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RESUMEN:

Los espectros de 'H y "*C del éster metilico de L-prolina manifiestan cambios importantes,
particularmente en el primer caso, debido a efectos del disolvente. Dichas variaciones
pueden ser interpretadas en términos de asociaciones soluto/disolvente tales como
formacién de puentes de hidrégeno por ejemplo en los casos en que el disolvente es
acetona o dimetilsulféxido, o bien por generacion de efectos anisotrépicos, en el caso del
disolvente piridina.

Para el estudio, se prepararon ademas, derivados amidicos de la prolina con sustituyentes
aromaticos que se orientan de distinta forma respecto al sistema anular del aminoécido y
provocan cambios interesantes en el patrén de los espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) que pueden ser explicados en términos de efectos anisotropicos de los
sisternas aromdticos asf como por efectos inductivos del grupo amida.

El espectro de RMN complejo, que se observa experimentalmente como resultado de
acoplamientos multiples en €l sistema ciclico de prolina, permite obtener informacién
dindmica acerca de este importante aminodcido, cuando se inducen modificaciones en los
desplazamientos quimicos mediante efectos anisotrépicos o de disolvente.

La correlacion entre las estructuras estudiadas, tanto en disolucion como en el estado
sélido permiti6 hacer la comparacion entre las conformaciones experimentales obtenidas
por la cristalografia de Rayos X, con las de RMN y finalmente las generadas por la
sirmulacién en programas computacionales.



INTRODUCCION

El aminodcido L-prolina es objeto de numerosos estudios que evidencian su importancia
en diferentes campos del conocimiento de la quimica orgénica y la bioquimica."™ Ello se
comprende dadas las implicaciones fundamentales que sobre las propiedades
moleculares tiene la presencia de este aminodcido.

Por ejemplo: se sabe que en la quimica de péptidos y proteinas, la prolina juega un papel
determinante en la formacion de estructuras secundarias de esas macromoléculas,
dirigiendo las cadenas peptidicas a adoptar conformaciones que son determinantes en
procesos bioldgicos," su cardcter ciclico imparte ademds caracteristicas
conformacionales sui generis importantes en la funcién biolégica.?

Por otro lado, la prolina misma o los derivados de ¢lla, se utilizan exitosamente en
sintesis orgdnica, tanto como material de partida en secuencias sintéticas™ o en el disefio
de catalizadores quirales ttiles en sintesis asimétrica.”

La elucidacion estructural de la prolina y sus derivados ha significado retos importantes
tanto en Cristalografia, ® como en Resonancia Magnética Nuclear (RMN)®" y
Espectrometria de Masas.®

Por esta raz6n, el estudio del comportamiento conformacional de la prolina en diferentes
condiciones estd dado por la necesidad de profundizar en el conocimiento de una
molécula aparentemente sencilla pero con implicaciones estructurales y actividad
bioldgica sumamente interesantes.

La sintesis de derivados de la prolina molecularmente pequefios, es una estrategia
interesante para probar el efecto sobre el sistema anular de la prolina de grupos
funcionales con caracteristicas estructurales especificas, e.g. generaciéon de amidas con
sustituyentes aromdticos, introduccion de sustituyentes con grupos electroatractores, etc.

El complejo sistema de espines acoplados existente en la prolina, en condiciones
especiales, constituye un sensor estructural que permite probar diferentes estrategias que
lleven a un mejor discernimiento de estructuras derivadas de este aminodacido, mediante
estudios de resonancia magnética nuclear.

De esta forma, surge el interés por ahondar y hacer una contribucién en este campo,
dadas las variaciones de la conducta quimica y de la reactividad, que se hacen evidentes
en los experimentos para derivar a este importante aminoacido.

La versatilidad y complejidad de este comportamiento seguramente seguirdn teniendo un
ntimero muy grande de estudios en el futuro cercano; atn asi, los resuitados modestos
de esta investigacién son una contribucidén concreta al conocimiento fundamental sobre
la conducta quimica y estructural de la prolina.

Para el logro de los objetivos de este trabajo, fue necesario estudiar primero e! espectro
de RMN del clorhidrato del éster metilico de L-prolina, en diferentes medios y
condiciones.

Posteriormente, se probd el uso de oblatos aromaticos para formar derivados amidicos
con el éster metilico de L-prolina, con el objetivo de provocar efectos de anisotropia
diamagnética, generando variaciones en los desplazamientos quimicos y causando la
modificacién de las interacciones espaciales protén-protén. En algunos casos, ello



permitié la asignacién completa de las sefiales del espectro de 'Hdela prolina, claro
ejemplo de no equivalencia magnética, en un sistema sumamente complejo de influencias
reciprocas.

En este trabajo también se presenta el andlisis espectroscopico de los efectos causados
por el disolvente y la presencia de diferentes oblatos aromaticos en derivados del éster

metilico de L-prolina. Los compuestos sintetizados y analizados en el presente estudio
son:

H O H o

I) Clorhidrato del éster metilico de L-prolina

O H_ COOCH; O H_ COOCH,

1) Ester metilico de {N-(1-naftoil)]-L-prolina. III) Ester metilico de [N -(2-naftoil}]-L-prolina.

O 0 H YCOOCH,

1V) Ester metilico de [N-(difenilacetil)]-L-prolina. V) Ester metilico de [N-(S)-naproxenoil)]-L-
prolina.

La constante estructural de los derivados sintetizados ¢s la generacion del grupo

funcional amida con el nitrégeno de la prolina, empleando sustituyentes que incluyen
anillos aromaticos.

En el caso de los compuestos 11 y III, el sistema aromatica naftalénico estd unido
directamente a la funcién amida, respectivamente en las posiciones oy B; en el
compuesto III la parte aromatica del derivado esté dada por dos grupos fenilo,
generando un sistema con dos anillos aromaéticos no coplanares; el compuesto IV por su

parte, involucra a un sistema naftalénico con la particularidad de incluir ademds a un
centro quiral.



OBJETIVOS
Objetivo general.

Estudiar el sistema anular de la prolina en diferentes condiciones, evaluando los efectos
del disolvente y de anisotropia magnética inducidos por sistemas arométicos de
diferentes tipos, en el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y C,

Objetivos especificos.

1.- Preparar una serie de derivados amidicos del éster metilico de L-prolina con oblatos
arométicos para estudiar su comportamiento quimico y espectroscopico.

2.- Evaluar los efectos de anisotropia magnética generados por estos oblatos, mediante el
andlisis de las variaciones en los desplazamientos quimicos del sistema de la prolina.

3.- Estudiar las interacciones espaciales proton-protén, empleando los datos de RMN de
alta resolucidn, para explicar los cambios espectrales generados por los cambios
complejos en las equivalencias quimicas y magnéticas del sistema ciclico de ia prolina.

4.- Correlacionar los resuitados obtenidos por RMN con los datos cristalograficos
correspondientes.

5.- Caracterizar completamente los nuevos compuestos obtenidos con el fin de permitir

un estudio ulterior e.g. simulacioén de sistemas de espines & determinacién de actividad
hiolégica.



CAPITULO 1
GENERALIDADES

1.1 El aminoacido L-prolina.

En los (ltimos afios se ha observado un inusitado interés por el estudio del aminodcido
L-prolina y sus derivados.""” Los trabajos de investigacin que involucran a la prolina
abarcan campos del conocimiento muy diversos que pueden englobarse en tres grandes
conjuntos generales: papel bioquimico de la prolina; aplicacién de la prolina y sus
derivados en sintesis organica; sintesis y caracterizacion estructural de derivados de
prolina.

1.1.1 Papel bioquimico de Ia L-prolina.

De los veinte aminodcidos que integran el cdigo genético para la biosintesis de
proteinas, la prolina ocupa un papel especial: clasificado como un aminoéacido con
cadena lateral no polar, es el inico en donde el grupo ¢-amino est4 unido a la cadena
lateral, formando un ciclo de cinco miembros de pirrolidina en donde, por consecuencia,
el grupo funcional amino es de tipo secundario, a diferencia de los diecinueve
aminodcido restantes en donde es una amina primaria (figura 1.1).

Figura 1.1. Estructura del aminoécido L-prolina.

Considerado como un aminoédcido no esencial en la nutricidn del ser humano, la prolina
es biosintetizada en el organismo via la ruta que se describe a continuacion y que se
resume en la figura 1.2.

A partir del 4cido glutamico, se lleva a cabo una fosforilacién en el carboxilo en posicién
v por medio del trifosfato de adenosina (ATP), para después ser reducido al y-
semialdehido del 4cido glutdmico por accidn de la glutamato deshidrogenasa y oxidacién
concomitante de una molécula de la forma reducida del fosfato de nicotinamida -adenin-
dinucledtido (NADPH) que pasa a su forma oxidada (NADP).

Mediante un proceso de ataque del grupo ¢t-amino al aldehido en posicién v, con

pérdida de una molécula de agua, se genera el iminoécido ciclico correspondiente (Acido
A'-pirrolidin-5-carboxilico) el cual, es reducido posteriormente por la enzima pirrolidin-
S-carboxilico reductasa (con intervencién de NADPH), al aminoacido L-prolina, el cual

antorregula su produccion al ser inhibidor alostérico del primer paso de la secuencia
biosintética, %! |



NH-

Hooc/\)\cocm

4cido glutdmico

ATP + NADPH

glutamato
kinasa-deshidrogenasa

Pi + ADP + NADP*
NH,
CQOH

O

4cido y-aldehido glutdmico

Espontdneo
H,0 4/ P

4cido Al-pirrolidin-5-carboxilico

NADPH
pirrolidin-5-carboxilato
reductasa
NADP*
.“‘\
II\T COOH
H
L-Prolina

Figura 1.2, Biosintesis de L-prolina.

La biodegradacioén de L-prolina, sigue un proceso inverso a la biosintesis, como se
muestra en la ﬁgura 1.3; a partir de la prolina se genera, por accidn de la prolina oxidasa,
el iminodcido A'-pirrolidin-5-carboxilico. Mediante un proceso espontdneo, se introduce
una molécula de agua, para generar el dcido y-semialdehido glutdmico el cual, activado



por la A'-pirrolidin-deshidrogenasa y la reduccion concomitante de NAD a NADH®,
genera el dcido glutamico. Este altimo, es desaminado por accién de Ja L—giutamat% 1
deshidrogenasa para dar ¢l dcido o-cetoglutdrico que ingresa al ciclo de Krebs,®*!"

H prolina oxidasa

.!‘“

1;1 COOH /\‘
H

1209 H,O 4cido Al-pirrolidin-5-carboxilico

H>0
W Esponténeo

NH,

H
COOH

O

L-Prolina

dcido y-aldehido glutdmico

H,0 + NADP"
pirrolidin-5-carboxilato
reductasa
NADPH
NH,

HOOC /\/KCOOH

acido glutamico

H,0 + NADP*

L-glotamato
deshidrogenasa

NH, + H' + NADPH

0

Ciclo de Krebs - HOOC /\/lKCOOH

dcdo o-catoglutdrico

Figuora 1.3. Biodegradacién de L-Prolina.

El cardcter ciclico de la prolina, le confiere propiedades especiales, que se ven reflejadas
€n su participacion en la construccidn de péptidos y estructuras proteicas. Debido a gue



el 4tomo de nitrdgeno es parte de un sistema anular, no es posible la rotacién alrededor
del enlace N-C,. Ademds, al formar enlaces peptidicos, €l nitrégeno carece de protones
por lo que no puede actuar como donador en la formacién de puentes de hidrégeno con
otros residuos de aminodcidos. Estas restricciones en la libertad conformacional de la
prolina, tienen marcada influencia en la arquitectura de las proteinas. *'?

De esta forma, se considera a la prolina como una parte fundamental en Ja generacion de
las estructuras secundarias de polipéptidos y proteinas, por ejemplo: en la conformacién
de hélices o, la prolina se encuentra generalmente al final de la hélice; “* por otro lado,
en las hojas f3, es comin que la prolina ocupe la posicion i+1 del cambio de direccion de
la cadena polipeptidica, lo que sugiere un papel fundamental por parte de este
aminodcido en el plegamiento de las estructuras secundarias de las proteinas, definiendo
de esta forma los limites de las hélices ot y las hojas §.4>1%

Adin en e] caso de péptidos pequefios, como es ¢l caso del nonapéptido hormonal
bradiquinina, la presencia de tres residuos de la prolina en su estructura, impone
restricciones estructurales importantes para llevar a cabo la funcién biolégica.™

Por otro lado, y a diferencia de los demds aminoacidos que asumen preferentemente una
conformacion trans en el enlace peptidico, la amida de prolina tiene la capacidad de
asumir tanto la conformacién cis como la trans (figura 1.4).

COOH COQOH
R O
N\n/\ NH, N /”7— NH;
S ——————
O R
cis-amida trans-amida

Figura 1.4. Isomeria cis-trans en el enlace amida de la prolina.

Lo anterior se manifiesta en proteinas y polipéptidos al proporcionar a los residuos de la
prolina una probabilidad intrinseca para encontrarse en la conformacién cis,
relativamente alta (entre 0.1 y 0.3) comparada contra la probabilidad intrinseca de otros
aminodcidos que es de alrededor de 0.001."> M4s atin, en el caso de péptidos pequefios
y derivados amidicos de prolina, las conformaciones cis v trans exhiben estabilidades
muy similares, tanto que es posible encontrar frecuentemente la presencia de ambas
conformaciones." Debido a que la barrera energética de interconversién es lo
suficienternente grande (aproximadamente 20 keal/mol),"® como para llevar a cabo un
intercambio lento en la escala de tiempo de la resonancia magnética nuclear (RMN), es
posible encontrar en los espectros de RMN dos conjuntos de sefiales correspondientes a
los conférmeros cis y trans.!> %1

Esta flexibilidad conformacional, se ha vinculado con muchas y muy variadas funciones
bioquimicas: la direccién y control del plegamiento proteico;'? la regulacién
conformacional de las proteinas transmembranales en la bomba de sodio; ' el
reconocimiento antigénico Y la participacién en la activacién-desactivacién de
mecanismos hormonales,” son algunos de los aspectos en los que se sugiere que la
isomerizacion cis-trans alrededor del enlace amida de prolina, toma parte fundamental.



1.1.2 Aplicacién de la prolina y sus derivados en sintesis organica.

Los armnoé.mdos en general, constituyen un conjunto de compuestos dtiles en sintesis
asimétrica.®"” El hecho de que puedan ser obtenidos enantioméricamente pyros a partir
de fuentes naturales o por métodos de resolucin relativamente accesibles,”” ha
permitido su aplicacion en la resolucién de compuestos racémicos a traves de Ja
formacidn de los complejos diasterémeros correspondientes. Tal es el caso del uso de la
prolina en la resolucién de mezclas racermcas como por ejemplo la resolucion dptica
del 4cido (=) fenilsuccinico (figura 1.5).%

OH
CH

O

Acido () Fenilsuccinico

: : 'C02H Etanol / 40° C, 30

N
|
H
Precipitado Filtrado
J Eterfagua Eterfagua
O 0
“,
h CH OH
OH OH
0 0
Acido (+) (2R)-Femlsuceimceo Acido (-) (28)-Fenilsuccinico
(8% % e.e) (08% c.e.)

Figura 1.5. Esquema de resolucién de la mezcla racémica del dcido (+) Fenilsuccinico,
utilizando prolina.



La prolina también se ha usado como reactivo quiral para la resolucién de compuestos
con simetria C,; ejemplo de ello es la resolucién y enriquecimiento del exceso
enantiomérico del 1,1”-Bi-2-naftol®” (figura 1.6).

(£) 1,1-Bi-2-nafto]

C j ¥ CO,H

OH
OH

Metanol / KOH .
! Ac, p-toluensulfénico

Precipitado

HCl dil.

OH
OH

(8)-1,1'-Bi-2-naftol
T8 % e.e.

Filtrado

HCI dil.

OH
OH

(R)-1,1-Bi-2-naftol
70 % ¢ .

Figura 1.6. Resolucidn de la mezcla racémica del () 1,17-Bi-2-naftol, utilizando prolina.

Ademas se ha reportado la resolucién del acido 9,10-dihidro-9,10-etanoantracen-11,12-
dicarboxilico (figura 1.7) ¥ el enriquecimiento enantiomérico del dcido 2,3-difenil-
succinico (figura 1.8); en ambos casos, se utiliza prolina para la formacién de complejos
con estequiometria 1:1, lo que permite separar aceptablemente a los isémeros
involucrados.®



COOH
HOOC

g0

Acido (+) 9.10-dihidro-
9,10-etanoantracen-11,12-dicarboxilico

OCOOH
Metznol / 4 horas

N
)
H
Precipitado Filtrado
Eter/agua Eter/agua
Acido (118, 128) () Acido (11R, 12R) (+)
9,10-dihidro-9, 10-ctanoantracen- 9,10-dihidro-9,10-etancantracen-
11,12-dicarboxilico (96% ee) 11,12-dicarboxilico (97% ee)

Figura 1.7. Esquema del procedimiento de desimetrizacién del 4cido 9,10-dihidro-9,10-
etano-antracen-11,12-dicarboxilico, por formacién de un complejo con prolina.

Ph Ph

HOOC COOH

Acido (2) 2,3-difenil-succinico

O’COOH
Metanol / 4 horas

N
!
H
Precipitado Filtrado
Gterfagua k Eter/agua
Acido (28, 38) (+) Acido (2R, 3R) (9
2.3-difenil-succinico (68 % e¢) 2,3-difenil-succtnico (17 % ee)

Figora 1.8. Esquema del procedimiento de desimetrizacién del 4cido 2,3-difenil-
succinico, por formacién de un complejo con prolina.
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La desimetrizacién de anhidridos utilizando al éster metilico de L-prolina, lleva a la

obtencién de amidoécidos que pueden utilizarse como bloques de construccién en la
sintesis de andlogos de péptidos con una conformacion restringida.“® De esta forma,
para el caso de meso-anhidridos derivados del norborneno, la reaccién con prolina se

lleva a cabo con una induccidn asimétrica atribuible a las diferencias estéricas entre las
dos caras del anhidrido ®” (figura 1.9).

COOH

O
@:((‘) S @Q(
|
H CO,Me
(o} s) -

Figura 1.9. Desimetrizacién del meso-anhidrido carbico, por reaccién con el éster
metilico de L-prolina.

Los ésteres metilico y bencilico de L-prolina, se han utilizado exitosamente como
material de partida en la sintesis diasteroselectiva de epilupinina (figura 1.10), compuesto
que pertenece a la familia de alcaloides de la lupina. Mediante la generacidn de un iluro
de amonio derivado de prolina y via un reordenamiento de Stevens [1,2] diasteroselectivo

del intermediario, se genera el anillo de quinolizidina, con excesos diasteroméricos por
arriba del 70% dependiendo del catalizador utilizado.®®

Et3N / EtOAc CO,Me
H 60°C. 80% N )
+ ll\lz - i
Br/\/\n/ ©
o
Cu polvo / Tolueno
reflujo, 78% e.d.
MeQOC MeOOC 0O
H H
e
e
N N
Epilupinina

Figura 1.10. Sintesis de epilupinina a partir de L-prolina.

Una aplicaci6n interesante de la prolina, es el disefio y sintesis de catalizadores quirales,
ejemplos de ello son: las fosforamidas derivadas de prolina,” utilizadas en la alilacién
asimeétrica de aldehidos aromaticos (figura 1.11); asf como las sales de rubidio de
prolina que se emplean en la catilisis de reacciones de adicidn tipo Michael de
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nitroalcanos a enonas proquirales ®® (figura 1.12). En ambos casos, la direcci6n de las
adiciones estd gobernada por la estereoquimica del catalizador.

QCOZH NH, N-~-metilmorfolina O\

o
¢

N N
+ CICOOQE/ AcOEt 1
o=<O ¢ o \/ o

1) H, / Pd-C / McOH
2) LIALH, / THF

O
o

Et3N /AcOEt

Fosforamida A

CHO
Fosforamida A

v NS -
CH,CL, /-78°C/6h

Rendimiento 97 %
69 % e.e.

Figura 1.11. Sintesis del derivado A de fosforamida a partir de prolina y uso del mismo
en la alilacidén asimétrica de benzaldehido.

SN

0 N7 TCOORDb

'
N 02 H CH3

Yy

HC CH;

CH;
ON

Rendimiento: 79 %
67 % e.e.

Figura 1.12. Adicién asimétrica tipo Michael de nitroalcanos a enonas, catalizada por la
sal de rubidio de L-prolina.
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Mencién especial merece el derivado trans-(25,4R)-4-hidroxi-L-prolina (trans -4-
hidroxiprolina), el cual se encuentra en la naturaleza formando parte de la estructura del
coldgeno y que ha recibido gran atencién en el campo de la sintesis orgéanica por su
utilidad y versatilidad como precursor sintético quiral.”’

Asf, la trans -4-hidroxiprolina se ha utilizado, en la sintesis de 4-fluoroprolinas®® (figura
1.13) y en la sintesis asimétrica de los cuatro isdmeros de la 4-amino-4-carboxiprolina.

Estos dltimos considerados como andlogos conformacionalmente restringidos del dcido
glutdmico ®¥ (figura 1.14),

HO,

. HO, P
1) Ag O &N 1) DAST
O\ 2) MeOH / HCI O\ 2) HCI
- —_———
N COOH N COOMe N COOH
\ \ i
H COMe H
Figura 1.13. Sintesis de cis-4-fluro-L-prolina a partir de trans-4-hidroxiprolina
HO, Q H.N, COOH H.N,  COOH
{ N —= — +
S e e R
N COCH N COOR N COOR N COOR
1 | |
H Bn l’-l H
R=Me 75 . 25
R =t-Bu 96 . 4

Figura 1.14. Esquema general de sintesis de (2S,4R} v (25,45) 4-amino-4-carboxiprolinas
a partir de frans 4-hidroxiprolina. Los enantidmeros correspondientes se obtienen por
inversion en el carbono 2.

Ademds, también se ha utilizado a la trans -4-hidroxiprolina en la sintesis de piperazinas
biciclicas,®>* las cuales se utilizan como intermediarios en la obtencién de compuestos
antibacterianos de la familia de las quinolonas (figura 1.15).

HO,, HO,, HO, ¥
y 1) A0 y y
Q 2)EtOH / HCL —_— ! ! oH —_—
—_— . —_— - —
N~ YCOOH N COOE: Nl
I i I N
H H H )

Figura 1.15. Esquema general de sintesis de (IR, 4R) 2,5-diaza-biciclo [2,2,1] heptano a
partir de trans-4-hidroxiprolina

Un proceso interesante por la utilizacton de enzimas en algunos de los pasos de la

secuencia sintética, es la sintesis a partir de 4-hidroxiprolina de derivados de
benzodiazepina de los que se ha reportado actividad antitumoral ** (figura 1.16).
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HO

N
Iﬂ._ RO N02 RO H
o———
ook
Y CH;0 coct CH;O N .,
H K OH

Figura 1.16. Esquema general de obtencién de benzodiazepinas con actividad
antitumoral, a partir de rrans-4-hidroxiprolina.

1.1.3 Sintesis y caracterizacién estructural de derivados de prolina.

La elucidacién estructural de la prolina y sus derivados, ha significado retos importantes
para dreas analiticas tales como: la Resonancia Magnética Nuclear, la Cristalografia por
Rayos X y la Espectrometria de Masas.

Desde el establecimiento de la RMN como herramienta analitica fundamental en la
elucidacién estructural, el estudio de la no equivalencia magnética de los siete protones
presentes en el ciclo de prolina, ha generado reportes interesantes que han llevado a
afinar la percepcidn de los pardmetros conformacionales y rotacionales presentes en la
estructura de este aminoacido.®

El caso de los anillos de cinco miembros, como lo es la prolina, requiere una atencién
especial en cuanto a las caracteristicas del sistema anular. En general, puede observarse
que un anillo de cinco miembros, se encuentra en condiciones de libertad
conformacional, sin un minimo de energfa bien definido.*

De esta forma se logrd establecer que, para el anilio de pirrolidina presente en la prolina,
la asimetria natural de los protones geminales, dado su cardcter diasterotGpico, se hace
atin mas evidente debido a los efectos anisotrépicos generados por el plano del grupo
carboxilo,*” este fenémeno de no equivalencia se encuentra en competencia con una
interconversion endo-exo del ciclo de cinco miembros, que tiende a disminuir la no
equivalencia y lleva a una situacién aparente de simetria molecular ®*” (figura 1.17).

O n o 0 Ne—_ Cy
HO—<C a/ o \\ Ho—<c 0{ y

N
_— ——CB

Cy
endo exo

Figura 1.17. Equilibrio conformacional ¢ndo-exo en prolina

En conjunto, con los resultados obtenidos por RMN y el andlisis de los datos
proporcionados por la Cristalografia de Rayos X de diversos derivados de prolina,
mostraron dificultad para generalizar una definicién de la geometria del anillo, sobre todo
por la movilidad de los carbonos en posicion By v, y en menor medida por la movilidad
del carbono en posicién d.

Aunado al fendémeno conformacional endo-exo ya mencionado, se encontré que en la
prolina existe otro modelo dindmico de deformacion anular el cual implica una
interconversién entre dos formas antisimétricas C, ®® (figura 1.18).
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Cy CB
Figura 1.18. Equilibrio de interconversién entre dos formas C, antisimétricas en prolina.

Lo anterior lleva a que en muchas ocasiones el sistema de la prolina no pueda ser
asignado para una sola conformacidén; por el contrario los datos obtenidos por RMN,
deben ser analizados como el promedio de dos 0 més conformaciones posibles.**®

El fendémeno de isomeria cis-trans del enlace amida de la prolina mencionado
anteriormente, es un factor adicional de complejidad, que dificulta la caracterizacion de
estructuras que contienen prolina, tanto por difraccién de Rayos X como por RMN, Es
por ello que se han dirigido estudios que llevan a una mejor comprension de las
caracteristicas de este fenémeno.

Asf, se ha logrado establecer el efecto del disolvente sobre este equilibrio cis-trans.®” El
origen de la barrera energética para la isomerizacién del enlace amida se atribuye
generalmente al cardcter de doble enlace alrededor del sistema C-N.“**" Como se
observa en la figura 1.19, el grupo amida muestra una separacién de cargas mayor
cuando presenta una estructura plana (presente en las estructuras A y B ) que la que
ocurre cuando es ortogonal (formas C y D). Por lo tanto, la interconversion de isémeros
considerada a través de un estado ortogonal de transicién (E ) debe ser mas rdpida en
disolventes menos polares.®”

® ®
N| R NI R
" - o I
NiO
N
O;\ R’
Q _ - i &
N R — N R
o)\ R c R'/&o D
Forma cis Forma trans

Figura 1.19. Estructuras resonantes presentes en la isomeria cis-trans del enlace amida de
la prolina.
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Ademds, puesto que la carga parcial del oxigeno es mayor en ¢l estado plano que en el
ortogonal, entonces los disolventes préticos tienden a restringir [a isomerizacion por la
formaci6n de puentes de hidrégeno entre el disolvente y el oxigeno de la amida, "

Por otro lado, reportes recientes hacen énfasis en los efectos de la cadena lateral sobre la
isomerizacién cis-trans de la prolina.“? Estudios de RMN efectuados sobre series de
pentapéptidos del tipo Ac-Ala-Xaa-Pro-Ala-Lys-NH,, donde Xaa representa a cualquiera
de los veinte aminoécidos proteinogénicos, se encontré que el porcentaje de isémero cis
presente para el sisterna Xaa-Pro del pentapéptido, era muy similar al porcentaje del
conférmero cis presente para esa rnisma combinacion Xaa-Pro en proteinas complejas;
esto es indicativo de que la conformacién de estructuras macromoleculares tiene una
componente como resultado de ordenamientos en el nivel local.

De manera interesante, para el sistema Xaa-Pro con Xaa=Pro, se encontré una reduccion
considerabie de interconversion a la forma cis, atribuida a los efectos estéricos entre
ambos anillos.“** Por otro lado, si Xaa es tirosina (Tyr) o histidina (His), y el péptido
se encuentra en medio basico, se observa también una disminucion en la proporcion de
la forma cis. Puesto que en medio bésico ias cadenas Jaterales de Tyr e His estan
desprotonadas, se sugiere una relacidn entre la carga formal de la cadena lateral sobre el
equilibrio cis-trans de la prolina.“?

Este cardcter director estructural de la prolina, ha sido reconocido de igual forma
utilizando espectrometria de masas, al analizar el patrén de fra&mentacién que siguen
péptidos pequefios que incluyen a la prolina en su estructura, ™

Utilizando espectrometria de masas de iones negativos en tetrapéptidos conteniendo
combinaciones que van de 1 a 4 residuos de prolina, se observan patrones de
fragmentacion que dependen del nimero y posicién que ocupan los residuos de este
aminoacido. Se concluyé por tanto, que las diferencias conformacionales generadas por

la pro(léiga, son determinantes en la generacién de los iones negativos en fase gaseosa via
FAB.

Puesto que la presencia de prolina en fArmacos y metabolitos “™*® puede influenciar la
estabilidad, estructura o reconocimiento antigénico de estas sustancias ®* y debido a
que es necesario el conocimiento detallado de los aspectos conformacionales en la
evaluacion de la actividad bioldgica, se han considerado diversas estrategias para tratar
de resolver esta problemaética.

Asi se ha propuesto la sintesis de andlogos a la prolina en donde su geometria se
encuentre restringida; de esta forma la sintesis de (25,5R)-terbutilprolina™® (figura 1.20)
permite obtener un andlogo de la prolina adecuado para introducirlo en secuencias
sintéticas de péptidos, en donde el grupo terbutilo en la posicién 5 impone restriccciones
estéricas que favorecen al isémero cis-amida.*”
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)
COsMe 1 LiN(SiMe ),
w1 NVIC s
v) +-BuCOC! “Bu C0;Me NuOH /EtOH A Bu
[ ——
CoH CO,H CO.H

NHPhF NHPLF NHPHF
CHzN2
o]

1) KOSiMe,/ Et,0 H,,Pd/C

2) FaCCOaH MeOH, (BeCY;00 By

2 _ ‘O e e ]
COoH tBu i:{ COMe COaMe
Boc
(28, 5R)-terbutilprolina NHPhF
97% e.e.)

PhF= 9-(9-fenil)-fluorem)
Boc= Terbutiloxicarbenil

Figura 1.20. Secuencia sintética de obtencién del (28,5R)-terbutilprolina.
En el mismo orden de ideas, se ha Propuesto la sintesis de L-prolina marcada con

deuterio en posiciones especificas.”" En un proceso sintético que se resume en la figura
1.21, se presenta la trideuteriacion estereoespecifica de L-prolina.

AN > D
— D, (5 kefemn®) : \ % E
RuCl; (PPhy)y/ MOD RoOy NalO; [}\
N COOE! = Ny COOEL o0k
Boc é()c
LiEt;BH
D—. sD s} B
~\ 1) E;GeD, BF Ot 2 e
'O\ . Q
D™ ™y YCOOEt - HO” N coom:
L]
i Bec

(28, 38, 4R, 38)-3,4,53-trideuteno
-prelina (67 %)

Figura 1.21. Secuencia sintética para la obtencidn del (2S, 38, 4R, 55)-3,4,5-trideuterio-
L-prolina.

Se propone que este aminoacido marcado, puede ser utilizado en andlisis
conformacionales del residuo de prolina en cadenas peptidicas asi como en estudios
estereoquimicos de reacciones enzimaticas.

Al considerar la prolina como vn elemento estructural importante en péptidos y proteinas
y al explorar sus aplicaciones en procesos de sintesis organica o al analizar las
dificultades que presenta la caracterizacion y elucidacién estructural de sus derivados, se
plantea como un punto interesante el poder profundizar en el estudio de esta molécula.
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1.2 Aspectos generales de anisotropia magnética.

En documentos anteriores generados por nuestro equipo de trabajo ©*** se hace una
revisién amplia del fenémeno de la resonancia magnética nuclear y los experimentos
bidimensionales modernos. A ellos y a las referencias ahi citadas se remite el presente
trabajo. A continuacion se presenta brevemente una descripcion del fenémeno de
anisotropia magnética, por ser este tema fundamental en la interpretacion de los
resultados presentados.

Para el caso del atomo de hidrdgeno, el efecto de proteccidn diamagnética que genera su
electrén es pequeiio comparado con e efecto que pueden tener atomos vecinos mas
pesados. Asi la presencia de dtomos o grupos funcionales vecinos al hidrégeno, puede
generar dipolos magnéticos que alteran el campo magnético local y con ello la frecuencia
de resonancia. Lo anterior se hace evidente en las variaciones en el desplazamiento
quimico protdnico.

El aprovechamiento de este fendmeno ha beneficiado grandemente el conocimiento
sobre las propiedades y estructura molecular orgdnica e inorgdnica v su estudio es un
tema de actvalidad en diversos campos de la quimica.

Tomando el caso mds simple de una molécula diatdmica AB, al colocarla en un campo
magnético externo By, se induce un momento magnético |, considerado como un dipolo
puntual que se localiza en el centro geométrico del dtomo A. Este momento magnético 1t,
es proporcional a la susceptibilidad magnética de A (),) v puede resolverse en un
sistema cartesiano en sus tres componentes: [, (), 1L,(y) v p,(z).

La contribucién que este dipolo magnético ejercerd sobre la frecuencia de resonancia del

nicleo B, esta dada por:

l X
AG=—— Y x4(1-3cos? @)/ R® ec. 1.1
T i=x,y,z
Donde @ es el angulo entre la direccidn de p,(%,y.2) y el eje del enlace entre A v B; R es
la distancia entre el centro de A y el nicleo B. Esta expresidn es también conocida como
ecuacion de McConnell®Y.

La figura 1.22 representa esquemadticamente las tres disposiciones geométricas
principales del campo magnético secundario con respecto al campo magnético By,
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Figura 1.22. Disposiciones espaciales del campo magnético secundario generado en una
molécula diatémica AB con respecto al campo magnético principal B,

Las disposiciones sefialadas como @ y b, muestran condiciones en donde el campo
secundario es paralelo al campo magnético principal. En ambos casos el campo inducido
se suma al campo principal y la resonancia del nicleo B ocurre en campos mds bajos (se
dice que el micleo B estd desprotegido).

Por el contrario, la disposicién marcada come ¢ , muestra que el campo inducido sobre el
nicleo B, se opone al campo principal. La resonancia de B ocurre en campos mas altos
y se dice entonces que este nicleo estd protegido.

En el caso de moléculas en disolucion no viscosa, la rotacion molecular es lo
suficientemente rapida en todas direcciones como para que se presente un promedio de
las tres disposiciones espaciales mencionadas.

De acuerdo con la ecuacién 1.1, el factor 1 - 3 cos’8 lleva a un resultado neto igual a
cero, siempre y cuando los componentes de la susceptibilidad magnética ,(X), X, (V) ¥
% .(z) tengan el mismo valor. Esta condicion permite considerar al nticleo A como

magnéticamente isotrépico. Tipicamente, la topologia de una distribucidn electrénica que
se adhiere idealmente a esta condicion es la de tipo esférico.

En el caso de existir diferencias entre las componentes cartesianas de la susceptibilidad
magnética de A, se considera que A posee anisotropia magnética (denominada como Ay),
la cual de acuerdo con su orientacién puede efectuar variaciones en el desplazamiento del
nticleo B que pueden ser tanto paramagnéticas como diamagnéticas.

La evaluacion de la anisotropia magnética estd dada por la relacion:

AN =A% ec. 1.2
Esto es la diferencia de susceptibilidades entre dos disposiciones ortogonales. Como
puede observarse de la ecuacion 1.2, la anisotropia de un grupo con un eje de simetria
estd definida como la diferencia entre las susceptibilidades paralela y perpendicular a

dicho eje.

La contribucién magnética generada por ¢l fenémeno de anisotropia, para un protén, estd
descrita por la ecuacién de McConnell, de la siguiente forma:
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Ac =%Ax(1—30052 8)/ 4nR> ec. 1.3

La ecuacidn 1.3 puede representarse graficamente como conos de Sprotecc,ién cuyo plano
nodal (donde AG = 0) se fija en un dngulo de 54.7° (figura 1.23) ®***. Ello ocurre
porque el término 3cos’(54.7°) = 1 y el término angular se iguala a cero.

Figura 1.23. Representacion grafica de la ecuacién de McConnell para el sistema de
doble enlace carbono-carbono. La zona de proteccidn estd marcada con signo (+) y la
zona de desproteccion se encuentra marcada con el signo (-).

Un caso especial de anisotropia magnética es el que se presenta en sistemas ciclicos 1
conjugados. En términos de un modelo simplificado, una molécula aromdtica puede ser
concebida como un esqueleto ciclico formado por los enlaces ¢ y en este esqueleto se
genera una corriente de electrones . Cuando una molécula aromadtica se coloca en un
campo magnético externo By, se induce un campo magnético secundario generado por la
comiente ciclica diamagnética de los electrones 7 (figura 1.24).

Figura 1.24. Corrientes magnéticas presentes en el anillo de benceno.

El campo magnético secundario estd dado por el dipolo opuesto a B, v se localiza en el
centro geométrico del anillo. Como resultado de lo anterior, los nicleos situados en el
plano molecular y por fuera del anillo se encuentran desprotegidos. A la inversa,
aquellos nicleos situados por encima o por debajo del plano del anillo, se encontrardn
fuertemente protegidos.
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La primera aproximaci6n cuantitativa de este fenémeno, fue dada por Pople para la
resonancia magnética del protdn: considerando el plano del anillo de benceno como
perpendicular al campo magnético B,, que revela la orentacién en donde la
susceptibilidad diamagnética es dominante i.e. ¥, , el movimiento circular de los
electrones estd dado por la frecuencia de Larmor:

o=t €8 ec. 1.4
4n 2m,

Donde ¢ y m, son la carga y la masa del electrén respectivamente y ul, es la
permeabilidad en el vacio. Para un sistema de seis electrones 1T, como es el caso del
benceno, la intensidad de la corriente estd dada por:

3e@w U, 33230 ec. 1.5
74 47 Zm,

i =

Las propiedades magnéticas de la corriente electrénica se aproximan, como va se
menciond, a un dipolo magnético situado en el centro del anillo. La magnitud de dicho
dipolo estd dada por:

: 2
L=1Tr ec. 1.6
Combinando las ecuaciones 1.5y 1.6:
- Ho 3¢2Bgr? ec. 1.7
4 2m,

En donde » es el radio del anillo. Para un protdn situado a una distancia R del centro del
anillo aromatico, el campo magnético secundario al que se ve expuesto es:

_ g 3¢*Byr” ec. 1.8
A 5, p3
4% 2m R

B'

A partir de la ecuacién 1.8, se puede encontrar que la contribucidn magnética generada
por la anisotropia del benceno estd dada por:

2.2
Ao =-Ho €T cc. 1.9
47 2m R

Debido a que existe una relacién de proporcionalidad inversa entre AG y R?, el modelo
presentado permite una interpretacién cualitativa de sistemas aromadticos polinucleares.
En este caso, los desplazamientos observados en cada regién espacial, se consideran el
resultado de la suma de las contribuciones anisotrépicas individuales de cada anillo. Asf,
para un sistema bencénico se ha postulado un diagrama que permite estimar
aceptablemente el efecto de proteccién o desproteccién de un niicleo en funcién de su
ubicacién geométrica respecto del plano del anillo.“%”
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CAPITULO 2
RESULTADOS Y DISCUSION

A manera de aclaracién inicial, debe hacerse notar que la numeracion en todos los
compuestos analizados es arbitraria (no sigue las reglas de la UIQPA), haciéndose esto
deliberadamente y de tal forma que en todos los compuestos, los carbonos del sistema del
éster metilico de L-prolina coincidieran en su nimero asignado y asi facilitar la discusidn de
los resultados obtenidos.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear se realizaron en 500 MHz para el caso
de hidrégeno y en 125 MHz para el caso de carbono. Las condiciones generales de los
experimentos de resonancia magnética nuclear, asi como el tratamiento dado a los datos
cristalograficos para la obtencién de las estructuras tridimensionales y el cilculo de las
energias estérica y minimizada, se presentan en el capitulo 3.

2.1 Comportamiento del clorhidrato del éster metilico de L-prolina en
diferentes disolventes.

oo
|
H-C3——C,—H
H CE) C/H
“-....,/C4 C]“ 5-..,_0/ QHH
H \ V ",H
N
VAN
H H Cr @

Figanra 2.1 Estuciura numerada del clorhidrate del éster metilico de L-prolina (E).
2.1.1 Asignacion de los espectros de RMN de I en dimetisulféxido-d,.

a) Espectro de 'H en 500 MHz y correlaciones homonucleares en temperatura
ambiente,

El espectro de hidrégeno de [ en dimetilsulfoxido deuteriado, muestra sobreposicién de los
protones del C, asi como la sobreposici6n de los protones correspondientes al C,. Aunque
en el experimento HMQC (que se muestra en el siguiente apartado) es posible asignar su

posicidn, no es posible discernir cudl de cada par de protones es cis al proton de la posicion
1.
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Figura 2.2 Espectro unidimensional de 'H de I en DMSO d, en temperatura ambiente.

S

Figura 2.3 Espectro COSY de I en DMSO d, en temperatura ambiente.

Tabla 2.1 Sefiales en el espectro de 'H (500 MHz) del éster metilico de L-prolina
{clorhidrato). Disolvente: dimetilsulfdxido-d,. Temperatura ambiente.

Hidrégeno S (ppm) J (Hz)* COSY
H, 433 1=85,1,=15 H, H,
H, 2.23 H,, H,’, H,
H,’ 1.99 H,, H,, H,
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H,, Hy 1.91 H, H,, H, H,’
H, H,’ 3,19 H, H,

H, H, , H,"' 3.73
NH,* 9.80

*J= constante de acoplamiento.

b) Espectro de C en 125 MHz e interacciones heteronucleares en temperatura

ambiente.

La asignacién de los protones correspondientes a cada carbono, se efectué mediante el
experimento HMQC.
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Figura 2.4 Espectro HMQC de I en DMSO deuteriado en temperatura ambiente.

Tabla 2.2. Resumen de la elucidacion de los espectros de 'H y “C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en dimetilsulf6xido-ds en temperatura ambiente.

Carbono 3 8y (0, m, T, 8y (n*, m, I
1 584 433 (1, dd, 85,7.5)
2 276 2.23 (1, m) 1.99 (1, m)
3 230 191 (2, m)
4 452 3.19 (2, m)
5 169.2
6 53.0 3733, 5)

NH," 9.80 (2, ancha)

*ng= nimero de hidrégenos, m= multiplicidad, J= constante de acoplamiento.
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¢) Espectros en temperatura variable en dimetilsulféxido-d,.

Se determinaron espectros unidimensionales de hidrégeno a 50, 70 y 90°C. Aunque no
existen variaciones importantes en el valor del desplazamiento quimico para cada sefial; los
espectros de I en dimetilsulféxido, realizados en temperaturas altas, muestran un
comporttamiento general caracteristico, en donde a medida que se aumenta la temperatura,
los acoplamientos débiles observados en el espectro en temperatura ambiente, se hacen
menos definidos; esto lleva a una simplificacion de las sefiales miltiples,que permite
observar mds claramente las multiplicidades debidas a acoplamientos fuertes.

La pérdida de multiplicidad puede también atribuirse al efecto de promediacién de las
constantes de acoplamiento por incremento de la movilidad molecular.

50°C

25°C

1 1
21 2.0 19

Figura 2.5 Comportamienio del espectro de "H de I en temperatura variable en DMSO. Se presentan las
ampliaciones correspondientes a la sefial del protén 2.

Tabla 2.3 Desplazamientos quimicos de I en DMSO en diferentes temperaturas.

Protén & O A Gk Ad=% d* Adx#
t.a) | (50°0) (70° C) 90° C)

H, 4.33 4.32 -0.01 4.32 -0.01 4.32 -0.0]
H, 2.23 2.24 0.01 2.25 0.02 2.26 -0.03
H,’ 1.99 1.99 2.00 0.01 2.02 0.03
H, 1.91 1.91 1.92 0.01 1.93 0.02
H,’ 1.91 1.91 1.92 0.01 1.93 0.02
H, 3.19 3.20 0.01 3.22 0.03 3.22 0.03
H/ 3.19 3.20 0.01 3.22 0.03 3.22 0.03
H,H, H,” 3.73 3.74 0.01 3.75 0.02 3.75 0.02
NH,' 9.80 9.90 0.10 9.90 0.10 9.90 0.10

*§ en ppm. **en ppm y con respecto a temperatura ambiente.
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2.1.2 Asignacion de los espectros de I en acetona-d,.

a) Espectro de 'H y correlaciones homonucleares en acetona-d, en temperatura
ambiente.

Se llevaron a cabo espectros uni y bidimensionales de 'H. En temperatura ambiente se
observa la presencia de sefiales minoritarias, en proporcién aproximada 85:15, tomando
como base para la cuantificacion la proporcion existente entre las dreas bajo la curva de las
sefiales a 3.83 y 3.84 ppm.

A diferencia de los espectros en dimetilsulféxido, en acetona se observan sefiales separadas

para los dos protones del carbono 4. Sin embargo, no se observan sefiales para los protones
del clorhidrato.

Debido a la sobreposicidn de sefiales, los protones de los metilenos en posiciones 2,3 y 4
no fueron asignadas como cis o trans con respecto al protén en el carbono 1.

Para la asignacién del espectro, sélo se consideraron las sefiales correspondientes al
compuesto mayoritario. La presencia de sefiales minoritarias, [levé inicialmente a pensar
que se trataba de un confdrmero, sin embargo los experimentos en baja temperatura, no
proporcionaron mayor informacion acerca de este compuesto minoritario, por lo que no se
tabulan los datos respectivos.

El hecho de que las sefiales del compuesto minoritario se deban a un confémero del
compuesto principal queda descartado ya que, de manera interesante, en el experimento
EXSY realizado sobre la seiial del metino a 5.72 ppm (minoritaria) por irradiacion de la
sefial del metino a4.48 ppm (mayoritaria) se genera un efecto muy pequefio (disminucién
cercana a 2.5 %). Esto estaria implicando un intercambio muy lento entre ambos
conférmeros.

- AW e
5.75 4

T
NS 5.70

;I |
— T

575 570

Figura 2.6 Espectro EXSY: Incremento de la sefial a 5.72 ppm, irradiando la sefial a 4.48 ppm.

Una hipotesis que justifique la presencia de un compuesto minoritario, es la formacién
reversible de un aducto por reaccién entre el carbonilo de la acetona y 1a amina secundaria
del aminodcido, generando de esta forma una enamina (figura 2.7); puesto que la amina se
encuentra protonada, tal reaccion seria muy lenta y debido a que la acetona se encuentra
deuteriada, no es posible detectarla en el espectro de "H.

Para confirmar lo anterior s necesario levar a cabo estudios mas especificos con mayor

tiempo de acumulacién en los experimentos de carbono 13, que van més all4 de los alcances
de este trabajo.
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Figura 2.7 Propuesta de formacién de un aducto de reacci6n entre I y el disolvente acetona-d, la
estructura A seria la responsable de las sefiales minoritarias detectadas.

Otra explicacién plausible vy acorde con lo que se conoce, es el hecho de que se esté
presentando la formacién de puentes de hidrégeno entre ¢l soluto y el disolvente, en este
caso la acetona, tal y como se muestra en la figura 2.8.

Figura 2.8 Propuesta de formacién de puentes de hidrégeno entre el clorhidrato del éster metilico de L-
prolina y la acetona deuteriada, provocando las sefiales minoritarias encontradas.

Tabla 2.4 Seiiales en el espectro de 'H (500 MHz) del éster metilico de L-prolina
(clorhidrato). Disolvente: acetona-d,. Temperatura ambiente.

Hidrégeno S (ppm), (J) (Hz)* COSY NOESY
H, 448 (J,= 8.5, 1,=1.5) H,, H,’ H,’
H, 2.42 H,, H,, H,
H, 2.21 H,, H;’, H,
H, H,’ 2.08 H, H,’, H, H’
H, 352 (J,=7.5,1,= 4) H,, H,’
H,’ 341J,=75,1,=4.5) H,, H;’ H,
H,H,H,~ 3.39 H,. H,
NH,"

*J= constante de acoplamiento.
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b) Espectro de >C en 125 MHz e interacciones heteronucleares en temperatura
ambiente.

El espectro HMQC permiti6 la asignacién de los protones de cada carbono.
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Figura 2.9 Espectro HMQC de I en acetona- d, en temperatura ambiente

Tabla 2.5 Resumen de la elucidacién de los espectros de 'H y °C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en acetona-d, en temperatura ambiente.

Carbono . Oy (ny, m, Jpyy®) 8y (ny, m, Ty ®)
1 59.6 4.48(1,dd, 8.5,7.5)
2 29.0 242 (1, m) 2.21 (1,m)
3 242 2.08 (2, m)
4 46.2 3.52(1,m,7.5,4) 3.41(1,m, 75, 4.5)
5 170.2
6 53.4 339(3,8)

NH,"

*ny= nlimero de hidrégenos, m= multiplicidad, J= constante de acoplamiento.
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2.1.3 Asignacion de los espectros de I en cloroformo deuteriado.

Se determinaron tanto espectros unidimensionales de 'H y '°C, como bidimensionales de
correlacién homonuclear (COSY) y heteronuclear (HMQC y HMBC).

a) Espectros de 'H en cloroformo deuteriado en temperatura ambiente.
El espectro unidimensional de 'H, muestra sobreposicién de sefiales para los protones del

carbono 3. Por ello no se efectué el discernimiento de la posicién cis o trans de cada
protdn de los tres metilenos con respecto al hidrégeno en posicién 1.

— i _L.JUL LJ.

Il | Il el
T —T T 1 ;
10 5 4 3 z

Figura 2.10 Espectro de 'H de I en cloroformo deuteriado en temperatura ambiente.

Tabla 2.6 Sefiales en el espectro de '"H (500 MHz) del éster metilico de L-prolina
(clorhidrato). Disclvente: c¢loroformo deuteriado. Temperatura ambiente.

Hidrégeno S (ppm), (N(Hz)* COSY
H, 450 (3 =70,1,=85) H,, H,
H, 244 H, H,, H, B,
H, 2.19 H,, H,. H;, H,’
H, H, 2.09 H, H,, H, H,
H, 3.62(J=1751=17) H,, H,’
H, 351(0,=75,1="7) H,, H;
H,, H H 3.4
NH 10.60
NH’ 9.20

*J= constante de acoplamiento.

Un aspecto interesante del espectro protonico de I en cloroformo deuteriado es el hecho de
que a diferepcia del dimetilsulféxido, aqui se presentan dos sefiales separadas para los
protones del clorhidrato. esto puede atribuirse al hecho de que siendo el cloroformo un
disolvente no polar e incapaz de formar puentes de hidrégeno, los protones unidos al
nitrogeno de la prolina se encuentran fijos en su posicién y pueden diferenciarse.
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b) Espectro de *C en 125 MHz e interacciones homo y heteronucleares.

La asignacién de los protones para cada carbono, se efectué mediante el experimento
HMQC. Por otro lado, el experimento HMBC evidencid las interacciones entre los
protones del metilo del éster y el carbono carboxilico.
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Figura 2.}2 Espectro HMBC de I en cloroformo deuteriado en temperatura ambiente.

Tabla 2.7 Resumen de la asignacién de los espectros de '"H y “C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en cloroformo deuteriado en temperatura ambiente.

Carbono O Oy (g, m, J11) O (g, m, Ty ¥)
1 50.1 450 (1, dd, 8.5, 7.0)
2 28.5 2.44(1, m) 2.19 (1, m)
3 235 2.09 (2, m)
4 457 3.62(1,m, 7.5, 7.0) 33.15(1,m,7.5,7.0)
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5 169.3

6 53.3 3.84 (3, s)

NH," 10.60 (1, ancha) 9.20 (1, ancha)

*ny= nimero de hidrégenos, m = multiplicidad, J= constante de acoplamiento.

Tabla 2.8 Acoplamientos homo y heteronucleares para el clorhidrato del éster metilico de L-
prolina en cloroformo en temperatura ambiente.

Carbono (8) | Hidrégeno (6) COSY HMQC HMBC
C, (59.1) H, (4.50) H,, H’ H, H,, Hy
H,, H,
Hm H4’
C,(28.5) H, (2.44) H, H,, H,, H, H,, H,
H., H,’ H,, H,’
H,
H,'(2.19) H, H,,
H,, H,’
C, (23.5) H, (2.09) H,, H,, H,, H,’ H,
H, (2.09) H, H, H,, H,’
HG, Hé,’ Hﬁ’,
C, (45.7) H,(3.62), H, H,’ H,, H,’ H,, H,’
HZ’ HZ,
1
H,'(3.51) H,, H,’
C, (169.3) H,
H, H,’
H, 0’ H,”
C, (53.3) H, (3.84), H, H,, H,
H, (3.84),
H,’(3.84)
NH," NH, (10.60),
NH,*(9.20)
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2.1.4 Elucidacion de los espectros de X en piridina-d;.

Se obtuvieron tanto espectros unidimensionales de 'H y de *C, como espectros
bidimensionales de correlacién homonuclear (COSY, NOESY) y de correlacion
heteronuclear (HMQC y HMBC).

a) Espectros de 'H en piridina-d,.

Para el caso de piridina como disolvente, se observa en el espectro de "H unidimensional,
que los seis protones diasterotdpicos de los tres metilenos del anillo de prolina, se
encuentran bien definidos, habiendo sobreposicidn de sefiales Unicamente entre un protén
de la posicién 4 y el singulete del metoxilo de la posicidn 6. Sin embargo, esto no fue un
inconveniente para poder asignar mediante las interacciones observadas en el espectro
NOESY, cudl de cada par de protones de los metilenos se encuentra en relacién cis con
respecto al protén de la posicidn 1.

A { {
T T T

JJMJJL

4 3 2

Figura 2.13 Espectro de 'H de I en piridina -d; en temperatura ambiente.

En el espectro NOESY, que se muestra en la figura 2.14, se observan interacciones del
protén 1 con sélo uno de los protones de la posicién 4 y con sélo uno de los protones de la
posicidn 3, estas sefiales fueron asignadas como cis al protén 1. Avnque se observan
interacciones con los dos protones de la posicion 2, una de ellas es mas fuerte que la otra,
asigndndose a la primera la posicion relativa cis. Las interacciones entre los 6 protones
diasterotdpicos, confirman la asignacién, tal y como se muestra en la tabla 2.9.
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Figura 2.14 Espectro NOESY de I en piridina -dsen temperatura ambiente.

Tabla 2.9 Seiiales en el espectro de 'H (500 MHz) del éster metilico de L-prolina
(clorhidrato). Disolvente: piridina-ds;. Temperatura ambiente.

Hidrégeno 3 (ppm), () (Hz) COSY NOESY
H, 488, (1,=9,1,=65) H, H, H,*, H,*, H,*
H,* 2.39, (3, =7) H, H,, H,’ H,
H, 2.10, (J, = 7) H, H,, H, H, H,
H,* 2.00,J,=7) H,, H,, H, H, H,
H,’ 1.86, (3, =7) H, H,, H, H,’ H, H,
H, * 3.66 H,, H,’ H,
H, 343 H, H,’ H,, H,
H,, H, H,~’ 3.66
NH,* 9.16

Feis al proton 1.

Para un par de protones de un metileno, la sefial en campo bajo es cis al proton 1y la sefial
en campo alto corresponde al protdn en posicién trans con respecto al mismo.

b) Espectro de C en 125 MHz e interacciones homo y heteronucleares.

El espectro HMQC permitié asignar los protones a cada carbono de la estructura estudiada.
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Figura 2.15 Espectro HMQC de I en piridina- ds.

Tabla 2.10 Resumen de la asignacién de los espectros de 'H y °C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en piridina-d; en temperatura ambiente.

Carbono d¢ Oy (ny, m, Jiy™®) Oy (0, m, T
C, 59.2 H,4.88 (1,d,9, 6.5)
C, 29.2 H,239(1,m,7) H, 2.10(1, m, 7)
G, 24.0 H;2.00 (1, m 7) H;” 186 (1, m7)
C, 45.5 H,3.66 (1, m) H, 3.43 (1, m)
C, 170.5
C, 529 H, 3.66 (3, 5)

NH," NH,9.16 (2, ancha)

* ny= ndmero de hidrégenos, m= multiplicidad, J= constante de acoplamiento.

Tabla 2.11 Acoplamientos homo y heteronucleares para el clorhidrato del éster metilico de
L-prolina en piridina-d; en temperatura ambiente.

Carbono (6) | Hidrégeno () COosy NOESY HMQC
C,(59.2) H, (4.88) H, H, H,, H,, H, H,
C,(29.2) H, (2.39,) H, H, H,’ H, H,

H," (2.10) H,, H;, Hy’ H, B Hy
C,(24.0) H, (2.00) H, H’,H,H’ H, H,
H, (1.86) | H,H,, H, H, H,, B H,’
C,(45.5) H, (3.66) H,, H,’ H, H,
H,’ (3.43) H,, Hy’ H, By H/
C,(170.5)
C,(52.9) H, (3.66) H,
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2.1.5 Resumen de desplazamientos quimicos en diferentes disolventes:

d
]
H-C3———C, —H

i

C Ce~
\._/C4 C[:“ 5-..__0/ QHH
H \l\;/ JJ'H

7\
H H

O H
H /

cr

Figura 2.16 Estructura numerada de L.

Tomando como referencia al cloroformo deuteriado, por ser el disolvente de uso més
comun en RMN, se observa que existen variaciones importantes en los desplazamientos
quimicos de los protones del clorhidrato del éster metilico de L-prolina, principalmente en
DMSO y en piridina, donde los desplazamientos guimicos se ubican en lo general en
campos mds altos.

Debe recalcarse que s6lo en piridina se observan las seis sefiales de los protones de los
metilenos bien separadas lo que permite su asignacidn completa con respecto al protdn de
la posicién 1. De esta forma para un metileno del sistema de prolina, el protén situado en el
valor de campo mds bajo es cis al protén de la posicion 1, mientras que el protén situado en
campo mds alto es trans. En los demds disolventes, existe sobreposicion de sefiales y
aunque es posible la asignacion de protones para cada carbono del sistema, no puede
asignarse st posicion relativa al protén 1.

La tabla 2.12 resume la comparacién de desplazamientos quimicos de los diferentes
disolventes, con respecto a cloroformo. Como puede observarse, la polaridad de los
disolventes afecta ligeramente el valor del desplazamiento quimico de los protones del
sistema de prolina, enviandolos en campos mas altos, como puede observarse en el caso de
dimetilsulf6xido, en donde las variaciones del desplazamiento quimico son de hasta 0.4
ppm. En el caso de Piridina, existe un efecto anisotrépico de proteccién del disolvente que
explica este hecho.™®

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrdgeno dependen de la temperatura y
disolvente usado de tal forma que las conformaciones pueden ser estabilizadas por puentes
de hidrdgeno.

La conformacién con puente de hidrégeno no es favorecida en disolventes no polares (caso
del cloroformo deuteriado) porque tales disolventes no pueden formar puentes de
hidrégeno en interacciones soluto/disolvente.

Sin embargo, en disolventes capaces de formar puentes de hidrégeno como el

dimetilsulféxido y en menor forma la acetona, existe un equilibrio entre la forma libre del
soluto y aquella que se encuentra formando puente de hidrégeno con el disolvente &
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Tabla 2.12 Comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H del clorhidrato del éster

metilico de L-prolina en diferentes disolventes. Temperatura ambiente.

Prot6n CDCl, DMSO Acetona Piridina
0 (ppm) | & (ppm) Ab d (ppm) A8 o {ppm) AS

(ppm)* (ppm)* (ppm)*

NH 10.60 9.80 -0.8 9.16 -1.441
NH’ 9.20 9.80 0.6 9.16 -0.041
H, 4.51 4.33 -0.18 4.48 -0.03 4.88 0.370
H, 2.44 2.23 -0.21 2.42 -0.02 2.39 -0.047
H,’ 2.19 1.99 -0.20 2.21 0.02 2.10 -0.084
H, 2.09 1.91 -0.18 2.08 -0.01 2.09 -0.095
H,’ 2.09 1.91 -0.18 2.08 -0.01 1.86 -0.232
H, 3.62 3.19 -0.43 3.52 -0.10 3.66 0.032
H,’ 3.51 3.19 -0.32 3.41 -0.10 3.43 -0.079
H,, H,', Hy”’ 3.84 3.73 -0.11 3.84 3.66 -0.189

*con respecto al desplazamiento quimico en cloroformo deuteriado.

Para explicar Ias variaciones en el desplazamiento quimico encontradas cuando el disolvente
es piridina, se propone, la asociacidn de una molécula de piridina a través de puente de
hidrégeno con la prolina, tal y como se muestra en la figura 2.17, esta asociacion es una
fuente posible de interacciones para diferenciar el efecto anisotrépico preferencial sobre una
de las caras del sistema de prolina.

Figura 2.17 Propuesta de interaccion entre la piridina y I que explica las variaciones observadas en el
desplazamiento quimico del aminoécido.

En el caso de la espectroscopia de "*C, se observan también efectos de variacién en el
desplazamiento quimico de los diferentes carbonos, en DMSO, este efecto es hacia campos
mds altos, mientras que en piridina y en acetona el efecto es hacia campos mds bajos.
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Tabla 2.13 Comparacién de los desplazamientos quimicos de “C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en diferentes disolventes. Temperatura ambiente

Carbono CDCl, DMSO Acetona Piridina
d(ppm) | S(ppm) | A8 | S(ppm)| A3 | d(ppm)| A
(ppm)* (ppm)* (ppm)*

1 59.1 58.4 -0.7 59.6 -0.5 59.2 0.1
2 28.5 27.6 -0.9 29.0 0.5 29.2 0.7
3 23.5 23.0 -0.5 24.2 0.7 24.0 0.5
4 45.7 452 -0.5 46.2 0.5 45.5 -0.2
5 169.3 169.2 -0.1 170.2 0.9 170.5 1.2
6 53.3 53.0 -0.3 53.4 0.1 52.9 -0.4

*con respecto al desplazamiento quimico en cloroformo deuteriado.

Un aspecto interesante es la variacion encontrada en las constantes de acoplamiento de la
sefial doble de dobles del proton de la posicion 1, cuyos valores se resumen en la tabla 2.14
¥ que se presentan graficamente en la figura 2.18. Para el caso del sistema anular de
prolina, el acoplamiento mas fuerte se Eresenta con el protén cis, mientras que el menos
intenso se realiza con e protén trans."** Lo anterior puede explicarse en virtud de que el
dngulo diedro entre los protones cis es pequefio, mientras que con el protén frans se acerca
a un valor de 90° que implica un minimo en el valor de la constante de acoplamiento de
acuerdo con la ecuacién de Karplus.®%%50

Tabla 2.14 Variacidn de 1a constante de acoplamiento del protén de 1a posicion 1 con los
protones diasterotépicos de la posicién 2 del clorhidrato del éster metilico de L-prolina, en
diferentes disolventes, en temperatura ambiente.

Disolvente TH,,.., TH 1 rans
Cloroformo d 8.5 | 7.0
DMSO d, 8.5 7.5
Acetona-d, 8.5 7.5
Piridina-d, 9.0 6.5
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J ! !
i |
4.35 4.29 4.53 4,48

Disolvente: dimetilsulféxide-d, Disolvente: acetona-d,

[ ! I l
4.90 4 .85 4.90 4.85
Disolvente: cloroformo deuteriado Disolvente: piridina-d,

Figura 2.18 Sefial doble de dobles del protén 1 en los diferentes disolventes empleados.

Con lo anterior, puede verse qué cambios en el disolvente provocan efectos importantes en
la conformacién del sisterna anular de la prolina, de tal suerte que en piridina los carbonos 1
y 2 se encuentran mds cercanos a la planaridad (dentro del promedio de conformaciones
posibles), puesto que en dicho disolvente se observan los valores méximo y minimo de las
constantes de acoplamiento del protén 1 con los protones diasterotépicos de la posicion 2.
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2.2. Derivados del éster metilico de L-prolina con oblatos aromaticos.
2.2.1 Ester metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina (II).

a) Caracterizacion fisicoquimica.

o g 1 c
o CH
.-“1‘\ SK O/ 3

16 8 7
17 N
15 9 2
4
10
14 3
12
13 11

(1I)

Figura 2.19 Estructura numerada del compuesto II: Ester metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina
Férmula molecular: C,,H ;NO,.
Peso molecular: 283 gr/mol.
Punto de fusién: 108 - 110 °C.

Rotacién especifica (en cloroformo): [a]f3°°= -100.67 (c=0.15).

Bandas en el espectro de infrarrojo (cm™): 3015, 2954, 1743, 1631.
Fragmentos principales en el espectro de masas;

m/z % de Abundancia relativa
155 100
127 60
224 40
283 (M™") 35
128 10
126 8
77 5
Datos cristalograficos:
Sistema cristalino: monoclinico
Grupo espacial: P2,
Dimensiones de Ja celda upitaria:  a=7.41 A, o= 90°
b=7.73 A B=105.35°
c=1355A = 90°
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Las coordenadas cartesianas obtenidas por difraccién de Rayos X, fueron procesadas
mediante el programa Chem 3D de Cambridgesoft Co. para reconstruir la estructura
tridimensional obtenida por difraccién de Rayos X, que se muestra en la figura 2.20.

Figura 2.20 Estructura tridimensional del Ester metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina.

Mediante el mismo programa, esta estructura fue sometida a iteraciones sucesivas para
minimizar la energia estérica, obteniéndose la estructura tridimensional mostrada en la
figura 2.21.

Figura 2.21 Bstructura minimizadaen su energia estérica del compuesto JI.

Los pardmetros de la energia estérica son 314.89 y 56.48 kcal/mol respectivamente para
la estructura obtenida de las coordenadas cartesianas y la estructura minimizada.

Empleando el mismo programa se obtuvieron los valores de los dngulos diedro entre las
diferentes series de 4tomos. La tabla 2.15 muestra dngulos diedro representativos
calculados para ambas estructuras.
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Tabla 2.15. Angulos diedro caiculados para el compuesto II.

Angulo Serie de dtomos Angulo diedro Angulo diedro
estructura original estructura minimizada

a C,-N-C,-C, -16.8° 94°

b C,-C,-N-C, -7.0° -14.0°

c C,-C,-C,-C, -38.9° -36.9°

d C,-N-C,-C, 177.2° 177.7°

e C,-N-C;-C, 6.8° -0.5°

f C,-N-C,-0, -1.9° 0.6°

g C,-N-C.,-0, -172.3° 177.5°

h C,-C,-N-C, -179.2° 167.5°

] C,-C. N, 154° 169°

j N-C,-C,-C, 28.4° 31.6°

k C,-C,-C,-N 34.0° 28.9°

Los resultados obtenidos para los dngulos diedro, muestran que en la minimizacién de la
energia estérica, se varia sensiblemente la conformacion del anillo de prolina (dngulos
a.b), lo que es de esperarse pues de una estructura rigida en ef sistema cristalino a una
estructura minimizada en su energia estérica, se permite mayor posibilidad de flexibilidad
en ¢l anillo de prolina acerca del cual se sabe que presenta muiltiples conformaciones
posibles.

De manera interesante los dngulos fy g muestran que el carbonilo del grupo amida se
encuentra en posicidn coplanar con respecto al carbono 1 y antiperiplanar con respecto
al carbono de la posicién 4. Por lo tanto se encuentra presente el conférmero Z, lo que
puede atribuirse a un impedimento estérico por parte del sistema aromético, el cual se
coloca ms alejado del grupo carboxilo del aminodcido.

b)Experimentos de resonancia magnética nuclear: Espectros de "H en 500 MHz
en cloroformo deuteriado.

En el espectro unidimensional de hidrégeno, puede observarse que los seis protones
diasterotdpicos de los metilenos del anillo de prolina, se encuentran bien diferenciados,
lo que permiti6 la signacidn espacial de cada uno de ellos con respecto al protén del
carbono 1 por medio del experimento NOESY.,

Figura 2.22 Espectro de ‘H de II en cloroformo deuteriado.
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Figura 2.23 Espectro COSY de 1] en cloroformo deuteriado.

Figura 2.24 Espectro NOESY de I en cloroformo deuteriado.
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Tabla 2.16 Sefiales en el espectro unidimensional de 'H para el éster metilico de N-(1-
naftoil)-L-prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Hidrégeno | & (ppm) I (Hz) COSY NOESY

H, 4.82 8.5, 4 H,, H, H,
H,* 2.35 H, H,
H,’ 2.08 H, H,
H, 1.95 H, H,, H, H, H, H,
Ha’ * 1.85 P H,, Hz’s H4’ H/ H4,
H, 3.34 H, H; H,
H, * 3.21 H,, Hy’ H,’
H, 3.87

H, 8.18 8 H,,

H,, 7.56 8,7.5 H,

H,, 7.87 8.25

H,, 7.86 75,4 H,, H,

H,, 7.48 8,7.5 H,

H,, 7.53 8,7 H,

H,, 7.54 6.75

* cis al protén 1.

Como puede observarse los protones de las posiciones 3 y 4, siguen el mismo patrén
que en el espectro de I en piridina, esto es: para cada metileno del anillo de prolina, el
protén en campo mds bajo es cis al protén 1 y por consiguiente aquél de campo alto es
trans. Sin embargo, ocurre lo contrario en los protones del carbono 2. Esto puede
atribuirse al hecho de que el oxigeno del carboxilo del éster de prolina, se encuentre
generando un efecto de desproteccion sobre €l protdén 2 frans, enviandolo a un campo
mas bajo. Lo anterior estd implicando una conformacién mds rigida del anillo de prolina
de tal forma que permita una mayor interaccién anisotrépica del grupo carboxile sobre
dicho protén.

¢) Espectro de ®C en 125 MHz y correlaciones heteronucleares (disolvente:
cloroformo deuteriado). '

La asignacién de los protones de la regién aromdtica se vié dificultada por la

sobreposicion de sefiales. El experimento de correlacién heteronuclear HSQC acoplado,
permitié {a asignacién de los mismos.

43



772 7.63 740 7.33

Figura 2.25 Experimento HSQC acoplado de II en cloroformo deuteriado. Acoplamiento de la sefial
centrada a 7.53 ppm en el espectro de hidrégeno con la sefial a 125.07 ppm del espectro de “*C.

Tabla 2.17 Asignacién de los protones de la regidn aromética y constantes de
acoplamiento por experimento ¢cHSQC del éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina.
Disolvente cloroformo deuteriado.

Sefial de °C (8) Sefial de "H (m) (8) (Joy, J)™
C, (125.2) H, (d) (8.18) (161.5, 8)
C,, (126.4) H,, (dd) (7.56) (160.5, 7.5, 8)
C, (128.2) H,, (d) (7.87) (159.25, 8.25)
C,, (129.4) H,,(dd) (7.86) (1537.5,7.5,4)
C,,(124.9) H,, (dd) (7.48) (164.5, 8, 7.5)
Cs (125.1) H,; (dd) (7.53) (161.5,7, 8)
C,, (123.8) H,, (d) (7.54) (160.75, 6.75)

* m= multiplicidad, 8= desplazamiento quimico (ppm),
Joy= constante de acoplamiento carbono-hidrogeno (Hz),
Jue= constante de acoplamiento hidrégeno-hidrégeno (Hz).

Para conocer la correspondencia de protones a cada carbono de la estructora se utilizd el
experimento HSQC. La asignacién del carbonilo de amida y del carbonilo del éster se
efectud mediante el experimento HMBC.,
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Figura 2.26 Ampliaci6n del espectro HSQC de II. Se muestran las interacciones de los carbonos 2 y
3 del anillo de prolina con sus hidrégenos correspondientes. Disolvente cloroformo deuteriado.

172.8
Figura 2.27 Ampliacidén del espectro HMBC de II. Se observa la interaccién entre los protones de la
posicidn 6 a 3.87 ppm y la sefial de carbonilo del éster a 172.8 ppm. Disolvente cloroformo deuteriado.

Tabla 2.18 Acoplamientos heteronucleares observados en los espectros HSQC y HMBC
del éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolma.). Disolvente cloroformo deuteriado.

313C HSQC HMBC
C, (58.6) H, (4.82) H, H,, H, H,
H, H;
C, (297) H,(2.35), H, H,, H,
H,’ (2.08)
C, (24.9) H, (1.95), H, H,, H, H,
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H, (1.85)
C, (48.8) H, (3.34), H, H,’, H,, H,’
H,’ (3.21)
C, (172.8) H,H,
C, (52.4) H, (3.87)
C,(169.5)
C, (127.2) H,,
C, (125.2) H, (8.18) H,
C,, (126.4) H,,(7.56) H,
C,, (1282) H,, (7.87) H,,
C,, (1349) H,
C,, (129.4) H,, (7.86) H,,
C,,(1249) H,,(7.48)
C,.(125.1) H,, (7.53) H,
C,, (1238) H, (7.54) H,,
C,, (133.4) B, H,_H,

d) Espectros de 'H en piridina deuteriada.

Los resultados obtenidos en piridina deuteriada para el clorhidrato del éster metilico de
L-prolina en donde se observé una separacion de todos los protones diasterotdpicos,
aunado al hecho de que el compuesto II presentaba esa separacién en cloroformo
deuteriado, llevé a efectuar una serie de espectros de RMN de 1 en piridina deuteriada,
para observar el comportamiento de dichos protones por combinacion de efectos
anisotrépicos del oblato sustituyente con los efectos anisotrépicos del disolvente.

Sin embargo, la sobreposicién de sefiales de la regién aromatica dificult6 la asignacién
de los protones en esta regién. Por lo que no es posible evaluar satisfactoriamente Ia
region aromitica, con los experimentos efectuados.

X

| ! i
L T

4 3 2

T

|
8 7

X ) JJ _ N.ULJLJ.UL

Figura 2.28 Espectro de 'H de II en piridina-ds. x = sefiales del disolvente.
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Figura 2.29 Espectro NOESY de Il en piridina- ds.

Tabla 2.19 Sefiales en el espectro unidimensional de 'H y correlaciones homonucleares
para el éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina. Disolvente piridina-d;.

Hidrégeno | o (ppm) I (Hz) COSY NOESY

H, 4.99 8.75,4.75 H,H, H, H,H,’
H,* 221 H, H,.H,’ H,” Hy
H,’ 1.96 H, H, H,’ H,H,
H, 1.78 H,H, HH, | H.H

H, * 1.63 H,H H,H,| HH,
H, 3.22 H, H;’ H,’ H,

H, * 3.10 H,.H,’ H,.H,
H, 3.75

1H, 8.56 8.5

2H, 7.94 7.5 B

1H, 7.66 7.1

2H,, 7.59

1H, 7.52

* cis al protén 1.
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La diferenciacién total de los seis protones diasterotdpicos del aniilo de prolina en el
espectro de RMN de 'H, cuando se utiliza como disolvente piridina-d;, permite postular
la asociaci6n de este disolvente tipo oblato con el soluto formando un complejo T
soluto/disolvente.” Las interacciones débiles de sefiales minoritarias encontradas en el
espectro NOESY, apoyan lo anterior.

Sin embargo para una mejor elucidacién de lo anterior serian necesarios experimentos
con mayor nimero de acumulaciones y una serie de mejoras para incrementar la relacion
sefial/ruido, mismas que no se consideraron en este trabajo.

¢) Espectro de *C de I en piridina deuteriada y correlaciones heteronucleares.
La asignacién de los protones para cada carbono, se efectué mediante el espectro

HMQC, debido a la sobreposicién de sefiales en la region aromética, no fue posible la
asignacién correspondiente a esta parte de la molécula con este experimento.
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Figura 2.30 Espectro HMQC de II en piridina-d;.

Tabla 2.20 Sefiales en el espectro de "°C y asignaciGn de los protones por experimento
HMQC del éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina. Disolvente piridina-ds.

Sefial de °C (§) Sefial de 'H (5)

C, (59.1) H, (4.99)

C, (29.7) H, (2.21)
H,’ (1.96)

C, (25.1) H,(1.78)
H,’ (1.63)

C, (49.0) H,(3.22)
H,’ (3.10)

C,(173.2)

C, (52.1) H, (3.75)
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C, (169.2)
C,, (136.1)
C,, (134.0)
C,. (130.1)
C,. (129.6)
C,.(128.8)
C,, (127.4)
C,. (126.9)
C, (1259)
C,, (125.7)
C,, (124.3)

fiComparacion del efecto del disolvente y el sustituyente aromatico sobre los
desplazamientos quimicos de 'H y ®*C del sistema de prolina.

Se compararon los desplazamientos quimicos de 'H del compuesto II en piridina y
cloroformo, con el fin de evaluar tanto los efectos del sistema aromdtico como los del
disolvente. En el caso del espectro proténico, existe una tendencia a desplazar los
protones en campos Imds altos cuando el disolvente es piridina.

Esto permite observar un efecto anisotrépico del disolvente, en este caso la piridina que
lleva a los protones en campos mds altos. Se puede proponer que el oblato aromatico de
piridina se coloca paralelo al sistema de prolina, ocasionando un efecto de proteccién
sobre los protones del sistema pirrolidinico, aunque lo hace preferencialmente por vha de
las caras del anillo de prolina.

Tabla 2.21 Comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H del residuo de prolina
del compuesto II en cloroformo y piridina deuteriados.

Hidrégeno oen II* 0 en JI** Ao
(ppm) (ppm) (ppm)

H, 4.82 4.99 0.17
H,cis 2.35 221 -0.14
H, trans 2.08 1.96 -0.12
H, cis 1.85 1.63 -0.22
H, trans 1.95 1.78 -0.17
H, cis 3.21 3.10 -0.11
H, trans 3.34 3.22 -0.12
H, 3.87 375 -0.12

* disolvente cloroformo deuteriado.
** disolvente piridina-d;.
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Por otro lado, el cambio en el disolvente provoca también variaciones en el
desplazamiento quimico observado en el espectro de "*C; asf, los carbonos de I
presentan desplazamientos en campos mds bajos cuando el disolvente es piridina que en
cloroformo.

Tabla 2.22 Comparacién de los desplazamientos quimicos de *C del residuo de prolina
del compuesto II en cloroformo y piridina deuteriados

Carbono denII* (ppm) | & en II** (ppm) Ad
(ppm) '
C, 58.6 50.1 0.5
C, 29.7 297 0.0
C, 24.9 25.1 0.2
C, 43.8 49.0 0.2
C, 172.8 173.2 0.4
C, 52.4 52.1 0.3

* disolvente cloroformo deuteriado.
** disolvente piridina-d;.

Al comparar los desplazamientos quimicos de los nicleos de "H y de '*C del clorhidrato
del éster metilico de L-prolina en piridina deuteriada, contra los desplazamientos
quimicos del residuo de prolina en el compuesto II en el mismo disolvente. Los protones
de Il estdn en campo mds alto que en I, con excepcién de los protones 1 y 6.

De esta forma se observa un efecto de proteccion del oblato aromdtico unido a prolina.
Este efecto puede ser inductivo o por acomodamiento espacial en donde el sistema de
prolina se encuentra ubicado preferentemente por encima del anillo aromético. Como se
observa en la estructura de Rayos X.

El hecho de que el hidrégeno de la posicidn 1 tenga un desplazamiento quimico hacia
campo mds bajo en el compuesto II, se puede atribuir a que el nitrégeno es parte de un
grupo funcional amida, lo que le confiere un cardcter mas electropositivo que en el caso
del aminodcido, por 1o que por efectos inductivos ocasiona una desproteccion sobre
dicho protén.

Tabla 223 Comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H entre el clorhidrato del
éster metilico de L-prolina y el residuo de prolina de II en piridina-d,.

Hidr6geno o en 1* (ppm) o en 1I* (ppm) Ad (ppm)

H, 4.88 4.99 0.11

H, cis 2.39 221 -0.18
H,trans 2.10 1.96 -0.14
H, cis 2.00 1.63 -0.37
H, trans 1.86 - 178 -0.08
H, cis 3.66 3.10 -0.56
H,trans 3.43 3.22 -0.21
H, 3.66 3.75 0.09

* disolvente piridina-d,.
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Al analizar los desplazamientos de '*C, se observa que los carbonos del compuesto
amidico (II) se encuentran en campos mds altos que los del aminoédcido (compuesto ),
con excepcidn de C, y C,. Dichas variaciones pueden explicarse en funcién de la
existencia de un efecto de induccién a la posicién .

Tabla 2.24 Comparacién de los desplazamientos quimicos de C entre el clorhidrato dei
éster metilico de L-prolina y el residuo de prolina de I en piridina deuteriada.

Carbono oenI* (ppm) | oen II* (ppm) AS
(ppm)
C, 592 59.1 0.1
C, 29.2 29.7 0.5
C, 24.0 25.1 i1
C, 45.5 49.0 3.5
C, 1705 1732 27
Ce 52.9 52.1 0.8

* disolvente piridina-ds.
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2.2.2 Ester metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina (III)

a) Caracterizacion fisicoquimica.

15 17
14 7
13 i

11
12 10 (IIL)

Figura 2.31 Estructura numerada del compuesto III: Ester metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina.
Férmula molecular: C,;H;NO,.
Peso molecular: 283 gr/mol.
Punto de fusidén: 114 - 116 °C.
= .72(c=0.15).
Bandas en el espectro de infrarrojo (cm™): 3005, 2954, 1743, 1624,
Fragmentos principales en el espectro de masas:

Rotacién especifica (en cloroformo): [o)

m/z % de Abundancia relativa
155 100
127 70
224 60
283 (MY 37
77 7
112 5
101 5
Datos cristalograficos:

Sistema cristalino: monoclinico

Grupo espacial: P2,

Dimensiones de la celda unitaria: a=6.77 A o =90°

b=7.70A B =93.22°

c=1396A ¥ =90°

De la misma forma que para el compuesto II, las coordenadas cartesianas del compuesto
ITI, permitieron la obtencion de la estructura tridimensional mostrada en la figura 2.32.
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Figura 2.32 Estructura tridimensional del Egter metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina.

Siguiendo el procedimiento aplicado para IL, se llevo a cabo la minimizacidn de la energia
estérica que produce la estructura tridirensional mostrada en la figura 2.33.

Figura 2.33 Estructura minimizada en su energia estérica del compuesto IIL.

Los pardmetros de la encrgia estérica son 206.34 y 9.17 kcal/mol respectivamente para la
estructura obtenida de las coordenadas cartesianas y la estructura minimizada.

El mismo programa permitié obtener los valores de los dngulos diedro entre diferentes
series de dtomos. La tabla 2.25 muestra dngulos diedro representativos calculados para
ambas estructuras.

Tabla 2.25. Angulos diedro calculados para el compuesto III.

Angulo | Serie de 4tomos Angulo diedro Angulo diedro
estructura original estructura minimizada
a C,-N-C,-C, -7.4° -8.7°
b C,-C,-N-C, -15.4° -15.0°
c C,-C,-C,-C, -36.5° -37.2°
d C,-N-C.-C; -174.5° 177.2°
e C,-N-C,-C, 8.6° -2.5°
f C,-N-C.-0O, 5.0° -0.5°
g C,-N-C,-0, -171.9° 177.2°
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h C,-C,-N-C, 167.2 163.0°
i C,-C,-N-C, 169.7° 173.3°
j N-C,-C,-C, 31.8° 32.4°
K C,C,-C,-N 27.0° 28.7°

Los dngulos diedro marcados como fy g, muestran que ¢l grupo carbonilo de la amida y
el carbono de la posicion 1 se encuentran en el mismo plano. Por lo que el compuesto
analizado tiene la conformacién Z.

Experimentos de resonancia magnética nuclear,

Se determinaron espectros tanto unidimensionales de 'H y *C como de correlacién
homo y heteronuclear : COSY, NOESY, cHSQC, HSQC y HMBC. En todos ellos se
utilizé cloroformo deuteriado como disolvente en temperatura ambiente.

La sobreposicion de sefiales en el espectro de 'H, no permitié asignar como cis o trans
a Jos protones de prolina.

Sin embargo la aplicacién del experimento de HSQC acoplado, permiti6 asignar a la
regién aromatica.

b) Espectros de 'H en cloroformo deuteriado.

— — |

3 4 3 2

o |

— ] ]
7

Figura 2.34 Espectro de 'H de III en cloroformo deuteriado.

54



Tabla 2.26 Sefiales en el espectro unidimensional de 'H y correlaciones homonucleares
para el.éster metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Hidrégeno | & (ppm) J (Hz) COSY NOESY
H, 4.74 J=8.35,1,=555 H, H,’
H, 2.35 H, H,, H;’
H, 2.05 H, H, H,’
H, 2.05 H,, H,, H;’ H,
) 1.90 H,, 0, H,, H,
H,, H,’
H, 373 H,, H,’ H,
H, 3.59 H,H,H,’ H,, H,
H, 3.81
H, 7.66 J=7151=24 H,,
H,, 7.88 H,
H,, 7.87
H,, 7.54
H, 7.52 H,
H,, 7.86 H,,
H,, 8.07

¢) Espectro de °C y acoplamientos homo y heteronucleares.

3.60

474

50,04

Figura 2.35 Ampliacién del espectro HSQC de I1I, donde se muestran las interacciones de los
carbonos 1 y 4 con sus hidrégenos correspondientes. Disolvente cloroformo deuteriado.
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.10 7.98 776 7.63

Figura 2.36 Espectro HSQC acoplado de III. Acoplamiento de la sefial centrada a 7.87 ppm en el
espectro de hidrégeno con la sefial a 128.10 ppm del espectro de °C. Disolvente cloroformo deuteriado.

Tabla 2.27 Asignacién de los protones y cilculo de las constantes de acoplamientos por
esperimentos HSQC y cHSQC del éster metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina. Disolvente
cloroformo deuteriado.

Sefial de °C (8) Sefial de 'H (8) (m) Ty, Jg)*
C,(59.2) H, (4.74) (dd) (8.35, 5.55)
C,(29.4) H, (2.35) (m)

H,’ (2.05) (m)
C,(254) H, (2.05) (m)
, H,’ (2.05) (m)
C,(50.0) H, (3.73) (m)
H,’ (3.60) (m)
C,(52.3) H,(3.81) (s)
C,(124.4) H, (7.66) (d) (161.2, 9)
C,,(128.6) H,, (7.88) (d) (160.25, 8)
C,(128.1) H,,(7.87) (d) 159.75, 8.5)
C,(127.2) H,, (7.54) (dd) (160, 7, 8)
C,.(126.6) H,, (7.53) (dd) (160.5, 7, 8)
C,(1278) H, (7.83) (dd) (160, 8, 2.5)
C,,(127.3) H,, (8.07) (s) (160)

*m= multiplicidad. d= desplazamiento quimico (ppm).
Jug= acoplamiento hidrégeno-hidrégeno (Hz).
Joy= acoplamiento carbono-hidrégeno (Hz).
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1
172.8

Figura 2.37 Ampliacién del espectro HMBC de Iil, en donde se muestra la correlacion de los protones

de la posicién 6 con el carbonilo del éster. Disolvente cloroformo deuteriado.

Tabla 2.28 Correlaciones homo y heteronucleares del éster metilico de N-(2-naftoil)-L-
prolina. Disolvente cloroformo deutenado.

Carbono (8) | Hidrégeno (3) COoSsY NOESY HMBC
C,(59.2) H, (4.74) H, H; H,, H,,
H, By
C,(29.4) H,(2.35) H,H, H’ H, H, H,
H,H,
H,” (2.05) H,H, H;’
C,(25.4) H, (2.05) H,', H,, H,’ H, H, H, H,’,
H, H,,
H,’ (2.05) H,, H,, H,, H,
H2’ HZ’
C,(50.0) H, (3.73) H, H/’ H, H, H
H,” (3.60) H, H,, H;’ H,, H’
C,(172.8) H, H,, H,,
H, H,
C,(52.3) H,(3.81)
C,(169.7) H,,, H,
C,(132.3) H,y, H;
C, (124.4) H, (7.66) H,, H,
C,,(128.6) H,, (7.88) H, H,,
C,, (134.0) H,, H,
C,,(128.1) H,,(7.87)
C,,(127.2) H,, (7.54)
C,, (126.6) H,, (7.53) H,, H,,
C, (127.8) H,, (7.83) H,, H,, H,,
C,,(133.4) H,,
C,,(127.3) H,, (8.07) H,
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2.2.3 Ester metilico de N-(difenilacetil)-L-prolina (IV).

a) Caracterizacién fisicoquimica.

Figura 2.38 Estructura numerada del Ester metilico de N-(difenilacetil)-L-prolina (Compuesto IV).
Férmula molecular: C,H, NO,.
Peso molecular: 323.28 gr/mol.
Punto de fusién: 122 - 123 °C.

Rotacién especifica (en metanol): [a:fy = - 21.4 (c= 0.20).

Bandas en el espectro de infrarrojo (cm™): 3002, 2954, 1743, 1649.
Fragmentos principales en el espectro de masas:

m/z % de Abundancia refativa
128 100
167 33
156 30
323 (MY 25
70 20
84 5
Datos cristalogréficos:
Sisterna cristalino: monoclinico
Grupo espacial: P2,
Dimensiones de la celda unitaria:  a=8.71 A o= 90°
b=25.121 A B=118.5°
c=9.09 A +=90°

La figura 2.39 muestra la estructura tridimensional del compuesto IV, obtenida mediante
el procesamiento de las coordenadas cartesianas del experimento de difraccion de Rayos
X, utilizando el programa Chem 3D de Cambridgesoft Co.

58



Figura 2.3% Estructura tridimensional del Ester metilico de N-(difenilacetil)-L-prolina.

La minimizaci6n de la energia estérica, proporciond la estructura mostrada en la figura
2.40.

Figura 2.40 Estructura minimizada en la energfa estérica de IV.

El céleulo del valor de la energia estérica para la estructura obtenida a partir de las
coordenadas cartesianas arrojo un valor de 234.58 kcal/mol. Mientras que la estructura
minimizada tiene un valor de 12.92 kcal/mol para su energia estérica.

El mismo programa permitié obtener los dngulos diedro entre diferentes series de
atomos. La tabla 2.29 muestra dngulos diedro representativos calculados para ambas
estructuras.
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Tabla 2.29. Angulos diedro calculados para el compuesto IV.

Angulo | Serie de dtomnos Angulo diedro Angulo diedro
estructura original estructura minimizada
a C,-N-C,-C, -7.4° -8.7°
b C,-C,-N-C, -15.4° -15.0°
c C-C,-C,-C, -36.6° 23.5°
d C,-N-C,-C, -174.5° 179.7°
e C,-N-C,-C, 8.6° -2.5°
f C,-N-C,-0, 5.0° -0.5°
g C,-N-C,-0, -171.9° 177.2°
h C,-C,-N-C, -32.2° -21.9°
i C,-C,-N-C, 163.2° -15.3°
j N-C,-C,-C, 31.8° 32.4°
k C,-C,-C-N -27.0° -17.5°

El analisis de los dngulos diedro, permite observar que el compuesto presenta una

conformacién Z alrededor del enlace amida, considerando los valores encontrados para

los dngulos diedro marcados como fy g.

Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear.

Se determinaron espectros de 'H y “C unidimensionales. Ademds espectros de

correlacién bidimensional: homonuclear (COSY, NOESY) y heteronuclear (HSQC). En
cloroformo deuteriado y en temperatura ambiente.

Ademas se utilizd ]%iridina deuteriada como disolvente, para efectuar los siguientes
expetimentos: 'H, °C, COSY, NOESY, HMQC y HMBC.

b) Espectro de '"H y correlaciones homonucleares, disolvente: cloroformo
deuteriado.

Se obtuvo el espectro unidimensional de hidrégeno en 500 MHz. En este caso se
observa la presencia de los dos isémeros geométricos en torno a la funcién amida, en
proporcion 87.5:12.5, tomando como base para la cuantificacién las dreas bajo la curva
de las sefiales a 3.73 y 3.62 ppm.
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Figura 2.41 Espectro de 'H de IV en cloroforme deuteriado.
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Figura 2.42 Espectro COSY de IV. Disolvente cloroformo deuteriado.
A continuacién se muestran los datos que perrmiten postular la estructura del isémero

mayoritario, el cual de acuerdo con las datos obtenidos a partir de los resultados
cristalograficos presenta una conformacién Z.
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Tabla 2.30 Sefiales en ¢l espectro unidimensional de 'H para el éster metilico de N-

(difenilacetil)-L-prolina. Disclvente cloroformo deuteriado.

Hidrégeno 3 (ppm) ] (Hz) COSY NOESY
H, 4.54 1=851=4 H, H,
H, 2.16 H, H, H
H, 198 H,H,H,
H, 1.98 H,H,, H,H | H,H
H; 1.90 H, H,’, H,, H/ H,, H/’
H, H, 3.54 H, H, H,
H, 3.73
H, 5.11 H, H,, H, H,
H,-H, | 72-74 H, H,

¢) Espectro de °C y correlaciones heteronucleares, en cloroformo deuteriado.
La asignacién de los hidrdgenos se realizé por medio del espectro HSQC.

Para el caso de los carbonos arométicos, en el espectro HSQC se encuentran cuatro
interacciones principales de hidrégenos con carbonos en la regién aromdtica.

Los desplazamientos de "*C que corresponden a estas interacciones son de acuerdo con
1a escala del espectro HSQC las siguientes:

1) 129.3 ppm que en el espectro unidimensional corresponde a la sefial a 129.2 ppm.
2) 129.0 que corresponde a la sefial a 128.9 ppm del espectro unidimensional.

3) 128.5 que corresponde a las sefiales en el espectro unidimensional situadas a 128.5 y
128.4 ppm.

4) 127.0 que es equivalente a las seflales a 127.0 y 126.9 ppm del espectro
unidimensional.

La tabla de desplazamientos quimicos en el espectro unidimensional de *C muestra
también dos sefiales a 139.2 y 138.9, que no presentan correlacién con las sefiales de
hidrégeno en el espectro HSQC. Esto es son carbonos no protonados.

Las predicciones de desplazamientos qufmicos de *C para un sistema de benceno
monosustituido® dan los siguientes valores:

8 =128.5+9.3=137.8
S0 =128.5+ 0.7 =1292
dm =128.5-0.1 = 1284
Sp =1285-29=1256

Es pertinente sefialar que en el espectro de ’C se distinguen a ambos anillos arométicos
con desplazamientos quimicos diferentes para cada tipo de carbono (i, 0, m, p ) en cada
anillo.
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Asimismo, el espectro HSQC permite ubicar la posicion de los diferentes protones
aromdticos dentro del multiplete localizado entre 7.2 y 7.4 ppm. Considerando que los
protones orto y meta de un anillo son homotdpicos entre si y diasterotopicos con
respecto a los protones del otro anillo. Es necesario mencionar, que para una misma
posicién, los carbonos de campo alto estén relacionados por el espectro HSQC con los
protones de campo bajo y a la inversa.

En e} an4lisis de los carbonos en la regién del carbonilo, se encuentran dos sefiales en la
regién de carboxilo, de acuerdo con tablas de desplazamientos quimicos,®” el carbono de
un grupo éster se encuentra desplazado hacia campos mds bajos que el carbono de un
grupo amida, por ello es que la asignacién de estas dos sefiales es la siguiente:

A) 172.7 carbonilo de éster (reportado 165 - 175 ppm).©®

B)170.5 carbonilo de amida (reportado 160 - 170 ppm).®®

190 4

______ mayoritario

2.00 + —— ——  minoritano

2.10 +

220 -

I

1

1

t

1

|

[}

I

1

1

I

1

]
! Y 0 I ]
31 29 27 25 23

Figura 2.43 Bspectro HSQC de IV en cloroformo deuteriado. Asignacién de sefiales para las
posiciones 2 y 3 tanto del conférmero mayoritarto como del minoritario.

Tabla 2.31Resumen de los espectros de 'H y "°C del éster metilico de N-(difenilacetil)-L-
prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Carbono Oc Oy (ny, m, Jyp)* Oy (0, m, T )*
C, 59.2 4.54 (1, dd, 8.5, 4)
C, 29.1 2,15 (1, m) 1.98 (1, m)
C, 24.9 1.98 (1, m) 1.91 (1,m)
C, 47.2 3.54 (2, m)
C, 1727
C, 522 373 (3,9)
C, 170.5
C, 56.2 5.11(1,5)
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C,6C, 139.2

C,6C, 1389

Cy 6 Cyo 129.2 727 (1, m)
Cyy 6C,y 128.9 7.32 (1, m)
C,6C, 128.5 728 (1, m)
C,6C, 1284 7.32 (1, m)
C,6C, 127.0 7.23 (1,m)
C,6C,, 126.9 7.26 (1,m)

*ng= nimero de hidrégenos, m= multiplicidad, J= constante de acoplamiento.

Tabla 2.32 Acoplamientos homo y heteronucleares para el éster metilico de N-
(difenilacetil)-L-prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Carbono (8) Hidrégeno () COSY NOESY
C, (59.2) H, (4.54) H, H, H,
C, (29.1) H, (2.15) H, H, H,’ H,

H,’ (1.98) H, H, H,’
C, (24.9) H, (1.98) H, H,, H, H,’ H,, H,’
H,’ (1.91) H, H,, H, H,;’ H, H,
C, (47.2) H,, H, (3.54) H,, H,’ H,
C, (172.7)
C, (52.2) H, (3.73)

C, (170.5)

C, (56.2) H, (5.11) H_ H, H,

C, (139.2)

C,’ (138.9)

C,q (129.2) H,, (7.27)

C,’ (128.9) H,, (7.32)

C,, (128.5) H,, (7.28)

C,,’ (128.4) H,, (7.32)

C,, (127.0) H,,’ (7.23)

C,, (126.9) H, (7.26 )

d) El caso del conférmero minoritarios

El conjunto de experimentos realizados en este compuesto, permitié una mejor
evaluacién del conférmero minoritario, asignado como E. A continuacién se presenta un

resumen de las sefiales que se observan claramente para dicho conférmero, tanto en el
espectro de 'H como de *C.
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Tabla 2.33 Sefiales que se observan claramente en el espectro de 'H para el conférmero
minoritario de IV. Disolvente cloroformo deuteriado.

Sefial o multiplicidad J

H; min 491 singulete

H, min 4.46 doble de dobles J=75,1=35
H, min 3.62 singulete

El espectro HSQC, permiti6 1a asignacién de los protones correspondientes a la sefial
minoritaria, aunque algunas sefiales de protdn estdn enmascaradas dentro de las sefiales
correspondientes al conférmero mayoritario.

Tabla 2.34 Sefiales que se observan en el espectro de *C para el conférmero minoritario
de IV y correlacién heteronuclear. Disolvente cloroformo deuteriado.

Sefial - 0 (ppm) HSQC

C, min 59.5 H, min

C, min 31.5 Sefial centrada a 2.14 (parcialmente

enmascarada)

C, min 224 Sefial centrada a 1.90 (enmascarada)
C, min 46.8 Sefial centrada a 3.62 (enmascarada)
C, min 172.8

Cs min 52.5 Sefial centrada a 3.62

C, min 170.6

C; min 56.1 Sefial centrada a 4.91

C, min 1393
Cy” min 138.4
C,, min 129.0 Enmascarada por protones orto
C,, min 128.8 Enmascarada por protones orto
C,, min 128.7 Enmascarada por protones meta
C,,” min 128.2 Enmascarada por protones meta
C,, min 127.2 Enmascarada por protones para
C,,) min 126.9 Enmascarada por protones para

Se intentd la separacién por HPLC de ambos conf6érmeros separdndose ef pico principal
y €l hombro posterior.

El espectro de protén de la fraccion 1 separada en HPLC, es similar al espectro original,
conservandose la proporcion aproximada 85:15 entre ambos conférmeros. A partir de
estos datos, podemos establecer que entre ambos conférmeros existe una
interconversidn que ocurre en temperatura ambiente y no permite el aistamiento de
ninguno de ellos en las condiciones empleadas.
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e)Espectros en piridina deuteriada: hidrégeno y correlaciones homonucleares.

Para probar el efecto anisotrépico del disolvente piridina sobre un sistema en donde
existe sobreposicion de sefiales en la regién de protones de prolina, se probaron
experimentos de RMN de IV en este disolvente deuteriado. Sin embargo, los resultados
no son del todo satisfactorios, ya que sigue habiendo sobreposicion de sefiales. En el
espectro unidimensional de hidrégeno en 500 MHz. se observa la presencia de los dos
conférmeros aunque no €s posible cuantificar las proporciones.

Un aspecto interesante es el hecho de que en este disolvente la sefial doble de dobles del
conférmero minoritario (E) estd en campos més altos (8= 4.72 ppm) que la sefial a 4.69
ppm correspondiente del conférmero mayoritario (Z). Esto puede atribuirse al hecho de
que el protén 1 del conférmero trans se encuentre protegido por el disolvente, por la
formacién de complejos tipo T entre el soluto y el disolvente.”™®

A continuacion se presenta la elucidacion correspondiente al isdémero mayoritario.

}

Figura 2.44 Espectro de 'H de TV en piridina- ds.
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Figura 2.45 Espectro COSY de IV en piridina-ds.

Tabla 2.35 Sefiales en el espectro unidimensional de 'H para el &ster metilico de N-
(difenilacetil)-L~prolina. Disolvente piridina-d;.

Hidrégeno d (ppm) I (Hz) COSY NOESY
H, 4.69 J=8.5,1,=4 H,, H,’
H, 1.97 H,H, H’
H,’ 1.81 H,H, |
H, 1.81 H,, H,, H, H,’ H, H,
H, 1.63 H, H, H,H, H, H
H,, H,’ 3.55 H,, H,’ H,
H, 3.64
H, 548 H, H_H, H
H,-H, | 7.28-7.62 H, H,

f) Espectro de “C y correlaciones heteronucleares en piridina deuteriada.

La asignacidn de protones se llevé a cabo mediante el experimento HMQC.
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Figura 2.46 Espectro HMQC de IV en piridina- d;. Asignacién de las posiciones 1,2, 3,4 y 8.

Tabla 2.36 Resumen de los espectros de 'H'y "°C del éster metilico de N-(difenilacetil)-L-

prolina. Disolvente piridina-d;.

Carbono Oc Sy (0, m, T ™) Oy (g, m, Jo ™)
C, 39.6 4.69(1,dd, 8.5,4)
C, 292 1.97 (1, m) 1.81(1, m)
C, 25.0 1.81 (1, m) 1.63 (1, m)
C, 474 3.55 (2, m)
C, 173.1
C, 51.8 3.64(3,s)
C, 170.3
C, 56.2 548 (1, s)
C,6C, 140.5
C, 6C, 140.4
C,,6C, 130.0 H,
C,,6C, 129.6 H_
C,6C, 128.8 H,
C,6C, 128.7 H,
C,6C, 127.3 H,
C,6C, 126.2 H,

*ny= nimero de hidrégenos, m= multiplicidad, J= constante de acoplamiento.

El experimento HMBC pemiti6 la asignacion de las dos sefiales de carbono presentes en
la regidn de carboxilo, por correlacién de los protones del éster metilico a 3.64 ppm con
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la sefial de carboxilo del éster a 173.1 ppm y la correlacién del protén de la posicién 8 a

5.48 ppm con la sefial de carboxilo de la amida a 170.3 ppm.

U W

173 170

Figura 2.47 Espectro HMBC de IV en piridina-dy. Asignacién de las posiciones 5y 7.

Tabla 2.37 Acoplamientos homo y heteronucleares para el éster metilico de N-
(difenilacetil)-L-prolina. Disolvente piridina-ds.

Carbono (8) | Hidrégeno (8) COSY NOESY HMBC
C, (59.6) H, (4.69) H,, H,’ H,
C,(29.2) H, (197) H, H, H, H,
H,’ (1.81) H, H, H
C, (25.0) H,181) | H,H,,H,H, | H,H
H, (1.63) | H,H H, H'| H,H,
C,(47.4) | H, H,' (3.5 H, H, H,
C,(173.1) H,
C,(51.8) H, (3.64)
C,(170.3) H,
C,(56.2) H, (5.48) H, H_H,H,
C,6C, H, H, H, H,
(140.5) (7.28 - 7.62)
C,6C,
(140.4)
Cip0Cyy
(130.0)
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CIO 0 CIO’
(129.6)

Cl] 6 Cll,
(128.8)

Ch6Cy’
(128.7)

C12 6 CIZ’
(127.3)

Cp, 060Gy’
(126.2)
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2.2.4 Ester metilico de N-[(S)-naproxenoil]-L-prolina (V).

a) Caracterizacion fisicoquimica.

9
H,C H

17 19

H,C-

20 14 12

Figura 2.48 Estructura numerada del compuesto V: éster metilico de N-[(S)-naproxenoil]-L-prolina.
Férmula molecular: C,;H,,NO,.
Peso molecular: 341.39 gr/mol.
Punto de fusién: 115 - 117 °C.
Rotaci6n especifica (en cloroformo): [oc]f: + 60 (c = 0.15).
Bandas en el espectro de infrarrojo (cm™): 3015, 2960, 1748, 1633.
Fragmentos principales en €l espectro de masas:

m/z % de Abundancia relativa
185 100
341 (MY 55
128 35
212 5
Datos cristalograficos:
~ Sistemna cristalino: ortorrdmbico
Grupo espacial: P2,2,2,
Dimensiones de la celda unitaria:  a=7.99 A o= 90°
b=13.67 A B=90°
c=16.64 A = 90°

Las coordenadas cartesianas obtenidas mediante difraccion de Rayos X se procesaron
mediante el programa Chem 3D de Cambridgesoft Co para obtener el modelo molecular
tridimensional del compuesto V, que se muestra en la figura 2.49.
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Figura 2.49 Estructura tridimensional del Ester metilico N-[{8)-naproxenoil]-L-prolina.

La minimizacidn de la energia estérica, mediante iteraciones sucesivas efectuadas en el
mismo programa, llevé a la obtencién de la estructura minimizada mostrada en la figura

2.50. Las energias estéricas respectivas son: 172.17 kcal/mol (para la estructura inicial) y
13.16 kcal/mol (para la estructura minimizada).

Figura 2.50 Estructura minimizada en energfa estérica para el compuesto V.
El mismo programa permiti¢ obtener las coordenadas de los dngulos diedro entre

diferentes series de atomos. La tabla 2.29 muestra dngulos diedro representativos
calculados para ambas estructuras.

Tabla 2.38. Angulos diedro calculados para el compuesto V.

Angulo | Serie de dtomos Angulo diedro Angulo diedro
estructura original estructura minumizada
a C,-N-C,-C, 9.8° 6.6°
C,-C,.N-C,-C, -12.7° -17.0°
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c C,-C,-C,-C, -36.6° -37.0°
d C,-N-C,-C, -178.7° 178.6°
e C,N-C;-C, 5.4° -3.5°

£ C,-N-C,-O, 1.2° -12°

g C,N-C,-0, -174.7° 176.7°
h C,-C,-N-C, 170.9° 161.2°
i C,-C,-N-C, 166.3° 175.3°
i N-C,-C,-C, 30.0° 33.4°
k C,-C,-C+N 28.5° 27.4°

De la misma forma que en los compuestos anteriormente analizados, los dngulos diedro
entre el oxigeno del carbonilo de la amida y los carbonos de las posiciones 1 y 4
(angulos f'y g), muestran que la conformacién favorecida para este compuesto es la Z.

El hecho de que en todos los derivados amidicos analizados en este trabajo, presenten
una conformacién Z alrededor del enlace amida, puede atribuirse al impedimento estérico
que los sustituyentes aromdticos generan, de esta forma se colocan espacialmente
alejados del grupo éster unido a la posicién 1 de la prolina.

Experimentos de resonancia magnética nuclear.

Se determinaron espectros de 'H y PC uni y bidimensionales (COSY, NOESY, cHSQC
y HSQC). El disolvente utilizado fue cloroformo deuteriado. Todos los experimentos se
realizaron en temperatura ambiente.

b) Espectro de "H y correlaciones homonucleares.

Se observa la presencia de dos conférmeros en proporcién 86:14, tomando como
referencia la relacién de 4reas entre la sefial doble de dobles a 4.6 ppm (mayoritario) y la
sefial doble de dobles minoritaria a 4.3 ppm. De acuerdo con los datos obtenidos a partir

de los resultados cristalogréficos, se atribuye al conférmero mayoritario la conformacién
YA

La sobreposicidn de sefiales no permite asignar satisfactoriamente la posicién relativa de
los seis protones de metilenos de prolina con respecto al protén de la posicion 1.

La asignacion correspondiente se refiere al conférmero mayoritario. Aunque en el
espectro COSY se observan algunos acoplamientos para la sefial a 4.3 ppm del
conférmero minoritario E, no es posible la evaluacion satisfactoria de dicho conférmero,
con el conjunto de experimentos reatizados.
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Figura 2.52 Espectro COSY de V en cloroformo denteriado.

Tabla 2.39 Seiiales en el espectro unidimensional de 'H para el.éster metilico de N-[(S)-
naproxenoil)]-L-prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Hidrégeno S (ppm) T (Hz) COSY NOESY
H, 4.55 1=78,1,=39 H, H,
H, 2.14 H, H,
H, 1.84 H, H, H, H,,
H,, H, 1.82 H, H,’
H, 3.51 H,/’, H,, H’ H, H,, H,
o, 321 H,, H, H, . H,
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H, 3.69 H,

H, 3.87 T=17 H, H,, H,, H,, H,’
H, 1.49 1=6.75 H,

H,, 7.38 J=8551=19 H,, H,

H,, 771 T,=8.7 H,

H,, 7.11 T=25 H,

H,, 7.14 T=88 1=24 H,,

H,, 7.72 J=86 H,,

H,, 7.68 1=19 H,

H,, 391

¢) Espectro de ®C en 125 MHz y correlaciones heteronucleares.

El espectro HSQC permitid la asignacion de los protones a los carbonos
correspondientes, de manera especial para la regidn aromatica se utilizé el experimento
HSQC acoplado.
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Figura 2.53 Espectro HSQC de V en cloroformo deuteriado. Asignacién de las posiciones 1y 4.
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Figura 2.54 Espectro HSQC acoplado de V en cloroformo deuteriado. Acoplamiento de la sefial de
protén centrada a 7,72 ppm con la sefial de carbono a 127.3 ppm.

Tabla 2.40 Asignacién de los protones y cédlculo de las constantes de acoplamientos por
experimentos HSQC y ¢cHSQC del éster metilico de N-[(S)-naproxenoil]-L-prolina.
Disolvente cloroformeo deuteriado,

Sefial de C (8) Sefial de 'H (8) (m) (g T *
C, (59.1) H, (4.55) (dd) (7.8,3.9)
C, (29.0) H, (2.14) (m)

H,’ (1.84) (m)
C, (24.9) H,, H,’ (1.82) (m)
C, (46.8) H,(3.51) (m)
H, (3.21) (m)
C, (52.0) H, (3.69) (m)
C,(44.9) H, (3.87)(d) (7)
C, (20.2) H, (1.49) (d) (7)
C,, (126.5) H,, (7.38) (dd) (157.5, 8.5, 1.5)
C,, (129.2) H, (7.71) (d) (158.5, 9)
C,,(105.6) H,, (7.11) (d) (157.5,2.5)
C,;(118.9) H,((7.14) (dd) (160.75, 9, 2.5)
C,(127.2) H,, (7.72) (d) (159.75, 8.65)
C,,(126.1) H ,(d) (7.68) (1.9)
C,,(55.3) © Hy(3.91) (m)

* m= multiplicidad, 8= desplazamiento quimico (ppm),
Jex= constante de acoplamiento carbono-hidrégeno (Hz),
Jyy= constante de acoplamiento hidrégeno-hidrégeno (Hz).
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Tabla 2.41 Correlaciones homo y heteronucleares del éster metilico de N-[(S)-

naproxenoil]-L-prolina. Disolvente cloroformo deuteriado.

Carbono (8) | Hidrégeno (6) COSY NOESY HMBC
C, (59.1) H, (4.55) H, H,
C, (29.0) H, (2.14) H, H,
H,’ (1.84) H,H, H ,H,
C, (24.9) H,, H,’ (1.82) H,H/
C, (46.8) H,(3.51) H,’, H,, H;’ H,", H,, H;
H," (3.21) H,, H,’ H,’, H,
C, (172.6) H,
C, (52.0) H, (3.69) H,
C, (172.4) H,
C, (44.9) H, (3.87) H, H, H,H, H’
C, (20.2) H, (1.49) H,
C,, (136.3) H,, H, H, H,,
C,, (126.5) H,, (7.38) H,,
C,, (129.2) H,, (7.71) H,’
C,, (133.4) H,, H,,, H,,
C,,(105.6) H, (7.11) H,, H,,
C,5(157.5) H,,
C,(118.9) H,, (7.14) H,,
C,,(127.2) H,, (7.72)
C,s(129.1) Hy Hy Hy, Hy,
C,,(126.1) H,, (7.68) H, H,,
C,(55.3) H,,(3.91)
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2.2.5 Resumen del comportamiento de los cuatro derivados.

Como puede observarse en la tabla 2.42, al comparar los desplazamientos quimicos del
éster metilico de L-prolina con los desplazamientos respectivos en los derivados
amidicos, se observa que en todos los derivados con oblatos arométicos existe una
variacién en el desplazamiento quimico en campos més altos, esto puede atribuirse a una
orientacidn espacial del residuo de prolina sobre los anillos aromaticos, colocdndose
preferentemente en la zona de proteccién anisotrépica del planc de los sistemas
aromaéticos.

Tabla 2,42 Tabla comparativa de desplazamientos quimicos de los protones de prolina en
los diferentes derivados con oblatos aromdticos. Disolvente cloroformo deuteriado.

Protén I 11 I v v
o 3 Ad* & Ad* S Ad* 8 Ad*
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)

H, 4.50 4.82 0.32 4.74 0.24 4.54 0.04 4.55 0.05

H, 2.44 | 2.351 | -0.09 2.35 -0.09 2.16 -0.28 2.14 -0.30

H, 2.19 2.08 -0.11 2.05 -0.14 1.98 -0.21 1.84 -0.35

3 2.09 1.95 -0.14 2.05 -0.04 1.98 -0.11 1.82 -0.27

3 2.09 | 1.85% | -0.24 1.90 -0.19 1.90 -0.19 1.82 -0.27

H
H
H, 3.62 3.34 -0.28 3.73 0.11 3.54 -0.08 3.51 -0.11
H

d 3.51 | 3.21% | -0.30 3.59 0.08 3.54 0.03 3.21 -0.30

H, 3.84 3.87 0.03 3.81 -0.03 3.73 -0.11 3.69 -0.15

* con respecto al desplazamiento quimico en cloroformo deuteriado. § cis al proton 1.

I.a excepcidn a este comportamiento se presenta en el hidrégeno de la posicién 1, que en
los derivados amidicos se desplaza en campos més bajos. Esto puede atribuirse a la
funcionalidad del nitrégeno, puesto que en el aminoécido puede generar efectos
inductivos sobre el protdn de la posicion 1, que no es tan evidente cuando el nitrégeno
forma un enlace amida.

Para el caso de los desplazamientos quimicos de C, que se presentan en la tabla 2.43,
se observa en los derivados amidicos un efecto inductivo B de la funcién amidica, con un

comportamiento general de variacién en el desplazamiento quimico hacia campos més
bajos.

Tabla 2.43 Tabla comparativa de los desplazamientos quimicos de °C de L-prolina en los
diferentes derivados con oblatos aromaiticos. Disolvente cloroformo deuteriado

Carbono I 11 111 v v

8 d Ad* 5 Ad* 3 Ab* 6 Ad*
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
59.1 58.6 -0.5 59.2 0.1 59.2 0.1 59.1 0.0
28.5 297 1.2 294 0.9 29.1 0.6 29.0 0.5
23.5 24.9 1.4 25.4 1.9 24.9 1.4 24.9 1.4
45.7 48.8 3.1 50.0 4.3 47.2 1.5 46.8 1.1
169.3 | 172.8 3.5 172.8 35 172.7 3.4 172.6 3.3
6 53.3 52.4 -0.9 52.3 -1.0 52.2 -1.1 52.0 -1.3

* con respecto al desplazamiento quimico en cloroformo deuteriado.

nl ] o] b —
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En reportes previos se ha establecido una correlacion entre ios desplazamientos quimicos
de '*C con la conformacién alrededor del enlace amida en derivados de la L-prolina,*”
de acuerdo con ello, en la conformacién trans (que es equivalente a la asignacién Z
otorgada a nuestros derivados), €] valor del desplazamiento quimico del carbono de la
posicién 2 debe ser mayor a 25 ppm. De esta forma los datos obtenidos por RMN para
nuestros derivados, coinciden con la conformacion asignada a partir de los datos

cristalograficos, que muestran una conformacion Z alrededor del enlace arnida.

Lo anterior implica que la conformacién Z de los derivados amidicos analizados en su
estructura cristalina, se mantiene en disolucién.

Un aspecto interesante, es el cambio en las constantes de acoplamiento que €l proton en
posicidn 1 presenta con los dos protones diasterotdpicos del carbono en posicidn 2.
Estos cambios pueden apreciarse graficamente en 10s trazos especirales que se muestran
en la figura 2.35 y que se resumen en la tabla 2.44.

ML M

4.35 4.80 4.80 4.70
Ester metilico de N-{1-naftoil)-L-prolina Ester metilico de N-(2-naftoil}-L-prolina

_J

| I | 4
[ ! } t
4.57 4.52 4.57 4.53

Ester metilico de N-(difenilacetil)-L-protina  Ester metilico de N-[(S)-naproxenoil]-L-prolina

Figura 2,55 Trazos espectrales del protdn 1 en los derivados amidicos sintetizados. Disolvente
cloroformo deuteriado

Considerando las miltiples posibilidades conformacionales del aniflo de prolina, %"
que lievan a la obtencién de un promedio conformacional en los pardmetros obtenidos
por RMN y tomando en cuenta que ¢l valor de las constantes de acoplamiento estd
intimamente ligado con el dngulo diedro de un sistema de espines,” las varjaciones
observadas en la constante de acoplamiento estdn implicando un cambio en la
conformacidn promedio del sistema heterociclico de la prolina con respecto al
aminoécido no derivado.
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De manera general, el valor de la constante trans en los derivados amidicos es menor que
en la prolina, esto implica que el dngulo diedro entre el proton de la posicién 1 y el
protén trans de la posicién 2 se acerca alin mds a el valor de 90° en los derivados
obtenidos con respecto a la prolina misma.

Tabla 2.44 Variacién de la constante de acoplamiento y 4ngulos diedros del protén 1 del
clorhidrato del éster metilico de L-prolina y los derivados de oblatos. Temperatura

ambiente,
?JH 12ees %JH 12trans
Disolvente: Cloroformo
deuteriado
I 8.50 7.00
11 8.50 4.00
I 8.35 5.55
v 8.50 4.00
A% 7.80 3.90
Disolvente: Piridina-d,
I 9.0 6.5
II 8.75 4.75
v 8.50 4.00

A partir de las estructuras tridimensionales obtenidas por el procesamiento de las
coordenadas cartesianas, se calcularon los dngulos diedro entre €] protén de la posicién
1 y los protones diasterotdpicos de la posicién 2.

Estos valores de dngulo diedro, fueron interpolados empleando la ecuacién de
Karplus®** para obtener el intervalo de constantes de acoplamiento esperadas para un
valor determinado de dngulo diedro.

Tabla 2.45Angulos diedro del protén de la posicién 1 con los protones de la posicién 2,
obtenidos a partir de las estructuras cristalinas.

Compuesto | 9, Constante de 6, Constante de
acoplamiento esperada acoplamiento esperada
i1 -97° 0-5 234° 6-10
III -90.4° 0-5 29.2° 6-10
v -90.4° 0-5 31° 6-10
\Y% -91° 0-5 30.8° 6-10

Como puede observarse en la tabla 2.45, dichos valores apoyan la asignacién del
acoplamiento cis como aquél correspondiente al acoplamiento mds grande, puesto que el
angulo diedro es pequefo. Por el contrario, el acoplamiento zrans es el mas débil por
corresponder a un dngulo diedro cercano a los 90°.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Anailisis del clorhidrato del éster metilico de L-prolina (I).

El clorhidrato del éster metilico de L-prolina (Aldrich) se sometié experimentos de
resonancia magnética nuclear unidimensionales y de correlacién homo y heteronuclear,
en diferentes disolventes y condiciones. Utilizando un espectrémetro Varian de 500 Mhz
modelo Unity II con sonda de deteccion inversa, acoplado a una estacién de trabajo

Sun. Los experimentos efectuados, se resumen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Resumen de experimentos de RMN efectuados al clorhidrato del €ster metilico
de L-prolina.

DISOLVENTE EXPERIMENTOS
Dimetilsulféxido-d, 'H, COSY, *C, HMQC,
'H a temperatura variable (50, 70 y 90° C)
Acetona-d, 'H, COSY, "*C, HMQC,
'H a baja temperatura (-60, -70 y -90° C)
Cloroformo deuteriado 'H, COSY, “C, HMQC, HMBC
Piridina-d, 'H, COSY, NOESY, “C, HMQC, HMBC

3.2 Preparacion de los derivados con oblatos aromaticos.
3.2.1 Preparacion del éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina (II):

E! acido 1-naftoico (1 eq) {Aldrich), se disolvid en diclorometano seco. Se adicionaron
lentamente 1.2 eq de cloruro de tionilo {Aldrich) y se dej6 reaccionar en temperatura
ambiente por espacio de una hora. Se evapord el disolvente a presién reducida y el
residuo se dejé al alto vacio por una hora, para eliminar €l diéxido de azufre generado en
la reaccién asi como el exceso de cloruro de tionilo.

El cloruro de dcido asf generado, se redisolvié en diclorometano seco v a esta solucién se
agregaron 1.1 equivalentes del clorbidrato del éster metilico de L-prolina (Aldrich),
afadiendo unas gotas de trietilamina (Aldrich) como base para neutralizar el clorhidrato
in situ . La reaccion transcurrié en temperatora ambiente durante un tiempo de dos horas,
durante el cual se sigui6 €l curso de la misma mediante cromatografia en placa fina de
sflice (Merck 60 F254), utilizando como eluyente una mezcla de diclorometano/metanol
en proporcitn 95:5. Cuando la reaccidn llego a término, se evapord el disolvente a
presién reducida.

El producto de reaccion se sometié a una purificacién por cromatografia en columna de
silice (tamafio de malla 70/230), utilizando como eluyente una mezcla diclorometano-
metanol en proporcién inicial 95:5. El producto II se obtuvo con un 80% de
rendimiento. El esquema general de reaccidn se presenta en la figora 3.1.
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Figura 3.1 Esquema de reaccién para la sintesis del éster metilico de N-(1-naftoil)-L-prolina.
3.2.2 Preparacion del éster metilico de N-(2-naftoil)-L-prolina (III).

Se siguié el mismo procedimiento que para el compuesto I, utilizando al dcido 2-
naftoico (Aldrich) en la generacién del cloruro de dcido que se acoplé posteriormente al
éster metilico de L-prolina. El producto I, se obtuvo con un rendimiento del 83%. La
figura 3.2 resume la secuencia empleada.

o ' o

1
COOCH,
EtyN 5

i ®

HCI

scooct,

Z,

e

Figura 3.2 Esquema general de reaccion para la obtencidn del éster metlico de N-(2-naftoil)-I -prolina.
3.2.3 Preparacion del éster metilico de N-(difenilacetil)-L-prolina (IV).

En un procedimiento similar a Ia sintesis del compuesto II, se gener6 inicialmente el
cloruro de 4cido a partir del dcido difenifacético (Aldrich) para después generar 1a amida
con ¢l éster metilico de L-prolina. El rendimiento total de 1a reaccion fue del 85% vy en la
figura 3.3 se presenta el esquema de secuencia de sintesis.
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Figura 3.3 Esquema de obtencidn del éster metilico de N-(difenilacetil)-L-prolina.

3.2.4 Preparacion del éster metilico de N-[(S)-naproxenoil}-L-prolina (V).

La preparactén siguid el procedimiento ya mencionado; utilizando(S)-naproxén (Fluka)
para generar el cloruro de 4cido correspondiente que se acopld al éster metilico de L-

prolina, tal y como se muestra en la figura 3.4. El rendimiento total de la reaccién fue del
92%.

COOCH;
EtsN B

N
H

il

HCE

N

\Q’

H YcoocH, V

Figura 3.4 Secuencia utilizada en la obtenci6n del éster metilico de N-[(S)-naproxenoil]-L-prolina.
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3.3 Caracterizacion fisicoquimica.

Los compuestos II, III, IV y V fueron sometidos para su caracterizacion a las siguientes
pruebas: punto de fusién mediante un aparato Fisher-Johns. La actividad dptica se
determind en un polarimetro marca Jasco modelo DIP-360, utilizando ldmpara de sodio.
La espectroscopia de infrarrojo se efectud en pastilla de KBr empleando un
espectrofotémetro de FT-IR marca Nicolet, modelo 55X. Los espectros de masas por
impacto electrénico fueron obtenidos mediante un especirémetro de masas Hewlett
Packard modelo 5985B. Las estructuras cristalinas se determinaron mediante un
espectrometro de difraccién de rayos X Siemmens PAPC, con irradiacién a una longitud
de onda de 0.71073 A,

Las coordenadas cartesianas obtenidas del experimento de difraccién de rayos X, fueron
procesadas mediante el programa CS Chem3d de Cambridgesoft Co.para obtener la
estructura tridimensional, que posteriormente fue minimizada en su energia estérica en el
mismo programa utilizando MM2.

Asimismo se efectuaron experimentos uni y bidimensionales de resonancia magnética
nuclear en un espectrémetro Varian de 500 MHz modelo Unity II con sonda de
deteccidn inversa, acoplado a una estacion de trabajo Sun. Los diferentes experimentos
realizados para cada compuesto, se resumen en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Resumen de experimentos de RMN efectuados sobre los derivados del éster
metilico de L-prolina con oblatos aromdticos.

Experimentos de RMN (iemperatura ambiente)
- Compuesto Disolvente cloroformo deuteriado
I 'H, ®C, COSY, NOESY, cHSQC, HMBC
I 'H, *C, COSY, DQCOSY, NOESY, HSQC, cHSQC, HMBC
v 'H, BC, COSY, NOESY, HSQC, TOCSY
\Y% 'H, BC, COSY, NOESY, HSQC, cHSQC
Compuesto Disolvente piridina-d,
I 'H, *C, COSY, NOESY, HMQC
v 'H, °C, COSY, NOESY, HMQC, HMBC
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CONCLUSIONES

Para el caso del éster metilico de L-prolina, se observan variaciones interesantes en el
espectro de RMN de 'H, por efecto del disolvente. De esta forma, la piridina resulté ser
el mejor medio para poder asignar las posiciones relativas de los seis protones
diasterotdpicos de los metilenos del anillo, con respecto al protén de la posicién 1. Al
mismo tiempo este disolvente provoca efectos de proteccidn anisotrépica sobre Jos
protones de prolina, lo que lleva a observar en general un cambio en los desplazamientos
quimicos de protén hacia campos mds altos.

Se sintetizaron cuatro nuevos productos derivados de L-prolina. Siendo la constante
estructural el ser derivado amidicos con presencia de sistemas aromaticos.

El andlisis de las estructuras cristalinas, especificamente los dngulos diedro entre el
oxigeno del carbonilo de la amida y los carbonos de las posiciones 1 y 4, muestran que
la conformacién favorecida para los compuestos obtenidos es la Z.

El hecho de que en todos los derivados amidicos analizados en este trabajo, presenten
una conformacion Z alrededor del enlace amida, puede atribuirse al impedimento estérico
que los sustituyentes arométicos generan, de esta forma se colocan espacialmente
alejados del grupo éster unido a la posicidén 1 de la prolina.

En los derivados obtenidos, se observaron cambios en los desplazamientos quimicos del
aminoécido, como resultado de efectos anisotrépicos de los oblatos arométicos
integrados en los derivados.

Una vez mds se corrobora la gran utilidad de las técnicas modernas de RMIN
bidimensional, pues en aquellos derivados en donde se aplicaron las secuencias HSQC y
HSQC acoplado, se logrd una mejor asignacion de las estructuras, sobre todo en
aquellas regiones espectrales en donde existe gran sobreposicién de sefiales.

Los cambios en las constantes de acoplamiento del protdn en alfa con los protones en
posicion beta, sugieren variaciones en la conformacién del anillo de prolina en los
derivados obtenidos.

Se lograron condiciones que permiten la exploracién de la conformacién del sistema
ciclico de prolina, resolviendo los problemas de sobreposicion espectral que
normalmente dificultan la interpretacion.

Una perspectiva que se presenta con los resultados del presente trabajo es que los datos
obtenidos permitirén la exploracién del cdlculo de sistemas de espines, mediante la
simulacion tedrica de los espectros de resonancia. Con lo anterior se podrd hacer una
contribucién a la comprension del complejo sistema de espines de la prolina.

Igualmente los datos obtenidos se suman a los descritos en la literatura y que son

importantes para explicar las variaciones en la estructura tridimensional de péptidos
donde interviene este aminoacido.
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