidroxiladas.

Nuestro primer objetivo concreto, directamente relacionado con los trabajos
previos de nuestro grupo de investigacion sobre quinonas, consistid en iniciar
estudios sobre la incorporaciéon de hidratos de carbono en 1,4-naftoquinonas y
explorar posibles aplicaciones sintéticas de estos compuestos novedosos. En
concreto, nos propusimos iniciar estudios de preparacion de nitrociclohexil-
naftoquinonas 147 por adicion de Michael de la naftoquinona 145a a
nitrociclohexenos polihidroxilados 146, a preparar a partir de D-hexosas (Esquema
72, pag. 234).
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H H
5H-benzo|b]carbazol-6,11-dionas 148
149a
Esquema 72

Una aplicacion sintética de estas nitrociclohexilnaftoquinonas 147 a explorar
es la correspondiente a su transformacion en las hexahidrotetrahidroxi-
benzo[b]carbazoldionas 148, de evidente relacion estructural con la
5H-benzol[b]carbazol-6,11-diona 149a, en la que podrian transformarse por triple
deshidratacion de su anillo D (Esquema 72). Esta relacion estructural entre ambos
tipos de benzo[b]carbazoldionas es de gran interés si se tienen en cuenta las
propiedades anticancerigenas de la 5H-benzo[b]carbazol-6,11-diona 149a.13

Es también de gran interés la relacion de estas nuevas hexahidrotetrahidroxi-
benzo[b]carbazoldionas 148 con los antibidticos kinamicinicos 150 y con alcaloides
de las Amaryllidaceae, como la pancratistatina 134b (Figura 45, pag 235).114

13 Luo, Y. L.; Chou, T. C; Cheng, C. C. “Design of antineoplastic agents on the basis of the “2-
phenylnaphthalene-type” structural pattern 3. Synthesis and biological activity evaluation of 5H-
benzo[b]naphtha[2,3-d]pyrrole-6,11-dione derivatives” J. Heterocyclic Chem. 1996, 33, 113-117.

114 Gould, S. J. “Biosynthesis of the kinamycins” Chem. Rev. 1997, 97, 2499-2509.
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OH O
pancratistatina kinamicina A R,=R;=R,=Ac, R|=H
134b 150 B R,=Ac, R=R;=R,=H

C R;=R;=R4=Ac, R,=H

D R1=R3=AC, R2=R4=H

E R,=Ac, Ry=R;=R,=H

F R,=R,=R;=R,=H

G R=R3=R4=Ac, R,=COiPr

H R1=COiPr, R2=H, R3=R4=AC
I R,=R;=COiPr, R,=H, R,=Ac
JR=R,=R;=R,=Ac

Figura 45: Estructura de la pancratistatina (134b) y de los antibioticos kinamicinicos (150).

Todo ello constituye un conjunto de elementos que inducen a pensar que
estas hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazoldionas 148 (Esquema 72, pag. 234) sean

compuestos de potencial interés farmacolégico.

2.1.2. Sintesis de B-aminoacidos cicloalcanicos polihidroxilados.

Las funciones biologicas y las limitaciones farmacoldgicas de los péptidos
naturales han generado en los tltimos afos un creciente interés en la preparacion de
analogos resultantes de la sustitucién de uno a mas de sus a-aminoacidos por
aminodcidos no naturales conformacionalmente restringidos. Los compuestos
resultantes han incrementado su importancia, debido a las interesantes propiedades
biologicas mostradas,’® siendo los mejores candidatos para llevar a cabo esta

sustitucion los B-aminoacidos, dada su resistencia a la degradacion enzimatica. Es

115 2) Gellman, S. H. “Foldamers: A manifesto” Acc. Chem. Res. 1998, 31, 173-180. b) Kirshenbaum, K;
Zuckermann, R. N.; Dill, K. A. “Designing polymers that mimic biomolecules” Curr. Opin. Struct. Biol.
1999, 9, 530-535. c) Stigers, K. D.; Soth, M. J.; Nowick, J. S. “Designed molecules that fold to mimic
protein secondary structures” Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 714-723. d) Andrews, M. J. L.; Tabor, A.
B. “Forming stable helical peptides using natural and artificial amino acids” Tetrahedron 1999, 55,
11711-11743. e) Venkatraman, J.; Shankaramma, S. C.; Balaram, P. “Design of folded peptides” Chem.
Rev. 2001, 101, 3131-3152. f) Abele, S.; Seebach, D. “Preparation of achiral and of enantiopure
geminally disubstituted (3-amino acids for (-peptide synthesis” Eur. |. Org. Chem. 2000, 1, 1-15. g)
Reinelt, S.; Marti, M.; Dedier, S.; Reitinger, T.; Folkers, G.; de Castro, J. A.; Rognan, D. “p-Amino acid
scan of a class I major histocompatibility complex-restricted alloreactive T-cell epitope” J. Biol. Chem.
2001, 276, 24525-24530.
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por ello, por lo que en los ultimos afios han sido varias las estrategias sintéticas

propuestas para llevar a cabo su obtencion.!1¢

En conexion con los trabajos recientes de nuestro grupo de investigacion
sobre sintesis de [-aminodcidos ciclopentanicos polihidroxilados a partir de
nitrohexofuranosas, cuyo alcance y limitaciones se han indicado previamente (pag.
206-207), nos propusimos desarrollar una transformacion alternativa de
nitrohexofuranosas en [-aminoacidos ciclohexdnicos y  ciclopentdnicos

polihidroxilados, de previsible mayor alcance.

En la estrategia sintética a ensayar son compuestos clave las
nitrohexofuranosas 151, en las que ya estd presente la funcionalidad del
(-aminoacido, siendo su grupo carboximetilo el equivalente del grupo carboxilo y el

grupo nitro el equivalente del grupo amino (Esquema 73).

HO  OH
HO,C OH
oN— > H,N  OH
o
OGP .- 152
MeO,C g
GP0’ oGP e OH
e N
151 HO,C OH
H,N  OH
85

Esquema 73

La transformacion de estas nitrohexofuranosas 151 en los (-aminoacidos
ciclohexanicos polihidroxilados 152 y en los [-aminoacidos ciclopentdnicos
polihidroxilados 85 implica aprovechar las propiedades del grupo nitro para generar

los anillos ciclohexdnicos o ciclopentanicos mediante reacciones de Henry

116 ) Lelais, G.; Seebach, D. “B%-Amino acids - syntheses, occurrence in natural products, and
components of (3-peptides” Biopolymers 2004, 76, 206-243; b) Beddow, J. E.; Davies, S. G.; Smith, A. D,;
Russell, A. J. “Asymmetric synthesis of 2-alkyl- and 2-aryl-3-aminopropionic acids (?-amino acids)
from (5)-N-acryloyl-5,5-dimethyloxazolidin-2-one SuperQuat derivatives” Chem. Commun. 2004, 2778-
2779; c) Sammis, G. M.; Jacobsen, E. N. “Highly enantioselective, catalytic conjugate addition of
cyanide to a,-unsaturated imides” ]. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 4442-4443. d) Davies, H. M. L,;
Venkataramani, C. “Catalytic enantioselective synthesis of (32-amino acids” Angew. Chem., Int. Ed.
2002, 41, 2197-2199. e) Bower, ]. F.; Roshan, J.; Williams, A. C.; Williams, J. M. J. “Palladium-catalysed
asymmetric allylic substitution: synthesis of a- and (3-amino acids” |. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1997,
1411-1420.
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intramoleculares, para hidrolizar luego el grupo éster a acido carboxilico y reducir el

grupo nitro a amino.

2.1.3. Sintesis de iminoazucares ramificados.

Los iminoazucares son compuestos similares a las formas acetalicas ciclicas de
los azticares, en los que se ha sustituido el oxigeno que forma parte del ciclo por un
atomo de nitrégeno. Dada la similitud estructural entre ambos tipos de compuestos,
los iminoazuicares son capaces de penetrar en el sitio activo de las enzimas
glicosidicas e inhibir su actividad. Esta importante propiedad ha hecho que en los
altimos 30 afos se hayan desarrollado numerosas sintesis de iminoazucares de
cinco, seis y siete eslabones, que han sido empleados como inhibidores de
glicosidasas en el tratamiento de procesos patologicos en los que intervienen de

algin modo este tipo de enzimas.”

Nuestro tercer objetivo concreto esta relacionado con el interés que han

adquirido recientemente los iminoazucares ramificados.

Nosotros nos propusimos iniciar estudios acerca de la aplicacién de los
nitroaztuicares a la sintesis de iminoazutcares ramificados. En concreto decidimos
investigar la estrategia siguiente de sintesis de iminopentitoles 155, con objeto de

evaluar su capacidad de inhibicion de glicosidasas (Esquema 74).

>< HO OH
#\0 O O
o D » OH ... » HO N

NO, HO

OH HO H
OH O;N
153 154 155
Esquema 74

También nos fijamos como objetivo extender esta metodologia sintética a las
6-nitrohexofuranosas 82 con objeto de preparar y evaluar bioldgicamente los nuevos

azepanos ramificados 157 (Esquema 75, pag. 238).

17 a) Lillelund, V. H.; Jensen, H. H.; Liang, X;; Bols, M. “Recent developments of transition-state
analogue glycosidase inhibitors of non-natural product origin” Chem. Rev. 2002, 102, 515-552. b)
Asano, N.; Nash, R. J.; Molyneux, R. J.; Fleet, G. W. ]J. “Sugar-mimic glycosidase inhibitors: natural
occurrence, biological activity and prospects for therapeutic application” Tetrahedron: Asymmetry 2000,
11, 1645-1680.
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Esquema 75

Los resultados logrados en los estudios llevados a cabo sobre estos tres

objetivos concretos se exponen a continuacion en los tres apartados incluidos en la

parte tedrica de la segunda parte de esta tesis doctoral.
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3.1. Aplicacion de nitroaztcares a la sintesis de
benzocarbazoldionas polihidroxiladas.

3.1.1. Antecedentes y plan de sintesis.

Las 5H-benzo[b]carbazol-6,11-dionas 149 son compuestos policiclicos
formados por la fusion de un ciclo de 1,4-naftoquinona con un sistema indolico. Se
trata de compuestos de origen sintético conocidos desde principios del siglo XX,118
que adquirieron importancia creciente a partir de 1970 a raiz de atribuirle
erroneamente a los antibidticos kinamicinicos recién descubiertos'® estructuras de
N-cianobenzo[b]carbazol-6,11-dionas 158a, que fueron luego corregidas por las de
diazobenzol[b]fluorendionas 150 (Figura 46).120

5H-benzo|b]carbazol-6,11-dionas
149

kinamicina A R2=R3=R4=AC, R1=H

B Rz:AC, R1:R3: R4:H

C R1:R3:R4:AC, RZZH

D R1=R3=AC, R2:R4=H

E Rl:AC, R2:R3:R4:H

F R1:R2:R3:R4=H

G R1:R3:R4:AC, R2=COiPr

H R=COiPr, Ry=H, R3=R4=Ac
N-cianobenzo[b]carbazol-6,11-dionas I R,=R;=COiPr, R,=H, R=Ac diazobenzo[b]fluorendiona

158a J R=R,=R;=R,=Ac 150

Figura 46: Estructuras inicial (158a) y corregida (150) de los antibidticos kinamicinicos.

118 Fries, K.; Kerkow, F. “Linear (benzonaphto)-parathiazines” Ann. 1922, 427, 288-302.

119 3) Ito, S.; Matsuya, T.; Omura, S.; Otani, M; Nakagawa, A.; Takeshima, H.; Iwai, Y.; Ohtani, M,;
Hata, T. “A new antibiotic, kinamycin” |. Antibiot. 1970, 23, 315-317. b) Hata, T.; Omura, S.; Iwai, Y.;
Nakagawa, A. Otani, M. “A new antibiotic, kinamycin: fermentation, isolation, purification and
properties” J. Antibiot. 1971, 24, 353-359. c) Omura, S.; Nakagawa, A.; Yamada, H.; Hata, T.; Furusaki,
A. “Structures and biological properties of kinamycin A, B, C, and D” Chem. Pharm. Bull. 1973, 21, 931-
940.

120 3) Gould, S. J.; Tamayo, N.; Melville, C. R. ; Cone, M. C. “Revised structures for the kinamycin
antibiotics: 5-diazobenzo[b]fluorenes rather than benzo[b]carbazole cyanamides” |. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 2207-2208. b) Cone, M. C.; Hassan, A. M.; Gore, M. P.; Gould, S. J.; Borders, D. B.; Alluri, M.
R. “Detection of phenanthroviridin a glycon in a UV mutant of Streptomyces murayamaensis” ]. Org
Chem. 1994, 59, 1923-1924. c) Mithani, S.; Weeratunga, G.; Taylor, N. J.; Dmitrienko G. I. “The
kinamycins are diazofluorenes and not cyanocarbazoles” J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 2209-2210.
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Las importantes propiedades farmacoldgicas de los antibidticos kinamicinicos
impulsaron el estudio de las benzo[b]carbazol-6,11-dionas 149, habiéndose
preparado algunos derivados con importante actividad inhibidora contra el
crecimiento de células cancerigenas en determinados tipos de leucemias (HL-60),
(Figura 47).121

o R o K
§ ) e
(LI, LI,
\ \
o Rs o Rs

149b R,=OCH;, R,=H, Ry=H 1491 R,=R,=OCH3, Ry=H
¢ R;=0CHs, R,=Cl, Ry=H m R,=R,=0CHj;, R;=CHj
d R +R,=0CH,0, Ry=H n R;=R,=0CHj, Ry=(CH,),N(CH3),
e R;=0COCH3, R,=H, Ry=H 0 R,=R,=OH, R;=H
fR, = OCHs, R, = H, Ry = CHj p R;=R,=OH, Ry=CH;
g R;=0COCH;, Ry=H, R;=CH, q R,=OH, R,=O(CH,),N(CH),, R;=CH,

h RIZOCOCH3, RQZH, R3=(CH2)2N(CH3)2

i Rlon, R2=H, R3=CH3

i R1=0(CH,),N(CH3),, Ry=H, R3=CHj

k R]ZO(CHz)zN(CH:;)z)HCl N RZZH, R3:CH3

Figura 47: Benzo[b]carbazol-6,11-dionas sustituidas.

A pesar del alto interés de estas benzo[b]carbazol-6,11-dionas 149, no se han
preparado todavia analogos con los que se trate de mimetizar las estructuras
polihidroxiladas naturales de los antibidticos kinamicinicos (150) o de los alcaloides
de las Amaryllidaceae como la pancratistatina (134b), la licoricidina (135a) o la
narciclasina (135b), compuestos que han demostrado tener importantes propiedades
anticancerigenas, antivirales y antiparasitarias (Figura 48, pag. 243).122

121 Tuo, Y. L.; Chou, T. C; Cheng, C. C. “Design of antineoplastic agents on the basis of the “2-
phenylnaphthalene-type” structural pattern 3. Synthesis and biological activity evaluation of 5H-
benzo[b]naphtha[2,3-d]pyrrole-6,11-dione derivatives” J. Heterocyclic Chem. 1996, 33, 113-117.

122 ) Pettit, G. R; Pettit, G. R. III; Backhaus, R. A.; Boyd, M. R.;; Meerow, A. W. “Antineoplastic agents,
256. Cell growth inhibitory isocarbostyrils from Hymenocallis” J. Nat. Prod. 1993, 56, 1682-1687. b)
Gabrielsen, B.; Monath, T. P.; Huggins, ]. W.; Kefauver, D. F.; Pettit, G. R.; Groszek, G.; Hollingshead,
M.; Kirsi, J. J.; Shannon, W. M. “Antiviral (RNA) activity of selected Amaryllidaceae isoquinoline
constituents and synthesis of related substances” . Nat. Prod. 1992, 55, 1569-1581. c) Amara, M. O;
Franetich, J. F.; Mazier, D.; Pettit, G. R.; Meijer, L.; Doerig, C.; Livage, I. D. “In vitro activities of two
antimitotic compounds, pancratistatin and 7-deoxynarciclasine, against Encephalitozoon intestinalis,
a microsporidium causing infections in humans” Antimicrob. Agents Chemother. 2001, 45, 3409-3415.
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OH O
Antibiéticos kinamicinicos pancratistatina R =H licoricidina 135a
150 134b R = OH narciclasina 135b

Figura 48: Estructura de antibioticos kinamicinicos y de alcaloides de las Amaryllidaceae.

Sin embargo, han sido descritas varias tetrahidrobenzo[b]carbazol-6,11-dionas
158 estructuralmente mas simples, con el anillo D parcialmente hidrogenado, que se
muestran en la Figura 49, no habiéndose descrito previamente a nuestros trabajos

ninguna con el anillo D totalmente hidrogenado.

() -
N
\
fo) R
158b R=H 158f R,=Bn, R,=H
¢ R=Me g R;=p-MePh, R,=Me
d R=Ac h R;=Bn, R,=Me
e R=Ph

158i R,=CN, R,=OMe
j R;=Bn, R,=OH
k R,=Bn, R,=H

Figura 49: Ejemplos de tetrahidrobenzo[b]carbazol-6,11-dionas.

123 3) Kobayashi, K.; Takeuchi, H.; Seko, S.; Kanno, Y.; Kujime, S.; Suginome, H. “Photoinduced
Molecular Transformations. Part 142. One-step syntheses of 1H-benz[flindole-4,9-diones and 1H-
indole-4,7-diones by a new regioselective photoaddition of 2-amino-1,4-naphthoquinones and 2-
amino-1,4-benzoquinones with alkenes” Helvet. Chim. Acta 1993, 76, 2942-2950. b) Kobayashi, K,;
Takeuchi, H.; Seko, S.; Suginome, H. “Photo-induced molecular transformations. Part 123. One-step
synthesis of 1H-benz[f]lindole-4,9-diones by a new regioselective photoaddition of 2-amino-1,4-
naphthoquinone with various alkenes and its application to one-step synthesis of kinamycin
skeleton” Helvet. Chim. Acta 1991, 74, 1091-1094. c) Tanaka, K.; Takanohashi, A.; Morikawa, O.;
Konishi, H.; Kobayashi, K. “One-pot synthesis of indolequinone derivatives from 2-acylamino-1,4-
naphtho(or benzo)quinones and enamines” Heterocycles 2001, 55, 1561-1567. d) Wu, Y. L.; Chuang, C.
P.; Lin, P. Y. “Oxidative free radical reactions between 2-amino-1,4-naphthoquinones and carbonyl
compounds” Tetrahedron 2001, 57, 5543-5549. e) Sullivan, P. ], Moreno, R, Murphy, W. S.
“Regioselective synthesis of the kinamycin ABCD ring system” Tetrahedron Lett. 1992, 33, 535-538.
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La sintesis de benzo[b]carbazol-6,11-dionas 149 es un campo de trabajo en el
que nuestro grupo de investigacion tiene una gran experiencia, habiendo
desarrollado varias sintesis de este tipo de compuestos.’® Con motivo de la ultima
contribucion a este campo, se desarrolld6 la primera sintesis de una
hexahidrobenzo[b]carbazol-6,11-dionas 148a, mediante una estrategia especialmente

diseniada para este propdsito (Esquema 76).1%

(o}

OH K,CO;
CLY s ()=~
O.N

(o}

145a 146a (£)-147a

(£)-160a (£)-148a
(20%) (15%)

Esquema 76

La adicién de Michael de la hidroxiquinona 145a al nitrociclohexeno 146a
condujo a la nitrociclohexilnaftoquinona (#)-147a, que por hidrogenacion se
transformd en la aminociclohexilnaftoquinona (#)-159a. El calentamiento de esta

aminoquinona indujo su transformacion en una mezcla de la

124 3) Estévez, ]. C.; Estévez, R. J.; Castedo, L. “A new, simple, efficient synthesis of benzo[b]carbazoles

and indeno[1,2-blindoles” Tetrahedron Lett. 1993, 34, 6479-6480. b) Cruces, J.; Estévez, J. C.; Castedo, L.;
Estévez, R. ]J. “Palladium mediated total synthesis of o-acetylphenylacetic acids: a general route to
indolo[2,3-b]naphthalene-6,11-diones” Tetrahedron Lett. 2001, 42, 4825-4827. c) Cruces, ].; Martinez, E,;
Treus, M.; Martinez, L. A.; Estévez, ]. C.; Estévez, R. J.; Castedo, L. “From phenylacetylphenylacetic
acids to indoles: A simple new divergent synthesis of 6,11-dihydro-5H-benzo|[a]carbazol-5,6-diones
and 6,11-dihydro-5H-benzo[b]carbazol-6,11-diones” Tetrahedron 2002, 58, 3015-3019. d) Barcia, J. G
Cruces, ].; Estévez, ]. C,; Estévez, R. J.; Castedo, L. “Palladium-catalyzed synthesis of o-acetylbenzoic
acids: a new, efficient general route to 2-hydroxy-3-phenyl-1,4-naphthoquinones and indolo[2,3-
blnaphthalene-6,11-diones” Tetrahedron Lett. 2002, 43, 5141-5144.

125 Barcia, C. “Nuevas aportaciones a la sintesis de compuestos tetraciclicos de naturaleza

isoquinolinica y naftoquinénica: 5,12b-dihidro-6H-isoindolo[1,2-a]isoquinolin-8-onas, 5,6,13,13a-
tetrahidroisoquino[3,2-alisoquinolin-8-onas, =~ 5H-benzo[b]carbazol-6,11-dionas y  compuestos
relacionados” 2005, Universidade de Santiago de Compostela, Servicio de publicaciones e
intercambio, Santiago de Compostela.
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hexahidrobenzo[a]carbazol-5,6-diona (#)-160a y la hexahidrobenzo[b]carbazol-6,11-
diona (+)-148a buscada.

Nosotros consideramos la oportunidad de abordar la sintesis de
hexahidrobenzo[b]carbazol-6,11-dionas  polihidroxiladas 148 mediante un
planteamiento similar, lo que implicaria obtener nitrociclohexilnaftoquinonas 147
por adicion de la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona 145a a nitrociclohexenos
polihidroxilados 146 y transformar luego estas ciclohexilnaftoquinonas 147 en
nuestros objetivos sintéticos 148 (Esquema 77).

OH
OH HO OH

0 HO OH Q ‘
SO — LR

OH OH OH NOZ

(o} NO, o}
145a 146 147
y 4

HO OH
(0]
e
LI,
o H
Tetrahidroxihexahidrobenzo[b]carbazol-6,11-dionas
148

Esquema 77

Al acudir a la bibliografia, con objeto de encontrar precedentes de sintesis de
nitrociclohexenos 146 a partir de aztcares, tuvimos la ocasion de establecer que esta
transformacion no ha sido practicamente investigada, siendo el tinico caso descrito el
de Baer'® en el que se obtuvo el nitrociclohexeno 146b por descomposicion durante
la cristalizacion del nitrotetraacetato 100h (Esquema 78, pag. 246).

126 Kovar, J.; Baer, H. H. “Cyclizations of dialdehydes with nitromethane. XV. Synthesis of four
stereoisomeric deoxynitroinositol monomethyl ethers” Can. J. Chem. 1973, 51, 1801-1811.
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Esquema 78

Este escaso estudio de la quimica de nitrociclohexenos polihidroxilados 146
nos llevd a tener en cuenta para nuestro plan de sintesis de
hexahidrobenzocarbazoldionas 148 el precedente siguiente de sintesis de alcaloides
de las Amaryllidaceae (Esquema 79, pag. 247), ya expuesto previamente en el
Esquema 64 de la pag. 222.177

127 Paulsen, H.; Stubbe, M. “Chirale synthese von (+)-lycoricidin” Tetrahedron Lett. 1982, 23, 3171-3174.
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. ipro_° ipro_°
Li
THF "+
e, 3
(o)
(o]
(o}
131a
(4:5)

1) AcOH
2) Na,CO;3 (2%)
MeOH

o o
o) o
{ ? DHyPa-C _ ( uk
o 0Bz —————» g WOH
: 2) K,CO; ‘
ON" OH  3)SO.CLpi "OH

OH OH

133 (+)-licoricidina
135a

Esquema 79

De acuerdo con ello, decidimos modificar el plan inicial del Esquema 77 (pag.
245) planteando el siguiente plan de sintesis de hexahidrotetrahidroxi-
benzo[b]carbazol-6,11-dionas 148 (Esquema 80) referido al caso de la D-glucosa.

fo) NO,
(0]
O‘ 10 AcOH
—_— )<—>
OH OBn (Y
o
161
QBn C=)Bn
HO._ _~_ LOH OHO\ l OH
CHO N212C03 OH 1) H2
NO; NO 2) A
OH OH 2 )
o)
162 147a
Esquema 80

Se opté por tomar como sustancia de partida modelo para un estudio
exploratorio la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (145a) y la nitroolefina 128c facil de
preparar a partir de la diaceton-a-D-glucosa comercial. Una vez llevada a cabo la
unién de ambos sustratos por medio de una reaccién de adicion de Michael, se
obtendria la nitroquinona 161, la cual, tras eliminacion del grupo protector
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isopropilidénico, daria el nitroaldehido 162 que en medio basico experimentaria una
reaccion de Henry intramolecular conducente a la nitrociclohexilnaftoquinona 147a.
La hidrogenacion de su grupo nitro generaria una aminociclohexilnaftoquinona que
deberia ciclar a la hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-diona 148 buscada.
No se ha especificado la estereoquimica de los centros estereogénicos que se crean en

esta ruta sintética, por no ser predecibles de antemano.

Los resultados logrados en el desarrollo de este plan de sintesis se exponen a

continuacion.
3.1.2. Primer ensayo de sintesis de
hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-dionas: aproximacion

basada en la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona.

Nuestro plan de sintesis de hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazoldionas 148
requiere partir de la nitroolefina clave 128¢, que se prepar6 a partir de diaceton-a-D-

glucosa (49) como se indica en el Esquema 81.12

a) HNa, THF, "Bu,NI

1o 0°C, 15 min MeOH, H,0 AcOH
HO “0 b) BnBr, 50°C, 2 h 50°C,17 h
0,
diaceton-D-glucosa (97%) (93%)
49
(o)
(0]
NalO,, EtOH, H,0 10 CH;NO,, "Bu,NF
ta.,2h > : )V >
.a., Y,  ta.,
BnG 0 THF, t.a., 6 h
121
O,N
0 Q) MsCl, Et3N

HO >
5 )v CH,Cl,, 0°C, 4 h
BnO o

(78% desde 165)

82¢e —=QH
82f -mQH

Esquema 81

128 Fleet, G. W. J.; Smith, P. W. “Methyl 2-azido-3-O-benzyl-2-deoxy-a-D-mannofuranoside as a
divergent intermediate for the synthesis of polyhidroxylated piperidines and pyrrolidines: synthesis
of 2,5-dideoxy-2,5-imino-D-mannitol [2R,5R-dihydroxymethyl-3R,4R-dihydroxypyrrolidine]”
Tetrahedron 1987, 43, 971-978.
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Procediendo como se indica en la bibliografia, la 3-O-bencil-1,2-O-
isopropililiden-a-D-glucofuranosa (165) se obtuvo en buen rendimiento en una
secuencia en dos etapas, consistentes en la bencilacion del hidroxilo libre de la
posicion C-3 de la diaceton-D-glucosa (49), seguida de la desproteccidn selectiva del
sistema dihidroxilico de las posiciones C-5 y C-6 del compuesto 164. La reaccion del
diol 165 con peryodato sodico produjo por ruptura oxidativa el aldehido 121, que se
tratd directamente con nitrometano y fluoruro de tetrabutilamonio en
tetrahidrofurano, para dar una reaccion de Henry conducente a los nitroderivados
82e,f como mezcla de epimeros en relacion 8:1 (determinada por RMN-'H), los
cuales no se aislaron para identificacion, dado que esta mezcla epimérica se tratd
directamente con cloruro de mesilo y trietilamina en diclorometano, para dar la
nitroolefina 128c deseada en un rendimiento del 78% (70% a partir del producto de
partida comercial 49). La caracterizacion de este compuesto se hizo en base a sus

propiedades espectroscopicas, idénticas a las descritas en la bibliografia.?®

Aprovechando las bien conocidas propiedades nucleoéfilas de la 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (145a),'*° se estudid a continuacién su reaccion novedosa de adicién de

Michael a la nitroolefina 128¢c (Esquema 82, pag. 250).

129 Tida, T.; Funabashi, M.; Yoshimura, J. “Branched-chain sugars. IIl. Addition of vinylmagnesium
bromide to 5,6-dideoxy-1,2-O-isopropylidene-6-C-nitro-3-O-substituted-a-D-xylo-hex-5-enofuranoses”
Bull. Chem. Soc. Japan 1973, 46, 3203-3206.

130 Emadi, A.; Harwood, J. S.; Kohanim, S.; Stagliano, K. W. “Regiocontrolled synthesis of the trimeric
quinone framework of conocurvone” Org. Lett. 2002, 4, 521-524.
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NO,

o
(o
LT 13
OH {4 )V
OBn 0

(o)

161a (B-L-ido)

“calculada por RMN-'H

il Disolvente | T (°C) [Tpo. (h) | Rdto. (%) 161a:161b" i

DMF ta. 7 93 6:10 161b (a-D-gluco)
DMF 60 7 94 6:10

DMF 80 7 90 6:10

( THF ta. | 35 98 0.2:10) |

THF 55 8 92 1510 |

E Et,O ta. 0

.

Esquema 82

En primer lugar se llevd a cabo la reaccion a temperatura ambiente en
N,N-dimetilformamida, obteniéndose, tras 7 h de reaccién, una mezcla de los
epimeros 16la y 161b en una relacion aproximada 6:10 (25% de exceso
diastereomérico, calculado por RMN-'H, Figura 51, pag. 252), que pudieron
separarse parcialmente por cromatografia en columna. Sus estructuras fueron
establecidas a partir de sus propiedades espectroscopicas, muy similares para ambos
compuestos, dado que en sus espectros de RMN-*C no se observaron las sefiales
debidas a carbonos olefinicos y aparecieron las de la subunidad naftoquinénica. Sin
embargo, estos datos espectroscdpicos no nos dieron informacion acerca de la
configuracién del nuevo estereocentro formado, pero afortunadamente se pudo
cristalizar el epimero mayoritario 161b (p.f.: 130-131 °C, heptano) y obtener su
imagen de difraccion de Rayos X, que nos permitié asignar inequivocamente su

estructura (Figura 50, pag 251).
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Figura 50: Representacién en ORTEP-3%3! del compuesto 161b.

A continuacion, para tratar de mejorar el exceso diastereomérico obtenido en
esta primera adicidn, se estudi6 la influencia de ciertos parametros en este proceso
de adicion de Michael, considerando en primer lugar la temperatura, observandose
que se trataba de un factor no influyente, pues se obtuvieron mezclas de reaccion

similares en los tres casos ensayados (temperatura ambiente, 60 °C y 80 °C).

Se estudid en segundo lugar la influencia del disolvente, encontrandose que el
uso de tetrahidrofurano a temperatura ambiente mejoré considerablemente la
relacion diastereomérica inicialmente obtenida con la N,N-dimetilformamida, dado
que la relacion epimérica de 16la:161b fue ahora de 0.2:10 (96% de exceso
diastereomérico, calculado por RMN-'H, Figura 51, pag 252). También se llevo a
cabo la reaccién en éter etilico, pero se recuperaron los productos de partida
inalterados, muy probablemente por la baja solubilidad del carbonato potasico en

este disolvente.

Los excesos epiméricos se establecieron a partir de los espectros de RMN-'H
de los crudos de reaccion, tomando como base de medida la intensidad de la senal
del protén anomérico (H-1) de las furanosas 16la y 161b, que suele aparecer

suficientemente alejado del resto de las sefiales, a valores proximos a 6 ppm. Ello

181 Farrugia, L. J. “ORTEP-3 for Windows - a version of ORTEP-III with a Graphical User Interface
(GUL)” J. Appl. Cryst. 1997, 30, 565-566.
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permitio determinar sin problema la intensidad relativa de dicha sefal para ambos

epimeros y determinar a partir de ellas su proporcion (Figura 51).

- o
S o
=)

161b <— -f- —> 16la
DMF, t.a.
‘ T T T ‘ T

6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

Figura 51: Detalle de los espectros de RMN-'H de los crudos de reaccién en DMF y en THF

a temperatura ambiente.

La estereoselectividad observada en este proceso pudo explicarse facilmente

mediante el modelo de Felkin-Anh (Esquema 83).

Modelo de Felkin-Anh

161b 161b (a-D-gluco)

Esquema 83

Efectivamente, considerando la conformacion de 128c en la que el doble
enlace carbono-carbono estd dispuesto ortogonalmente al sustituyente
electronegativo (dtomo de oxigeno endociclico) y dirigido hacia el sustituyente
menos voluminoso, el ataque por la cara contraria al sustituyente electronegativo

(dtomo de oxigeno endociclico) explica el exceso diastereomérico observado
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experimentalmente. La influencia de la polaridad del disolvente en dicho exceso est4
relacionada con la capacidad de los disolventes mds polares para coordinar de
manera mas efectiva el nitroalqueno, permitiendo que el ataque del nucledfilo por la

cara mas impedida del doble enlace esté menos desfavorecido.

Prosiguiendo con nuestro plan de trabajo, la siguiente reaccion a realizar fue
la transformacion de la naftilnitrofuranosa 161b en la nitrociclohexilnaftoquinona
147b (Esquema 84).

TFA, H,0
ta.,Sh
N2a,CO3,q) (2%)
MeOH, t.a., 12 h
(90% desde 161b)
147b (muco)
Esquema 84

Siguiendo la misma estrategia que la empleada por Paulsen en su sintesis de
la (+)-licoricidina (Esquema 64, pag. 222)®32, nuestra transformacion se abordo
generando primero la furanosa desprotegida 162a, por reaccion del epimero 161b
con 4acido trifluoroacético y agua a temperatura ambiente. Esta glucofuranosa
desprotegida 162a, se disolvio directamente en metanol y se traté con disolucion
acuosa al 2% de carbonato sddico, conduciendo, tras purificacion cromatografica, al

naftil-muco-nitroinositol 147b como tinico producto de reaccion.

Este resultado se puede explicar en términos mecanisticos, admitiendo que la
forma abierta 162b (Esquema 85, pag. 254) de la nitrofuranosa 162a puede adoptar
las dos conformaciones silla 166a y 166b, en las que se cumple que los dipolos del

nitronato y el carbonilo forman un angulo de 90° (tal y como se explico en la

132 Paulsen, H.; Stubbe, M. “Chirale synthese von (+)-lycoricidin” Tetrahedron Lett. 1982, 23, 3171-3174.
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discusion tedrica de la reaccion de Henry de las pag. 208-209). En ambos
conformeros los grupos quinona y nitro (mas voluminosos) se disponen
ecuatorialmente, teniendo los sustituyentes de los otros tres centros estereogénicos la
disposicion relativa que les corresponde. En el estado de transicion tipo silla 166a el
angulo diedro entre los enlaces carbono-carbono es de 30°, mientras que en el 166b
es de 90°. Esto implica que el estado de transicion 166a sea energéticamente mas
desfavorable que el 166b dado que el primero tiene los sustituyentes mas
voluminosos mas cercanos en el espacio. Sin embargo, el ciclohexano 147b por tener
el hidroxilo C-1 en disposicion ecuatorial debe ser termodindmicamente mas estable
que el ciclohexano 147c. La formacion exclusiva del estereoisomero 147b se justifica
por equilibraciéon entre los dos estereoisomeros formados, dado que el caracter
reversible de la reaccién de Henry permite que 147c revierta a 147b mediante una
reaccion de retro-Henry. Consiguientemente el proceso se orienta progresivamente

en el sentido mas favorecido termodinamicamente.

nQ
o)
=

OH (ecuatorial)

NO,
166a 147b (muco)
N32CO3
NO,
1 OBn o)
R™ O__~OH HO. _~_ LOH
ST — -
/ - R=
BnO  ©OH R” YH ~o OH
N02 (0]
162a 162b
N32CO3
90°
(:)Bn

HO:0,0H
R “/OH (axial)

NO,

166b 147¢ (chiro)

Esquema 85
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La caracterizacion del muco-nitroinositol 147b obtenido se realizo en base a
sus propiedades espectroscopicas. La ausencia en su espectro de RMN-*C de la
sefial del grupo CH: de la posicion C-6 de la furanosa precursora 161b indico
claramente que habia tenido lugar la ciclacion deseada. La presencia en su espectro
de RMN-'H de un triplete debido al protén H-6 geminal al grupo nitro (8=6.03 ppm,
J16=J56=11.0 Hz), indicd la existencia de un doble acoplamiento diaxial de este proton
con los protones adyacentes H-1 y H-5 (geminales con los grupos hidroxilo de C-1 e
hidroxiquinona, respectivamente), confirmandonos la disposicion alternada de estos

tres protones (Figura 52).

11.0 Hz

Figura 52: Espectro de RMN-'H de 147b en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-6 y H-3.

Ademas, la presencia de un triplete correspondiente al proton H-3 geminal al
grupo OBn (6=3.98 ppm, J235=[34=3.2 Hz) indica la disposicion ecuatorial de los
protones H-2, H-3 y H-4.

Obtenido el nitroinositol 147b, se abord¢ la fase final de nuestro plan de
sintesis de hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazoldionas. Se esperaba que la

hidrogenacion catalitica del grupo nitro'*® condujese al aminociclohexano 159b, y

133 Hass, H. B.; Berry, E. J.; Bender, M. L. “Carbon aralkylations of nitro paraffins” ]. Am. Chem. Soc.
1949, 71, 2290-2291.
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que la posterior reaccion de heteroanulacion generase la benzo[b]carbazoldiona 148b

deseada (Esquema 86).

H, (1 atm)
Ni-Raney
MeOH, t.a.,5h

147b 159b benzo[b]carbazoldiona
148b
benzo[a]carbazoldiona
160b
(16% desde 147b)
Esquema 86

Desafortunadamente, la ciclacion intramolecular de 159b, obtenido a partir
del nitroderivado 147d por hidrogenacion catalitica con niquel Raney, no condujo a
la benzo[b]carbazoldiona 148b esperada, sino a la benzo[a]carbazoldiona 160b. A
pesar de las similitudes estructurales entre la benzo[a]carbazoldiona 160b y la
benzo[b]carbazoldiona 148b, propusimos que el producto obtenido era Ila
benzo[a]carbazoldiona 160b. La experiencia adquirida en nuestro grupo de
investigacion en la sintesis de este tipo de compuestos,’ nos permitio saber que las
benzo[a]carbazoldionas son sdlidos rojos, con espectros de IR en los que las seniales
de los carbonilos aparecen como dos bandas entre 1600 y 1700 cm™ y con espectros
de RMN-BC en los que las dos senales de los carbonilos aparecen en torno a 180 ppm
con muy poco margen de separacion entre ellas (menos de 3 ppm). También
pudimos establecer que las benzo[b]carbazoldionas son solidos violetas oscuros, con
espectros de IR en los que las sefiales de los carbonilos aparecen como una unica
banda entre 1600 y 1700 cm™ y con espectros de RMN-*C en los que los carbonilos

aparecen en torno a 170-185 ppm pero con una separacion de 5-10 ppm entre las dos

134 Cruces, J.; Martinez, E.; Treus, M.; Martinez, L. A.; Estévez, J. C.; Estévez, R. ].; Castedo, L. “From
phenylacetylphenylacetic acids to indoles: A simple new divergent synthesis of 6,11-dihydro-5H-
benzo[a]carbazol-5,6-diones and 6,11-dihydro-5H-benzo[b]carbazol-6,11-diones” Tetrahedron 2002, 58,
3015-3019.
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sefiales. Nuestro compuesto 160b, resultd ser un sélido rojo en cuyo espectro de IR
aparecieron dos bandas a 1623 y 1671 cm™ y en su espectro de RMN-3C las sefiales
debidas a los carbonilos aparecieron a 180.6 y 182.4 ppm. Ello se asocio a la

formacion de la unidad de benzo[a]carbazoldiona.

La formacion de 160b puede racionalizarse en los términos expresados en el
Esquema 87. La aminociclohexilnaftoquinona 159b, existiria como una mezcla en
equilibrio de dos formas tautoméricas 159b y 167a. El ataque conjugado
intramolecular del grupo amino de 159b al sistema p-quindénico conduciria a la
benzo[b]carbazoldiona 148b deseada, previa deshidratacion del intermedio 168a
inicialmente formado. Alternativamente, el ataque intramolecular del grupo amino
del tautomero 167a a su sistema o-quindnico conduciria a la benzo[a]carbazoldiona

160b obtenida, a través de su precursor 169a.

148b
benzo[b]carbazoldiona

nQ

H

HyN ~OH
) L
" 0Bn
LY OH
o

160a 160b 169a
benzo|a]carbazoldiona

Esquema 87

- 257 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Este resultado de obtencion selectiva de la benzo[a]carbazoldiona 160b no
deja de ser sorprendente, toda vez que seria mds probable que se formase una
mezcla de las benzocarbazoldionas 148b y 160b correspondientes a los dos modos

posibles de ciclacion indicados para 159b.

Se trata en cualquier caso de un resultado extraordinariamente interesante,
porque, aunque no se pudo obtener la benzo[b]carbazoldiona 148b deseada, se
consiguié preparar por primera vez una hexahidrotetrahidroxibenzo[a]carbazol-5,6-
diona 160b, con relacién estructural con la benzo[a]carbazoldiona 160a previamente

preparada por nosotros.®

3.1.3. Segundo ensayo de sintesis de
hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-dionas: aproximacion
basada en el 1,4-dimetoxinaftaleno.

En el apartado  anterior se pudo  establecer que la
aminociclohexilhidroxinaftoquinona 159b puede existir en equilibrio con su
tautomero 167a, por lo que el grupo amino puede atacar intramolecularmente al
sistema quinonico de las dos maneras indicadas en el Esquema 87 (pag. 257),
observandose unicamente el modo de ataque B, lo que impidi6 obtener la
benzo[b]carbazoldiona 148b deseada.

Es evidente que la presencia del grupo OH en la posicion C-3 del ciclo
naftoquinonico de 159b es imprescindible para que pueda formarse Ila
benzo[a]carbazoldiona 160b obtenida. Ello nos llevo a introducir en la ruta sintética
expuesta en el apartado previo (Esquemas 86 y 87, pag. 256 y 257) una modificacion
consistente en excluir la presencia de dicho grupo OH, lo que deberia permitir
generar la aminociclohexilnaftoquinona 159d, que sélo admite un modo de adicion
conjugada del grupo amino al sistema quindnico, que conduciria inevitablemente a
la benzo[b]carbazoldiona 148b, que nos habiamos propuesto sintetizar (Esquema 88,
pag 259).

185 a) Barcia, C. “Nuevas aportaciones a la sintesis de compuestos tetraciclicos de naturaleza
isoquinolinica y naftoquindnica: 5,12b-dihidro-6H-isoindolo[1,2-alisoquinolin-8-onas, 5,6,13,13a-
tetrahidroisoquino[3,2-aJisoquinolin-8-onas, =~ 5H-benzo[b]carbazol-6,11-dionas y  compuestos
relacionados” 2005, Universidade de Santiago de Compostela, Servicio de publicaciones e
intercambio, Santiago de Compostela. b) Cruces, J.; Martinez, E.; Treus, M.; Martinez, L. A.; Estévez, J.
C.; Estévez, R. J; Castedo, L. “From phenylacetylphenylacetic acids to indoles: A simple new
divergent synthesis of 6,11-dihydro-5H-benzo[a]carbazol-5,6-diones and 6,11-dihydro-5H-
benzo[b]carbazol-6,11-diones” Tetrahedron 2002, 58, 3015-3019.
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modo A

148b
benzo|b]carbazoldiona

160b
benzo|a]carbazoldiona

Esquema 88

La manera mads sencilla de implementar sintéticamente esta idea consistiria en
plantear una etapa inicial similar a la del apartado previo, empleando ahora como
quinona de partida la 1,4-naftoquinona (145b) (carente de OH en la posicién C-3)
(Esquema 89, pag. 260). Ahora bien, esto es inviable, dado que este compuesto carece
de las propiedades nucledfilas de su analogo hidroxilado en C-3, por lo que no
puede dar una adiciéon de Michael a la nitroolefina 128c. Este problema se resolvié
facilmente utilizando como sustancia de partida un equivalente sintético de la 1,4-
naftoquinona (145b) convenientemente funcionalizado, que fue el 2-bromo-1,4-
dimetoxinaftaleno (171a), con su sistema quindnico protegido como un sistema
dimetoxilado y con un 4tomo de bromo convenientemente dispuesto para generar su
derivado litiado 171b. Este compuesto deberia dar una adicién de Michael al doble
enlace de la nitroolefina 128c y abrir con ello la posibilidad de acceder a la
aminociclohexilnaftoquinona  159d  requerida para poder obtener la
benzo[b]carbazoldiona 148b deseada. Ello deberia ocurrir facilmente siguiendo un
protocolo de trabajo similar al de la ruta del apartado anterior, generando a partir
del aducto de Michael 172 el nitrociclohexil-1,4-dimetoxinaftaleno 173, liberando a
continuacion su sistema 1,4-naftoquinonico protegido y reduciendo luego a amino el
grupo nitro de la nitrociclohexil-1,4-naftoquinona 147d resultante. Esta

aminociclohexilnaftoquinona 159d s6lo admite un modo de adicidon conjugada del
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grupo amino al sistema quinonico que seria la conducente al compuesto 148b
deseado.

145b 128¢ 161c
OMe OMe
Br Li
o =
OMe OMe
171a 171b 128¢ 172
(:)Bn (__)Bn
HO - OH HO B OH
MeO ‘ o) ‘ 0
o OH —>» OH —>»
NO, X
MeO o (0]
173 147d X=NO, 148b
159d X=NH, benzo[b]carbazoldiona

Esquema 89

Se comentan a continuacion los resultados obtenidos al desarrollar este nuevo
plan de sintesis.

El 2-bromo-1,4-dimetoxinaftaleno (171a) necesario para iniciar este segundo
plan de sintesis se obtuvo facilmente a partir de la 1,4-naftoquinona (145b) siguiendo
un procedimiento descrito (Esquema 90).13¢

136 2) Evans, P. A.; Brandt, T. A. “Hypervalent iodine chemistry: mecanistic investigation of the novel
haloacetoxylation, halogenation, and acetoxylation reactions of 1,4-dimetoxynaphtalenes” J. Org.
Chem. 1997, 62, 5321-5326. b) Bloomer, J. Zheng, W. “Using NBS as a mild bromination reagent for
polyalkoxyaromatic systems” Synth. Commun. 1998, 28, 2087-2095.
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o a) H, (1 atm), Pd-C (10 %) OMe OMe
MeOH, t.a., 4 h . OO NBS, CH,Cl, OO Br
—>
b) HNa, 0 °C, 1 h t.a., 6 h
o ¢) Me,SO,, t.a., 16 h OMe (96%) OMe
0,
1,4-naftoquinona (17%) 171¢ 171a
145b
Esquema 90

La 1,4 naftoquinona (145b) comercial se transform6 mediante hidrogenacion
catalitica en su correspondiente dinaftol, que se traté directamente con hidruro
sodico para formar su dialcdxido y luego éste con sulfato de dimetilo para atraparlo
como 1,4-dimetoxinaftaleno (171c). Este compuesto se hizo reaccionar a continuacién
con N-bromosuccinimida, para dar el 2-bromo-1,4-dimetoxinaftaleno (171a), que se

obtuvo con un rendimiento global del 74%.

A continuacion se ensayo la reaccion de adicién de Michael programada del
bromonaftaleno 171a al nitroazticar 128¢c, previamente preparado a partir de la

diaceton-a-D-glucosa (Esquema 81, pag. 248).

Me a) ‘BuLi, THF
Br _78°C 15min w0+
g K—

171a ‘Zsc 172a (B-L-ido) (10.0:2.1) 172b (at-D-gluco)
-78°C,4 h
(77%)
Esquema 91

El compuesto 171a se tratd con n-butillitio en tetrahidrofurano a -78 °C y a
continuacion se adiciond sobre el 2-litio-1,4-dimetoxinaftaleno resultante la
nitroolefina 128¢, obteniéndose, tras cuatro horas de reaccion a -78 °C, una mezcla de
los nitroaductos 172a y 172b.

Aunque la metalacion de 171a se llevd a cabo inicialmente con n-butillitio, se
comprobo que el uso de t-butillitio mejoraba considerablemente el rendimiento del
proceso, al elevarlo de un 45 a un 77%.

En ambos casos se obtuvo una mezcla de epimeros en una relacion 10:2.1
(65% de exceso diastereomérico, calculado del RMN-'H, Figura 54, pag 262), siendo
el componente mayoritario el compuesto 172a, con configuracion de
B-L-idofuranosa, como pudo establecerse mediante la obtencion de la imagen de
difraccion de Rayos X de un cristal de este compuesto (Figura 53, pag. 262).
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Figura 53: Representacion en ORTEP-3 del compuesto 172a.

La determinacion del exceso diastereomérico obtenido se realiz6 con la ayuda
de un espectro de RMN-!H del crudo de la reaccion, tomando como base de calculo
la integral de la sefial debida al protéon anomérico (H-1) de cada una de las furanosas
obtenidas (Figura 54).

N =2
oo

o
172b ~— ./'f—» 172a

6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

Figura 54: Detalle del espectro de RMN-'H de la mezcla 172a + 172b.

Un aspecto especialmente relevante de esta adicion de Michael (Esquema 91,

pag 261) es que el epimero mayoritario 172a tiene la configuracion contraria al
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epimero mayoritario 161b obtenido previamente como resultado de la adicion de la

2-hidroxi-1,4-naftoquinona (145a) a la nitroolefina 128c (Esquema 82, pag. 249).

Dado que para este primer caso, se dedujo que la adiciéon de 145a a la

nitroolefina 128c seguia el modelo de Felkin-Anh (Esquema 92), seria incoherente

pensar que en la adicién del 2-litio-1,4-dimetoxinaftaleno (171b) a la misma

nitroolefina 128c la disposicion espacial de la subunidad nitroetilénica fuese

diferente, para tratar de explicar la inversion selectividad observada en la adicion de

Michael de este nucledfilo.

Modelo de Felkin-Anh

NO,
O,N
H X~ 0 - H_.0
|I|o sl
U o
NG oBn © oBn ©
uq
128¢ o 161b
Nuy:
SOM
(o)
145b
Esquema 92

161b (a-D-gluco)
(96% e.d.)

Por lo tanto, debe de existir en este segundo caso de adicion del 2-litio-1,4-

dimetoxinaftaleno (171b) a la nitroolefina 128¢ algtin factor determinante de la

inversion de estereoselectividad observada (Esquema 93).

Modelo de Felkin-Anh con
coordinacion del nucleéfilo litiado

//
OBn 0

128¢ 172a

OMe )
Nu,—Li: "'
OMe

171b

Esquema 93
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Basdndonos en los resultados obtenidos por Jackson (pag. 227)'3 en los que se
estableci la influencia de los efectos de la coordinacién nucleofilo-nitroolefina sobre
la estereoselectividad de una adicién de Michael, propusimos que la inversion de
estereoselectividad observada en nuestro segundo proceso de adicion de Michael
(171b + 128c) seria debida a la coordinacion del nucledfilo con el oxigeno furanico a

través del catidn litio (Esquema 93, pag. 263)'%.

La coordinacion del nucleéfilo con el atomo de oxigeno a través del cation
litio determina que la adicidén ocurra preferentemente por la cara mas impedida del
doble enlace de la nitroolefina 128¢c, generando asi el aducto con configuracion de
B-L-idofuranosa 172a mayoritariamente. Este tipo de coordinacion entre nucleofilos
y atomos electronegativos solo se produce cuando el contraion que acompana al

nucledfilo es pequefio y muy electronegativo, como el cation litio.

Una vez obtenido el nitronaftaleno 172a, se procedido a continuar con el

protocolo de reacciones previsto para generar la benzo[b]carbazoldiona 148b

(Esquema 94).
ome (02 ome (02
(0) (0
SERHELEETTING o0 9
BnO (o) t.a., 5h BnO /OH
OMe OMe
172a 175a

N32C03(aq) (20/0)
MeOH, t.a., 12 h

(:)Bn
HO - OH
MeO
\\\“" OH
NO,
MeO
173a (scillo) ~OH

173b (mio) —=OH

Esquema 94

137 Jackson, R. F. W.; Palmer, N. J.; Wythes, M. J.; Clegg, W.; Elsegood, M. R.J. “A new approach to the
synthesis of 3-hydroxy-a-amino acids using (arylthio)nitrooxiranes” J. Org. Chem. 1995, 60, 6431-6440.
138 Chérest, M.; Felkin, H.; Prudent, N. “Torsional strain involving partial bonds. The stereochemistry

of the lithium aluminium hydride reduction of some simple open-chain ketones” Tetrahedron Lett.
1968, 9, 2199-2204.
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Para ello se libero el OH de la posicion anomérica de 172a y el compuesto
175a resultante se traté con disolucion acuosa al 2% de carbonato s6dico en metanol
con objeto de inducir la ciclacion de Henry intramolecular conducente a los
nitrociclohexilnaftalenos 173a o 173b, o a la mezcla de ambos. Sin embargo, se
obtuvo una mezcla de reaccion compleja carente de interés, resultado sorprendente
teniendo en cuenta el resultado satisfactorio logrado anteriormente al emplear
condiciones similares para ciclar la hidroxiquinolilfuranosa 162a (Esquema 84, pag.
253). La utilizaciéon de una base mas débil como el bicarbonato sdédico condujo en
muy buen rendimiento a la obtencion del naftilnitrociclohexano 173a buscado, como

unico estereoisomero (Esquema 95).

HO OH
MeO
NaHCOS(aq) (2%) \\\v' '/o H
S

MeOH, t.a., 24 h NO,
(87% desde 172a) MeO
173a (scillo)
Esquema 95

La caracterizacion del compuesto obtenido se realizd gracias a sus
propiedades espectroscopicas. Asi, la ausencia en su espectro de RMN-*C de la sefial
del grupo CH-: de la posicién C-6 de la furanosa precursora 172a indicé claramente
que la ciclacion tuvo lugar. La aparicion en el espectro de RMN-'H de un triplete
debido al proton H-6 geminal al grupo nitro (8=5.15 ppm, Ji16=[56=10.3 Hz), puso de
manifiesto un doble acoplamiento diaxial de este protdn con los protones adyacentes
H-1 y H-5 (geminales con los grupos hidroxilo de C-1 y dimetoxinaftaleno
respectivamente), confirmandonos la disposicion alternada entre los tres

sustituyentes (Figura 55, pag. 266).
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4
Ji,6 He J34 H,
10.3Hz 8.8Hz Y23

8.8 Hz
173a (scillo)
10.3 Hz 8.8 Hz
H-6 \ /
T ‘ T ‘ ‘ T T T ‘ T ‘ T T T T ‘ T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

Figura 55: Espectro de RMN-'H de 173a en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-6 y H-3.

Del mismo modo, la presencia de un triplete debido al protén H-3 geminal al
grupo OBn (0=3.61 ppm, J23=[34=8.8 Hz) confirma la disposicion axial de los protones
de las posiciones H-2, H-3 y H-4.

Tal y como ocurri6 en la reaccion de Henry llevada a cabo con los derivados
de  3-hidroxi-1,4-naftoquinona, en esta reaccion con derivados de
1,4-dimetoxinaftaleno también se obtuvo como Unico estereoisdmero el
termodindmicamente mas estable 173a, ya que tiene todos sus grupos funcionales

dispuestos ecuatorialmente.

Su formacion puede justificarse admitiendo que son posibles dos modos de
ciclacion de Henry intramolecular del nitroaldehido 175b (Esquema 96, pag. 267),
que transcurriran a través de los estados de transicion 176a y 176b respectivamente,
ambos con conformaciones tipo silla. El estado de transicion 176a (mas desfavorable
estéricamente) produce el epimero 173a (mds estable termodindmicamente) mientras
que el estado de transicion 176b (mas favorable estéricamente) produce el epimero
173b (menos estable termodinamicamente). La condicion de equilibrio quimico de la
reaccion de Henry, orienta la reaccion hacia la formacion tnica del producto 173a

mas estable termodinamicamente.
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i 1* OBn
HO. _~_ LOH
RN .
RY “/OH (ecuatorial)
300(\ . NO;
RIZ~H 176a 173a (scillo)
(%Noz'
Ho
NaHCO3
NO,
r QBn MeO
R O ~OH HO._~.__OH 5,
o QI
BnO  ©OH R YH S0
NOZ MeO
175a 175b
NaHCO3
i 1# C:)Bn
HO.__~_ LOH
- R\“'; :OH (axial)
NO,
173b (mio)

Esquema 96

Continuando con nuestro trabajo, una vez obtenido el naftilnitrociclohexano
173a, se procedid a abordar su transformacién en la benzo[b]carbazoldiona 148c
deseada (Esquema 97, pag. 268). Para ello se hidrogend en primer lugar el grupo
nitro de 173a, obteniéndose el naftilaminociclohexano 177a que se sometid
inmediatamente a las condiciones tipicas de oxidacién de 1,4-dimetoxinaftalenos a
1,4-naftoquinonas,’® al tratarlo con nitrato cérico amonico, obteniéndose sin
dificultad la aminociclohexil-1,4-naftoquinona 159e. Los rendimientos de estos dos
procesos fueron excelentes, pero los productos no se caracterizaron debido a la
dificultad para purificarlos dada su alta polaridad. Finalmente al calentar la
aminociclohexanonaftoquinona 159e en tetrahidrofurano a 60 °C durante 24 h, se

produjo la heterociclacion deseada conducente al intermedio dinaftdlico 178a, el cual

139 Karichiappan, K.; Wege, D. “Naphto[2,3-c]furan-4,9-dione and a further exploratory approach to
the ring system of ventilone A” Aust. J. Chem. 2000, 53, 743-747.
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por accidn del oxigeno atmosférico se oxidd espontdneamente en el propio medio de
reaccion a la hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-diona 148¢ deseada.

(_)Bn OBn
- HO_~__OH
MeO
1y H, (1 atm), Ni-Rane 1y CAN, CH;CN, H,0
’OH 2 ( ) y» « 'OH 3 00
MeOH, t.a.,3 h NH 0°C,1h
2
95%) 92%)
MeO
173a 177a
0y OH
OH THF, 60 °C
24 h
159¢ 178a
Esquema 97

Esta hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-diona 148c se obtuvo en
muy bajo rendimiento (10%), como un solido de color violeta, que mostr6 en su
espectro de RMN-BC senales de catorce carbonos entre 120 y 160 ppm, intervalo
propio de carbonos aromaticos, de los que nueve correspondieron a grupos CH
(cinco del OBn y cuatro de la naftoquinona) y cinco a carbonos cuaternarios (uno del
OBn y cuatro de la naftoquinona). También mostré dos sefiales a 177.3 y 182.9 ppm
correspondientes a los dos grupos carbonilo, los cuales en su espectro de IR

mostraron una tnica banda de absorcion a 1661 cm-.

En definitiva, hemos conseguido desarrollar un método de sintesis de
hexahidrotetrahidroxibenzo[b]carbazol-6,11-dionas.’® El bajo rendimiento de la
reaccion de heterociclacion tiene que ser debido a la falta de coplanaridad entre el
grupo quinonico y el sustituyente aminociclohexilo, hecho que dificulta mucho la

aproximacion entre ellos para que la adicidon conjugada sea efectiva.

Esta aproximacion sintética ha de ser optimizada con objeto de mejorar el bajo
rendimiento logrado, como paso previo a la extension de esta metodologia sintética
al resto de las hexofuranosas con objeto de preparar un panel de
benzo[b]carbazoldionas polihidroxiladas para estudios bioldgicos y evaluacion
farmacoldgica.

140 Otero, J. M.; Barcia, J. C.; Estévez, J. C.; Estévez, R. J. “Preliminary studies on the incorporation of
sugars into naphthoquinones: synthesis of (1R,25,3S,4R,4aS,11bS)-2-(benzyloxy)-1,2,3,4,4a,5-hexa-
hydro-1,3,4-trihydroxy-11bH-benzo[b]carbazole-6,11-dione” Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 11-14.
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3.2. Aplicacion de nitroazacares a la sintesis de
B-aminoacidos cicloalcanicos polihidroxilados.

3.2.1. Antecedentes y plan de sintesis.

Prosiguiendo con nuestro objetivo genérico de desarrollar nuevas
aplicaciones sintéticas de los nitroderivados de hidratos de carbono, nos centramos
en esta parte de la tesis en la sintesis de [-aminodcidos ciclopentdnicos y
ciclohexanicos polihidroxilados, cuyo interés reside en las importantes propiedades
de los 4cidos 2-aminociclopentdnicos y 2-aminociclohexanicos como estabilizadores

de conformaciones de B-péptidos (Figura 56, pag. 270).

El mayor interés actual de este tipo de compuestos es el estudio del efecto que
produce su incorporacion en cadenas peptidicas, habiendo realizado numerosas
aportaciones a este campo el profesor Gellman, centradas fundamentalmente en el
estudio de las propiedades de plegado de los homopolimeros de (3-aminodcidos
ciclopentanicos y ciclohexanicos, lo que le permiti6 establecer que los
homopolimeros del acido trans-2-aminociclopentanico se pliegan en hélices-12 muy
estabilizadas, incluso en secuencias peptidicas muy cortas (6-8 eslabones).!! Un
comportamiento similar se observa con los homopolimeros de los acidos trans-2-

aminociclohexanicos, que se pliegan en forma de hélices-14.142

141 3) Schmitt M. A; Choi, S. H,; Guzei 1. A; Gellman S. H. “New helical foldamers: heterogeneous
backbones with 1:2 and 2:1 a:3-amino acid residue patterns” . Am. Chem. Soc. 2006, 128, 4538-4539. b)
Huck, B. R.; Gellman, S. H. “Synthesis of 2,2-disubstituted pyrrolidine-4-carboxylic acid derivatives
and their incorporation into B-peptide oligomers” J. Org. Chem. 2005, 70, 3353-3362. c) Murray, J. K.;
Farooqi B.; Sadowsky J. D.; Scalf M.; Freund W. A_; Smith L. M.; Chen ].; Gellman S. H. “Efficient
synthesis of a B-peptide combinatorial library with microwave irradiation”. . Am. Chem. Soc. 2005,
127, 13271-13280. d) Peelen, T. J.; Chi, Y.; English, E. P.; Gellman, S. H. “Synthesis of 4,4-disubstituted
2-aminocyclopentanecarboxylic acid derivatives and their incorporation into 12-helical B-peptides”.
Org. Lett. 2004, 6, 4411-4414. e) Hayen, A.; Schmitt, M. A.; Ngassa, F. N.; Thomasson, K. A.; Gellman S.
H. “Two Helical Conformations from a Single Foldamer Backbone: “Split Personality” in short
alpha/beta-peptides” Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 505-510.

142 3) Raguse, T. L.; Porter, E. A.; Weisblum, B.; Gellman, S. H. “Structure-activity studies of 14-helical
antimicrobial B-peptides: Probing the relationship between conformational stability and antimicrobial
potency” J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 12774-12785. b) Murray, J. K.; Gellman, S. H. “Application of
microwave irradiation to the synthesis of 14-helical B-peptides” Org. Lett. 2005, 7, 1517-1520. c)
Karlsson, A. J.; Pomerantz, W. C.; Weisblum, B.; Gellman, S. H.; Palecek, S. P. “Antifungal activity
from 14-helical 3-peptides” J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12630-12631. d) Murray, J. K.; Gellman, S. H.
“Microwave-assisted parallel synthesis of a 14-helical B-peptide library” J. Comb. Chem. 2006, 8, 58-65.
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Q""‘\:} 14-helix

Figura 56: Hélices generadas por homopolimeros de B-aminodcidos ciclopentdnicos y

ciclohexdnicos.

Nuestro grupo de investigacion inicidé trabajos conducentes a preparar

B-aminoacidos ciclopentadnicos polihidroxilados, con un triple objetivo:

1. Incrementar significativamente el escaso numero de [-aminoacidos

ciclopentanicos conocidos.

2. Incorporar estos nuevos [3-aminoacidos en péptidos, con vistas a disponer

de B-péptidos solubles en agua.
3. Estudiar las propiedades de plegado de estos nuevos [3-péptidos.

Este objetivo inicial de alcance ya fue abordado previamente en nuestro
grupo, tal y como se indica en la introduccion, mediante una estrategia sintética
novedosa y de gran elegancia que permitié preparar enantioespecificamente los
primeros [-aminodcidos ciclopentanicos polihidroxilados conocidos (Esquema 98,
pag. 271).143

43 a) Soengas, R. G, Estévez, J. C, Estévez, R. J. “Stereocontrolled transformation of

nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes: Incorporation of
polyhydroxylated carbocyclic a-amino acids into peptides” Org. Lett. 2003, 5, 1423-1425. b) Soengas,
R. G, Pampin, M. B.; Estévez, ]. C,; Estévez, R. ]. “Stereocontrolled transformation of
nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes. Part 2: Synthesis of
(15,2R,35,4S,5R)-3,4,5-trihydroxy-2-aminocyclopentanecarboxylic acid” Tetrahedron: Asymmetry 2005,
16, 205-211.
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O,N
BnO
BnO (o)
82a (B-L-idosa) 83a
OBn ?H
HOZCII:. ,.\\OH
No, T /
I ,
o OBn H,N OH
82b (a-D-glucosa) 83b 84b 85b
Esquema 98

La etapa clave de esta sintesis es la alquilacion intramolecular de los
nitronatos de las nitrohexofuranosas 83, lo que afortunadamente condujo siempre
selectivamente a las biciclolactonas 84 de mayor estabilidad termodindmica, a partir
de las cuales se generaron facilmente los [-aminodcidos ciclopentdnicos
trihidroxilados 85 correspondientes.

Los requerimientos estereoquimicos de la ciclacion intramolecular de los
compuestos 83 determinan que este método de sintesis de B-aminodacidos 85 sdlo sea
aplicable a ocho de las dieciséis hexosas: la D-glucosa, la D-idosa, la D-alosa y la
D-talosa, y sus correspondientes formas de la serie L. Consiguientemente, este
método solo permite preparar ocho de los treinta y dos [-aminodcidos
ciclopentanicos trihidroxilados 85. Ademads, no permite obtener directamente a partir
de las nitrohexofuranosas 82 (3-aminoacidos ciclohexanicos polihidroxilados.

Nosotros hemos abordado en esta tesis esta problematica, planteando la
preparacion de estos dos tipos de (-aminodcidos cicloalcdnicos polihidroxilados
mediante  una  estrategia  sintética  divergente, a  partir de las
nitrometoxicarbonilhexofuranosas 151 a preparar mediante una funcionalizacion
novedosa del doble enlace carbono-carbono de las nitroolefinas 128 (Esquema 99,
pag. 272).
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O,N O,N
\__o 0Gp O__oGp
........ » MeO,C
GpO OGp GpO OGp
128 151
NO, O,N
O,N
MeO,C OH OH 2 OH
- MeO,C~ \ oGp vt >
2 Ofp MeO,C o
HO 0Gp GpO
0Gp g H GpO H
180 179 181
| NH | NH; | NO,
! HO,C OH ! : :
| | | HO,C OH | MeO,C OH
: : : | -
i HO OH E E
| OH | i HO OH i HO OGp
152 85 182
Esquema 99

En esta estrategia sintética el grupo nitro de las furanosas 151 juega un papel
clave, en cuanto a su doble condicion de precursor del grupo amino de los
B-aminodcidos finales y de grupo auxiliar destinado a facilitar la etapa clave de la
sintesis, la reaccion de Henry intramolecular conducente a los nitrociclohexanos 180

y a los nitrociclopentanos 182.

Esta nueva estrategia sintética deberia carecer de las limitaciones de la
estrategia previa de alquilacion intramolecular de nitronatos (Esquema 98, pag. 271),
por lo que seria de aplicacion a priori a todas las hexosas y deberia permitir preparar
paneles mas amplios de (-aminoacidos ciclopentanicos y ciclohexanicos

polihidroxilados.

Nosotros hemos llevado a cabo estudios preliminares sobre esta nueva
estrategia de sintesis de [-aminodacidos cicloalcanicos polihidroxilados, cuyos

resultados se comentan a continuacion.

3.2.2. Sintesis de B-aminoacidos ciclohexanicos polihidroxilados.

Se decidid estudiar en primer lugar la aplicacion de esta estrategia sintética al
caso de la D-glucosa, que ya habia sido transformada previamente en la nitroolefina

requerida 128c (Esquema 81, pag. 248). Consiguientemente, la primera
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transformacion a estudiar fue la introduccion de un grupo carboxilo en la posicion
C-5 de este compuesto mediante la adicion de Michael de un equivalente sintético
apropiado. Ante las posibilidades contempladas en la bibliografia, se eligié como
equivalente sintético el 1,3-ditiaciclohexano (183a), ya que esta adicion ya habia sido
llevada a cabo por Funabashi** de un modo sencillo (Esquema 100) y la posterior

transformacion del grupo 1,3-ditianilo en un éster carboxilico suele ser un proceso

sencillo.
a) nBuLi, THF,-35°C,1h
s s
O,N
“\ﬁr.o
35° h
b) . e 35°C, 3
128¢
183a = 184a (B-L-ido) = 151a
o 4:3)
(60%) e 184b (o-D-gluco) e 151b

Esquema 100

Efectivamente, Funabashi y col. llevaron a cabo la adicion del anion litiado del
1,3-ditiano (183a) a la nitroolefina 128c obteniendo una mezcla de aductos 184a y
184b en una relaciéon 4:3 (14% de exceso diastereomérico), en la que el
estereoisomero con estructura de [-L-idofuranosa 184a fue el mayoritario (Esquema
100). Sin embargo, no transformaron ninguno de los componentes de dicha mezcla

en sus respectivos nitroésteres 151a y 151b.

Nosotros iniciamos nuestros trabajos repitiendo este proceso de
funcionalizacion del doble enlace nitroolefinico de 128c con el anion litiado del

1,3-ditiano (183a), que llevamos a cabo a una temperatura inferior (Esquema 101).

a) "BuLi, THF, -50 °C, 1 h

k) O,N
\ 0. 1o
b) L3 -78°C,2h

BnO

183a 128¢ 184a (B-L-idosa) 184b (a-D-glucosa)

(10.0:3.3)

(7]

(78%)

Esquema 101

144 Funabashi, M.; Yoshimura, J. “Branched-chain sugars. Part 14. Synthesis of new branched-chain
cyclitols having myo- or scyllo-, and muco-configuration from 3-O-benzyl-5,6-dideoxy-5-[C-(1,3-
dithian-2-yl)]-6-nitro-L-idofuranose and -D-glucofuranose” J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1979, 1425-
1429.

-273 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Asi, la reaccion de la nitroolefina 128¢ con el 2-litio-1,3-ditiano a -78 °C dio
una mezcla de epimeros 184a + 184b con un rendimiento del 78% y una relacion
diastereomérica 10.0:3.3 (50% de exceso diastereomérico calculado a partir de un
RMN-'H del crudo de reaccion, Figura 57), siendo el componente mayoritario la
B-L-idofuranosa 184a y el minoritario la a-D-glucofuranosa 184b, mejorandose por lo
tanto el rendimiento de la reaccidn, asi como la relacion diastereomérica 4:3

previamente obtenidos.
W =
w e

o

184b —— j/—> 184a

T I T T I T T I T T I T T I T
6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

Figura 57: Detalle del espectro de RMN-'H de la mezcla de 184a + 184b.

Ademas, en nuestro experimento se confirmo inequivocamente mediante un
experimento de difraccion de Rayos X la estructura de 184a (Figura 58), sustentada
previamente en la bibliografia inicamente mediante las estructuras propuestas para

derivados de este compuesto a partir de sus datos espectroscopicos.

Figura 58: Representacion en ORTEP-3 del compuesto 184a.
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Por lo tanto, la adicion de 2-litio-1,3-ditiano a la nitroolefina 128¢ da como
estereoisomero mayoritario el compuesto con configuracion de [-L-idofuranosa
184a, similar a la del compuesto 172a obtenido previamente por la adicion de
Michael del 2-litio-1,4-dimetoxinaftaleno a dicha nitroolefina 128c (Esquema 91, pag.
261). Ocurre también ahora que la adicion obedece a la regla de Felkin-Anh con
coordinacion del nucledfilo litiado (Esquema 102), obteniéndose excesos
diastereoméricos relativamente similares para ambos procesos (50% para la adicion
de 2-litio-1,3-ditiano y 65% para la adicion de 2-litio-1,4-dimetoxinaftaleno). Ambos
valores nos indican también que hay un porcentaje importante de adicién no
mediada por el efecto de coordinacion, confirmando asi los argumentos con los que

habiamos predicho las estereoselectividades observadas en las adiciones anteriores.

Modelo de Felkin-Anh con
coordinacion del nucleéfilo litiado

BnO
184a (B-L-ido)
Nu—Li: <:z>_"i (50% e.d.)
171b
Esquema 102

Una vez obtenida esta 5-ditianil-B-L-idofuranosa 184a, se procedié a buscar
condiciones adecuadas para llevar a cabo la desproteccion de su grupo formilo
enmascarado en forma de 1,3-ditianilo, con objeto de transformarlo en un éster

metilico (Esquema 103).

ON O2N NaClO,, NaH,PO2H,0
S o 110 HgO, BF;-OEt, o o 10 2-metil-2-buteno
> =
E/ ", )v THF, H,0, t.a., 1.5 h ", )v MeOH, Hzo, ta.,1h
BnO o BnO (o]
184a 185a
02N 02N
o TMSCHN,, Et,0, MeOH o
HO,C ) » MeO,C 10
[ )V t.a., 15 min [ )
//o "/0
BnO (84% desde 184a) BnO
151c¢ 151a

Esquema 103
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Para ello, se llevo a cabo primero la eliminacion del grupo ditianilo por
reaccion del compuesto 184a con 6xido de mercurio y trifluoroboroeterato.’® La
reaccion, llevada a cabo a temperatura ambiente durante una hora y media, condujo
de modo efectivo al aldehido 185a, que se oxido inmediatamente con clorito sédico y
dihidrogenofosfato sddico.!¢ Se obtuvo asi el nitroacido 151c correspondiente, que se
esterificO por reaccion con trimetisilildiazometano,’¥” aislandose tras purificacion
cromatografica el nitroéster deseado 151a. La ausencia es su espectro de RMN-*C de
las sefiales del grupo ditianilo, asi como la aparicién de las sefiales del grupo
metoxicarbonilo (52.6 ppm para el OCHs y 170.3 ppm para el C=0) y la presencia en
su espectro de IR de una banda de carbonilo de éster a 1740 cm™, confirmaron la

transformacion del grupo 1,3-ditianilo de 184a en el grupo metoxicarbonilo de 151a.

Una vez obtenido este nitroéster 151a, estabamos en condiciones de abordar la
preparacion de [3-aminodacidos cicloalcdnicos de acuerdo con nuestro plan sintético
del Esquema 99 (pag. 272). Decidimos estudiar primero la preparacion de
aminodcidos ciclohexdnicos mediante la desproteccion del grupo isopropilidénico de
la furanosa 151a, seguido de la reaccion de Henry intramolecular del nitroderivado
179a obtenido (Esquema 104, pag. 277).148

15 Vedejs, E.; Fuchs, P. L. “Improved aldehyde synthesis from 1,3-dithianes” |. Org. Chem. 1971, 36,
366-367.

146 Postema, M. H. D.; Piper, J. L.; Liu, L.; Shen, J.; Faust, M.; Andreana, P. “Synthesis and partial
biological evaluation of a small library of differentially-linked -C-disaccharides" J. Org. Chem. 2003,
68, 4748-4754.

147 Austad, B. C.; Hart, A. C; Burke, S. D. “Halichondrin B: synthesis of the C(37)-C(54) subunit"
Tetrahedron 2002, 58, 2011-2026.

148 Funabashi, M.; Kobayashi, K.; Yoshimura, J. “Synthesis of new branched-chain cyclitols having epi
and allo configuration and myo configuration respectively from 3-O-benzyl-5,6-dideoxy-5-[C-(1,3-
dithian-2-yl)]-6-nitro-D-allofuranose and -L-talofuranose” J. Org. Chem. 1979, 44, 1618-1621.
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O,N

(0]
MeO,C 10
BnO K :
151a (B-L-ido)

TFA, H,0
ta.,Sh N212CO3(aq) (2‘%))

// 02 02
MEOZC A OH MeOZC “\\OH
179a NaHCOj3,q) (2%) \Q + \Q
N 17 W 1)
MeOH, t.a., 12 h HO' ‘OH HO ‘OH

OBn OBn
(73%)

Mezcla compleja
O,N

"nz
"nz

180a (scillo) 180b (mio)
(2.2:10.0)

Esquema 104

Asi, cuando se disolvid la (-L-idofuranosa 151a en una mezcla de acido
trifluoroacético y agua y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante cinco
horas, se produjo la hidrdlisis de su grupo aceténido, obteniéndose el lactol 179a,
que se sometid directamente a una reaccion de Henry intramolecular, empleando
como base carbonato sddico, como se hizo previamente en las ciclaciones de la
hidroxiquinona 162b (Esquema 84, pag. 253) y del dimetoxinaftaleno 175a (Esquema
94, pag. 264). El resultado de este proceso fue una mezcla de productos compleja
carente de interés. Sin embargo, se obtuvieron resultados satisfactorios cuando se
empled una base mdas suave como el bicarbonato sédico. En estas segundas
condiciones de reaccion se aislo, tras purificacion cromatografica, la mezcla
inseparable de los (3-nitroésteres 180a y 180b (73% de rendimiento), en una relacion
aproximada 2.2:10.0 (64% de exceso diastereomérico), calculada a partir del espectro
de RMN-*C de la mezcla, por comparacion de las sefiales respectivas del atomo de
carbono de la posicion C-2 (portador del grupo nitro).’** No se empled para ello el
espectro de RMN-'H, por carecer de sefales apropiadas el cdlculo de esta relacion
(Figura 59,pag. 278).

199 El célculo del exceso diastereomérico de una reaccién a partir del espectro de RMN-3C de la
mezcla de productos obtenida, no es tan exacto como el realizado a partir del espectro de RMN-'H de
dicha mezcla. Sin embargo, cuando el espectro de RMN-'H de la mezcla es complejo y no nos permite
obtener esta informacion, se acudi6 al espectro de RMN-C para deducir de un modo aproximado un
valor del exceso diastereomérico del proceso.
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Figura 58: Detalle del espectro de RMIN-C de la mezcla de 180a +1800.

La presencia en el espectro de RMN-*C de la mezcla aislada 180a + 180b, de
solo dos senales de grupos CH: a 73.3 y 75.2 ppm, debidas a los grupos OBn de 180a
y 180b respectivamente, asi como, otras dos sefales de grupos CH a 88.3 y 84.7 ppm
debidas a los carbonos portadores del grupo nitro de ambos compuestos, nos
permitieron establecer que tuvo lugar la reaccion de Henry intramolecular

conducente a la formacion de los nitrociclohexanos esperados.

La determinacion de la estereoquimica de cada uno de los componentes de
esta mezcla inseparable se determiné a partir de su complejo espectro de RMN-'H
(Figura 59).

11.6 Hz

B,

H-2 (180b)

TN

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 59: Detalle del espectro de RMN-'H de mezcla de 180a + 180b. Se resalta el doble
doblete debido al protén H-2 del compuesto mayoritario 180b.

El espectro de RMN-'H de la mezcla 180a + 180b resultd ser bastante
complejo, pudiendo obtenerse informacion tinicamente a partir del doble doblete a
6=4.88 ppm con J=11.6 Hz y |=2.6 Hz, debido al protén H-2 (adyacente al grupo nitro)
del componente mayoritario 180b (Figura 60, pag. 279).
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180b (mio)

Figura 60: Estructura propuesta para 180b en base a las constantes de acoplamiento

observadas

Asumiendo, por analogia con los casos similares previos, que los grupos
metoxicarbonilo y nitro de 180b se disponen ecuatorialmente, consiguientemente los
protones H-1 y H-2 estan dispuestos axialmente. Ello justifica el valor [=11.6 Hz de la
constante de acoplamiento entre estos dos protones. El valor de J=2.6 Hz
corresponde por lo tanto al acoplamiento de H-2 con H-3, indicando ello que el

proton H-3 esta dispuesto ecuatorialmente.

Consiguientemente, al componente minoritario de la mezcla de reaccion se le
asigno la estructura 180a, correspondiente al epimero del componente mayoritario

180b en C-3, a pesar de carecer de evidencias espectroscopicas.

La formacidon de ambos estereoisomeros en la proporcion obtenida se puede
justificar en base al Esquema 105 (pag. 280).
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t
NO,
OH MeO,C - OH (ecuatorial)
- > . .
) HO™ “OH
30"(\ OBn
RAZ 4 186a 180a (scillo)
NO,"
Ho
NaHCO,
NO,
MeOZC\ H 0
HO" Y “OH
OBn
179a 179b
NaHCO,
NO,
MeO,C,__~_ «OH (axial)
HO:Q “"OH
OBn
180b (mio)

Esquema 105

Por analogia con los dos casos similares previos (Esquema 85 y Esquema 96
pag. 254 y 267 respectivamente), esperabamos obtener también ahora tinicamente o
mayoritariamente el producto de ciclacion de mayor estabilidad termodinamica
180a. Sin embargo se obtuvo la mezcla 180a + 180b, en la que sorprendentemente el
componente mayoritario fue el p-nitroéster 180b, de menor estabilidad

termodindmica que 180a.

Este resultado puede explicarse admitiendo que la ciclacion de 179b
conducente a la formacién de estos dos compuestos estd gobernada por factores de
tipo cinético. Efectivamente, el nitronato de 179b admite dos modos de ciclacion
conducentes a 180a y 180b, a través de los estados de transicion 186a y 186b,
respectivamente. La aproximacién nitronato-carbonilo correspondiente a la silla
186b es mas favorable que la aproximacion alternativa representada por la silla 186a,
dado que en la primera la interaccion estérica entre los sustituyentes voluminosos Ri

y Rz es menor que en la segunda, como ponen claramente de manifiesto las
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respectivas representaciones de Newman. Consiguientemente el compuesto 180b se
forma mas deprisa que 180a, al ser termodindmicamente mas estable el estado de

transicion 186b que el 186a.

Es necesario admitir ademads, que en este caso la base presente en el medio no
es capaz de provocar una reequilibraciéon de esta mezcla inicial 180a + 180b en favor
del componente termodinamicamente mas estable 180a, que si habiamos observado

en los casos similares previos, debido al caracter reversible de la reaccion de Henry.

Prosiguiendo con nuestros trabajos, se hizo un intento de aislar el
componente mayoritario de esta mezcla inseparable 180a + 180b, con objeto de poder
fundamentar mejor su estructura 180b, soportada tinicamente mediante el espectro
de RMN-'H de esta mezcla. Nos basamos para ello en la solucién dada por Baer!®

para resolver un problema similar (Esquema 106).

OH
NalO, (2 eq) 0 CH3NO,
HO- “IOMe —————> OHC'  )"'OMe
; OHC CH;ONa
HO OH
93a 94
OH OH
o
phu...< N\ o C¢HsCH(OCHy), R 2
O"“ ,,,|OMe - HO"" --||0Me + Ho-— --uIOMe
CSA, CHCl,
ON OH ON  OH o Of
96a,b 95a,b 95¢,d
MsCl, Et;N
CH,Cl,
-110Me
Esquema 106

150 3) Baer, H. H.; Werner, R. “A study of steric effects on nitromethylene acidity and the mechanism
of epimerization in partially blocked nitro hexoses” Can. J. Chem. 1971, 49, 3197-3202. b) Baer, H. H,;
Werner, R. “Reactions of nitro sugars. XXVI. Analysis and separation of stereoisomers by nuclear
magnetic resonance spectroscopy and column chromatography of benzylidene derivatives” Can. J.
Chem. 1972, 50, 1216-1223. c) Baer, H. H.; Georges, F. Z. “Reactions of nitro sugars. 37. Preparation of
nitro olefins via methanesulfonates” J. Org. Chem. 1976, 41, 3474-3476.
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La reaccion del dialdehido 94 con nitrometano en medio basico condujo a los
cuatro nitroalcoholes 95a-d, como una mezcla en equilibrio de 95a,b con 95¢,d dado
el cardcter reversible de la reaccién de Henry. Al tratar esta mezcla 95a-d con
fenilacetaldehido dimetilacetal, se observd que sélo reaccionan los componentes 95a
y 95b, que tienen la disposicion trans los grupos OH de la posiciéon C-4 y de la
posicion C-6 favorecedora de la formacion irreversible del anillo 1,3-dioxoldnico de
los compuestos 96a y 96b. Los compuestos 95¢ y 95d, darian este tipo de reacciéon
mucho mas lentamente, por lo que el proceso que se produce es la transformacién de
95c y 95d en 95a y 95b por reequilibracién de Henry. Como resultado de ello, se
obtiene tinicamente la mezcla de 96a y 96b.

Nosotros razonamos que de una manera similar nuestra mezcla 180a + 180b al
reaccionar con 2,2-dimetoxipropano y acido p-toluensulfénico deberia conducir a la
proteccion selectiva del sistema cis-1,2-diol del componente mayoritario 180b, lo que
combinado con la transformacion de 180a en 180b por reequilibracion de Henry,

deberia llevar a la formacion de 187b tinicamente (Esquema 107).

NO, NO;
MeOL O (CH,0),0(CHS),, PTSA . MeO,C ~ °><
é HO™ “IOH acetona, t.a., 24 h HO™ g
NO, e OBn OBn
MeO,C_Ji o 180a 187a
. (2.2:10 2.2:10)
HO" oH | + ) +
N
OBn N NO, NO,
179b B :
MeO,C ~OH (CH;0),C(CHz),, PTSA MeO,C _“‘0><
'
HO\\‘. ""OH acetona, t.a., 24 h HO g
OBn OBn
180b 187b
Esquema 107

Sin embargo, cuando se tratd nuestra mezcla de 180a y 180b con
2,2-dimetoxipropano y d&cido p-toluensulfénico, se obtuvo una nueva mezcla
constituida por 187a y 187b, como resultado de la proteccion simultdnea de los
respectivos sistemas 1,2-didlicos de las dos sustancias de partida, pudiendo
establecerse a partir de su espectro de RMN-BC (Figura 61, pag. 283) que la
proporcion entre los componentes de la mezcla obtenida es la misma que la
proporcién 2.2:10.0 entre los componentes de partida 180a y 180b.
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Figura 61: Detalle del espectro de RMN-C de la mezcla de 187a + 187b.

Ello parece indicar que en nuestro caso la proteccion del sistema didlico de
180a compite favorablemente con la transformacion de 180a en 180b por
reequilibraciéon de Henry, no observandose este proceso, sino la transformacion
completa y simultdnea de 180a en 187a y de 180b en 187b.

Afortunadamente, al someter a cromatografia de columna la mezcla de 187a +
187b, pudo aislarse la practica totalidad del componente mayoritario 187b, lo que
representd un rendimiento del 59% (43% en global desde la nitrofuranosa 151a,
después de tres reacciones). El componente minoritario 187a se obtuvo impurificado

con trazas del mayoritario 187b, por lo que se descarto.

La estructura de 187b fue confirmada en base a sus propiedades
espectroscdpicas. La sefial del proton H-2, geminal al grupo nitro, aparecié en su
espectro de RMN-'H como un doble doblete a 5.10 ppm, con constantes de
acoplamiento [=3.9 Hz y J=11.8 Hz (Figura 62, pag. 284). La necesaria orientacion
ecuatorial de los grupos metoxicarbonilo y nitro determina que H-1 y H-2 estén
dispuestos axialmente, justificando ello el valor J=11.8 Hz. La multiplicidad de la
sefial observada se deriva también del acoplamiento de H-2 con H-3, por lo que el
valor J=3.9 Hz de su constante de acoplamiento indica que H-3 se encuentra
dispuesto ecuatorialmente. Ademas, la presencia de la senal del protéon H-1, geminal
al grupo metoxicarbonilo, como doble doblete a 3.44 ppm con constantes de
acoplamiento de [16=9.3 Hz y J12=11.8 Hz, permitié confirmar la disposicion axial de

los protones H-1y H-2 y establecer que H-6 también esta dispuesto axialmente.

- 283 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

187b (mio)

11.8 Hz

11.8 Hz
9.3 Hz
39 Hz J\\/\/\vL

H-1

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 62: Espectro de RMN-'H de 187b en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-2 y H-1.

Finalmente la estructura del compuesto 187b se confirmé inequivocamente

mediante un experimento de difraccion de Rayos X (Figura 63).

Figura 63: Representacion en ORTEP-3 del compuesto 187b.
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Cabe destacar en esta estructura la conformacion tipo bote adoptada por el
ciclohexano en estado sélido, probablemente inducida por la presencia del ciclo

dioxolanico.

Todo ello nos permitié confirmar la estructura que previamente asignamos a

su precursor sintético 180b (Esquema 104, pag. 277).

Una vez aislado enantioméricamente puro este nitroesterciclohexanico 187b,
prosiguiendo con nuestro plan de trabajo, se procedid a estudiar su transformacion
en el f-aminodcido ciclohexanico correspondiente, abordando en primer lugar la
reduccion de su grupo nitro en amino mediante una hidrogenacion catalitica
(Esquema 108).

NO, NHCbz
MeO,C.__ .0 1) H, (1 atm), Pd-C (10%) MeO,Co__ .0
>< ac. citrico, MeOH, t.a., 48 h ><
Ho\\v -,I/o > Ho\\\‘ .,IIO
2) CICbz, NaHCO;
OBn MeOH, H,0, t.a., 2 h OH
187b (82%) 188a
Esquema 108

La hidrogenacion de 187b con paladio sobre carbon activo y acido citrico,
condujo tras 48 h al correspondiente aminoéster, que se tratd directamente con
cloruro de benciloxicarbonilo a temperatura ambiente, con objeto de proteger de
manera inmediata su grupo amino. El compuesto obtenido se identifico como el
aminoéster 188a, en el que las condiciones de hidrogenacion empleadas provocaron
también la hidrogenolisis del grupo benciloxi de 187b. La presencia en su espectro
de RMN-C de las sefiales del grupo benciloxicarbonilo [CH: a 67.6 ppm; seis
carbonos aromaticos a 129.8 ppm (2 x CH), 130.1 ppm (2 x CH), 130.2 ppm (CH) y
139.0 ppm (C); y un carbonilo a 157.3 ppm], la masa molecular y la férmula
molecular obtenidas a partir de su espectro de masas [396 (4%, MH*)] y de su analisis
elemental [calculado para Ci1oH2sNOs: C 57.71; H 6.37; N 3.54; encontrado C 57.98, H
6.45, N 3.27], respectivamente, justificaron plenamente la estructura del compuesto

obtenido.

En definitiva, se logré sintetizar el primer B-aminoacido ciclohexanico
polihidroxilado conocido (188a), en una secuencia en la que el proceso clave fue la

reaccion de Henry intramolecular que permite generar el anillo ciclohexanico.
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3.2.3. Replanteamiento de 1la sintesis de p-aminoacidos
ciclohexanicos polihidroxilados.

Para tratar de mejorar el rendimiento global del 35% con que se obtuvo el
B-aminoéster 188a, se abordd nuevamente su sintesis mediante una modificacion de
la ruta sintética expuesta en el apartado previo consistente en llevar a cabo la
formacion del anillo ciclohexdnico en una etapa mds temprana, a partir de la
ditianilnitro-p-L-idofuranosa 184a, a través de su derivado 189a, lo que ya habia sido
llevado a cabo previamente por Funabashi (Esquema 109).15!

ruta O2N NHCbz
u -
. (o) Me02C (o)
e . MeO,C e S - <
)V S “nQ
BnO (e HO
OH
184a (B-L-ido) 151a 188a
uta AcOH, H,0 A
actua] ref, 2.5 h

NaHCOj3 (54) (2%)
MeOH, t.a., 12 h
(87%)

190a (scillo) 190b (mio)
(1.0:2.5)

Esquema 109

Empleando las condiciones de Funabashi, tras liberar la posiciéon anomérica
de 184a, la reaccion de Henry intramolecular subsiguiente de la nitrofuranosa 189a
con bicarbonato sddico en metanol condujo a la mezcla de nitrociclohexanos 190a y
190b, en una proporcion 1:2.5 (43% de exceso diastereomérico), que no pudieron

separarse mediante cromatografia en columna.

La proporcion aproximada con la que se formaron estos dos epimeros 190a y
190b se establecio a partir de la relacion entre los dos pares de seniales de grupos CH
en el espectro de RMN-3C de la mezcla (Figura 64, pag. 287).

151 Funabashi, M.; Yoshimura, J. “Branched-chain sugars. Part 14. Synthesis of new branched-chain
cyclitols having myo- or scyllo-, and muco-configuration from 3-O-benzyl-5,6-dideoxy-5-[C-(1,3-
dithian-2-yl)]-6-nitro-L-idofuranose and -D-glucofuranose” J. Chem. Soc., Perkin Trans. I 1979, 1425-
1429.
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Figura 64: Detalle del espectro de RMN-C de la mezcla 190a + 190b.

A pesar de que la mezcla 190a + 190b obtenida no pudo separarse de manera
eficaz por cromatografia en columna, si se pudo obtener mediante cromatografia
preparativa una pequefa fraccion pura de cada uno de sus componentes, que se

utilizé para determinar sus estructuras por medio de sus espectros de RMN-'H.

El componente mayoritario 190b mostr6 en su espectro de RMN-'H la sefial
del protén H-2, geminal al grupo nitro, como un doble doblete a 4.68 ppm, con
constantes de acoplamiento de Ji>=11.4 Hz y J23=7.0 Hz, lo que denota una
disposicion axial de dicho protén y del protén H-1, asi como una disposicion
ecuatorial del protén H-3 (Figura 65), concordante con la necesaria disposicion

ecuatorial del grupo 1,3-ditianilo y del grupo nitro.

190b (mio) -0 Hz

11.4 Hz 9.0 Hz

N

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 65: Espectro de RMN-'H de 1900 en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-2 y H-5.
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Ademas, la sefial del protéon H-5, geminal al grupo benciloxi, aparece como un
triplete a 3.74 ppm, con constantes de acoplamiento de J15=/56=9.0 Hz, que solo son

compatibles con una disposicion axial de este proton y de sus vecinos H-4 y H-6.

El componente minoritario 190a, mostrd un espectro de RMN-'H en el que la
sefial correspondiente al protén H-2, geminal al grupo nitro, aparece como un
triplete a 4.64 ppm con constantes de acoplamiento de J12=/235=11.1 Hz, lo que indica
que H-2 y sus protones vecinos H-1 y H-3 estan dispuestos axialmente (Figura 66).

J1,2
11.1 Hz

190a (scillo)

Ly

H-5

T T T T i
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 66: Espectro de RMN-'H de 190a en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-2 y H-5.

También se observa que la sefial del proton H-5, geminal al grupo benciloxi,
consiste en un triplete a 3.87 ppm con constantes de acoplamiento de Ji5=[56=9.7 Hz

lo que indica que H-5 y sus protones vecinos H-4 y H-6 estan dispuestos axialmente.

Por lo tanto, la reacciéon de Henry intramolecular de la 5-ditianil-6-
nitrofuranosa 189a dio un resultado similar al obtenido previamente en nuestra
transformacion analoga llevada a cabo con la 5-metoxicarbonil-6-nitrofuranosa 179a
(Esquema 104, pag. 277). Efectivamente, también se obtuvo ahora una mezcla de
nitrociclohexanos 190a + 190b en la que el componente mayoritario fue el

ciclohexano termodindmicamente menos estable 190b, con todos sus sustituyentes
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dispuestos ecuatorialmente, excepto el grupo OH de la posicion C-3. Esto puede
justificarse, al igual que en el caso previo, como resultado del control cinético a que
estd sometida la reaccion de Henry conducente a dicha mezcla, que determina la
formacién mayoritaria del compuesto que implica el estado de transicion mas
estable 191b (Esquema 110).

NTD

190a (scillo)

S
NaHCO3
+ NO,
B axial
NTD NTD _wOH (axial)
——>» HO“ "OH
) OBn
0 ~RQ - 191b 190b (mi
Rq
H

Esquema 110

La obtencion mayoritaria del estereoisomero cinético 190b indica que las
condiciones de reaccion empleadas tampoco permiten en el presente caso la
reequilibracion entre 190a y 190b que conduciria a la formacion exclusiva o

mayoritaria del estereoisomero termodinamicamente mas estable 190a.

Aclarado pues el problema de explicar la formacion de la mezcla de
nitrociclohexanos 190a + 190b, al encontrarnos ante una mezcla inseparable,
decidimos proseguir esta segunda ruta de sintesis de B-aminodcidos ciclohexdnicos

que nos ocupa, abordando la separacion de los componentes de esta mezcla como en
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el caso similar previo (Esquema 107, pag. 282), tratandola con 2,2-dimetoxipropano y

acido p-toluensulfénico (Esquema 111).

acetona, t.a., 24 h

Cs NO,
S/KQ/OH (CH;0),C(CHs),, PTSA

HOY ""OH

S No / o8n
CS/K 0 190a
Ho\\“ "/IOH + (1.0:2.5)
OBn \ (\

189b

S (CH30),C(CH3),, PTSA

acetona, t.a., 24 h

OBn

190b 192b (87%)

Esquema 111

Observamos que en este caso la proteccidon de los sistemas 1,2-diolicos de los
componentes de la mezcla 190a + 190b condujo tinicamente al nitrociclohexano 192b,
en lugar de formarse la mezcla de ciclohexanos 192a + 192b esperada. Este resultado
se atribuyo a la mayor facilidad de formacion del dioxolano cis de 192b, frente a la
formacion del dioxolano trans de 192a en las condiciones de reaccion empleadas. La
presencia de 4acido p-toluensulféonico en el medio, permitiria reequilibrar
simultdneamente la mezcla 190a + 190b en equilibrio, transformandose 190a en 190b
a medida que este componente va dando lugar a su derivado 192b y asi la mezcla
inicial se desplaza hacia la formacion tinica de 192b. Este proceso de reequilibracion

es claramente mas favorable que el proceso de transformacion de 190a en 192a.

La estructura de 192b se confirmd en base a sus propiedades espectroscdpicas.
Asi, la aparicion en su espectro de RMN-'H de la sefial del proton H-2, geminal al
grupo nitro, en forma de doble doblete a 5.27 ppm, con constantes de acoplamiento
J12=10.8 Hz y J23=4.3 Hz denotan una disposicion axial de este proton y del proton
H-1 y una disposicion ecuatorial del proton H-3 (Figura 76, pag. 291). Ademas la
aparicion de la senal del proton H-3 (geminal al grupo OBn) en forma de triplete a
3.90 ppm, con constantes de acoplamiento J23=[34=4.3 Hz confirmé la disposicién

ecuatorial de H-3 y la disposicion axial de H-2 y H-4.
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4.3 Hz
4.3 Hz

Figura 76: Espectro de RMN-'H de 192b en el que se resaltan las sefiales debidas a los

protones H-2 y H-3.

Esta segunda aproximacion a la sintesis de [-aminodacidos ciclohexanicos
polihidroxilados presenta una clara ventaja con respecto a la primera, al haber
permitido transformar el precursor de estos f-aminodcidos comun a ambas rutas
sintéticas (la 5-ditianil-6-nitrohexofuranosa 184a, Esquema 109, pag. 286) en un solo

nitrociclohexano, el compuesto 192b.

Se decidio por ello proseguir con este compuesto 192b nuestro protocolo de

sintesis de 3-aminodacidos ciclohexanicos (Esquema 112, pag. 292).
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0 NO,
HEO, BFyOEt, HJ\Q..\\OK NaClO;, NaH,POS2H,0
THF, H,0, t.a.,, 1.5 h HO\\\‘ g 2-metil-2-buteno
OBn MeOH, H,0, t.a., 1h
193a
NO;
TMSCHNy, E,0, MeOH MeO,C - "\‘0><
t.a., 15 min HO:Q.'”O
(32% desde 192b) OBn
187b

Esquema 112

Para ello, se llevd a cabo primero la desproteccion del grupo formilo de 192b
con O0xido de mercurio y trifluoroboroeterato, obteniéndose el nitroaldehido 193a,
que se oxido inmediatamente con clorito sédico y dihidrogenofosfato sodico,
generando asi el correspondiente nitroacido 194a, que al reaccionar con
trimetilsilildiazometano permitié obtener el nitroéster ciclohexanico 187b deseado,
cuyas propiedades espectroscopicas fueron idénticas a las del previamente

sintetizado (Esquema 107, pag. 282).

Sin embargo, el bajo rendimiento obtenido (32%) ahora, menor que el
rendimiento global del 43% logrado previamente (Esquemas 104 y 107, pag. 277 y
282, respectivamente), nos llevd a descartar esta aproximacion a 187b, frente a la

inicialmente desarrollada.

En un intento de mejorar el rendimiento de esta ultima transformacion de
192b al nitroéster 187b, se ensayaron otras condiciones de desproteccion de formilos
enmascarados en forma de 1,3-ditianos, consistentes en tratarlos con yoduro de
metilo y bicarbonato sodico, para obtener asi el ciclohexilaldehido 193a (Esquema
113, pag. 293).15

152 Grundmann, C.; Ruske, W. “The preparation of 6-amino-4-oxocaproic acid from furfural” Chem.
Ber. 1953, 86, 939-943.
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.\\\0
Mel, NaHCO , MeCN
3 (@0) > <
35°C,36h ‘0
(53%)
192b 193a
(0]
H ,‘\\O><
HOY "0
OBn
195a

Esquema 113

Sin embargo, cuando se hizo reaccionar una disolucion de 192b en acetonitrilo
con yoduro de metilo y bicarbonato sodico, se obtuvo tras 36 h de agitacion a 35 °C
el aldehido a,(-insaturado 195a, en lugar del aldehido ciclohexanico 193a esperado.
La estructura de este compuesto 195a se determind a partir de sus propiedades
espectroscdpicas. La ausencia en su espectro de IR de las sefiales caracteristicas del
grupo nitro, nos confirmé que dicho grupo habia sido eliminado. La presencia en su
espectro de RMN-3C de un carbono de aldehido a 193.1 ppm y de dos carbonos
olefinicos a 141.3 y 145.7 ppm, nos indicaron que se habia formado el doble enlace
carbono-carbono conjugado con el grupo carbonilico, apareciendo el resto de los
grupos CH pertenecientes al anillo ciclohexanico a 73.4, 75.6, 79.6 y 81.7 ppm.

Una buisqueda bibliografica nos confirmd la facilidad con la que se producen
este tipo de eliminaciones cuando se someten (-nitroaldehidos a condiciones de

reaccion basicas (Esquema 114).153

R. R R R
23 H DBU, E,0 2 P 3 H
>
Rq ta,3h Rq
NO, O (o]
196 197
Rl R2 R3 RdtO, % Rl R2 R3 RdtO, %
Me Me H 63 (CH,), H 63
Me Et H 59 Me CH,CH,CO,Me H 52
Me 'Bu H 63 Cy H H 66
Me nC6H13 H 65 lPr H H 82
(CH,), H 55 Et H Me 52

Esquema 114

18 Ono, N.; Miyake, H.; Tanikaga, R.; Kaji, A. “New synthesis of a,p-unsaturated aldehydes from
nitro paraffins” J. Org. Chem. 1982, 47, 5017-5019.
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La eliminacion observada en nuestro caso se puede explicar mecanisticamente
considerando que durante la desproteccion de 192b se forma el nitroaldehido 193a
deseado, pero este compuesto en el propio medio basico de reaccion elimina su

grupo nitro mediante un proceso EicB que conduce al aldehido «,-insaturado 195a

(Esquema 115).
Cs Mel, NaHCO3,), MeCN
35°C,36h
(53%)
192b
o
.\\\0
" < =

HO"" "0

OBn

195a

Esquema 115

Este compuesto 195a tiene la estructura de las rancinamicinas, que son una
familia de carboazticares insaturados obtenidos de la Streptomyces lincolnensis, de los
que se han descubierto importantes propiedades antibioticas.’® Consiguientemente,
la ruta conducente a 195a constituye un método de sintesis enantioselectiva de este
tipo de productos naturales.’

3.2.4. Segundo replanteamiento de la sintesis de P-aminoacidos
ciclohexanicos polihidroxilados.

Con objeto de resolver este problema inesperado de eliminacion del grupo

nitro de 193a y también de acortar nuestro plan de sintesis de -aminoacidos

154 a) Argoudelis, A. D. ; Pike, T. R,; Sprague, R. W. “Rancinamycins, metabolites produced by
Streptomyces lincolnensis in sulfur-depleted media” . Antibiot. 1976, 29, 777-786. b) Argoudelis, A.
D.; Sprague, R. W.; Mizsack, S. A. “Rancinamycins I, II, II, and IV structural studies” J. Antibiot. 1976,
29, 787-796.

155 Otero, J. M.; Fernandez, F.; Estévez, J. C.; Estévez, R. J. “Preliminary studies on the synthesis of
rancinamycins from nitrosugars: first total synthesis of (35,45,5S,6R)-5-benzyloxy-6-hydroxy-3,4-
(isopropylidendioxy)-cyclohex-1-enecarbaldehyde” Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 4045-4049.
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ciclohexanicos polihidroxilados, decidimos introducir una nueva modificacion en el
plan inicial de sintesis de -aminoacidos ciclohexanicos del Esquema 109 (pag. 286),
consistente en emplear como equivalente sintético del grupo metoxicarboxilo un
grupo tritianilo en lugar de un grupo ditianilo, dado que en medio metandlico estos

grupos tritianilo se transforman directamente en ésteres metilicos (Esquema 116).1%

SPh
o (PhS);CLi ~ PhS—/-SPh MeO. -0
(o) i o (o]
.0 THF, -78 °C HO 0 Cuo,CuCl, o 0
L, )v (92%) L )V MeOH, H,0, CH,Cl, )V
0 (100% e.d.) BnO (94%) BnO o
121 198 (B-L-ido) 199
Esquema 116

Se eligié para ello el tris(feniltio)metano (200a), dado que puede generar
facilmente nucledfilos litiados por reaccion con n-butillitio. Ademads, su gran
volumen podria inducir una mejor selectividad en su adicion a la nitroolefina 128c

que la obtenida previamente por adicion del grupo ditianilo (Esquema 117).

O;N
PhS a) "BuLi, THF, -50 °C, 1 h PhS o
PhS—(':H ' Prll’Sh < (e}

O;N [,

PhS b) “\ﬁ?..o -78a0°C,4h BnO (o)
gno’ O
200a 128¢ 201a (B-L-ido) 201b (a-D-gluco)
87%) (1.2:10.0)

Esquema 117

De acuerdo con este nuevo plan, cuando se hizo reaccionar una disolucion de
tris(feniltio)metano (200) en tetrahidrofurano con n-butillitio, se obtuvo el anion
litiado correspondiente, sobre el que se adiciond a continuacion la nitroolefina 128¢
previamente preparada. Ello condujo a la obtencion de una mezcla de productos de
adiciéon 201a + 201b en una relacion 1.2:10.0 (79% de exceso diastereoisomérico) que
fue calculada como en los casos previos a partir del espectro de RMN-'H de la
mezcla de reaccion (Figura 77, pag. 296), midiendo la intensidad de la senal

correspondiente al proton anomérico de cada uno de los componentes de la mezcla.

156 L ubineau, A.; Gavard, O.; Alais, J.; Bonnaffé, D. “New accesses to L-iduronyl synthons” Tetrahedron
Lett. 2000, 41, 307-311.
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l
0oL

201a <——7 J —— 201

-

T I T T I T T I T T I T T I T
6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

Figura 77: Detalle del espectro de RMIN-'H de la mezcla de 201a + 201b.

La mezcla 201a + 201b obtenida no pudo separarse inicialmente por
cromatografia en columna. Sin embargo, el componente mayoritario 201b pudo
aislarse enantioméricamente puro por cristalizacion en éter etilico de la mezcla 201a
+ 201b obteniendo uso cristales incoloros de p.f. 132-134 °C, que nos permitieron
realizar un experimento de difraccion de Rayos X con el que determinamos
inequivocamente su estructura (Figura 78).

Figura 78: Representacion en ORTEP-3 del compuesto 201b.

Por analogia con el caso similar previo de adicion de 2-litio-1,3-ditiano a la

nitroolefina 128¢c (Esquema 101, pag. 273), se esperaba obtener en el presente caso
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como epimero mayoritario el aducto 201a con configuracion de (-L-idofuranosa,
pero sorprendentemente se obtuvo mayoritariamente el aducto alternativo 201b con
configuracién de a-D-glucofuranosa. Esta inversion en la estereoselectividad al
sustituir el 2-litio-1,3-ditiano por 1-litio-tris(feniltio)metano (200b) se puede justificar
admitiendo que la adicidn del anion tritianilo a la nitroolefina 128¢ se produce segin
la regla de Felkin-Ahn, no observandose en el presente caso la coordinaciéon del
nucledfilo al oxigeno de la nitrofuranosa a través del cation litio, al estar altamente
desfavorecida debido al gran volumen del nucledfilo tritianilico empleado (Esquema
118).

Modelo de Felkin-Anh con
coordinacion del nucledéfilo litiado

S__S

NO, )

184a (B-L-ido)

(50% e.d.)

Modelo de Felkin-Anh

NO,
O,N O2N
H (0) H .
=mQ H+ -nQ l':ll:ss%\\“‘ -nQ
. / ——> (SPh);C / —JL /
(PhS)3;C—Li "//O "//O '//0
OBn OBn BnO
200b
128¢ 201b 201b (a-D-gluco)

(79% e.d.)

Esquema 118

Nuestro nuevo plan de acceso a [B-aminoacidos ciclohexanicos basado en
tritianos se concretd a continuacion en la generacion del anillo ciclohexanico
mediante el estudio de la transformacion de 201b en su derivado ciclohexanico 203, a
través de la nitrohexofuranosa 202 (Esquema 119, pag 298).
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O,N O:N PhS  NO,

PhS o PhS oS A -OH
W T TFA, H,0 o OH PhS
Phgh 10 2 Phghs\ Base -
)v ta., 5h - MeOH o THF “ i

BhO O BnO  ©OH HO OH

t.a. OBn

201b 202 Base: NaHCOj3, Na,CO; 203

Et;N, TBAF, CsF

Esquema 119

De acuerdo con este plan, tras desproteger el hidroxilo de la posicion
anomérica de 201b por tratamiento con acido trifluoroacético acuoso, se ensayo la
reaccion de Henry intramolecular de 202 con diversas bases (bicarbonato sodico,
carbonato sodico, trietilamina, fluoruro de tetrabutilamonio, fluoruro de cesio),
obteniéndose en todos los casos una mezcla compleja de reaccion carente de interés

sintético.

Este resultado inesperado nos llevd a ensayar primero la transformacion del
grupo tris(feniltio)metilo en el grupo metoxicarbonilo, en la fase de nitrofuranosa
201b previamente a la generacion mediante una reaccién de Henry intramolecular

del anillo ciclohexanico del B-aminodacido ciclohexanico a sintetizar (Esquema 120).15

CuO, CuCl,
MeOH, H,0, CH,Cl,

Esquema 120

Para ello, a una disolucion del nitroderivado 201b en una mezcla de metanol,
agua y diclorometano, se le anadio 6xido de cobre (II) y cloruro de cobre (II) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante cuatro dias, recuperandose el
producto de partida inalterado. Cuando el mismo proceso se llevo a cabo calentando
a reflujo durante 12 horas, se obtuvo una mezcla compleja de productos carente de
interés sintético. Sin embargo, cuando se ensayaron condiciones de reaccidén

similares a las empleadas previamente para eliminar el grupo 1,3-ditianilo de la

157 Lubineau, A.; Gavard, O.; Alais, J.; Bonnaffé, D. “New accesses to L-iduronyl synthons” Tetrahedron
Lett. 2000, 41, 307-311.
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nitrofuranosa 184a (Esquema 103, pag. 275), se obtuvieron resultados satisfactorios
(Esquema 121).158

O,N
HgO, BF;-OEt,, MeOH Me0,C"
HzO, CHzclz, t.a., 3 dias
(82%)
201b 151b

Esquema 121

Asi, cuando una disolucidon del nitroderivado 201b en metanol, agua y
diclorometano, se hizo reaccionar con 6xido de mercurio (II) y trifluoroboroeterato,
se obtuvo en un 82% de rendimiento, tras tres dias de reaccién a temperatura
ambiente, el nitroéster 151b deseado, con estructura de a-D-glucofuranosa. Las
propiedades espectroscdpicas de este compuesto fueron muy similares a las de su
epimero (-L-idofurandsico 151a previamente preparado (Esquema 103, pag. 275).
Asi, su espectro de RMN-C mostrd las senales del grupo metoxicarbonilo a 52.4
ppm (OCHs) y 169.9 ppm (C=0), y su espectro de IR mostrd una banda del grupo
carbonilo a 1741 cm™ y dos bandas del grupo nitro a 1557 y 1376 cm.

Continuando con nuestro plan de sintesis, se libero la posicién anomérica de
151b por tratamiento con 4acido trifluoroacético acuoso y la nitrofuranosa 179c

obtenida se someti6 a una reaccién de Henry intramolecular (Esquema 122).

TFA, H,0
ta.,Sh

N02 NOZ
Meo,C, . _oH  Meo,c, ) .OH

OH  NaHCO; ) 2%) - . 5 + . 5

\ 7 N\ 7

’ MeOH, t.a., 12 h HO OH HO OH

(85%)) OBn OBn
179¢ 180c¢ (chiro) 180d (muco)

(2.0:10.0)

Esquema 122

158 Vedejs, E.; Fuchs, P. L. “Improved aldehyde synthesis from 1,3-dithianes” J. Org. Chem. 1971, 36,
366-367.
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El tratamiento del D-glucoderivado 179¢ con bicarbonato sddico en metanol
condujo a una mezcla inseparable de epimeros 180c + 180d, en una proporcién
2.0:10.0 (66% de exceso diastereomérico), calculada a partir del espectro de RMN-'H
del crudo de reaccion, tomando como referencia el pico correspondiente al proton
H-2, geminal al grupo nitro, de cada compuesto. La multiplicidad observada para
dichas sefiales, también nos permitid establecer la configuracion de ambos
compuestos (Figura 79).

180c¢ (chiro) 180d (muco)

11.1 Hz
N -
=) o
o

11.9 Hz
34 Hz
180¢ ~—— / — > 180d H-2 (180c) H-2 (180d)

5.50 5.00 4.50 4.00 3.50

Figura 79: Detalle del espectro de RMN-'H de la mezcla de 180c + 180d. Se amplian las
sefiales de los protones H-2 para los dos componentes de la mezcla.

La senal del proton H-2 del compuesto mayoritario 180d, aparecié como un
triplete a 5.13 ppm con constantes de acoplamiento Ji2=/23=11.1 Hz, debido a un
doble acoplamiento diaxial de H-2 con H-1 y H-3. Esta disposicién relativa entre
estos protones determina que estamos ante un ciclohexano con el grupo
metoxicarbonilo, el grupo nitro y el grupo hidroxilo en C-3 dispuestos
ecuatorialmente (estructura 180d).

Por otra parte, la sefial del proton H-2 del compuesto minoritario 180c,
aparecio como un doble doblete a 5.28 ppm con constantes de acoplamiento J12=11.9
Hz y J.3=3.4 Hz, debido a un acoplamiento diaxial de H-2 con H-1 y a un
acoplamiento axial-ecuatorial de H-2 con H-3. Esta disposicidn relativa entre estos
protones solo se da en el ciclohexano 180c, en el que el grupo metoxicarbonilo y el
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grupo nitro estdn dispuestos ecuatorialmente, estando el grupo hidroxilo en C-3

dispuesto axialmente.

En definitiva, esta ciclacion de Henry de 179c¢ (Esquema 122, pag. 299),
transcurrié con un exceso diastereomérico del 66%. Este valor es muy similar al 64%
obtenido cuando se llevé a cabo previamente con su forma epimérica en C-5 la
5-metoxicarbonil-6-nitro-L-idosa 179a (Esquema 104, pag. 277). Sin embargo, existe
una diferencia importante entre ambos casos. En el presente caso el estereoisdémero
mayoritario fue el termodindmicamente mas estable 180d (Esquema 123), mientras
que en al caso similar previo (Esquema 105, pag. 280) el producto mayoritario fue el

termodindmicamente menos estable 180b.

¥ NO,
MeO,C,, _wOH (ecuatorial)
> )
HO' "OH
OBn
) 186d - 180d (muco)
NaHCO3
NO,
MeOZC/,,“ H o)
Ho™ “/OH
OBn
179¢ 179d
NO,
MeO,C,,, OH (axial)
—_— - .,
HO' ‘OH
OBn
B 186¢ - 180c (chiro)

Esquema 123
El hecho de obtener en estas condiciones de ciclaciéon mayoritariamente el

compuesto mas estable termodinamicamente 180d, nos indica que en esta ciclacion

de Henry la base empleada es capaz de reequilibrar la mezcla 180c + 180d
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inicialmente formada, en la que el compuesto 180c (termodindmicamente menos
estable) seria el mayoritario, ya que su formacion transcurre a través del estado de
transicion 186c mas favorable termodindmicamente. La reequilibracion de la mezcla

favorece la formacion del compuesto mas estable termodindmicamente 180d.

Este proceso de reequilibracién no se observaba en la mezcla de ciclohexanos
180a + 180b obtenida anteriormente (Esquema 105, pag. 280), ya que 180a y 180b
forman, respectivamente, sillas con seis y cinco sustituyentes en disposicion
ecuatorial. Esto hace que sean estructuras muy estables con poca tendencia a
experimentar aperturas de tipo retro-Henry que favorezcan la formacion del
compuesto mas estable termodindmicamente 180a. Las sillas que forman nuestros
actuales compuestos 180c y 180d (Esquema 123, pag. 301) tienen dos y tres
sustituyentes, respectivamente, en disposicion ecuatorial, lo que las hace menos
estables termodindmicamente y con mayor tendencia a experimentar aperturas de
tipo retro-Henry que favorecen la reequilibracion hacia el compuesto mas estable

termodinamicamente 180d.

Prosiguiendo con nuestros trabajos sintéticos, se afrontd a continuacién la
separacion de los componentes de la mezcla 180c + 180d mediante la estrategia
empleada en los casos similares previos (Esquemas 107 y 111, pag. 282 y 290,
respectivamente). Para ello se hizo reaccionar esta mezcla con 2,2-dimetoxipropano y
acido p-toluensulfénico, observandose que afortunadamente el componente
mayoritario 180d se transformd en el derivado deseado 187¢, permaneciendo
inalterado el componente minoritario 180c debido a que en su conformacion tipo
silla favorecida todos sus hidroxilos estan en disposicién axial, resultando imposible

la formacion de un ciclo dioxolanico sobre dos grupos contiguos (Esquema 124).

r'\loz f"loz
MEOZC/,,. OH (CH;0),C(CHj),, PTSA . MeOZC/,,, OH
Ho\\“ "I/OH acetona, t.a., 24 h Ho\\“ "I/OH
o4 OBn OBn
MeO,C N:I)Z o r4 180¢ 180c¢ (13%)
N\,
HO™ “OH + (2.0:10.0) +
N
1 C;Bn L\: ,"loz
79b
M902C/,,. .\\\OH (CH30)2C(CH3)2, PTSA MeozC// ><
HO™ “/OH acetona, t.a., 24 h HO"
OBn
180d 187¢ (73%)
Esquema 124
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La nueva mezcla 180c + 187c obtenida se pudo separar cromatograficamente,
obteniendo el compuesto 187c en un rendimiento del 73% y el compuesto 180c en un
rendimiento del 13% (ambos rendimientos estan calculados con respecto a la
cantidad inicial de mezcla 180c + 180d). El compuesto 187c se caracterizd en base a

sus propiedades espectroscopicas (Figura 80).

12.5Hz

2.6 Hz
8.9 Hz

N
QLJMJM%JDM

Figura 80: Espectro de RMN-'H de 187c en el que se resaltan las sefiales debidas a los
protones H-2 y H-1.

Asi, la aparicion en su espectro de RMN-'H de un doble doblete debido al
proton H-2, geminal al grupo nitro, a 5.04 ppm con constantes de acoplamiento de
J12=12.5 Hz y ]25=8.9 Hz, denota una disposicion axial de este proton y de sus vecinos
H-1y H-3. Ademas, la aparicion de un doble doblete debido al proton H-1, geminal
al grupo metoxicarbonilo, a 3.49 ppm con constantes de acoplamiento de J16=2.6 Hz y
J12=12.5 Hz, confirma la disposicion axial de los protones H-1 y H-2, y la disposicién
ecuatorial del protén H-6.

Finalmente la cristalizacion del derivado 187c en una mezcla de éter etilico y
hexano, nos permitio disponer de cristales adecuados para realizar un experimento
de difraccion de Rayos X, que permitidé confirmar plenamente la estructura
establecida a partir de los datos de RMN-'H (Figura 81, pag. 304).
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Figura 81: Representacion en ORTEP-3 del compuesto 187c.

Todo ello nos permitid establecer inequivocamente que mediante esta ultima
variante sintética que nos ocupa se obtuvo mayoritariamente el [-nitroéster

ciclohexanico 187c¢.

Proseguimos nuestro proyecto de sintesis de [3-aminoacidos ciclohexanicos
sometiendo a una hidrogenacion catalitica este nitroéster 187¢, lo que provoco la
reduccion de su grupo nitro a amino y la eliminacion del grupo bencilo protector del
hidroxilo de la posicion C-3 (Esquema 125). El aminoéster intermedio resultante se
trato directamente con cloruro de benciloxicarbonilo en medio basico, obteniéndose
asi el B-aminoacido ciclohexdnico polihidroxilado 188b.

NO, NHCbz
MeO,C,,, o) 1) H, (1 atm), Pd-C (10%) MeO,C,, o)
>< ac. citrico, MeOH, t.a., 48 h - ><
\“ “hay, \ iy,
HO' o 2) CICbz, NaHCO; HO' o
OBn OH

MeOH, H,0, t.a.,2 h
187c (71%) 188b

Esquema 125

La aparicion en su espectro de RMN-2C de las senales del grupo
benciloxicarbonilo [CH2 a 67.3 ppm; seis carbonos aromaticos a 129.4 ppm (3 x CH),
130.1 ppm (2 x CH) y 139.4 ppm (C); y un carbonilo a 157.7 ppm], asi como la masa

molecular y la férmula molecular obtenidas a partir de su espectro de masas [396
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(8%, MH")] y de su analisis elemental [calculado para CisH2sNOs: C 57.71; H 6.37; N
3.54; encontrado C 57.91, H 6.30, N 3.37], respectivamente, confirmaron la estructura

del compuesto 188b.

En definitiva, mediante esta tltima aproximacion sintética basada en tritianos
obtuvimos un segundo [-aminoacido ciclohexanico polihidroxilado 188b que se
distingue del inicialmente obtenido 188a con ditianos en la disposicion relativa de
los grupos carboxilo y amino con respecto al resto de los sustituyentes (Esquema
126)

O,N l:\lHCbz
MeOZC\ ~ ‘\o
_____ MeO,C o] .
. e
BnhO O OH
151a (B-L-ido) 188a

201b 151b (a-D-gluco) 188b

Esquema 126

Este resultado tiene un enorme interés, porque nos ha permitido llevar a cabo
la obtenciéon de los dos (3-aminoacidos ciclohexdnicos 188a y 188b a partir de un
precursor comun, la nitroolefina 128c. La adicién de derivados litiados de
compuestos sulfurados sobre 128c de manera estereoselectiva, nos permitié controlar
la configuraciéon del nitroéster 151 intermedio clave en esta sintesis, pudiendo
obtenerse el que tiene la configuracion de la B-L-idofuranosa 151a o el que tiene la
configuracion de la a-D-glucofuranosa 151b.

Se trata, de los dos primeros (3-aminoacidos ciclohexdnicos polihidroxilados
descritos, cuya incorporacién en péptidos se ensayd solo con 188b, mediante un
protocolo sencillo consistente en acoplar sendas unidades de glicina a sus grupos

amino y carboxilo. Para ello, se protegieron en primer lugar sus grupos hidroxilo
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libres como grupos t-butildimetilsililo, de interés por la ortogonalidad generada en

el sistema con el resto de los grupos protectores (Esquema 127).

NHCbz NHCbz
MeOCr. A\ O _  Ba(OH),8H,0 _ HO:C. --“°>< ) TBDMSCL im __
Ho' G > THF, Hy0, ta, 1h O N0 DMF, 80 °C, 15 h
OH OH
188b 204a
NHCbz NHCbz
TBDMSO,C/, .0 b) MeOH (96%), t.a., 2 h HOZC.. O
L < oy > <
TBDMSO" Y~ "0 (75%) TBDMSO" Y~ O
OTBDMS OTBDMS
205a 206a
Esquema 127

Para llevar a cabo la proteccion, se optd primero por hidrolizar el grupo éster
de 188b, por tratamiento con hidroxido de bario en una mezcla de tetrahidrofurano
y agua, tratando a continuacion el acido 204a resultante directamente con exceso de
cloruro de t-butildimetilsililo e imidazol en N,N-dimetilformamida anhidra, a 80 °C
durante 15 h. Ello condujo al aminodcido sililesterificado 205a, liberandose, a
continuacion, su grupo acido carboxilico al tratarlo en el propio medio de reaccion
con metanol a temperatura ambiente durante 2 h. Tras purificacion cromatografica,
se aisld el disililaminodcido 206a deseado, que se caracterizd en base a sus
propiedades espectroscopicas. Asi, en su espectro de RMN-3C aparecieron las
sefales de los grupos t-butildimetilsililo a los siguientes desplazamientos quimicos:
-5.4, -5.0, -4.9 y -4.6 ppm para los cuatro grupos CHs, y 17.7 (C), 17.8 (C), 25.6 (3 x
CHs) y 25.6 (3 x CHs) ppm para los dos grupos t-butilo. La masa molecular obtenida
mediante espectrometria de masas [610 (46, MH")] y la formula molecular obtenida
mediante andlisis elemental [calculado para CsoHs1NOsSiz: C 59.08, H 8.93, N 2.30;
encontrado C 59.45, H 8.79, N 2.31] confirmaron la estructura del compuesto 206a

obtenido.

Disponiendo de este aminoacido 206a convenientemente protegido, se
procedio a llevar a cabo su incorporacion en una cadena tripeptidica simple. Para

ello, como ya se indico, se decidié unir sendas unidades de glicina a sus extremos
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carboxilo y amino, empleando como estrategia de sintesis la basada en la induccion

de acoplamientos peptidicos con reactivos de naturaleza urdénica (Esquema 128).1%

NHCbz MeO,C~ “NH NHCbz
HOZC/,I.©_“\O 02’"%@,\\\0
> H-Gly-OMe-HCI, TBTU <<
TBDMSO" "0 DIEA, DMF, t.a., 12 h > TBDMSO" 0
OTBDMS 3% OTBDMS
206a 207a

H, (1 atm), Pd-C (10%)

MeOH, t.a., 2 h
o P
MeO,C~ >NH NH
NHCb 2 2
Me0,C” NH HrilJ\/ z Jo o
fo) e, a
07" N0 ChrGly-OH, TBTU ol
v Tty
- g DIEA, DMF, t.a., 6 h TBDMSO' o
TBDMSO . OTBDMS
OTBDMS (75%)
208a
209a
Esquema 128

La reaccion del aminoacido 206a con clorhidrato de metoxicarbonilglicina,
TBTU vy diisopropiletilamina en N,N-dimetilformamida anhidra a temperatura
ambiente, condujo tras purificacion cromatografica, al dipéptido 207a (83% de
rendimiento), que se caracterizd en base a sus propiedades espectroscopicas, entre
las que cabe destacar la aparicion en su espectro de RMN-*C de las sefiales debidas a
la unidad de glicina introducida (CHz a 41.2 ppm, CH3O a 52.0 ppm y C=0O a 171.1
ppm).

Tras desproteger a continuacion el extremo amino terminal de este dipéptido
207a, mediante hidrogenacion catalitica del grupo benciloxicarbonilo, el compuesto
208a resultante se hizo reaccionar con el complejo formado entre la
N-benciloxicarbonilglicina 'y el TBTU en  N,N-dimetilformamida vy
diisopropiletilamina. Después de 6 horas de reaccion a temperatura ambiente, se

aisld tras purificacién cromatografica el tripéptido 209a como un aceite amarillo que

1% Han, S. Y.; Kim, Y. A. “Recent development of peptide coupling reagents in organic synthesis”
Tetrahedron 2004, 60, 2447-2467.
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mostro en su espectro de RMN-°C las sefiales de la nueva unidad de glicina
introducida [CH2 a 45.2 ppm, CH20 a 67.1, grupo fenilo a 128.1 ppm (3 x Ar-CH),
128.5 ppm (2 x Ar-CH) y 136.2 ppm (Ar-C); y dos C=0O a 156.6 y 170.5 ppm], siendo
confirmadas su férmula y masa molecular mediante andlisis elemental (calculado
para CssHsoN3O10Si2: C 56.96, H 8.06, N 5.69; encontrado C 57.28, H 8.14, N 5.37) y

espectrometria de masas [738 (100, MH")] respectivamente.

Quedo demostrado con ello que es posible incorporar estos nuevos
B-aminodcidos ciclohexanicos en péptidos, lo que es de interés evidente para la
preparacion y estudio de las propiedades estructurales de péptidos mas complejos

que incorporen estos 3-aminoacidos novedosos.

3.2.5 Sintesis de f-aminoacidos ciclopentanicos polihidroxilados.

Una vez llevado a cabo exitosamente nuestro proyecto de sintesis de
B-aminodcidos ciclohexanicos polihidroxilados 152 a partir de nitrohexofuranosas
128, se abord6 inmediatamente nuestro proyecto complementario de sintesis de
B-aminodcidos ciclopentdnicos polihidroxilados 85 a partir del intermedio 179

comun a ambos tipos de aminodcidos (Esquema 129).

O,N O,N
\__o__ocp O__oGP
......... > MeO,C
GPO" OGP GPO' OGP
128 151
i' NH, i
| HO,C OH | O:N O,N
E i e M c o OH ... > OH
i HO OH | €0, MeO,C )
! OH | GPO  OH GPO
{ 152 : H
-------------------------- ' 179
181
__________________________ \
NH, NO;

HO OGP

I
(®)
N
f}
(@)
I
A
=
(5]
O
N
(@]
(@)
I

Esquema 129
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El plan de sintesis disefiado para ello requiere, como ya se indico previamente
(pag. 272), reducir en una unidad el nimero de atomos de carbono de la cadena
carbonada de las nitrohexofuranosas 179, para someter luego los nitroaldehidos 181
resultantes a un protocolo de reacciones similar al que permiti6 transformar 179 en
B-aminoacidos ciclohexanicos 152. Ello implicard en el presente caso transformar
mediante una reaccion de Henry intramolecular nitroaldehidos 181 en ésteres
B-nitrociclopentanicos 182, reducir el grupo nitro a amino e hidrolizar finalmente el

grupo metoxicarbonilo a &cido carboxilico.

De acuerdo con ello, la nitrohexosa 179a previamente obtenida por hidrolisis
acida del derivado 151a (Esquema 104, pag. 277), se tratd con tetraacetato de plomo
en benceno, para promover la ruptura oxidante de su sistema 1,2-didlico,

obteniéndose asi el nitroaldehido 181a deseado (Esquema 130).

O5N O2N Base

NO,
Pb(0Ac)4 ocHo MeOH o THF z
MeO,C benceno MeO,C ta. MeO,Ca. OH
> o > \
BnO S
ta,2h ! Base: NaHCO4, Na,cO, ~ OHCO  'OBn
Et;N, TBAF, CsF
179a 181a 182a

Esquema 130

Este nitroaldehido 181a se utilizo directamente en la reaccion de Henry
intramolecular programada, debido a su baja estabilidad. No obstante, se realiz6 un
RMN-BC del compuesto, que nos permitio establecer que la ruptura del sistema
diolico de 179a conducente a su formacion habia tenido lugar, dada la presencia de

dos sefales a 159.8 y 199.8 ppm debidas a sus dos grupos carbonilo.

Sin embargo, cuando se sometid el nitroaldehido 181a a las condiciones de
ciclacion de Henry inducidas con bicarbonato sédico empleadas previamente con su
analogo 179a (Esquema 104, pag. 277), resultd6 una mezcla compleja carente de
interés, obteniéndose resultados similares cuando se ensay6 dicha ciclaciéon con
carbonato sdédico, trietilamina, fluoruro de tetrabutilamonio y fluoruro de cesio, en

metanol o en tetrahidrofurano como disolventes.

Vista la imposibilidad de llevar a cabo el proceso de ciclacion con el
nitroaldehido 181a, se obtuvieron resultados satisfactorios cuando el anterior
protocolo de reacciones (Esquema 130) se llevo a cabo con la 5-ditianil-6-
nitrohexofuranosa 189a (Esquema 131, pdag. 310), obtenida previamente por

hidrdlisis acida del compuesto 184a (Esquema 109, pag. 286).
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AcOH, H,0
ref,2.5h
184a 189a
Pb(OAc)4, benceno
ta.,2h
N
s NG s NO; 0;
: OH % : ‘\\\OH - NaHCO3(aq) (2%) S OCHO
S S
5 + S MeOH, t.a.,, 12 h E/s fo)
HO  ©OBn HO  OBn (82% desde 184a) BnO !
211a (10:6) 211b 210a

Esquema 131

Asi, cuando se hizo reaccionar la 6-nitrohexofuranosa 189a con tetraacetato de
plomo en benceno, se obtuvo de manera satisfactoria el nitroaldehido 210a deseado,
que al ser tratado con bicarbonato s6dico en metanol experiment6 una reaccion de
Henry intramolecular conducente a la mezcla de nitrociclopentanos epiméricos 211a
y 211b, obtenidos aproximadamente en una proporcion 10:6 (25% de exceso
diastereomérico), calculada a partir del espectro de RMN-*C del crudo de reaccidn,

por comparacion de las intensidades relativas de las senales indicadas en la Figura
82.

150 100 50 0

Figura 82: Detalle del espectro de RMN-C de la mezcla de 211a + 211b.

Esta mezcla 211a + 211b no pudo ser separada por cromatografia en columna
y su espectro de RMN-'H result6 ser muy complejo para obtener informacion acerca
de los dos productos formados. Unicamente se tuvo evidencia espectroscépica de la
formacion de la mezcla a partir de su espectro de RMN-3C, en el que fue posible
identificar las sefales correspondientes a los dieciséis carbonos del componente
mayoritario 211a: a 138.8 (C cuaternario), 129.3 (2 x CH), 128.8 (2 x CH), 128.5 (CH) y
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72.7 (CHz) ppm las sefiales correspondientes al grupo OBn; a 93.6 (CH), 85.0 (CH),
77.1 (CH), 74.9 (CH) y 53.5 (CH) ppm las sefales correspondientes al ciclopentano, y
a 48.7 (CH), 28.9 (2 x CH:) y 26.2 (CHz2) ppm las senales correspondientes al grupo
1,3-ditianilo. También pudieron identificarse las sefiales correspondientes a los
dieciséis carbonos del compuesto minoritario 211b: a 139.2 (C cuaternario), 129.1 (2 x
CH), 128.9 (CH), 128.6 (2 x CH) y 73.2 (CH:) ppm las senales correspondientes al
grupo OBn; a 89.4 (CH), 87.6 (CH), 74.9 (CH), 74.1 (CH) y 52.2 (CH) ppm las sefiales
correspondientes al ciclopentano, y a 48.3 (CH), 30.1 (CHz), 29.9 (CH2) y 26.3 (CH>)

ppm las senales correspondientes al grupo 1,3-ditianilo.

Con objeto de poder establecer la configuracion de cada uno de los
componentes 211a y 211b de la mezcla formada se trat6 de aislar alguno de ellos por
cristalizacion, obteniéndose cristales en los que las dos especies de la mezcla estaban
presentes en relacion similar a la inicial. Un experimento de difraccion de Rayos X
con estos cristales permitié asignar al componente mayoritario la estructura 211a y al
componente minoritario la estructura 211b, ambos presentes en la celda de

cristalizacion (Figura 83).

\
»‘j
/&

~Ne

Y

211a 211b

Figura 83: Representacion en ORTEP-3 de 211a (componente mayoritario) y 211b
(componente minoritario).

Consiguientemente se pudo establecer que el componente mayoritario 211a
tiene el sustituyente nitro y el hidroxilo de la posicién C-3 en disposicion trans, lo
que implica que es el termodindmicamente mas estable. El componente minoritario
211b tiene dichos grupos nitro e hidroxilo en disposicion cis, lo que implica una

menor estabilidad termodinamica.

La formacién de estos dos ciclopentanos diastereoméricos se puede explicar

en base al Esquema 132 (pag. 312).
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NO,
OHCO :
O,N OBn NTD OH
o o N —
RiANH-[ H o HO  'OBn
%Noz
H 212a 211a
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NaHCO3 TJ
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E/s o <:S
BnO
H
210a
NaHCO3 TJ
NO,
OHCO :
00° ~R.O O,N NTD wOH
—>
(B
R H HO OBn
212b 211b
Esquema 132

La reaccion de Henry intramolecular del nitronato del aldehido de partida
210a puede ocurrir a través de los dos estados de transicion ciclopentanicos 212a y
212b conducentes a los nitrociclopentanos 211a y 211b respectivamente. El estado de
transicion 212a es termodindmicamente menos estable que el 212b, debido a la
mayor cuantia de la interaccion estérica entre los respectivos grupos Ri1 y Re. En este
caso se obtiene mayoritariamente el componente de mayor estabilidad
termodindmica 211a (relacion 10:6 entre 211a y 211b). Ello se puede explicar
admitiendo que inicialmente se forma en mayor proporcién el componente cinético
211b pero luego se produce una reequilibracion entre los dos productos de reaccion,

pasando a predominar el componente termodindmico 211a.

Ante la imposibilidad de separar los dos componentes de la mezcla de 211a +
211b, optamos por proseguir con esta mezcla nuestro plan de trabajo, abordando la
transformacion del grupo 1,3-ditianilo en un grupo metoxicarbonilo (Esquema 133,
pag. 313).
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s NO, o No; NaClO,, NaH,PO,-2H,0 o NO;
' OH HgO, BF;-OEt, : OH 2-metil-2-buteno - )L : OH
S —————> H HO
R THF, H,0 R MeOH-H,0, t.a., 1 h R
HO  ©OBn ta.15h HO  ©OBn HO  ©OBn
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+ + +
s No, o No, NaClO,, NaH,PO+2H,0 o No
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S Q THF, H,0 H \ MeOH-H,0, t.a., 1 h HO Q
HO  OBn ta.,15h HO  ©OBn HO  ©OBn
211b 213b 214b
Esquema 133

Se llevd a cabo en primer lugar la transformacion del grupo 1,3-ditianilo en
carbonilo en las condiciones indicadas, obteniéndose la mezcla de los nitroaldehidos
213a + 213b esperada. Aunque estos compuestos no se purificaron, debido a su baja
estabilidad, un espectro de RMN-*C del crudo de reaccién permitié establecer que
habia tenido lugar la desproteccidn del grupo formilo, ya que aparecieron las sefiales
de los carbonilos a 200.5 y 199.8 ppm, respectivamente.

Se llevo a cabo a continuacién la reaccién de oxidaciéon de la mezcla 213a +
213b con clorito sddico y dihidrogenofosfato sddico, pero se obtuvo una mezcla de
reaccion compleja, que en el RMN-1C mostré multitud de sefiales, que no pudieron

ser asignadas a los compuestos 214a + 214b que estdbamos buscando.

Este resultado no deseado se atribuy6 a posibles procesos de oxidacion de los
hidroxilos libres o de eliminacién del grupo nitro. Decidimos por ello proteger los
hidroxilos libres de la mezcla de partida de 211la + 211b previamente a la
transformacion de sus grupos 1,3-ditianilo en metoxicarbonilo. Tuvimos en cuenta
para ello un precedente bibliografico de proteccion de 1,3-dioles en ciclopentanos

con 2,2-dimetoxipropano y acido p-toluensulfonico (Esquema 134, pag. 314).16°

160 Sun, H.; Abboud, K. A.; Horenstein, N. A. “A new route into hexahydro-cyclopenta[b]pyrrole-cis-
3a,6-diols. Synthesis of constrained bicyclic analogues of pyrrolidine azasugars” Tetrahedron 2005, 61,
10462-10469.
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N
N3  (CH;0),C(CHj), 3
' (0]

\"'OH PTSA OX(

MeOZC Meozc
215 216

Esquema 134

Esperabamos que nuestra mezcla 211a + 211b reaccionase con
2,2-dimetoxipropano y 4cido p-toluensulfénico de manera similar y que
consiguientemente reaccionase solo el componente 211b lo que deberia conducir a
obtener el derivado 217a, como resultado de la necesaria reequilibracion entre 211a 'y
211b a través de la forma abierta 210b (Esquema 135).

N o
HO™ H\ +  (@10:6)

S NO; o
S acetona, t.a., 24 h S NO,
HO OBn E/S

211b 217a

Esquema 135

Desafortunadamente, cuanto se tratd la mezcla de 211a + 211b con
2,2-dimetoxipropano, en acetona y acido p-toluensulfénico, se obtuvo una mezcla

compleja de reaccion carente de interés.

Sin embargo, se obtuvieron resultados satisfactorios cuando se emplearon
condiciones de reaccion mds enérgicas, consistentes en el empleo de
formaldehidodimetilacetal y pentoxido de fdésforo en diclorometano a reflujo
(Esquema 136, pag. 315).16t

161 Fyji, K.; Nakano, S.; Fujita, E. “Improved method for methoxymethylation of alcohol under mild
acidic conditions” Synthesis 1975, 4, 276-277.
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Esquema 136

Tras doce horas de reaccion en las condiciones indicadas, se pudo aislar la
mezcla de los productos 218a y 218b en relaciéon idéntica a la de la mezcla de partida,
lo cual indicé que en las condiciones de proteccion no hubo equilibracion de las
especies iniciales 211a y 211b, poniéndose también de manifiesto que la reaccion
intermolecular conducente al diacetal 218b estd favorecida en relacion con la

reaccion alternativa de formacién del acetal ciclico de 219a.

Desafortunadamente esta nueva mezcla 218a + 218b obtenida no pudo ser
separada por cromatografia en columna. Sus componentes se caracterizaron en base
a las propiedades espectroscopicas de la mezcla. Asi, su espectro de RMN-13C mostrd
para el compuesto mayoritario 218a dos sefiales a 55.6 y 55.7 ppm y dos senales a
96.0 y 96.5 ppm, debidas a dos grupos OCHs y a dos grupos CH:, pertenecientes a
los grupos metoximetilo introducidos. Para el compuesto minoritario 221b estas
sefales aparecieron a 55.5 y 55.6 ppm para los grupos OCHs y a 95.8 y 96.0 ppm para
los grupos CHo:. El espectro de IR de la mezcla mostré las senales debidas al grupo
nitro a 1554 y 1368 cm!, no observdndose ninguna sefial debida a grupos hidroxilo
libres.

Puesto que la mezcla obtenida no pudo ser separada cromatograficamente, se
utilizo directamente, como en el caso previo, para llevar a cabo la transformacion
prevista del grupo 1,3-ditianilo en un grupo metoxicarboxilico (Esquema 137, pag.
316).
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Esquema 137

Asi, cuando se hizo reaccionar la mezcla de ciclopentanos 218a + 218b con
oxido de mercurio y trifluoroboroeterato, se obtuvo la mezcla esperada de
p-nitroaldehidos 219a + 219b, los cuales se hicieron reaccionar a continuacién con
clorito sodico y dihidrogenofosfato sodico. Se llego asi a la mezcla de nitroacidos
220a + 220b, la cual al tratarla con trimetilsilildiazometano, condujo a la mezcla de
nitroésteres ciclopentanicos 221a + 221b. Desafortunadamente esta mezcla sigui6 sin
poder ser separada por cromatografia en columna, caracterizandose los nitroésteres
obtenidos en base a las propiedades espectroscopicas de la mezcla. Asi, el compuesto
mayoritario 221a mostré en el espectro de RMN-BC las sefales del grupo
metoxicarbonilo a 52.7 ppm (OCHs) y 169.8 ppm (C=0). Para el compuesto
minoritario 221b, las senales correspondientes al grupo metoxicarbonilo aparecieron
a 52.5 ppm (OCHs) y 171.3 ppm (C=0). El espectro de IR de la mezcla mostré como
bandas mas significativas a 1741 cm™ la banda asociada al grupo carbonilo y a 1558 y

1377 cm™ las bandas del grupo nitro.
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Por ultimo, para completar la sintesis de los f-aminodcidos ciclopentanicos
buscados, se llevd a cabo la reduccion del grupo nitro a amino mediante la
hidrogenacion catalitica de la mezcla 221a + 221b, lo que condujo a la mezcla de las
aminas 222a + 222b, en las que también se produjo la hidrogenolisis del grupo OBn
de la posicion C-4 (Esquema 138).

NO;
MeOZC\QAO\/OMe
,—0 0Bn
MeO

1 H, (1 atm) NH; NH,
a R B
+ a6 Pd-C (10 %) - MeO,Ca. 0\/0Me MeO,Ca ,‘\\0\/0Me
acido citrico, MeOH R + <
. ,—0 OH ,—0 OH
'?_‘102 t.a., 2 dias MeO MeO
MeOCa N O ome 222a 222b
0\\\ ‘ OBn
MeO/\ CbzCl, NaHCO;
221b MeOH, H,0
ta,2h
I__\lHCbz NHCbz
Me02C 0\/0M9 MeOZC\ ““O\/OMe
N + N
,—0 OH ,/—0 OH
MeO MeO
223a 223b
47%) (24%)
Esquema 138

El tratamiento de la mezcla de aminas 222a + 222b con cloruro de
benciloxicarbonilo y bicarbonato sédico en metanol y agua, condujo a la mezcla de
(-aminoésteres ciclopentanicos 223a + 223b, que afortunadamente pudo separarse
por cromatografia en columna, obteniéndose asi el componente mayoritario 223a en
un rendimiento del 47% y el componente minoritario 223b en un rendimiento de
24%. Ambos compuestos fueron caracterizados en base a sus propiedades
espectroscopicas. Para el compuesto mayoritario 223a su espectro de RMN-3C
mostro la siguiente serie de sefiales: dos senales a 172.5 y 52.1 ppm, correspondientes
al grupo metoxicarbonilo; cinco senales a 82.4, 79.6, 73.9, 56.5 y 51.5 ppm,
correspondientes a los grupos CH del ciclopentano; cuatro sefiales a 96.0, 95.9, 55.5, y
55.3 ppm correspondientes a los grupos metoximetilo, y cinco sefiales a 155.5, 136.1,
128.3 (2 x CH), 127.9 (3 x CH) y 66.5 ppm, correspondientes a los ocho carbonos del
grupo benciloxicarbonilo. Para el compuesto minoritario 223b aparecieron las

siguientes sefales: dos sefiales a 172.5 y 52.4 ppm correspondientes al grupo
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metoxicarbonilo; cinco sefales a 84.4, 80.1, 79.9, 55.8 y 53.6 ppm correspondientes a
los grupos CH del ciclopentano; cuatro sefiales a 97.0, 96.1, 55.6 y 52.2 ppm
correspondientes a los grupos metoximetilo, y cinco senales a 155.7, 136.2, 128.4 (2 x
CH), 128.0 (3 x CH) y 66.7 ppm correspondientes a los ocho carbonos del grupo
benciloxicarbonilo.

De este modo, se obtuvieron dos [-aminoacidos ciclopentanicos
trihidroxilados, mediante la estrategia de sintesis divergente de (-aminoacidos
cicloalcanicos polihidroxilados sobre la que versa el presente capitulo de esta tesis
doctoral.

Esta nueva estrategia de sintesis de 3-aminoacidos ciclopentdnicos no tiene la
limitacion estructural de la inicialmente desarrollada en nuestro grupo de
investigacion (Esquema 98, pag. 271),'%2 por lo que podria ser aplicada a priori al

panel completo de las dieciséis hexosas.

162 a) Soengas, R. G, Estévez, J. C, Estévez, R. J. “Stereocontrolled transformation of
nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes: Incorporation of
polyhydroxylated carbocyclic a-amino acids into peptides” Org. Lett. 2003, 5, 1423-1425. b) Soengas,
R. G, Pampin, M. B.; Estévez, ]. C,; Estévez, R. ]. “Stereocontrolled transformation of
nitrohexofuranoses into cyclopentylamines via 2-oxabicyclo[2.2.1]heptanes. Part 2: Synthesis of
(15,2R,35,4S,5R)-3,4,5-trihydroxy-2-aminocyclopentanecarboxylic acid” Tetrahedron: Asymmetry 2005,
16, 205-211.
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3.3. Applications of nitrosugars to the synthesis of branched
chain iminosugars.

3.3.1 Background.

The last part of this doctoral thesis deals with investigations on a new route to
branched chain iminosugars from nitrosugars and it was partially carried out in the
Chemistry Department at the University of Oxford under the supervision of
Professor George W. J. Fleet, a leading scientist in carbohydrate chemistry and, in
particular, in the study of the synthesis and biological activity of iminosugars. In the
eighties, he described the first total syntheses of five-, six- and seven-membered
iminosugars and he stated that these compounds were bioactive as glycosidase

inhibitors.163

Iminosugars are analogues of furanoses or pyranoses where the ring oxygen
is replaced by nitrogen. Since its discovery in the middle sixties,’®* they have been
reported to be almost always glycosidase inhibitors.® They are involved in several
important biological processes such as digestion, biosynthesis of glycoproteins and
catabolism of glycoconjugates, with proven potential as anti-viral, anti-diabetic and

antineoplastic compounds as well as modulators of the immune system.16¢

163 a) Fleet, G. W. J.; Gough, M. J.; Smith, P. W. “Enantiospecific synthesis of Swainsonine, (15, 2R, 8R,
8aR)-1,2,8-trihydroxyoctahydroindolizine, from D-Mannose” Tetrahedron Lett. 1984, 25, 1853-1856. b)
Fleet, G. W. J.; Gough, M. J.; Shing, T. K. M. “Synthesis of 1,5-dideoxy-1,5-imino-D-mannitol from D-
mannose and D-glucose” Tetrahedron Lett. 1984, 25, 4029-4032. c) Fleet, G. W. ].; Smith, P. W.; Evans, S.
V., Fellows, L. E. “Design synthesis and preliminary evaluation of a potent a-mannosidase inhibitor:
1,4-dideoxy-1,4-imino-D-mannitol” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1984, 1240-1241. d) Fleet, G. W. J.;
Smith, P. W. “Enantiospecific syntheses of Deoxymannojirimycin, Fagomine and 2R,5R-
dihydroxymethyl-3R,4R-dihydroxypyrrolidine from D-glucose” Tetrahedron Lett. 1985, 26, 1469-1472.
e) Fleet, G. W. J; Shaw, A. N.; Evans, S. V.; Fellows, L. E. “Synthesis from D-glucose of 1,5-dideoxy-
1,5-imino-L-fucitol, a potent a-L-fucosidase inhibitor” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1985, 841-842. f)
Fleet, G. W. J. “An alternative proposal for the mode of inhibition of glycosidase activity by
polyhydroxylated piperidines, pyrrolidines and indolizidines” Tetrahedron Lett. 1985, 26, 5073-5076. g)
Fleet, G. W. ]J.; Namgoong, S. K.; Barker, C.; Baines, S.; Jacob, G. S.; Winchester, B. “Iminoheptitols as
glycosidase inhibitors: Synthesis of and specific a-L-fucosidase inhibition by [-L-
homofuconojirimycin and 1-3-C-Substituted deoxymannojirimycins” Tetrahedron Lett. 1989, 30, 4439-
4442,

164 Inoue, S.; Tsuruoka, T.; Niida, T. “The structure of nojirimycin, a piperidinose sugar antibiotic” J.
Antibiot. 1966, 19, 288-291.

165 Asano, N.; Oseki, K,; Kiuz H.; Matsui, K. “Nitrogen-in-the-ring pyranoses and furanoses:
Structural basis of inhibition of mammalian glycosidases” . Med. Chem. 1994, 37, 3701-3706.

166 a) Asano, N.; Nash, R. J.; Molyneux, R. J.; Fleet, G. W. ]J. “Sugar-mimic glycosidase inhibitors:
natural occurrence, biological activity and prospects for therapeutic application” Tetrahedron:
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The first natural iminosugar described was nojirimycin (NJ, 224a, Figure 85)
which was isolated from Streptomyces lavendulae.* This mimic of D-glucopyranose
(93b) shows antibiotic properties and it is a potent inhibitor of a- and B-glucosidases.
As an iminosugar with a hydroxy group at C-1 it is fairly unstable, but it could be
reduced by catalytic hydrogenation with a platinum catalyst or by NaBHs to the
stable 1-deoxynojirimycin (DNJ, 224b), and latter isolated from mulberry trees
(Morus alba L.).1*”

H H H
Oo_ ,OH N_ ,OH N N
HO HO™ N HO N HO™ ™
HOY “/OH HOY “/OH HOY "OH HOY OH
OH OH OH OH
D-glucopiranose NJ DNJ DMJ
93b 224a 224b 224c¢

Figure 84: Structure of D-glucopyranose, nojirimycin and related compounds.

1-Deoxymannojirimycin (DM], 224c), first isolated from the seeds of the
legume Lonchocarpus sericeus,'® is a potent inhibitor of glycoprotein processing

a-mannosidase I'%°, but a much better inhibitor of a-fucosidases.”®

Five-membered ring iminosugars are among the most active glycosidase

inhibitors.' This includes, several isomers of iminosugar 225 (Figure 85, page 321)

Asymmetry 2000, 11, 1645-1680. b) Somsak, L.; Nagy, V.; Hadady, Z.; Docsa, T.; Gergely, P. “Glucose
analog inhibitors of glycogen phosphorylases as potential antidiabetic agents: Recent developments”
Current Pharmaceutical Design, 2003, 9, 1177-1189. c) Ayad, T.; Genisson, Y.; Broussy, S.; Baltas, M.;
Gorrichon, L. “A flexible route towards five-membered ring imino sugars and their novel 2-deoxy-2-
fluoro analogues” Eur. J. Org. Chem. 2003, 15, 2903-2910. d) Lee, B. W.; Jeong, 1. Y.; Yang, M. S.; Choi,
S. U,; Park, K. H. “A short and efficient synthesis of 2R,3R,4R-3,4-dihydroxyproline, 1,4-dideoxy-1,4-
imino-L-xylitol, 2R,3R,4R,55-3,4,5-trihydroxypipecolic acid, and 1,5-dideoxy-1,5-imino-L-iditol”
Synthesis 2000, 9, 1305-1309.

167 Yagi, M.; Kouno, T.; Aoyagi, Y.; Murai, H. “The structure of moranoline, a piperidine alkaloid from
Morus species” Nippon Nogeikagaku Kaishi 1976, 50, 571-572 (Chem. Abstr. 86, 167851r).

168 Fellows, L. E.; Bell, E. A.; Lynn, D. G,; Pilkiewicz, F. J.; Miura, I; Nakanishi, K. “Isolation and
structure of an unusual cyclic amino alditol from a legume” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1979, 977-
978.

169 Fyhrmann, U.; Bause, E.; Legler, G.; Ploegh, H. “Novel mannosidase inhibitor blocking conversion
of high mannose to complex oligosaccharides” Nature 1984, 307, 755-758.

170 Evans, S. V.; Fellows, L. E.; Shing, T. K. M; Fleet, G. W. J. “Glycosidase inhibition by plant alkaloids
which are structural analogues of monosaccharides” Phytochemistry 1985, 24, 1953-1955.

171 Stutz, A. E. “Iminosugars as glycosidase inhibitors: nojirimycin and beyond” 1999, Ed. Wiley-
VCH, Weinheim, Germany.
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like natural imino-D-ribitols'”, or 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol [DAB1] (225a)
which is a potent and specific inhibitor of lysosomal a-mannosidase!”; 1,4-deoxy-
1,4-imino-L-arabinitol (225b) which is as an a-glucosidase inhibitor with in vitro
antiviral activity'”* and 1,4-deoxy-1,4-imino-D-lyxitol (225c¢) which has shown
activity against a-galactosidase and a-glucosidase!”. Derivatives like 226 that bear
an aromatic group at position C-1 are potent purine nucleoside phosphorylase
(PNPase) inhibitors,” and derivatives as 227, analogues of 225 with a substituent at
C-1 position, have also been reported as powerful and specific glycosidase

inhibitors.1””

H H H H
N N o N N
HO/\S_Z HO/\<_Z HO 5 ) HO/\S—Z
Ho OH HO  ‘OH Ho' OH Ho' ‘oH
225 2252 225b 225¢
H H
N_ A N
HO/\S_T HO/\S_Z/\OH
HO  OH HO  OH
226 227

Figure 85: 1,4-dideoxy-1,4-imino-pentanol derivatives.

172 Mizushina, Y.; Xu, X.; Asano, N.; Kasai, N.; Kato, A.; Takemura, M.; Asahara, H.; Linn, S.;
Sugawara, F.; Yoshida, H.; Sakaguchi, K. “The inhibitory action of pyrrolidine alkaloid, 1,4-dideoxy-
1,4-imino-D-ribitol, on eukaryotic DNA polymerases” Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 304, 78-85.
173 Fleet, G. W. J.; Witty, D. R. “Synthesis of homochiral p-hydroxy-a-aminoacids [(25,3R,4R)-3,4-
dihydroxyproline and (25,3R,4R)-3,4-dihydroxypipecolic acid] and of 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-
arabinitol [DAB1] and fagomine [1,5-imino-1,2,5-trideoxy-D-arabino-hexitol]” Tetrahedron: Asymmetry
1990, 1, 87-96.

174 Behling, J. R.; Campbell, A. L.; Babiak, K. A.; Neg, J. S.; Medich, J.; Farid, P.; Fleet, G. W. J.
“Synthesis from D-lyxonolactone of 1,4-dideoxy-1,4-imino-L-arabinitol, a glucosidase inhibitor with in
vitro anti-viral activity” Tetrahedron 1993, 49, 3359-3366.

175 Fleet, G. W. J.; Nicholas, S. J.; Smith, P. W.; Evans, S. V.; Fellows, L. E.; Nash, R. J. “Potent
competitive inhibition of a-galactosidase and a-glucosidase activity by 1,4-dideoxy-1,4-
iminopentitols: syntheses of 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-lyxitol and of both enantiomers of 1,4-dideoxy-
1,4-iminoarabinitol” Tetrahedron Lett. 1985, 26, 3127-3130.

176 a) Yu, C. Y.; Mu-Hua, H. “Radicamines A and B: Synthesis and revision of the absolute
configuration” Org. Lett. 2006, 8, 3021-3024. b) Schramm, V. L; Tyler, P. C “Imino-sugar-based
nucleosides” Curr. Top. Med. Chem. 2003, 3, 525-540. c) Ringia, E. A. T.; Tyler, P. C.; Evans, G. B.;
Furneaux, R. H.; Murkin, A. S.; Schramm, V. L. “Transition state analogue discrimination by related
purine nucleoside phosphorylases” J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 7126-7127.

177Yu, C. Y.; Asano, N.; Ikeda, K.; Wang, M. X; Butters, T. D; Wormald, M. R; Dwek, R. A; Winters, A.
L; Nash, R. J; Fleet, G. W. J. “Looking glass inhibitors: L-DMDP, a more potent and specific inhibitor
of alpha-glucosidases than the enantiomeric natural product DMDP” Chem. Commun. 2004, 17, 1936-
1937.
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Seven-membered ring iminosugars, commonly called azepanes (Figure 86),
have shown promising glycosidase inhibitory activity in the treatment of various
diseases such as diabetes, cancer, and viral infections, including AIDS.'”® For
example, compound 228a is better inhibitor of (3-N-acetylglucosaminidase than
1-deoxynojirimycin (224b, Figure 84, page 320) which is often taken as a standard'”,
and compounds 229a and 229b are potent inhibitors of a-galactosidase and
B-galactosidase respectively.’® Hydroxyl groups in azepanes adopts different
conformations due to the flexibility of the seven-membered ring (compared with
five- or six-membered ring iminosugars), thereby increasing the probability of
formation hydrogen bonds with nitrogen bases, thus improving the ability to bind to

the minor groove of DNA. 8!

H H H
N HO"\ N HO N
Ho“"Q*OH HO“"Q"”OH HO™ OH
HO OH HO ©OH HO OH
228a 2292 229b

Figure 86: Representative azepane compounds.

Several isomers of polyhydroxylated azafuranoses (225 and 227),
azapiranoses (224 and 230) and azepanes (229 and 231) could be glycosidase
inhibitors (Figure 87, page 323). Hence derivatives of these compounds provide
opportunities for new leads with increased potency and specificity. Therefore, it is of
great interest to prepare branched analogues of these compounds and test their
biological activity, to know how the introduction of the branch can affect the

inhibitor activity.

178 a) Bols, M.; Lillelund, V. H.; Jensen, H. H.; Liang, X. “Recent Developments of Transition-State
Analogue Glycosidase Inhibitors of Non-Natural Product Origin” Chem. Rev. 2002, 102, 515-554. b)
Dhavale, D. D.; Markad, S. D.; Karanjule, N. S.; PrakashaReddy, J. “Asymmetric dihydroxylation of D-
glucose derived a,[3-unsaturated ester: synthesis of azepane and nojirimycin analogues” J. Org. Chem.
2004, 69, 4760-4766.

179 Moris, F. V.; Qian, X. H.; Wong, C. H. “Enzymatic/Chemical Synthesis and Biological Evaluation of
Seven-Membered Iminocyclitols” J. Am. Chem.Soc. 1996, 118, 7647-7662.

180 i, H.; Blériot, Y.; Chantereau, C.; Mallet, . M.; Sollogoub, M.; Zhang, Y.; Garcia, E. R.; Vogel, P.;
Barbero, J. J.; Sinay, P. “The first synthesis of substituted azepanes mimicking monosaccharides: a
new class of potent glycosidase inhibitors” Org. Biomol. Chem. 2004, 2 1492-1499.

181 Johnson, H. A.; Thomas, N. R. “Polyhydroxylated azepanes as new motifs for DNA minor groove
binding agents” Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 237-241.
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H H : :
N N HO HO OH
HO HO OH
HO OH HO OH
HO OH HO OH OH OH
225 227 224 230
H H
HO N HO N OH
HO OH HO OH
HO OH HO OH
229 231

Figure 87: General structure of 5, 6 and 7 members iminosugars.

3.3.2 Objective and synthetic plan.

The last objective of this thesis was related to the synthesis of branched chain
iminoderivatives from nitrosugars. Our first synthetic target was iminosugar 155a

and the starting compound was D-glyceraldehyde (112). For this sake we followed

N
o |\ H MeNO,, TBAF o 1) AcOH, H,0
\/\n/ ' \)\:/\NO

H 2 2) TBDPSCI, py
o OH

D-glyceraldehyde 3) acetone, PTSA

the synthetic plan shown in Scheme 139.

112 153a
e e
‘)_k’ (HCOH), 1 1) acetone, PTSA
T e »
TBDPSO NO, TBDPSO NO, 2) TBAF
232a 1542 gy ©OH 3 MsClpy

OH
5 Ho
1) Hy, Pd-C
— OH
MsO NO; 2)HCI N
H OH
o0

233a )< 155a

Scheme 139

According to the synthetic plan, D-glyceraldehyde (112) was transformed into
the known nitroderivative 153a, which was further modified by taking advantage of

the synthetic versatility of nitro compounds. We considered the early introduction of
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the two hydroxymethyl groups at the a position to the nitro group of nitrobutane
232a by means of a double Henry reaction with formaldehyde and then to construct
the nitrogen ring of target 155a by reduction of the nitro group of 233a to amino and
subsequent intramolecular alkylation of this functionality. The results of this

synthetic plan are discussed below.

3.3.3 Synthesis of C-4 branched chain 1,4-iminopentanols.

The starting D-glyceraldehyde (112) derivative was easily obtained from
commercial D-mannitol (141) following a procedure already described in the
literature, which involves the regioselective protection of its two terminal 1,2-
dihydroxy functionalities as acetonides, by reaction with 2,2-dimethoxypropane,
followed by oxidative rupture of the 1,2-diole system of the resulting D-mannitol

derivative 234 by reaction with sodium metaperiodate (Scheme 140).182

OH OH (MeO),CMe,, PTSA #\0 OH

» O -
J\/\‘AOH DMSO, r.t., 18 h \)\-/\(\o

HO

(o]lIE

H OH OH O
48 %)
141 234
NaIO4, HzO
r.t., 30 min

Lo Lo
o MeNO,, TBAF \
\V/J\\\///\\N() - ()\v//\\Tr/H

oH THF, r.t., 12 h o

(52%)
153a 112

Scheme 140

The next step involved a known Henry reaction of D-glyceraldehyde (112)
with nitromethane in the presence of with tetrabutylammonium fluoride, allowed us
to obtain enantiopure nitroalcohol 153a after crystallization.’® This was confirmed

182 3) Choudary, B. M.; Sarma, M. R,; Prasad, A. D.; Narender, N. “New chiral phosphines derived
from carbohydrates: synthesis, characterization and application in hydrogenation” Indian |. Chem.,
section B: Org. Chem. Including Med. Chem. 1994, 33, 152-155. b) LeCocq, J.; Ballou, C. E. “Structure of
cardiolipin” Biochemistry 1964, 3, 976-980.

183 Kozikowski, A. P.; Kitagawa, Y.; Springer, J. P. “An examination of the extent of diastereofacial

selection in the reactions of a chiral nitrile oxide with achiral alkenes: a route to -hydroxy carboxylic
acids” J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1983, 23, 1460-1462.
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by the ¥C-NMR of this compound, which shows in its *C-NMR two signals at 66.7
and 78.1 ppm of primary carbons C-1 and C-4 and by the IR spectrum, which display
two bands at 1554 and 1386 cm™ due to the nitro group.

According to our synthetic plan, removal of the acetonide protecting group of
153a was followed by the selective protection of the primary hydroxy group of the
resulting 2,3,4-trihydroxynitrobutane 235a by treatment with tributyldiphenylsilyl
chloride in DMF at -20 °C for 5 hours (Scheme 141).184

\/Lo AcOH, H,0 OH CITBDPS, im, DMF OH
(o] ——» HO > TBDPSO
\)\_;ANOZ 50°C,15h J\;/\NOZ 200 0°C,5h J\;ANOZ
OH OH OH
(94%)
153a 235a 235b
Scheme 141

We confirmed that the t-butyldiphenylsilyl group was in position C-4 of
compound 235b with the help of 'H-NMR spectrum of this compound which
displays at 1.09 ppm a singlet due to the nine protons of the t-butyl group, and two
multiplets of ten protons between 7.39 and 7.68 ppm corresponding to the two

phenyl groups.

The next step involved protection of the 1,2-diole system of 235b under
standard conditions, which afforded the desired key compound 232a (Scheme 142).

(')H ><

(MeO),CMe,, PTSA o o

TBDPSO\/\i/\N 0, - ‘)_k’
OH acetone, r.t., 4 h TBDPSO NO,
(87%)
235b 232a
Scheme 142

Structure of compound 232a was easily established on the basis of its
BC-NMR spectrum. The appearance of two methyl groups at 25.2 and 27.7 ppm and
a quaternary carbon at 109.8 ppm confirmed the formation of 1,3-dioxolane ring.
Moreover the "H-NMR spectrum shows the signals of the two methyl groups as
singlets at 1.34 and 1.43 ppm as well as the signals of TBDPS group at 1.06 ppm for
t-butyl group and 7.38-7.66 for phenyl groups. The IR spectrum only shows a peak at
1559 cm! corresponding to the nitro group.

184 Estévez, J. C.; Fleet, G. W. J.; Fairbanks, A. J. “Synthesis of tetrahydropyrans from sugar lactones”
Tetrahedron 1998, 54, 13591-13620.
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The next step in the route to five membered iminosugars was the
programmed double hydroxymethylation of nitroderivative 232a. With this aim,
various conditions of reaction were assayed, using paraformaldehyde as a source of
the hydroxymethyl groups and anhydrous tetrahydrofurane as the solvent. When
the reaction was conducted with sodium methoxide, lithium hydroxide (a
stoichiometric amount) or tetrabutylammonium fluoride (a catalytic amount) as the
bases, complex reaction mixtures were always obtained. The best results were
afforded by the use of potassium fluoride with 18-crown-6, sodium azide, or sodium
acetate (stoichiometric amount) at room temperature, provided the desired
dihydroxy compound 154a in poor yields after long reaction times. But finally, when
the reaction was carried out with sodium acetate at 50 °C the dihydroxymethyl
compound 154a was obtained in a 65% yield, together with a 27% yield of a epimeric
mixture of the corresponding monohydroxylated derivative 236a, which once
isolated was easily converted into 154a under the same reaction conditions. The

global yield of the two processes was 83% (Scheme 143).

X X X

0" o (HCOH),, NaOAc¢ 0" o 0" o
‘/‘_k_. > )
TBDPSO NO, THF,50°C,14h TBDPSO NO, + TBDPSO NO,
HO HO—
HO
232a 154a (65%) 236a (27%)
T (HCOH),,, NaOAc |

THF, 50 °C, 14 h

(65%)

Scheme 143

The structure of the final product was established with the help of the
BC-NMR and IR spectroscopical data. Its BC-NMR spectrum shows two signals at
61.9 and 62.7 ppm corresponding to the CHz groups of hydroxymethyl units and at
94.0 ppm the signal of the quaternary carbon linked to nitro group. The IR spectrum
of 154a shows a broad band at 3425 cm corresponding to the free hydroxy groups
and a peak at 1548 cm™ corresponding to nitro group.

The assembly of a nitrogen ring of our target 155a (Scheme 139, page 323)
required the previous efficient protection of its two hydroxymethylene groups as an
acetonide by reaction with 2,2-dimethoxypropane and p-toluensulfonic acid for 5
hours. The resulting diisopropylidene derivative 233b was obtained in quite good
yield (89%) (Scheme 144, page 327).
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X X

o O o O

0
(Me0),CMe,, PTSA \ 0><
TBDPSO NO, » TBDPSO
HO acetone, r.t., 5 h O,N
HO
(89%)
154a 233b
Scheme 144

Spectroscopic data confirmed the structure of 233b. Its ¥*C-NMR included the
expected signals for its four methyl groups (21.2, 24.6, 25.7, and 26.6 ppm) and for its
two quaternary carbons (99.4 ppm and 108.7 ppm) of isopropylidene units.

The key step of our synthetic plan, the ring closure leading to the
nitrogenated ring of 238 (Scheme 146, page 328), required the presence of a good
leaving group at the C-4 position. Introduction of a mesyl group at this position was
achieved as follows: firstly removal of the silyl protecting group of compound 233b,
by treatment with tetrabutylammonium fluoride, which afforded compound 233c in
an excellent yield. Then we converted compound 233c into its mesyl derivative 233a
upon reaction with methanesulfonic chloride in the presence of pyridine and a
catalytic amount of N,N-dimethylaminopyridine (Scheme 145).

X

o O

o
>< __TBARTHF 0><
TBDPSO HO
r.t., 4h

O,N
(93%)
233b 233¢

CIMs, DMAP
py,r.t,12 h
97%)

O><O

wot NI

O,N
233a

Scheme 145

After chromatographic purification, the nitro mesilate 233a was obtained in
excellent yield and its structure was corroborated by means of its spectroscopic
properties. Its 3C-NMR spectrum shows an expected signal for the methyl group of
mesyl functionality at 37.7 ppm.
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Following with our plan, we studied the reduction of the nitro group of 233a

to amino (Scheme 146).

X X

o 0 (0N o)
\)_%%K H, (1 atm), Raney Ni or Pd black - r\\)_%%><
MsO MeOH or 1,4-dioxane MsO—a~
O,N . HoN
233a 237a

X

(0] (0] O<
Z_§4°>

N

H

238a

Scheme 146

Our first attempt to reduce nitro compound 233a with hydrogen at
atmospheric pressure in the presence of Raney nickel or palladium black as catalysts
failed to afford the desired amino compound and starting material was always
recovered. But satisfactory results were achieved when the hydrogenation was
carried out with palladium black and ammonium formate in methanol (Scheme 147,
page 329).1%5 Under these conditions, after 30 minutes of reaction at room
temperature, a new compound was isolated by chromatographic column which was
characterized as the iminosugar derivative 240a. Mass spectrum shows a protonated
molecular ion at m/z=260, which is sixteen units higher than those corresponding to
the expected compound 238a. This is in agreement with the molecular formula
C2H21NOs found for compound 240a, which includes an additional oxygen atom
than the molecular formula Ci2H21NOxs of the expected compound 238a. 'TH-NMR and
BC-NMR spectra also confirmed the structure 240a proposed for the new compound,
which was unambiguously corroborated by means of its X Ray structure (Figure 88,

page 329).

185 Ram, S.; Ehrenkaufer, R. E. “A general procedure for mild and rapid reduction of aliphatic and
aromatic nitro compounds using ammonium formate as a catalytic hydrogen transfer agent”
Tetrahedron Lett. 1984, 25, 3415-3418.
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o>< NH,HCO, o>< %><
MsO » MsO —>
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H
(82%)
233a 237a 238a
X e
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—»  MsO —
HN N
OH OH
239a 240a
Scheme 147

The formation of compound 240a may be explained by a mechanism that
assumes the reduction of 233a to a hydroxylamine 239a, which spontaneously
cyclises under the present reaction conditions. The incomplete reduction of the nitro
group could be due to the steric hindrance around this group.

Figure 88: ORTEP-3 representation of compound 240a.

To reach our final target (compound 238a) we needed to achieve the total
hydrogenation of the nitro to an amino group. After several unsuccessful attempts of
catalytic hydrogenation (using palladium black or palladium oxide as the catalyst
and atmospheric hydrogen pressure, and using palladium black and ammonium
formate at room temperature), compound 238a was achieved under the latter
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conditions when the temperature was raised from room temperature to 50 °C
(Scheme 148).

X o4

o O ro” o3
\ g>< Pd black, NH;HCO, g —1aw %><
> U
N MeOH, 50 °C, 6 h AN
|
H
OH (75%)
240a 238a
Scheme 148

The spectroscopic data of compound 238a were similar to the starting
hydroxylamine 240a. Main difference in the *C-NMR between both compounds
were the signals of carbons C-6' at 50.6 ppm and the signal of C-4' at 61.1 ppm,
which in the *C-NMR of 240a appeared at 59.8 ppm for C-6' and at 65.0 for C-4'. But
the most important evidence of formation of pyrrolidine 238a was the presence in its
mass spectrum of a peak at 244 m/z, which corresponds to the pseudomolecular ion

MH*. Finally its elemental analysis confirmed that its molecular formula was
C12H21NOs.

At last, deprotection of compound 238a with acetyl chloride in methanol
allowed the removal of the protection of its hydroxy substituents yielding
iminosugar salt 155b (Scheme 149).

X

o O HO OH
O—<  AcCL MeOH \
o > OH
N r.t,15h N OH
H H-HCI
(88%)
238a 155b
Scheme 149

The NMR data of 155b matched those of its racemic mixture, previously
prepared by Altenbach in 2001.2% Its 3C-NMR showed the three CH: signals at 49.4,
59.4 and 61.0 ppm, the two CH signals at 70.5 and 73.1 ppm and the quaternary
carbon signal at 71.0 ppm.

186 Altenbach, H. J.; Schieweck, F. “Synthesis of geminal bis(hydroxymethyl)pyrrolidine and
pyrrolizidine imino sugars” |. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 2001, 3409-14.
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After that, we could carry out one pot transformation of mesilate 233a into the
pyrrolidine 238a (Scheme 150), under the above conditions for the transformation of
240a to 238a (Scheme 148, page 330).

0><0
\)_gd >< Pd black, NH{HCO, \ %><
>

MeOH, 50 °C, 6 h N
H
233a (93%) 238a
Scheme 150

This allowed us to obtain 238a in 93% yield, which was significantly higher
than 63% yield achieved in its indirect obtaining via compound 240a.

3.3.4 Synthesis of novel C-4 branched chain derived from 240a.

The unexpected formation of the hydroxypyrrolidine 240a during the
reduction and intramolecular cyclization of nitromesilate 233a, led our work on a
non programmed synthesis of new O-alkyl-N-hydroxypirrolidine derivatives of
interest for evaluation as glycosidase inhibitors. In fact, it is well-known that some
O-alkyl-N-hydroxypirrolidines have pronounced activity values as glycosidase
inhibitors.’®” This prompted us to synthesize O-alkyl pyrrolidine 242a for biological

evaluation as glycosidase inhibitor (Scheme 151).

0><0 O><O

HO OH
0~ 0>
O > . > /OH
y y N~ o
OH NP SN
240a 241a 242a
Scheme 151

In a first attempt to carry out the synthesis of this O-alkylated
iminocompound 242a, we tried to obtain it by O-alkylation of 240a followed by
removal of the hydroxy protecting groups of the expected compound 241a (Scheme
152, page 332).

187 Sun, L.; Li, P,; Landry, D. W.; Zhao, K. “Synthesis of N-alkoxytrihydroxypiperidine analogs of
allopyranose” Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1547-1450.
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—>
N N N
OH o O~
240a 243a 241a
O><O
0
Z_S40 T\
N
OH
240a 244

Scheme 152

Unfortunately, the direct alkylation of 240a by treatment with sodium
hydride and propyl bromide failed to give the desired pyrrolidine 241a, probably
due to the competitive -elimination process leading to propene (244). A similar
unsuccessful result was obtained in a second attempt of alkylation of 240a with

propyl iodide under the same reaction conditions.

An alkyl derivative of 240a was finally obtained by addition of the highly
reactive propenyl bromide to this compound (Scheme 153).

C{><O 00— NaH, CH,=CHCH,Br (%><o 00—
8% e
N THF, r.t., 12 h N

0\/\

I I
OH 87%)

240a 245a

Scheme 153

Thus, the reaction of hydroxypyrrolidine 240a with sodium hydride and
propenyl bromide provided an 87% yield of O-propenyl derivative 245a. The
presence of the propenyl substituent was easily established from its 'H-NMR
spectrum, which showed two signals at 5.18 and 5.25 ppm, that correspond to the
olefinic CHz, and at 5.91 ppm a signal corresponding to olefinic CH. Its high
resolution mass spectrum additionally confirmed that the molecular formula was
CisH2sNO:s.

The new iminosugar 245a was treated with an acetyl chloride-methanol

mixture in order to remove the hydroxy protecting groups. Catalytic hydrogenation

-332 -



Parte teorica

of the resulting compound 246a finally provided the desired new iminosugar
derivative 242a (Scheme 154, page 333).

X

o O oo HO, OH HO\ OH
_ o,

Z—Sdo AcCl, MeOH Z—g on M (latm PaC a0 d oH
N r.t., 12 h N OH MeOH, r.t.,3 h N OH
| | |
oL~ (85%) oL~ (91%) 0.~
245a 246a 242a

Scheme 154

We identified compound 242a by its BC-NMR spectrum, which showed three
signals at 10.5, 22.0 and 76.4 ppm corresponding to the three carbons of the
propyloxy group, and six signals corresponding to the pyrrolidine ring, as follows:
at 59.6, 61.7 and 63.4 ppm (CH: groups), 68.8 and 73.8 ppm (CH groups) and 70.5
ppm (quaternary carbon). Its elemental analysis confirmed its molecular formula
CoHi19NO:s.

On the other hand, nectrisine (247a) and related compounds are a family of
pyrrolidines with an endocyclic imino bound, which were discovered in the late

eighties and have proved to be potent glycosidases inhibitors (Figure 89).1%8

HO, OH HO, OH
b\/OH Z\ ) I//OH
N N
nectrisine 4-epi-nectrisine
247a 247b

Figure 89: Nectrisine and 4-epi-nectrisine.

Because of their structural similarity to our branched iminosugars 155b
(Scheme 149, page 330), we considered of interest to prepare the novel branched
chain nectrisine analogue 250a which should be easily obtained from
N-hydroxypyrrolidine 240a, in order to evaluate it as glycosidase inhibitor (Scheme
155, page 334).

188 a) Shibata, T.; Nakayama, O.; Tsurumi, Y.; Okuhara, M.; Terano, H.; Kohsaka, M. “A new
immunomodulator, FR-900483" |. Antibiot. 1988, 41, 296-301. b) Kayakiri, H.; Takase, S.; Setoi, H,;
Uchida, I.; Terano, H.; Hashimoto, M. “Structure of FR 900483, a new immunomodulator isolated
from a fungus” Tetrahedron Lett. 1988, 29, 1725-1728. c) Tsujii, E.; Muroi, M.; Shiragami, N.; Takatsuki,
A. “Nectrisine is a potent inhibitor of a-glucosidases, demonstrating activities similarly at enzyme
and cellular levels” Biochem. Biophys. Res. Commun. 1996, 220, 459-466.
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Scheme 155

Accordingly, our synthetic plan leading to 250a involves oxidation of 240a to
the nitrone 248a, followed by reduction of this compound to imine 249a and removal

of the acetonide protecting groups of this precursor of our target 250a.

Following a well-known procedure,'® the oxidation of 240a with mercury (II)
oxide provided an almost quantitatively yield of the desired nitrone 248a (Scheme
156).

X X

o” o o” o
wg > HgO, CH,Cl, Z_Sd% e
_ >

N r.t, 12 h \N+
| | _
OH (98%) o
240a 248a
Scheme 156

The structure of 248a was easily established from its spectroscopical and
analytical data. The "H-NMR spectrum shows a doublet at 6.80 ppm corresponding
to the proton on the C=N group. Formation of this functionality was additionally
confirmed from a signal at 132.5 ppm present in its *C-NMR spectrum, and due to
the sp? carbon.

In the next step, the reaction of this nitrone 248a with titanium tetrachloride
and sodium iodide provided iminoderivative 249a with a 53% yield (Scheme 157,
page 335).1%

189 Cicchi, S.; Hold, L; Brandi, A. “New synthesis of five-membered cyclic nitrones from tartaric acid”
J. Org. Chem. 1993, 58, 5274-5275.

190 Balicki, R. “TiCls/Nal - A novel, efficient reagent for mild reduction of the N-O bond in amine N-
oxides and nitrones” Chem. Ber. 1990, 123, 647-648.
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X X

Q"o Q"o
\ 0>< TiCl,, Nal, Me;CN \ 0><
\S > \S
r|q+ r.t., 10 min N
(53%)
248a 249a
Scheme 157

Removal of the oxygen atom attached to the nitrogen was confirmed from
changes observed in the 'H-NMR and the ®*C-NMR spectra of this compound with
respect to those of its precursor 248a. Thus, the signal corresponding to the hydrogen
attached to the sp? carbon now appears at 7.6 ppm and the signal corresponding to
this carbon now appears at 167.5 ppm. Finally, high resolution mass spectrum
confirmed the molecular mass of the isolated compound 242.1395 which corresponds

to a molecular formula of Ci2H20NOsx.

Finally, hydrolysis of 249a with aqueous hydrochloric acid led us to the
polyhydroxylated iminocompound 250a, as the major component of an inseparable
equilibrium mixture of this compound and its hydrated derivative 251a (Scheme
158).

X

o o HO OH HO OH
\ O0>< 6M HCIL THF §—3 33—
4 o T e o /OH OH
6
N 50°C,3h N2 " OH HO™2>N"% ° "OH
H
(87%)
249a 250a (10.0:4.0) 251a
Scheme 158

The main component of the mixture, 250a was identified by means of the
TH-NMR and the BC-NMR spectra of the mixture. The "H-NMR spectrum shows a
singlet at 7.57 ppm corresponding to the proton on the C=N group, and two doublets
at 4.08 and 4.53 ppm corresponding to H-3 and H-4 respectively. The BC-NMR
spectrum shows the signals for the two CH: groups at 62.9 and 65.1 ppm, for the CH
groups at 72.8 and 78.8 ppm, for the quaternary carbon at 83.9 ppm and for the sp?
carbon at 171.5 ppm. The hydrated form 251a was identified mainly from a doublet
at 4.22 ppm in its 'H-NMR spectrum, due to the proton at position C-2, and for a
signal at 96.4 ppm in its *C-NMR spectrum assigned to the CH at C-2 position. The
10.0:4.0 ratio of the mixture 250a:251a was determined from its 'H-NMR spectrum by
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measuring the intensity of the H-5 proton of compound 250a at 7.57 ppm and the
intensity of the H-2 proton of compound 251a at 4.22 ppm (Figure 90).

»
o

L,O'OL

—> 250a f—> 251a

‘ \ \ \ \ ‘ \
7.0 6.0 5.0 4.0

Figure 90: Detail of 'H-NMR of mixture 250a + 251a.

Equilibrium mixtures like one for 250a + 251a have been reported previously.
In fact, in a synthesis of 4-epi-nectrisine (247b), Kim'*! described the final product as
an equilibrium mixture constituted by the 4-epi-nectrisine (247b) as major
component, and small amounts of its hydrated form 253a and dimer 254a (Scheme
159).

MOMO, OMOM

HO Notps

N
1
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252a

1) 6 M HCI, THF, 50 °C, 2 h
2) Dowex 1-X2 (OH)

HO, OH
)at
HO, OH HO, OH o N OH
N .u\\\\ < _.n\\\ /
7\—N> OH HO*™\\ OH HO N
H
OH
247b 253a 254a
Scheme 159

1 3) Kim, Y. J.; Kitahara, T. “Novel synthesis of nectrisine and 4-epi-necrisine” Tetrahedron Lett. 1997,
38, 3423-3426. b) Kim, Y. J.; Takatsuki, A.; Kogoshi, N.; Kitahara, T. “Synthesis of nectrisine and
related compounds, and their biological evaluation” Tetrahedron 1999, 55, 8353-8364.
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A similar outcome was described by Joubert for the synthesis of pyrrolidine
derivative 256a (Scheme 160).1%?

HO, OH HO, OH HO  OH
% S Ba(OH),, H,O, r.t. %S %S
L) > L Dwen, = el
HO3S N “CHj \N “CHj HO N “ICH,
H H
255a 256a (8:2) 257a
Scheme 160

Treatment of sulfonic compound 255a with barium hydroxide produced the
expected iminoderivative 256a as the mayor component of an equilibrium mixture

also constituted by 257a.

Since this mixture is unseparable, the biological assays were carried out for

the combination of compounds.

3.3.5 Preliminary glycosidase screening of polyhydroxylated
pyrrolidine derivatives.

Biological assays of the C-4 branched chain 1,4-iminopentanols 155b, 246a,
242a and 250a2 (Figure 91, page 339) prepared by us as described above, were
carried out in the Institute of Grassland and Environmental Research in Wales (UK).
All enzyme and para-nitrophenyl substrates were purchased from Sigma. Enzymes
were assayed at 20 °C in 0.1 M citric acid / 0.2 M disodium hydrogen phosphate
buffers at the optimum pH for the enzyme. The incubation mixture consisted of 10 ul
enzyme solution, 10 pl inhibitor solution in water (0.8 mM in the reaction mixture)
and 50 pl of the appropriate 5 mM para-nitrophenyl substrate made up in buffer at
the optimum pH for the enzyme. The reactions were stopped by addition of 0.4 M
glycine (pH 10.4) during the exponential phase of the reaction, which was
determined at the beginning of the assay using blanks with a 5 mM substrate
solution. Absorbances were read at 405 nm using a Biorad microtitre plate reader

(Benchmark). Water was substituted for the inhibitors in controls.

The inhibitors used in this glycosidase screening are showed in the next figure

together with a table with the results of the evaluation, as percentage of inhibition.

192 Joubert, M.; Defoin, A.; Tarnus, C.; Streih, J. “Synthesis of potent a-D-mannosidase and a-L-
fucosidase inhibitors: 4-amino-4-deoxy-D-eruthrose and 4-amino-4,5-dideoxy-L-lyxose” Synlett 2000,
9, 1366-1368.
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HO, OH HO\ OH HOQ, OH HO\ OH
2 < OH dAOH 7 < OH FXAOH
N OH N OH N A0H SN OH
H-HCI o o
X ~ 7\
155b 246a 242a 250a
Assay Enzyme pH [Enzyme] % inhibition
source (U/ml)  155b 246a 242a 250a
a-glucosidase Yeast 6.0 1 0 3 0 3
a-glucosidase Bacillus 6.8 0.5 52 5 15 21
a-glucosidase Rice 4.0 5 0 0 0 -12
B-glucosidase Almond 5.0 0.25 0 0 0 0
a-galactosidase Coffee bean 6.5 0.2 76 -11 48 10
B-galactosidase Bovine liver 7.3 0.1 3 12 40 80
Bovine
o-fucosidase ) 55 0.5 35 0 0 0
kidney
o-mannosidase Jack bean 4.5 0.2 0 6 0 0
-mannosidase Cellullomonas 6.5 1 6 0 0 0
Naringinase Penicillium 4.0 0.1 0 0 7 22
Bovine
B-N-acetylglucosaminidase 4.2 0.5 -9 5 0 0
kidney
B-N-acetylglucosaminidase = Jackbean 7.0 0.5 6 0 0 0
B-N-acetylglucosaminidase  Aspergillus 5.0 0.5 -11 0 -75 0

Figure 91: % of inhibition of glycosidases by 155b, 246a, 242a and 250a.

From the preliminary obtained results we can conclude that 155b is a potent
inhibitor of the a-galactosidase (Coffee bean source) but 250a potently inhibits the
B-galactosidase (Bovine liver source). 242a is a weak but nonetheless quite specific
inhibitor of both galactosidases and 246a is not a good inhibitor of any of the
glycosidades in Figure 91. In order to have a more complete picture, the actual ICso
and/or Ki values for these inhibitors need to be determined. Nevertheless, since
compounds 155b, 250a and 242a appear to show an interesting specificity as

galactosidase inhibitors, it would be interesting to evaluate them as potential
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chaperons for lysosomal storage disorders caused by a deficiency in lysosomal acidic
o-galactosidase.!®?

3.3.6 Synthesis of branched polyhydroxylated azepane
derivatives.

The novel synthetic methodology involved in our synthesis of branched chain
1,4-iminopentanols (described above) should have a great application for the
transformation of sugars (other than D-glyceraldehyde) into a variety of new
branched chain iminosugars. Accordingly, we decided to explore its application to

D-glucose, as a representative hexose (Scheme 161).

49 82b 258a

Scheme 161

We reasoned that the nitrohexoglucofuranose derivative 82b could afford the
branched chain derivative 258a by means of a double Henry reaction with
formaldehyde. Then a sequence which includes a catalytic hydrogenation for
reduction of the nitro group to amino, a hydrogenolysis of the benzyloxy
substituents followed by the removal of the acetonide protecting group should
provide the aminoglucohexofuranose 259a. Finally, the novel branched chain

azepane 157a would be obtained by an amino-carbonyl intramolecular reaction. This

198 Otero, J. M.; Soengas, R. G.; Estévez, J. C.; Estevez, R. J.; Watkin, D. J.; Evinson, E. L.; Nash, R. J;
Fleet, G. W. ]J. “Preliminary studies on the transformation of nitrosugars into branched chain
iminosugars: Synthesis of 1,4-dideoxy-4-C-hydroxymethyl-1,4-imino-pentanols” Org. Lett. 2007, 9,
623-626.
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latter reaction has as a precedent the previous synthesis developed by Fuentes
(Scheme 162, page 340).1%

(o]
MsO O o NHP MeONa B\(OBZ Cl,
BzO" OBz HMTP PN 20
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z ,_ GOt BzO
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CO,Et
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B\(OBZ AcOH, H,0 OBz H,0/H"
/ OBz e . OBz ———>
HN H,N
BzO BzO
262a 262b
H OH H OH
(0] OH OH R
HoNN H,N" N CHO NS N
—_— —_—

B20" " OBz Bz0" N “OBz| (85%) HO"\_ _/"0Bz ¥ HO"\ _ /"0Bz
OBz OBz BzO OBz BzO OBz
263a 263b 228b 1:3) 228¢

Scheme 162

In the synthetic route shown in Scheme 164, the polyhydroxylated azepane
228 was obtained as a mixture of the two hemiaminalic forms 228b and 228c. The
starting point for this route was the reaction of aminomesilate 260a with sodium
methoxide, followed by the deprotection of the amino group by the addition of
chlorine. The resulting compound was the cyclic derivative 262a, which when
treated in acidic conditions leads to the precursors of the polyhydroxilated azepane
228 (compounds 263a and 263b).

We started our synthetic plan, with the known transformation of D-glucose
derivative 49 into its nitrohexoglucofuranose 82b,'* proceeding in accordance with
Scheme 163 (page 341).

194 Fuentes, J.; Olano, D.; Pradera, M. A. “Efficient synthesis of seven-membered iminocyclitols from
glycosylenamines” Tetrahedron Lett. 1990, 40, 4063-4066.

195 Fleet, G. W. J.; Carpenter, N. M; Petursson, S.; Ramsden, N. G. “Synthesis of deoxynojirimycin and
of nojirimycin d-lactam” Tetrahedron Lett. 1990, 31, 409-412.
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AcOH, H,0 CITs, pi
50°C,2h -15°C,12h
(68%) 98%)
N3
NaN;, DMF “\_ L0 BnBr, NaH, TBAI
HO' 10
50°C,12h \ THF, 50 °C, 12 h
ey
(92%) HO 0 (68%)
265a
H, (1 atm) MCPBA
Raney-Ni CHCl3, ref,2 h
MeOH, r.t., 4 h (55%)
Scheme 163

We obtained furanose 264a by selective acidic hydrolysis of the hexocyclic
dioxolane subunit of commercial diacetone-D-glucose (49), achieved heating a
solution of the glucose derivative in aqueous acetic acid solution at 50 °C for 2 hours.
The resulting compound was then reacted with tosyl chloride in pyridine at -15 °C
for 12 hours, allowing the selective tosilation of primary hydroxy group. Treatment
of the tosyl derivative 264b with sodium azide in anhydrous N,N-
dimethylformamide at 50 °C for 12 hours, followed by the reaction of the resulting
azidoderivative 265a with benzyl bromide gave the fully protected azidofuranose
265b. In the next step, the catalytic hydrogenation of 265b with Raney-Nickel
furnished aminofuranose 266a, which was oxidized with meta-chloroperbenzoic acid

to the desired nitrohexoglucofuranose 82b.1%

Once the nitro compound 82b was obtained, we proceeded to study the
synthetic route for its branched chain derivative 258a. In order to attain this
objective, the conditions for a similar transformation (that of compound 232a in
Scheme 143, page 326) were slightly modified, since it was possible to use
tetrabutylammonium flouride as the required base (Scheme 164, page 342).

196 Vega-Pérez, ]. M.; Candela, J. I; Blanco, E.; Iglesias-Guerra, F. “Potential anticancer drugs. Part 3.
Alkylating agents from sugars. Stereoselective synthesis of 2,3-diaminoglucoses from 2-nitroalkenes,
as intermediates in the synthesis of carriers of chlorambucil” Tetrahedron 1999, 55, 9641-9650.
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(HCOH),, TBAF

THF, r.t, 1 h
(86%)
82b 258a
Pd Black, NH;HCO,
MeOH, r.t., 3 days
(88%)
"’o)v
Scheme 164

The Henry reaction was unsuccessful when using excess of paraformaldehyde
and catalytic amounts of tetrabutylammonium fluoride (0.5 eq); however, desired
compound 258a was obtained in good yield using stoichiometric amount of
tetrabutilammonium fluoride in anhydrous tetrahydrofurane at room temperature
for one hour. The presence of the two hydroxymethyl chains was easily established
from the BC-NMR spectrum, which includes two signals at 62.3 and 63.6 ppm
corresponding to the two methylene groups and a signal at 95.9 ppm corresponding
to the C-6 quaternary carbon.

The catalytic hydrogenation of compound 258a with ammonium formate and
palladium black provided the desired reduction of the nitro group to amine, which
was accompanied by the hydrogenolysis of its two benzyloxy substituents. The
resulting compound 267a was easily identified from its analytical and
spectroscopical data. In this regard, the absence of signals for benzyl substituents in
its ®C-NMR spectrum confirmed the full debenzylation of the staring compound
258a, and the presence of a signal at 64.2 ppm corresponding to the C-6 quaternary

carbon indicates the reduction of nitro group to amino.

Finally, the amino compound 267a was reacted with trifluoroacetic acid and
water at room temperature for four hours (Scheme 165, page 343), but the resulting
furanose 259a did not give the expected spontaneous cyclization to azepane 157a,

because its precursor 259a was the only product isolated, as it was easily established
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mainly from its ®*C-NMR, which clearly shows at 98.6 ppm (major component) and

93.8 ppm (minor component), the signals due to the anomeric carbons.

NaHCO3 T

THF, 40 °C, 24 h
(83%)

Scheme 165

However, when sodium carbonate was added to a solution of furanose 259a
in tetrahydrofurane and the stirred mixture was heated at 40 °C for 24 hours,
formation of an only compound of higher R¢ than that of the starting material was
observed. Its BC-NMR spectrum showed eight carbon signals: two CH: groups at
62.3 and 69.8 ppm, five CH groups at 70.2, 72.7, 73.8, 78.5 and 95.6 ppm, and a
quaternary carbon at 67.8 ppm. The 'H-NMR spectrum, which was necessarily
obtained in a solution of deuterated methanol, was very complex and not
informative.

Although the BC-NMR spectrum is in accordance with structure 157a, we
decide to transform it into a derivative that may facilitate its characterization.
Accordingly a solution of azepane 157a in a 1:1 mixture of acetic anhydride and
pyridine, to which a catalytic amount of N,N-dimethylaminopyridine was added,
was stirred at room temperature for 24 hours, leading to compound 157b (Scheme
166).

Ac,0, py, DMAP, r.t., 24 h
(55%)

Scheme 166

Usual work-up followed by column chromatography allowed us to isolate a
product, that showed in its *C-NMR spectrum the presence of signals for five acetyl
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groups (20.5, 20.6, 20.6, 20.7 and 20.9 for the methyl groups and 169.6, 169.7, 170.0,
170.1, 170.6 ppm), two CH2 groups (62.3 and 69.6 ppm), five CH groups (68.0, 68.3,
69.7, 75.5 and 91.2 ppm) and a quaternary carbon (64.4 ppm). This spectroscopic data
showed that only five of the eight possible nuclei were acetylated. This must be due
to minor reactivity of some nucleus or to steric hindrance. In order to help us to
establish what positions were actually acetylated we realized two 'H-NMR
experiments. In the first one compound 157b was dissolved in deuterated
chloroform. In the second one a drop of deuterated water was added to the solution.
Comparison of both spectra allowed us to recognize multiplicity changes due to

proton-deuterium exchanges (Figure 92).

OAc

CDCI; without D,O

CDCIl; with D,O

5.50 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00

Figure 92: '"H-NMR detail of 157b in CDCls and CDCls with D:0O.

As we can see in Figure 92, the signals with changes in their multiplicity were:
the multiplet at 2.65 ppm corresponding to NH disappears, the signal of H-2 at 4.99
ppm lost the coupling with the NH and OH signals becoming a doublet with J25=1.6
Hz, and the signal of H-3 at 5.04 ppm lost its coupling with OH becoming a double
doublet with J25=1.6 Hz and J34=7.1 Hz. These changes may be explained assuming
that the amino group and the hydroxy groups at C-2 and C-3 positions were not
acetylated. The coupling constant between H-2 and H-3 (J25=1.6 Hz) suggested that
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the hydroxyl group at C-2 and hydroxyl group at C-3 positions, have a trans

disposition.

The rest of the spectroscopical data of compound 157b are stated in Figure 93,

together with the published spectroscopical data for the similar compound 228¢".

228¢

CH-2 91.5ppm
CH-3 73.5ppm
CH-4 71.3 ppm
CH-5 72.5 ppm
CH-6 67.1 ppm
CH,-7 41.6 ppm

H-2 5.68 ppm
H-3 5.32 ppm
H-4 6.21 ppm
H-5 5.46 ppm
H-6 4.58 ppm

J2,3=3.5 Hz

J3,4=10.0 Hz
J45=10.0 Hz
J56=10.0 Hz

OAc

157b

CH-2 91.2 ppm
CH-3 75.5 ppm
CH-4 69.7 ppm
CH-5 68.3 ppm
CH-6 68.0 ppm
C-7 64.4 ppm

H-2 4.99 ppm
H-3 5.04 ppm
H-4 5.72 ppm
H-5 5.24 ppm
H-6 5.32 ppm

Figure 93: Spectroscopic data for 228¢c and 157b.

J3=1.6 Hz
J3’4=7.7 Hz
J45=10.7 Hz
J56=2.2 Hz

We can see that the shifts for C-2, C-3, C-4, C-5 y C-6 of compound 157b in

BC-NMR are quite similar to those of compound 228¢. Shifts and coupling constants

of 157b protons obtained from its 'H-NMR spectrum are in accordance with those

reported for compound 228c. These results supported the structure initially

proposed for compound 157b and for its polyhydroxylated analogue 157b.

Our future plans include extending this methodology to the panel of 6-deoxy-

6-nitrohexofuranoses to give rise to a great variety of novel branched azepanes.

17 Fuentes, J.; Olano, D.; Pradera, M. A. “Efficient synthesis of seven-membered iminocyclitols from
glycosylenamines” Tetrahedron Lett. 1990, 40, 4063-4066.
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4.1. Técnicas instrumentales.

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Bruker® DPX-250
(250 MHz para 'H y 62.5 MHz para 3C), en un espectrémetro Varian® Mercury 300
(300 MHz para 'H y 75 MHz para *C), o en un espectrometro Bruker® DQX-400 (400
MHz para 'H y 100 MHz para *C) seguin se indique. Se utilizé TMS como referencia

interna y los desplazamientos quimicos vienen dados en la escala & (ppm).

Los espectros de RMN de 'H, DEPT y BC, que se incluyen en ese orden a
continuacion del procedimiento experimental para la preparacion del compuesto al

que correspondan, fueron procesados con el software MestReC 4.8.6.0.

Los espectros de masas de ionizacion quimica se realizaron en un
espectrometro cuadrupolar Hewlett Packard® 5988A mediante insercion directa, y
los espectros de masas de electroespray se realizaron en un espectrometro VG

Autospec 20-250 mediante insercion directa.

Los espectros de IR se realizaron en un espectrofotometro MIDAC Prospect®-

IR con software Grams/386 sobre una pastilla de cloruro sdédico.

Los analisis elementales se llevaron a cabo en un analizador CARLO ERBA
EA 1108.

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro digital JASCO® DIP-370,
empleando una ldmpara de Na (589 nm) y una cubeta de 5 cm. Los valores de

concentracion de la muestra se dan g/100 mL.

Los puntos de fusion se determinaron en un bloque Kofler-Thermogerate® y

estan sin corregir.

Las cromatografias en columna se hicieron sobre gel de silice 60 Merck® 230-
400 mesh (flash, 0.04-0.063), y las ccf se realizaron sobre gel de silice 60 GF2s4 Merck®.
Como reveladores para visualizar las ccf se utilizo una lampara UV (A: 254 y 360 nm)

y mezcla Hanessian.

Las reacciones que se llevaron a cabo bajo atmdsfera de argdén fueron
realizadas en matraces que previamente fueron secados a la llama con un mechero

mientras se purgaban con argon y a los que se conect6 un globo lleno de argon.

Los reactivos y disolventes se purificaron y secaron segun los procedimientos

estandares descritos en la bibliografia.!*8

198 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; “Purification of laboratory chemicals” 1988, Pergamon Press,
Oxford.
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4.2. Procedimientos experimentales.

Preparacion de 3-O-bencil-1,2:5,6-di-O-isopropililiden-a-D-glucofuranosa (164).

o]
a) NaH, "BuyNI, THF, 0 °C, 15 min >< )
- O\\“ nQ
b) BnBr, 50 °C, 2 h k
"o
(97%) BnO
49 164

En un matraz de fondo redondo de 250 mL conectado a un refrigerante y bajo
atmosfera de argon, se afadieron 1.70 g (42.14 mmoles, 1.2 eq) de hidruro sddico
(dispersion del 60% en aceite mineral) y se lavd con hexano seco (3 x 15 mL) para
eliminar el aceite. A continuacidn, se anadieron 0.15 g (0.35 mmoles, 0.01 eq) de
yoduro de tetrabutilamonio y 35 mL de THF seco. Sobre esta suspension enfriada a
0 °C se adiciond una disolucion de 9.14 g (35.11 mmoles) de diaceton-a-D-glucosa
(49) en 26 mL de tetrahidrofurano seco y tras 15 minutos de agitacion se dejo llegar a
temperatura ambiente, momento en el cual se afiadieron 5.0 mL (42.14 mmoles, 1.2
eq) de bromuro de bencilo y se calenté la mezcla a 50 °C durante 3 horas bajo
atmodsfera de argon. Transcurrido ese tiempo se observd por c.cf. (acetato de
etilo/hexano 1:3) la desaparicion del producto de partida, se anadieron 12 mL de
metanol y se continu6 la agitacion a 50 °C durante 2 horas mas. La mezcla de
reaccion se filtré a través de celita y la disolucion filtrada se concentro a sequedad. El
residuo resultante se disolvid en 150 mL de diclorometano, y la disolucion se lavd
con agua destilada (2 x 100 mL), se secd con sulfato sdédico anhidro y se concentro6 a
sequedad, obteniéndose un aceite que se purificO por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:5), aislandose 11.95 g (34.10 mmoles, 97%) de la 3-O-bencil-
1,2:5,6-di-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (164) como un aceite amarillo. [o]p®:
-29.8° (c 1.1, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.37 (s, 3H, CHa); 1.43 (s, 3H, CHa); 1.49 (s, 3H,
CHs); 3.97-4.03 (m, 2H, 2 x H-6); 4.08-4.17 (m, 2H, H-3 + H-4); 4.33-4.41 (m, 1H, H-5); 458 (d, 1H,
J12=3.7 Hz, H-2); 4.58-4.66 (m, 2H, CH2Ph); 5.90 (d, 1H, [12=3.7 Hz, H-1); 7.25-7.35 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.4 (CHs); 26.2 (CHs); 26.7 (CHs); 26.8 (CHs); 67.3 (CHz); 72.3
(CH>); 72.4 (CH); 81.2 (CH); 81.6 (CH); 82.5 (CH); 105.2 (CH); 108.9 (C); 111.7 (C); 127.6 (2 x CH); 127.8
(CH); 128.3 (2 x CH); 137.6 (C).

EM-IQ (m/z, %): 335 (4, [M - CHs]*); 91 (100, [PhCH2]*).
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Preparacion de la 3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (165).

MeOH, H,0, AcOH

50°C,17 h

(93%)
164 165

En un matraz de fondo redondo de 250 mL conectado a un refrigerante, se
disolvieron 5.88 g (16.78 mmoles) de la 3-O-bencil-1,2:5,6-di-O-isopropiliden-a-D-
glucofuranosa (164) en 69 mL de una mezcla de metanol, dcido acético y agua (1:1:1)
y la disolucién resultante se calentd a 50 °C durante 17 horas. Al cabo de este tiempo,
se observo por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:1) la desaparicion del producto de
partida. El disolvente se elimind en el rotavapor, se coevapord el residuo obtenido
tres veces con porciones de 30 mL de tolueno y se purificoé mediante cromatografia
en columna (acetato de etilo/hexano 3:2). Se obtuvieron asi 4.85 g (15.62 mmoles,
93%) de la 3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-a-D-glucofuranosa (165), como un aceite
amarillo denso. [a]p?: -49.9° (c 1.1, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.48 (s, 3H, CHs); 2.66 (t, 1H, Jsor.6=Js0116=6.0 Hz,
OH-6); 2.82 (d, 1H, J501.5=6.3 Hz, OH-5); 3.65-3.72 (m, 1H, H-6); 3.75-3.79 (m, 1H, H-6); 4.00-4.05 (m,
1H, H-5); 4.09-4.14 (m, 2H, H-3 + H-4); 4.55 (d, 1H, J=11.9 Hz, CH:Ph); 4.62 (d, 1H, J12=3.8 Hz, H-2);
4.71 (d, 1H, J=11.9 Hz, CHzPh); 5.92 (d, 1H, J,.=3.8 Hz, H-1); 7.30-7.37 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHs); 26.5 (CHa); 64.1 (CHz); 68.8 (CH); 72.0 (CHz); 79.7
(CH); 81.7 (CH); 82.0 (CH); 104.9 (CH); 111.6 (C); 127.6 (2 x CH); 127.9 (CH); 128.4 (2 x CH); 137.2 (C).

IR (U, cm™): 3451 (a, OH).
EM-IQ (m/z, %): 310 (1, M*); 91 (100, [PhCH:]*).
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Preparacion de la 3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilo-pentadial-1,4-furanosa
(121).

HO

NalO,, EtOH, H,0
...|||o -

[ ta,2h
,,/,/0

165 121

HO"

BnO

Sobre una disolucion de 4.77 g (15.36 mmoles) de la 3-O-bencil-1,2-O-
isopropiliden-a-D-glucofuranosa (165) en 140 mL de una mezcla de etanol y agua
(9:1) se anadieron en varias porciones 9.86 g (46.09 mmoles, 3.0 eq) de peryodato
sodico y la suspension se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Al cabo de
este tiempo se comprobo por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:1) la desapariciéon del
producto de partida y se afiadieron 100 mL de diclorometano. La suspensién
obtenida se filtr6 a través de placa filtrante y la disolucion filtrada se concentrd en el
rotavapor a sequedad. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilo-
pentadial-1,4-furanosa (121), como un aceite claro, que dada su inestabilidad se usé

directamente sin purificacion adicional.

Preparacion de la 3-O-bencil-6-desoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-B-L-idofuranosa
(82e) y la 3-O-bencil-6-desoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa (82f).

O,N

CH3N02, nBll4NF
...|||O » HO

)( THF, t.a., 6 h
l/o

BnO
121 82¢ @8:1) 82f

En un matraz de fondo redondo de 500 mL purgado en la linea de vacio con
la  3-O-bencil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilo-pentadial-1,4-furanosa  (121) recién
obtenida, se anadieron 140 mL de tetrahidrofurano seco, 1.0 mL (18.44 mmoles, 1.2
eq) de nitrometano seco y 7.7 mL (7.70 mmoles, 0.5 eq) de fluoruro de
tetrabutilamonio (disolucion 1.0 M en tetrahidrofurano) y la disolucién resultante se
agitd a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argon durante 3 horas. Tras este
tiempo se anadieron 300 mL de diclorometano y la nueva mezcla se lavo con agua (3
x 250 mL). La fase orgdnica se secé con sulfato sddico anhidro, se filtro y se
concentro a sequedad, obteniéndose asi una mezcla de la 3-O-bencil-6-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa  (82e) y la  3-O-bencil-6-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa (82f) en relacién 8:1 (calculada por RMN-
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'H), espectroscOpicamente pura que se utilizo directamente en la etapa siguiente sin

purificacion adicional.

Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-
hex-5-enofuranosa (128¢).

O,N O,N

"'lllo MSC]., Et3N, CH2C12

)( 0°C,4h
(o)

(78% desde 165)
82e 8:1) 82f 128¢

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se disolvieron bajo atmdsfera de
argon 5.4 g de la mezcla de epimeros 82e y 82f obtenida en el proceso anterior (pag.
354) en 18 mL de diclorometano seco. A esta disolucion enfriada a 0 °C se le
anadieron lentamente 4.8 mL (49.15 mL, 3.2 eq) de cloruro de mesilo y 9.2 mL (66.05
mmoles, 4.3 eq) de trietilamina seca, agitando luego la mezcla a 0 °C bajo atmdsfera
de argén durante 4 horas, tiempo que tardé en comprobarse por c.c.f. (acetato de
etilo/hexano 1:3) la desaparicion del producto de partida. Una vez filtrada sobre
celita la suspension obtenida, la disolucién filtrada se concentré a sequedad y el
residuo se disolvio en 100 mL de diclorometano, lavando luego la disolucion
resultante con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sddico (2 x 100 mL) y agua
destilada (100 mL), secandola con sulfato sodico anhidro, filtrandola y
concentrandola a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi un residuo que se purifico
por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:6), aislandose 3.81 g (11.86
mmoles, 78% desde 165) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-
D-xilo-hex-5-enofuranosa (128c), como un aceite amarillo claro. [a]p?: -32.9° (c 1.1,
CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.34 (s, 3H, CHs); 1.49 (s, 3H, CHs); 4.05 (d, 1H, J5+=3.3 Hz, H-3);
4.46 (d, 1H, J=12.0 Hz, CH2Ph); 4.66 (d, 1H, J=12.0 Hz, CHzPh); 4.67 (d, 1H, J12=3.7 Hz, H-2); 4.90 (td,
1H, Jus=1.2 Hz, J34=J45=3.3 Hz, H-4); 6.00 (d, 1H, J12=3.7 Hz, H-1); 7.16 (dd, 1H, J45=3.3 Hz, J56=13.4 Hz,
H-5); 7.24 (dd, 1H, Js6=1.2 Hz, Js¢=13.4 Hz, H-6); 7.23-7.37 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.9 (CHs); 26.5 (CHs); 71.9 (CHz); 76.8 (CH); 82.2 (CH); 82.2 (CH);
104.8 (CH); 112.0 (C); 127.6 (2 x CH); 128.0 (CH); 128.4 (2 x CH); 135.8 (CH), 136.5 (C); 140.6 (CH).

IR (0, cm): 1526 (£, NO2); 1354 (f, NO2).
EM-IQ (m/z, %): 322 (1, MH*); 91 (100, [PhCH:]").
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-
1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa (161b).

0O O,N

\

K,CO;, THF
-
OH ""'/ok ta.,35h
o) BnO (98%)
145a 128¢ 96% e.d.) 161b

En un matraz de fondo redondo de 50 mL bajo atmodsfera de argdn, se
disolvieron 0.59 g (1.83 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-
nitro-a-D-xilo-hex-5-enofuranosa (128¢) en 17 mL de tetrahidrofurano seco y sobre
esta disolucion se afadieron 0.31 g (2.12 mmoles, 1.15 eq) de 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (145a) y 0.51 g (3.65 mmoles, 2.0 eq) de carbonato potésico anhidro. La
suspension obtenida se agitd a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argon
durante 35 horas, tras lo cual se comprobd por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:6) la
desaparicion de la nitroolefina 128c de partida. La disolucion roja obtenida se
acidifico con disolucion acuosa de acido clorhidrico al 10% hasta viraje a color
amarillo, y a continuacion el tetrahidrofurano se concentré en el rotavapor y se
extrajo la fase acuosa con diclorometano (3 x 20 mL). Las fases organicas reunidas se
secaron con sulfato sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad. Se
obtuvo de este modo un crudo de reaccion del que se aislaron por cromatografia en
columna (diclorometano/metanol 60:1 a 30:1) 0.89 g (1.79 mmoles, 98%) de la 3-O-
bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-
nitro-a-D-glucofuranosa (161b) en forma de un so6lido amorfo de color amarillo, que
se cristalizd en una mezcla de diclorometano y heptano aisldndose cristales de color
amarillo de p.f. 130-131 °C. [a]o®: +45.6° (¢ 1.1, CHCls).

RMN-1H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 1.33 (s, 3H, CHs); 1.54 (s, 3H, CHs); 1.61 (sa, 1H, OH); 3.73 (d, 1H,
J54=3.0 Hz, H-3); 4.24 (d, 1H, J=11.6 Hz, CH2Ph); 4.38 (ddd, 1H, Js¢=4.6 Hz, J45=9.7 Hz, J5s=10.1 Hz, H-
5); 4.51 (d, 1H, J=11.6 Hz, CH2Ph); 4.61 (d, 1H, J12=4.0 Hz, H-2); 4.90 (dd, 1H, J5+=3.0 Hz, J45=9.7 Hz, H-
4); 4.90 (dd, 1H, Js56=4.6 Hz, J6s=12.2 Hz, H-6); 5.00 (dd, 1H, J56=10.1 Hz, J6s=12.2 Hz, H-6); 5.98 (d, 1H,
J12=4.0 Hz, H-1); 7.07-7.15 (m, 5H, 5 x H-Ph); 7.69-7.83 (m, 2H, H-6' + H-7'); 8.04-8.09 (m, 2H, H-5' + H-
8).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.1 (CHs); 26.6 (CHa); 35.1 (CH); 71.4 (CHa); 75.9 (CHz); 78.1
(CH); 80.7 (CH); 81.5 (CH); 104.7 (CH); 111.8 (C); 117.7 (C); 126.1 (CH); 126.9 (CH); 127.7 (CH); 128.1 (4
x CH); 129.0 (C); 132.3 (C); 133.0 (CH), 135.1 (CH); 136.2 (C); 154.7 (C); 180.4 (CO); 183.2 (CO).

IR (0, cm): 3359 (a, OH); 1669 (m, CO); 1648 (m, CO); 1552 (£, NO2); 1380 (f, NO»).
EM-IQ (m/z, %): 496 (1, MH-); 480 (2, [M - CH:]*); 438 (11, [M - CsHsOJ*); 91 (100, [PhCH:]").
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Analisis elemental: calculado para C2sH2NOo: C 63.03, H 5.09, N 2.83; encontrado C 62.74, H 5.15, N

2.81.

Rayos X:
Crystal identification re07ocln
Chemical formula C26H2sNOg
Formula weight 495.47
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71069
Crystal system Orthorhombic
Space group P21212
a(A) 10.819(2)
b (A) 12.807(2)
c (A) 17.794(3)
a(®) 90
BO) 90
Y ) o 90
Cell volume (A3) 2464.5(8)
Z 4
Calculated density (Mg/m?) 1.335
Absorption coefficient (mm) 0.102
Fooo 1040
Crystal size (mm) 0.47 x 0.36 x 0.14

Description of crystal

Yellow prism

Absorption correction

Semi-empirical from equivalent reflections

Transmission coefficients (min,max)

0.9538, 0.9859

0 range for data collection (°)

1.96 <0 <2240

Index ranges

-12<h<12,0<k<14,0<1<20

Reflections measured 21186

Unique reflections 4065

Rint 0.0367

Observed reflections (I > 20(I)) 2940

Refinement method Full-matrix least-squares on F?
Parameters refined 359

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.050

R 0.0362

wR 0.0920

Residual electron density (min,max) (eA?) | -0.147, 0.122
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-6-
nitro-D-glucosa (162b).

o N
TFA, H,0, t.a., 5 h :
— L e
OH g, ©OH
o
161b 162b

En un matraz de fondo redondo de 50 mL a una disoluciéon de 0.25 g (0.51
mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa (161b) en 1 mL de diclorometano se le
anadieron 10 mL de una mezcla 2:1 de acido trifluoroacético y agua. La disolucion
resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 5 horas, momento en el cual se
comprobd por c.c.f. (diclorometano-metanol 20:1) la desaparicion del producto de
partida. El disolvente se elimind en el rotavapor y se hicieron luego tres
coevaporaciones con 4 mL de tolueno cada una. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-6-nitro-D-glucosa (162b) como un
aceite amarillo cromatograficamente puro, que se usé directamente en la siguiente
etapa sin purificacion adicional.

Preparacion del (1S5,2S,35,4R,5R,6R)-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-
naftoquinon-2'-il)-6-nitrociclohexano (147b).

N32C03(aq) (2 0A)), MeOH

ta., 12 h

(90% desde 161b)

162b 147b

En un matraz de fondo redondo de 50 mL con el compuesto 162b obtenido
del proceso anterior se aniadieron 12 mL de metanol y 4 mL (0.76 mmoles, 1.5 eq) de
disolucién acuosa al 2% de carbonato sddico, dejando la disolucién roja obtenida con
agitacion a temperatura ambiente durante 12 horas. Tras comprobar por c.c.f.
(diclorometano-metanol 10:1) la desaparicion del producto de partida se acidifico
con resina acida DOWEX 50 WX4-50 hasta observar viraje de color a naranja, se filtré

la mezcla de reaccién y la disolucion filtrada se concentr6 a sequedad. El residuo

- 360 -



Parte Experimental

obtenido se purificd por cromatografia en columna (diclorometano-metanol-acido
acético 10:0.5:0.2), aislandose 0.21 g (0.46 moles, 90% desde 161b) del
(1S5,25,35,4R,5R,6R)-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-
6-nitrociclohexano (147d) como un s6lido amorfo de color naranja que no fue posible
cristalizar. [a]po?: +60.8° (c 4.5, CHsCOCHbs).

RMN-'H (CDsCOCD3, 300 MHz, ppm): 3.98 (t, 1H, J34=]»5=3.2 Hz, H-3); 4.24-4.29 (m, 2H, H-2 + H-4);
4.39 (dd, 1H, J12=3.0 Hz, J15=11.0 Hz, H-1); 4.46 (d, 1H, J5s=11.0 Hz, H-5); 4.72 (d, 1H, J=11.8 Hz, CHx-
Ph); 4.82 (d, 1H, J=11.8 Hz, CH2-Ph); 6.03 (t, 1H, J16=J56=11.0 Hz, H-6); 7.29-7.56 (m, 5H, 5 x H-Ph); 7.76-
7.89 (m, 2H, H-6' + H-7'); 8.04-8.11 (m, 2H, H-5' + H-8').

RMN-1C (CDsCOCDs, 62.5 MHz, ppm): 40.8 (CH); 73.2 (CH); 73.5 (CHz); 73.8 (CH); 74.5 (CH); 78.5
(CH); 87.3 (CH); 119.1 (C); 127.5 (CH); 128.0 (CH); 129.5 (3 x CH); 130.0 (2 x CH); 131.3 (C); 133.9 (C);
134.9 (CH); 136.6 (CH); 139.7 (C), 159.2 (C); 182.7 (CO); 185.4 (CO).

IR (6, cm): 3393 (a, OH); 1672 (m, CO); 1647 (m, COY); 1554 (£, NO2); 1371 (m, NO).
EM-IQ (m/z, %): 349 (20, [MH - PhCH:0]*); 281 (14, [M - C10HsOs]*); 91 (100, [PhCH:2].

Analisis elemental: calculado para CzsH1NOe: C 60.66, H 4.65, N 3.08; encontrado C 60.73, H 4.98, N
2.65.
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Preparacion del (15,25,35,4R,5R,6R)-6-amino-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-
hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159b).

H, (1 atm), Ni-Raney

MeOH, t.a.,5h

147b 159b

En un matraz de fondo redondo de 10 mL, a una disolucién desoxigenada de
0.05 g (0.110 mmoles) del (15,25,35,4R,5R,6R)-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-
hidroxi-1',4"-naftoquinon-2'-il)-6-nitrociclohexano (147b) en 5 mL de metanol se le
anadieron 0.10 mL (0.10 g, 200% en peso) de suspension acuosa de Niquel-Raney. La
mezcla se purgd con hidrégeno y se agitd bajo 1 atmosfera de presion de hidrégeno a
temperatura ambiente durante 5 horas, cuando se estableci6 por c.cf.
(diclorometano/metanol 5:1) la desaparicion del producto de partida. La suspension
obtenida se filtr6 sobre celita y la disolucién filtrada se concentré a sequedad en el
rotavapor. Se obtuvo asi un crudo formado por el (15,25,3S,4R,5R,6R)-6-amino-3-
benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159Db)
como un aceite amarillo el cual no se pudo purificar cromatograficamente dada su
alta polaridad.

Preparacion de la (6bR,7R,8S,95,105,10aR)-8-benciloxi-7,8,9,10,10a,11-hexahidro-
7,9,10-trihidroxi-6bH-benzo[a]carbazol-5,6-diona (160b).

1,4-dioxano, ref, 12 h

>
(16% desde 147b)

159b 160b

En un matraz de fondo de 10 mL acoplado a un refrigerante se calent6 a
reflujo durante 12 horas una disolucién del (15,25,35,4R,5R,6R)-6-amino-3-benciloxi-
1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159b) obtenido del
proceso anterior, en 5 mL de 14-dioxano. Se comprobé por c.cf.

(diclorometano/metanol 3:1) la desaparicién de la amina de partida y se eliminé el
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disolvente en el rotavapor, obteniéndose un residuo oscuro que se sometid a
cromatografia de capa fina preparativa (diclorometano/metanol 9:1) aislandose 0.007
g (0.018 mmoles, 16%) de la (6bR,7R,8S,9S,105,10aR)-8-benciloxi-7,8,9,10,10a,11-
hexahidro-7,9,10-trihidroxi-6bH-benzo[a]carbazol-5,6-diona (160b) en forma de
solido amorfo de color rojo que se cristalizd6 de metanol dando lugar a cristales de
color rojo de p.f. 193-194 °C. [a]p®: -112.3° (c 0.34, CHsOH).

RMN-H (CDsOD, 250 MHz, ppm): 3.37-3.57 (m, 2H, H-7 + H-8); 3.77 (t, 1H, Jss=Jo10=2.7 Hz, H-9); 3.85
(dd, 1H, Jev=3.4 Hz, Jev10=10.4 Hz, H-6b); 3.97-4.09 (m, 2H, H-10 + H-10a); 4.53 (d, 1H, J=12.0 Hz, CHz-
Ph); 4.60 (d, 1H, J=12.0 Hz, CH2-Ph); 7.16-7.29 (m, 5H, 5 x H-Ph); 7.51-7.67 (m, 2H, H-2 + H-3); 7.86-7.91
(m, 2H, H-1 + H-4).

RMN-:C (CDsOD, 62.5 MHz, ppm): 48.6 (CH); 62.1 (CH); 68.9 (CH); 73.4 (CHz); 74.0 (CH); 74.5 (CH);
81.8 (CH); 120.7 (C); 126.5 (CH); 126.8 (CH); 128.9 (CH); 129.0 (2 x CH); 129.5 (2 x CH); 133.2 (CH + C);
135.3 (CH); 135.7 (C); 139.6 (C); 157.3 (C); 180.6 (C); 182.4 (C).

IR (6, cm?): 3341 (a, OH); 1671 (m, CO); 1623 (m, CO).
EM-IQ (m/z, %): 409 (42, MH:*); 408 (37, MH"); 358 (17); 185 (100).
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Preparacion del 1,4-dimetoxinaftaleno (171c).

o] OMe
a) H, (1 atm), Pd-C (10%), THF, t.a., 4 h

-
b) NaH, 0°C, 1 h

(o) ¢) Me,SOy, t.a., 16 h OMe

145 (77%) 171c

En un matraz de fondo redondo de 250 mL bajo atmdsfera de argon, a una
disolucién desoxigenada de 4.65 g (29.40 mmoles) de 1,4-naftoquinona (145b) en 107
mL de tetrahidrofurano seco se le afiadieron 2.32 g (5% de paladio en peso) de
paladio sobre carbon activo al 10% y la mezcla se agit6 bajo atmodsfera de hidrogeno
o (1 atmosfera de presién) durante 4 horas, tras lo cual, se purgd el matraz de
reaccion con argon, se enfrié la mezcla de reaccion a 0 °C y se anadieron en varias
porciones 3.53 g (88.2 mmoles, 3.0 eq) de hidruro sodico (dispersién del 60% en
aceite mineral) que previamente habia sido lavado con hexano seco (2 x 10 mL) y
secado a vacio para eliminar el aceite mineral. Tras 1 hora de reaccidn, se anadieron
lentamente 13.9 mL (147.0 mmoles, 5.0 eq) de sulfato de dimetilo y se dejo llegar el
contenido del matraz a temperatura ambiente. Después de 16 horas de agitacion bajo
atmosfera de argodn, se filtré la mezcla de reaccion sobre celita, se concentraron los
liquidos filtrados a sequedad en el rotavapor y el residuo obtenido se disolvié en 200
mL de éter etilico y 20 mL de trietilamina, y la disolucion resultante se agit6 a
temperatura ambiente durante 30 minutos para destruir el exceso de sulfato de
dimetilo. Por ultimo, la disolucién obtenida se lavd con acido clorhidrico al 10% (2 x
100 mL), con agua destilada (2 x 100 mL) y con disolucion saturada de cloruro sédico
(100 mL), se secd con sulfato sodico anhidro, se filtrd y se concentrd a sequedad en el
rotavapor. Se obtuvo asi un residuo del que por cristalizacion en éter etilico se
aislaron 4.25 g (22.58 mmoles, 77%) de cristales incoloros de p.f. 86-87 °C del 1,4-

dimetoxinaftaleno (171c).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 3.93 (s, 6H, 2 x OCH3); 6.67 (s, 2H, H-2 + H-3); 7.49 (dd, 2H, J56=6.4
Hz, J57=3.3 Hz, H-6 + H-7); 8.21 (dd, 2H, J56=6.4 Hz, J57=3.3 Hz, H-5 + H-8).

RMN-13C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 55.6 (2 x OCHa); 103.1 (2 x CH); 121.7 (2 x CH); 125.8 (2 x CH);
126.2 (2 x C); 149.4 (2 x CO).

EM-IQ (m/z, %): 188 (100, M*); 189 (90, MH?); 173 (68, [M - CHs]*).
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Preparacion del 2-bromo-1,4-dimetoxinaftaleno (171a).

OMe OMe
NBS, CH,Cl,, t.a., 6 h Br
® - O
(96%)
OMe OMe
171c¢ 171a

En un matraz de fondo redondo de 250 mL a una disolucion de 4.19 g (22.26
mmoles) de 1,4-dimetoxinaftaleno (171c) en 130 mL de diclorometano se le
anadieron en varias porciones 3.96 g (22.26 mmoles, 1.0 eq) de n-bromosuccinimida
y la disolucidon amarilla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 6 h. Una
vez transcurrido este tiempo se comprobd por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:30) la
desaparicion del producto de partida. Tras lavar la disolucion obtenida con
disoluciéon acuosa al 10% de sulfito soédico (4 x 80 mL), se secd con sulfato sddico
anhidro, se filtro y se concentrd a sequedad. Se obtuvo asi un residuo que por
cristalizaciéon en etanol acuoso (80%) se obtuvieron 5.73 g (21.45 mmoles, 96%) de
cristales incoloros de p.f. 59-60 °C del 2-bromo-1,4-dimetoxinaftaleno (171a).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 3.89 (s, 3H, OCHs); 3.92 (s, 3H, OCHs); 6.83 (s, 1H, H-3); 7.42-7.54
(m, 2H, H-6 + H-7); 8.01-8.05 (m, 1H, H-5); 8.14-8.18 (m, 1H, H-8).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 55.7 (OCH3); 61.3 (OCH3); 107.7 (CH); 111.8 (C); 121.7 (CH); 122.5
(CH); 122.6 (C); 125.7 (CH); 127.3 (CH); 128.8 (C); 146.6 (CO); 152.1 (CO).

EM-IQ (m/z, %): 267 + 269 (51 + 49, MH-); 266 + 268 (81 + 85, M*); 188 (100, [MH - Br]*).
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa (172a).

NO
MeO 2
a) ‘BuLi, THF o
-78 °C, 15 min OO
>
”o BnO
MeO
//ok
171a ® 28 172a (10.0:2.1) 172b
-78°C,4 h
(77%)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL bajo atmosfera de argdn, a una
disolucion de 0.54 g (2.02 mmoles, 1.2 eq) de 2-bromo-1,4-dimetoxinaftaleno (171a)
en 4 mL de tetrahidrofurano seco ,enfriada a -78 °C, se le anadieron 1.9 mL (4.04
mmoles, 2.5 eq) de t-butillitio (disolucion 2.1 M en pentano) y la mezcla obtenida se
agito a -78 °C durante 15 minutos. Se anadio luego con una canula una disolucion de
0.52 g (1.61 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-
xilo-hex-5-enofuranosa (128c) en 4 mL de tetrahidrofurano seco. La mezcla obtenida
se agito a -78 °C bajo atmdsfera de argon durante 4 horas, tras lo cual se comprobd
por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:3) la desaparicion de la nitroolefina 128¢ de
partida. Se afadieron 10 mL de diclorometano y 10 mL de disolucién acuosa
saturada de cloruro amonico, se separé la fase organica y se extrajo la fase acuosa
con diclorometano (2 x 10 mL). Las fases organicas reunidas se secaron con sulfato
sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad, obteniéndose un crudo de
reaccion compuesto por una mezcla de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4-
dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-B-L-idofuranosa (172a) y la 3-O-
bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-
glucofuranosa (172b) en relacion 10.0:2.1 (65% e.d., calculado por RMN-'H) que se
purifico por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:6), aislandose 0.64
g (1.26 mmoles, 77%) de la mezcla inseparable 172a + 172b. El compuesto
mayoritario 172a se pudo aislar puro por cristalizacion de esta mezcla en éter etilico,
obteniéndose 0.44 g (0.87 mmoles, 54%) en forma de cristales transparentes de p.f.
145-147 °C. [a]0*: -86.4° (c 1.5, CHC:).

RMN-1H (CDCls, 300 MHz, ppm): 1.29 (s, 3H, CHs); 1.47 (s, 3H, CHa); 3.79 (s, 3H, OCH); 3.83 (d, 1H,
J54=2.8 Hz, H-3); 3.93 (s, 3H, OCHs); 4.50 (d, 1H, J=12.0 Hz, CH2Ph); 4.60 (dd, 1H, J45=8.0 Hz, J5:=2.8
Hz, H-4); 4.63 (d, 1H, [12=3.7 Hz, H-2); 4.70-4.74 (m, 1H, H-5); 4.75 (d, 1H, J=12.0 Hz, CH:Ph); 4.80 (dd,
1H, J66=12.9 Hz, J56=4.3 Hz, H-6); 5.01 (dd, 1H, Jes=12.9 Hz, J56=9.6 Hz, H-6); 5.92 (d, 1H, J1=3.7 Hz, H-
1); 6.62 (s, 1H, H-3'); 7.33-7.42 (m, 5H, 5 x H-Ph); 7.46 (dd, 1H, J5=8.3 Hz, Js.»=7.1 Hz, H-6'); 7.52 (dd,
1H, J75=8.3 Hz, Js7=7.1 Hz, H-7"); 8.01 (d, 1H, J»s=8.3 Hz, H-8"); 8.19 (d, 1H, J5:s=8.3 Hz, H-5).
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RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.1 (CHs); 26.6 (CHs); 37.7 (CH); 55.5 (OCHs); 62.5 (OCHs); 71.4
(CH>); 75.7 (CHa); 79.7 (CH); 81.2 (CH); 82.0 (CH); 102.0 (CH); 104.5 (CH); 111.7 (C); 122.2 (CH); 122.3
(CH); 124.1 (C); 125.6 (CH); 126.3 (C); 126.7 (CH); 127.2 (2 x CH); 128.2 (CH); 128.4 (C); 128.7 (2 x CH);

136.9 (C), 148.2 (C); 152.2 (C).
IR (&, em?): 1558 (£, NO2); 1367 (f, NO).

EM-IQ (m/z, %): 509 (4, M*); 91 (25, [PhCH2]*); 29 (100).

Analisis elemental: calculado para CzsHs1NOs: C 66.00, H 6.13, N 2.75; encontrado C 65.89, H 6.03, N

2.55.

Rayos X:
Crystal identification re03ocn
Chemical formula C2sH31NOs
Formula weight 509.54
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71073
Crystal system Monoclinic
Space group P2
a(A) 9.7351(10)
b (A) 12.9049(13)
c(A) 11.0950(11)
a (°) 90
B(°) 108.266(2)
v () i 90
Cell volume (A3) 1323.6(2)
V4 2
Calculated density (Mg/m?) ‘not measured'
Absorption coefficient (mm-) 0.094
Fooo 540

Crystal size (mm)

0.6 x0.21 x 0.05

Description of crystal

Colourless prism

Absorption correction

multi-scan 'symmetry-related measurements'

Transmission coefficients (min, max)

0.785708, 1

0 range for data collection (°)

1.93<0<26.45

Index ranges

-12<h<11,-16<k<16,0<1<1

Reflections measured 5398

Unique reflections 5398

Rint 0.0238

Observed reflections (I > 20(I)) 3909

Refinement method Full-matrix least-squares on F?
Parameters refined 339

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.067

R 0.0399

wR 0.0947

Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.142,0.211
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-6-nitro-
L-idosa (175b).

172a

Se hicieron reaccionar 0.39 g (0.76 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-
(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-f-L-idofuranosa (172a) en las
condiciones de reaccién descritas para la preparacion de 162b (pag. 360),
obteniéndose la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-6-nitro-L-
idosa (175b) como un aceite incoloro cromatograficamente puro, que se usd

directamente en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Preparacion del (1R,2S,35,4R,55,6S)-3-benciloxi-5-(1'4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-
1,2,4-trihidroxi-6-nitrociclohexano (173a).

OMe r NO,
OH
O O CHO NaHCOj3(,q) (2%), MeOH
4 t.a., 24 h
o oBn OH
e (87% desde 172a)
175b MeO 73,

El compuesto 175b obtenido del proceso anterior se sometio a las condiciones
de reaccidn descritas para la preparacion de 147b (pag. 360), utilizando disolucién
acuosa al 2% de bicarbonato sodico en lugar de disolucidon acuosa al 2% de carbonato
sodico. Se obtuvo de este modo, tras purificacion por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:1), 031 g (0.66 moles, 87% desde 172a) del
(1R,25,35,4R,5S5,6S)-3-benciloxi-5-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2,4-trihidroxi-6-
nitrociclohexano (173a) como un s6lido amorfo de color blanco que no se consiguid
cristalizar. [o]o®: +15.7° (c 2.00, CHCls).

RMN-'H (CDsCOCDs, 250 MHz, ppm): 3.61 (t, 1H, J23=]3:=8.8 Hz, H-3); 3.75 (ddd, 1H, Joon=4.3 Hz,
J25=8.8 Hz, J12=9.1 Hz, H-2); 3.91 (s, 3H, OCHs); 3.96-4.06 (m, 1H, H-5); 4.02 (s, 3H, OCH3); 4.09-4.15 (m,
1H, H-4); 4.21 (ddd, 1H, Jion=4.6 Hz, 12=9.1 Hz, [15=10.3 Hz, H-1); 4.45 (d, 1H, J201=4.3 Hz, OH-2);
4.75 (d, 1H, Jion=4.6 Hz, OH-1); 4.95-5.01 (m, 3H, OH-4 + CH:Ph); 5.15 (t, 1H, J1s=J5s=10.3 Hz, H-6);
7.21 (s, 1H, H-3"); 7.24-7.35 (m, 3H, 3 x H-Ph); 7.40-7.58 (m, 4H, 2 x H-Ph + H-6' + H-7'); 7.98-8.19 (m,
2H, H-5' + H-8).
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RMN-1C (CDsCOCD3, 62.5 MHz, ppm): 45.4 (CH); 57.1 (OCHs); 64.0 (OCH3); 75.0 (CH); 76.0 (CH);
76.3 (CH); 76.5 (CHz); 86.9 (CH); 92.7 (CH); 103.8 (CH); 123.8 (CH); 124.0 (CH); 126.7 (C); 127.2 (CH);
127.8 (C); 128.3 (CH); 128.9 (CH); 129.4 (2 x CH), 129.7 (2 x CH); 130.2 (C); 141.4 (C); 150.8 (C); 153.8
(©).

IR (0, cm): 3434 (a, OH); 1557 (f, NO2); 1371 (£, NO).
EM-IQ (m/z, %): 469 (5, M*); 133 (100); 91 (25, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CzsH2/NOs: C 63.96, H 5.80, N 2.98; encontrado C 63.71, H 5.59, N
3.29.

OBn

HO -
MeO OH

NO,

MeO
173a

Vs 1/

L

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
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Preparacion del (1R,2S,35,4R,5S,6S)-6-amino-3-benciloxi-5-(1',4'-dimetoxinaftalen-
2'-il)-1,2,4-trihidroxiciclohexano (177a).

(:)Bn OBn

HO 2 HO
MeO \Q/OH MeO \Q/OH
W "y, H, (1 atm), Ni-Raney W "y,
SOR%. - )

NO; MeOH, t.a.,3 h NH,
MeO (95%) MeO

173a 177a

Se sometieron 0.061 g (0.13 mmoles) del (1R,25,35,4R,5S,6S)-3-benciloxi-5-
(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2,4-trihidroxi-6-nitrociclohexano (173a) a las
condiciones de hidrogenacion descritas para la preparacion de 159b (pag. 363),
obteniéndose 0.053 g (0.12 mmoles, 95%) del (1R,25,3S5,4R,55,6S)-6-amino-3-
benciloxi-5-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2,4-trihidroxiciclohexano (177a) como un
aceite incoloro cromatograficamente puro, que se usé directamente en la siguiente

reaccion sin purificacion adicional.

Preparacion del (1R,25,3S,4R,55,65)-6-amino-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(1'4'-
naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159c).

OBn OBn
Me oHO : OH oHO : OH
O “:Q:OH CAN, CH;CN, H,0 . O \\\\“\Q:OH
NH, 0°C,1h NH,
MeO (92%) o]
177a 159¢

En un matraz de fondo redondo de 10 mL, a una disolucion de 0.053 g (0.12
mmoles) del (1R,2S,3S,4R,5S,6S)-6-amino-3-benciloxi-5-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-
1,2,4-trihidroxiciclohexano (177a) en 1 mL de acetonitrilo acuoso (90%), enfriada a
0°C, se le anadi¢ lentamente una disolucion de 0.20 g (0.36 mmoles, 3.0 eq) de
nitrato cérico amonico en 0.5 mL de acetonitrilo acuoso (50%). Se agito6 la disoluciéon
obtenida a 0 °C durante 1 hora y tras comprobar por c.c.f. (diclorometano-metanol
9:1) la desaparicion del producto de partida, se elimind el disolvente en el rotavapor.
El residuo obtenido se disolvié en 1 mL de acetona, se filtr6 el solido insoluble y se
concentrd el liquido filtrado a sequedad. Se obtuvieron asi 0.045 g (0.11 mmoles,
92%) del (1R,25,35,4R,5S,6S)-6-amino-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(1',4'-
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naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159¢) como un aceite amarillo cromatograficamente

puro que se utilizo en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Preparacion de la (1R,2S,35,4R,4aS,11bS)-2-benciloxi-1,2,3,4,4a,5-hexahidro-1,3,4-
trihidroxi-11bH-benzolb]carbazol-6,11-diona (148c¢).

QBn

oHON ~_OH

IOH THF, 60 °C, 24 h
NH, (10%)

(o)

159¢ 148¢

En un matraz de fondo redondo de 10 mL conectado a un refrigerante se
disolvieron 0.045 g (0.11 mmoles) del (1R,25,3S5,4R,5S,65)-6-amino-3-benciloxi-1,2,4-
trihidroxi-5-(1',4"-naftoquinon-2'-il)ciclohexano (159c) en 3 mL de tetrahidrofurano y
la disolucién obtenida se calentd a 60 °C durante 24 horas. Tras este tiempo se
comprobo por c.c.f. (diclorometano/metanol 4:1) la desapariciéon del producto de
partida y el disolvente se elimind en el rotavapor. El crudo de reaccion resultante se
sometid a cromatografia de capa fina preparativa (diclorometano/metanol 9:1),
aislandose 0.004 g (0.011 mmoles, 10%) de la (1R,2S,3S,4R,4aS,11bS)-2-benciloxi-
1,2,3,4,4a,5-hexahidro-1,3,4-trihidroxi-11bH-benzo[b]carbazol-6,11-diona (148¢) como
un solido amorfo de color violeta oscuro que se cristaliz6 de metanol para dar
cristales de color violeta de p.f. >260 °C (descomposicién). [a]o®: +26.0° (c 0.10,
CHsCOCH:).

RMN-1H (CDsCOCD:s, 250 MHz, ppm): 2.64 (s, 1H, OH); 2.80 (s, 1H, OH); 3.57 (dd, 1H, J11=7.3 Hz,
Jia11v=9.9 Hz, H-11b); 3.73 (ddd, 1H, Jua5=3.1 Hz, J44=7.5 Hz, J111=9.9 Hz, H-4a); 4.36 (d, 1H, J=3.4 Hz,
OH); 4.63-4.69 (m, 1H, H-2); 4.87 (d, 1H, J=11.7 Hz, CH2Ph); 4.87-4.91 (m, 2H, H-1 + H-4); 5.11 (d, 1H,
J=11.7 Hz, CH:Ph); 5.17 (d, 1H, J25=1.3 Hz, H-3); 7.26-7.51 (m, 6H, 5 x H-Ph + H-7); 7.68 (td, 1H, J=1.3
Hz, J=7.5 Hz, H-10); 7.94-8.03 (m, 2H, H-8 + H-9), 11.42 (sa, 1H, NH).

RMN-13C (CDsCOCD3, 62.5 MHz, ppm): 42.0 (CH); 67.2 (CH); 70.6 (CH); 71.3 (CH); 76.3 (CHa); 78.4
(CH); 85.9 (CH); 124.2 (CH); 127.3 (C); 129.1 (CH); 129.8 (2 x CH); 130.0 (2 x CH); 130.8 (CH); 131.5
(CH); 131.9 (C); 134.1 (C); 137.2 (CH); 141.5 (C); 157.7 (C); 177.2 (CO); 182.9 (CO).

IR (0, cm): 3434 (a, OH + NH); 1661 (m, CO).
EM-FAB* (m/z, %): 407 (1, M*); 390 (5, [M - OHJ*); 91 (100, [PhCH2]*).
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-
6-nitro-p-L-idofuranosa (184a).

O,N O,N
s a) "BuLi, THF, -50 °C, 1 h s o o S
> + j
v ozN“\sj "/,O)v S
%o o BnO Bn
b) PSS -78°C,2h
183a 128¢ 184a 184b

8% (10.0:3.3)
En un matraz de fondo redondo de 250 mL bajo atmdsfera de argdn, a una
disolucion de 1.38 g (11.46 mmoles, 1.2 eq) de 1,3-ditiano (183a) en 15 mL de
tetrahidrofurano seco, enfriada a -78 °C, se le afiadieron 7.76 mL (12.42 mmoles, 1.3
eq) de n-butillitio (disolucion 1.6 M en hexano) y la mezcla se agit6 a -50 °C durante
1 hora. Tras este tiempo, se afiadidé con una canula una disolucion de 3.07 g (9.55
mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-5-
enofuranosa (128c) en 15 mL de tetrahidrofurano seco. La mezcla obtenida se agit6 a
-78 °C bajo atmosfera de argon durante 2 horas, tras lo cual se comprobd por c.c.f.
(acetato de etilo/hexano 1:3) la desaparicion de la nitroolefina 128c. Se anadieron
luego sobre la mezcla de reaccion 50 mL de diclorometano y 50 mL de disolucion
acuosa saturada de cloruro amonico. Una vez separada la fase organica, se extrajo la
fase acuosa con diclorometano (2 x 50 mL) y las fases organicas reunidas se secaron
con sulfato sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad en el rotavapor.
Se obtuvo de este modo un crudo de reaccion compuesto por una mezcla de la 3-O-
bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa
(184a) y la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-
D-glucofuranosa (184b) en relacion 10.0:3.3 (50% de e.d., calculado por RMN-'H).
Este crudo se agitd con hexano caliente hasta la precipitacion de un solido blanco,
que se filtré y se lavé con etanol. Se obtuvo asi en esta precipitacion 1.56 g (3.53
mmoles, 37%) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-
6-nitro-B-L-idofuranosa (184a) como solido amorfo de color blanco que se cristalizd
de éter etilico produciendo cristales incoloros de p.f. 155-157 °C y [a]o?: -35.0° (c
1.75, CHCIs). El hexano de la disolucion filtrada se elimind en el rotavapor y el
residuo aceitoso remanente se sometié a cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:6) aislandose 1.73 g (3.91 mmoles, 41%) de una mezcla inseparable de
184a y 184b, de la cual por cristalizacion en éter etilico, se aislaron 0.68 g (1.55
mmoles, 16%) del estereoisomero mayoritario 184a. El estereoisomero minoritario

184b no pudo aislarse puro, por lo que no fue caracterizado.
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RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.33 (s, 3H, CHs); 1.52 (s, 3H, CHs); 1.80-2.13 (m, 2H, 2 x H-ditiano);
2.70-2.91 (m, 4H, 4 x H-ditiano); 3.42-3.51 (m, 1H, H-5); 4.03 (d, 1H, J3+=3.1 Hz, H-3); 4.17 (d, 1H,
Js ttditan=6.2 Hz, H-ditiano); 4.43 (d, 1H, J=11.4 Hz, CH2Ph); 4.53-4.61 (m, 4H, H-2 + H-4 + H-6 + CHa-
Ph); 4.74 (dd, 1H, J56=5.2 Hz, Jsc=14.5 Hz, H-6); 5.9 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-1); 7.28-7.41 (m, 5H, 5 x Ar-H).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.3 (CHz); 26.2 (CHs); 26.7 (CHs); 29.3 (CHa); 29.4 (CHy); 41.3
(CH); 46.9 (CH); 71.2 (CHz); 74.1 (CHz); 78.0 (CH); 81.3 (CH); 81.5 (CH); 104.2 (CH); 111.8 (C); 128.0 (3

x CH); 128.4 (2 x CH); 136.6 (C).
IR (0, cm): 1552 (£, NO2); 1382 (m, NO2).

EM-IQ (m/z, %): 442 (36, MH?); 244 (100); 197 (45).

Analisis elemental: calculado para C20H2sNOeS2: C 54.40, H 6.16, N 3.17, S 14.52; encontrado C 54.42,

H 6.20, N 3.27, S 14.39.

Rayos X:
Crystal identification re04oc2n
Chemical formula C20H22NO6Sz2
Formula weight 441.55
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71069
Crystal system Orthorhombic
Space group P21212:
a (A) 5.193(5)
b (A) 11.133(5)
c(A) 37.150(5)
a (%) 90.000(5)
B () 90.000(5)
Y (°) 90.000(5)
Cell volume (A3) 2148(2)
V4 4
Calculated density (Mg/m?) 1.366
Absorption coefficient (mm-) 0.284
Fooo 936

Crystal size (mm)

0.47 x 0.13 x 0.08

Description of crystal

Colourless plate

Absorption correction

Semi-empirical from equivalents

Transmission coefficients (min, max)

0.747827,1

0 range for data collection (°)

1.10< 0 £26.35

Index ranges

-6<h<6,0<k<13,0<1<46

Reflections measured

4387

Unique reflections 4387

Rint 0.0000

Observed reflections (I > 20(I)) 2997

Refinement method Refinement on F?
Parameters refined 264

Weighting scheme

Chebychev 3-term polynomial

Goodness of fit

1.129

R

0.0430
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wR 0.1253
Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.328,0.235
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Preparacion de la 3-O-bencil-5-C-carbaldehido-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-
nitro-p-L-idofuranosa (185a).

HgO, BF;-OEt,

THF, H,0, t.a., 1.5 h

184a 185a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, a una suspension de 1.07 g (4.95
mmoles, 5 eq) de 6xido de mercurio (II) en 5 mL de tetrahidrofurano y 1 mL de agua
destilada se le afiadieron 0.63 mL (4.95 mmoles, 5 eq) de trifluoroboroeterato. A esta
mezcla agitada bajo atmodsfera de argon se le afiadio una disolucion de 0.44 g (0.99
mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-
nitro-pB-L-idofuranosa (184a) en 1 mL de tetrahidrofurano y la suspension resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 1.5 horas. Tras comprobar por c.c.f. (acetato
de etilo/hexano 1:3) la transformacion del producto de partida en un tnico producto
de Rf inferior, se anadieron 20 mL de diclorometano y la suspension resultante se
filtr6. La disolucion filtrada se lavd con disolucion acuosa saturada de cloruro
amonico (4 x 20 mL), se seco con sulfato sodico anhidro, se filtrd y se concentrd a
sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-5-C-carbaldehido-5,6-didesoxi-
1,2-O-isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa (185a) como un aceite transparente
cromatograficamente puro, que se utilizé en la siguiente reaccion sin purificacion
adicional.

Preparacion de la 3-O-bencil-5-C-carboxil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-
nitro-p-L-idofuranosa (151c).

O,N O,N

Mo} NaClOz, NaH2P04'2H20 H02C 0 110

g X
BnO K

185a 151¢

"//0/\ \ 2-metil-2-buteno, MeOH, H,0, t.a., 1 h

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, a una disolucion de la 3-O-bencil-
5-C-carbaldehido-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-f-L-idofuranosa (185a)
obtenida en el proceso anterior, en 5 ml de disolucién 3:1 de metanol y agua se le
anadieron 0.8 mL (6.93 mmoles, 7 eq) de 2-metil-2-buteno, 0.14 g (1.29 mmoles, 1.3
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eq) de clorito sédico y 0.18 g (1.19 mmoles, 1.2 eq) de dihidrogenofosfato sodico
dihidratado. La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora,
anadiéndole a continuacion 15 mL de agua, acidificando con disolucion acuosa de
acido clorhidrico al 10% y extrayendo finalmente con acetato de etilo (4 x 20 mL). Las
fases organicas reunidas se secaron con sulfato sdédico anhidro, se filtraron y se
concentraron a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-5-C-carboxil-
5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro--L-idofuranosa (151c) como wun aceite
amarillo cromatograficamente puro que se utilizd en la siguiente reaccidén sin
purificacion adicional.

Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-
6-nitro-p-L-idofuranosa (151a).

O,N O,N

o o
HO,C 1Yo} TMSCHN,, Et,0, MeOH MeO,C 10

'
BnO '//o/‘ \ t.a., 15 min BnO '//o/‘ \

(84% desde 184a)
151¢ 151a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, a una disolucion de la 3-O-bencil-
5-C-carboxil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-f-L-idofuranosa (151c)
obtenida en el proceso anterior (pag. 381), en 11 mL de una mezcla de éter etilico y
metanol 7:2, se le afadieron 059 mL (1.19 mmoles, 12 eq) de
trimetilsilildiazometano (disolucion 2.0 M en éter etilico) y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 15 minutos, concentrandola luego a sequedad en el
rotavapor. El crudo obtenido se someti6 a cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:4), aislandose 0.32 g (0.84 mmol, 84% desde 184a) de la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-3-L-idofuranosa (151a),
como un solido amorfo de color blanco al cristalizarlo de una mezcla de éter etilico y
hexano dio lugar a cristales incoloros de p.f. 76-77 °C. [a]p*: -43.0° (c 1.40, CHCls).

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.33 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHa); 3.66 (s, 3H, OCH); 3.88-3.96
(m, 2H, H-3 + H-5); 4.38 (d, 1H, J=11.4 Hz, CH2Ph); 4.44 (dd, 1H, J5¢=3.6 Hz, Jos=15.1 Hz, H-6); 4.58 (dd,
1H, J54=3.6 Hz, J15=8.3 Hz, H-4); 4.61 (d, 1H, J2=3.6 Hz, H-2); 4.64 (d, 1H, J=11.4 Hz, CH.Ph); 4.83 (dd,
1H, J56=8.8 Hz, Jos=15.1 Hz, H-6); 5.93 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-1); 7.27-7.38 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.1 (CHs); 26.7 (CHs); 42.5 (CH); 52.6 (OCHs); 71.8 (CHz); 71.9
(CHz); 77.5 (CH); 81.3 (2 x CH); 104.8 (CH); 112.0 (C); 128.3 (2 x CH); 128.4 (CH); 128.7 (2 x CH); 136.1
(C); 170.3 (CO).

IR (¥, cm): 1740 (£, CO); 1554 (f, NO2); 1380 (£, NO2).
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EM-IQ (m/z, %): 382 (6, MH"); 335 (8, [M - NO2]*); 91 (100, [PhCH_]").

Analisis elemental: calculado para CisH23NOs: C 56.69, H 6.08, N 3.67; encontrado C 56.61, H 6.18, N
3.68.

O,N

(0]
MeO,C 10
BnO K \
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Preparacion la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-L-idosa (179b).
O2N
o 0 TFA, H,0, t.a.,5h
BnO "//O)v

151a 179b

MGOZC

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se disolvieron 0.23 g (0.60 mmoles)
de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-f3-L-
idofuranosa (151a) en 12 mL de una mezcla 2:1 de acido trifluoroacético y agua. La
disolucion se agitdo a temperatura ambiente durante 5 horas y a continuacion se
elimino el disolvente en el rotavapor. Tras tres coevaporaciones con 6 mL de tolueno
cada una, se obtuvo la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-L-idosa
(179b) como un aceite incoloro cromatograficamente puro, que se usé directamente

en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1S,25,3R,4S,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180a) y del (15,25,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-
3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180b).

NO, NO;
MeO,C__~_,OH MeO,C, _~_.OH
NaHCO3(aq) (2%)
» Y ty + K 0y
MeOH, t.a., 12 h HO' ‘OH HO' ‘OH
OBn OBn
(73% desde 151a)
179b 180a (2.2:10_0) 180b

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se disolvio la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-L-idosa (179b) obtenida en el proceso anterior
en 11 mL de metanol y 3.8 mL (0.90 mmoles, 1.5 eq) de disolucion acuosa al 2% de
bicarbonato soédico. La mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 12
horas, neutralizandola a continuacién con resina acida DOWEX 50 WX4-50,
filtrandola y concentrandola finalmente a sequedad en el rotavapor. El residuo
solido resultante se sometié a cromatografia en columna (diclorometano-metanol
20:1), aislandose 0.15 g (0.44 mmoles, 73% desde 151a) de una mezcla 2.2:10.0 (64%
de e.d., calculado por RMN-2C) del (15,25,3R,4S,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-
2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180a) y el (1S,2S5,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-
3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180b), como un sélido

amorfo blanco que no se consiguid cristalizar.
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Preparacion del (15,2S,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (187b).

NO, NO,
MeO,C_ __ LOH MeO,C_~ o><
I"O:,I@U/OH HO" >~ "0
OBn OBn
180a 187a (9%)
(CH;30),C(CHj),, PTSA
+ (2.2:10.0) > +
acetona, t.a., 24 h
NO; NO,
MeO,C.__~_ ~OH MeO,C_~ ..\\o><
Ho\\\'[ :"//OH HO\\“ o)
OBn OBn
180b 187b (59%)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, a una disolucién de 0.15 g (0.44
mmoles) de una mezcla 2.2:10.0 del (15,25,3R,4S5,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180a) y el (1S,25,35,4S,5S,6R)-5-benciloxi-
3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180b) en 6 mL de acetona y
9 mL de 2,2-dimetoxipropano, se le anadieron 0.21 g de sulfato de cobre anhidro y
0.02 g (0.12 mmoles, 0.2 eq) de acido p-toluensulfénico monohidratado. La mezcla se
agitd a temperatura ambiente bajo atmosfera de argdén durante 24 horas y a
continuacién se neutralizé con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sédico.
Tras filtrar la suspensidn, se concentré a sequedad en el rotavapor la disolucion
filtrada, luego se disolvié el residuo obtenido en 10 mL de acetato de etilo y la
disolucién obtenida se lavo con disolucion saturada de cloruro sédico (2 x 10 mL), se
secd con sulfato sddico anhidro, se filtrd y se concentrd a sequedad. Se obtuvo asi un
crudo de reaccidon que se purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo-
hexano 1:2.5), aislandose 0.10 g (0.26 mmoles, 59%) del (1S,2S,35,45,5S,6R)-5-
benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo
(187b) en forma de so6lido amorfo de color blanco que se cristalizo de una mezcla de
diclorometano y éter etilico lo que dio lugar a cristales incoloros de p.f. 162-164 °C y
[a]p®: -22.2° (c 2.11, CHCL). El producto minoritario 187a (0.01 g, 0.04 mmoles, 9%)

se obtuvo mezclado con producto mayoritario 187b por lo que fue desechado.

RMN-H (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.37 (s, 3H, CHs); 1.49 (s, 3H, CHz); 2.85 (d, 1H, Jeor=5.1 Hz, OH);
3.44 (dd, 1H, J169.3 Hz, [12=11.8 Hz, H-1); 3.64 (dd, 1H, J1+5=5.5 Hz, [5:=7.0 Hz, H-5); 3.74 (ddd, 1H,
Jeon=5.1 Hz, [56=7.0 Hz, [16=9.3 Hz, H-6); 3.80 (s, 3H, OCHz); 4.41 (dd, 1H, J4+5=5.5 Hz, [54+=5.9 Hz, H-4);
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4.65 (d, 1H, J=11.7 Hz, CH2Ph); 4.81 (d, 1H, J=11.7 Hz, CH2Ph); 4.91 (dd, 1H, J25=3.9 Hz, [54+=5.9 Hz, H-

5); 5.10 (dd, 1H, J23=3.9 Hz, ]12=11.8 Hz, H-2); 7.30-7.38 (m, 5H, 5 x Ar-H).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.2 (CHs); 27.1 (CHs); 45.7 (CH); 52.8 (OCHs); 70.4 (CH); 73.0
(CHa); 73.6 (CH); 78.0 (CH); 80.2 (CH); 81.2 (CH); 111.1 (C); 128.0 (2 x CH); 128.2 (CH); 128.6 (2 x CH);

137.1 (C); 171.8 (CO).

IR (0, cm): 3488 (a, OH); 1725 (f, CO); 1549 (£, NOz); 1381 (m, NO»).
EM-IQ (m/z, %): 382 (4, MH"); 366 (3, [M - CHs]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para Ci1sH2sNOs: C 56.69, H 6.08, N 3.67; encontrado C 56.89, H 6.05, N

3.72.

Rayos X:
Crystal identification re08oc2n
Chemical formula CisH23sNOs
Formula weight 381.37
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71069
Crystal system Monoclinic
Space group P2
a(A) 9.372(5)
b (A) 6.075(5)
c(A) 16.592(5)
a(°) 90
B () 104.925
v (©) i 20
Cell volume (A3) 912.8(9)
Z 2
Calculated density (Mg/m?) 1.388
Absorption coefficient (mm-) 0.110
Fooo 404

Crystal size (mm)

0.45x0.18 x0.18

Description of crystal

Colourless prism

Absorption correction

Semi-empirical from equivalents

Transmission coefficients (min, max)

0.812387, 1

0 range for data collection (°)

225<0<26.37

Index ranges

-11<h<11,0<5k<7,01<20

Reflections measured

2046

Unique reflections 2046
Rint 0.0000
Observed reflections (I > 20(I)) 2046

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Parameters refined

251

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.044

R 0.0664

wR 0.1028

Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.161,0.198
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Preparacion del (15,25,35,4R,5S5,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-

isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188c).
NO, NH,

MeO,C - MeO,C .
RN -“‘°>< H, (1 atm), Pd-C (10%) o2 -"‘°><
>
HOY o) ac. citrico, MeOH, t.a., 48 h HO" o)
OBn OH
187b 188¢

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, a una disolucién desoxigenada de
018 g (048 mmoles) del (15,2S5,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (187b) y 0.09 g (0.48
mmoles, 1 eq) de acido citrico en 7 mL de metanol, se le anadieron 0.18 g (10% en
peso de paladio) de paladio sobre carbon activo al 10% y una vez purgado la mezcla
de reaccion con hidrdgeno, se agité a temperatura ambiente durante 2 dias bajo 1
atmosfera de presion de hidrégeno y se filtré luego sobre celita. Tras concentrar a
sequedad la disolucion filtrada se obtuvo un residuo sélido cromatograficamente
puro, correspondiente al (15,25,35,4R,5S,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188c) que se usé directamente

en la siguiente reaccién.

Preparacion del (1S,25,3S,4R,55,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188a).

NH, NHCbz
2¥N ““°>< CIChz, NaHCO, 2 "“°><
Y
HO™ g MeOH, H,0, t.a, 2 h HO" g
OH (82% desde 187h) OH
188¢ 188a

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, a una disolucion del
(1S5,25,35,4R,5S,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxi-
lato de metilo (188c) obtenido de la reaccion anterior, en 5 mL de metanol y 3 mL de
disoluciéon acuosa saturada de bicarbonato sodico enfriada a 0 °C, se le anadieron
0.08 mL (0.60 mmoles, 1.25 eq) de cloroformiato de bencilo, dejando llegar luego el
contenido del matraz a temperatura ambiente y agitdndolo durante 2 horas. A
continuacién se concentr6 el metanol en el rotavapor, se afiadieron 5 mL de agua
destilada, se extrajo la suspension acuosa con acetato de etilo (3 x 10 mL), y las fases
organicas reunidas se secaron con sulfato sodico anhidro, se filtraron y se

concentraron a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi un crudo de reaccion que se
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purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:1), aislandose 0.15
g (0.39 mmoles, 82% desde 187b) del (15,2S5,35,4R,55,6R)-2-benciloxicarbonilamino-
5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188a), como
un aceite transparente. [a]o?: -8.8° (c, 2.36 CH3COCHb:).

RMN-H (CDsCOCD3, 250 MHz, ppm): 1.29 (s, 3H, CHs); 1.46 (s, 3H, CHs); 3.50-3.70 (m, 2H, H-1 + H-
2); 3.58 (s, 3H, OCHs); 4.04-4.09 (m, 1H, H-6); 4.30-4.42 (m, 3H, H-3 + H-4 + H-5); 5.00-5.18 (m, 2H,
CH:Ph); 7.31-7.41 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDsCOCDs, 62.5 MHz, ppm): 27.5 (CHs); 29.5 (CHs); 51.1 (CH); 52.1 (CH); 52.9 (CHs); 67.6
(CHa); 73.3 (CH); 77.5 (CH); 77.8 (CH); 81.2 (CH); 110.6 (C); 129.8 (2 x CH); 130.1 (2 x CH); 130.2 (CH);
139.0 (C); 157.3 (C); 173.7 (CO).

IR (0, cm): 3442 (a, OH); 3358 (a, NH); 1735 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 396 (2%, MH"); 338 (24%, [MH - C2H302]*); 91 (100%, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CioH2sNOs: C 57.71; H 6.37; N 3.54; encontrado C 57.98, H 6.45, N
3.27.
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-nitro-L-idosa
(189b).

O2N

AcOH, H,O, ref, 2.5 h

En un matraz de fondo redondo de 50 mL con un refrigerante acoplado, una
disolucion de 0.80 g (1.81 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-
1,2-O-isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa (184a) en 36 mL de una mezcla 3:1 de
acido acético y agua se calentd a reflujo durante 2.5 horas y a continuacion se elimind
el disolvente en el rotavapor y se hicieron tres coevaporaciones con 10 mL de
tolueno cada una. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-
nitro-L-idosa (189b) como un aceite incoloro cromatograficamente puro, que se usé

directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1S,25,3R,4S,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal (190a) y del (15,25,35,4S,55,6R)-5-
benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal

(190Db).
3 1
~OH
NaHCO34q) (2%) Q’ Q
MeOH, t.a., 12 h HO" “OH HO™ 'OH
(87% desde 184a)
189b 1902 (1.0:2.5) 190b

La 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-nitro-L-idosa (189b) obtenida
del proceso anterior se sometio a las condiciones de reaccién descritas para la
preparacion de la mezcla 180a + 180b (pag. 384), obteniéndose tras purificacion por
cromatografia en columna (acetato de etilo-hexano 2:3), 0.63 g (1.57 mmoles, 87%
desde 184a) de la mezcla inseparable del (15,2S,3R,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-
trihidroxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal (190a) y el
(15,25,35,4S5,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditio-
propilenacetal (190b) en relaciéon 1.0:2.5 (43% de e.d., calculado por RMN-*C) como

un sélido amorfo de color blanco que no se consiguio cristalizar.
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Preparacion del (15,2S,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-
nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal (192b).

Cs NO, Cs NO,
~°oH N S/K ~OH  (CH;0),C(CH3),, PTSA

""OH H O\\“QMOH acetona, t.a., 24 h

OBn OBn (87%)

190a (1.0:2.5)  190b 192b

La mezcla del (15,25,3R,45,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal (190a) y el (1S,25,3S,45,5S,6R)-5-
benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal ~ (190b)
obtenida del proceso anterior se someti6 a las condiciones de reaccion descritas para
la preparacion de 187b (pag. 385), obteniéndose tras purificacién por cromatografia
en columna (acetato de etilo-hexano 1:3), 0.61 g (1.37 mmoles, 87%) del
(1S,25,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexano-
carbaldehidoditiopropilenacetal (192b) como un so6lido amorfo de color blanco que
no se pudo cristalizar. [a]o®: -60.5° (c 3.75, CHCls).

RMN-'H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHs); 1.80-2.15 (m, 2H, 2 x H-ditiano);
2.81-3.01 (m, 6H, 4 x H-ditiano + OH + H-1); 3.90 (t, 1H, Ju5=J56=4.3 Hz, H-5), 4.24-4.29 (m, 1H, H-6);
450 (d, 1H, J1idisan=3.1 Hz, H-ditiano); 4.53 (ddd, 1H, Js6=1.2 Hz, J15=4.3 Hz, [3:=7.0 Hz, H-4); 4.60 (d,
1H, J=11.7 Hz, CH2Ph); 4.81 (dd, 1H, J25=4.3 Hz, J45=7.0 Hz, H-3); 4.83 (d, 1H, J=11.7 Hz, CHzPh); 5.27
(dd, 1H, J25=4.3 Hz, J12=10.8 Hz, H-2); 7.29-7.38 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 23.7 (CHs); 25.7 (CHz2); 25.9 (CHs); 30.4 (CHa); 31.1 (CHa); 45.2
(CH); 49.7 (CH); 68.0 (CH); 72.4 (CH2); 73.8 (CH); 76.4 (CH); 76.4 (CH); 81.9 (CH); 110.9 (C); 127.9 (2 x
CH); 128.0 (CH); 128.5 (2 x CH); 137.1 (C).

IR (5, cm™): 3529 (a, OH); 1557 (£, NO2); 1382 (m, NO2).
EM-IQ (m/z, %): 442 (100, MH*); 384 (16, [MH - G:HOJ").

Analisis elemental: calculado para C20H2sNOeS2: C 54.40, H 6.16, N 3.17, S 14.52; encontrado C 54.82,
H 6.34, N 3.03, S 14.10.
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Preparacion del (15,2S,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-
nitrociclohexanocarbaldehido (193a).

Cs NO,
S/k ' .‘\\O>< HgO, BF;-OEt,
HOY N\ 0 THF, H,0, ta., 1.5 h

OBn OBn

192b 193a

035 g (0.79 mmoles) del (1S5,25,35,4S,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal ~ (192b)  se
sometieron a las condiciones de desproteccion descritas para la preparacion de 185a
(pag. 381), obteniéndose el (15,25,35,45,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarbaldehido (193a) como un aceite incoloro

cromatograficamente puro que se utilizo directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del acido (1S,25,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilico (194a).
0 NO, NO,
O . HO,C_~_..0
H X >< NaClO,, NaH,P04-2H,0, 2-metil-2-buteno X ><
Ho\\\‘ "llo MeOH, HZO, t.a., 1 h HO\\“ "’IIO
OBn OBn
193a 194a

El (15,25,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitroci-
clohexanocarbaldehido (193a) obtenido de la reaccion anterior se tratd en las
condiciones de reaccion descritas para la preparacion de 151c (pag. 381),
obteniéndose el acido (15,25,35,45,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilico (194a) como un aceite amarillo que

se utilizd directamente en la siguiente reaccion.
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Preparacion del (15,2S,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (187b).

NO; NO,
HOC O TMSCHN,, Et,0, MeOH MeO2C O
HO\\\‘ sty O>< t.a., 15 min > HO:QW" O><
OBn (32% desde 192b) OBn
194a 187b

El acido (1S,25,3S5,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-
nitrociclohexanocarboxilico (194a) obtenido de la reaccidon anterior se trato en las
condiciones de reaccion descritas para la preparacion de 15la (pag. 382),
obteniéndose tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:3), 0.096 g (0.25 mmol, 32% desde 192b) del (1S,2S,3S5,4S5,5S,6R)-5-
benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo
(187b) cuyos datos espectroscopicos fueron idénticos a los del compuesto
previamente sintetizado (pag. 385).

Preparacion del (35,45,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohex-
1-enocarbaldehido (195a).

Qe X
"“°>< Mel, NaHCO35), MeCN H ““°><
iy » - oy
o 35°C,36h HO' o

OBn OBn
(53%)
192b 195a

En un matraz de fondo redondo de 25 mL conectado a un refrigerante, a una
disolucién de 0.25 g (0.56 mmoles) del (15,25,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-
isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal (192b) en 6
mL de acetonitrilo se le afiadieron 1.1 mL de disolucién acuosa 1 M de bicarbonato
sodico y 0.35 mL (5.66 mmoles, 10 eq) de yoduro de metilo y la mezcla obtenida se
calent6 a 35 °C durante 36 horas. A continuacidon se elimind el disolvente en el
rotavapor y el crudo resultante se sometid a cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 2:5), aislandose 0.090 g (0.30 mmoles, 53%) del (35,45,5S,6R)-5-
benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohex-1-enocarbaldehido (195a), como
un aceite amarillo. [a]p?: -23.7° (c 2.04, CHCls).

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.48 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHs); 3.11 (sa, 1H, OH); 3.64 (dd, 1H,
J34=9.1 Hz, [45=10.7 Hz, H-4); 4.00 (dd, 1H, [56=5.5 Hz, J45=10.7 Hz, H-5); 4.46 (dt, 1H, J23=]36=1.4 Hz,
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J54=9.1 Hz, H-3); 4.79-4.95 (m, 3H, CH:Ph + H-6); 7.06 (d, 1H, J25=1.4 Hz, H-2); 7.28-7.45 (m, 5H, 5 x H-
Ph); 9.51 (s, 1H, CHO).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.6 (CHs); 26.7 (CHs); 72.7 (CHz); 73.4 (CH); 75.6 (CH); 79.6 (CH);

81.7 (CH); 112.5 (C); 127.6 (CH); 127.8 (2 x CH); 128.3 (2 x CH); 138.1 (C); 141.3 (C); 145.7 (CH); 193.1
(CHO).

IR (U, cm™): 3456 (a, OH); 1688 (f, CO).
EM-1Q (m/z, %): 305 (100, MH*); 247 (65, [MH - CsHsO]").
Analisis elemental: calculado para Ci7H200s: C 67.09, H 6.62; encontrado C 67.15, H 6.74.
o
H “\\O><
HO >~ O
OBn

B

J |

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

~~
2]
S
~

128.3
127.8
127.6
112.5
734
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Preparacion de la  3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-5-C-
(tris(feniltio)metil)-a-D-glucofuranosa (201b).

O,N O,N
PhS a) "BuLi, THF, -50 °C,1 h
Y PhS N PhS
PhS—CH > PhS + PhS
PhS 0N PhS "y )v PhS
b) “\ﬁi?'” -7820°C,4h Bno'  ©
BnO "o)T ’
200a 128¢ 201a (1.2:10.0) 201b
(87%)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL bajo atmosfera de argén, a una
disolucion de 2.71 g (7.97 mmoles, 1.2 eq) de tris(feniltioymetano (200a) en 10 mL de
tetrahidrofurano seco, enfriada -78 °C, se le afiadieron 5.0 mL (7.63 mmoles, 1.1 eq)
de n-butillitio (disolucién 1.55 M en hexano) y la mezcla se agit6 a -50 °C durante 1
hora. Luego se anadi6 con una canula una disolucion de 2.10 g (6.53 mmoles) de la 3-
O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-5-enofuranosa (128c)
en 6.5 mL de tetrahidrofurano seco. La mezcla obtenida se dejo llegar lentamente a
0 °C durante 1 hora y se agité 3 horas mas a esta temperatura, tras lo cual se
comprobo por c.c.f. (acetato de etilo/hexano 1:6) la desaparicion de la nitroolefina
128¢ de partida. Tras anadir 20 mL de diclorometano y 20 mL de disolucion acuosa
saturada de cloruro amonico, se separd la fase organica y la fase acuosa se extrajo
con diclorometano (2 x 10 mL). Las fases organicas reunidas se secaron con sulfato
sodico anhidro, se filtraron y se concentraron a sequedad en el rotavapor,
obteniendo un crudo de reaccién que se purifico por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:5), aislandose 3.77 g (5.69 mmol, 87%) de una mezcla
inseparable de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-5-C-
(tris(feniltio)metil)-B-L-idofuranosa (201a) y la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-5-C-(tris(feniltio)metil)-a-D-glucofuranosa (201b) en relaciéon
1.2:10.0 (79% de e.d., calculado por RMN-'H). El componente mayoritario 201b se
logro aislar puro por cristalizacion en éter etilico de la mezcla obteniéndose 2.93 g
(4.63 mmol, 68%) en forma de cristales transparentes de p.f. 132-134 °C y [a]p?: -23.7°
(c 2.04, CHCls). El componente minoritario 201a no pudo aislarse puro, por lo que no

fue caracterizado.

RMN-'H (CDCl;s, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.53 (s, 3H, CHs); 3.73 (d, 1H, J54=3.3 Hz, H-3);
3.92 (ddd, 1H, J56=3.0 Hz, [s5=3.7 Hz, J56=6.1 Hz, H-5); 4.30 (d, 1H, J=11.9 Hz, CH:Ph); 4.35 (d, 1H,
J=11.9 Hz, CH:Ph); 4.44 (d, 1H, J12=4.0 Hz, H-2); 4.72 (dd, 1H, J56=6.1 Hz, Jos=15.5 Hz, H-6); 4.85 (dd,
1H, J56=3.0 Hz, Jos=15.5 Hz, H-6); 5.08 (dd, 1H, J54=3.3 Hz, [+5=3.7 Hz, H-4); 5.82 (d, 1H, J1.=4.0 Hz, H-
1); 7.14-7.17 (m, 3H, 3 x H-Ph); 7.28-7.40 (m, 12H, 12 x H-Ph); 7.65-7.68 (m, 5H, 5 x H-Ph).
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RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.4 (CHs); 27.1 (CHs); 44.4 (CH); 71.7 (CHz); 73.6 (CHa); 78.2
(CH); 79.1 (C); 81.8 (CH); 83.8 (CH); 104.4 (CH); 111.6 (C); 127.7 (CH); 127.7 (2 x CH); 128.3 (2 x CH);
128.7 (6 x CH); 129.7 (3 x CH); 130.7 (3 x C); 136.4 (6 x CH); 136.9 (C).

IR (0, cm): 1556 (£, NO2); 1381 (m, NO2).
EM-IQ (m/z, %): 662 (1, MH-); 552 (100, [M - PhS]*); 505 (23, [M - CsH:NO:SJ).

Analisis elemental: calculado para CssHssNOeSs: C 63.52, H 5.33, N 2.12, S 14.53; encontrado C 63.71,
H5.51, N 2.17, S 14.25.

Rayos X:
Crystal identification 2004re03
Chemical formula CasH3sNOeSs
Formula weight 661.85
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 1.5418
Crystal system Orthorhombic
Space group P21212
a(A) 10.0260(1)
b (A) 16.1540(2)
c (A) 21.0175(2)
a(®) 90
BC) 90
y ) o 90
Cell volume (A3) 3403.99(6)
Z 4
Calculated density (Mg/m?) 1.291
Absorption coefficient (mm-) 2.359
Fooo 1392
Crystal size (mm) 0.58 x0.2x0.15
Description of crystal Colourless prism
Absorption correction Semi-empirical from equivalents
Transmission coefficients (min, max) 0.509, 0.702
0 range for data collection (°) 345<0<72.14
Index ranges -12<h<12,-19<k<19,-25<1<25
Reflections measured 52263
Unique reflections 6636
Rint 0.0452
Observed reflections (I > 2a(I)) 6636
Refinement method Full-matrix least-squares on F?
Parameters refined 410
Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.056
R 0.0308
wR 0.0817
Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.165,0.163
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-
6-nitro-a-D-glucofuranosa (151b).

HgO, BF3'OEt2, MeOH, H20

CH,(Cl,, t.a., 3 dias

(82%)
201b 151b

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, a una suspension de 1.55 g (7.14
mmoles, 3 eq) de 6xido de mercurio (II) en 95 mL de metanol y 7.6 mL de agua
destilada, se de anadieron bajo atmosfera de argéon 0.36 mL (2.86 mmoles, 1.2 eq) de
trifluoroboroeterato y una disolucion de 1.57 g (2.38 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-5-C-(tris(feniltio)metil)-a-D-glucofuranosa
(201b) en 12 mL de diclorometano, agitando luego la suspension resultante a
temperatura ambiente durante 3 dias. Al cabo de este tiempo se comprobo por c.c.f.
(acetato de etilo/hexano 1:3) la desaparicion del producto de partida, por lo que la
suspension se filtrd sobre celita lavando el residuo solido retenido con acetato de
etilo. La disolucion filtrada se concentré a sequedad en el rotavapor y el crudo
obtenido se disolvié en 40 mL de acetato de etilo, lavando luego la disolucion
resultante con disolucién acuosa saturada de cloruro amonico (3 x 10 mL), secandola
con sulfato sddico anhidro, filtrdndola y concentrandola a sequedad en el rotavapor.
El crudo asi obtenido se purifico por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:8 a 1:3.5) aislandose 0.74 g (1.94 mmoles, 82%) de la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-a-D-glucofuranosa  (151b),

como un aceite amarillo. [o]o®: -52.4° (c 1.21, CHCL).

RMN-'H (CDCl;, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.48 (s, 3H, CHs); 3.62 (ddd, 1H, Js+=4.3 Hz,
J56=6.4 Hz, ]15=8.8 Hz, H-5); 3.67 (s, 3H, OCHs); 4.17 (d, 1H, J54=3.3 Hz, H-3); 4.49 (d, 1H, J=11.3 Hz,
CH:Ph); 4.50 (dd, 1H, J54=3.3 Hz, J15=8.8 Hz, H-4); 4.62 (d, 1H, J1=4.0 Hz, H-2); 4.67 (d, 1H, J=11.3 Hz,
CH:Ph); 4.82 (dd, 1H, J56=6.4 Hz, J6s=15.0 Hz, H-6); 4.90 (dd, 1H, J56=4.3 Hz, Jsc=15.0 Hz, H-6); 5.86 (d,
1H, J12=4.0 Hz, H-1); 7.26-7.41 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.1 (CHs); 26.6 (CHs); 41.7 (CH); 52.4 (OCHs); 72.2 (CHz); 72.9
(CH>); 77.0 (CH); 81.9 (CH); 82.0 (CH); 104.5 (CH); 112.0 (C); 127.9 (2 x CH); 128.0 (CH); 128.4 (2 x CH);
136.8 (C); 169.9 (CO).

IR (0, cm): 1741 (£, CO); 1557 (£, NO2); 1376 (£, NO»).
EM-IQ (m/z, %): 382 (12, MH"); 306 (15, M - [CzHsNO2]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CisH23NOs: C 56.69, H 6.08, N 3.67; encontrado C 56.39, H 6.10, N
3.73.
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-D-glucosa
(179d).

O,N

TFA, H,0, t.a.,5h

151b 179d

Partiendo de 0.45 g (1.17 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-a-D-glucofuranosa (151b) y siguiendo el
procedimiento descrito para la preparacion de 179a (pag. 384), se obtuvo la 3-O-
bencil-5,6-didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-D-glucosa (179d) como un aceite

incoloro que se utilizé directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1R,2R,3R,4S,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180c) y el (1R,2R,3S5,45,5S,6R)-5-benciloxi-
3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180d).

NaHCO3,q) 2%) MeOZC/, OH MeO,C,, \\OH
MeOH, t.a., 12 h O\‘ Q,’IOH Ho\\ ’/OH

(85%)
179d 180c¢ (2.0:10.0) 180d

Partiendo de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-D-glucosa
(179d) obtenida de la reaccion anterior y siguiendo el procedimiento descrito para la
preparacion de la mezcla 180a + 180b (pag. 384), se aisld tras purificacion por
cromatografia en columna (diclorometano-metanol 20:1), 0.33 g (0.99 mmoles, 85%)
de una mezcla inseparable en relaciéon 2.0:10.0 (66% de e.d., calculado por RMN-'H)
del (1R,2R,3R,4S5,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de
metilo (180c¢) y el (1R,2R,3S5,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180d), como un sé6lido amorfo blanco que no

se pudo cristalizar.
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Preparacion del (1R,2R,3R,4S5,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180c) y del (1R,2R,3S5,45,5S,6R)-5-benciloxi-
6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (187c).

NOZ NOZ
MeO,C,, OH MeO,C,, OH
HOY “/OH HOY" “/OH
OBn OBn
180¢ 180c (13%)
(CH30),C(CH3),, PTSA
+ (2.0:10.0) » +
acetona, t.a., 24 h
NOZ N02
Me02C/,,. ' ‘\\\OH MeOZC/,,‘ ' WO
HO"" ; "/OH HO" ; "'
OBn OBn
180d 187¢ (73%)

Partiendo de 033 g (0.99 mmoles) de wuna mezcla 2.0:10.0 del
(1R,2R,3R,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de
metilo (180c¢) y el (1R,2R,3S5,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180d) y siguiendo el procedimiento descrito
para la preparacion de 187b (pag. 385), se obtuvo asi un residuo que se someti6 a
cromatografia en columna. Eluyendo primero con acetato de etilo/hexano 2:5 se
obtuvieron 0.27 g (0.72 mmoles, 73%) del (1R,2R,35,4S,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-
3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (187c), como un
solido amorfo de color blanco que se cristalizé en una mezcla de éter etilico y hexano
produciendo cristales incoloros de p.f. 126-128 °C y [a]o®: -86.7° (c 2.45, CHCL:). A
continuacion se eluyd la columna cromatografica con acetato de etilo/hexano 1:1,
obteniéndose 0.04 g (0.13 mmoles, 13%) del (1R,2R,3R,4S5,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-
trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180c) como un sdlido amorfo de

color blanco que no se consiguio cristalizar. [a]p®: +56.6° (c 2.03, CHsCOCH:).

(1R,2R,3S5,45,55,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de
metilo (187¢):

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.37 (s, 3H, CHs); 1.61 (s, 3H, CHs); 2.85 (d, 1H, Jsor.=7.3 Hz, OH-
6); 3.49 (dd, 1H, J16=2.6 Hz, J12=12.5 Hz, H-1); 3.74 (s, 3H, OCHs); 4.06 (dd, 1H, Js5=2.6 Hz, J5s=3.1 Hz,
H-5); 4.35-4.37 (m, 1H, H-4); 4.48-4.55 (m, 2H, H-6 + H-3); 4.66 (d, 1H, J=11.4 Hz, CH:Ph); 4.72 (d, 1H,
J=11.4 Hz, CH:Ph); 5.04 (dd, 1H, ]23=8.9 Hz, [1-=12.5 Hz, H-2); 7.31-7.43 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 25.7 (CHs); 27.9 (CHs); 44.9 (CH); 52.7 (OCHs); 69.7 (CH); 72.9
(CHa); 73.5 (CH); 76.0 (CH); 76.2 (CH); 84.6 (CH); 110.9 (C); 127.8 (2 x CH); 128.3 (CH); 128.6 (2 x CH);
136.7 (C); 170.2 (C).
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IR (0, cm): 3474 (a, OH); 1744 (f, CO); 1552 (£, NOz); 1390 (f, NO2).

EM-IQ (m/z, %): 382 (100, MH"); 91 (45, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para Ci1sH2sNOs: C 56.69, H 6.08, N 3.67; encontrado C 56.43, H 6.25, N

3.70.

Rayos X:
Crystal identification re06ocln
Chemical formula CisH23NOs
Formula weight 381.37
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71069
Crystal system Orthorhombic
Space group P21212
a(A) 6.017(5)
b (A) 9.417(5)
c(A) 33.452(5)
a(®) 90
B () 90
Y ) 0 90
Cell volume (A3) 1895.5(19)
V4 4
Calculated density (Mg/m?) 1.336
Absorption coefficient (mm-) 0.106
Fooo 808
Crystal size (mm) 0.42 x0.4 x 0.24

Description of crystal

Colourless prism

Absorption correction

Multi scan Bruker SADABS

Transmission coefficients (min, max) 0.7542, 0.975

0 range for data collection (°) 225<0<2242

Index ranges 0<h<7,0<k<11,0<1<40
Reflections measured 2054

Unique reflections 1573

Rint 0.0329

Observed reflections (I > 20(I)) 1573

Refinement method Refinement on F?
Parameters refined 289

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.135

R 0.0381

wR 0.1331

Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.162, 0.204
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(1R,2R,3R,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo (180c¢):

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 3.69 (dd, 1H, J1s=3.1 Hz, J12=11.9 Hz, H-1); 3.76 (s, 3H, OCHs); 3.81-
3.93 (m, 3H, H-5 + 2 x OH); 4.23-4.58 (m, 4H, H-3 + H-4 + H-6 + OH); 4.63 (d, 1H, J=11.6 Hz, CH2Ph);
4.70 (d, 1H, J=11.6 Hz, CH2Ph); 5.28 (dd, 1H, J25=3.4 Hz, ]1,=11.9 Hz, H-2); 7.29-7.39 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 41.8 (CH); 52.8 (OCHs); 69.6 (CH); 70.5 (CH); 72.9 (CH); 73.5
(CHa); 75.8 (CH); 81.1 (CH); 128.1 (2 x CH); 128.8 (CH); 128.9 (2 x CH); 135.8 (C); 171.5 (C).

IR (0, cm): 3349 (a, OH); 1729 (f, CO); 1552 (f, NOz); 1439 (m, NO»).
EM-IQ (m/z, %): 341 (6, M*); 282 (32, [M - C2H302]*); 91 (42, [PhCH_2]*); 57 (100).

Analisis elemental: calculado para CisH1oNOs: C 52.78, H 5.61, N 4.10; encontrado C 53.05, H 5.82, N
3.83.
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Preparacion del (1R,2R,35,4R,5S,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188d).
NO,
MeOoCy., O H, (1 atm), Pd-C (10%) MeOC..,
HO\\“ "'/o>< ac. citrico, MeOH, t.a., 48 h HOY © ><
OBn
187¢ 188d

Se hidrogenaron 0.30 g (0.81 mmoles) del (1R,2R,3S5,4S,5S,6R)-5-benciloxi-6-
hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato ~de metilo (187c)
siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion de 188c (pag. 388),
obteniéndose el (1R,2R,35,4R,5S5,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188d) como un aceite incoloro

cromatograficamente puro que se utilizé directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1R,2R,3S,4R,55,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188b).

NH, NHCbz
MeO,C,, 20 MeO,C,,
‘ >< CICbz, NaHCO; @ ><
HO“ 10 MeOH, H,0, t.a.,2 h HOY
OH (71% desde 187¢)
188d 188b

El (1R,2R,35,4R,55,6R)-2-amino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexa-
nocarboxilato de metilo (188d) obtenido de la reaccién anterior, se sometio a las
condiciones de reaccidon descritas para la preparacion de 188a (pag. 388),
obteniéndose tras cristalizacion en una mezcla de éter etilico y diclorometano, 0.23 g
(0.57 mmoles, 71% desde 187c) del (1R,2R,3S,4R,5S,6R)-2-benciloxicarbonilamino-
5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188b) como
cristales incoloros de p.f. 146-148 °C. [a]o?: -39.8° (¢, 2.13 CHsCOCH).

RMN-'H (CDCls, 300 MHz, ppm): 1.34 (s, 3H, CHs); 1.52 (s, 3H, CHs); 1.66 (s, 2H, 2 x OH); 2.78 (sa,
1H, NH); 3.25 (sa, 1H, H-2); 3.33 (d, 1H, J=7.0 Hz, H-1); 3.66 (s, 3H, OCHs); 4.02 (sa, 1H, H-6); 4.23 (sa,
2H, H-3 + H-4); 4.35 (sa, 1H, H-5); 5.04-5.14 (m, 2H, CH2Ph); 7.31-7.37 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-5C (CDsCOCDs, 62.5 MHz, ppm): 27.1 (CHs); 29.2 (CHs); 48.9 (CH); 51.8 (CH); 52.8 (OCHs);
67.3 (CHz); 71.5 (CH); 72.3 (CH); 78.3 (CH); 80.6 (CH); 110.5 (C); 129.4 (3 x CH); 130.1 (2 x CH); 139.4
(C); 157.7 (CO); 173.7 (CO).

IR (¥, cm): 3465 (a, OH); 3420 (f, NH); 1749 (f, CO); 1693 (f, CO).
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EM-IQ (m/z, %): 396 (8, MH?*); 352 (9, [MH - CsHs]*); 338 (13, [MH - C2H302]); 91 (100, [PhCH2]*).

Analisis elemental: calculado para CisH2sNOs: C 57.71; H 6.37; N 3.54; encontrado C 57.91, H 6.30, N

3.37.
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Preparacion del acido (1R,2R,35,4R,5S,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-
3,4-isopropilidendioxiciclohexanico (204a).

NHCbz NHChz
MeO,C,, HO,C,, ‘
2 Ba(OH)Z'sto 2%, W \0
(o< -~ ()0
HO™ THF, H,0, t.a, 1h HO g
OH
188b 204a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL, a una disolucion de 0.34 g (0.85
mmoles) del (1R,2R,3S,4R,5S,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato de metilo (188b) en 34 mL de una mezcla
1:2 de tetrahidrofurano y agua se le afiadieron 0.80 g (2.55 mmoles, 3 eq) de
hidroxido de bario octahidratado y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente
durante 1 hora. A continuacién se neutralizé la disolucion con resina dcida DOWEX
50 WX4-50, se filtrd y se concentrd a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi el acido
(1R,2R,35,4R,5S,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxi-
ciclohexdnico (204a) como un aceite incoloro cromatograficamente puro que se

utilizé directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del acido (1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-bis-(t-
butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanico (206a).

NHCbz a) TBDMSCI, im, DMF NHCbz
HOZC/,,' \\\O HOZC/,
%< 80°C,15h ><
HOY (o) b) MeOH (96%), t.a.,2 h TBDMSO"
OH (75% desde 188b) OTBDMS
204a 206a

El acido (1R,2R,35,4R,55,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanico (204a) obtenido de la reaccidon anterior se disolvio
en un matraz de reaccion de 10 mL conectado a un refrigerante y bajo atmosfera de
argon, con 3.4 mL de N,N-dimetilformamida seca y se le anadieron 0.69 g (10.2
mmoles, 12 eq) de imidazol y 128 g (8.5 mmoles, 10 eq) de cloruro de
t-butildimetilsililo. La mezcla resultante se calent6 a 80 °C durante 15 horas y
transcurrido ese tiempo se afiadieron 2.6 mL de metanol y se agité 2 horas mas a
temperatura ambiente. A continuacion se elimind el disolvente en el rotavapor y el
crudo obtenido se purificd por cromatografia en columna (diclorometano/metanol
30:1), aislandose 0.39 g (0.64 mmoles, 75% desde 188b) del acido (1R,2R,35,4S,5R,6R)-
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2-benciloxicarbonilamino-5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclo-
hexanico (206a) en forma de sdlido amorfo de color blanco que se cristalizd de
diclorometano obteniendo cristales incoloros con p.f. 152-154 °C. [a]p®: -34.0° (c 1.33,

cloroformo).

RMN-'H (CDCls, 300 MHz, ppm): -0.06 (s, 3H, CHs-5i); 0.01 (s, 3H, CHs-5i); 0.06 (s, 3H, CHs-5i); 0.07
(s, 3H, CHs-5i); 0.80 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 0.85 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 1.26 (sa, 3H, CHzs); 1.45 (sa, 3H,
CHs); 2.82 (s, 1H, H-1); 2.89 (s, 1H, H-2); 3.95-4.17 (m, 4H, H-3 + H-4 + H-5 + H-6); 4.39 (sa, 1H, NH);
5.01-5.04 (m, 2H, CH2Ph); 7.20-7.25 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 75 MHz, ppm): -5.4 (CHs); -5.0 (CHs); -4.9 (CHa); -4.6 (CHb); 17.7 (C); 17.8 (C); 25.6
(3 x CHs); 25.6 (3 x CHa); 25.9 (CHs); 27.9 (CHa); 31.4 (CH); 36.3 (CH); 49.7 (CH); 66.5 (CHz); 70.1 (CH);
73.9 (CH); 78.5 (CH); 108.9 (C); 127.5 (CH); 127.7 (2 x CH); 128.1 (2 x CH); 136.6 (C); 163.0 (CO); 175.2
(CO).

IR (0, cm): 3354 (a, NH + OH); 1718 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 610 (46, MH"); 566 (27, [MH - CHO2]*); 91 (100, [PhCH:]".

Analisis elemental: calculado para CaoHs:NOsSiz2: C 59.08, H 8.93, N 2.30; encontrado C 59.45, H 8.79,
N 2.31.
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Preparacion del 2-((1R,2R,35,4S5,5R,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-bis-(t-
butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de
metilo (207a).

l'\lHCbz MeO,C~ “NH NHCbz
HOZC/,, A w0 H-Gly-OMe-HCI, TBTU 07" O
L)X > X
TBDMSO" ‘0 DIEA, DMF, t.a., 12 h TBDMSO" ‘0
OTBDMS 83%) OTBDMS
206a 207a

En un matraz de fondo redondo de 5 mL se disolvieron bajo atmdsfera de
argon, 0.054 g (0.090 mmoles) del acido (1R,2R,35,4S5,5R,6R)-2-
benciloxicarbonilamino-5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclo-
hexanocarboxilico (206a) en 1 mL de N,N-dimetilformamida seca. A continuacion se
anadieron 0.046 g (0.14 mmoles, 1.5 eq) de TBTU, la disolucion resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 5 minutos, se afadieron 0.014 g (0.11 mmoles, 1.2 eq)
de clorhidrato de metoxicarbonilglicina y tras otros 15 minutos mas de agitaciéon
0.063 mL (0.36 mmoles, 4 eq) de diisopropiletilamina seca, continuando la agitacién
de la mezcla a temperatura ambiente y bajo atmdsfera de argon durante 12 horas.
Finalmente la mezcla se concentrd a sequedad en el rotavapor y el crudo obtenido se
purifico por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:5), aislandose 0.050
g (0.075 mmoles, 83%) del 2-((1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-bis-
(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de

metilo (207a), como un aceite amarillo. [o]p?: -21.5° (c 3.01, cloroformo).

RMN-'H (CDCl;, 300 MHz, ppm): -0.09 (s, 3H, CHs-Si); 0.03 (s, 3H, CHs-Si); 0.04 (s, 3H, CH:-Si); 0.05
(s, 3H, CH>-Si); 0.82 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 0.85 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 1.13-1.22 (m, 1H, NH); 1.27 (s,
3H, CHa); 1.47 (s, 3H, CHs); 2.72-2.87 (m, 1H, H-1); 3.54-3.62 (m, 4H, OCHs + H-Gly); 3.85-4.09 (m, 5H,
H-Gly + H-3 + H-4 + H-5 + H-6); 4.84-5.09 (m, 3H, H-2 + CH:Ph); 7.02 (sa, 1H, NH); 7.21-7.27 (m, 5H, 5
x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 75 MHz, ppm): -5.5 (CHs); -4.9 (CHs); -4.7 (CHa); -4.3 (CHb); 17.8 (C); 17.9 (C); 25.6
(6 x CHs); 26.0 (CHz); 28.2 (CHz); 41.2 (CH2); 48.7 (CH); 48.9 (CH); 52.0 (OCH); 67.0 (CHa); 69.7 (CH);
74.0 (CH); 77.9 (CH); 78.5 (CH); 109.4 (C); 127.9 (3 x CH); 128.3 (2 x CH); 136.3 (C); 157.5 (CO); 169.6
(CO); 171.1 (CO).

IR (0, cm): 3337 (a, NH); 1755 (£, CO); 1701 (£, CO); 1671 (f, CO).
EM-IQ (m/z, %): 682 (13, MH:*); 666 (4, [MH - CHs]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CssHseN20sSi2: C 58.20, H 8.29, N 4.11; encontrado C 58.49, H 8.04,
N 3.97.
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Preparacion del 2-((1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-amino-5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de metilo (208a).

MGOZC/\/TH NHCbz Meozc/\/'l\".' f"le
07" O H, (1 atm), Pd-C (10%) o7 0
L)< . (%
TBDMSO" "0 MeOH, t.a.,2 h TEDMSO" g
OTBDMS OTBDMS
207a 208a

En un matraz de fondo redondo de 10 mL con una disolucién desoxigenada
de 0.032 g (0.047 mmoles) del 2-((1R,2R,3S5,45,5R,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-
bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de
metilo (207a) en 1 mL de metanol se anadieron 0.032 g (10% en peso de paladio) de
paladio sobre carbon activo al 10% y la mezcla se purgd con hidrogeno. La
suspension resultante se agitd a temperatura ambiente bajo 1 atmdsfera de presion
de hidrégeno durante 2 horas y a continuacion se filtro sobre celita y los liquidos
filtrados se concentran a sequedad en el rotavapor. Se obtuvo asi 2-
((1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-amino-5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxi-
ciclohexanocarboxamido)acetato de metilo (208a) como un aceite incoloro

cromatograficamente puro que se utilizo directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del 2-((1R,2R,3S5,4S,5R,6R)-2-(2-(benciloxicarbonilamino)acetilamino)-
5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)ace-
tato de metilo (209a).

o
NHCbz
MeO,C~ >NH NH, MeO,C~ “NH HrilJ\/
07" N0 Cbz-Gly-OH, TBTU ~ o7 " "“°><
TBDMSO"" "0 DIEA, DMF, t.a., 6 h TBDMSO" o]
OTBDMS (75% desde 207a) OTBDMS
208a 209a

Una disolucién del 2-((1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-amino-5,6-bis-(t-
butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de metilo
(208a) en 1 mL de N,N-dimetilformamida seca, se anadié a través de una canula
sobre una disolucion de 0.011 g (0.054 mmoles, 1.15 eq) de N-benciloxicarbonilglicina
y 0.030 g (0.087 mmoles, 1.85 eq) de TBTU en 0.5 mL de N,N-dimetilformamida seca.
Tras agitar 15 minutos a temperatura ambiente y bajo atmdsfera de argon, se

anadieron 0.025 mL (0.14 mmoles, 3 eq) de diisopropiletilamina seca y se continuo la

-415 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

agitacion durante 6 h mas. Después se elimino el disolvente en el rotavapor y el
residuo resultante se purifico por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano
2:3), aislandose 0.026 g (0.035 mmoles, 75% desde 207a) del 2-((1R,2R,3S,4S,5R,6R)-2-
(2-(benciloxicarbonilamino)acetilamido)-5,6-bis-(t-butildimetilsililoxi)-3,4-
isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)acetato de metilo (209a), como un aceite
amarillo. [a]p?: -16.4° (¢ 1.66, CHCls).

RMN-'H (CDCl;, 300 MHz, ppm): -0.05 (s, 3H, CHs-Si); 0.09 (s, 3H, CHs-Si); 0.12 (s, 3H, CH:-Si); 0.13
(s, 3H, CH5-Si); 0.90 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 0.92 (s, 9H, 3 x CHs-BuSi); 1.32 (s, 3H, CHs); 1.51 (s, 3H,
CH); 1.80 (sa, 1H, NH); 2.82-2.91 (m, 1H, H-1); 3.48 (dd, 1H, J=4.7 Hz, J=17.0 Hz, H-Gly); 3.65 (s, 3H,
OCH); 3.84 (dd, 1H, J=5.3 Hz, J=17.0 Hz, H-Gly); 3.94 (dd, 1H, Js+=4.7 Hz, J>5=8.8 Hz, H-3); 4.03-4.15
(m, 4H, H-4 + H-5 + H-6 + H-Gly); 4.31 (dd, 1H, J=7.0 Hz, J=17.0 Hz, H-Gly); 4.73-4.83 (m, 1H, H-2);
5.13 (s, 2H, CH:Ph); 6.31 (sa, 1H, NH); 7.02 (sa, 1H, NH); 7.31-7.37 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-13C (CDCls, 75 MHz, ppm): -5.6 (CHs); -4.9 (CHs); -4.8 (CH3); -4.4 (CHs); 17.8 (C); 17.9 (C); 25.5
(3 x CHs); 25.6 (3 x CHs); 26.1 (CHs); 28.1 (CHa); 41.1 (CHz); 45.2 (CHz); 46.1 (CH); 48.9 (CH); 52.2
(OCH3); 67.1 (CHz); 69.8 (CH); 73.9 (CH); 77.2 (CH); 78.5 (CH); 109.4 (C); 128.1 (3 x CH); 128.5 (2 x
CH); 136.2 (C); 156.6 (CO); 170.5 (CO); 171.4 (CO); 171.5 (CO).

IR (0, cm): 3323 (a, NH); 1722 (f, CO); 1667 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 739 (50, MHz*); 738 (100, MH-); 737 (60, M*); 91 (86, [PhCH_]*).

Analisis elemental: calculado para CssHssN3O10Siz2: C 56.96, H 8.06, N 5.69; encontrado C 57.28, H 8.14,
N 5.37.
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Preparacion de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-nitro-L-idosa
(189b).

O2N

AcOH, H,O, ref, 2.5 h

En un matraz de fondo redondo de 50 mL con un refrigerante acoplado, una
disolucion de 1.02 g (1.81 mmoles) de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-
1,2-O-isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa (184a) en 46 mL de una mezcla 3:1 de
acido acético y agua se calentd a reflujo durante 2.5 horas y a continuacion se elimind
el disolvente en el rotavapor y se hicieron tres coevaporaciones con 10 mL de
tolueno cada una. Se obtuvo asi la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-
nitro-L-idosa (189b) como un aceite incoloro cromatograficamente puro, que se usé

directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (25,3R,45)-2-benciloxi-4-(1,3-ditian-2-il)-3-hidroxi-5-nitropentanal
(210a).

O,N O,N
S Pb(OAc)4, benceno, t.a.,2 h S OH
>
(/ K/S CHO
BnO
189b 210a

La 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-6-nitro-L-idosa (189b) obtenida
en la reaccidn anterior se disolvio en 23 mL de benceno y se le afiadieron 1.02 g (2.31
mmoles, 1.0 eq) de tetraacetato de plomo. La suspension resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas, se filtrd, se diluy6 con 50 mL de cloroformo y
la disolucién obtenida se lavd con agua (50 mL), disolucidon acuosa saturada de
bicarbonato sddico (50 mL) y disolucion acuosa saturada de cloruro sédico (50 mL),
secandola luego con sulfato sédico anhidro, filtrandola y concentrandola a sequedad
en el rotavapor. Se obtuvo asi el (25,3R,45)-2-benciloxi-4-(1,3-ditian-2-il)-3-hidroxi-5-
nitropentanal (210a) como un aceite incoloro cromatograficamente puro, que se uso

directamente en la siguiente reaccion.
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Preparacion del (1S5,25,3R,45,5R)-4-benciloxi-3,5-dihidroxi-2-nitrociclopentano-
carbaldehidoditiopropilenacetal (211a) y del (1S,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-
dihidroxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (211b).

N
0: on NaHCOj3(q) (2%) L‘l NO,
S MeOH, t.a., 24 h OH WOH
K/S CHO (82% desde 184a)
BnO OBn HO
210a 211a

(10:6) 211b

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, se disolvio el (25,3R,4S5)-2-
benciloxi-4-(1,3-ditian-2-il)-3-hidroxi-5-nitropentanal (210a) obtenido en la reaccion
anterior, en 60 mL de metanol y 20 mL (4.62 mmoles, 2.0 eq) de disolucion acuosa al
2% de bicarbonato sodico. La mezcla obtenida se agitd a temperatura ambiente
durante 24 horas, se neutralizo con resina dcida DOWEX 50 WX4-50, se filtro y se
elimind el disolvente en el rotavapor. El residuo resultante se sometié a
cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano 1:2) aislandose 0.71 g (1.89
mmoles, 82% desde 184a) de una mezcla inseparable del (1S5,2S,3R,4S,5R)-4-
benciloxi-3,5-dihidroxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (211a) y
el (15,25,35,45,5R)-4-benciloxi-3,5-dihidroxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditio-
propilenacetal (211b) en relacion 10:6 (25% de e.d., calculado por RMN-*C), como un
solido amorfo de color blanco que se cristalizé de diclorometano, formando cristales

incoloros de la mezcla 211a + 211b.

RMN-H (CDs0OD, 250 MHz, ppm): 1.71-2.04 (m, 4H, 2 x H-ditiano-211a + 2 x H-ditiano-211b); 2.61-
2.91 (m, 8H, 4 x H-ditiano-211a + 4 x H-ditiano-211b); 3.04-3.23 (m, 2H, H-1-211a + H-1-211b); 3.71-3.81
(m, 2H, H-4-211a + H-4-211b); 3.98-4.05 (m, 2H, H-5-211a + H-5-211b); 4.15-5.15 (m, 10H, H-2-211a +
H-2-211b + H-3-211a + H-3-211b + H-6-211a + H-6-211b + CH2Ph-211a + CH2Ph-211b); 7.25-7.40 (m,
10H, 5 x H-Ph-211a + 5 x H-Ph-211b).

RMN-:C (CD;OD, 62.5 MHz, ppm): 26.2 (CH2-211a); 26.3 (CH2-211b); 28.9 (2 x CHz-211a); 29.9 (CHz-
211b); 30.1 (CH2-211b); 48.3 (CH-211b); 48.7 (CH-211a); 52.2 (CH-211b); 53.5 (CH-211a); 72.7 (CHa-
211a); 73.2 (CH2-211b); 74.1 (CH-211b); 74.9 (CH-211a + CH-211b); 77.1 (CH-211a); 85.0 (CH-211a); 87.6
(CH-211b); 89.4 (CH-211b); 93.6 (CH-211a); 128.5 (CH-211a); 128.6 (2 x CH-211b); 128.8 (2 x CH-211a);
128.9 (CH-211b); 129.1 (2 x CH-211b); 129.3 (2 x CH-211a); 138.8 (C-211a); 139.2 (C-211b).

IR (0, cm): 3512 (a, OH); 3381 (a, OH); 1551 (f, NO2); 1372 (£, NO2).
EM-IQ (m/z, %): 371 (4, M*); 174 (52); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CisH21NOsS2: C 51.73, H 5.70, N 3.77, S 17.26; encontrado C 51.56,
H 6.00, N 3.57,S17.61.
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Rayos X:
Crystal identification re050c1n
Chemical formula CisH21NO552
Formula weight 371.46
Temperature (K) 293
Wavelength (A) 0.71069
Crystal system Monoclinic
Space group P2
a(A) 12.727(3)
b (A) 5.5940(12)
c(A) 13.091(3)
a (°) 90
B(°) 114.634
y ) 0 90
Cell volume (A3) 847.2(3)
V4 2
Calculated density (Mg/m?) 1.456
Absorption coefficient (mm-) 0.341
Fooo 392
Crystal size (mm) 0.25x0.1x0.1

Description of crystal

Colourless prism

Absorption correction

None

Transmission coefficients (min, max)

0.9197, 0.9667

0 range for data collection (°)

1.71<0<26.43

Index ranges

-15<h<14,-6<k<6,0<1<16

Reflections measured

7163

Unique reflections 3368
Rint 0.0349
Observed reflections (I >20(I)) 3368

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Parameters refined

272

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.086

R 0.0593

wR 0.0875

Residual electron density (min, max) (eA?) | -0.267,0.235
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparacion del (1S,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclo-
pentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (218a) y del (15,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-
3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (218b).

LA N
S/KQ’ OH S/KQ’ O_ome
HO  ‘OBn ,~0  '0Bn
211a MeO 218a

(CH30),CH,, P,05
+ > +

CH2C12, I'Ef, 12 h

Cs NO; (89%) s N
S*Q‘“\OH sx “\\O\/OMe

HO OBn /\0\ OBn
211b 218b

En un matraz de fondo redondo de 50 mL conectado a un refrigerante y bajo
atmosfera de argdn, a una disolucién de 0.23 g (0.62 mmoles) de una mezcla del
(1S5,25,3R,4S5,5R)-4-benciloxi-3,5-dihidroxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopro-
pilenacetal (211a) y el (15,25,3S,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-dihidroxi-2-nitrociclopen-
tanocarbaldehidoditiopropilenacetal (211b) en 13 mL de diclorometano seco, se le
anadieron 1.7 mL (18.57 mmoles, 30 eq) de formaldehidodimetilacetal y 0.527 g (3.71
mmoles, 6 eq) de pentoxido de fosforo y la suspension resultante se calentd a reflujo
durante 12 horas. Luego se filtré y se eliminaron los disolventes en el rotavapor y el
crudo obtenido se purificd por cromatografia en columna (acetato de etilo/hexano
1:6) aislandose 0.25 g (0.55 mmoles, 89%) de una mezcla inseparable del
(1S5,25,3R,45,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehido-
ditiopropilenacetal (218a) y el (15,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-

nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (218b), como un aceite amarillo.

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.79-2.13 (m, 4H, 2 x H-ditiano-218a + 2 x H-ditiano-218b); 2.61-
2.90 (m, 8H, 4 x H-ditiano-218a + 4 x H-ditiano-218b); 3.18-3.42 (m, 2H, H-1-218a + H-1-218b); 3.29 (s,
3H, OCH3s-218b); 3.31 (s, 3H, OCHs-218a); 3.37 (s, 3H, OCHs-218a); 3.39 (s, 3H, OCHs-218b); 3.70-3.96
(m, 4H, H-4-218a + H-5-218a + H-4-218b + H-5-218b); 4.08-4.38 (m, 4H, H-3-218a + H-6-218a + H-3-
218b + H-6-218b); 4.56-4.80 (m, 12H, 2 x CH2OMe-218a + CH2Ph-218a + 2 x CH20Me-218b + CH2Ph-
218b); 5.13 (dd, 1H, J25=7.3 Hz, ]1,=8.9 Hz, H-2-218b); 5.23 (t, 1H, J12=]23=6.6 Hz, H-2-218a); 7.23-7.35
(m, 10H, 5 x H-Ph-218a + 5 x H-Ph-218b).

RMN-5C (CDCls;, 62.5 MHz, ppm): 24.9 (CH:-218b); 25.0 (CH:-218a); 27.3 (CH2-218b); 27.4 (CHa-
218b); 29.2 (CH:-218a); 29.4 (CH:-218a); 46.9 (CH-218b); 47.6 (CH-218a); 50.4 (CH-218a); 51.4 (CH-
218b); 55.5 (OCH:-218b); 55.6 (OCH3-218b); 55.6 (OCH3-218a); 55.7 (OCH3-218a); 71.5 (CH2-218b); 71.9
(CH2-218a); 78.9 (CH-218b); 79.1 (CH-218a); 80.1 (CH-218b); 81.0 (CH-218b); 81.2 (CH-218a); 83.5 (CH-
218a); 86.4 (CH-218a); 90.6 (CH-218b); 95.8 (CH:-218b); 96.0 (CH:-218a + CH2-218b); 96.5 (CH2-218a);
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127.4 (2 x CH-218a); 127.6 (2 x CH-218b); 127.7 (CH-218a); 127.7 (CH-218b); 128.1 (2 x CH-218a); 128.2
(2 x CH-218b); 137.0 (C-218b); 137.3 (C-218a).

IR (0, cm): 1554 (f, NO2); 1368 (m, NO).
EM-IQ (m/z, %): 459 (3, M*); 119 (57, [CsH7S2]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para C20H20NO7S2: C 52.27, H 6.36, N 3.05, S 13.95; encontrado C 52.45,
H 6.22, N 2.89, S 14.05.

o one, (e
S o\/oMe + s/K "‘\o\/OMe

o ‘oBn 0 ‘oen
MeOF MeOF
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Preparacion del (1S,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclo-
pentanocarbaldehido (219a) y del (1S,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-
metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehido (219b).

C O_ome kQ’ \—OMe

OBn

|IZ
”Z

/\
MeO 218a 219a

HgO, BF3‘OEt2 - +
THF, H,0, t.a., 1.5 h
2 NO,

C/KQ “O_ome »\ ~O_ome

,~0 oBn

218b MeO 219b

Se hicieron reaccionar 0.24 g (0.66 mmoles) de una mezcla del
(1S5,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehido-
ditiopropilenacetal (218a) y el (15,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-
nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal (218b) siguiendo el procedimiento
descrito para la preparacion de 185a (pag. 381), obteniéndose una mezcla del
(15,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehido
(219a) y el (15,25,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentano-
carbaldehido (219b) como un aceite incoloro cromatograficamente puro que se

utilizé directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del acido (1S5,25,3R,45,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-
nitrociclopentanocarboxilico (220a) y del acido (15,2S,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-

metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilico (220b).

o NO NO,
H O__ome HOCa O __oMe
/\0\ OBn /\O\ OBn
MeO MeO
219a NaClO,, NaH,PO4-2H,0, 2-metil-2-buteno 220a
+ - +
o NO, MeOH, H,0, t.a., 1 h NO,
H "‘\O\/OMG HOZC \\\0\/0Me
/\0\ OBn /\0\ OBn
M MeO
219b 220b

La mezcla del (15,2S,3R,45,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-
nitrociclopentanocarbaldehido (219a) y el (15,2S,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-
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metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarbaldehido (219b) obtenida de la reaccién
anterior se tratd en las condiciones de reaccion descritas para la preparacion de 151c
(pag. 381), obteniéndose una mezcla del acido (1S,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-
metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilico (220a) y el acido (1S5,2S,35,4S,5R)-4-
benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilico (220b) como un aceite

amarillo que se utilizd directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1S,25,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-
nitrociclopentanocarboxilato de metilo (221a) y del (15,2S,35,4S,5R)-4-benciloxi-

3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilato de metilo (221b).

NO, NO;
/\0\ OBn /\O\ OBn
MeO MeO
220a TMSCHN,, Et,0, MeOH 221a
+ : +
NO, t.a., 15 min NO,
: (67% desde 218a + 218b) :
HOZC\ “‘\0\/0M6 MeOZC\ m\O\/OMe
/\0\ OBn /\0\ OBn
MeO o0 MeO  »1p

La mezcla del acido (15,2S5,3R,45,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-
nitrociclopentanocarboxilico (220a) y el acido (1S,2S,3S,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-
metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilico (220b) obtenida de la reaccién anterior
se trato en las condiciones de reaccidon descritas para la preparacion de 151a (pag.
382), obteniéndose tras purificacion por cromatografia en columna (acetato de
etilo/hexano 1:5), 0.18 g (0.44 mmol, 67% desde 218a + 218b) de una mezcla
inseparable del (15,2S,3R,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopenta-
nocarboxilato de metilo (221a) y el (15,2S,35,4S,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-

2-nitrociclopentanocarboxilato de metilo (221b), como un aceite incoloro.

RMN-H (CDCls, 250 MHz, ppm): 3.29 (s, 3H, OCHs-221b); 3.30 (s, 3H, OCHs-221a); 3.33 (s, 3H,
OCH:-221b); 3.36 (s, 3H, OCH:-221a); 3.55 (dd, 1H, J15=2.7 Hz, J12=6.9 Hz, H-1-221a); 3.70 (s, 3H,
OCHs-221a); 3.76 (s, 3H, OCH:-221b); 3.83 (dd, 1H, J15=6.7 Hz, J12=9.6 Hz, H-1-221b); 3.95-3.98 (m, 2H,
H-5-221a + H-5-221b); 4.21-4.25 (m, 1H, H-4-221b); 4.44-4.76 (m, 15H, H-3-221a + H-4-221a + 2 x
CH:0Me-221a + CH:Ph-221a + H-3-221b + 2 x CH20Me-221b + CH:Ph-221b); 5.30 (dd, 1H, J25=5.5 Hz,
J12=9.6 Hz, H-2-221b); 5.45 (dd, 1H, [1=6.9 Hz, J23=8.2 Hz, H-2-221a); 7.25-7.36 (m, 10H, 5 x H-Ph-221a
+5x H-Ph-221b).

RMN-1C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 50.4 (CH-221b); 52.0 (CH-221a); 52.5 (OCH3-221b); 52.7 (OCH3-
221a); 55.4 (OCH3-221b); 55.5 (OCH3-221a); 55.6 (OCH3-221a); 55.7 (OCH3-221b); 71.7 (CHz-221a); 71.8
(CH2-221b); 78.5 (CH-221b); 78.9 (CH-221a); 80.4 (CH-221a); 80.6 (CH-221a); 81.7 (CH-221b); 84.3 (CH-
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221b); 85.6 (CH-221b); 88.5 (CH-221a); 95.8 (CH2-221b); 95.9 (CH2-221a); 96.0 (CH2-221b); 96.3 (CHz-
221a); 127.6 (2 x CH-221a + 2 x CH-221b); 127.8 (CH-221a); 127.9 (CH-221b); 128.3 (2 x CH-221a); 128.3
(2 x CH-221b); 137.1 (C-221b); 137.2 (C-221a); 169.8 (CO-221a); 171.3 (CO-221b).

IR (0, cm): 1741 (f, CO); 1558 (f, NO2); 1377 (m, NO2).

EM-IQ (m/z, %): 400 (7, MH*); 354 (4, [M - C2:H50]*); 91 (100, [PhCH_:]*).

Analisis elemental: calculado para CisH2sNOo: C 54.13, H 6.31, N 3.51; encontrado C 53.86, H 6.45, N
3.23.

o NoO; o NG
MeO)L 0\/0Me + Meo ‘.\\O\/OMe
O\\C OBn d OBn
MeO/‘ MeO/‘
221a 221b

L o
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Preparacion del (15,25,3R,4S,5R)-2-amino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-
ciclopentanocarboxilato de metilo (222a) y del (1S,25,3S,4S,5R)-2-amino-4-hidroxi-

3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (222b).

o NO NH,
Meo)kQ’o\/O'VIe )\\ O__ome
,—0 0Bn Fd OH
H atm y Pd- (]
N 02 ac. citrico, MeOH, t.a., 2 dias NH2
Meoﬁo“ OBn Meoﬁd OH
221b 222b

Se sometieron 0.33 g (0.84 mmoles) de una mezcla del (1S5,25,3R,4S,5R)-4-
benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilato de metilo (221a) y el
(1S,25,3S,45,5R)-4-benciloxi-3,5-bis-metoximetoxi-2-nitrociclopentanocarboxilato de
metilo (221b) a las condiciones de hidrogenacion descritas para la preparacion de
188c¢ (pag. 388), obteniéndose una mezcla del (15,25,3R,4S,5R)-2-amino-4-hidroxi-3,5-
bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (222a) y el (15,25,35,4S,5R)-2-
amino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (222b)

como un aceite incoloro que se utiliz6 directamente en la siguiente reaccion.

Preparacion del (1S,25,3R,45,5R)-2-benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-
metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (223a) y del (1S,25,3S,4S,5R)-2-
benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato
de metilo (223b).

NH, NHChz
)L O__ome )L O__ome
/‘O\ OH /\O\ OH
MeO 5,y MeO 2232 (47%)
CbzCl, NaHCO;
+ - +
MeOH, H,0, t.a.,2 h
NH, NHCbz
))\ ‘O__ome ))\ ‘0__ome
/\0° OH /\d OH
MeO MeO
222b 223b (24%)

-427 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

La mezcla del (15,25,3R,4S,5R)-2-amino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-
ciclopentanocarboxilato de metilo (222a) y el (15,25,3S,4S,5R)-2-amino-4-hidroxi-3,5-
bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (222b) obtenida en la reaccion
anterior, se sometio a las condiciones de reaccion descritas para la preparacion de
188a (pag. 388), obteniéndose tras purificacion por cromatografia en columna
(acetato de etilo/hexano 1:1), 0.16 g (0.39 mmoles, 47%) del (15,2S,3R,4S,5R)-2-
benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato  de
metilo (223a) como un aceite amarillo con [a]p®: -4.9° (c 2.25, CHCls); y 0.08 g (0.20
mmoles, 24%) del (15,25,35,4S,5R)-2-benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-
metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo (223b) como un aceite amarillo con
[a]p?: -19.1° (c 2.05, CHCL).

(15,25,3R 45,5R)-2-benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato
de metilo (223a):

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 2.80-2.86 (m, 1H, H-1); 3.20 (s, 1H, OH); 3.32 (s, 3H, OCHs); 3.34 (s,
3H, OCHs); 3.68 (s, 3H, OCHs); 4.04-4.22 (m, 4H, H-2 + H-3 + H-4 + H-5); 4.65-4.75 (m, 4H, 2 x
CH:0OMe); 5.08 (s, 2H, CH2Ph); 5.69 (d, 1H, J=7.7 Hz, NH); 7.31-7.33 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 51.5 (CH); 52.1 (OCHs); 55.3 (OCHs); 55.5 (OCH3); 56.5 (CH); 66.5
(CHa); 73.9 (CH); 79.6 (CH); 82.4 (CH); 95.9 (CHz); 96.0 (CHz); 127.9 (3 x CH); 128.3 (2 x CH); 136.1 (C);
155.5 (CO); 172.5 (CO).

IR (6, cm*): 3346 (a, OH + NH), 1731 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 414 (13, MH?*); 354 (24, [M - C:Hz02]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CisH2/NOe: C 55.20, H 6.58, N 3.39; encontrado C 55.45, H 6.81, N
3.31.
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(15,25,35,4S5,5R)-2-benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato
de metilo (223b):

RMN-1H (CDCls, 250 MHz, ppm): 2.86-2.93 (m, 1H, H-1); 3.37 (s, 3H, OCH3); 3.38 (s, 3H, OCHs); 3.42-
442 (m, 5H, OH + H-2 + H-3 + H-4 + H-5); 3.68 (s, 3H, OCHs); 4.64-4.76 (m, 4H, 2 x CH2OMe); 5.08 (s,
2H, CH2Ph); 5.51 (d, 1H, J=7.6 Hz, NH); 7.31-7.35 (m, 5H, 5 x H-Ph).

RMN-:C (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 52.2 (OCH3); 52.4 (OCHs); 53.6 (CH); 55.6 (OCH); 55.8 (CH); 66.7
(CHa); 79.9 (CH); 80.1 (CH); 84.4 (CH); 96.1 (CHz); 97.0 (CHz); 128.0 (2 x CH); 128.0 (CH); 1284 (2 x
CH); 136.2 (C); 155.7 (CO); 172.5 (CO).

IR (0, cm): 3438 (a, OH + NH), 1729 (f, CO); 1704 (£, CO).
EM-IQ (m/z, %): 414 (8, MH?); 354 (16, [M - C:Hz02]*); 91 (100, [PhCH:]").

Analisis elemental: calculado para CisH2zNOe: C 55.20, H 6.58, N 3.39; encontrado C 55.38, H 6.72, N
3.21.

- 430 -



Parte Experimental

Jr ffj/ e

S

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

N
N
N

172.5
155.7

79.9
55.8
55.6
53.6
52.4
52.2

TT— 66.7

84.4

TT— 96.1
— 80.1

—
SR

A
—

-431 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-D-mannitol (234).

H ; MeO),CMe,, PTSA o i
o\)\g/Y\OH ( )2 2 - \)YY\O
OH OH DMSO,r.t., 18 h OH O\T/\
(48%)

141 234

D-Mannitol (141) (61 g, 335.9 mmol), anhydrous dimethylsulfoxide (150 mL),
2,2-dimethoxypropane (120 mL, 1004.6 mmol, 3 eq) and p-toluenesulfonic acid
monohydrate (6.37 g, 33.49 mmol, 0.1 eq) were poured into a round bottom flask and
the mixture was stirred under nitrogen atmosphere at room temperature for 18
hours. Then the solution was added over sodium bicarbonate aqueous solution (3%,
400 mL) and the mixture was extracted with ethyl acetate (5 x 100 mL). The pooled
organics layers were dried with anhydrous sodium sulphate, filtered and evaporated
in vacuo. The crude white solid obtained was crystallized from a mixture of diethyl
ether/hexane (1:3) to give 42.3 g (161.3 mmol, 48%) of 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-D-
mannitol (234) as a white solid with m.p. 120-122 °C. [a]o®: +1.9° (c 1.70, in
methanol).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.34 (s, 6H, 2 x CHz); 1.39 (s, 6H, 2 x CHs); 2.86 (br s, 2H, 2 x OH);
3.72 (d, 2H, J23=6.6 Hz, 2 x H-3); 3.97 (dd, 2H, J12=5.1 Hz, J1,=8.3 Hz, 2 x H-1); 4.09 (dd, 2H, [12=6.3 Hz,
J11=8.3 Hz, 2 x H-1); 4.12-4.17 (m, 2H, 2 x H-2).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 25.2 (2 x CHs); 26.7 (2 x CHs); 66.7 (2 x CHz); 71.0 (2 x CH); 76.0 (2 x
CH); 109.3 (2 x C).

IR (U, cm): 3446 (br, OH); 3292 (br, OH).

MS-ES (m/z, %): 261 (100, [M-H]").

HRMS calculated for Ci2H22NaOs (MNa*): 285.1314. Found: 285.1309. Am=5x10-.
Anal. calculated for C12H2:0e: C 54.95; H 8.45. Found: C 54.80; H 8.50.
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Preparation of 1,2-O-isopropylidene-D-glyceraldehyde (112).

#‘0 oH #o

o \ NalOy, H,0, r.t., 30 min o |\ H
> 2
\V//\\E//A\\‘//\T) \V//\\Tr/
OH o%\ o}

234 112

1,2:5,6-Di-O-isopropylidene-D-mannitol (234) (2.02 g, 7.70 mmol) was added,
portion wise, over a solution of sodium metaperiodate (2.31 g, 10.78 mmol, 1.4 eq) in
water (40 mL) cooled at 0 °C. The reaction mixture was allowed to warm at room
temperature, the stirring continued for 30 min, ethanol (40 mL) was added and the
suspension filtered. The resulting solution was evaporated in vacuo, the residue was
dissolved into methylene chloride (30 mL), dried with anhydrous sodium sulphate,
filtered, evaporated in vacuo and the resulting residue was dried in the vacuum line
to obtain the 1,2-O-isopropylidene-D-glyceraldehyde (112), which was used in the

next reaction without further purification.

Preparation of (5)-1-((R)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2-nitroethanol (153a).

%o #‘0
MeNO,, TBAF, THF, r.t., 24 h

1
o\)\ﬂ/H - O\/\:/\No2
o (52%) OH
112

153a

To a solution of 1,2-O-isopropylidene-D-glyceraldehyde (112) obtained from
the above reaction, anhydrous tetrahydrofurane (33 mL), anhydrous nitromethane
(1.44 mL, 30.8 mmol, 2 eq) and 1.0 M tetrabutylammonium fluoride solution (7.7 mL,
7.7 mmol, 1 eq) were added and the resulting solution was stirred at room
temperature under nitrogen atmosphere for 15 hours. The solvents were then
evaporated up to V4 of its volume, ethyl acetate (40 mL) was added and the mixture
was washed with brine (2 x 40 mL), dried with anhydrous sodium sulphate, filtered
and evaporated in vacuo. The resulting oil was crystallized from toluene to give (S)-1-
((R)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2-nitroethanol (153a) (1.52 g, 7.95 mmol, 52%) as
a white solid with m.p. 59-61 °C. [a]p®: -6.6° (¢ 5.00, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.41 (s, 3H, CHs); 3.20 (br s, 1H, OH); 3.96-4.01
(m, 2H, H-5 + H-4); 4.09-4.14 (m, 1H, H-5); 4.18-4.24 (m, 1H, H-1); 4.43 (dd, 1H, [12=9.1 Hz, J.=13.9 Hz,
H-2); 4.67 (dd, 1H, J12=2.3 Hz, J1-=13.9 Hz, H-2).
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13C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 24.8 (CHs); 26.6 (CHs); 66.7 (CHa); 70.1 (CH); 73.4 (CH); 78.1 (CHz);
110.2 (C).

IR (5, cm™): 3365 (br, OH), 1554 (st, NO2), 1386 (st, NOz).
MS-ES (m/z, %): 190 (100, [M-H]").

Anal. calculated for CzH1sNOs: C 43.98; H 6.85; N 7.33. Found: C 44.15; H 6.82; N 7.07.
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Preparation of (2R,35)-1-(¢-butyldiphenylsilyloxy)-4-nitrobutane-2,3-diol (235b).

#\o . OH
o\)\/\No 1) AcOH, H,0, 50 °C, 15 h . TBDPSO\)\/\NO
(é) y 2 ) CITBDPS, im, DMF, -20 to 0 °C, 5 h & 2
(94%)
153a 235b

A solution of (S)-1-((R)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2-nitroethanol (153a)
(3.69 g, 19.32 mmol) in a mixture of acetic acid and water (3:1, 310 mL) was heated at
50 °C for 15 hours, when t.l.c. (ethyl acetate-cyclohexane 1:1) showed absence of
starting material. The solvents were then eliminated in vacuo and the residue
coevaporated with toluene (3 x 50 mL). The crude residue was dried in the vacuum
line, dissolved in dry DMF (48 mL), cooled to -20 °C, and then imidazole (3.42 g,
50.23 mmol, 2.6 eq) and t-butyldiphenylsilyl chloride (5.53 mL, 21.25 mmol, 1.1 eq)
were added. The reaction mixture was then stirred under nitrogen atmosphere at 0
°C for 5 hours when t.l.c. (ethyl acetate/cyclohexane 3:1) showed no starting material
and brine (20 mL) was added. The mixture was extracted with ethyl acetate (5 x 20
mL) and the pooled organic layers were dried with anhydrous magnesium sulphate
and evaporated to give a residue that was purified by flash column chromatography
(dichloromethane/methanol 100:1) to afford (2R,3S)-1-(t-butyldiphenylsilyloxy)-4-
nitrobutane-2,3-diol (235b) (7.07 g, 18.16 mmol, 94%) as a colourless oil. [a]o: -18.1°

(c 1.80, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.09 (s, 9H, 3 x CHs); 2.55-2.57 (m, 2H, 2 x OH); 3.59-3.64 (m, 1H,
H-2); 3.81-3.88 (m, 2H, 2 x H-1); 4.27-4.33 (m, 1H, H-3); 4.48 (dd, 1H, J54=8.9 Hz, [1+=13.7 Hz, H-4); 4.73
(dd, 1H, J34=2.4 Hz, J14=13.7 Hz, H-4); 7.39-7.49 (m, 6H, 6 x H-Ph); 7.64-7.68 (m, 4H, 4 x H-Ph).

C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 19.1 (C); 26.8 (3 x CHs); 63.9 (CHz); 69.3 (CH); 71.7 (CH); 78.1
(CHa); 127.9 (2 x CH); 127.9 (2 x CH); 130.0 (CH); 130.0 (CH); 132.4 (C); 132.4 (C); 135.4 (4 x CH).

IR (D, cm™): 3446 (br, OH), 1556 (st, NOz).

MS-ES (m/z, %): 389 (30, M-); 388 (100, [M - H]).

HRMS calculated for C20H22NNaOsSi (MNa*): 412.1556. Found: 412.1551. Am=5x10-.
Anal. calculated for C20H27NOsSi: C 61.67; H 6.99; N 3.60. Found: C 61.70; H 7.01; N 3.59.
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Preparation  of  t-butyl(((4R,55)-2,2-dimethyl-5-(nitromethyl)-1,3-dioxolan-4-
yl)methoxy)diphenylsilane (232a).

?H (Me0O),CMe,, PTSA 3 o>éo 1
TBDPSO
~" > ONo, acetone, r.t., 4 h > \/‘“_Sk
C TBDPSO NO
O (87%) 7" T yNo,
235b 232a

Anhydrous cooper (II) sulphate (0.927 g, 581 mmol, 2.2 eq) and p-
toluenesulfonic acid monohydrate (0.076 g, 0.15 mmol, 0.15 eq) were added over a
solution of (2R,35)-1-(t-butyldiphenylsilyloxy)-4-nitrobutane-2,3-diol (235b) (1.030 g,
2.65 mmol) in 2,2-dimethoxypropane (32 mL) and acetone (21 mL). The reaction
mixture was stirred under nitrogen atmosphere at room temperature for 4 hours and
then drops of saturated sodium bicarbonate aqueous solution were added up to pH
7, the precipitate was filtered and the organic layer evaporated to dryness. The
resulting oil was dissolved in ethyl acetate (30 mL), washed with brine (2 x 30 mL),
dried with anhydrous magnesium sulphate, filtered and evaporated in vacuo to
obtain a yellow oil which on purification by flash column chromatography (ethyl
acetate/cyclohexane 1:6) gave t-butyl(((4R,5S)-2,2-dimethyl-5-(nitromethyl)-1,3-
dioxolan-4-yl)methoxy)diphenylsilane (232a) (0.985 g, 2.29 mmol, 87%), as a

colourless oil. [a]p®: -30.5° (¢ 1.62, in chloroform).

1H-NMR (CDCl;, 400 MHz, ppm): 1.06 (s, 9H, 3 x CHa); 1.34 (s, 3H, CHs); 1.43 (s, 3H, CHs); 3.63 (dd,
1H, J1/=8.2 Hz, J;~=10.9 Hz, H-7); 3.77 (dd, 1H, Js=4.1 Hz, J77=10.9 Hz, H-7); 4.31 (ddd, 1H, Js>=4.1 Hz,
Js5=6.1 Hz, J17=8.2 Hz, H-3); 457 (dd, 1H, J5s=9.6 Hz, Jss=13.0 Hz, H-6); 4.73 (dd, 1H, J5s=3.4 Hz,
J66=13.0 Hz, H-6); 4.93 (ddd, 1H, J56=3.4 Hz, J15=6.1 Hz, J56=9.6 Hz, H-5); 7.38-7.48 (m, 6H, 6 x H-Ph);
7.61-7.66 (m, 4H, 4 x H-Ph).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 19.0 (C); 25.2 (CHs); 26.7 (3 x CHs); 27.7 (CHs); 61.5 (CH); 73.9
(CH); 75.8 (CHa); 76.0 (CH); 109.8 (C); 127.9 (4 x CH); 130.0 (2 x CH); 132.4 (2 x C); 135.4 (2 x CH); 135.5
(2 x CH).

IR (0, cm): 1559 (st, NO2).
MS-ES (m/z, %): 370 (100, MH- - CH2NOz).
Anal. calculated for C23H31NOsSi: C 64.31; H7.27; N 3.26. Found: C 64.31; H 7.29; N 3.25.
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Preparation of 2-((4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-
dioxolan-4'-yl)-2-nitropropane-1,3-diol (154a), and (2R) and (25)-2-[(4'S,5'R)-5'-((t-
butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-yl]-2-nitroethanol
(236a).

X

lvo O 3

TBDPSO—/ * ‘~NO2

HO—3 /!
HO
>< (HCOH),,, NaOAc 154a (65%)
\r > +
\/_k_ THF, 50 °C, 14 h
TBDPSO NO, ><
(o )
232 TBDPSO NO,
HO—
236a (27%)

A suspension of t-butyl(((4R,5S)-2,2-dimethyl-5-(nitromethyl)-1,3-dioxolan-4-
yl)methoxy)diphenylsilane (232a) (0.333 g, 0.775 mmol), paraformaldehyde (0.466 g,
15.50 mmol, 10 eq) and anhydrous sodium acetate (0.191 g, 2.33 mmol, 1.5 eq) in
anhydrous tetrahydrofurane (9 mL) was heated under nitrogen atmosphere at 50 °C
for 14 hours, when t.l.c. (ethyl acetate/cyclohexane 1:3) indicated absence of starting
material. The suspension was filtered, the filtrate evaporated in vacuo and the crude
residue purified by flash column chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 1:3), to
give (2R) and (25)-2-[(4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-
1',3'-dioxolan-4'-yl]-2-nitroethanol (236a) (0.098 g, 0.213 mmol, 27%) as a colourless
oil and 2-((4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-
4'-yl)-2-nitropropane-1,3-diol (154a) (0.246 g, 0.504 mmol, 65%) as a colourless oil.
[a]p?: -1.8° (c 2.81, chloroform).
2-((4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-yl)-2-nitropropane-
1,3-diol (154a):

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.07 (s, 9H, 3 x CHs); 1.30 (s, 3H, CHs); 1.37 (s, 3H, CHs); 2.70 (br s,
1H, OH); 2.88 (br s, 1H, OH); 3.68 (dd, 1H, Js,s=5.1 Hz, Js,s=11.3 Hz, H-6'); 3.79 (dd, 1H, Js,6=7.5 Hz,
Jo.6=11.3 Hz, H-6'); 4.26-4.38 (m, 5H, 2 x H-1 + 2 x H-3 + H-5'); 4.81 (d, 1H, Ju5=5.8 Hz, H-4); 7.38-7.48
(m, 6H, 6 x H-Ph); 7.64-7.68 (m, 4H, 4 x H-Ph).

C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 19.0 (C); 24.6 (CHs); 26.7 (3 x CHs); 27.0 (CHs); 61.9 (CHz); 62.7
(CH>); 64.0 (CH2); 76.9 (CH); 77.6 (CH); 94.0 (C); 108.3 (C); 127.7 (2 x CH); 127.8 (2 x CH); 129.9 (2 x
CH); 132.5 (2 x C); 135.5 (4 x CH).

IR (5, cm): 3425 (br, OH); 1548 (st, NO).
MS-ES (m/z, %): 507 (60, M + NHs*); 31 (100).
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Anal. calculated for C2sHssNO7Si: C 61.32; H 7.20; N 2.86. Found: C 61.27; H7.24; N 2.84.
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Preparation of 2-((4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-
dioxolan-4'-yl)-2-nitropropane-1,3-diol (154a), and (2R) and (25)-2-[(4'S,5'R)-5'-((t-
butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-yl]-2-nitroethanol
(236a).

X

0
\
TBDPSO NO;
HO
HO
>< (HCOH),, NaOAc 154a (65%)
(o N o) - +
\
THF, 50 °C, 14 h
TBDPSO NO, ><
HO— C{ (o]
236
) TBDPSO NO,
HO—
236a (27%)

The recovered  mixture of  (2R) and (25)-2-[(4'S,5'R)-5'-((t-
butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-yl]-2-nitroethanol
(236a) was submitted to the same reaction conditions to prepare 154a + 236a from
232a (page 441), to afford 2-((4'S,5'R)-5-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-2',2'-
dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-yl)-2-nitropropane-1,3-diol (154a) in a 65% yield. A 27%
yield of starting material 236a was also recovered.
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Preparation of #-butyl(((4R,5S)-5-(2',2'-dimethyl-5'-nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-
dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)diphenylsilane (233b).

X M
O 0 (MeO),CMe,, PTSA 307 o1 U ”
TBDPSO NO, acetone, r.t., S h T8DPSO—"" ° /0%
“oN" ¥
HO 89% 2
HO %)
154a 233b

Following the same reaction conditions to prepare compound 232a (page 438),
2-((4'S,5'R)-5'-((t-butyldiphenylsilyloxy)methyl-2',2'-dimethyl-1',3'-dioxolan-4'-y1)-2-
nitropropane-1,3-diol (154a) (4.74 g, 9.68 mmol) was transformed in t-butyl(((4R,5S)-
5-(2',2'-dimethyl-5"-nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-
yl)methoxy)diphenylsilane (233b) (4.55 g, 8.61 mmol, 89%) as a colourless oil after
flash column chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 1:15). [a]o®: -36.2° (c 2.49,

in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.07 (s, 9H, 3 x CHs); 1.29 (s, 3H, CHa); 1.34 (s, 6H, 2 x CHs); 1.41 (s,
3H, CHs); 3.79 (dd, 1H, J46=6.1 Hz, Js6=11.3 Hz, H-6); 3.94 (dd, 1H, J46=6.1 Hz, Jss=11.3 Hz, H-6); 4.21 (d,
1H, J44=13.0 Hz, H-4'); 4.24 (d, 1H, J1,4=13.0 Hz, H-4'); 4.30 (q, 1H, J15=6.1 Hz, J16=6.1 Hz, J16=6.1 Hz, H-
4); 4.40 (d, 2H, Js,6=13.0 Hz, 2 x H-6'); 4.48 (d, 1H, Js5=6.1 Hz, H-5); 7.37-7.47 (m, 6H, 6 x H-Ph); 7.65-
7.67 (m, 4H, 4 x H-Ph).

C-NMR (CDCl;, 100 MHz, ppm): 19.1 (C); 21.2 (CHs); 24.6 (CHa); 25.7 (CHs); 26.6 (CHs); 26.8 (3 x
CHs); 60.5 (CH); 61.4 (CHz); 62.9 (CHz); 77.2 (CH); 78.3 (CH); 89.1 (C); 99.4 (C); 108.7 (C); 127.7 (2 x
CH); 127.8 (2 x CH); 129.9 (2 x CH); 132.8 (C); 132.8 (C); 135.6 (2 x CH); 135.6 (2 x CH).

IR (¥, cm): 1553 (st, NOy).
MS-ES (m/z, %): 547 (100, M + NHs*).
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Preparation of ((4R,55)-5-(2',2'-dimethyl-5'-nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-
1,3-dioxolan-4-yl)methanol (233c).

o><o TBAF, THF, r.t., 4 h o><o
(())>< (93%) > ) %><
TBDPSO ? HO
02N OZN
233b 233¢

Tetrabutylammoniun fluoride (1 M solution in tetrahydrofurane, 1.28 mlL,
1.28 mmol, 2 eq) was added over a solution of t-butyl(((4R,55)-5-(2',2'-dimethyl-5'-
nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)diphenylsilane
(233b) (0.340 g, 0.642 mmol) in anhydrous tetrahydrofurane (6 mL) and the reaction
mixture was stirred at room temperature under nitrogen atmosphere for 4 hours,
when t.l.c. (ethyl acetate/cyclohexane 1:3) indicated no starting material. The reaction
mixture was then evaporated in vacuo and the crude residue purified by flash
column chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 1:1.7) to give ((4R,5S)-5-(2,2-
dimethyl-5-nitro-1,3-dioxan-5-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methanol (233¢)
(0.173 g, 0.594 mmol, 93%) as a white solid which was crystallized from a mixture of
diethyl ether and cyclohexane to give colourless crystals with m.p. 90-92 °C. [a]p®: -
42.5° (c 1.57, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.37 (s, 6H, 2 x CHs); 1.43 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHz); 2.00 (br s,
1H, OH); 3.69 (dd, 1H, J15=6.8 Hz, Jos=11.6 Hz, H-6); 3.73 (dd, 1H, J15=4.8 Hz, Jos=11.6 Hz, H-6); 4.26 (d,
1H, J#,4=13.3 Hz, H-4'); 429 (d, 1H, Js.4=13.3 Hz, H-4'); 4.32-4.35 (m, 1H, H-4); 4.40 (d, 1H, Js,s=13.0 Hz,
H-6'); 4.50 (d, 1H, Js5=6.1 Hz, H-5); 4.52 (d, 1H, Js,s=13.0 Hz, H-6').

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz, ppm): 20.7 (CH3); 24.7 (CH3); 26.1 (CH3); 26.9 (CH3); 60.0 (CH2); 60.4
(CH2); 63.2 (CH2); 76.7 (CH); 78.0 (CH); 88.1 (C); 99.5 (C); 109.0 (C).

IR (0, cm1): 3456 (br, OH); 1552 (st, NO).
MS-ES (m/z, %): 290 (10, [M-H]-); 58 (100).
HRMS calculated for Ci2H21NNaO7 (MNa+), 314.1216. Found 314.1210. Am=6x10-4.

- 445 -



Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares
O><O
g><
HO
O,N
233¢ r
] Lhu% .
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
)
o 0 T SN N NXO o= NN
S O ®© BV M S © O ¥ S
- & ®© NN ®© ©0 NN NN
\‘ | ‘
N !
\
\
L, I
‘ I I ‘ I I ‘ I I I I ‘ I ‘
200 150 100 50 0

- 446 -
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Preparation of ((4R,55)-5-(2',2'-dimethyl-5'-nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-
1,3-dioxolan-4-yl)methyl methanesulfonate (233a).

X X

o O° o o0

0- CIMs, DMAP, py, r.t., 12 h 0
0] » (o]
HO 97%) MsO
O,N O,N
233¢ 233a

N,N-Dimethylaminopyridine (0.009 g, 0.07 mmol, 0.05 eq) and
methanosulfonyl chloride (0.33 mL, 4.22 mmol, 3 eq) were added over a solution of
((4R,55)-5-(2',2'-dimethyl-5'-nitro-1',3'-dioxan-5"-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-
yl)methanol (233c) (0.41 g, 1.41 mmol) in anhydrous pyridine (11 mL) and the
reaction mixture was stirred under nitrogen atmosphere at room temperature for 12
hours, when t.l.c. (ethyl acetate/cyclohexane 1:1) showed a single product and no
starting material. The solvent was evaporated and the residue dissolved in
dichloromethane (50 mL) and washed with aqueous saturated solution of copper (II)
sulphate (50 mL), water (50 mL) and brine (50 mL). The organic layer was dried with
anhydrous magnesium sulphate, filtered, concentrated in vacuo and the residue
purified by flash column chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 1:2) to afford
((4R,55)-5-(2',2'-dimethyl-5'-nitro-1',3'-dioxan-5"-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-
yl)methyl methanesulphonate (233a) (0.51 g, 1.37 mmol, 97%) as a yellow oil. [a]p?: -
21.1° (¢ 2.33, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.37 (s, 6H, 2 x CHs); 1.42 (s, 3H, CHs); 1.49 (s, 3H, CHs); 3.06 (s,
3H, CHs); 4.19 (d, 1H, J+,+=12.9 Hz, H-4"); 4.22 (d, 1H, Jes=13.1 Hz, H-6); 4.32-4.34 (m, 2H, 2 x H-6"); 4.40
(d, 1H, Jos=13.1 Hz, H-6); 4.44-4.50 (m, 2H, H-4' + H-4); 4.54 (d, 1H, J45=6.1 Hz, H-5).

BC-NMR (CDCls;, 100 MHz, ppm): 21.3 (CHz); 24.8 (CHs); 25.4 (CHa); 27.0 (CHs); 37.7 (CHs); 60.5
(CH); 63.0 (CHz); 66.0 (CHz); 75.2 (CH); 76.7 (CH); 87.8 (C); 99.8 (C); 109.8 (C).

IR (D, cm™): 1552 (s, NO2).

MS-ES (m/z, %): 368 (60, M - H*); 58 (100).

HRMS calculated for Cis3H23NNaQOsS (MNa*), 392.0991. Found 392.0986. Am=5x10-.
Anal. calculated for C1sH2sNOyS: C 42.27; H 6.28; N 3.79. Found: C 42.61; H 6.25; N 3.49.
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Parte Experimental

Preparation of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyldihydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-
[1,31dioxolo[4',5-c]pyrrol]-5'(3a'H)-ol (240a).

X S
(0) (0] Pd black, NH4HC02 O 03 1
\ 0> - > .02
40 MeOH, r.t., 30 min 6 —\3'5/9
MsO o 3
O5N (82%) 5 rl\l ¢y
OH
233a 240a

Palladium black (0.14 g, 20% w/w) and ammonium formate (1.22 g, 19.30
mmol, 10 eq) were added over a degassed solution of ((4R,5S)-5-(2',2'-dimethyl-5'-
nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methyl =~ methanesulphonate
(233a) (0.71 g, 1.93 mmol) in methanol (40 mL) and the resulting mixture was stirred
under nitrogen atmosphere at room temperature for 30 minutes. The suspension was
then filtered over a celite pad and the filtrate evaporated in vacuo, to afford a residue
which was purified by flash column chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 2:3)
to give (3a'S,6a'R)-2,2,2',2"-tetramethyldihydrospiro[1,3-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrol]-5'(3a'H)-ol (240a) (0.41 g, 1.58 mmol, 82%) as a white solid which was
crystallized from a mixture of ethyl acetate and petroleum spirit 60-80 °C to give
colourless crystals with m.p. 140-142 °C. [a]p*: -36.7° (¢ 2.33, in chloroform).

1H-NMR (CDs0D, 400 MHz, ppm): 1.23 (s, 3H, CHs); 1.25 (s, 3H, CHs); 1.35 (s, 3H, CHs); 1.38 (s, 3H,
CHs); 2.88 (dd, 1H, Js.60=5.1 Hz, Jo.s=11.6 Hz, H-6'); 3.14 (d, 1H, Js.s=11.6 Hz, H-6'); 3.30 (dd, 1H, Jss=1.3
Hz, J14=11.9 Hz, H-4); 3.84 (d, 1H, Jos=11.4 Hz, H-6); 3.87 (dd, 1H, J1s=1.3 Hz, Jos=11.4 Hz, H-6); 4.30 (d,
1H, J55=11.9 Hz, H-4); 4.61 (d, 1H, Js:62=6.8 Hz, H-3a'); 4.65 (dd, 1H, Js,c2=5.1 Hz, Jsx162=6.8 Hz, H-6a).

C-NMR (CD;OD, 100 MHz, ppm): 19.5 (CHs); 24.9 (CHs); 26.2 (CHs); 28.7 (CHs); 59.8 (CHz); 60.7
(CHa); 61.8 (CH2); 65.0 (C); 77.0 (CH); 81.5 (CH); 99.2 (C); 112.4 (C).

IR (D, cm™): 3240 (br, OH); 2991 (m, OH).

MS-ES (m/z, %): 260 (100, MH*); 244 (40, [MH - OHJ*).

HRMS calculated for C12H21NNaOs (MNa), 282.1317. Found 282.1312. Am=5x10-4.
Anal. calculated for C12H2:1NOs: C 55.58; H 8.16; N 5.40. Found: C 55.48; H 8.36; N 5.18.

Rayos X:
Crystal identification ARC1265
Chemical formula Ci2H21NOs
Formula weight 259.30
Temperature (K) 150
Wavelength (A) 0.71073
Crystal system Orthorhombic
Space group P21212:
a(A) 5.9773(2)
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b (A) 11.3531(5)
c(A) 19.3477(10)
a(°) 90
£ () 90
v (©) i 20
Cell volume (A3) 1312.95(10)
Z 4
Calculated density (Mg/m?) 1.312
Absorption coefficient (mm-) 0.102
Fooo 560

Crystal size (mm)

0.10 x 0.10 x 0.34

Description of crystal

Colourless prism

Absorption correction

Semi-empirical from equivalent reflections

Transmission coefficients (min, max)

0.97,0.99

0 range for data collection (°) 50<0<275

Index ranges -0<h<7,0<k<14,0<I[<25
Reflections measured 7657

Unique reflections 1757

Rint 0.058

Observed reflections (I > 20(I)) 1156

Refinement method Full-matrix least-squares on F
Parameters refined 167

Weighting scheme Chebychev 3-term polynomial
Goodness of fit 1.1537

R 0.0333

wR 0.0356

Residual electron density (min, max) (eA3) | -0.13,0.17
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Preparation of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-
[1,31dioxolo[4',5-c]pyrrole] (238a).

C{><O 0 Pd black, NH,HCO, o><o
> o
ddo> MeOH, 50 °C, 6 h ‘\,—/{ do><
N (75%) N
|
OH H
240a 238a

Palladium black (0.010 g, 20% w/w) and ammonium formate (0.048 g, 0.077
mmol, 10 eq) were added over a degassed solution of (3a'S6a'R)-2,2,2'2'-
tetramethyldihydrospiro[1,3-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyrrol]-5'(3a'H)-ol (240a)
(0.020 g, 0.077 mmol) in methanol (2 mL) and the resulting mixture was heated at
50 °C under nitrogen atmosphere for 6 hours. The suspension was then filtered over
a celite pad and the filtrate evaporated in vacuo, to afford a residue which was
purified by flash column chromatography (chloroform/methanol 20:1) to give
(3a’5,6a’'R)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1,3-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pyrrole] (238a) (0.014 g, 0.058 mmol, 75%) as a yellow oil. [a]po?: -39.2° (c 0.97, in

chloroform).

1H-NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 1.35 (s, 3H, CHs); 1.4 (s, 3H, CHs); 1.47 (s, 3H, CHa); 1.48 (s, 3H,
CHs); 1.93 (br s, 1H, NH); 2.80 (dd, 1H, Js.cx=4.0 Hz, Js,6=13.6 Hz, H-6'); 3.03 (d, 1H, Je.6=13.6 Hz, H-6');
3.51 (dd, 1H, Jus=1.8 Hz, J1:=11.9 Hz, H-4); 3.70 (d, 1H, J+4=11.9 Hz, H-4); 3.74 (d, 1H, Jos=11.4 Hz, H-6);
3.95 (dd, 1H, Jus=1.8 Hz, Jos=11.4 Hz, H-6); 4.64 (d, 1H, Jsx.ca=5.6 Hz, H-3a"); 4.75 (dd, 1H, Js.6a=4.0 Hz,
Jsa62=5.6 Hz, H-6).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 20.9 (CHs); 23.9 (CHs); 25.9 (CHs); 26.5 (CHs); 50.6 (CHz); 61.1 (C);
62.7 (CH2); 64.7 (CH2); 81.6 (CH); 82.4 (CH); 98.5 (C); 111.3 (C).

IR (0, cm): 3300 (br, NH); 1454 (st); 1201 (st).

MS-ES (m/z, %): 244 (95, MH*); 174 (100).

HRMS calculated for C12H22NOs (MH*), 244.1549. Found 244.1543. Am=6x10-.

Anal. calculated for C12H21NOa: C 59.24; H 8.70; N 5.76. Found: C 59.19; H 8.65; N 5.73.
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Preparation of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-
[1,31dioxolo[4',5-c]pyrrole] (238a).

>< Pd black, NH;HCO, ><
(% 2 0 < C{ % o <
> > >
MeOH N h
Msofgdo ¢OH, 50 °C, 6 ddo
O,N

(93%) n
233a 238a

Palladium black (0.36 g, 20% w/w) and ammonium formate (3.24 g, 52.20
mmol, 10 eq) were added over a degassed solution of ((4R,5S)-5-(2',2'-dimethyl-5'-
nitro-1',3'-dioxan-5'-yl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methyl =~ methanesulphonate
(233a) (1.89 g, 5.22 mmol) in methanol (54 mL) and the resulting mixture was stirred
at 50 °C for 6 hours under nitrogen atmosphere. Then the suspension was filtered
over a celite pad and the filtrate evaporated in vacuo, to afford a residue which was
purified by flash column chromatography (chloroform/methanol 20:1) to give
(3a’5,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1,3-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-
clpyrrole] (238a) (1.17 g, 4.86 mmol, 93%) as a yellow oil with identical
spectroscopical data those previously reported (page 452).

Preparation of (3S,4R)-2,2-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol hydrochloride
(155b).

\ w0, o
o~ o AcCl, MeOH Z_g

o) > OH
Z_S4o>< r.t,15h N OH
H-HCI

(88%)
238a 155b

A solution of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-
[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (238a) (0.17 g, 0.85 mmol) in dry methanol (4 mL) was
added over a freshly made solution of methanolic hydrochloric acid [adding 5 mL of
acetyl chloride over 14 mL of dry methanol at 0 °C] cooled at 0 °C and the resulting
mixture was stirred at room temperature under nitrogen atmosphere for 12 hours.
Solvents were removed in vacuo to afford a yellow oil which was crystallized from a
mixture of ethyl acetate and methanol to afford (354R)-2,2-
bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol hydrochloride (155b) (0.15 g, 0.75 mmol,

88%) as a white solid with m.p. 112-114 °C. [a]o®: -5.2° (c 1.30, methanol).

1H-NMR (D:0, 400 MHz, ppm): 3.35 (dd, 1H, J+5=3.0 Hz, [55=12.6 Hz, H-5); 3.44 (dd, 1H, J1+5=4.5 Hz,
J55=12.6 Hz, H-5); 3.74 (d, 1H, Jss=12.1 Hz, H-6); 3.77 (d, 1H, Jsc=12.4 Hz, H-6); 3.84 (d, 1H, Jss=12.1 Hz,
H-6); 3.97 (d, 1H, Jos=12.4 Hz, H-6); 4.32 (d, 1H, J34=4.8 Hz, H-3); 4.48 (ddd, 1H, J15=3.0 Hz, J15=4.5 Hz,
J54=4.8 Hz, H-4).
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1C-NMR (D:0, 100 MHz, ppm): 49.4 (CHz); 59.4 (CHz); 61.0 (CHz); 70.5 (CH); 71.0 (C); 73.1 (CH).
IR (0, cm): 3384 (br, NH + OH).

MS-ES (m/z, %): 198 (100, MCL").
HRMS calculated for CeH1aNOs (MH*): 164.0923. Found: 164.0917. Am=6x10-4.
Anal. calculated for CsH14CINOa: C 36.10; H 7.07; N 7.02. Found: C 35.97; H 7.30; N 6.84.
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Preparation of (3a'S,6a'R)-5'-(allyloxy)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-
dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (245a).

>< NaH, CH,=CHCH,Br o><o

oo
o ' 1 o
Z_Sd0> THF, r.t., 12 h ddo><

~
240a 245a

Sodium hydride (0.08 g, 2.00 mmol, 2. eq) was added over a solution of
(3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyldihydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-
c]pyrrol]-5'(3a'H)-ol (240a) (0.26 g, 1.00 mmol) in anhydrous tetrahydrofurane (10
mL) and the resulting mixture was stirred at room temperature under nitrogen
atmosphere for 5 minutes. Then allylbromide (0.17 mL, 2.00 mmol, 2 eq) was added
and the reaction mixture stirred for 12 hours, when aqueous saturated solution of
ammonium chloride (15 mL) was added and the aqueous layer extracted with
dichloromethane (4 x 15 mL). The pooled organic extracts were dried with
anhydrous sodium sulphate, filtered and evaporated in vacuo, to afford a residue
which was purified by flash column chromatography (ethyl acetate/hexane 1:9) to
give  (3a'S,6a'R)-5'-(allyloxy)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-
[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (245a) (0.26 g, 0.87 mmol, 87%) as a colourless oil. [a]p: -
40.5° (c 2.73, in chloroform).

1H-NMR (CDClIs, 250 MHz, ppm): 1.35 (s, 3H, CHs); 1.42 (s, 3H, CHs; 1.48 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H,
CHs); 2.95 (dd, 1H, Je6a=4.4 Hz, J6,6=11.5 Hz, H-6"); 3.34 (dd, 1H, J+6=1.9 Hz, J44=11.6 Hz, H-4); 3.45 (d,
1H, Je,6=11.5 Hz, H-6"); 3.94 (d, 1H, J4s=11.6 Hz, H-4); 4.09 (dd, 1H, J46=1.9 Hz, J6c=11.5 Hz, H-6); 4.13-
4.16 (m, 2H, 2 x H-allyl); 4.29 (d, 1H, Jss=11.5 Hz, H-6); 4.70-4.77 (m, 2H, H-3a' + H-6a’); 5.18 (tdd, 1H,
Je0=1.1 Hz, J10,10=1.9 Hz, J9,10=10.4 Hz, H-10"); 5.24-5.26 (m, 1H, H-allyl); 5.82-5.99 (m, 1H, H-allyl).

3C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 18.9 (CHs); 24.7 (CHs); 25.8 (CHs); 27.9 (CHa); 57.9 (CHz); 59.3
(CHa); 60.5 (CHz); 64.3 (C); 75.2 (CH2); 75.8 (CH); 80.0 (CH); 97.7 (C); 111.4 (C); 117.6 (CH2); 133.7 (CH).

EM-IQ (m/z, %): 300 (43, MH*); 284 (26, [M - CHs]*); 242 (100, [M - CsHs01*).
HRMS calculated for CisHsNOs (M*): 299.1733. Found: 299.1736. Am=3x10-.
Anal. calculated for CisH2sNOs: C 60.18; H 8.42; N 4.68. Found: C 60.28; H 8.70; N 4.64.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of (35,4R)-1-(allyloxy)-2,2-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol
(246a).

HO, OH

O>< AcCl, MeOH
o > /X OH
'I‘l r.t,12 h 'I‘l OH
O (85%) SN
245a 246a

A solution of (3a'S,6a'R)-5'-(allyloxy)-2,2,2',2'-tetramethyltetrahydrospiro[1',3'-
dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (245a) (0.16 g, 0.52 mmol) in dry methanol (3
mL) was added over a freshly made solution of methanolic hydrochloric acid [adding
3.6 mL of acetyl chloride over 10 mL of dry methanol at 0 °C under nitrogen atmosphere]
cooled at 0 °C and the resulting mixture was stirred at room temperature under
nitrogen atmosphere for 12 hours. Solvents were removed in vacuo and the crude
residue was dissolved in methanol (4 mL) and 10% solution of methanolic ammonia
was added up to pH 10. The resulting mixture was concentrated again in vacuo to
afford an oil which was purified by flash column chromatography
(chloroform/methanol 15:1) to give the (35,4R)-1-(allyloxy)-2,2-
bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol (246a) (0.10 g, 0.44 mmol, 85%) as a
colourless oil. [a]p®: -23.3° (c 1.47, in chloroform).

H-NMR (CDCl;, 250 MHz, ppm): 3.15 (br s, 1H, OH); 3.27-3.44 (m, 2H, 2 x H-5); 3.69-3.84 (m, 5H, 4 x
H-6 + OH); 4.16-4.39 (m, 6H, H-3 + H-4 + 2 x H-allyl + 2 x OH); 5.21-5.32 (m, 2H, 2 x H-allyl); 5.83-6.00
(m, 1H, H-allyl).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 59.6 (CHz); 61.3 (CHz); 62.8 (CHz); 68.5 (CH); 70.5 (C); 73.3 (CH);
75.4 (CHz); 118.9 (CHz); 133.7 (CH).

IR (U, cm™): 3384 (br, OH).

EM-ES (m/z, %): 220 (92, MH*); 188 (43, [M - CH50]*); 132 (100, [M - CsH7O2]*).
HRMS calculated for CoHisNOs (MH*): 220.1185. Found: 220.1181. Am=4x10-.

Anal. calculated for CoH17NOs: C 49.31; H 7.82; N 6.39. Found: C 49.61; H 7.50; N 6.26.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of (3S5,4R)-2,2-bis(hydroxymethyl)-1-propoxypyrrolidine-3,4-diol
(242a).

HO, OH HO, OH

\ o \
UAOH H, (1 atm), Pd-C (10%) - dROH
N OH MeOH, r.t.,3 h N OH
| |
0\/\ (91%) 0\/\
246a 242a

Palladium-carbon (10% w/w) (0.09 g, 10% w/w) was added over a degassed
solution of (35,4R)-1-(allyloxy)-2,2-bis(thydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol (246a)
(0.09 g, 0.41 mmol) in methanol (5 mL) and the resulting mixture was stirred at room
temperature under an hydrogen atmosphere for 3 hours. The reaction mixture was
then filtered over a celite pad and the filtrate evaporated in vacuo, to afford a residue
which was purified by flash column chromatography (chloroform/methanol 15:1) to
give (3S,4R)-2,2-bis(hydroxymethyl)-1-propoxypyrrolidine-3,4-diol (242a) (0.08 g,
0.37 mmol, 91%) as a colourless oil. [a]p?: -33.8° (¢ 1.61, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 0.92 (t, 3H, J=7.7 Hz, CHs); 1.52-1.66 (m, 2H, CH2); 2.56 (br s, 1H,
OH); 2.85 (br s, 1H, OH); 3.23-3.57 (m, 5H, 2 x H-5 + CHz + OH); 3.63-3.74 (m, 5H, 4 x H-6 + OH); 4.16-
4-17 (m, 2H, H-3 + H-4).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 10.5 (CHs); 22.0 (CHz); 59.6 (CHz); 61.7 (CHz); 63.4 (CHz); 68.8
(CH); 70.5 (C); 73.8 (CH); 76.4 (CHa).

IR (b, cm™): 3381 (br, OH).

EM-ES (m/z, %): 222 (100, MH*); 206 (30, [M - CHs]*); 190 (83, [M - CHsO]*); 132 (98, [M - CsHsO2]*).
HRMS calculated for CoH1sNOs (M*): 221.1263. Found: 221.1260. Am=3x10-.

Anal. calculated for CoH19NOs: C 48.86; H 8.66; N 6.33. Found: C 49.06; H 8.54; N 6.13.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyl-3a’,6a'-dihydrospiro[1',3'-dioxane-
5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-clpyrrole]5'-oxide (248a).

>< HgO, CH2C12 ><

TP oe S &
Z_Sdo> rt,12h d&o
N
N (98%) N*
OH o-
240a 248a

Mercury (II) oxide yellow (0.28 g, 1.30 mmol, 2 eq) was added over a solution
of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyldihydrospiro[1',3'-dioxane-5,4"-[1,3]dioxolo[4',5-
c]pyrrol]-5'(3a'H)-ol (240a) (0.17 g, 0.65 mmol) in dichloromethane (3 mL) and the
resulting mixture was stirred at room temperature for 12 hours. The suspension was
then filtered, the filtrate evaporated in vacuo and the residue purified by flash
column chromatography (chloroform/methanol 10:1) to give (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-
tetramethyl-3a',6a'-dihydrospiro[1',3'-dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole]5'-oxide
(248a) (0.16 g, 0.64 mmol, 98%) as a white solid which was crystallized from hexane
to give colourless crystals with m.p. 86-88 °C. [a]p®: -3.3° (c 0.95, in chloroform).

1H-NMR (CDCl;, 400 MHz, ppm): 1.37 (s, 3H, CHs); 1.39 (s, 6H, 2 x CHs); 1.51 (s, 3H, CHs); 3.32 (dd,
1H, J36=2.0 Hz, Ju4=11.6 Hz, H-4); 4.15 (dd, 1H, J46=2.0 Hz, Jos=11.4 Hz, H-6); 4.36 (d, 1H, J4+=11.6 Hz,
H-4); 4.4 (d, 1H, Jos=11.4 Hz, H-6); 4.95 (d, 1H, Jax=6.1 Hz, H-3a"); 5.20 (dd, 1H, Je,6:=0.5 Hz, J3x,62=6.1
Hz, H-6a'); 6.80 (d, 1H, Js.62=0.5 Hz, H-6').

C-NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): 19.1 (CHs); 26.0 (CHs); 27.2 (CHs); 28.1 (CHs); 59.1 (CHz); 63.7
(CH>); 74.7 (C); 76.5 (CH); 77.8 (CH); 98.9 (C); 112.6 (C); 132.5 (CH).

IR (U, cm): 1566 (st, CN); 1375 (st); 1208 (st); 1081 (st).

EM-ES (m/z, %): 258 (100, MH*); 242 (32, [M - CHs]*).

HRMS calculated for Ci2H20NOs (MH*): 258.1341. Found: 258.1343. Am=2x104.

Anal. calculated for C12H19NOs: C 56.02; H 7.44; N 5.44. Found: C 56.08; H7.71; N 5.42.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyl-3a’,6a'-dihydrospiro[1',3'-dioxane-
5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-clpyrrole] (249a).

>< TiCly, Nal, Me3CN O><O

O O
1 0] < \ 0]
dd0> r.t., 10 min A_Sdo><
Q Q

NY N
| (53%)
-

248a 249a

Sodium iodide (0.26 g, 1.74 mmol, 3 eq) and titanium tetrachloride (1.0 M
solution in dichloromethane, 0.58 mL, 0.58 mmol, 1 eq) were added over a solution
of (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyl-3a',6a'-dihydrospiro[1',3"-dioxane-5,4'-
[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole]5'-oxide (248a) (0.15 g, 0.58 mmol) in anhydrous
acetonitrile (6 mL) and the resulting mixture was stirred at room temperature under
nitrogen atmosphere for 10 minutes. Then the reaction mixture was quenched by
addition of 1% potassium hydroxide aqueous solution (5 mL) and the aqueous layer
was extracted with ethyl acetate (4 x 15 mL). The pooled organic extracts were dried
with anhydrous sodium sulphate, filtered and evaporated in vacuo, to afford a
residue which was purified by flash column chromatography (ethyl acetate/hexane
1.8:1) to obtain the (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetramethyl-3a’,6a'-dihydrospiro[1',3'-dioxane-
5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (249a) (0.07 g, 0.31 mmol, 53%) as a colourless oil.
[a]p?: -34.4° (c 0.81, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.39 (s, 3H, CHs); 1.41 (s, 3H, CHs); 1.48 (s, 3H, CHa); 1.57 (s, 3H,
CHb); 3.04 (dd, 1H, J15=2.2 Hz, J4+=11.8 Hz, H-4); 4.04 (d, 1H, [+4=11.8 Hz, H-4); 4.11 (dd, 1H, Js¢=2.2 Hz,
Joe=11.5 Hz, H-6); 4.21 (d, 1H, Jos=11.5 Hz, H-6); 4.82 (d, 1H, Jsa6a=5.5 Hz, H-3a'); 5.16 (d, 1H, Js16a=5.5
Hz, H-6a'); 7.60 (s, 1H, H-6).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 19.1 (CHs); 25.8 (CHs); 27.0 (CHs); 28.3 (CHa); 61.9 (CHa); 64.9
(CH>); 74.5 (C); 79.0 (CH); 85.9 (CH); 98.2 (C); 112.8 (C); 167.5 (CH).

IR (0, cm1): 1676 (br, C=N); 1072 (st).

MS-ES (m/z, %): 242 (100, MH*); 226 (38, [M - CHs]*); 184 (70, [M - CsH501*).

HRMS calculated for Ci2H20NOs (MH*): 242.1392. Found: 242.1395. Am=3x10+4.

Anal. calculated for C12H1oNOs: C 59.73; H 7.94; N 5.81. Found: C 59.84; H 7.85; N 6.01.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of (35,4R)-2,2-bis(hydroxymethyl)-3,4-dihydro-2H-pyrrole-3,4-diol
(250a) and (35,45)-5,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-2,3,4-triol (251a).

>< HO, OH HO, OH

o Yo 6 M HCI, THF N/ AN

\ 0 > OH ——— OH
ddo 50°C,3h 5 I\N z%mq HO2 N 5%0H

(87%) H

249a 250a (10.0:4.0) 251a

A solution of (3a'56a'R)-2,2,2'2-tetramethyl-3a’,6a'-dihydrospiro[1',3'-
dioxane-5,4'-[1,3]dioxolo[4',5-c]pyrrole] (249a) (0.10 g, 0.41 mmol) in a 1:1 mixture of
6 M aqueous solution of hydrochloric acid and tetrahydrofurane (8 mL) was heated
at 50 °C for 3 hours. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the
resulting residue was then subjected to ion exchange chromatography purification
(Amberlite CG-400, OH) to give an unseparable mixture which was assigned as an
equilibrium (10.0:4.0, calculated by 'H-NMR) of the target (354R)-2,2-
bis(hydroxymethyl)-3,4-dihydro-2H-pyrrole-3,4-diol (250a, major component) and
its hydrated derivative (3S,4S)-5,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidine-2,3,4-triol (251a,
minor component), (0.06 g, 0.36 mmol, 87%) as a colourless oil that was used for

bioassay without further purification.

1H-NMR (CDsOD, 250 MHz, ppm): 3.19-3.70 (m, 8H, 4 x H-6-250a + 4 x H-6-251a); 3.79 (dd, 1H,
J25=1.2 Hz, [34=4.8 Hz, H-3-251a); 3.96 (d, 1H, [34=4.8 Hz, H-4-251a); 4.08 (d, 1H, J54=6.1 Hz, H-3-250a);
422 (d, 1H, J25=1.2 Hz, H-2-251a); 4.53 (d, 1H, J54=6.1 Hz, H-4-250a); 7.57 (s, 1H, H-5-250a).

1C-NMR (CD:OD, 62.5 MHz, ppm): 62.9 (CH2-250a); 63.1 (CH2-251a); 65.1 (CH2-250a); 67.8 (C-251a);
67.9 (CH2-251a); 72.8 (CH-250a); 75.2 (CH-251a); 76.6 (CH-251a); 78.7 (CH-250a); 83.9 (C-250a); 96.4
(CH-251a); 171.5 (CH-250a).

IR (U, cm™): 3342 (br, OH); 1751 (m); 1593 (m); 1049 (st).
MS-ES (m/z, %): 162 (100, MH*-250a); 144 (48, [M - OH]*-250a).
HRMS calculated for CeHi12NOs (MH*-250a): 162.0766. Found: 162.0763. Am=3x10-.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of 1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (264a).

o)
AcOH, H,0, 50 °C, 2 h

(68%)

A solution of 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (49) (10.00 g,
38.42 mmol) in a mixture 2:1 of acetic acid and water (110 mL) was heated at 50 °C
for 2 hours. The reaction mixture was then evaporated in vacuo, coevaporated with
toluene (3 x 20 mL) and the resulting solid residue was crystallized from a mixture of
methanol and diethyl ether (1:1) to give the 1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose
(264a) (5.78 g, 26.25 mmol, 68%) as a white solid with m.p. 163-164 °C. [a]p®: -9.0° (c
1.02, in chloroform).

1H-NMR (D:0, 250 MHz, ppm): 1.14 (s, 3H, CHs); 1.30 (s, 3H, CHs); 3.41 (dd, 1H, J56=5.9 Hz, Jes=12.1
Hz, H-6); 3.56 (dd, 1H, J56=2.8 Hz, Jss=12.1 Hz, H-6); 3.67 (ddd, 1H, J5s=2.8 Hz, J56=5.9 Hz, J15=8.8 Hz,
H-5); 3.88 (dd, 1H, J34=2.4 Hz, J45=8.8 Hz, H-4); 4.00 (d, 1H, J54=2.4 Hz, H-3); 4.48 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-
2); 5.60 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-1).

C-NMR (D:0, 62.5 MHz, ppm): 25.1 (CHs); 25.4 (CHs); 61.8 (CHz); 69.5 (CH); 70.5 (CH); 79.2 (CH);
79.3 (CH); 103.4 (CH); 113.2 (C).

IR (U, cm): 3433 (br, OH).
MS-IQ (m/z, %): 221 (36, MH*); 145 (100, [M - CsHsOz2]*).
Anal. calculated for CoHi16Os: C 49.09; H 7.32. Found: C 49.01; H 7.44.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of 1,2-O-isopropylidene-6-O-p-toluensulfonyl-a-D-glucofuranose
(264Db).

TsO

CITs, py, -15°C, 12 h
» HO glle]

(98%) )v
HO o

264b

p-Toluenesulfonyl chloride (28.9 g, 152 mmol, 1.05 eq) was added over a
solution of 1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (264a) (31.8 g, 144, mmol) in
anhydrous pyridine (250 mL) under nitrogen atmosphere and cooled at -15 °C. The
resulting mixture was stirred at -15 °C for 12 hours and then the solvent was
evaporated in vacuo. The crude residue was dissolved in dichloromethane (100 mL)
and the organic layer washed with 0.5 M hydrochloric acid (50 mL) and sodium
bicarbonate aqueous saturated solution (50 mL), dried with anhydrous sodium
sulphate, filtered and evaporated to dryness, to obtain a solid which was crystallized
from a mixture of diethyl ether/hexane to give the 1,2-O-isopropylidene-6-O-p-
toluensulfonyl-a-D-glucofuranose (264b) (53 g, 141 mmol, 98%) as a white solid with
m.p. 100-101 °C. [a]o?: -5.6° (c 0.81, in chloroform).

1H-NMR (CDsCOCD3, 250 MHz, ppm): 1.24 (s, 3H, CHs); 1.39 (s, 3H, CHs); 2.45 (s, 3H, CHa); 2.90 (br
s, 1H, OH); 2.93 (br s, 1H, OH); 3.95-4.25 (m, 4H, H-3 + H-5 + 2 x H-6); 4.46-4.57 (m, 2H, H-2 + H-4);
5.79 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-1); 7.45-7.82 (m, 4H, 4 x H-Ph).

1C-NMR (CDsCOCD:s, 62.5 MHz, ppm): 22.5 (CHs); 27.4 (CHs); 28.1 (CHs); 68.2 (CH); 74.7 (CHa); 75.6
(CH); 81.5 (CH); 86.8 (CH); 106.8 (CH); 112.9 (C); 129.6 (2 x CH); 131.7 (2 x CH); 134.9 (C); 146.6 (C).

IR (0, cm™): 3457 (br, OH).
MS-IQ (m/z, %): 375 (1, [MH]*); 160 (100).
Anal. calculated for CisH220sS: C 51.33; H 5.92; S 8.56. Found: C 51.14; H 5.76; S 8.53.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of 6-azido-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (265a).

TsO
NaN3;, DMF, 50 °C, 12 h

(92%)

Sodium azide (28.2 g, 434 mmol, 3 eq) was added over a solution of 1,2-O-
isopropylidene-6-O-p-toluensulfonyl-a-D-glucofuranose (264b) (53 g, 141 mmol) in
anhydrous N,N-dimethylformamide (500 mL) and the resulting suspension was
heated under nitrogen atmosphere at 50 °C for 15 hours. The solvent was removed in
vacuo, the resulting residue dissolved in 200 mL of dichloromethane, and the
solution was washed with water (3 x 50 mL) and brine (25 mL), dried with
anhydrous sodium sulphate, filtered and evaporated in vacuo. The resulting crude
product was crystallized from a mixture of diethyl ether and hexane to give the 6-
azido-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (265a) as a white solid with
m.p. 104-106 °C. The mother liquids were concentrated in vacuo and purified by flash
column chromatography (ethyl acetate/hexane 2:3) to give in overall 32.1 g (130
mmol, 92%) of 265a. [a]p?: -17.9° (c 1.09, chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.33 (s, 3H, CHs); 1.50 (s, 3H, CHa); 3.43-3.65 (m, 4H, 2 x H-6 + 2 x
OH); 4.05 (dd, 1H, J54=2.7 Hz, J45=6.7 Hz, H-4); 4.16 (ddd, 1H, J5¢=3.6 Hz, J56=6.3 Hz, J15=6.7 Hz, H-5);
437 (d, 1H, J4=2.7 Hz, H-3); 4.54 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-2); 5.96 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-1).

1C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz, ppm): 26.0 (CHs); 26.5 (CHs); 54.0 (CHz); 68.8 (CH); 74.8 (CH); 79.6 (CH);
84.9 (CH); 104.7 (CH); 111.9 (C).

IR (U, cm™): 3435 (br, OH); 2108 (st, Ns).
MS-IQ (m/z, %): 246 (100, [M + H]*); 230 (2, [M - CHs]*); 59 (100).
Anal. calculated for CoH1sN3Os: C 44.08; H 6.17; N 17.13. Found: C 44.23; H 6.37; N 17.04.
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Parte I1 Sintesis y evaluacion biologica de nuevos derivados de nitroaziicares

Preparation of 6-azido-3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-a-D-
glucofuranose (265b).

N3 N3

. (o) a) NaH, TBAI, THF, r.t., S min o
HO" 10 » BnO'

L )v b) BnBr, 50 °C, 12 h L )v
HO o BnO o

(68%)
265a 265b

A solution of 6-azido-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-o-D-glucofuranose (265a)
(29.9 g, 122 mmol) in anhydrous tetrahydrofurane (250 mL) was added dropwise
over a suspension of sodium hydride (50% in mineral oil) (13.00 g, 274 mmol, 2.2 eq)
and tetrabutylammonium iodide (2.25 g, 6.10 mmol, 0.05 eq) in anhydrous
tetrahydrofurane (250 mL). After stirring at room temperature under nitrogen
atmosphere for 5 minutes, benzyl bromide (41.0 mL, 268 mmol, 2.2 eq) was added
and the reaction mixture was heated at 50 °C for 16 hours. Methanol (20 mL) was
then added and the mixture stirred 2 hours more. The resulting suspension was then
filtered over a celite pad, the mother liquors were evaporated to dryness and the
residue was dissolved in dichloromethane (200 mL). The organic solution was
washed with water (2 x 100 mL), dried with anhydrous sodium sulphate, filtered
and evaporated in vacuo. The crude product was crystallized from methanol to give
6-azido-3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (265b) as a
white solid with m.p. 50-51 °C. The mother liquids was concentrated in vacuo and the
resulting oil purified by flash column chromatography (diethyl ether/hexane 1:3) to
give in overall 35.4 g (83.0 mmol, 68%) of 265b. [a]o*: -66.7° (c 1.14, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.33 (s, 3H, CHa); 1.51 (s, 3H, CHs); 3.45 (dd, 1H, J56=5.2 Hz,
Jos=13.2 Hz, H-6); 3.68 (dd, 1H, J56=2.6 Hz, Jsc=13.2 Hz, H-6); 4.02 (ddd, 1H, J56=2.6 Hz, J5¢=5.2 Hz,
J45=9.0 Hz, H-5); 4.13 (d, 1H, J3+=3.1 Hz, H-3); 4.29 (dd, 1H, J5+=3.1 Hz, 15=9.0 Hz, H-4); 4.50 (d, 1H,
J1=3.8 Hz, H-2); 4.46-4.73 (m, 4H, 2 x CH2Ph); 5.90 (d, 1H, J1-=3.8 Hz, H-1); 7.26-7.40 (m, 10H, 10 x H-
Ph).

3C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.9 (CHs); 27.4 (CHs); 52.4 (CHz); 72.3 (CHa); 73.0 (CHz); 75.9
(CH); 79.7 (CH); 82.1 (CH); 82.2 (CH); 105.6 (CH); 112.4 (C); 128.2 (2 x CH); 128.2 (2 x CH); 128.3 (CH);
128.5 (CH); 129.0 (2 x CH); 129.1 (2 x CH); 138.0 (C); 138.5 (C).

IR (0, cm): 2101 (st, Ns).
MS-IQ (m/z, %): 398 (1, [M - N2J*); 397 (2, [M - H - N2J*); 91 (100, [PhCH:]).
Anal. calculated for C2sH2N3Os: C 64.92; H 6.40; N 9.88. Found: C 65.11; H 6.48; N 10.22.
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Preparation of 3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-6-nitro-a-D-
glucofuranose (82b).

1) H, (1 atm), Raney-Ni

o MeOH, r.t., 4 h
1l IO

[ )v 2) MCPBA, CHCl;, ref, 2 h
7
0 (55%)

BnO

265b

A Raney-nickel water suspension (2.8 g, 50% w/w) was added over a
degassed solution of 6-azido-3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-a-D-
glucofuranose (265b) (5.52 g, 12.97 mmol) in methanol (195 mL) and the resulting
suspension was purged with hydrogen and stirred at room temperature under
hydrogen (1 atm) for 5 hours. Hydrogen was then removed purging with nitrogen
and the metallic catalyst was filtered over a pad of celite. The resulting solution was
evaporated in vacuo, to afford the amino intermediate which was dried in the
vacuum line, dissolved in chloroform (325 mL) and anhydrous magnesium sulphate
(26 g, 216 mmol, 16 eq) added. The suspension was stirred at room temperature for 5
minutes and then meta-chloroperbenzoic acid (26 g, 116 mmol, 9 eq) was added. This
new mixture was refluxed for 2 hours and then cooled down to room temperature.
Dichloromethane (100 mL) was added, the suspension was cooled in an ice-bath, the
resulting mixture filtered and the solution evaporated in vacuo. The resulting residue
was dissolved in ethyl acetate (100 mL), the organic layer washed with saturated
sodium bicarbonate aqueous solution (100 mL), water (100 ml) and brine (100 mL),
dried with anhydrous sodium sulphate, filtered and evaporated in vacuo to give a
residue which was purified by flash column chromatography (ethyl acetate/hexane
1:6.5) to give 3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-6-nitro-a-D-
glucofuranose (82b) (3.06 g, 7.13 mmol, 55%) as a yellow oil. [a]p?: -33.0° (c 6.05, in
chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.47 (s, 3H, CHs); 4.06 (d, 1H, J54=3.1 Hz, H-3);
4.21-4.25 (m, 1H, H-5); 4.41-4.82 (m, 6H, H-2 + H-4 + 2 x H-6 + 2 x CH-Ph); 5.89 (d, 1H, J12=3.7 Hz, H-
1); 7.15-7.38 (m, 10H, 10 x H-Ph).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.2 (CHs); 26.7 (CHs); 71.7 (CH); 73.3 (CHz); 73.7 (CH); 77.4
(CHa); 79.4 (CH); 81.2 (CH); 81.4 (CH); 104.8 (CH); 112.1 (C); 127.7 (2 x CH); 127.8 (2 x CH); 127.9 (CH);
128.2 (CH); 128.4 (2 x CH); 128.6 (2 x CH); 136.7 (C); 137.2 (C).

IR (U, cm): 1554 (st, NOz); 1376 (m, NO2).
MS-IQ (m/z, %): 428 (1, [M - H]*); 338 (1, [M - H - OCH2Ph]*); 91 (100, [PhCH:]*).
Anal. calculated for C2sH27NO7: C 64.32; H 6.34; N 3.26. Found: C 64.20; H 6.33; N 3.44
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Preparation of 3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-6-C-hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-
6-nitro-D-glicero-a-D-gluco-heptofuranose (258a).

(HCOH),, TBAF
THF, r.t., 1 h
(86%)

258a

Tetrabutylamonnium fluoride (1.0 M solution in tetrahydrofurane, 1.34 mL,
1.34 mmol, 1 eq) was added over a suspension of paraformaldehyde (0.41 g, 13.5
mmol, 10 eq) and 3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-1,2-O-isopropylidene-6-nitro-a-D-
glucofuranose (82b) (0.29 g, 0.67 mmol) in anhydrous tetrahydrofurane (3.5 mL) and
the reaction mixture was stirred at room temperature under nitrogen atmosphere for
1 hour. Dichloromethane (10 mL) was added and the organic layer was washed with
saturated ammonium chloride aqueous solution (3 x 5 mL), dried with anhydrous
sodium sulphate, filtered and evaporated in vacuo. The resulting crude product was
purified by flash column chromatography (dichloromethane/methanol 50:1) to give
3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-6-C-hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-6-nitro-D-glicero-
a-D-gluco-heptofuranose (258a) (0.29 g, 0.58 mmol, 86%) as an amorphous white
solid which could not be crystallized. [a]o*: -67.8° (¢ 1.70, in chloroform).

1H-NMR (CDCl;, 250 MHz, ppm): 1.32 (s, 3H, CHs); 1.49 (s, 3H, CHa); 2.72 (br s, 1H, OH); 2.95 (br s,
1H, OH); 4.10 (d, 1H, J45=3.1 Hz, H-5); 4.21-4.28 (m, 4H, 2 x CH2-Ph); 4.37-4.47 (m, 4H, 2 x CH2-OH);
464 (d, 1H, J12=3.9 Hz, H-2); 4.66-4.71 (m, 2H, H-3 + H-4); 591 (d, 1H, [12=3.9 Hz, H-1); 7.10-7.39 (m,
10H, 10 x H-Ph).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 26.2 (CHs); 26.7 (CHs); 62.3 (CHz); 63.6 (CHz); 71.2 (CHz); 75.1
(CH.); 77.1 (CH); 78.5 (CH); 80.1 (CH); 81.7 (CH); 95.9 (C); 104.9 (CH); 112.3 (C); 127.3 (2 x CH); 127.6
(2 x CH); 127.9 (CH); 128.2 (CH); 128.4 (2 x CH); 128.6 (2 x CH); 136.6 (C); 137.1 (C).

IR (U, cm™): 3472 (br, OH); 1546 (st, NO2).
MS-IQ (m/z, %): 491 (1, [M + Hz]*); 91 (100, [PhCH:]"*).
Anal. calculated for C2sH31NOo: C 61.34; H 6.38; N 2.86. Found: C 60.98; H 6.23; N 2.82.
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Preparation of 6-amino-6-deoxy-6-C-hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-D-
glicero-a-D-gluco-heptofuranose (267a).

OH

OH
H,N

Pd Black, NH,HCO w
S » HO' 10
MeOH, r.t., 3 days

(88%) HO o ‘

267a

Palladium black (0.11 g, 20% w/w) and ammonium formate (2.09 g, 33.11
mmol, 30 eq) were added over a degassed solution of 3,5-di-O-benzyl-6-deoxy-6-C-
hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-6-nitro-D-glicero-a-D-gluco-heptofuranose
(258a) (0.54 g, 1.10 mmol) in methanol (11 mL) and the resulting mixture was stirred
under nitrogen atmosphere at room temperature for 3 days. The suspension was
then filtered over a celite pad and the filtrate evaporated in vacuo, to give 6-amino-6-
deoxy-6-C-hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-D-glicero-a-D-gluco-heptofuranose
(267a) (0.27 g, 0.97 mmol, 88%) as a yellow oil. [a]p®: -20.3° (¢ 2.33, in methanol).

1H-NMR (CDsOD, 250 MHz, ppm): 1.31 (s, 3H, CHs); 1.47 (s, 3H, CHa); 3.74 (d, 1H, J7=11.5 Hz, H-7);
3.76 (d, 1H, J2~=11.5 Hz, H-7); 3.86 (d, 1H, J;~=11.5 Hz, H-7); 3.91 (d, 1H, J,~=11.5 Hz, H-7); 4.14 (d, 1H,
J54=10.3 Hz, H-3); 4.22-4.28 (m, 2H, H-4 + H-5); 4.48 (d, 1H, J12=3.6 Hz, H-2); 5.92 (d, 1H, [1.=3.6 Hz, H-
1); 8.51 (br s, 2H, NHz).

C-NMR (CDsOD, 62.5 MHz, ppm): 26.7 (CHs); 27.3 (CHs); 61.1 (2 x CHz); 64.2 (C); 66.9 (CH); 75.6
(CH); 81.2 (CH); 85.5 (CH); 106.8 (CH); 113.1 (C).

IR (0, cm-): 3425 (br, OH + NHb)
MS-1Q (m/z, %): 280 (100, MH-); 263 (46, [M - NH2]*); 222 (27, [M - CsH:OJ").
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Preparation of (2S,3R,4S,5R,6R)-7,7-bis-(hydroxymethyl)azepane-2,3,4,5,6-pentaol
(157a).

OH
OH

H,N

o 1) TFA, H,O, r.t., 4 h

10 » HO"“

[ )V 2) NaHCO;, THF, 40 °C, 24 h N

“0 ’ HO OH
(83%)

267a 157a

HOY

HO

A solution of 6-amino-6-deoxy-6-C-hydroxymethyl-1,2-O-isopropylidene-D-
glicero-a-D-gluco-heptofuranose (267a) (0.17 g, 0.61 mmol) in a mixture of
trifluoroacetic acid and water (2:1, 9 mL) was stirred at room temperature for 4
hours. The solvents were then removes in vacuo and the residue coevaporated with
toluene (3 x 5 mL). The crude reaction product was dried under the vacuum line and
then was dissolved in tetrahydrofurane (9 mL) and sodium bicarbonate (0.077 g,
0.915 mmol, 1.5 eq) was added. The solution was heated at 40 °C for 24 h when t.l.c.
(chloroform/methanol/water/acetic acid 60:30:5:3) showed no starting material. The
solvent was evaporated in vacuo, the resulting residue dissolved in acetone, the
solids filtrated and the solution concentrated in vacuo to give (25,3R,4S,5R,6R)-7,7-
bis-(hydroxymethyl)azepane-2,3,4,5,6-pentaol (157a) (0.12 g, 0.51 mmol, 83%) as a
yellow oil.

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 2.71-2.76 (m, 1H, NH); 4.76-4.80 (m, 1H, H-8); 4.95-4.98 (m, 2H, 2 x
H-8); 5.09-5.27 (m, 5H, H-3 + H-4 + H-5 + H-6 + H-8); 5.34-5.40 (m, 1H, H-2).

13C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 62.3 (CHz); 67.8 (C); 69.8 (CHz); 70.2 (CH); 72.7 (CH); 73.8 (CH);
78.5 (CH); 95.6 (CH).

IR (0, cm): 3420 (br, OH + NH).
MS-ES (m/z, %): 240 (7, MH-); 222 (63, [M - H2OJ*); 58 (100).
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Preparation of (2S,3R4R,5R,6R)-4,5,6-triacetoxy-7,7-bis-(acetoxymethyl)azepane-
2,3-diol (157b).

Ac,0, py, DMAP, r.t., 24 h

HoO""

(55%) $
HO OH AcO OAc

157a 157b

A solution of (253R,45,5R,6R)-7,7-bis-hydroxymethyl-azepane-2,3,4,5,6-
pentaol (157a) (0.05 g, 0.21 mmol) and N,N-dimethylaminopyridine (0.002 g, 0.021
mmol, 0.1 eq) in a 1:1 mixture of pyridine and acetic anhydride (2 mL) was stirred at
room temperature for 24 hours. Then solvents were removed in vacuo and the crude
residue was purified by flash column chromatography (ethyl acetate/hexane 1:1) to
give (25,3R,4R,5R,6R)-4,5,6-triacetoxy-7,7-bis-(acetoxymethyl)azepane-2,3-diol (157b)
(0.05 g, 0.11 mmol, 55%) as a colourless oil. [a]o?: -8.7° (c 1.01, in chloroform).

1H-NMR (CDCls, 250 MHz, ppm): 1.95 (s, 3H, CHs); 2.02 (s, 3H, CHa); 2.08 (s, 6H, 2 x CHa); 2.21 (s,
3H, CHs); 2.65 (br d, Jan2=7.1 Hz, NH); 3.46 (d, 1H, Js5=8.8 Hz, H-8); 3.95 (d, 1H, Jss=11.5 Hz, H-8); 3.99
(d, 1H, Js5=8.8 Hz, H-8); 4.31 (d, 1H, Js5=11.5 Hz, H-8); 4.99 (dd, 1H, J23=1.6 Hz, Jxu2=7.1 Hz, H-2); 5.03
(dd, 1H, J25=1.6 Hz, J3+=7.7 Hz, H-3); 5.24 (dd, 1H, J56=2.2 Hz, J15=10.7 Hz, H-5); 5.32 (d, 1H, [5s=2.2 Hz,
H-6); 5.72 (dd, 1H, J54=7.7 Hz, J15=10.7 Hz, H-4).

C-NMR (CDCls, 62.5 MHz, ppm): 20.5 (CHs); 20.6 (CHs); 20.6 (CHs); 20.7 (CHs); 20.9 (CHs); 62.3
(CHa); 64.4 (C); 68.0 (CH); 68.3 (CH); 69.6 (CH2); 69.7 (CH); 75.5 (CH); 91.2 (CH); 169.6 (C); 169.7 (C);
170.0 (C); 170.1 (C); 170.6 (C).

IR (0, ecm): 3476 (br, OH); 3327 (br, NH); 1748 (f, CO).

MS-ES (m/z, %): 450 (22, MH*); 432 (100, [M - OH]").

HRMS calculated for CisH2sNO12 (MH"): 450.1606. Found: 450.1592. Am=14x10-.

Anal. calculated for CisH27NOn2: C 48.11; H 6.06; N 3.12. Found: C 48.32; H 6.25; N 2.97.
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Conclusiones

1. Se han iniciado estudios de incorporacion de quinonas en carboazticares
mediante la adicién de Michael de la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona a la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-5-enofuranosa, que han conducido
a la formacién de una mezcla de la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-
naftoquinon-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa y la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-naftoquinon-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-3-L-
idofuranosa en una proporcion 10.0:0.2 (exceso diastereomérico del 96%), lo que
representa una selectividad notablemente elevada, predecible por la regla de Felkin-
Anh.

2. Un protocolo de reacciones cuya etapa clave es una reaccion de Henry
intramolecular permitid transformar la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(3'-hidroxi-1',4'-
naftoquinon-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa  enantioselectiva-
mente en el (15,25,35,4R,5R,6R)-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-
naftoquinon-2'-il)-6-nitrociclohexano, que result6 ser el primer 5-naftil-6-
nitrociclohexano polihidroxilado conocido, de previsible facil transformacion en

naftilciclohexitoles, compuestos novedosos no descritos todavia.

3. Este (15,25,35,4R,5R,6R)-3-benciloxi-1,2,4-trihidroxi-5-(3'-hidroxi-1',4'-
naftoquinon-2'-il)-6-nitrociclohexano dio lugar en bajo rendimiento a la
(6bR,7R,85,95,10S,10aR)-8-benciloxi-7,8,9,10,10a,11-hexahidro-7,9,10-trihidroxi-6bH-
benzo[a]carbazol-5,6-diona mediante un protocolo de reacciones consistente en la
reduccion del grupo nitro a amino seguido de heteroanulacion. Se obtuvo de esta
manera la  (6bR,7R,85,95,10S5,10aR)-8-benciloxi-7,8,9,10,10a,11-hexahidro-7,9,10-
trihidroxi-6bH-benzo[a]carbazol-5,6-diona, que result6 ser la  primera

hexahidrobenzo[a]carbazol-5,6-diona polihidroxilada conocida.

4. La adicion de 1,4-naftoquinonas a nitroolefinas de azucares se llevé a cabo
utilizando sus correspondientes 1,4-dimetoxinaftalenos. Se encontré que la adicion
de Michael de 2-litio-1,4-dimetoxinaftaleno sobre la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-5-enofuranosa conduce a la formacion de una
mezcla de la  3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-B-L-idofuranosa 'y la  3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-
dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa en proporcion
10.0:2.1 (exceso diastereomérico del 65%). La selectividad de la adicion en este caso
resultd ser menor y contraria a la del caso de la adicion de la 2-hidroxi-1,4-

naftoquinona.

5. Un protocolo de reacciones similar al de la conclusion segunda nos
permitio transformar la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2-
O-isopropiliden-6-nitro-p3-L-idofuranosa en el (1R,25,3S,4R,55,6S)-3-benciloxi-5-(1',4'-
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dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2,4-trihidroxi-6-nitrociclohexano, que result6 ser el primer

5-dimetoxinaftalenil-6-nitrociclohexano polihidroxilado conocido.

6. El  (1R,25,35,4R,55,65)-3-benciloxi-5-(1',4'-dimetoxinaftalen-2'-il)-1,2,4-
trihidroxi-6-nitrociclohexano  dio lugar en bajo rendimiento a Ila
(1R,25,35,4R,4aS,11bS)-2-benciloxi-1,2,3,4,4a,5-hexahidro-1,3,4-trihidroxi-11bH-
benzo[b]carbazol-6,11-diona mediante un protocolo de reacciones consistente en
reducir el grupo nitro a amino, desproteger el sistema quindnico y promover una
heteroanulacion. Se obtuvo de esta manera la (1R,2S,3S,4R,4aS,11bS)-2-benciloxi-
1,2,3,4,4a,5-hexahidro-1,3,4-trihidroxi-11bH-benzo[b]carbazol-6,11-diona, que resultd

ser la primera hexahidrobenzo[b]carbazol-6,11-diona polihidroxilada conocida.

7. La primera etapa de una ruta disefiada para sintetizar [3-aminoacidos
cicloalcanicos polihidroxilados, consistio en la adicion conocida de Michael de 2-
litio-1,3-ditiano a la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-
5-enofuranosa, que permitio obtener la mezcla esperada de la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-pB-L-idofuranosa y la 3-O-
bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-oa-D-
glucofuranosa. Se encontraron nuevas condiciones de reaccion que permitieron
mejorar el rendimiento desde un 60 hasta un 78% y la diastereoselectividad desde un
14% hasta un 50%.

8. La 3-O-bencil-5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-
B-L-idofuranosa permiti6 sintetizar por primera vez un [-aminodcido ciclohexanico
polihidroxilado mediante la preparacion del (15,25,35,4R,5S,6R)-2-
benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato
de metilo. Se empled para ello una secuencia sintética de ocho pasos, que implicé la
preparacion de tres compuestos novedosos en el orden siguiente: la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-f-L-idofuranosa, el
(15,25,35,45,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de
metilo y el (15,25,35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-

nitrociclohexanocarboxilato de metilo.

9. Se desarrollo una sintesis enantioselectiva del (35,45,5S,6R)-5-benciloxi-6-
hidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohex-1-enocarbaldehido a partir de la 3-O-bencil-
5,6-didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-p-L-idofuranosa
obtenida como se indica en la conclusion séptima. La secuencia sintética implicd un
protocolo de reacciones que incluye la preparacion de los siguientes compuestos: el
(15,25,3R,45,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-nitrociclohexanocarbaldehido-
ditiopropilenacetal, el (15,25,35,45,55,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal y el (1S,2S5,35,4S,5S,6R)-5-benciloxi-
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6-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarbaldehidoditiopropilenacetal.
Esta ruta puede considerarse como la primera sintesis enantioselectiva de un

compuesto del tipo de las rancinamicinas.

10. Se desarroll6é una modificacion de la ruta de B-aminodcidos ciclohexanicos
polihidroxilados cuya primera etapa consistid en la adicion de Michael novedosa del
tris(feniltio)metillitio a la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-a-D-
xilo-hex-5-enofuranosa, que dio lugar a la formacion de una mezcla 10.0:1.2 de los
compuestos  novedosos  3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-5-C-
(tris(feniltio)metil)-a-D-glucofuranosa y 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-
6-nitro-5-C-(tris(feniltio)metil)-B-L-idofuranosa, lo que implica un exceso
diastereomérico del 79%. Ello pone claramente de manifiesto que la estereoquimica
de la adicion del tris(feniltio)metillitio a la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-a-D-xilo-hex-5-enofuranosa es la inversa de la del 2-litio-1,3-

ditiano previamente citada en la conclusion séptima.

11. La  3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-5-C-(tris(fenil-
tio)metil)-a-D-glucofuranosa se transformdé en el segundo [-aminoacido
ciclohexdnico  polihidroxilado  conocido, mediante la preparacion del
(1R,2R,35,4R,5S,6R)-2-benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxi-
ciclohexanocarboxilato de metilo. Se empled para ello una secuencia sintética de seis
pasos, que implicd la preparacion de tres compuestos novedosos en el orden
siguiente: la 3-O-bencil-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropiliden-5-C-metoxicarbonil-6-nitro-
a-D-glucofuranosa, el (1R,2R,3S5,4S,5S,6R)-5-benciloxi-3,4,6-trihidroxi-2-
nitrociclohexanocarboxilato de metilo y el (1R,2R,35,4S,5S,6R)-5-benciloxi-6-hidroxi-
3,4-isopropilidendioxi-2-nitrociclohexanocarboxilato de metilo. El p-aminoacido
ciclohexanico polihidroxilado obtenido, el (1R,2R,35,4R,5S5,6R)-2-
benciloxicarbonilamino-5,6-dihidroxi-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxilato
de metilo, se empled para constituir un tripéptido sencillo, lo cual nos permitié
preparar el novedoso 2-((1R,2R,35,4S,5R,6R)-2-(2-(benciloxicarbonilamino)acetilami-
do)-5,6-bis(t-butildimetilsililoxi)-3,4-isopropilidendioxiciclohexanocarboxamido)ace-

tato de metilo.

12. Se iniciaron estudios de aplicacion de nuestra metodologia de sintesis de
B-aminodcidos ciclohexdnicos polihidroxilados a la sintesis de [-aminoacidos
ciclopentanicos polihidroxilados, mediante la transformacion de la 3-O-bencil-5,6-
didesoxi-5-C-(1,3-ditian-2-il)-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-B-L-idofuranosa  en la
mezcla inseparable en proporcion 10:6 del (15,25,3R,4S5,5R)-4-benciloxi-3,5-dihidroxi-
2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal y el (15,25,3S,4S,5R)-4-benciloxi-

3,5-dihidroxi-2-nitrociclopentanocarbaldehidoditiopropilenacetal, que se transformo
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en los [-aminodcidos ciclohexdnicos siguientes: el (1S5,25,3R,4S,5R)-2-
benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato  de
metilo y el (15,25,35,45,5R)-2-benciloxicarbonilamino-4-hidroxi-3,5-bis-

metoximetoxi-ciclopentanocarboxilato de metilo, en una secuencia de seis etapas.

13. Se ha desarrollado la primera sintesis enantioselectiva de
1,4-iminopentanoles ramificados con un grupo hidroximetilo en su posicion C-4
transformando el D-gliceraldehido en el t-butil(((4R,55)-2,2-dimetil-5-(nitrometil)-1,3-
dioxolan-4-il)metoxi)difenilsilano, que mediante una doble reaccion de Henry con
formaldehido, seguida de la manipulacion de sus grupos funcionales, dio lugar al
intermedio clave ((4R,5S5)-5-(2',2'-dimetil-5"-nitro-1',3'-dioxan-5'-il)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)metil metanosulfonato. La reduccion de su grupo nitro a amino fue
seguida de una heteroanulacion espontanea, que dio lugar al (3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-
tetrametildihidrospiro[1,3-dioxano-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-c]pirrol]-5'(3a'H)-ol o  al
(3a’S,6a’R)-2,2,2',2'-tetrametiltetrahidrospiro[1,3-dioxano-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-
c]pirrol], dependiendo de las condiciones empleadas. El (3a’S,6a’R)-2,2,2'2'-
tetrametiltetrahidrospiro[1,3-dioxano-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-c]pirrol]] se transformo
facilmente en el clorhidrato de (35,4R)-2,2-bis(hidroximetil)pirrolidin-3,4-diol, y el
(3a'S,6a'R)-2,2,2',2'-tetrametildihidrospiro[1,3-dioxano-5,4'-[1,3]dioxolo[4,5-c]pirrol]-
5'(3a'H)-ol se transformé en los tres derivados siguientes: el (3S,4R)-1-(aliloxi)-2,2-
bis(hidroximetil)pirrolidin-3,4-diol, el (85,4R)-2,2-bis(hidroximetil)-1-
propoxipirrolidin-3,4-diol y el (3S,4R)-2,2-bis(hidroximetil)-3,4-dihidro-2H-pirrol-
3,4-diol.

14. La evaluacidon preliminar de la capacidad de inhibicién de enzimas
glicosidicas de los cuatro 1,4-iminopentanoles de la conclusién decimotercera nos
permitié comprobar que el clorhidrato de (35,4R)-2,2-bis(hidroximetil)pirrolidin-3,4-
diol inhibe en un 76% la actividad de la oa-galactosidasa, el (3S,4R)-2,2-
bis(hidroximetil)-3,4-dihidro-2H-pirrol-3,4-diol inhibe en un 80% la actividad de la
B-galactosidasa, el (35,4R)-2,2-bis(hidroximetil)-1-propoxipirrolidin-3,4-diol inhibe
en un 48% la actividad de la a-galactosidasa y en un 40% la de la (3-galactosidasa. El
(35,4R)-1-(aliloxi)-2,2-bis(hidroximetil)pirrolidin-3,4-diol no inhibe a ninguna de las

glicosidasas con las que se evalud.

15 Una modificacion de la sintesis de 1,4-iminopentanoles ramificados
(conclusion decimotercera) permitié transformar la 3,5-di-O-bencil-6-desoxi-1,2-O-
isopropiliden-6-nitro-a-D-glucofuranosa en el (25,3R,45,5R,6R)-7,7-bis-
(hidroximetil)azepan-2,3,4,5,6-pentaol mediante un protocolo de heteroanulacién de
la 3,5-di-O-bencil-6-desoxi-6-C-hidroximetil-1,2-O-isopropiliden-6-nitro-D-glicero-a-

D-gluco-heptofuranosa que incluye una reduccion del nitro a amino seguida de una
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condensacién amino-carbonilo. Ello constituyo la primera sintesis total de un 7,7-bis-

(hidroximetil)azepano pentahidroxilado.
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