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Resumen

La teoria de funcionales de la densidad (DFT) se utilizd para realizar un andlisis
conformacional que permitiera calcular las constantes de acoplamiento vecinales H,H (3Ju,n)
en la resonancia magnética nuclear (RMN), tomando en cuenta pardmetros de solvatacién
con el modelo continuo polarizable, junto con los valores experimentales evidenciados
mediante simulacidn espectral, para predecir la configuracidon de un conjunto de 6-alquenil-
5,6-dihidro-a-pironas con grupos hidroxilo en la cadena lateral. La representacién tedrica de
estos compuestos flexibles con multiples centros estereogénicos requirié de la inclusion de
modelos de solvatacidén que dieron cuenta de la estabilizacion generada por las interacciones
derivadas de los enlaces intramoleculares de hidrégeno. En contraste, el efecto de
solvatacion para el célculo de las 3/u pudo omitirse en los analisis DFT conformacionales y

configuracionales para los compuestos peracetilados analizados.

El uso de este enfoque integrado DFT-RMN, asi como la simulacién espectral, también
permitio la reasignacién configuracional de la sinargentdlida A, que se llevd a cabo a través
de calculos en fase gaseosa entre los cuatro diastereoisdmeros posibles estableciendo su
configuracion como 6R-[4'S,5'S,6'S-(triacetiloxi)-1E-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. Esta
misma metodologia fue utilizada también para establecer la configuracién de dos 6-alquenil-
5,6-dihidro-a-pironas novedosas aisladas de la especia Hyptis spicigera como 65-[5S,5'R,6'S-
(triacetiloxi)-1Z,3E-heptadienil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona y 6R-[5'R,6'S-(diacetiloxi)-1Z,3E-
heptadienil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona, de las cuales se describe su aislamiento, purificacion

y elucidacién estructural en el presente trabajo.

Se aplicd exitosamente una metodologia en la cual fueron utilizados el dicroismo
circular, los acoplamientos dipolares residuales (RDCs) a un enlace C-H y el efecto nuclear de
Overhauser (NOE), en conjunto con la comparacidon de los valores para las 3Ju,4 calculados
mediante DFT y los registrados experimentalmente, para el andlisis conformacional y

configuracional de estas 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas. La correlacidon notable entre los



datos tedricos y experimentales demostro el valor predictivo de esta aproximacion para la
asignacion estereoquimica. Esta metodologia permitié confirmar la configuracién absoluta
para los dos compuestos novedosos aislados, mostrando por primera vez, la aplicacién de
esta metodologia como otra alternativa de gran utilidad para la asignacién de la
configuracion absoluta de moléculas organicas flexibles y mostrando la utilidad de los RDCs.

De esta forma, el presente trabajo demostroé las ventajes que ofrece el empleo del modelado
molecular para la simulacidn de los datos experimentales obtenido en la RMN con el fin de
profundizar en la elucidacién de la estructura, la conformacién y la configuracién absoluta de
moléculas altamente flexibles que poseen un gran numero de conférmeros. La aplicacion de
estas metodologias aumentan la probabilidad de éxito en proyectos encamidados a la
sintesis total enantioespecifica de productos naturales flexibles con multiples centros

quirales.



Abstract

Density functional theory (DFT) was used to perform a conformational analysis in
order to calculate vicinal coupling constants (3Juu) in nuclear magnetic resonance (NMR),
taking into account parameters of solvation with polarizable continuum model, along with
experimental values measured by spectral simulation to predict the configuration of a set of
6-alkenyl-5,6-dihydro-a-pyrones with hydroxyl groups in the side chain. The theoretical
representation of these flexible compounds with multiple stereogenic centers required the
inclusion of solvation models to recognize the stabilization generated by interactions arising
from intramolecular hydrogen bonds. In contrast, for peracetylated compounds, the effect of

solvation could be omitted for conformational and configurational DFT analysis.

Using this DFT-NMR integrated approach, in conjunction with spectral simulation, the
configurational reassignment of sinargentolide A was also accomplished. Gas phase
calculations between the four possible diasterecisomers allowed to establish its
configuration as 6R-[4'S,5'S,6'S-(triacetyloxy)-1E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one. The
same methodology was also used to establish the configuration of two new 6-alkenyl-5,6-
dihydro-a-pyrones isolated from Hyptis spicigera as 65-[5S5,5'R,6'S-(triacetyloxy)-1Z,3E-
heptadienil]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one and 6R-[5'R,6'S-(diacetyloxy)-1Z,3E-heptadienil]-
5,6-dihydro-2H-pyran-2-one. The isolation, purification, and structural elucidation of these

novel compunds are described in this work.

The complementarity of circular dichroism, one bond C-H residual dipolar couplings (RDCs)
and nuclear Overhauser effect (NOE), along with DFT-NMR calculations was successfully
applied in the conformational and configurational analysis of these new 6-alkenyl-5,6-
dihydro-a-pyrones. The remarkable correlation between theoretical and experimental data
showed the predictive value of this approach for the stereochemical assignment and
demonstrated, for the first time, the application of RDCs as a useful alternative for the

absolute configuration assignment of flexible organic molecules.



1. Introduccion

Las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas son una clase de policétidos con cadenas lineales
polioxigenadas ampliamente distribuidas en la naturaleza, primordialmente en plantas,
hongos y bacterias. En el reino vegetal se encuentran particularmente asociadas con las
familias Annonaceae, Piperaceae, Lamiaceae y Lauraceae. Muchos de estos compuestos son
biolégicamente activos, exhibiendo citotoxicidad contra diferentes lineas de células
tumorales o actividad antimicrobiana. Las propiedades de estos compuestos se encuentran
asociadas al poder alquilante del ntcleo de la 6-lactona-a,B-insaturada y que representa una
unidad estructural analoga al grupo farmacoférico de la pironetina, una acetogenina
anticancerigena de origen microbiano. Estos metabolitos bioactivos son particularmente
abundantes en el género Hyptis de la familia Lamiaceae y representan compuestos
polioxigenados que se caracterizan por ser altamente flexibles y poseer multiples centros
quirales por lo que se dificulta establecer sus caracteristicas conformacionales y, por lo tanto,
su configuracion absoluta. Por estos motivos, resulta relevante el descubrimiento de 6-
alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de origen vegetal inéditas en la literatura quimica, asi como el
estudio del comportamiento conformacional de estos compuestos flexibles con multiples
centros quirales y poder aplicar métodos computacionales -en conjunto con evidencias
espectrales- orientados a la prediccion de sus configuraciones absolutas con una alta

confiabilidad.

Parte de este trabajo consistio en el uso del modelado molecular asi como de datos
experimentales obtenidos en la RMN con el fin de profundizar en la elucidacion de la
estructura, la conformacién y la configuracién absoluta de este tipo de moléculas altamente
flexibles que presentan un gran niumero de conférmeros. Se utilizd el protocolo basado en la
comparacion de las constantes de acoplamiento vecinales (3Jun) calculadas con DFT y
experimentales, mismo que se aplicd exitosamente para corregir y corroborar la

configuracion absoluta de 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas selectas.



En los ultimos afios, el uso de las constantes dipolares residuales (RDCs) ha
despertado un gran interés para la determinacion estructural de macromoléculas bioldgicas
por espectroscopia de RMN. Los RCDs suponen un complemento adicional y en algunos casos
pueden resultar cruciales para la elucidacion estructural de biomoléculas y compuestos
organicos. El estudio de los RDCs permite obtener informaciéon de la geometria molecular
pudiendo conocer la orientacidn relativa entre diferentes pares de nucleos de una molécula.
Cada vez mads, se reconoce su utilidad para determinar la estructura de compuestos
organicos de estructura rigida de pequefio y mediano tamafo. Sin embargo, el analisis
configuracional de pequefias moléculas orgdnicas flexibles utilizando acoplamientos
dipolares residuales a un enlace C-H (RDCs) en RMN no se haexplorado aun de manera
suficiente. Esta situacidon permitié iniciar un estudio dirigido a obtener informacidn acerca de
la configuracién y la conformacién de dos 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas aisladas de Hyptis

spicigera.



2. Antecedentes

2.1. Los productos naturales

El uso de plantas para tratar enfermedades y dolencias ha sido una caracteristica
antropolégica del ser humano que es tan antigua como la existencia del mismo. El estudio
adecuado y conocimiento de las drogas vegetales es seguramente una de las las “ciencias”
mas antiguas.[!l El conocimiento adecuado de las plantas fue uno de los primeros en que, por
necesidad, el hombre desarrollé un interés organizado. Este interés practico abarcé tanto a
las plantas comestibles, como a las tdxicas y medicinales; asi, es facil pensar en las ventajas
que podia tener para una sociedad primitiva el conocer convenientemente las propiedades
de las plantas que crecian cerca de su lugar de vivienda. El estudio de las drogas vegetales
por el hombre primitivo comienza con la busqueda de paliativos y curas para protegerse de
las enfermedades, lo cual constituye en la actualidad un enorme bagaje de informacidn que,
en parte, ha sido clasificada de forma oficial en las farmacopeas locales, pero que coexiste

con la sabiduria popular que aun se transmite de forma oral.?

Asi, a través de los tiempos los productos naturales han tenido un gran éxito en
nuestra sociedad pues han reducido el dolor y combatido un gran nimero de enfermedades,
revolucionado asi también a la medicina actual. Dentro de los productos naturales de mayor

importancia encontramos a los agentes antibidticos y anticancerigenos.?

Muchos productos naturales han alcanzado su comercializacién sin la necesidad de hacer
modificaciones quimicas en su estructura, tal es el caso de muchos antibidticos como la
penicilina G, las tetraciclinas, y las eritromicinas A-C, etc., asi como los esteroides diosgenina
y digitoxina, entre otros. De hecho, el potencial para comercializar un compuesto sin
modificaciones quimicas distingue a las plantas superiores y los microorganismos como una
fuente de productos naturales biodinamicos con una inmensa diversidad quimica, una alta

actividad bioldgica, una especificidad en su mecanismo de accién vy, por lo tanto, con una
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menor toxicidad, muchos de éstos ya conocidos y otros aun por ser descubiertos. En otros
casos, la molécula extraida de una fuente natural no llega a utilizarse como tal, pero sirve
como prototipo para convertirse en un farmaco mas efectivo y menos toxico mediante su
modificacion a través de métodos quimicos o bioldgicos. En estos casos, el producto natural
presenta la estructura quimica base responsable de la actividad biolégica o farmacdforo, que
puede ser modificada via “semisintesis” para producir farmacos con propiedades mejoradas
gue no se obtienen facilmente por otros medios, como los opioides: folcodina,

dihidrocodeina, apomorfina, etc.3

2.2. Importancia de la familia Lamiaceae

La familia de las labiadas comprende aproximadamente 250 géneros y 6700 especies
esparcidas por las regiones calidas y templadas de todo el mundo. Son esencialmente hierbas
y arbustos, muy aromaticos debido a su alto contenido de aceites esenciales, lo que las hace
muy valoradas en la medicina tradicional. Los tallos son cuadrangulares y las hojas siempre
opuestas; las inflorescencias son terminales o laterales, de aspecto racemoso (espigas o
paniculas). Desde el punto de vista botdnico, la familia de las labiadas se conoce con los
nombres latinos de Labiatae por la presencia de corolas gamopétalas, es decir con los pétalos
soldados en forma de labios, o de Lamiaceae por el nombre del género tipo de esta familia,

Lamium.?

A través del tiempo, las plantas de esta familia se han usado como recursos naturales
importantes debido a su empleo en la medicina y la agricultura tradicional. Algunas especies
se emplean como condimentos, e.g., el orégano (Ocimum basilicum), saborizantes como la
menta (Mentha piperita) y como perfumes, e.g., la lavanda (Lavandula angustifolia).* En la
medicina tradicional, numerosas especies de labiadas se utilizan frecuentemente en
remedios caseros para el tratamiento de malestares gastrointestinales, debido a la actividad

antibacteriana, antiviral, carminativa y espasmolitica de sus aceites esenciales.*>



2.2.1. Género Hyptis

En particular, el género Hyptis comprende varias especies de gran importancia en la
medicina tradicional mexicana,® conteniendo mas de 250 especies con su centro de origen y
diversificacion en las tierras altas brasilenas, siendo el limite boreal en su distribucion el sur
de los Estados Unidos. El género se encuentra dividido en 27 secciones y en México se
encuentran ocho secciones que agrupan 33 especies de las cuales sélo 22 especies son
endémicas del pais. En México, este género se distribuye principalmente en las partes

tropicales del sury a lo largo de ambas costas del territorio nacional.®

El género Hyptis se encuentra conformado por un gran numero de especies de gran
importancia econdmica y medicinal en la vida diaria de México y cuenta con numerosas
especies utilizadas como remedios caseros para el tratamiento de malestares
gastrointestinales e infecciones de la piel, asi como para tratar dolores reumadticos,
musculares y calambres. Sin embargo, todas las especies comparten su uso como agentes
carminativos y antisépticos.[*®! También, estas especies poseen un nimero significativo de
compuestos con actividad citotdxica de posible interés terapéutico, misma que ha sido

demostrada mediante numerosas evaluaciones bioldgicas.>’

2.2.1.1.  Hyptis spicigera

Hyptis spicigera Lam. conocida popularmente como hierba de burro, tiene forma de
espigas densas, continuas, el caliz imbricado, de tallos generalmente ramificados y hojas
ovoides. Es una maleza anual, mide de 50 cm a 1 m de altura. Las flores son muy pequefias y
montadas en inflorescencias terminales densas en forma de espiga cilindrica, a veces

discontinua en la base y puede medir 2-10 cm de largo & (Figura 1).



Figura 1. Morfologia de la especie Hyptis spicigera.

Esta especie se utiliza ampliamente en la medicina tradicional mexicana,
principalmente, por sus propiedades antisépticas y carminativas. Las infusiones de toda la
planta se utilizan para el tratamiento de infecciones en la piel, como cicatrizante® y como
insecticida para controlar la infestacién de las cosechas almacenadas o para repeler

mosquitos, quemando la planta completa.*?

2.2.1.2. Metabolitos secundarios del género Hyptis

Las plantas del género Hyptis poseen una gran variedad de constituyentes quimicos y
los usos populares de estas especies son un reflejo de la amplia diversidad en su
metabolismo secundario. El uso mas difundido de las especies pertenecientes al género
Hyptis esta relacionado con sus aceites esenciales. Estos aceites son utilizados en cosméticos,
saborizantes, asi como insecticidas y repelentes de insectos. Estas propiedades han
promovido la investigacidn de los constituyentes quimicos identificando asi una amplia gama

de terpenoides: monoterpenos y sesquiterpenos en los aceites esenciales, asi como



diterpenos y tritepenos en los extractos lipofilicos.!! Del estudio biodirigido del extracto de
Hyptis verticillata, la hierba martina, ampliamente utilizada en la medicina tradicional del
sureste de Meéxico, se aislaron diez lignanos del tipo podofilotoxina con actividades
citotoxicas no especificas (CEsop < 0.01 pg/mL) y algunos de ellos fueron inhibidores de
Candida albicans (CEso 0.2-1.0 pg/mL).*2 Un programa destinado a establecer el potencial
citotdxico de algunas de estas especies, Utiles en la medicina tradicional mexicana, demostré
la presencia de compuestos antineoplasicos potentes (CEso< 1 pg/mL) caracterizados como
6-poliaciloxialquenil-5,6-dihidro-a-pironas. Estas investigaciones demostraron un efecto

citotdxico especifico de estos principios para los carcinomas de colon y ovario.*>!

2.3. 5,6-Dihidro-a-pironas, el grupo farmacoférico

Las 5,6-dihidro-a-pironas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
particularmente en plantas, hongos y bacterias. Poseen un anillo de 5-lactona a,f-insaturado
(Figura 2) con un grupo sustituyente alquilo, alquenilo o arilo en el C¢ y ocasionalmente
sustituciones alrededor del anillo. Muchos de estos compuestos son bioldgicamente activos,
exhibiendo fitotoxicidad, citotoxicidad contra diferentes lineas de células tumorales o
actividad antimicrobiana.'®!* Las propiedades de estos compuestos se encuentran asociadas
al poder alquilante del nicleo de la é-lactona a,B-insaturada,®?® que representa una unidad

estructural analoga al grupo farmacofdrico de la pironetina.

Figura 2. Anillo de o-lactona a,B-insaturado.
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La pironetina (Figura 3) es un compuesto con potente actividad antitumoral aislado
del caldo de cultivo de Streptomyces sp. De este compuesto se ha llegado a establecer su
biosintésis *° al igual que el mecanismo de accién. Se ha determinado que procede a través
de una adicidn tipo Michael en la subunidad o del dimero de tubulina. Esta adiccion se da
entre el nitrégeno terminal de la lisina-352 con el doble enlace del sistema o,p-insaturado,
mientras que la cadena lateral establece interacciones con los grupos funcionales de los

aminodcidos aledafios al sitio de accidn.1®

/

'II[' //o

Figura 3. Pironetina.

2.3.1. 6-Alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de las labiadas

Las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de origen vegetal aisladas de especies
pertenecientes a la familia Lamiaceae y en particular de varias plantas del género Hyptis,
constituyen una opcidn importante de metabolitos bioactivos debido a su actividad
citotdxica selectiva frente a lineas celulares derivadas de tumores humanos.?%23 Aun cuando
varios de estos compuestos se aislaron desde hace varias décadas, no se conocia con certeza
la estructura y configuracion absoluta.l” Fue hasta el final de la década de los ochenta
cuando se logrd establecer la configuracidn de algunas de ellas. La anamarina y la olguina
fueron las primeras 5,6-dihidro-a-pironas aisladas del género Hyptis, se registraron en 1979,
y sus estructuras se determinaron mediante experimentos de RMN, cristalografia de rayos X
y dicroismo circular.'® Mdas tarde, para la hiptdlida se emplearon estudios de espectroscopia
de dicroismo circular para determinar la configuracidn absoluta del centro estereogénico Cs
1 (figura 4).
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Figura 4. Ejemplos de 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de origen vegetal.
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Se ha observado que todas las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de origen vegetal
poseen la misma estructura general con la misma estereoquimica para el centro
estereogénico Cs del nicleo de 6-lactona, pero con diferentes grados de sustitucién y de
oxidacion de la cadena lateral. Se han observado variaciones en la estereoquimica de los
centros quirales de la cadena lateral, con excepcién de la configuracion absoluta en C¢ que
en todos los casos descritos siempre ha sido S (Figura 4), esta caracteristica parece constituir
un rasgo biogenético comun a todas estas sustancias.?%?! Existen muy pocos ejemplos en
donde se ha evaluado el papel modulador que desempefia la estereoquimica en la actividad
citotdxica de esta familia de compuestos.?%23 Cabe hacer notar que cambios puntuales en la
estereoquimica de estos compuestos producen efectos marcados en la actividad bioldgica.
Sin embargo, un cambio simultdneo en la estereoquimica del centro quiral del anillo de
piran-2-ona y en la estereoquimica del doble enlace de la cadena conlleva a la pérdida de la
actividad.?® Estos hallazgos parecen indicar que la estereoquimica y la conformacion de las 6-
alquenil-5,6-dihidro-a-pironas son factores muy importantes para la actividad biolégica de
estos compuestos.?> Por tal motivo, resulta de relevancia la realizacion de un anélisis
conformacional y configuracional detallado de estos compuestos con un potencial

farmacoldgico de posible aplicacién terapéutica.

2.4. Quimica computacional

La quimica computacional es la disciplina que se extiende mas alld de los limites
tradicionales que separan a las disciplinas de la quimica, la fisica, la biologia y la ciencia de la
computacién, permitiendo la investigacion de d4tomos, moléculas y macromoléculas
mediante programas especializados de informética.?* Desde luego no debe considerarse a la
guimica computacional como un rival de las técnicas experimentales tradicionales, ya que
ambas son complementarias: cada una permite obtener resultados que son imposibles de
obtener por la otra y viceversa. La quimica computacional nos ofrece herramientas que nos
ayudan a estudiar, caracterizar y predecir la estructura y estabilidad de los sistemas

quimicos.?®
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2.4.1. Analisis conformacional en moléculas flexibles

El gran nimero de enlaces o presentes en las moléculas orgdnicas de cadena abierta
tiene una relacidn directa sobre la forma de sus estructuras, pues en un enlace G los grupos
funcionales pueden girar 360°alrededor de él (lo que no sucede con los enlaces ). Asi, las
moléculas con varios enlaces ¢ son capaces de tener multiples movimientos de rotacion
internos, adoptando arreglos espaciales diversos a los cuales se les denomina
conformaciones, isdmeros conformacionales o conférmeros; los cuales determinan la forma,
el tamano, y las caracteristicas de superficie de una molécula. Un analisis conformacional es
el estudio de dichos movimientos rotacionales en las moléculas y de cémo influllen estos a
las caracteristicas moleculares. Las moléculas estdn en constante movimiento, adquiriendo
diferentes conformaciones en mayor nimero en relacion a su libertad conformacional. Sin

embargo, habrd algunas preferidas que corresponden a las de menor energia.?®

En la actualidad, las dos aproximaciones computacionales mas usadas en el estudio de
aspectos tridimensionales moleculares estdn basadas en la mecanica molecular y la mecdnica
cuantica.?® De tal forma que con el empleo de herramientas de la quimica computacional
pueden determinarse la conformacién y configuracidon de una sustancia utilizando diferentes
niveles de teoria y comparandolos con datos experimentales como las constantes de
acoplamiento en la RMN.?227-29 L3 inspeccién y la comparacién de diversas conformaciones
de una serie de compuestos activos resulta una cuestidn relevante a explorar, pues nos
permite entender la relacién entre la estructura tridimensional, los requerimientos
estructurales del grupo farmacoférico y su actividad bioldgica ya que representa un punto de
partida esencial para la comprensién del mecanismo de accién asi como también ofrecer una
guia en la sintesis de nuevos compuestos que contengan una conformacién definida y los

requerimientos estructurales necesarios para el desarrollo de la actividad bioldgica.
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2.5. La RMN como una herramienta para el establecimiento de la configuracién

La resonancia magnética nuclear es una de las técnicas mas poderosas y ampliamente
usadas para establecer la estructura de los productos naturales, 3 sin embargo, no es raro
que en algunos casos la asignacidon estructural esté incompleta o incorrecta.?! La
determinacién de la configuracion absoluta de compuestos flexibles puede ser
particularmente desafiante hasta el punto de requerirse la sintesis de todos los
estereoisomeros posibles para establecer la configuracidén absoluta del producto natural. Los
calculos se han utilizado por mas de una década para ayudar en la interpretacion de los datos
de RMN.32 A través de los afios se ha incrementado el interés en el uso de los calculos ab
initio en la prediccién de los desplazamientos quimicos de H y 13C en RMN para ayudar en la
asignacion de la estructura en los casos mas dificiles. Los desplazamientos quimicos de la
molécula y todos los diasterecisomeros se calculan y comparan con los datos
experimentales. Esta técnica fue desarrollada por Bifulco y colaboradores 33 y ha sido
aplicada a un gran numero de moléculas, incluyendo productos naturales, mediante el
empleo de diferentes conjuntos de bases y niveles de teoria.3*3> La mayoria de estos
estudios se han centrado en moléculas que son conformacionalmente rigidas, de modo que
el conférmero mas importante es el minimo global. Para los sistemas flexibles, se calcula el
desplazamiento quimico como un promedio, ponderado a partir de la distribucién de
Boltzmann de todos los conférmeros de minima energia.3®Vale la pena mencionar que estos
estudios se han realizado para determinar la configuracién absoluta de moléculas basdndose
en el calculo de los desplazamientos quimicos de *H y 13C y el acoplamiento Jc.x. Sin embargo,
existen muy pocos informes donde se determine la configuracién de moléculas flexibles

utilizando constantes de acoplamiento Ju 4 vecinales. 22272829

Un ejemplo de la aplicacién de esta metodologia describié la determinacion de la
estereoquimica de la espicigerdlida (Figura 15), en donde se utilizé el cdlculo de las
constantes de acoplamiento Junvecinales tedricas a partir de los angulos diedros obtenidos

en modelos de mecanica molecular (MMX, PCModel). Ademas, dicha determinacion se valido
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mediante modelos experimentales de configuracidon absoluta conocida, asi como la sintesis
total del propio compuesto.?>?” Un segundo ejemplo con un nivel de calculo mayor es el
estudio realizado también con la espicigerdlida y siete de sus estereoisémeros, el cual
consiste en el desarrollo de un protocolo de modelado molecular para confirmar la
configuracion absoluta, este proceso se basa en la comparacién sistematica de las constantes
de acoplamiento vecinales tedricas y experimentales en la RMN *H. El método consiste en la
realizacion de una busqueda conformacional exhaustiva utilizando mecanica molecular
(MMFF94). Los conférmeros seleccionados se optimizan geométricamente utilizando la
teoria de funcionales de la densidad DFT/B3LYP y la base DGDZVP. También se calculan las
frecuencias vibracionales y los pardmetros termodinamicos a 298 Ky 1 atm. Para determinar
las constantes de acoplamiento vecinales se utilizé el mismo nivel de calculo
(B3LYP/DGDZVP) y el método GIAO con el comando spin-spin. Los resultados obtenidos en
este estudio mostraron una excelente correlacion de los datos experimentales con los
calculados.?® Finalmente, se verificd la correlacidon de los datos experimentales con los
calculados con ayuda del criterio estadistico de la desviacidon cuadratica media (RMSD). De
esta forma, el andlisis de los acoplamientos vecinales *H-H (3Ju 1) han demostrado ser de
gran utilidad como una herramienta predictiva en la asignacién de la estereoquimica de
compuestos biodindmicos con cadenas policétidas flexibles y con multiples centros

quirales.?2:2829

Adicionalmente al uso de los desplazamientos quimicos *H y 3C en la RMN y de las
constantes de acoplamientos vecinales H-'H, el efecto nuclear Overhauser también ha
resultado ser otra herramienta atil de RMN y que se ha utilizado ampliamente en el analisis
conformacional de moléculas orgénicas 3’ a partir del trabajo pionero de Anet y Bourn del
afio de 1965.38 E| efecto nuclear Overhauser (NOE) se define como el cambio en la intensidad
de una resonancia que ocurre cuando otra se satura y que resulta de la relajacién dipolo—
dipolo entre dos nucleos a través de la transferencia de polarizacién de un espin (S) al cual se
le aplica selectivamente un campo de radiofrecuencia saturante. Su utilidad se presenta

porque la fuerza de una exaltacion de NOE esta correlacionada directamente con la
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separacion internuclear (en realidad r®, donde r es la distancia internuclear). Sin embargo,
esta relaciéon es aproximada ya que el NOE también depende de otros factores,
particularmente de movimientos intramoleculares. En pequefias moléculas en solucidn, el
NOE es positivo (es decir, provoca que las resonancias afectadas aumentan en intensidad). En
moléculas mas grandes, el NOE es negativo (las resonancias afectadas disminuyan de
intensidad) y se mide, usualmente, mediante el experimento NOESY.3° El empleo del NOE
para derivar informacién estructural tridimensional generalmente se basa en |la
interpretacion de exaltaciones superpuesta, en lugar de calibrar exactamente la dependencia
de la distancia de cada una de las excitaciones individuales. En moléculas pequefias, los NOEs
son Utiles para determinar relaciones estereoquimicas particulares tales como sustitucién o
patrones de fusidon de anillos en sistemas rigidos.?° Para los sistemas biomacromoleculares,
tales como los oligosacaridos, el ARN o el ADN, las proteinas y sus complejos con otras
proteinas, se pueden determinar estructuras tridimensionales en disolucion mediante

experimentos NOESY.*°

2.5.1. Aspectos generales de los acoplamientos dipolares residuales (RDCs)

Las cuatro interacciones espectroscopicas mds importantes que tienen lugar en la
RMN son el desplazamiento quimico (6), el acoplamiento escalar (J), el acoplamiento dipolar
(D) y el acoplamiento cuadrupolar. Cuando se trabaja en un medio isotrépico (disolucion),
donde las moléculas presentan una elevada movilidad (rotacional y traslacional), sélo se
observan directamente el desplazamiento quimico y el acoplamiento escalar. Esto se debe a
gue los acoplamientos dipolares y cuadrupolares son dependientes de la orientacién de la
molécula con respecto al campo magnético aplicado (Bo) y se anulan al promediar los
movimientos moleculares en el volumen de la muestra. En tanto que en un medio
totalmente anisotrépico (sélidos) la movilidad molecular estad restringida por lo que las
moléculas presentan una orientacion relativa fija respecto a Bo y esto permite observar todas

las interacciones espectroscépicas, obteniéndose una mayor informacién estructural. Asi, en
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un medio isotropico los espectros generados presentan sefiales muy estrechas y bien
resueltas, en cambio en un medio anisotrdpico las sefiales son muy anchas (del orden de kHz)

lo que suele impedir la obtencion de informacidn estructural atil.4

Los mayores avances en el estudio de los acoplamientos dipolares residuales (RDCs)
tuvieron lugar a finales de los aifos 90 con la aparicion de medios de alineamiento que son
capaces de orientarse en presencia de un campo magnético e inducir una orientacién en el
soluto, a través de efectos estéricos y/o electrostaticos (Cuadro 1). Hasta el momento, la
anisotropia se ha generado, ya sea por disolucidon de pequefias moléculas en soluciones de
cristal liquido liotrépico (por ejemplo, homopolipéptidos en CDCls) (Figura 5) o mediante la
difusién de las moléculas en las cavidades de geles poliméricos comprimidos e hinchados en
disolventes organicos (Figura 6). Estas son las dos formas principales de la alineacidn

(orientacién) de pequefias moléculas utilizando disolventes organicos para medir los RDCs.*?

Cuadro 1. Medios de alineamiento mas utilizados para orientar moléculas organicas en

distintos tipos de disolventes.

Cristales liquidos Disolventes compatibles
Bicelas D,0
Fases de Otting D,0
Poli-Y-benzil-L-glutamato (PBLG) CDCls, CD,Cl,, DMF, THF, Dioxano
Poli-Y-etil-L-glutamato (PELG) CDCls, CD2Cl;
Geles comprimidos
Gelatina D,0
Poliacrilamida D,0
Polimetilmetacrilato (PMMA) Acetona-d6, CD3CN, CsDg, CDCl3, CD2Cl2, EtOAC
Poliestireno CDCls, CD,Cl,, C¢Ds, THF-d8, Dioxano-d8
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Figura 5. Ejemplo de ordenamiento molecular que adoptan los cristales liquidos.

Si el medio genera un elevado grado de orden en el soluto los valores de las
constantes de acoplamiento dipolares son del orden de kHz, mucho mayores que las
constantes de acoplamiento escalares. Pero si el grado de orden del soluto es pequeiio, las
constantes de acoplamiento dipolar presentan un valor menor que las constantes de
acoplamiento escalar haciendo posible extraer del espectro la informacidon estructural
adicional contenida en los llamados acoplamientos dipolares residuales. La utilizacién de
estos medios de alineamiento permite trabajar en una situacion intermedia entre estado
sélido y disolucién, ideal para la medida de los RDCs.** Los RDCs se observan
experimentalmente como una contribucion adicional al desdoblamiento de las senales
producido por el acoplamiento escalar. Por lo tanto, para poder realizar las medidas de RDCs
es necesario llevar a cabo dos medidas: una en medio isotrépico (J) y otra en medio

anisotrépico (J+D).
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Figura 6. Representacion de gel polimérico como medio de alineamiento y cavidades dentro
del polimero en tres diferentes situaciones: A) polimero seco, sin hinchar con disolvente y
con pistdn de ajuste de presion. B) Polimero hinchado con disolvente y comprimido por el

pistén dandole al polimero cardcter anisotrdpico. C) Polimero libre de presién donde las
cavidades adoptan un caracter isotrdpico.

En teoria, es posible observar los RDCs para cualquier par de nucleos magnéticamente
activos, pero en la practica, sélo unos pocos tipos de RDCs pueden ser medidos con
precision. Por razones técnicas, el mas popular y mas facil de medir es el RDC a un enlace de
distancia protén-carbono (*Dch) y se han utilizados en el anélisis estructural de moléculas
organicas pequenas, aunque también es posible medir hoy en dia con menos precisidn los

RDCs carbono-carbono (*Dcc), asi como protén-protdn (2Dun y 3Dun) a dos y tres enlaces.

De esta forma sabemos que los parametros de RMN que clasicamente proporcionan
informacidn sobre la estructura local son los desplazamientos quimicos (6), las constantes de
acoplamiento (J) y los efectos nucleares de Overhauser. Asi, los RCDs suponen un
complemento adicional para la elucidacién estructural de biomoléculas y compuestos
orgdnicos.**? El interés de los RDCs en este tipo de moléculas no sélo se basa en la

capacidad para determinar con un mayor grado de precisidn la conformacidn mayoritaria de
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la molécula, sino que también en la determinacién de la configuracidon absoluta de sus
centros estereogénicos y en la distincion de enantidmeros, como se ha realizado de forma
exitosa para compuestos organicos de estructura rigida o poco flexible,4? sin haberse
planteado una metodologia exitosa para aplicar esta técnica a compuestos organicos

flexibles.
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3. Justificacion

La actividad bioldgica de las 5,6-dihidro-a-pironas, de posible aplicacidon terapéutica
como agentes antineolpasicos, constituye un punto de partida para el planteamiento de
investigaciones encaminadas al aislamiento, caracterizacion y sintesis de estos compuestos
biodinamicos. Uno de los objetivos principales de la presente disertacidn consistié en el uso
del modelado molecular en combinacion con constantes experimentales obtenidas mediante
RMN con el fin de profundizar en la elucidacién de la estructura, la conformacion y la
configuracion absoluta de este tipo de moléculas altamente flexibles, polifuncionalizadas y
con multiples centros quirales que presentan una elevada dispersiéon conformacional, misma
que dificulta el establecimiento de la configuracion absoluta. Por esta razén, se ha
considerado a las 5,6-dihidro-a-pironas como un modelo de estudio en el presente proyecto
ya que representan excelentes ejemplos de moléculas flexibles con multiples centros quirales

para su andlisis conformacional (tedrico-experimental) y configuracional.

4. Obijetivos

El objetivo general del presente proyecto de investigacién doctoral consiste en el estudio
conformacional y el establecimiento de la configuracion absoluta de una serie de 6-alquenil-
5,6-dihidro-a-pironas a través de la aplicacion de la quimica computacional mediante el
modelado molecular y el célculo tedrico DFT de las constantes de acoplamiento (3Jun) y su
correlacién con los valores obtenidos experimentalmente mediante resonancia magnética
nuclear. Adicionalmente, se realizé el aislamiento, la purificacién y la caracterizaciéon de la
estructura molecular de dos 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas novedosas del extracto
cloroférmico obtenido de las partes aéreas de Hyptis spicigera que utilizd el enfoque
integrado DFT-RMN, asi como la simulacidon espectral, en conjunto con el registros de

espectros de DC, NOEs y RDCs para el establecimiento de su configuracién absoluta.
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Objetivos especificos

e Mediante un protocolo de modelado molecular (DFT) y resonancia magnética nuclear, se
propone estudiar la conformacién tedrica y experimental en fase gaseosa y en disolucién
de las cadenas lineales polioxigenadas presentes en una serie de derivados
semisintéticos de la sinrotdlida una 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pirona de origen vegetal. De
manera adicional, mediante la aplicacidon de este protocolo se realizard la revisién de la
configuracion absoluta de la sinargentélida A, una 5,6-dihidro-a-pirona citotdxica

previamente aislada de Syncolostemon argenteus.

e Realizar el aislamiento y la purificacién de 5,6-dihidro-a-pironas de estructura novedosa,

utilizando diferentes técnicas cromatograficas (cromatografia en columna y HPLC).

e Caracterizar los compuestos obtenidos utilizando las técnicas de resonancia magnética
nuclear (RMN) y espectrometria de masas mediante ionizaciéon por electrospray (ESI—

MS).

e Mediante el protocolo de modelado molecular (DFT-RMN) basado en la comparacién de
las constantes de acoplamiento vecinales (3/u 1) tedricas y experimentales, establecer la
configuracion absoluta de las pironas novedosas obtenidas de las especies en estudio (H.

spicigera).

e Utilizando un protocolo reciente basado en la comparacion de los acoplamientos
residuales dipolares (RDCs), se pretende establecer la configuracién absoluta de las 6-

alquenil-5,6-dihidro-a-pironas de estructura inédita en la literatura quimica.
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5. Capitulo|

Constantes de acoplamiento vecinales calculadas por DFT en el analisis conformacional y
diferenciacién estereoisomérica de 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas: Reasignacion configuracional

de la sinargentdlida A



Fe de erratas

Para la configuracion absoluta de la sinargéntolida A dice:

6R-[4'S,5'S,6'S-(triacetyloxy)-2E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (8)

Debe decir:

6R-[4'5,5'S,6'S-(triacetyloxy)-1E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (8)
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Density functional theory (DFT) "H-"H NMR coupling constant calculations, including solvation parameters with the polarizable
continuum model B3LYP/DGDZVP basis set together with the experimental values measured by spectral simulation, were used
to predict the configuration of hydroxylated 6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones 1, 2, 4, and 7, allowing epimer differentiation.
Modeling of these flexible compounds requires the inclusion of solvation models that account for stabilizing interactions derived
from intramolecular and intermolecular hydrogen bonds, in contrast with peracetylated derivatives (3, 5, and 6) in which the sol-
vation consideration can be omitted. Using this DFT NMR integrated approach as well as spectral simulation, the configurational
reassignment of synargentolide A (8) was accomplished by calculations in the gas phase among four possible diastereoisomers
(8-11). Calculated 3JH,H values established its configuration as 6R-[4'S,5'S,6'S-(triacetyloxy)-2E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-
one (8), in contrast with the incorrect 6R,4'R,5'R,6'R-diastereoisomer previously proposed by synthesis (12). Application of this ap-
proach increases the probability for successful enantiospecific total syntheses of flexible compounds with multiple chiral centers.
Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: NMR spectroscopy; density functional calculations; "H-"H coupling constants; spectral simulation; configuration; conformational
analysis; synargentolide A

Introduction

Calculated density functional theory (DFT) NMR parameters to
study relevant aspects of the configurational and conformational
analysis of highly flexible multichiral center compounds have been
scarcely studied. For flexible systems, such as polysubstituted
chains and macrocyclic natural products, the assignment of their
relative (and ultimately their absolute) configuration represents a
difficult task. Knowledge of the conformational properties for a
molecule constitutes a requirement that facilitates the determina-
tion of its configurational arrangement. Application of experimen-
tal NMR parameters combined with quantum mechanical
calculations, the so-called DFT NMR integrated approach, has ap-
peared as an advantageous tool for the conformational analysis
as well as for the determination of relative configuration of
organic molecules.” In particular, comparison of experimental
3JH,H NMR coupling constants with the calculated DFT values for
all possible stereoisomers of a molecule with an unknown config-
uration has proven to be a reliable protocol for stereochemical
determination.l? Other approaches for this purpose include the
use of '*C DP4 chemical shift prediction® and NOE-derived dis-
tances for detailed structural studies. However, the application
of ®Jy 4 analysis was selected for the present investigation because
it provides a high degree of accuracy and also is independent of

the entire molecule orientation, which still represent an obstacle
in the application of residual dipolar couplings for highly flexible
molecules”

Most of the related literature describes the complete prediction
of DFT NMR parameters of rigid substances that may exist in not
a large number of conformations."?! A few previously published
investigations describe the use of both theoretical and experimen-
tal NMR parameters to study relevant aspects of the configurational
and conformational analysis of highly flexible natural products.”!
As part of our work, we have been using molecular modeling
and calculation of NMR parameters together with CD and NMR
experimental data to gain insight into the role of the structure,
the conformation, as well as the absolute configuration of flexible
compounds having a large number of conformers.® Early application
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of the root mean square deviation (RMSD) criterion to compare
calculated and experimental 'H-'"H NMR coupling constants of
peracetylated aldononitriles derived from threoses, pentoses,
and hexoses resulted in a satisfactory correlation supporting this
approach to obtain the complete stereochemical elucidation of
flexible aldoses.® In this context, 6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-
pyran-2-ones represent a useful model because they comprise a
diverse group of flexible and highly polyfunctionalized com-
pounds. They are biologically active plant-derived metabolites,”!
particularly abundant in the genus Hyptis®® of the mint family
(Lamiaceae). Their cytotoxicity against various tumor cell lines!”
is related to the af-unsaturated J-lactone system, which is a
well-known Michael acceptor. These compounds are structurally
related to pironetin,”" ! an anticancer acetogenin of microbial ori-
gin that selectively targets Lys352 of a-tubulin. Determination of
their stereochemical and conformational features has offered a
substantial challenge as a result of their flexibility and the pres-
ence of multiple chiral centers. Thus, after comparing DFT NMR
calculations with experimental '"H-"H NMR coupling constants,
the structural reassignment of hypurticin was accomplished.?!
Successful exploration of the full conformational space for eight
diastereoisomers of spicigerolide, all containing acetyloxy substit-
uents in the side chain, resulted in improving our DFT NMR
integrated protocol for the conformational analysis of flexible
molecules in gas phase.® We were thus enabled to accurately
explore the conformational space and confirm the absolute
configuration of related compounds such as 5'-epi-olguine and
its 5-deacetoxy derivative,® as well as the configuration for the
brevipolide series.°!

The present investigation describes the molecular conformation
and stereoisomer discrimination of 6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-
pyran-2-ones (1-11). DFT NMR Jy 4 values, including solvation

parameters with the polarizable continuum model (PCM)
B3LYP/DGDZVP basis set, were used to predict the configuration
of hydroxylated flexible compounds allowing epimer differentia-
tion. The configurational reassignment of synargentolide A (8), a
natural 6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one, was accom-
plished by DFT NMR calculations in gas phase among four possi-
ble diastereoisomers (8-11).

Results and discussion
Preparation of compounds

Synrotolide (1; 6R-[3R65-(diacetyloxy)-4R,55-(dihydroxy-I-heptenyl]-
5,6-dihydro-2H-pyran-2-one)'? was used as the starting material
to produce functional group diversifications on its side chain by
means of the epimerization induced through simple chemical re-
actions on the hydroxyl groups.®® Scheme 1 shows the sequence
for microscale preparation of compounds 1-7. Acetylation of 1
afforded triacetylated compounds 2 and 4 in a 4:1 ratio, as well
as the peracetylated derivative 3. Jones’ oxidation of alcohols 2
and 4 afforded ketones 5 and 6, respectively. Hydride reduction
of the major product 5 regenerated compound 2 and yielded
hydroxylated diastereomer 7, which arose from intermediate
7a followed by a transesterification of the acetyl group from
04' to 05"

Coupling constant analysis

The experimental "H NMR chemical shifts and 'H-"H coupling con-
stants (Jy ) for compounds 1-7 were accurately obtained through
spectral simulation by non-linear fit of the spectral parameters to
the 500MHz spectra (Tables S1-515, Supporting Information).

OH OAc A QAC QAC
= (e
OAc OAc 5 OAc OAc 3
lb
O  OAc N
— (oge}
OAc OAc 5

OH OAc A
— (0)
OAc OAc

A OAc OAc A
= Y0" "0 =" Y0" "0
OAc OH
lb
OAc OAc A
N N=""0"0
OAc O 6
OAc OAc A
o| —> S—=">0"0
OAc OH

Scheme 1. Reaction sequence for the preparation of compounds 1-7. a Ac,O/pyridine. b CrOs in H;O/AcOH. ¢ NaBH, in MeOH.
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Because the *J; 4 values mainly depend on the H-C-C-H dihedral
angles, they were used to validate the conformational analysis
performed by molecular modeling calculations. Structure build-
ing and systematic conformational scanning were carried out
with the Merck molecular mechanics force field (MMFF) followed
by DFT B3LYP/DGDZVP geometry optimization (Figures S2-S15,
Supporting Information) in accord with the criteria given in pre-
viously described protocols.”® Thermochemical parameters and

184 178
Modeled in gas phase

1.6 1 = Modeled in solution

1.4 1

1.2 1
= 1.10
S 104 0.87 0.85
3 ] 0.76 o7e %
E 0.8 1 0.70 0.72 0.69 0.66

0.58
0.6 | =
0.45 0.45

0.4

0.2 4

0.0

1 2 3 4 5 6 7

Compound

Figure 1. RMSD values between theoretical and experimental 3-]H,H for
compounds 1-7 in gas phase and in solution.

vibrational frequencies were calculated for the most stable con-
formers at the B3LYP/DGDZVP level of theory, considering
AE = 0-5 kcal/mol. Gauge-including atomic orbital (GIAO) calcu-
lations were used to obtain the magnetic shielding tensors and
chemical shifts for those conformers within the Gibbs free en-
ergy range of AG=0-3 kcal/mol (Tables S1-514, Supporting In-
formation). Through the AG=-RT In K equation, the
population for each selected conformer was obtained and used
to calculate the Boltzmann-averaged DFT B3LYP/DGDZVP chem-
ical shifts and spin-spin coupling constants (SSCCs) according to
a previously validated process.’* In the present study, two sets
of calculations were achieved: One included the solvent param-
eters and the other without solvation to quantitatively estimate
the differences and verify their contribution to J,, y values in flex-
ible molecules containing polar functional groups. The polariz-
able continuum model using the integral equation formalism
(IEF-PCM)"™! was used to evaluate the solvent effects, DMSO for 1
and CHCl; for 2-7. Collecting data in one solvent was not possible
because of solubility issues. Synrotolide (1), the starting material, is
not soluble in chloroform as it occurs with derivatives 2-7.

Figure 1 summarizes the comparison between experimental and
theoretical 3JH,H values in both gas phase and solution that was
quantified by RMSD values. The substantially improved values for
those compounds with a free hydroxyl group (1, 2, 4, and 7) esti-
mated the importance of including solvent effects in the molecular
modeling of the analyzed compounds (Table 1). Compounds
having acetyloxy and/or keto groups (3, 5, and 6) displayed a
non-significant increase. These results indicate that modeling of

Table 1. Summary® of theoretical® and experimental® 3_IH,H coupling constants for compounds 1-7
Compound Data Jo 11 Jy Iz 3 Jas Jsie RMSD
1 (6R3'RA4'R5'S,6'S) Theor gas phase 6.58 12.46 9.95 2.57 8.38 6.16 1.78
Theor solvent 9.12 11.96 10.10 3.87 7.94 2.81 0.70
Exp 9.00 11.50 10.24 253 8.90 2.70
2 (6R,3'R4'R,5'S,6'S) Theor gas phase 7.20 1245 10.37 1.86 10.59 2.09 0.87
Theor solvent 8.02 12.18 10.38 247 9.20 337 0.45
Exp 8.20 11.70 10.00 270 9.20 2.50
3 (6R3'R4'R5'S,6'S) Theor gas phase 8.60 1238 9.12 3.19 7.76 3.13 0.72
Theor solvent 873 12.23 10.05 3.59 6.70 2.56 0.76
Exp 9.00 11.30 9.00 3.90 6.80 3.70
4 (6R3'RA4'R5'S,6'S) Theor gas phase 8.75 12.04 10.11 4.11 747 4.55 0.58
Theor solvent 9.55 11.96 9.81 4.82 6.63 4.68 0.45
Exp 9.40 11.30 9.40 4.50 7.00 4.10
5 (6R.3'R4'R6'S) Theor gas phase 8.51 11.90 10.81 4.67 — — 0.69
Theor solvent 947 11.84 10.88 4.38 — — 0.76
Exp 8.60 11.20 10.00 3.80 — —
6 (6R,3'R5'S,6'S) Theor gas phase 8.02 11.60 9.48 — — 251 0.83
Theor solvent 8.83 1147 9.23 — — 2.36 0.85
Exp 8.40 11.10 8.80 — — 3.90
7 (6R.3'R4'R5R6'S) Theor gas phase 6.10 12.23 9.89 9.96 1.18 7.19 1.10
Theor solvent 7.98 11.83 10.22 9.24 1.96 7.75 0.66
Exp 7.50 11.50 9.50 830 2.50 7.00
®For full details on theoretical 'H-"H coupling constant calculations for each contributing conformer, refer to Supporting Information (Tables S1-S14).
PObtained from the DFT-optimized structures using DFT B3LYP/DGDZVP in gas phase and DFT B3LYP/DGDZVP PCM in solution. Values were
Boltzmann averaged with equation X; J;x P, where J; is the spin-spin coupling constant (in Hz) for each conformer and P; is the population for
the ith conformer calculated from AG values at 298 K and 1 atm.
Iy values and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. "HNMR spectrum obtained at 500 MHz from DMSO-d, solutions
for 6 and CDCl; solutions for 7-12 using TMS as the internal standard.
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6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones containing hydroxyl groups
requires the inclusion of solvation models that account for stabilizing
interactions derived from intramolecular and intermolecular
hydrogen bonds. The correlation between experimental and
DFT calculated 3J,y values for 1 is illustrated in Fig. 2. This was
very satisfactory because all signals from each stereogenic center
displayed their own distinctive multiplicities. The experimental 'H
NMR spectrum of 1 (Fig. 2d) was well-reproduced by using the
DMSO-calculated 3JH,H (Fig. 2b) contrasting with the variation ob-
served in the simulated spectrum using the gas phase-calculated
®Jun (Fig. 2a).

Conformational analysis

Figure 3 illustrates the global minimum energy structures of com-
pound 1 modeled in gas phase (1-1) or in DMSO (1-4) using the

e
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Figure 2. 'H NMR spectral sections of synrotolide (1). (a) Simulated
spectrum using DFT “Jyy in gas phase and chemical shifts of the
experimental spectrum, RMSD between experimental and calculated Jy,
=1.78 Hz. (b) Simulated spectrum using DFT PCM 3JH,H in DMSO-dg and
chemical shifts of the experimental spectrum, RMSD between
experimental and calculated Jy;=0.70Hz. (c) Fully simulated spectrum
obtained by iteration of chemical shifts, Jyy, and linewidths,
RMSD = 0.37 Hz. (d) Experimental spectrum in DMSO-dg (500 MHz).

1-4
P=47.5%

P=39.8%

Figure 3. Global minimum-energy structures of synrotolide in gas phase
(1-1) and in DMSO solution (1-4).

PCM approach. The influence of the solvent model in the averaged
3JH,H was significant because this compound has two hydroxyl
groups. This result is illustrated in the changes of the RMSD value
for compound 1 from 1.78 Hz in gas phase to 0.70 Hz in solution
(Fig. 1). The solvent model was notable for a better quantification
of energy values and conformer geometries as compared with
those calculated in gas phase. Comparison of conformers modeled
in gas phase, as depicted in Figure S1 (Supporting Information),
with those modeled in solution (Figure S2, Supporting Information)
shows that although the same geometry was preserved, a sorting
change occurred according to their stability. The global minimum
1-1 in gas phase occupied the sixth position when modeled with
DMSO (Tables S1 and S2, Supporting Information); conformers 1-
2 and 1-3 changed to a higher energy level; conformer 1-4 in
gas phase is the global minimum in DMSO, while conformer 1-5
in gas phase occupied the second position in DMSO. The third,
fourth, and fifth conformers in DMSO were originated from con-
formers 1-7, 1-8, and 1-9 in gas phase, respectively. Changes were
also observed, although to a lesser extent, in compounds with
acetyloxy and/or keto substituents (3, 5, and 6). Our results show
that in the lowest energy structures for the hydroxylated com-
pounds 1, 2, 4, and 7, there were several relevant intramolecular hy-
drogen bonds that varied depending on the calculated phase (gas
or solution). Conformer 1-1 of synrotolide (1), modeled in gas
phase and representing 39.8% of the total population (Fig. 3),
shows the presence of two hydrogen bonds, one between the hy-
droxyl hydrogen at C-5' and the carbonyl group of the lactone ring
C-2 with a distance of 2.007 A and the other between the hydroxyl
hydrogen at C-4' and the ethereal oxygen atom of the acetyloxy
group O-6' with a distance of 1.991 A. The second minimum 1-2,
representing the 25.6% of the total population (Figure S1,
Supporting Information), also shows two hydrogen bonds: one
identical to that of conformer 1-1 between the hydroxyl hydrogen
at C-5"and the carbonyl group of the lactone ring with a distance of
2.013 A and the other with a value of 2.036 A between the hydroxyl
hydrogen at C-4' and the carbonyl group of the ester at C-6. In con-
trast, compound 1 modeled in DMSO solution showed, in the
global minimum labeled as 1-4, representing 47.5% of the popula-
tion (Fig. 3), only one hydrogen bond located between the hydroxyl
hydrogen at C-4' and the carbonyl group of the ester at C-3" with a
distance of 1.885 A, and in the second minimum 1-5, which repre-
sents the 28.0% of the population, one hydrogen bond between
the hydrogen atom of the hydroxyl group at C-4' and the oxygen
atom of the hydroxyl group at C-5' with a distance of 2.205 A (Figure
S2, Supporting Information). Contrary to the hypothesis that unpro-
tected molecules should reduce their flexibility as a result of intra-
molecular hydrogen bonding, the molecules with free hydroxyl
groups (e.g. 1, 2, 4, and 7) displayed a higher number of low-energy
DFT PCM conformations than the totally protected acetylated dia-
stereoisomers (e.g. 3, 5, and 6). A rational for this observation was
provided by the most favorable anticlinal conformation for the
acetyloxy moieties that privileged a limited conformational disper-
sion in these molecules with the planar zigzag arrangement
adopted by the alkenyl side chain.®>P<!

Stereochemical analysis

DFT 'H and '3C chemical shift values (Tables S16 and S17,
Supporting Information) were estimated in both gas phase and
solution, and the differences were also quantified by RMSD
(Tables S18-543, Supporting Information). DFT PCM 3JH,H computa-
tions improved the accuracy for stereochemical predictions, and
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their utility was assessed through the comparison of DFT calculated
and experimental values for epimer differentiation of hydroxylated
compounds. DFT 3JH,H modeled in gas phase or in solution for com-
pounds 4 and 7 were compared against their corresponding exper-
imental data. An excellent correlation (a low RMSD) was obtained
when the correct combination of theoretical and experimental *J,,
n values were chosen (Fig. 4, 4-theor/4-exp and 7-theor/7exp), while
a major increase of RMSD was observed as a result of the discrep-
ancy of values when the DFT 3JH,H of one compound were com-
pared with the experimental values of its epimer (Fig. 4, 4-theor/7-
exp and 7-theor/4exp). Additionally, an interesting utility for DFT
3JH,H-based molecular models resides in their predictive capacity to
explain reaction products in terms of both preferred conformations
and energy values."¥ This clarifies the presence of the most stable
isomer found during the transesterification process observed for
compound 7a yielding 7. Figure 5 shows the global minima of the
three isomeric possibilities (7, 7a, and 7b) with their corresponding
AG values and predicted populations, indicating the predominance
of isomer 7 over 7a and 7b.

Structural misassignments of natural products have originated
unsuccessful efforts to synthesize target compounds with the cor-
rect structure. Thus, extensive theoretical analyses, in combination
with detailed experimental measurements, have been applied to
secure the structural assignment of complex natural products, in
most cases, molecules with rigid skeletons." Because of the NMR
spectral close similarity among 6-heptenyl-5,6-dihydro-2H-pyran-
2-one stereoisomers, imposed by their flexibility, configurational
misassignments had been reported during the structural elucida-
tion of this type of compounds.®® Synargentolide A has received
much attention from the synthetic organic community, in part mo-

Incorrect stereoisomers
Modeled in gas phase

4.0
® Modeled in solution

Correct steremsomers
058 0.45 |

4-theor/4-exp

3.51
3.01
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0.0
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Figure 4. RMSD values between theoretical and experimental 3JH,H for
epimers 4 and 7 in gas phase and in solution.

*’\JH;’( ‘

i ]

7

AG = 0.00 kcal/mol
P=98.6%

AG=

tivated by the cytotoxicity against several cell lines of this type of
a,f-unsaturated d-lactones,'” and the total synthesis of a putative
revised structure has been described several times in the literature.
However, the lack of a molecular modeling NMR integrated proto-
col for the structural elucidation of synargentolide A has caused
strong repercussions during the efforts to accomplish its
enantiospecific synthesis in order to identify its correct
stereostructure. The first attempt to synthesize“s] this natural prod-
uct recognized that the absolute configuration did not correspond
to the 6R4'R,5'R,6'S-sterecisomer (11), as originally reported.”'®’ Af-
ter this frustrating endeavor, all synthetic approaches''”’ have ig-
nored the (S)-configuration for the stereogenic center at C-6' that
is a unique biogenetic feature present in all natural 6-heptenyl-
5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones from the mint family.® Also, precise
"H NMR chemical shifts and Jy values had not been accurately
inspected to the point that all the methine signals on the flexible
side chain have been described as multiplets for both the natural
product’™® and its synthetic steroisomer.”’ The importance of
describing exact 'H NMR parameters has been recently em-
phasized.!"® This is an essential requirement for structural discrimi-
nation among closely related structures. Circular dichroism
determination confirmed the 6R-configuration'® for the lactone
chiral center of synargentolide A. This situation allows the possibil-
ity of only four diastereoisomers (8-11) depicted in Scheme 2 with
the adequate biogenetic (S)-configuration at C-6', all of which were
submitted to the previously described protocol for their conforma-
tional analysis. This evaluation represents a case of study for DFT
®Jun application to achieve the configurational reassignment of
synargentoline A (Table 2) because a highly accurate analysis of
the "H NMR parameters (chemical shifts and Jyn) indicated that
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9
OAc OAc A
H ® H \(R)
©)7Y (R 0" "0
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Scheme 2. Selected diastereoisomers for synargentolide A.
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Figure 5. Global minima for the three possible isomeric mono-hydroxylated derivatives involved in the transesterification process of compound 7.
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Table 2. Summary? of theoretical® 3JH,H coupling constants for stereoisomers 8-11 and experimental® values for natural synargentolide A

Compound Data Jor Jiy -/2'—3'pros JZ'—3'proR J3'—4'pms -/3'—4'me Jas Jsee RMSD

8 (6R4'S,5'S,6'S) Theor 6.52 15.53 7.68 8.03 9.35 4.3 3.21 8.82 0.66

9 (6R4'S,5'R6'S) Theor 7.22 15.58 8.62 7.20 3.83 6.66 8.82 3.54 3.14

10 (6R4'R,5'S,6'S) Theor 8.26 15.73 6.08 9.42 8.07 578 5.96 6.65 1.60

11 (6R4A'R5'R6'S) Theor 7.39 15.57 7.00 8.80 9.15 439 5.87 5.61 133
Exp 6.30 15.00 7.00 7.40 8.50 3.90 3.40 7.60

1 atm.

*For full details on theoretical "H-"H coupling constant calculations for each contributing conformer, refer to Supporting Information (Tables S43-546).
PObtained from the DFT-optimized structures using DFT B3LYP/DGDZVP in gas phase. Values were Boltzmann averaged with equation X; J; x P, where
J;is the spin—spin coupling constant (in Hz) for each conformer and P; is the population for the ith conformer calculated from AG values at 298 K and

“Obtained by non-linear fitting of the simulated 'HNMR spectrum to the experimental trace. "H chemical shifts, Jn,ne and linewidths were generated by
iteration of these spectral parameters. "H NMR spectrum obtained at 400 MHz from CDCl; solution.

the synthetically proposed 6R,4'R,5'R,6'R-stereocisomer (12) was an
incorrect structure (Table 3). The problem of identifying the correct
structure of synargentolide A thus arose. Our efforts consisted in
the exploration of the full conformational space for these diastereo-
isomers in gas phase to assess the reliability of our approach as a
result of the presence of acetyloxyl groups as the only substituents
of the carbon framework. The conformational search, minimization
procedures, and coupling constant calculations were obtained for
the molecular models of isomers 8-11. The calculated Boltzmann-
averaged 3JH,H values for these isomers are summarized in Table 2
(Tables S44-47, Supporting Information) together with the

experimental values for the natural product. A detailed spectral
analysis involved the simulation of the 'H NMR parameters. The ex-
perimental chemical shifts and coupling constants were obtained
through non-linear fit of the spectrum to spectral parameters by it-
erative processing based on the original 'H NMR plots for the natu-
ral product and its synthetic isomer (Fig. 6). Comparison between
experimental and theoretical coupling constant values, using RMSD
statistics for diastereosiomer differentiation, is shown in Fig. 7.
Among the four stereoisomeric instances 8-11, the minimum value
was found for structure 8 (6R,4'S,5'S,6'S-stereoisomer) because its
theoretical values matched the experimental 3JH,H for the natural

Table 3. 'H NMR data of compounds 8 and 12 obtained by non-linear fit of the spectra to spectral parameters®

H 8 12

3 6.01 (1H, ddd, J54=9.8, J350r0r = — 1.4, J35p0r05 6.01 (1H, ddd, J54=9.8, J350r08 = —1.9, J3 5pr0s = —2.0)
=-20)

4 6.84 (1H, dddd, J54=9.8, J4,5pr0r = 5.5, J4,5pr05 = 3.0, 6.83 (1H, dddd, J54=9.8, J4,50r0r = 4.9, Ja,5pr05 = 3.7, Jas = —0.7)
Jag=—04)

5pro-R 2.26 (1H, ddddd, J3 spror = —1.4, Jaspror = 5.5, 2.39 (1H, ddddd, J3 spror = —1.9, Ja,spror = 4.9, Jspror,spros = —18.0,
JSme,SproS =-185, JSproR,E; =50, JEproR,1': 0.6) JSproR,& =97, JSproR,T =-0.6)

5pro-S 2.30 (1H, dddddd, J3 5pr05 = —2.0, J4,5pr05 = 3.0, 2.42 (1H, ddddd, J5 spros = —2.0, Ja,5pros = 3.7, Jsprorspros = —18.0,
JSproR,SproS =-185, -ISproS,G =98, -/SproS,l' =08, -ISproS,z' =-04) -ISproS,G =54, JSproS,l’ =-0.8)

6 4.86 (TH, ddddd, Js,6 = —0.4, Jsprore = 5.0, Jsprose = 9.8, 4.84 (1H, ddddd, Js,6=—0.7, Jspror,6 = 9.7, Jspros,c = 54, J116=6.4,
J176=6.3, Jg 2 =—1.5) Jo2=—0.9)

1 5.65 (1H, dddddd, Jspror,1' = 0.6, Jspros,1'= 0.8, Jo1:=6.3, 5.63 (1H, dddddd, Jspror,1'= —0.6, Jspros,1'= —0.3, Jo1:= 6.4, Jy:2=15.5,
Jy,2=15.0, 1130108 = —0.3, J1:3pr0s = —0.3) 1 3ipror = —1.4, J1:3pr0s = —0.3)

2' 5.72 (1H, dddddd, Jspros2r= —04, Joor=—1.5, 5.71 (1H, ddddd, Jg = —0.9, J1:=15.5, J23pr0r = 7.0, J2'3pr0s = 6.8,
Jy12=15.0, 2130108 = 7.4, J2 30105 = 7.0, J2,4-= —0.9) Jyg=—08)

3'pro-R 237 (1H, dddddd, J1,3pr0r = —0.3, J2,3pror =74, 2.26 (1H, dddddd, J1,3pror = — 1.4, J231pror = 7-0, J3ipror3ipros = —17.4,
JS'proR,S'proS =-180, J3’proR,4' =39, J3’proR,5' =-03, J3’proR,4' =69, JS'proR,S' =-05, -/3'proR,6' =-03)
Jziprore = —0.3)

3'pro-S 235 (1H, dddddd, Jy;3pr0s = —0.3, J2/3pr0s = 7.0, 2.28 (1H, ddddd, J>;3pr0s = 6.8, J3pror3pros = — 174, J3ipros,a = 6.8,
J3'proR,3'proS =-180, J3'pr05,4' =85, J3'pr05,5' =-0.5, J3'pro$,5' =-0.5, JB'proS,ﬁ' =-03)
-/3'pr05,6' =-03)

4 5.15 (1H, ddddd, J», 4= —0.9, J3iprora = 3.9, J3ipros.a = 8.5, 5.15 (1H, ddddd, J»,4'= —0.8, J3pror.a' = 6.9, J3iprosa = 6.8, Jar5=2.9,
Jy5=34,Jye=—0.5) Jye=—0.6)

5 5.08 (1H, dddd, J3pror,s' = —0.3, J3ipros,s = —0.5, 5.04 (1H, dddd, J3pror,5' = —0.5, J3ipross' = —0.5, Ja5=2.9, Js15=7.9)
Jy5 =34, Js6=17.6)

6 4.98 (1H, ddddq, J3prore = —0.3, J3prose' = —0.3, 4.94 (1H, ddddq, J3iprore = —0.3, J3prose = —0.3, Jae = —0.6,
Jye=—05,J56=7.6,Jg7=6.3) Js6=7.9, Jg,77=6.3)

7' 1.17 (3H, d, Jg.77=6.3) 1.17 3H, d, Jg:77=6.3)

?Coupling constants in Hz.
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Figure 6. 'HNMR spectral sections of synargentolide A (8) and its synthetic
isomer (12). (a) Experimental spectrum in CDCl; (400 MHz) for natural
product 8. (b) Simulated spectrum obtained by iteration of chemical shifts,
Jun and linewidths (RMSD 0.30 Hz) for natural product 8. (c) Simulated
spectrum obtained by iteration of chemical shifts, Jyyn, and linewidths
(RMSD 0.32 Hz) for the synthetic isomer 12. (d) Experimental spectrum in
CDCl; (400 MHz) for the synthetic isomer 12.
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Figure 7. RMSD values between theoretical and experimental 3JH,H for all
analyzed stereoisomers of synargentolide A (8-11) in gas phase.

product with a RMSD value of 0.66 Hz, thus designating this isomer
as the one with the correct configuration. As expected, the RMSD
value increased considerably (1.33Hz) when the first synthetic
stereoisomer 11 (6R,4'R,5'R,6'S-stereoisomer) was considered. Also,
structures 9 (6R4'S,5'R,6'S-stereoisomer) and 10 (6R4'R,5'S,6'S-
stereoisomer), not yet synthesized, afforded high RMSD values
(3.14 and 1.60 Hz, respectively) that indicated that such configura-
tions did not correspond to that of natural synargentolide A.
These results are in total agreement with the observed differences
in the multiplicities of the "H NMR spectra (Table 3) between the sig-
nals obtained for the correct theoretical isomer 8 and the ones for
the synthetic isomer 12 with the unnatural 6'R-configuration (Fig. 6).
The experimental '"H NMR spectrum for the natural product (Fig. 6a)
was well-reproduced by spectral simulation (Fig. 6b). The same situ-
ation was accomplished for the simulated (Fig. 6¢) and experimental
(Fig. 6d) spectra for the synthetic isomer 12. Detailed values for H

chemical shifts and coupling constants are given in Table 3 that re-
vealed the noticeable spectral differences (Fig. 6) not previously esti-
mated by any of the groups that claimed the correct synargentolide
A configuration."”? The *C NMR data for the synthetic isomer"'” 12
are close enough to those reported for the natural product,”"® show-
ing small but significant differences (up to 0.3 ppm deviation in the
chemical shift values) that constituted the argument used by the syn-
thetic groups to support the proposed 6R4'R,5'R,6'R-sterecisomer for
natural synargentolide A. However, the inability of >C NMR spectros-
copy under conventional measurements to distinguish between a
pair of stereoisomers'® has been demonstrated when two chiral
moieties are separated by a flexible connective chain, thus producing
essentially identical >C NMR spectra but distinguishable "H NMR
spectra, as observed for natural synargentolide A (8) and its synthetic
isomer (12) (Fig. 6 and Table 3). A pertinent example of this '*C NMR
spectral resemblance with compounds having the 6-heptenyl-5,6-
dihydro-2H-pyran-2-one framework was previously reported during
the total synthesis of spicigerolide and some of its stereoisomers,"” in
which the "*C NMR chemical shifts of the 6R and 6S stereoisomers of
6-[(1E,3545,55,65)-(3/4,5,6-tetraacetoxyhept-1-enyl)]-5,6-dihydropyran-2-
one were identical, except for two signals that deviated by only
0.4 ppm. For synargentolide A, 'H chemical shifts and coupling con-
stants are sufficiently different (Fig. 6 and Table 3) between the nat-
ural product (8) and its synthetic counterpart (12) to permit the
correct spectral interpretation of each stereoisomer after comparison
with the predicted DFT *Jy, values (Table 2). Alternatively, the ">C
NMR spectra of a mixture of these stereoisomers would register the
most reliable chemical shift differences in which the temperature
and solvent environment were identical, as done for 24,25-
epoxysterols,?” but this situation for synargentolide A was
unachievable because of the scarcity of an authentic sample. The
DFT NMR integrated approach solved this difficulty and demon-
strated, after spectral simulation, noticeable differences in the whole
"H NMR parameters of 8 and 12 but in particularly for the signals cor-
responding to the C(4)-C(5')-C(6) fragment. Figure 6 shows the dis-
parities found in the chemical shifts for both H-5" and H-6' that are
upfield shifted (Ad 0.04 ppm) for 12 in relation with 8. Major changes
in the 3JH,H values were also recorded for proton H-6 and H-4". There
was also an inversion in the value between Js,or6=5.0 and
Jsprose=9.8Hz in 8 in relation with the values found in 12
(Usprore = 9.7 and Jspros6 = 5.4 Hz) affecting the shape of these signals
in both compounds as expected from the configurational inversion
of all chiral centers in the side chain. Also, the chiral influence of
the lactone C-6 R-configuration accounts for the main observed dif-
ferences in the shape of H-4'. The DFT NMR approach provided a spe-
cific solution for each set of 3JH,H values for diastereoisomers 8-11,
resulting in the stereochemical assignment for the chiral centers
present in the side chain moiety of each analyzed isomeric structure.
The accuracy of the theoretically reproduced Jy; values was suffi-
ciently high to permit the reassignment of synargentolide A as the
absolute configuration depicted for the 6R-[4'S,5'S,6'S-(triacetyloxy)-
2E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one isomer (8).

Our DFT results also provided information about the confor-
mational behavior of compound 8 (Figure S15, Supporting Infor-
mation). The two most relevant minimum energy conformers,
accounting for 54.8% of the conformational population, are
shown in Fig. 8. Conformer 8-1 displays a fully extended zigzag
arrangement of the alkenyl chain, while the second minimum
(8-2) exhibits a bent conformation stabilized by a weak hydro-
gen bond interaction between H-5,,,s and the acetyl carbonyl
oxygen atom at C-5', as observed in related 6-heptenyl-5,6-
dihydro-2H-pyran-2-ones.*

Magn. Reson. Chem. (2014)

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.

wileyonlinelibrary.com/journal/mrc

38



F. Judrez-Gonzalez et al.

8-1 8-2

P =38.9% P=15.9%

Figure 8. The global minimum (8-1) and the second minimum (8-2)
structures for synargentolide A (8) modeled in gas phase.

Conclusions

To predict the stereostructure of hydroxylated 6-heptenyl-5,6-
dihydro-2H-pyran-2-ones, DFT 2J,; calculations with polariza-
tion functions and solvation parameters are recommended to
accurately model the influence of the solvent and the implica-
tion of hydrogen bonds on the conformational behavior of the
entire molecules. An example was provided for epimer differen-
tiation of 4 and 7. Therefore, DFT PCM-calculated 3JH,H provide a
methodological approach particularly useful for modeling
polyols containing multiple chiral centers as those found in mi-
crobial and plant-derived polyketides. Alternatively, perace-
tylation would be an approach for obtaining equivalent results
when calculations are carried out in gas phase, as exemplified
by the configurational reassignment of synargentolide A (8) sup-
ported by DFT 3JH,H values. By applying this approach, in con-
junction with spectral simulation, the possibility of predicting
the correct diastereoisomer of a target bioactive natural product
would substantially increase the probability for a successful
enantiospecific total synthesis.

Experimental section
General experimental procedures

HPLC separations were performed on a Waters chromatograph
(Millipore Corporation, Waters Chromatography) using a silica
gel column (particle size, 10 um; column size, 21 x 250 mm) on
a 600E multisolvent delivery system equipped with Waters 996
diode array detector connected to a computer. Control of the
equipment, data acquisition, processing, and management of
the chromatographic information were performed with the Mil-
lennium 2000 software program (Waters). Optical rotations were
measured on a Perkin-Elmer 241 polarimeter. EIMS was regis-
tered at 20 eV in a Hewlett-Packard (model 5989A) spectrometer.
Positive-ion HRFABMS was recorded using a matrix of glycerol
on a JEOL SX 102-A spectrometer.

NMR measurements

The "H (500.1 MHz), 3*C (1258 MHz), COSY, HMQC, and HMBC
experiments were conducted on a Bruker AMX-500 spectrometer.
Measurements were carried out using 5mm probes at 295K
from DMSO-dg solutions for 1 and CDCl; solutions for 2-7 using
TMS as the internal standard. The "H NMR spectra were measured
using an acquisition time of 5 s, relaxation delay of 1, pulse width
45°, and a spectral width of 6009 Hz. For an accurate measurement

of the coupling constants in the '"H NMR spectra, the number
of data points in processed data was 65536 to obtain a digital
resolution of 0.09Hz and the magnetic field homogeneity was
adjusted to obtained a linewidth for TMS smaller than 0.2 Hz.
HMQC spectrum was acquired with 1024 data points and spectral
widths of 3472Hz for "H and 23250 Hz for 3C, using 128 time
increments and 90° pulse widths of 7.1 and 16.5 us for 'H and '3C,
respectively, and an average Uc,H was set to 140Hz. The
HMBC spectrum was acquired with 1024 data points and spectral
widths of 3472 Hz for '"H and 23250Hz for '3C, using 128 time
increments and 90° pulse widths of 6.6 and 18.0ps for 'H and
'3C, respectively, and an average **Jc,; was set to 8Hz. The
COSY spectrum was acquired with 1024 data points and spectral
width of 3472Hz, using 256 time increments and pulse widths
of 7 ps.

Preparation of synrotolide derivatives 2-7

Synrotolide (1) was used as the starting material for the preparation
of compounds 2-6 as previously described.®® Compound 7 was
prepared as follows: A solution of 4"-acetyl-5-oxosynrotolide
(5, 6mg) in MeOH (500 pnl) was treated with a solution of NaBH,
(500 pg) in MeOH (500 pl) for 1 h at room temperature. The reaction
mixture was dissolved in water and extracted with EtOAc. The or-
ganic phase was washed with H,0, dried with anhydrous Na,SO,,
filtered, and evaporated under a N, flow. The residue was subjected
to HPLC (hexane/EtOAc 1:4; flow rate =5 ml/min) as described in
the preceding texts to afford 0.6 mg (10%) of 4-acetylsynrotolide
(2, tg=268min) and 09mg (15%) of 4"-hydroxy-5-epi-
acetylsynrotolide (7, tg=29.6 min).

4'-Hydroxy-5"-epi-acetylsynrotolide (7)

Qil; ORD [alsge+ 10, [als7g+ 11, [alsae + 25, [@laze + 50, [alzg5 + 62 (C
0.09, CHCl5); "H NMR (500 MHz, CDCls, TMS: Figure S16, Supporting
Information): 6 6.90 (ddd, J=10.0, 6.0, 2.5Hz, H-4), 6.05 (ddd,
J=10.0, 2.5, 1.0Hz, H-3), 5.89 (ddd, /=11.5, 7.5, 0.7 Hz, H-1"), 5.58
(ddd, J=11.5, 9.5, 1.0Hz, H-2)), 5.43 (ddd, J=9.5, 8.3, 0.7 Hz, H-3)),
530 (dddd, J=11.5, 7.5, 4.0, 1.0Hz, H-6), 5.25 (dq, J=7.0, 6.5 Hz, H-
6", 5.11 (dd, J=7.0, 2.5Hz, H-5), 3.86 (ddd, /=8.3, 8.3, 2.5 Hz, H-4),
2.58 (dddd, J=18.5, 11.5, 2.5, 2.5 Hz, H-5ax), 2.44 (dddd, J=18.5,
6.0, 4.0, 1.0Hz, H-5eq), 2.08 (s, 3H, OCOCHj3), 2.05 (s, 3H, OCOCHjs),
2.03 (s, 3H, OCOCHs), 1.29 ppm (d, J=6.5 Hz, 3H; CH3-7"); "*C NMR
(125MHz, CDCl;, TMS: Figure S17, Supporting Information): ¢
170.0 (OCOCHs), 170.0 (OCOCH;), 169.8 (OCOCHs), 163.6 (C-2),
144.8 (C-4), 1329 (C-1"), 128.3 (C-2), 121.4 (C-3), 73.7 (C-6), 72.8 (C-
5, 71.3 (C-4)), 69.9 (C-6), 68.4 (C-3'), 29.7 (C-5), 21.1 (OCOCH5),
20.9 (OCOCH;3), 20.6 (OCOCHs3), 16.6 ppm (C-7'); EIMS (20eV) m/z
(%): 366 [M—H,0I" (9), 231 (29), 179 (18), 178 (59), 165 (27), 159
(21), 154 (19), 153 (52), 149 (21), 137 (26), 136 (98), 135 (76), 130
(23), 129 (62), 118 (19), 108 (31), 107 (53), 97 (32), 81 (33), 71 (42),
70 (15), 69 (25), 68 (61), 57 (44), 43 (100). HRFABMS m/z 407.1321
[M+NaJ" (calcd for C;gH,40, + Na*, 407.1313).

Computational methods

Molecular building and the initial conformational search were
carried out in the Spartan '04 program using the MMFF94 force-
field calculation. The conformational search was performed
through a systematic search protocol in which the torsion angles
C(2)-C(3)-C(4)-C(5"), C(3)-C-(4)-C(5)-C(6), and C(4')-C(5')-C(6")-C(7")
in the heptenyl moiety were rotated in steps of 120°, starting at
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60° for each central bond, and the torsion angles of the C(1') = C(2')-
C(3)-C(4") and C(5)-C(6)-C(1")=(2") dihedral angles were rotated in
steps of 180°, generating a total of 108 initial conformers for each
compound (1-11) with an overall total number of conformers of
756. The acetyloxy moieties began at H-C,,3-O-C,, and C;,3-O-
C=0 dihedral angles were initially set to 0°, and conformational
explorations for the acetyl groups were achieved within dihedral
angle ranges of +60° to —60°. Molecular potential energy of all
structures was minimized to an RMSD gradient of 1x 10~®kcal/
mol on the potential energy surface. Some out of the 108 con-
formers achieved for each stereoisomer were ruled out because
of severe intramolecular hindering steric interactions. The
remaining conformers of 1-7 (85, 99, 47, 96, 68, 78, and 92, re-
spectively) were geometrically optimized without restrictions
using the hybrid density functional theory (B3LYP) in conjunc-
tion with the DGDZVP basis set'?' because it is known that inclu-
sion of polarization functions has been effective for calculating
'3C chemical shifts for those carbons that are under the influ-
ence of oxygen atoms with free unpaired electrons. For
synargentolide A, only 92, 86, 57, and 53 conformers for stereo-
isomers 8-11 were further optimized. The minimum energy
structures were used to calculate the thermochemical parame-
ters, and the vibrational frequencies were calculated at 298 K
and 1atm. Magnetic shielding tensors were calculated with the
GIAO method, and total NMR SSCC J (Hz) were calculated as
the summation of the Fermi contact, diamagnetic spin-orbit,
spin-dipolar, and paramagnetic spin-orbit. All terms were calcu-
lated from the B3LYP/DGDZVP optimized structures by using
the spin-spin option during the NMR jobs. All DFT calculations,
including NMR, were carried out with the Gaussian 09
program!®? on a Linux operating system in the KanBalam cluster,
which includes 1368 AMD Opteron processors at 2.6 GHz and a
RAM memory of 3 terabytes. The Gibbs free energy equation
(AG=—RT In K) was used to obtain the conformational popula-
tion, taking into account a cyclic equilibrium at 298 K between
the selected conformers within a 0.0-3.0 kcal/mol range with re-
spect to each global minimum. The Gibbs free energy values AG
were obtained from the vibrational frequency calculations as the
sum of electronic and thermal free energies. Calculations taking
into account the solvent (DMSO for 1 and CHCl; for 2-7) were
carried out starting from the previously mentioned DFT-
optimized structures. An energy cutoff of 3.0 kcal/mol was also
considered in order to ensure a wide window of conformational
distribution in the Boltzmann population. Geometry optimiza-
tion at the DFT B3LYP/DGDZVP level, calculation of the vibra-
tional frequencies, thermochemical parameters, magnetic
shielding tensors, and the total NMR spin—spin coupling con-
stants were calculated using the PCM solvation algorithm
included in the Gaussian 09 program.??!

Spectral simulation

The 'H NMR parameters were obtained by an iterative procedure
until obtaining RMSD values below 0.34 Hz. All experimental *J, 4
were obtained by non-linear fit of the "H NMR spectrum to the
spectral parameters using the MestRe-C program (Mestrelab Re-
search, Santiago de Compostela, Spain).
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Table S1

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,®! population,™ and comparison between DFTF! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 1.

Conformers 4G* Jo, v Jrz J2, 5 I3 v Jo, 5 Js, 6 P PJs 1 PJr,>» Pz  Plyy Ples  Plse
1-1 0.000 6.05 12.71 9.78 0.75 9.76 9.53 0.3976 24038 5.0532 3.8874 02973 3.8811  3.7906
1-2 0.262 6.07 12.72 9.84 0.64 10.97 0.44 0.2556  1.5526  3.2511 25155 0.1639  2.8034  0.1131
1-3 0.538 638 11.95 9.93 8.84 1.16 10.79  0.1604 1.0225 19169 15934 14185 0.1862  1.7308
1-4 0.794 925 12.11 11.01 0.43 9.61 3.03 0.1040  0.9623  1.2595 1.1449 0.0449 0.9994 0.3156
1-5 1.246 759 11.69 9.70 10.28 421 2.14 0.0486 0.3686  0.5675 0.4712 0.4990 0.2047 0.1040
1-6 2322 991 1230 7.71 4.57 9.84 040  0.0079 0.0783  0.0971  0.0609 0.0360 0.0777  0.0032
1-7 2496 630 1239 10.10 333 9.82 3.20 0.0059 0.0371  0.0730 0.0595 0.0196 0.0578  0.0189
1-8 2.635 695 1193 11.88 4.17 4.06 2.07 0.0047 0.0323 0.0555 0.0553 0.0194 0.0189  0.0096
1-9 2.649 845 11.78 9.52 8.60 9.07 0.63 0.0045 0.0384 0.0535 0.0432 0.0391 0.0412  0.0029
1-10 2.665 858 1195 10.90 1.61 11.19 7.41 0.0044  0.0380 0.0529 0.0482 0.0071  0.0495 0.0328
1-11 2.821 864 11.84 10.67 0.41 8.65 9.33 0.0034  0.0294 0.0402 0.0362 0.0014 0.0294 0.0317
1-12 2.883  6.59 12.02 9.84 8.05 8.78 2.99 0.0031  0.0202 0.0368 0.0301 0.0247  0.0269  0.0091

Weighted values!®! 6.58 12.46 9.95 2.57 8.38 6.16
Experimental values! 9.19 12.00 9.83 2.71 8.92 2.69
RMSD 1.80

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

> Ji x P', where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated "H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from [6D]-
DMSO solutions using TMS as the internal standard.

46



Table S2

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies, population,® and comparison between DFT! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 1 considering PCM solvation in DMSO.

Conformers’  AG*  Jsr Jnr Jny  Jne  Josy  Jne P Plsr  Plnr»  Plny  Plpe  Plps  Plse
1-4 0.000 9.78 12.01  10.50 0.48 10.03 2.65 04747 4.6407 5.6993 49836 02264 4.7601 1.2589
1-5 0.283 9.21 11.61 9.43 1034 4.17 2.06 0.2801  2.5790 3.2520 2.6403 2.8968 1.1695 0.5762
1-7 1.091 6.12 12.53 9.91 3.12 9.73 2.82  0.0711 0.4351 0.8903 0.7042 02221 0.6917 0.2005
1-8 1.190 9.81 11.79  10.50 4.29 3.75 2.23 0.0640 0.6272  0.7542  0.6713  0.2742  0.2402  0.1425
1-10 1.423 9.83 11.84  10.75 2.25 11.09 5.03 0.0419 0.4125 04967 0.4507 0.0943 0.4652 0.2108
1-1 1.560  5.51 12.88 9.84 1.20 9.48 9.05 0.0340 0.1871  0.4373  0.3343  0.0408 0.3221 0.3072
1-2 1.989 5.73 12.91 9.73 0.85 10.82 0.58 0.0162  0.0930 0.2095 0.1579 0.0138 0.1756  0.0094
1-13 2.579 5.61 12.51 9.10 8.95 0.94 10.66  0.0057 0.0317 0.0707 0.0514 0.0506  0.0053  0.0602
1-6 2.617 10.09 1243 7.55 4.13 10.29 0.21 0.0057 0.0570  0.0702 0.0427 0.0233  0.0581 0.0012
1-11 2927 10.12 11.69 10.24 0.52 8.92 9.12 0.0033  0.0337 0.0390 0.0341 0.0017 0.0297 0.0304
1-12 2.932 6.59 12.31 9.62 8.65 8.10 3.12 0.0033  0.0220 0.0410 0.0321 0.0289 0.0270 0.0104

Weighted values!® 9.12 11.96 10.10 3.87 7.94 2.81
Experimental values! 9.19 12.00 9.83 2.71 8.92 2.69
RMSD 0.63

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji 11, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from [6D]-

DMSO solutions using TMS as the internal standard.
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Table S3

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies, population,® and comparison between DFT!! and experimental

'H-'H couplings for the most relevant conformers of 2.

Conformers  AG' Jor Jry  Jry  Jee  Jes e P Plov  Ples Plny Plege Ples  Plsg
2-1 0.000 6.27 1273 10.06 143 10.72 1.98 62.7106  3.9322 79816 63069 0.8942 6.7201 1.2393
2-2 0.560 920 11.94 11.00 2.60 10.75 1.73 242652 22317 28982 2.6698 0.6310 2.6089 0.4203
2-3 1.200 7.67 12.03 11.01 1.67 10.23 2.88 8.4491 0.6483  1.0165 0.9299 0.1414 0.8642 0.2430
2-4 2.093 9.0 1195 11.10 278 10.94 2.12 1.7360 0.1580  0.2074  0.1928 0.0482  0.1899 0.0368
2-5 2492 6.10 12.12 9.98 8.90 0.99 10.50 0.9218 0.0562  0.1117  0.0920 0.0821  0.0091 0.0968
2-6 2.548 8.00 11.89 10.76 3.04 11.09 2.06 0.8295 0.0664  0.0986  0.0893  0.0253  0.0920 0.0171
2-7 2.793  9.50 12.00 10.84 2.67 9.71 3.28 0.5439 0.0517  0.0653  0.0590 0.0145 0.0528 0.0178
2-8 2.829 990 12.71 6.47 345 1048 2.62 0.5439 0.0539  0.0692 0.0352 0.0188  0.0570 0.0142

Weighted values!®! 7.20 12.45 10.37 1.86 10.59 2.09
Experimental values!! 8.10 12.00 10.00 2.80 9.30 2.60
RMSD 0.82

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.
TiJ' x P!, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S4

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,!®! and comparison between DFT!! and experimental

'H-'H couplings for the most relevant conformers of 2 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers’  AG*  Jev  Ji» Jry  Jre  Jes  Jse P PJoy Py Plpy Plyy Plps Plsg
2-1 0.000 593 1281 9.92 1.39 10.57 2.11 0.2508  1.4875 3.2135 24891 03492 2.6507  0.5298
2-3 0.068 7.75 1195 11.03 1.52 10.36 2.68 0.2257  1.7494  2.6980 2.4903 0.3421 2.3388  0.6060
2-6 0257 8.62 11.82 10.89 3.19 11.04 228 0.1645 14179 19432 1.7903 0.5247 1.8162 0.3746
2-12 0.579 936 1194 10.83 4.14 0.32 10.45 0.0970 09081 1.1588 1.0511 0.4013 0.0314 1.0146
2-2 0.601 957 11.88 11.07 2.97 10.91 2.01 0.0873  0.8353  1.0371 0.9664 0.2593 0.9526  0.1753
2-7 0902 986 1191 10.77 2.87 9.75 3.18  0.0573 0.5645 0.6821 0.6166 0.1643  0.5585 0.1823
2-8 1.083 936 12.95 6.17 3.72 10.66 242 0.0417  0.3907 0.5405 0.2576  0.1553  0.4450 0.1010
2-16 1.529  9.79 11.63 10.15 3.08 4.29 10.24  0.0199 0.1952 0.2319 0.2024 0.0614 0.0856  0.2042
2-10 1.815 8.11 11.87 11.41 0.95 7.73 2.17 0.0118 0.0954 0.1397 0.1342 0.0112  0.0910  0.0256
2-9 1.850 737 11.83 10.89 3.26 3.32 2.71 0.0106  0.0780  0.1253  0.1153  0.0345 0.0351  0.0287
2-14 1.855 951 11.89 10.14  4.59 3.83 2.01 0.0106  0.1007 0.1259 0.1074 0.0486  0.0405  0.0213
2-18 1.935 880 12.82 543 2.12 9.95 242 0.0095  0.0838 0.1221  0.0517  0.0202  0.0948  0.0230
2-11 2383 8.08 12091 5.02 2.03 10.39 2.12 0.0046  0.0368 0.0588  0.0229  0.0092  0.0473  0.0097
2-15 2408 9.69 11.64 10.62 10.17 0.99 11.28 0.0041 0.0397 0.0477 0.0435 0.0417 0.0041 0.0462
2-5 2.747 576 1231 9.71 9.00 0.90 10.49  0.0024 0.0139 0.0298  0.0235 0.0218 0.0022  0.0254
2-17 2.789 864 11.66 10.28 1093 4.45 2.03 0.0022  0.0188  0.0254 0.0224 0.0238  0.0097  0.0044

Weighted values!®! 8.02 12.18 10.38 2.47 9.20 3.37
Experimental values!¥ 8.10 12.00 10.00 2.30 9.30 2.60
RMSD 0.39

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji 11, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. '"H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;

solutions using TMS as the internal standard.
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Table S5

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,® and comparison between DFTF! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 3.

Conformers  AG*  Jor  Juy Jrsy  Jee  Jes  Joe P Ploy  Ply Plyy Pl Ples Pleg
3-1 0000 846 1206 1141 078 1077 243 02250 19034 27143 25668 01753 24232 0.5480
32 0247 1011 1195 739 514 319 158 01483 14991 17725 10962 07629 04734 02336
33 0285 980 1327 490 255 1138 285 01391 13627 18466 0.6822 03546 1.5832 03964
3-4 0323 1003 1197 814 539 378 188 01305 13079 15620 10624 07031 04933 02449
35 0457 840 1209 1120 095 923 211 01041 08736 12582 1.1651 00994 09606 0.2200
3-6 0714 828 1263 1098 1.10 933 253 00674 0558 08517 07406 0.0743 0.6294 0.1704
3.7 0761 536 1277 1021 1038 215 1111 00623 03339 07954 0.6361 06462 0.1341 0.6918
3-8 1168 917 1168 997 331 533 1101 00313 02874 03661 03124 0.1037 01669 0.3451
39 1257 214 1351 1121 256 1121 281 00270 00576 03642 03023 0.0691 03023 0.0757
3-10 1451 237 1360 1130 273 1101 282 00194 00461 02644 02196 00531 02139  0.0548
3-11 1571 912 1328 483 176 1106 3.18 00159 01447 02108 0.0767 0.0279 0.1755  0.0505
3-12 1941 564 1246 1087 052 1082 216 0.0085 00479 0.1059 0.0924 0.0044 00919 0.0184
3-13 2255 1080 12.06 7.04 1047 054 1052 00050 0.0540 0.0603 00352 00524 0.0027 0.0526
3-14 2283 564 1246 1087 052 1082 216 00048 00269 00595 00519 00025 00516 0.0103
3-15 2525 1043 1322 367 362 112 061 00032 00331 00419 00116 00115 0.0036 0.0019
3-16 2619 952 1239 691 1164 427 232 00027 00258 00335 00187 00315 00116 0.0063
3-17 2743 387 1349 1147 289 1054 048 00022 00085 00296 00252 00064 0.0231 0.0011
3-18 2884 962 1335 366 1.60 1064 061 00017 00166 00231 0.0063 00028 0.0184 0.0011
3-19 2928 7.3 1237 898 612 321 182 00016 00114 00199 00144 00098 0.0052 0.0029

Weighted values'*! 860 1238 912 319 776 3.3

Experimental values 850 1200 950 400  7.00 400

RMSD 0.62

[a] In kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji 11, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. '"H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S6
DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,l® population,® and comparison between DFTI! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 3 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers’  AG® Jo, v Jiy  Jry Jee  Jes s P PJsv Plvy Plyy Plyy Plps Plse
3-4 0.000 9.79 11.98  10.02 5.06 3.97 1.91 0.5072 49671 6.0761 5.0815 25669 2,0120 0,9708
3-6 0.552 8.19 12.03 11.26 0.98 9.78 2.02 0.1998  1.6353 2.4029 22498 0.1961 11,9538 0,4044
33 1.072  9.26 13.28 5.73 3.03 1145 269 0.0833 0.7715 1.1063 0.4775 0.2524 09538  0,2238
3-1 1.267 8.19 12.01  11.32 0.96 10.91 2.48 0.0597 0.4892 0.7174 0.6765 0.0576  0,6519  0,1481
3-9 1.404 2.37 13.49 1133 2.69 11.24 2.80 0.0474  0.1125 0.6395 0.5372  0.1275 0,5328  0,1325
3-8 1449 10.11 1175 1043 285 4.50 10.95 0.0439 0.4443 05163 0.4584 0.1254 0,1976 0,4813
3-20 1.743 538 12.85  10.27 4.74 4.08 2.14 0.0268 0.1438 0.3439 0.2747 0.1268 0,1092  0,0572
3-10 2.059 2.82 13.49 1141 2.87 11.12 2.65 0.0157 0.0443 0.2118 0.1790 0.0450 0,1745 0,0416
3-7 2.593 5.22 12.83  10.27 10.42 1.90 1095 0.0064 0.0333 0.0818 0.0654 0.0664 0,0121  0,0698
3-11 2.659 8.61 13.48 4.02 2.18 10.96 2.94 0.0057 0.0491 0.0768 0.0229 0.0124 0,0624 0,0167
3-23 2.845 9.14 13.24 5.49 3.26 9.99 2.24 0.0042 0.0381 0.0551 0.0229 0.0136 0,0416  0,0093

Weighted values!® 8.73 12.23 10.05 3.59 6.70 2.56
Experimental values! 8.50 12.00 9.50 4.00 7.00 4.00
RMSD 0.68

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji 11, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S7

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,®! population,® and comparison between DFT!! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 4.

Conformers  A4G* Jo.r Jrz Jry Jre Jes o Jsie p PJor Pl Plry Plyy Ples  Plsg
4-1 0.000 9.87 11.97 10.73 2.20 9.65 2.95 0.3189  3.1471 3.8165 3.4204 0.7001 3.0762 0.9401
4-2 0.409 938 11.72 858 10.08  0.23 11.02  0.1693 1.5889 19839 1.4525 1.7074 0.0384 1.8663
4-3 0480  7.92 1240 11.21 0.35 10.81 295 0.1524 12065 1.8894 1.7084 0.0539 1.6475 0.4497
4-4 1.089 6.24 12.09 9.90 3.97 9.48 2.70 0.0531 03311 0.6413  0.5253  0.2104 0.5027 0.1432
4-5 1.170  9.74 11.62 10.66  2.37 10.44 1.77  0.0477 0.4651 0.5547 0.5091 0.1133  0.4983  0.0846
4-6 1.197 734 12.08 991 10.16  4.06 232 0.0430 03152 0.5191 04258 0.4363 0.1743  0.0998
4-7 1.328 1031 11.88 7.90 2.78 10.37 2.75 0.0348 0.3585 0.4133  0.2749  0.0965 0.3609  0.0958
4-8 1.515 4.77 12.02  10.58 3.10 10.16 2.92 0.0253  0.1209 03046 0.2681 0.0787  0.2575 0.0739
4-9 1.554 1028 12.51 9.40 0.21 10.24 2.79 0.0228  0.2345 0.2853  0.2145 0.0048 0.2336  0.0637
4-10 1.566 4.77 11.67 10.58 3.10 10.16 2.92 0.0228 0.1088 0.2663  0.2413  0.0708  0.2317  0.0665
4-11 1.609 6.32 12.46 9.88 10.05 2.27 11.35 0.0205 0.1297 0.2557 0.2029 0.2064 0.0466  0.2330
4-12 1.693 7.90 13.19  10.68 0.34 10.12 2.53 0.0185 0.1460 0.2436  0.1973  0.0064 0.1869  0.0468
4-13 1.719 6.32 11.96 9.88 10.05 2.27 11.35 0.0185 0.1168 0.2209 0.1826  0.1857 0.0419  0.2097
4-14 1.758 9.87 11.90 10.27 2.07 2.52 2.05 0.0166  0.1640  0.1978  0.1707 0.0344  0.0419 0.0341
4-15 2.044 6.43 13.19  10.06  4.82 3.46 1.91 0.0109  0.0701  0.1437 0.1096  0.0525 0.0378  0.0209
4-16 2251 1024 11.95 7.64 6.34 2.68 1.44 0.0071  0.0732  0.0854 0.0546 0.0453 0.0192 0.0103
4-17 2419 10.01 12.08 10.52 0.99 9.77 9.01 0.0058  0.0579  0.0699  0.0609 0.0057 0.0565 0.0522
4-18 2.547 9.18 12.02 9.06 10.44 0.36 4.06 0.0042  0.0387 0.0507 0.0382 0.0440 0.0015 0.0171
4-19 2.790 10.04 1191 6.27 10.28 0.27 11.17  0.0031 0.0309 0.0366 0.0193 0.0316  0.0008 0.0343
4-20 2908 10.27 1251 7.25 6.33 2.50 1.25 0.0025  0.0256 0.0311 0.0180 0.0158 0.0062 0.0031
4-21 2.963 9.88 11.67 6.93 5.70 3.37 2.29 0.0022  0.0221  0.0261 0.0155 0.0128  0.0075  0.0051

Weighted values!® 8.75 12.04 10.11 4.11 7.47 4.55
Experimental values!d 9.40 12.00 9.40 4.50 7.00 4.10
RMSD 0.50

a] In kcal/mol.

[
[

b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;

solutions using TMS as the internal standard.
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Table S8

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,®! population,™ and comparison between DFTI?! and experimental 'H-'H
couplings for the most relevant conformers of 4 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers”  AG* Jo.r Jrz J2 s Iz e Jos Js. ¢ P PJsr PJr.» Plrxy Ply.y Ples  Plsg
4-1 0.000 9.89 1197 1075 2.14 9.97 287 02732 27009 32695 29363 0.5833 2.7234 0.7849
4-2 0.072 953 11.72 877 10.12 022 1094 0.2458 2.3427 2.8803 2.1565 2.4872 0.0533 2.6830
4-7 0.553 10.51 1240  7.68 262 10.88 273  0.1057 1.1109 13107 0.8112 0.2774 1.1498 0.2891
4-12 0.743 928 12.09 1091 034 10.11 200 0.0770 0.7149 0.9311 0.8404 0.0261 0.7789  0.1537
4-6 0.875 847 11.62 987 1023  3.99 232 0.0624 05284 0.7247 0.6156 0.6381 0.2491 0.1445
4-3 1.007 926 12.08 11.05 035 10.79  2.62  0.0505 04677 0.6103 0.5580 0.0177 0.5448 0.1324
4-21 1.123 954  11.88 10.38  4.50 3.52 252 0.0409 03901 04859 04244 0.1839 0.1439 0.1032
4-9 1.188 1036 12.02 11.09 133 10.56 249  0.0368 0.3812 0.4422 04082 0.0490 0.3887 0.0916
4-5 1396 1003 1191 10.70 243 10.53 1.56  0.0268 0.2690 0.3194 0.2868 0.0653 0.2823  0.0418
4-15 1498  6.28 12.51  10.02 453 3.50 2.03  0.0217 0.1364 02716 0.2175 0.0983 0.0760  0.0442
4-18 1.566  8.64 11.67 10.12 1046 0.40 3.58 0.0195 0.1688 0.2281 0.1978 0.2044  0.0079  0.0699
4-20 2132 1034 1196  7.61 6.12 2.45 1.38  0.0076 0.0782 0.0904 0.0575 0.0463 0.0186 0.0105
4-16 2322 1024 11.80  8.00 6.01 2.86 1.67  0.0055 0.0564 0.0650 0.0441 0.0331 0.0158 0.0092
4-14 2333 1004 1190 1045  2.09 2.61 226  0.0055 0.0553 0.0656 0.0576 0.0115 0.0144 0.0124
4-4 2345 6.6 12.66 9.84 3.61 9.70 274 0.0055 0.0339 0.0698 0.0542 0.0199 0.0535 0.0151
4-22 2412 1025 1240  7.75 382 10.18 2.05 0.0050 0.0508 0.0615 0.0384 0.0189 0.0505 0.0101
4-10 2437 469 1320 10.68  3.11 1035 2.87  0.0045 0.0209 0.0589 0.0476 0.0139 0.0462 0.0128
4-13 2504  6.25 1244 9.77 10.15  2.09 1120 0.0040 0.0251 0.0500 0.0392 0.0408 0.0084 0.0450
4-17 2875 1002 1195 10.66 1.68 10.17 848  0.0021 0.0214 0.0255 0.0227 0.0036 0.0217  0.0181

Weighted values!® 9.55 11.96 9.81 4.82 6.63 4.68
Experimental values!! 9.40 12.00 9.40 4.50 7.00 4.10
RMSD 0.36

a] In kcal/mol.

[
[

b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

> Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated "H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;

solutions using TMS as the internal standard.
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Table S9

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,®! and comparison between DFT!®! and experimental
'H-'H couplings for the most relevant conformers of 5.

Conformers AG* Jo, v Ji Iy, 3 I, 4 P PJs 1 PJy,» PJy 3 PJs o
5-1 0.000 9.66 11.89 11.09 3.30 0.2873 2.7746 3.4176 3.1858 0.9478
5-2 0.603 9.84 11.88 10.75 2.81 0.1112 1.0939 1.3212 1.1958 0.3122
5-3 0.644 7.79 11.90 10.89 3.50 0.1001 0.7795 1.1905 1.0893 0.3500
5-4 0.692 9.83 11.89 10.76 2.81 0.0900 0.8852 1.0701 0.9685 0.2529
5-5 0.710 6.78 11.79 11.08 10.57 0.0900 0.6105 1.0612 0.9979 0.9517
5-6 0.720 7.92 12.09 10.65 1.83 0.0900 0.7132 1.0883 0.9588 0.1647
5-7 0.925 7.02 11.83 10.52 10.32 0.0656 0.4604 0.7760 0.6903 0.6770
5-8 0.939 6.60 11.84 11.28 10.41 0.0590 0.3897 0.6992 0.6657 0.6144
5-9 1.239 9.66 11.87 10.91 3.07 0.0387 0.3739 0.4596 0.4222 0.1190
5-10 1.303 6.93 11.21 9.65 342 0.0348 0.2413 0.3904 0.3363 0.1193
5-11 1.798 2.52 13.40 11.41 3.39 0.0150 0.0378 0.2007 0.1709 0.0507
5-12 2.359 9.48 13.07 431 3.29 0.0058 0.0549 0.0758 0.0250 0.0191
5-13 2.489 10.27 13.05 5.75 2.21 0.0047 0.0482 0.0613 0.0270 0.0104
5-14 2.526 6.48 12.41 10.54 9.66 0.0042 0.0274 0.0524 0.0445 0.0408
5-15 2.666 6.83 11.82 10.75 10.38 0.0034 0.0234 0.0404 0.0368 0.0355

Weighted values!® 8.51 11.90 10.81 4.67

Experimental values!! 8.50 12.00 11.00 3.50

RMSD 0.59

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

> Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated "H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S10

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,®! and comparison between DFT!®! and experimental

'H-'H couplings for the most relevant conformers of 5 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers? AG° Jo. v Ji > /s A P PJ v PJy » PJy 3 PJs 4
5-1 0.000 9.85 11.83 11.09 331 0.5163 5.0876 6.1065 5.7253 1.7077
5-4 0.952 10.10 11.84 10.85 2.83 0.0955 0.9645 1.1307 1.0363 0.2706
5-6 1.035 8.75 11.97 10.79 1.68 0.0859 0.7517 1.0281 0.9273 0.1443
5-5 1.094 8.02 11.67 10.97 10.47 0.0773 0.6203 0.9025 0.8480 0.8093
5-10 1.200 10.30 11.86 11.13 2.71 0.0696 0.7168 0.8248 0.7743 0.1887
5-7 1.202 8.18 11.71 10.48 10.19 0.0626 0.5123 0.7330 0.6561 0.6379
5-15 1.824 8.26 11.68 10.61 10.22 0.0242 0.2002 0.2828 0.2571 0.2476
5-8 1.878 8.19 11.68 11.19 10.31 0.0218 0.1786 0.2547 0.2439 0.2247
5-9 1.891 9.95 11.79 10.90 3.01 0.0196 0.1952 0.2313 0.2137 0.0591
5-12 2.078 9.61 13.41 4.00 3.03 0.0143 0.1373 0.1917 0.0572 0.0433
5-3 2.149 8.50 11.81 11.06 3.68 0.0129 0.1094 0.1519 0.1423 0.0474

Weighted values!®! 9.47 11.84 10.88 438
Experimental values! 8.50 12.00 11.00 3.50
RMSD 0.66

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

i J' x P!, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S11

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,!®! and comparison between DFT!®! and experimental
'H-'H couplings for the most relevant conformers of 6.

Conformers AG° Js 1 Jr, 2 J2 3 Js 6 P PJs 1 Pl 2 Pl s PJs, s
6-1 0.000 7.79 11.47 9.54 1.96 0.6238 4.8582 7.1543 5.9516 1.2225
6-2 0.706 8.96 11.61 8.90 2.15 0.1895 1.6971 2.2000 1.6860 0.4072
6-3 1.755 9.24 11.52 10.98 10.51 0.0322 0.2979 0.3716 0.3540 0.3390
6-4 1.792 5.51 12.27 9.20 2.76 0.0303 0.1669 0.3720 0.2790 0.0836
6-5 1.946 10.42 11.49 9.87 1.85 0.0234 0.2436 0.2685 0.2307 0.0432
6-6 2.002 8.15 12.47 10.29 1.28 0.0213 0.1732 0.2651 0.2188 0.0272
6-7 2.073 9.17 11.75 8.32 9.60 0.0188 0.1728 0.2214 0.1568 0.1808
6-8 2.422 1.87 13.02 10.84 2.52 0.0105 0.0196 0.1363 0.1135 0.0263
6-9 2.491 6.00 12.41 10.08 1.62 0.0093 0.0559 0.1156 0.0939 0.0151

6-10 2.514 10.15 11.72 9.19 1.85 0.0090 0.0910 0.1050 0.0823 0.0165
6-11 2.583 1.89 13.04 11.01 2.79 0.0080 0.0150 0.1040 0.0878 0.0222
6-12 2.740 9.68 11.66 9.15 10.55 0.0061 0.0592 0.0713 0.0560 0.0646
6-13 2.777 9.78 11.59 10.98 1.86 0.0057 0.0562 0.0665 0.0630 0.0107
6-14 2.984 9.45 11.99 8.63 1.58 0.0041 0.0383 0.0486 0.0350 0.0064
6-15 2.986 8.64 11.71 8.52 10.35 0.0040 0.0349 0.0473 0.0344 0.0418
6-16 2.993 9.46 12.53 8.64 1.57 0.0040 0.0378 0.0500 0.0345 0.0063

Weighted values!®! 8.02 11.60 9.48 2.51

Experimental values!! 8.40 12.00 8.80 3.90

RMSD 0.82

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the BALYP/DGDZVP structures.
> Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S12

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,!®! and comparison between DFT!®! and experimental

'H-'H couplings for the most relevant conformers of 6 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers’ AG° Jo 1 Ji, J2 3 s, 6 P PJs 1 PJy» PJy 5 PJs, s
6-1 0.000 8.78 11.45 9.13 1.94 0.9123 8.0103 10.4419 8.3287 1.7697
6-3 1.734 9.87 11.76 11.00 10.44 0.0488 0.4822 0.5743 0.5370 0.5096
6-2 2.278 9.37 11.43 8.59 2.22 0.0195 0.1826 0.2227 0.1675 0.0432
6-5 2.605 10.16 11.50 10.79 1.59 0.0112 0.1141 0.1291 0.1212 0.0179
6-4 2.796 532 12.43 9.02 2.72 0.0081 0.0434 0.1012 0.0734 0.0221
Weighted values!® 8.83 11.47 9.23 2.36
Experimental values!¥) 8.40 12.00 8.80 3.90
RMSD 0.87

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.
TiJ' x P!, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal standard.
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Table S13

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,!®! and comparison between DFT!! and experimental
'H-'H couplings for the most relevant conformers of 7.

Conformers AG* Jo, 10 Ji, 2 Iy, 3 J3,4 Je s’ Js6 P PJs 1 PJy,y PJy 3 PJs, 4 PJy, s PJs,
7-1 0.000 5.88 1224 9.80 1020 1.34 9.12 0.5017  2.9498 6.1416 49171 5.1172  0.6737 4.5738
7-2 0.296 5.88 1234 9.86 10.50  0.66 5.46 0.3046 1.7918  3.7597 3.0043 3.1984 0.2017  1.6635
7-3 1.036 5.77 1239 9.87 1049 0.63 232 0.0873  0.5033 1.0815 0.8617 0.9159 0.0546  0.2028
7-4 1.457  6.67 11.68 10.72 9.49 2.97 9.33 0.0429 0.2862 0.5010 0.4598 0.4068 0.1273  0.4001
7-5 1.933 10.10 11.78 10.71  2.53 0.81 5.51 0.0192  0.1939 0.2262 0.2056 0.0486  0.0155  0.1059
7-6 1952  6.88 11.64 1047 9.8l 1.70 1.86 0.0186 0.1281  0.2166  0.1949 0.1827 0.0317 0.0346
7-7 2257 1037 1228 836 2.78 0.66 9.37 0.0111  0.1153  0.1365 0.0929 0.0309 0.0073  0.1041
7-8 2.899 6.73 11.66 10.70 9.71 2.40 6.36 0.0038  0.0253  0.0438 0.0402 0.0365 0.0090 0.0239
7-9 2900 9.88 11.85 997 243 2.08 9.05 0.0038  0.0371  0.0445 0.0374 0.0091 0.0078  0.0340
7-10 2913 930 11.65 10.01 3.06 8.84 3.23 0.0037  0.0341 0.0428 0.0368 0.0112  0.0325 0.0119
7-11 2962 9.80 11.88 10.66 197 5.72 10.55 0.0034 0.0331 0.0401 0.0360 0.0066 0.0193 0.0356

Weighted values!® 6.10 12.23 9.89 9.96 1.18 7.19
Experimental values¥  7.50 12.00 9.50 8.30 2.50 7.00
RMSD 1.06

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

T Ji x Pi, where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji 11, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. '"H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;

solutions using TMS as the internal standard.
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Table S14

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,!®! and comparison between DFT!®! and experimental

'H-'H couplings for the most relevant conformers of 7 considering PCM solvation in CHCls.

Conformers’ AG* Jov Jvy  Jry  Jre Jos s P PJsy Plvy Plyy Plyy Plys Plse
7-4 0.000 823 11.72 1034 949 2.61 9.32 0.4531 3.7294 53080 4.6857 4.2979 1.1818 4.2236
7-8 0355 811 11.71 1054  9.68 1.54 6.00 0.2674 2.1687 3.1303 28172 2.5894 04121 1.6039
7-1 0826 6.01 1233 9.60 10.17 1.29 9.29 0.1150 0.6914 14173 1.1038 1.1697 0.1478 1.0684
7-6 1276  8.01 11.70 1037 9.74 1.35 1.63 0.0549 0.4399 0.6428 0.5699 0.5348 0.0742 0.0894
7-9 1475 985 11.83 1038 2.54 1.73 9.10 0.0400 03943 04735 04156 0.1018 0.0691 0.3644
7-2 1.791 621 1241 971 1029 0.54 5.14 0.0236 0.1466 02932 02293 02430 0.0126 0.1214
7-3 2243 588 1245 956 1045 0.72 1.81 0.0102 0.0597 0.1265 0.0971 0.1062 0.0073 0.0184
7-15 2255 1048 12,02 7.15 1033 1.44 5.74 0.0102 0.1065 0.1221  0.0727 0.1050 0.0146  0.0583
7-7 2351 954 1250 7.55 1.86 0.89 9.29 0.0091 0.0872  0.1142  0.0690 0.0170 0.0082  0.0849
7-12 2.646 1044 1220 8.04 3.12 0.40 4.77 0.0054 0.0563  0.0658 0.0434 0.0168 0.0022 0.0257
7-5 2796 1013 11.79 1094 2.77 0.70 5.42 0.0044 0.0443  0.0515 0.0478 0.0121  0.0030 0.0237
7-20 2824 798 11.67 1051 9.58 3.16 10.75 0.0039 0.0314 0.0459 0.0413 0.0376 0.0124  0.0423
7-11 2989 993 1191 1074 190 5.60 10.39 0.0029 0.0284 0.0341 0.0308 0.0054 0.0160 0.0298

Weighted values! 7.98 11.83 10.22 9.24 1.96 7.75
Experimental
7.50 12.00 9.50 8.30 2.50 7.00
values!¥!
RMSD 0.65

[a] In kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the BALYP/DGDZVP structures.

> Ji x P', where J; is the SSCC value for each conformer and P! is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Juu, and
line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500 MHz from CDCl;
solutions using TMS as the internal stand
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Table S15
Summary!® of theoretical!® and experimentall®! 3]y 11 coupling constants for compounds 1-7.

Compound data o1 Jro Jyz Sy g Jps  Jye  RMSD

1(6R,3’R4’R,5°S,6’S)  Theor gas phase 6.58 12.46 9.95 2.57 8.38 6.16 1.78
Theor solvent 9.12 1196 10.10 3.87 7.94 2.81 0.70
Exp 9.00 11.50 10.24 2.53 890  2.70

2 (6R,3'R,4'R,5'S,6'S) Theor gas phase 7.20 1245 1037 1.86 10.59  2.09 0.87

Theor solvent 8.02 12.18 1038 247 9.20 3.37 0.45
Exp 820 11.70  10.00 2.70 9.20 2.50

3 (6R,3'R,4'R,5'S,6'S) Theor gas phase 8.60 12.38 9.12 3.19 7.76 3.13 0.72
Theor solvent 873 1223 10.05 3.59 6.70 2.56 0.76
Exp 9.00 11.30 9.00 3.90 6.80 3.70

4 (6R,3'R,A4'R,5'S,6'S) Theor gas phase 875 12.04 10.11 4.11 7.47 4.55 0.58
Theor solvent 9.55 11.96 9.81 4.82 6.63 4.68 0.45
Exp 940 11.30 9.40 4.50 7.00 4.10

5 (6R,3'R,4'R,6'S) Theor gas phase 8.51 11.90 10.81 4.67 - - 0.69
Theor solvent 947 11.84 10.88 4.38 - - 0.76
Exp 8.60 11.20 10.00 3.80 - -

6 (6R,3'R,5'S,6'S) Theor gas phase 8.02 11.60 9.48 - - 2.51 0.83
Theor solvent 8.83 11.47 9.23 - - 2.36 0.85
Exp 8.40 11.10 8.80 - - 3.90

7 (6R,3'R,4'R,5'R,6'S) Theor gas phase 6.10 12.23 9.89 9.96 1.18 7.19 1.10
Theor solvent 798 11.83 1022 9.24 1.96 7.75 0.66
Exp 7.50  11.50 9.50 8.30 2.50 7.00

[a] For full details on theoretical 'H-'H coupling constants calculations for each contributing conformer, see Supporting
Information (Tables S1-S14).

[b] Obtained from the DFT optimized structures using DFT B3LYP/DGDZVP in gas phase and DFT B3LYP/DGDZVP
PCM in solution. Values were Boltzmann averaged with equation Z; J; X P;, where J; is the spin-spin coupling constant (in
Hz) for each conformer and P; is the population for the ith conformer calculated from AG values at 298 K and 1 atm.

[c] Jun values and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum obtained at 500

MHz from DMSO-d; solutions for 6 and CDCls solutions for 7-12 using TMS as the internal standard.
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Table S16

Summary® of theoretical™ and experimental® '"H NMR chemical shifts for compounds 1-7.

Compound Data H3 H4 Ho6 HI’ H2’ H3’ H4’ HS’ He6’ H7 RMSD
1 Theor gas phase 6.03 6.97 4.82 573  6.13 575 3.71 3.78 5.00 1.50 0.29
Theor solvent 593 7.14 5.15 591 6.04 534 3.64 3.81 5.07 1.49 0.24

Exp 5.98 7.06 5.33 582 572 561 3.31 3.51 5.02 1.09
2 Theor gas phase 6.02 6.95 4.85 586 591 5.94 5.04 3.97 4.78 1.55 0.21
Theor solvent 6.15 7.28 5.36 6.15 6.14 583 5.01 4.10 4.98 1.36 0.22

Exp 6.06 6.90 5.38 590 574 590 5.09 3.80 491 1.24
3 Theor gas phase 5.98 6.82 5.08 591 591 577 4.92 5.18 5.17 1.24 0.16
Theor solvent 5.91 6.98 5.12 597  6.09 5.62 4.90 5.16 5.26 1.44 0.22

Exp 6.06 6.90 5.31 587 564  5.69 5.25 5.17 5.10 1.22
4 Theor gas phase 5.97 6.77 5.07 598 588 538 3.72 4.99 5.25 1.25 0.13
Theor solvent 591 6.96 5.12 596 582 525 3.82 4.83 5.16 1.37 0.15

Exp 6.04 6.89 5.27 588 572 553 3.92 5.06 5.23 1.28
5 Theor gas phase 5.99 6.78 522 6.03 582  5.66 5.56 - 5.19 1.36 0.14
Theor solvent 5.92 6.99 5.15 598 586  5.68 5.58 - 5.22 1.38 0.14

Exp 6.05 6.90 5.35 587 570 590 5.73 - 5.30 1.39
6 Theor gas phase 6.00 6.80 5.12 6.08 586 572 - 5.44 5.17 1.42 0.15
Theor solvent 5.94 7.00 5.15 6.07 570 5.64 - 5.31 5.40 1.51 0.19

Exp 6.07 6.92 5.32 596 567 591 - 5.61 5.26 1.25
7 Theor gas phase 6.34 6.95 4.85 574 568 542 3.66 5.13 5.14 1.36 0.33
Theor solvent 5.94 6.99 5.30 6.09 553 511 3.82 5.05 5.13 1.37 0.31

Exp 6.05 6.09 5.30 589 558 543 3.86 5.11 5.25 1.29

[a] For full details on theoretical 'H NMR chemical shifts calculations for each contributing conformer, see Supporting
Information (Tables S15-S28).

[b] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP for gas-phase
and GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM for solution. The correction factors were as follows; in gas phase (dcal = 0.982 dexp
+ 0.347); in solution (dcal = 0.946 dexp + 0.447). Values were Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the
"H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer calculated from AG
values at 298 K and 1 atm.

[c] Measured at 500 MHz from [6D]-DMSO solutions for 1 and CDCl; solutions for 2-7 using TMS as the internal standard.
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Table S17
Summary! of theoretical®™ and experimental®! 3C NMR chemical shifts for compounds 1-5, and 7.

Molecule Data C2 C3 C4 Cs Coé cr c ¥ c¢ C C¢ C7T COCH3 COCH3 RMSD

1 Theor gas phase 161.5 1189 1476 294 76.7 128.1 1329 754 77.9 71.4 76.7 14.8 20.6 20.5 - - 1713 169.5 - - 3.38
Theor solvent 1629 1169 1493 299 75.1 129.7 1292 76.6 75.0 71.9 73.6 12.1 20.6 20.8 - - 1732 1712 - - 249
Exp 1632 1201 1470 293 74.1 1329 1267  69.9 71.7 71.6 71.0 12.9 21.2 20.9 - - 1719 171.6 - -

2 Theor gas phase 161.2  119.6  146.6  29.3 759 1319 1281 724 75.5 69.7 72.1 10.9 20.4 20.2 20.5 - 1704 1692  169.5 - 1.88
Theor solvent 161.8 1175 1477 2938 756 1332 1250 712 74.4 71.2 72.3 11.6 20.7 20.5 20.8 - 1699 1702  170.1 - 1.63
Exp 163.6 1213 1449 295 74.2 1328 1258  68.5 72.3 71.2 72.0 14.2 20.9 20.9 21.2 - 169.7 1709  169.7 -

3 Theor gas phase  159.4  120.8  143.7  30.1 73.9 1342 1264  70.0 73.9 722 70.1 13.3 203 20.4 204 204 1694 1713 1698 1695 1.52
Theor solvent 1612 1179 146.7  30.3 74.7 133.1 1247 694 73.2 71.8 70.7 14.3 20.7 20.5 20.5 20.7 1696 170.6 1700 170.8 1.61
Exp 163.1 1215 1443 297 73.7 133.0 1263  67.7 71.6 71.1 66.6 15.0 20.9 21.1 21.0 209 1695 1700 169.5 1695

4 Theor gas phase 1594  121.3 1434 2938 74.1 1354 126.1 72.7 74.2 74.7 70.5 13.1 20.3 20.5 20.4 - 1699 1715 169.7 - 1.63
Theor solvent 1613  118.1  146.7 29.8 74.7 1334 1262 714 73.2 75.4 70.8 13.8 20.7 20.6 20.8 - 1699 1714 170.1 - 1.44
Exp 163.6 1215 1446 295 74.1 1329 1269 70.2 72.0 72.9 69.0 14.6 21.0 20.9 21.1 - 1699 1702 170.2 -

5 Theor gas phase  159.1  119.9  143.1  29.7 740 1375 1234  68.6 76.8 207.1 752 159 20.1 19.9 203 - 169.6 170.1 171.0 - 1.81
Theor solvent 1613 1179 1467  29.6 74.5 1342 1236  68.7 76.3  207.0 75.6 15.7 20.5 20.2 20.4 - 169.8 1703 170.5 - 1.49
Exp 163.6 1215 1446 292 73.7 1334 1250 673 75.0 2053 73.0 16.1 20.7 20.5 20.8 - 169.8 170.0 170.5 -

7 Theor gas phase  160.1  119.5  146.5  29.5 76.9 131.0  131.8 709 71.8 72.3 72.3 14.6 20.5 20.0 20.5 - 170.8 170.8 1689 - 1.81
Theor solvent 161.1 1182 1465  30.6 75.1 1370 1260 693 712 72.0 71.5 15.1 20.6 20.4 20.8 - 169.7 1704 1699 - 1.66
Exp 163.6 1214 1448  29.7 746 1329 1283 684 713 72.8 69.9 16.6 21.1 20.6 20.9 - 170.0 1700 169.8 -

[a] For full details on theoretical *C NMR chemical shifts calculations for each contributing conformer, see Supporting Information (Tables S29-S40).

[b] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP for gas-phase and GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM for
solution. The correction factors were as follows; in gas phase (dcal = 0.967 dexp — 2.944); in solution (dcal = 0.954 dexp — 2.312). Values were Boltzmann averaged with

equation Xi &' x P!, where &' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer calculated from AG values at

298 K and 1 atm.

[c] Measured at 125 MHz from [6D]-DMSO solutions for 1 and CDCI; solutions for 2-5, and 7 using TMS as the internal standard.
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Table S18

Comparison between DFT and experimental "H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 1.

Conformer AG™ P H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' H5' Hé' HT7'
1-1 0.000 0.3976 5.80 6.83 4.51 542 5.99 5.57 3.61 3.35 4.71 1.47
1-2 0.262 0.2556 5.77 6.80 445 5.44 5.95 5.55 3.24 3.61 4.96 0.81
1-3 0.538 0.1604 5.81 6.81 4.50 5.49 5.56 5.84 3.46 3.67 432 1.36
1-4 0.794 0.1040 5.77 6.53 4.72 5.60 6.22 4.99 2.93 3.51 5.05 0.82
1-5 1.246 0.0486 5.74 6.50 5.14 5.87 5.23 4.87 3.72 3.68 4.63 1.03
1-6 2.322 0.0079 5.78 6.55 5.36 5.58 6.14 5.40 3.94 2.84 4.62 0.66
1-7 2.496 0.0059 5.77 6.65 448 5.36 5.83 5.81 3.74 3.67 4.98 1.10
1-8 2.635 0.0047 5.78 6.47 5.51 5.93 5.72 5.21 3.53 3.71 5.16 1.44
1-9 2.649 0.0045 5.73 1.81 4.92 5.83 5.18 4.81 2.88 3.31 4.84 0.82
1-10 2.665 0.0044 5.71 6.49 4.71 591 5.83 5.11 3.23 3.00 4.62 0.34
1-11 2.821 0.0034 5.74 6.53 4.79 5.85 5.94 5.36 343 2.64 4.24 1.45
1-12 2.883 0.0031 5.77 6.77 4.49 5.57 5.61 5.54 3.50 3.11 4.80 0.77

Weighted values!®! 5.79 6.74 4.56 5.49 5.89 5.50 342 3.49 4.74 1.18
Corrected weighted values!¥ 6.03 6.97 4.82 5.73 6.13 5.75 3.71 3.78 5.00 1.50
Experimental values!®! 5.98 7.06 5.33 5.82 5.72 5.61 3.31 3.51 5.02 1.09
RMSD 0.29

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation Xi §' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and

P'is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).
[e] In ppm, Measured at S00 MHz from [6D]-DMSO solutions using TMS as the internal standard.
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Table S19
Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 1 considering
PCM solvation in DMSO.

Conformer AGH PO H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' H5' Heé' HT7'
1-1 0.000 0.4747 5.79 7.07 4.94 5.71 6.22 5.15 3.07 3.45 5.05 1.11
1-2 0.283 0.2801 5.80 7.06 5.11 5.88 5.51 4.87 3.80 3.72 4.63 1.16
1-3 1.091 0.0711 5.83 7.13 4.74 5.62 5.80 5.68 3.55 3.92 4.86 1.08
1-4 1.190 0.0640 5.81 7.05 5.04 5.83 5.75 5.49 3.69 3.65 5.17 1.16
1-5 1.423 0.0419 5.77 7.04 491 5.94 5.92 543 3.32 3.06 4.54 0.99
1-6 1.560 0.0340 5.89 7.24 4.82 5.80 5.58 5.67 3.34 3.49 4.78 0.63
1-7 1.989 0.0162 5.87 7.23 4.73 5.75 5.72 5.59 3.24 3.64 4.93 1.23
1-8 2.579 0.0057 591 7.24 4.81 5.73 5.52 5.90 3.53 3.76 4.34 0.55
19 2.617 0.0057 5.83 7.09 5.44 5.92 6.01 5.58 3.52 297 4.58 1.57
1-10 2.927 0.0033 5.80 7.08 4.93 5.88 5.98 5.53 3.59 2.83 425 0.61
1-11 2.932 0.0033 5.84 7.18 4.75 5.89 5.66 5.64 3.58 3.10 477 1.05

Weighted values!! 5.80 7.08 497 5.78 591 5.18 3.38 3.56 4.88 1.11
Corrected weighted values! 593 7.14 5.15 591 6.04 5.34 3.64 3.81 5.07 1.49
Experimental values!®! 5.98 7.06 533 5.82 5.72 5.61 3.31 3.51 5.02 1.09
RMSD 0.24

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were
Boltzmann averaged with equation i §' x P!, where &' is the '"H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is
the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).

[e] In ppm, Measured at 500 MHz from [6D]-DMSO solutions using TMS as the internal standard.
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Table S20

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 2.

Conformer AG™ P H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' H5' Hé' HT7'
2-1 0.000 0.6270 5.81 6.83 448 5.47 5.59 5.80 4.86 3.89 4.57 1.54
2-2 0.560 0.2430 5.72 6.53 4.75 5.89 5.72 5.49 4.77 3.15 4.31 0.60
2-3 1.200 0.0840 5.72 6.61 4.77 5.79 6.08 5.49 4.14 3.93 4.64 0.98
2-4 2.093 0.0170 5.71 6.52 4.74 5.90 5.63 5.47 4.83 3.33 4.46 0.60
2-5 2.492 0.0090 5.83 6.74 4.43 5.34 5.45 6.03 4.88 3.52 4.42 0.43
2-6 2.548 0.0080 5.72 6.49 5.38 5.98 5.60 547 4.48 3.32 4.44 0.45
2-7 2.793 0.0050 5.71 6.51 4.77 5.81 5.60 5.60 5.38 2.95 4.59 0.24
2-8 2.829 0.0050 5.75 6.51 5.28 5.73 5.69 5.71 4.92 3.51 4.56 1.01

Weighted values!®! 5.78 6.72 4.59 5.61 5.66 5.69 4.78 3.69 4.51 1.22
Corrected weighted values!¥ 6.02 6.95 485 5.86 5.91 5.94 5.04 3.97 4.78 1.55
Experimental values!®! 6.06 6.90 5.38 5.90 5.74 5.90 5.09 3.80 491 1.24
RMSD 0.21

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where ¢' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and

P! is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).
[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S21

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 2 considering

PCM solvation in CHCls.

Conformer AG™ P H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' HS' Hé' HT'
2-1 0.000 0.2508 5.87 7.10 4.67 5.69 5.56 5.79 4.84 391 4.64 1.42
2-2 0.068 0.2257 5.79 6.94 5.19 5.82 6.06 5.06 4.20 4.20 4.69 1.03
2-3 0.257 0.1645 5.79 6.88 5.31 5.97 5.68 5.43 4.67 3.34 4.52 0.66
2-4 0.579 0.0970 5.78 6.88 4.90 5.90 6.02 5.63 438 3.60 4.49 0.54
2-5 0.601 0.0873 5.78 6.90 4.88 597 5.78 5.54 4.81 3.28 4.52 0.70
2-6 0.902 0.0573 5.77 6.88 4.90 5.90 5.78 5.63 5.35 3.05 4.65 0.25
2-7 1.083 0.0417 5.78 6.87 5.31 5.31 5.84 5.73 4.89 3.61 4.54 1.03
2-8 1.529 0.0199 5.75 6.96 4.71 5.82 6.00 5.04 5.15 3.52 437 0.58
2-9 1.815 0.0118 5.78 6.95 5.25 5.90 5.89 5.16 4.74 3.71 4.96 0.38
2-10 1.850 0.0106 5.79 6.95 5.14 5.93 5.29 5.04 4.59 3.80 5.30 1.18
2-11 1.855 0.0106 5.80 6.93 4.90 5.84 593 5.64 4.66 3.79 5.25 1.27
2-12 1.935 0.0095 5.83 6.93 5.38 5.45 5.95 5.71 4.48 4.25 4.75 1.34
2-13 2.383 0.0046 5.83 6.94 5.23 5.45 5.98 5.74 4.47 4.10 4.72 1.15
2-14 2.408 0.0041 5.80 6.89 4.85 5.81 5.60 523 4.99 321 4.05 0.52
2-15 2.747 0.0024 5.87 7.05 4.65 5.54 5.33 6.07 4.96 3.61 4.42 0.53
2-16 2.789 0.0022 5.82 6.86 5.40 5.84 5.40 4.82 5.24 3.87 4.62 1.36

Weighted values!® 5.80 6.96 5.00 5.81 5.80 5.48 4.65 3.72 4.62 0.93
Corrected weighted values!“! 6.15 7.28 5.36 6.15 6.14 5.83 5.01 4.10 4.98 1.36
Experimental values!® 6.06 6.90 5.38 5.90 5.74 5.90 5.09 3.80 491 1.24
RMSD 0.22

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer

and P' is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).

[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDCl3 solutions using TMS as the internal standard.
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Table S22

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 3.

Conformer AGH PO H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' H5' Heé' HT7'
3-1 0.000 0.2250 5.72 2.37 4.71 5.77 5.59 5.37 4.13 5.17 4.74 0.97
32 0.247 0.1483 5.76 2.05 4.76 5.74 5.33 5.66 4.68 4.62 5.30 1.00
33 0.285 0.1391 5.76 1.57 5.34 5.57 5.96 5.13 4.81 5.09 4.88 1.11
3-4 0.323 0.1305 5.70 1.89 4.71 5.78 6.14 5.66 4.71 4.73 5.20 1.26
3-5 0.457 0.1041 5.73 2.44 4.75 5.80 5.72 543 4.81 4.82 4.73 0.45
3-6 0.714 0.0674 5.72 2.44 4.75 5.78 5.70 5.46 4.65 477 5.05 0.57
3-7 0.761 0.0623 5.78 1.47 4.52 5.21 5.09 6.19 4.96 4.94 4.66 0.44
3-8 1.168 0.0313 5.70 2.24 4.59 5.80 5.77 4.95 5.24 4.85 4.39 0.55
3-9 1.257 0.0270 5.76 1.56 4.93 5.23 5.61 6.36 5.24 4.86 4.80 1.00

3-10 1.451 0.0194 5.76 1.58 4.79 5.20 5.65 6.36 5.27 5.01 4.74 1.15
3-11 1.571 0.0159 5.77 1.37 5.28 5.44 5.37 5.59 4.53 5.34 4.93 0.95
3-12 1.941 0.0085 5.78 1.52 4.48 5.26 5.51 5.76 4.76 5.29 4.60 0.91
3-13 2.255 0.0050 5.39 1.43 5.51 5.53 5.72 5.04 4.61 4.69 5.35 0.63
3-14 2.283 0.0048 5.78 1.51 4.48 5.26 5.51 5.77 4.76 5.29 4.59 091
3-15 2.525 0.0032 5.78 1.33 5.48 5.60 5.66 5.62 4.81 4.80 4.42 1.10
3-16 2.619 0.0027 5.75 1.41 5.04 5.59 5.54 4.90 5.05 5.24 4.56 1.20
3-17 2.743 0.0022 5.78 1.60 4.56 5.25 5.72 6.38 5.32 4.36 5.01 1.09
3-18 2.884 0.0017 5.74 1.39 5.27 5.37 5.48 5.71 5.04 4.66 4.67 0.84
3-19 2.928 0.0016 5.76 1.54 4.39 5.74 6.28 5.96 5.03 5.17 5.20 1.17
Weighted values!®! 5.73 2.02 4.82 5.67 5.67 5.52 4.65 4.92 491 091

Corrected weighted values! 5.98 6.82 5.08 591 591 5.77 4.92 5.18 5.17 1.24

Experimental values!®! 6.06 6.90 5.31 5.87 5.64 5.69 525 5.17 5.10 1.22

RMSD 0.16

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation 2i ' x P!, where §' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and

Pl is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).
[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDCI; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S23

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 3 considering

PCM solvation in CHCls.

Conformer AG™ P! H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' HS' Heé' HT
3-1 0.000 0.5072 5.78 1.71 4.82 5.90 6.26 5.61 4.52 493 5.27 1.24
32 0.552 0.1998 5.78 2.39 5.15 5.85 5.72 5.07 4.85 493 5.10 0.65
33 1.072 0.0833 5.78 1.70 5.34 5.84 5.46 5.21 493 5.05 4.78 1.08
34 1.267 0.0597 5.78 2.34 5.10 5.84 5.52 5.01 4.34 5.44 4.77 1.02
3-5 1.404 0.0474 5.80 1.85 4.82 5.49 5.67 6.32 5.19 4.90 4.78 1.00
3-6 1.449 0.0439 5.78 1.83 4.77 5.84 6.00 5.12 5.38 4.85 4.36 0.68
3-7 1.743 0.0268 5.77 1.83 4.66 5.65 5.94 5.79 5.15 5.30 5.27 1.15
3-8 2.059 0.0157 5.79 1.85 4.72 5.49 5.72 6.36 5.20 498 4.74 1.13
39 2.593 0.0064 5.83 1.79 4.68 5.46 5.17 6.20 4.70 4.95 4.66 0.50
3-10 2.659 0.0057 5.77 1.54 5.34 5.53 5.43 5.64 4.60 5.36 4.84 0.93
3-11 2.845 0.0042 5.78 1.72 5.37 5.80 5.20 5.42 5.45 4.51 5.11 0.52

Weighted values!® 5.78 1.90 4.94 5.84 5.97 5.47 4.71 4.98 5.09 1.05
Corrected weighted values!! 5.91 6.98 5.12 5.97 6.09 5.62 4.90 5.16 5.26 1.44
Experimental values!®! 6.06 6.90 5.31 5.87 5.64 5.69 5.25 5.17 5.10 1.22
RMSD 0.22

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer

and P' is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).

[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S24

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 4.

Conformer AGH PV H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' H5' Heo' H7'
4-1 0.000 0.3189 5.69 6.49 4.94 5.87 5.84 5.07 3.49 4.86 5.09 1.00
4-2 0.409 0.1693 5.72 6.52 4.57 5.73 5.27 4.99 3.26 4.12 4.79 031
4-3 0.480 0.1524 5.77 6.55 4.73 5.71 5.62 4.81 3.02 4.71 5.10 0.90
4-4 1.089 0.0531 5.77 6.65 4.43 5.33 5.12 5.60 3.86 5.30 5.04 1.04
4-5 1.170 0.0477 5.72 6.44 5.12 5.79 5.86 5.19 3.88 4.30 5.05 1.76
4-6 1.197 0.0430 5.76 6.50 5.29 5.88 5.16 4.82 3.47 5.20 4.62 0.98
4-7 1.328 0.0348 5.79 6.51 5.31 5.76 6.13 4.94 3.38 4.70 5.02 1.14
4-8 1.515 0.0253 5.83 6.77 4.78 5.60 5.98 6.31 3.89 5.34 5.32 1.21
4-9 1.554 0.0228 5.68 6.56 4.68 5.85 5.48 4.92 3.15 4.64 4.67 1.08
4-10 1.566 0.0228 5.75 6.63 4.58 5.44 5.78 5.94 3.69 5.44 5.78 1.09
4-11 1.609 0.0205 5.77 6.77 4.47 5.42 5.38 5.68 3.52 5.20 4.54 0.69
4-12 1.693 0.0185 5.78 6.57 4.73 5.72 5.69 4.80 3.54 4.31 4.96 1.64
4-13 1.719 0.0185 5.77 6.78 4.46 5.42 5.38 5.67 3.52 5.21 4.54 0.69
4-14 1.758 0.0166 5.72 6.61 5.38 5.83 5.82 5.38 3.69 4.70 4.71 1.34
4-15 2.044 0.0109 5.72 6.67 4.43 5.57 6.19 5.76 4.04 5.08 5.24 1.04
4-16 2.251 0.0071 5.70 6.59 4.42 5.70 6.37 5.46 3.73 4.45 5.02 1.30
4-17 2419 0.0058 5.68 6.59 4.49 5.76 6.09 4.97 3.32 421 4.82 0.74
4-18 2.547 0.0042 5.74 6.52 4.70 5.80 5.37 5.36 3.33 4.60 5.05 1.20
4-19 2.790 0.0031 5.79 6.49 5.27 5.45 6.06 491 3.97 4.16 4.62 0.34
4-20 2.908 0.0025 5.72 6.61 4.42 5.68 5.45 5.48 3.78 4.40 5.17 1.06
4-21 2.963 0.0022 5.74 6.52 4.56 5.70 5.36 5.98 3.43 4.58 5.32 0.92

Weighted values!® 5.73 6.54 4.81 5.74 5.63 5.12 3.43 4.73 4.99 0.92
Corrected weighted values!® 5.97 6.77 5.07 5.98 5.88 5.38 3.72 4.99 5.25 1.25
Experimental values!®! 6.04 6.89 5.27 5.88 5.72 5.53 3.92 5.06 5.23 1.28
RMSD 0.13

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the '"H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and
P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).

[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDCl3 solutions using TMS as the internal standard.
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Table S25

Comparison between DFT and experimental 'H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 4 considering

PCM solvation in CHCl;.

Conformer AGH PO H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' H5' Heé' HT7'
4-1 0.000 0.2732 5.74 6.84 5.06 5.90 5.96 497 3.64 4.80 5.04 0.92
4-2 0.072 0.2458 5.77 6.88 4.71 5.78 543 4.94 3.36 422 4.87 0.98
4-3 0.553 0.1057 5.82 6.89 5.37 591 5.83 5.06 3.45 4.70 5.07 0.91
4-4 0.743 0.0770 5.80 6.92 4.88 5.76 5.89 497 3.71 426 4.99 0.71
4-5 0.875 0.0624 5.80 6.89 5.22 5.88 5.38 4.88 3.58 5.17 4.65 1.17
4-6 1.007 0.0505 5.81 6.98 4.63 5.54 5.08 5.60 3.83 5.31 5.06 1.09
4-7 1.123 0.0409 5.80 6.84 497 5.85 5.47 5.62 3.37 4.87 5.37 1.35
4-8 1.188 0.0368 5.71 6.88 442 5.92 5.68 5.18 3.37 4.53 4.83 0.88
4-9 1.396 0.0268 5.77 6.82 5.14 5.84 6.02 5.19 4.01 428 5.07 0.81

4-10 1.498 0.0217 5.78 6.98 4.60 5.72 5.97 5.75 3.98 5.09 5.27 1.48
4-11 1.566 0.0195 5.80 6.88 5.26 5.86 5.37 4.87 3.68 4.66 5.15 0.82
4-12 2.132 0.0076 5.78 6.93 4.62 5.79 5.61 5.56 3.73 4.49 5.15 1.40
4-13 2322 0.0055 5.77 6.91 4.64 5.80 6.31 5.52 3.73 4.48 5.09 1.44
4-14 2.333 0.0055 5.79 6.96 5.40 5.88 6.00 5.32 3.74 4.72 4.69 1.43
4-15 2.345 0.0055 5.82 6.98 4.63 5.55 5.08 5.60 3.83 5.31 5.07 1.09
4-16 2412 0.0050 5.83 6.92 5.38 5.84 5.57 5.35 4.18 4.09 5.13 0.82
4-17 2.437 0.0045 5.81 6.94 4.68 5.59 5.77 5.87 3.78 5.01 5.11 0.92
4-18 2.504 0.0040 5.84 7.06 4.63 5.68 5.46 5.67 3.62 5.18 4.60 0.59
4-19 2.875 0.0021 5.75 6.88 497 5.80 6.01 5.00 3.59 432 4.84 0.76
Weighted values!®! 5.77 6.88 4.94 5.83 5.68 5.08 3.57 4.63 4.99 0.97

Corrected weighted values' 591 6.96 5.12 5.96 5.82 5.25 3.82 4.83 5.16 1.37

Experimental values!®! 6.04 6.89 527 5.88 5.72 5.53 3.92 5.06 5.23 1.28

RMSD 0.15

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation 2i &' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer

and P'is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).
[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDClI; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S26
Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 5.

Conformer AGH PO H3 H4 H6 H1' H2' H3' H4' H5' Heé' HT'
5-1 0.000 0.2873 5.74 6.57 471 5.78 5.54 5.78 5.64 4.99 0.68
5-2 0.603 0.1112 5.68 6.56 457 5.74 5.83 5.02 5.21 4.57 1.66
5-3 0.644 0.1001 5.77 6.59 5.45 5.82 5.44 5.56 5.42 5.20 1.11
5-4 0.692 0.0900 5.67 6.56 4.56 5.73 5.82 5.02 5.21 4.57 1.66
5-5 0.710 0.0900 5.79 6.50 5.56 5.92 5.05 5.31 5.00 4.84 0.66
5-6 0.720 0.0900 5.72 6.59 4.69 5.81 6.14 5.34 4.61 5.25 0.66
5-7 0.925 0.0656 5.81 6.52 5.44 5.88 5.06 4.78 5.05 5.18 1.25
5-8 0.939 0.0590 5.81 6.49 5.59 5.93 5.18 5.25 5.27 5.06 1.43
5-9 1.239 0.0387 5.75 6.63 4.89 5.74 5.52 5.69 5.43 4.46 1.04
5-10 1.303 0.0348 5.77 6.51 4.79 5.57 6.14 5.28 5.53 5.04 0.86
5-11 1.798 0.0150 5.78 6.52 4.58 5.04 5.94 6.56 5.88 4.78 1.04
5-12 2.359 0.0058 5.77 6.56 5.32 5.54 5.96 5.86 5.55 5.13 0.70
5-13 2.489 0.0047 5.79 6.55 5.43 5.55 5.92 5.52 5.74 5.13 0.89
5-14 2.526 0.0042 5.74 6.70 4.38 5.50 5.29 5.82 5.00 4.65 1.23
5-15 2.666 0.0034 5.77 6.54 5.53 5.98 5.05 5.09 4.50 5.71 0.48

Weighted values!® 5.75 6.56 4.96 5.78 5.57 5.41 5.31 493 1.03
Corrected weighted values!® 5.99 6.78 5.22 6.03 5.82 5.66 5.56 5.19 1.36
Experimental values!®! 6.05 6.90 5.35 5.87 5.70 5.90 5.73 5.30 1.39
RMSD 0.14

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation 2i §' x P!, where &' is the '"H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P!
is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).

[e] In ppm, Measured at 500 MHz from CDCljs solutions using TMS as the internal standard.
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Table S27
Comparison between DFT and experimental 'H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 5 considering
PCM solvation in CHCls.

Conformer AG™ P H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' HS' Hé' HT7'
5-1 0.000 0.5160 5.79 6.93 4.90 5.84 5.74 5.76 5.66 5.09 1.00
5-2 0.952 0.0950 5.75 6.90 4.67 5.83 5.93 5.03 5.27 4.70 0.93
5-3 1.035 0.0860 5.78 6.93 4.86 5.85 6.22 542 4.76 5.29 1.07
5-4 1.094 0.0770 5.82 6.89 542 5.94 5.28 5.40 5.10 4.85 1.15
5-5 1.200 0.0700 5.76 6.86 4.63 5.76 5.92 5.59 5.48 4.80 0.87
5-6 1.202 0.0630 5.81 6.90 5.39 591 5.32 4.83 5.17 5.14 0.87
5-7 1.824 0.0240 5.83 6.90 5.37 5.92 5.31 5.16 4.63 5.80 1.26
5-8 1.878 0.0220 5.83 6.87 5.43 5.90 5.36 5.36 5.35 5.09 0.60
5-9 1.891 0.0200 5.81 6.99 5.01 5.83 5.72 5.72 5.44 4.46 1.02
5-10 2.078 0.0140 5.78 6.86 5.56 5.76 5.65 5.78 5.49 5.15 1.11
5-11 2.149 0.0130 5.81 6.94 5.36 5.84 5.61 5.49 5.53 5.22 0.64

Weighted values!®! 5.79 6.92 4.97 5.85 5.73 5.54 542 5.04 0.99
Corrected weighted values!¥ 5.92 6.99 5.15 5.98 5.86 5.68 5.58 5.22 1.38
Experimental values!®! 6.05 6.90 5.35 5.87 5.70 5.90 5.73 5.30 1.39
RMSD 0.14

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation Xi ¢' x P!, where &' is the "H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer
and P' is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).

[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S28
Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 6.

Conformer AGH PV H3 H4 Hé H1' H2' H3' H4' H5' Heé' HT'
6-1 0.000 0.6238 5.76 6.56 4.95 5.89 5.59 5.49 5.13 5.04 1.27
6-2 0.706 0.1895 5.75 6.57 4.64 5.76 5.86 5.22 5.22 4.53 0.64
6-3 1.755 0.0322 5.78 6.62 4.88 6.03 5.17 5.25 4.68 5.02 0.74
6-4 1.792 0.0303 5.74 6.66 4.52 5.42 5.34 6.30 5.68 4.79 1.27
6-5 1.946 0.0234 5.71 6.55 5.14 5.89 5.27 5.32 5.67 4.38 1.16
6-6 2.002 0.0213 5.84 6.60 4.43 5.92 5.52 5.85 5.83 5.02 1.41
6-7 2.073 0.0188 5.76 6.63 4.74 5.79 5.36 5.23 5.07 4.80 0.47
6-8 2.422 0.0105 5.77 6.51 4.97 5.23 5.33 6.35 5.60 5.06 1.09
6-9 2.491 0.0093 5.74 6.71 4.48 5.47 5.72 6.23 5.46 5.24 0.49
6-10 2.514 0.0090 5.74 6.49 4.82 5.90 6.31 5.81 5.01 4.72 0.87
6-11 2.583 0.0080 5.80 6.53 4.99 5.26 5.30 6.30 5.27 5.37 0.98
6-12 2.740 0.0061 5.78 6.54 5.10 5.94 5.69 5.35 4.86 5.08 0.75
6-13 2777 0.0057 5.74 6.66 4.78 5.97 5.30 5.00 5.81 4.36 0.48
6-14 2.984 0.0041 5.76 6.53 4.96 5.90 6.26 5.21 5.67 4.63 1.01
6-15 2.986 0.0040 5.69 6.52 4.52 5.87 5.44 5.61 4.03 5.15 0.69
6-16 2.993 0.0040 5.76 6.53 4.96 5.89 6.26 5.20 5.66 4.64 0.90

Weighted values!® 5.76 6.57 4.86 5.84 5.61 5.47 5.18 491 1.09
Corrected weighted values' 6.00 6.80 5.12 6.08 5.86 5.72 5.44 5.17 1.42
Experimental values!®! 6.07 6.92 5.32 5.96 5.67 591 5.61 5.26 1.25
RMSD 0.15

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation 2i §' x P!, where J' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P!
is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).

[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S29

Comparison between DFT and experimental 'H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 6 considering
PCM solvation in CHCls.

Conformer AG™ P H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' HS' Hé' HT7'
6-1 0.000 0.9123 5.81 6.93 4.97 5.94 5.56 5.49 5.16 5.25 1.15
6-2 1.734 0.0488 5.82 6.96 5.06 6.13 5.31 5.35 4.77 5.58 0.83
6-3 2.278 0.0195 5.78 6.95 4.79 5.86 5.80 5.57 5.25 4.52 0.49
6-4 2.605 0.0112 5.78 6.95 4.89 6.10 5.35 5.17 5.24 4.63 1.14
6-5 2.796 0.0081 5.80 6.97 4.69 5.67 5.29 6.34 5.64 4.85 1.26
Weighted values!®! 5.81 6.93 4.97 5.94 5.55 5.49 5.14 5.24 1.12
Corrected weighted values!¥ 5.94 7.00 5.15 6.07 5.70 5.64 531 5.40 1.51
Experimental values!®! 6.07 6.92 5.32 5.96 5.67 591 5.61 5.26 1.25
RMSD 0.19

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer

and P' is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).

[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S30

Comparison between DFT and experimental '"H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 7.

Conformer AG™ P H3 H4 Hé6 H1' H2' H3' H4' H5' Hé' HT7'
7-1 0.000 0.5020 5.74 6.74 4.52 5.45 543 5.24 3.18 4.87 5.02 1.13
7-2 0.296 0.3050 5.75 6.75 4.53 5.44 5.46 5.16 3.58 4.89 4.59 1.02
7-3 1.036 0.0870 5.75 6.74 4.51 5.40 5.38 5.12 3.55 4.80 5.04 0.70
7-4 1.457 0.0430 5.79 6.53 5.29 6.06 5.07 4.83 3.32 495 5.03 1.13
7-5 1.933 0.0190 5.67 6.56 4.57 5.64 591 5.15 3.88 4.66 4.61 0.61
7-6 1.952 0.0190 5.78 6.53 5.26 6.00 5.14 4.71 3.55 4.80 4.92 0.70
7-7 2.257 0.0110 5.79 6.51 542 5.58 5.59 4.90 3.64 4.69 4.87 1.06
7-8 2.899 0.0040 5.78 6.52 5.22 6.07 5.16 4.94 3.71 4.85 4.67 1.03
7-9 2.900 0.0040 5.70 6.54 5.09 5.64 5.95 5.32 3.56 4.69 5.04 1.11
7-10 2913 0.0040 5.69 6.63 4.54 5.91 6.06 4.68 3.90 451 437 0.73
7-11 2.962 0.0030 5.72 6.67 5.19 5.83 5.85 5.48 3.73 4.74 4.98 0.60

Weighted values!®! 5.75 6.72 4.59 5.49 543 5.17 3.38 4.87 4.88 1.03
Corrected weighted values!! 6.34 6.95 4.85 5.74 5.68 5.42 3.66 5.13 5.14 1.36
Experimental values!®! 6.05 6.09 5.30 5.89 5.58 5.43 3.86 5.11 5.25 1.29
RMSD 0.33

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were
Boltzmann averaged with equation Xi ' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and

P'is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.982 dexp + 0.347).
[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S31

Comparison between DFT and experimental 'H NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 7 considering

PCM solvation in CHCl;.

Conformer AG™ P! H3 H4 Ho6 H1' H2' H3' H4' HS' He' H7'
7-1 0.000 0.4531 5.81 6.89 5.17 6.03 5.30 4.86 3.44 5.01 5.02 1.01
7-2 0.355 0.2674 5.82 6.91 5.25 6.04 5.31 4.86 3.82 4.70 4.82 0.94
7-3 0.826 0.1150 5.82 7.02 4.68 5.71 5.50 5.29 3.32 4.89 5.02 1.03
7-4 1.276 0.0549 5.81 6.89 522 5.98 5.25 4.58 3.60 4.85 5.04 0.78
7-5 1.475 0.0400 5.75 6.88 5.22 5.70 6.05 5.20 3.72 4.76 5.01 0.98
7-6 1.791 0.0236 5.82 7.03 4.67 5.73 5.55 5.28 3.68 4.61 4.70 0.95
7-7 2.243 0.0102 5.82 7.01 4.66 5.63 5.44 5.16 348 4.77 5.08 0.77
7-8 2.255 0.0102 5.80 6.88 5.10 5.78 6.03 481 4.11 4.73 4.72 0.97
7-9 2.351 0.0091 5.81 6.88 5.46 5.85 5.28 4.96 3.06 483 4.83 0.95
7-10 2.646 0.0054 5.81 6.90 5.47 5.79 5.57 4.97 4.00 4.55 451 0.96
7-11 2.796 0.0044 5.74 6.90 4.72 5.73 6.05 5.15 3.93 4.59 4.61 0.68
7-12 2.824 0.0039 5.79 6.87 5.35 5.86 5.29 5.06 3.25 4.30 4.87 0.82
7-13 2.989 0.0029 5.80 7.00 5.36 5.86 6.01 5.33 3.77 4.81 493 0.67
Weighted values!®! 5.81 6.92 5.13 5.96 5.37 493 3.57 4.87 495 0.97

Corrected weighted values!¥ 5.94 6.99 5.30 6.09 5.53 5.11 3.82 5.05 5.13 1.37

Experimental values!®! 6.05 6.09 5.30 5.89 5.58 5.43 3.86 5.11 5.25 1.29

RMSD 0.31

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values
were Boltzmann averaged with equation 2i &' x P!, where &' is the 'H NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer

and P' is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.946 dexp +0.447).
[e] In ppm, Measured at S00 MHz from CDCls solutions using TMS as the internal standard.
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Table S32
Comparison between DFT and experimental '3*C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 1.

Conformer AG™ P C2 C3 C4 C5 C6 C1' c2' Cc3' c4 Cs'  Ce' Cc7' ---COCH3----  -—-COCH;----
1-1 0.000 0.3976 171.0 1254 157.0 331 829 1344 1405 81.6 872 724 844 19.3 244 24.1 179.7  176.2
1-2 0.262 0.2556 1709 1251 1569 33.1 829 1348 140.1 81.6 841 777 832 17.2 24.4 24.6 179.8 1823
1-3 0.538 0.1604 1685 1245 1559 329 829 1339 1446 756 758 848 777 205 24.2 24.6 180.5 1778
1-4 0.794 0.1040 1673 1289 1499 345 785 1367 138.0 874 829 76.6 799 14.0 24.7 23.9 182.8  176.7
1-5 1.246 0.0486 167.6  129.0 1503 350 80.1 1444 1342 737 788 779 183 17.3 24.1 23.9 178.0  178.0
1-6 2.322 0.0079 167.1 1283 151.0 344 797 1400 1419 819 760 835 873 22.1 243 23.9 1773 183.5
1-7 2.496 0.0059 167.8 1273 1528 332 821 1348 1390 849 783 788 80.9 13.5 239 24.1 178.7  176.0
1-8 2.635 0.0047 1672 1296 149.1 355 795 1473 1299 753 799 779 805 17.0 239 24.0 177.1 178.9
1-9 2.649 0.0045 167.7 1287 151.0 347 80.0 1439 1337 823 80.5 83.6 82.0 16.5 23.8 24.5 1746  183.7
1-10 2.665 0.0044 1674 1285 150.6 337 798 1441 1312 778 80.0 &l1.6 80.7 14.6 24.2 24.2 180.1 182.6
1-11 2.821 0.0034 1673 1285 1503 349 794 1420 1325 786 858 813 853 20.0 243 23.7 183.0 1755
1-12 2.883 0.0031 167.5 1256 1549 33.0 826 1348 1436 827 748 839 856 18.5 24.1 24.1 178.6 1772

Weighted values!® 1699 1258 1555 333 822 1354 1403 80.8 835 76.7 822 18.3 244 243 180.1 178.3
Corrected weighted values!! 1615 1189 1476 294 76.7 1281 1329 754 779 714 7677 14.83 20.6 20.5 1713 169.5
Experimental values!®! 163.2  120.1 147 293 741 1329 1267 699 71.7 716 71 12.9 21.2 20.9 1719 1716
RMSD 3.38

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with
equation 2i &' x P!,

where &' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.967 dexp — 2.944).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from [6D]-DMSO solutions using TMS as the internal standard.

71



Table S33
Comparison between DFT and experimental '3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 1 considering PCM solvation in DMSO.

Conformer AGH P Cc2 C3 C4 Cs Co6 Ccr' c2' C3' Cc4' Cs' Co' C7' ----COCHj3---- ----COCHj;----
1-1 0.000 0.4747 1729 1249 1585 336 803 1362 1389 88.0 824 774 795 13.4 23.8 24.2 186.3 181.4
1-2 0.283 0.2801 1732 1251 1588 339 812 1412 1374 760 781 776 778 16.7 243 24.1 181.6 181.8
1-3 1.091 0.0711 1733 1246 159.7 332 837 1353 1382 84.0 796 781 80.8 13.2 239 243 182.8 181.3
1-4 1.190 0.0640 172.8  125.1 1584 339 802 1408 1349 760 805 775 80.0 16.9 24.2 242 181.7 182.3
1-5 1.423 0.0419 1732 1250 158.7 334 81.1 1415 1340 783 802 81.8 813 14.1 243 243 181.8 186.3
1-6 1.560 0.0340 1742 1233 1619 334 841 1403 1332 80.6 87.8 73.6 818 19.2 243 24.4 182.4 181.8
1-7 1.989 0.0162 1745 1232 1621 335 839 1390 1350 813 846 778 827 16.9 244 24.4 1823 186.0
1-8 2.579 0.0057 1725 1234 1614 335 848 1370 1395 761 760 856 78.0 20.1 244 24.5 182.5 181.4
1-9 2.617 0.0057 1725 1248 1593 338 813 1422 1396 805 780 81.7 89.0 225 242 24.0 180.9 186.6
1-10 2.927 0.0033 1729  125.1 1586 341 806 1392 1363 79.6 856 81.1 852 19.9 243 24.0 185.3 180.1
1-11 2.932 0.0033 1722 12377 1609 333 839 138.1 140.6 809 743 84.6 828 18.4 24.3 242 182.2 182.4

Weighted values! 173.1 1249 1589 337 8l.1 1383 137.7 826 809 777 794 15.0 24.04  24.18 184.02 181.87

Corrected weighted
1629 1169 1493 299 751 1297 1292 766 750 719 73.6 12.06 20.6 20.8 173.2 171.2
values!¥
Experimental values!®! 1632  120.1 147 293 741 1329 1267 699 717 716 71 12.90 21.2 20.9 171.9 171.6

RMSD 2.49

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged
with equation 2i ' x P,

where &' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.954 dexp —2.312).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from [6D]-DMSO solutions using TMS as the internal standard.
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Table S34
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 2.

Conformer AGH pi! Cc2 C3 C4 Cs5 Co6 Ccr' c2' C3' c4 C5 Cé CT ----COCHj;---- ----COCHj3----
2-1 0.000 0.6270 170.8 1256 1565 33.1 826 136.6 1378 795 823 732 783 148 241 238 243 1794 1771 1783
2-2 0.560 0.2430 167.6 1283 151.0 333 794 1444 1307 749 776 783 750 132 238 23.6 239 1789 1789 1782
2-3 1.200 0.0840 1674 127.8 1514 342 798 1426 1327 743 825 765 788 129 240 240 238 178.0 1804 176.7
24 2.093 0.0170 167.3 1285 150.8 33.1 794 1445 1304 749 77.0 77.1 750 126 238 23.6 239 1791 1786 178.1
2-5 2.492 0.0090 1694 126.1 154.6 328 82.0 1363 140.7 751 784 827 772 204 242 245 244 1805 178.1 178
2-6 2.548 0.0080 167.5 129.0 1504 33.6 80.1 1482 129.1 742 80.1 77.1 748 127 237 237 240 1773 1788 1782
2-7 2.793 0.0050 1674 1286 150.8 328 793 1435 1314 758 765 773 809 17.8 240 242 23,6 1790 1783 178.1
2-8 2.829 0.0050 1684 1282 151.0 344 805 1418 1332 783 76.6 79.0 787 132 241 237 23.6 1773 180.0 176.6

Weighted values!® 169.6  126.6 126.6 1545 332 814 1393 1354 778 810 750 775 142 240 238 242 1779 1779
Corrected weighted values¥ 161.2 119.6 119.6 146.6 293 759 1319 1281 724 755 69.7 721 109 204 202 205 1692 169.5
Experimental values'®  163.6 1213 1213 1449 295 742 1328 1258 685 723 712 720 142 209 209 212 1709 169.7
RMSD 1.88

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with
equation 2i &' x P!,

where ¢ is the '*C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (6cal = 0.967 dexp — 2.944).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S35
Comparison between DFT and experimental '3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 2 considering PCM
solvation in CDCls.

Conformer AG™ P C2 C3 C4 C5 Co6 C1' c2' Cc3' Cc4' Cs' Co' CT' ----COCH;---- --—--COCHj;----

2-1 0.000 02508 173.2  123.8 160.3 333 833 1387 135.1 79.4 825 729 785 146 241 239 243 181.2 180.0 181.0
2-2 0.068 02257 171.6  126.1 156.3 34.0 81.1 142.6 133.6 77.6 81.6 768 79.0 13.1 238 238 242 180.3 181.5 180.0
2-3 0.257 0.1645 1715 1263 156.0 333 81.4 145.6 130.8 749 794 770 758 126 238 237 241 179.9 180.8 180.8
2-4 0.579 0.0970 171.1 126.1 155.6 342 799 1428 132.4 75.1 80.6 846 78.6 18.7 240 237 240 179.2 180.9 180.5
2-5 0.601 0.0873  171.5 126.0 156.2 332 80.6 1432 132.1 75.5 717.1 780 758 124 240 237 241 181.0 180.8 180.8
2-6 0.902 0.0573 1715 126.0 156.4 32.8 80.6 1422 133.2 76.5 764 772 812 177 241 242 238 180.9 180.9 181.0
2-7 1.083 0.0417 171.8 126.2 156.1 34.1 82.7 1412 132.2 78.7 76.6  79.0 787 132 242 238 240 179.9 181.2 179.9
2-8 1.529 0.0199 1715 1255 156.6 335 80.7 1421 134.1 71.7 782 808 76.1 206 24.0 237 244 181.3 179.6 181.6
2-9 1.815 0.0118 171.5 126.0 156.4 33.7 81.1 1438 132.5 80.2 80.8 798 795 18.6 237 241 241 179.6 182.4 180.6
2-10 1.850 0.0106 1713  126.2 156.1 343 81.0 145.6 130.3 75.8 83.0 772 804 16.7 239 238 241 180.4 182.0 179.8
2-11 1.855 0.0106  171.5 126.2 155.8 342 79.8  141.1 134.0 72.8 813 765 803 164 241 238 241 179.6 181.0 181.6
2-12 1.935 0.0095  170.7 1259 157.5 345 80.5 1328 143.7 78.7 814 727 775 134 241 240 245 179.8 181.1 181.4
2-13 2.383 0.0046  170.7 125.6 157.6 34.7 80.2  132.1 143.8 78.9 80.7 755 713 129 240 239 244 179.9 181.1 181.2
2-14 2.408 0.0041  171.1  126.2 155.7 34.1 80.0 142.1 135.4 73.3 756 845 758 205 246 243 241 186.1 179.2 180.5
2-15 2.747 0.0024 1724 1249 158.4 33.1 829 138.6 137.7 75.3 780 83.0 774 199 243 245 244 181.9 180.3 180.3
2-16 2.789 0.0022 1713  126.7 154.4 34.6 80.8  145.1 134.7 726 774 766 784 16.6 241 240 240 180.4 179.3 180.9

Weighted values!! 1719 1255 157.2 33.6 81.5 142.0 1333 77.0 804 77.0  78.1 145 240 238 241 180.4 180.8 180.7

Corrected weighted values!!! 161.8  117.5 147.7 29.8 75.6 1332 125.0 71.2 744 712 723 11.6 207 205 208 169.9 170.2 170.1
Experimental values!®! 163.6 1213 144.9 29.5 742 1328 125.8 68.5 723 712 720 142 209 209 212 169.7 170.9 169.7
RMSD 1.63

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged with equation
210" x P,

where §' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.954 dexp —2.312).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCIs solutions using TMS as the internal standard.
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Table S36
Comparison between DFT and experimental '>*C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 3.

Conformer AG! P Cc2 C3 C4 Cs Co6 Ccr' c2' c3' 4 Cs' Ce' CT COCH; COCH; COCH; COCH;

3-1 0.000 02250 167.2 1279 1515 336 794 1436 1323 741 821 754 740 146 236 240 242 240 1780 1815 177.1 1784
32 0.247 0.1483 167.1 127.8 151.1 342 785 1422 1328 740 796 812 769 170 240 238 238 241 1775 1792 1798 177.6
33 0285 0.1391 1692 1283 151.5 350 78.1 1385 1375 79.7 758 756 743 144 244 245 237 238 1779 181.1 1791 177.6
3-4 0323 0.1305 1674 127.8 151.1 345 786 1412 1331 743 787 796 766 17.5 240 23.6 237 240 1775 179.0 1797 1794
3-5 0.457 0.1041 1674 1275 1514 335 793 1437 1323 751 8l1.6 778 780 194 236 245 239 236 1783 181.0 176.6 177.2
3-6 0.714 0.0674 1673 127.8 151.7 336 794 1434 1326 751 814 782 741 197 236 244 241 240 1784 181.0 177.1 1777
3-7 0.761 0.0623 1689 127.0 154.1 339 829 1389 1364 751 76.8 783 757 195 242 240 243 246 1796 1779 180.1 178.4
3-8 1.168 0.0313 167.5 1275 151.7 333 794 1448 1319 712 748 782 728 19.8 239 235 238 244 180.1 177.5 1775 180.8
3-9 1.257 0.0270 1684 1279 1512 349 814 1394 1323 750 76.1 741 754 148 241 239 248 240 1770 177.6 180.5 1774
3-10 1451 0.0194 1682 127.8 1512 348 819 1389 131.7 751 76,6 749 749 145 239 239 248 242 1768 177.6 1813 1785
3-11 1.571 0.0159 167.6 1293 149.8 345 80.0 1362 1339 780 783 734 745 146 240 23.6 253 238 1775 1788 1797 1773
3-12 1.941 0.0085 167.8 1269 153.1 333 829 136.1 1389 8.0 794 773 755 151 238 244 245 242 179.7 180.1 177.0 178.6
3-13 2.255 0.0050 169.2 1304 1476 343 782 1432 1394 739 828 81.1 72.0 19.6 239 240 234 233 1759 1776 177.6 1820
3-14 2283 0.0048 167.8 1269 1532 333 829 1361 1388 83.0 794 773 755 152 239 244 245 242 1797 180.1 177.0 178.6
3-15 2525 0.0032 169.1 1288 150.8 348 783 1375 1355 786 812 829 746 188 237 236 239 241 1780 1788 179.1 1803
3-16 2.619 0.0027 1669 1292 1488 33.7 80.5 1437 1364 737 796 76.1 750 175 242 238 236 24.0 1777 1764 1785 179.5
3-17 2.743  0.0022 1675 128.1 150.8 35.0 829 1383 133.1 744 769 79.1 76.1 21.0 241 244 244 237 1767 177.1 1813 1772
3-18 2.884 0.0017 1674 1284 1504 345 787 1328 1364 789 80.1 77.6 804 203 239 242 241 239 1775 1781 1792 1774
3-19 2928 0.0016 1674 1276 1519 32,6 80.0 1399 1400 76.7 837 768 77.0 177 241 239 239 245 1785 1772 1779 180.7

Weighted values!® 167.7 127.8 1515 341 794 1416 1336 753 794 776 754 167 239 240 240 240 1780 1800 1785 1782
Corrected weighted values™ 1594 120.8 1437 30.1 739 1342 1264 700 739 722 701 133 203 204 204 204 1694 1713 169.8 169.5
Experimental values!® 163.1 1215 1443 297 737 133.0 1263 677 71.6 71.1 66.6 150 209 21.1 21.0 209 1695 1700 169.5 169.5
RMSD 1.52

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with equation 2i
J' x Pl where

o' is the 1*C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.967 dexp — 2.944).
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[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.

Table S37
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 3 considering PCM
solvation in CDCls.

Conformer A4G™ PP C2 C3 C4 C5 Co6 Cr1' c2' C3y¥ C4 C5' Co CT COCH; COCH; COCH; COCH;
3-1 0.000 05072 171.2 1259 156.0 343 79.7 1412 1341 73.0 798 777 773 172 242 237 236 241 1798 181.0 181.0 182.1
3-2 0.552  0.1998 171.5 126.0 1563 335 80.8 1438 1327 782 80.0 792 755 200 237 242 239 240 1805 1820 1793 1799
33 1.072  0.0833 1715 1262 1557 340 821 1415 1304 787 757 755 750 145 241 238 238 240 180.1 1813 180.8 180.4
3-4 1.267 0.0597 1714 126.1 156.1 335 80.7 1434 1325 772 809 752 756 143 237 238 241 242 1804 182.1 179.6 181.1
3-5 1.404 0.0474 171.0 1258 1564 342 832 1418 129.1 756 757 769 765 144 241 238 246 241 1799 180.1 1815 1803
3-6 1.449 0.0439 1713 1260 1558 34.0 802 1415 1350 714 756 790 743 192 239 236 238 244 181.1 179.8 180.1 1815
3-7 1.743  0.0268 1709 1257 1569 339 835 1404 1326 796 781 76.1 778 172 242 239 238 242 1809 1789 180.1 1824
3-8 2.059 0.0157 171.0 1256 156.6 344 83.7 1415 1290 754 762 753 759 145 241 238 244 242 1797 1803 182.0 181.1
3-9 2.593  0.0064 1719 1254 1579 34.0 839 1405 1344 748 776 794 761 192 243 241 243 243 181.0 180.2 181.7 180.4
3-10 2,659 0.0057 1714 1266 1554 342 814 1356 1335 774 783 744 759 140 241 238 251 240 180.0 180.7 180.7 180.4
3-11 2.845 0.0042 171.8 1264 1559 341 822 1414 1303 795 745 80.1 73.7 190 242 243 239 240 1803 181.5 180.3 180.7

Weighted values!® 1713 1260 156.1 341 806 1418 133.1 751 790 776 764 173 240 238 238 241 180.1 181.1 1805 181.3
Corrected weighted values”  161.2  117.9 1467 303 747 133.1 1247 694 732 71.8 70.7 143 207 205 20.5 207 169.6 170.6 1700 1708
Experimental values!®! 163.1 1215 1443 297 737 133.0 1263 677 716 71.1 66.6 150 209 21.1 21.0 209 1695 170.0 1695 169.5
RMSD 1.61

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged with
equation 2i &' x P!, where
J' is the '*C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer.
[d] The correction factors were as follows; (6cal = 0.954 dexp — 2.312).
[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S38
Comparison between DFT and experimental '3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 4.

Conformer AGH pil Cc2 C3 C4 Cs Co6 Ccr' c2' C3¥ C4 C5' Cé CT ----COCHj;---- ----COCHj;----

4-1 0.000 0.3189 167.5 1286 1509 329 795 1467 1293 746 803 76.8 749 151 238 241 239 1763 1793 1778
4-2 0.409 0.1693 167.5 1284 151.0 340 76.6 1414 1355 744 765 922 760 195 244 238 240 1772 1847 1775
4-3 0.480 0.1524 167.1 1288 1499 347 789 1392 1359 862 821 768 753 145 235 243 239 1835 1782 178.0
4-4 1.089 0.0531 167.7 1272 1528 328 815 1364 1376 869 77.1 762 771 147 238 245 242 1795 1789 179.0
4-5 1.170 0.0477 167.4 1290 149.7 342 792 1461 1301 753 786 80.0 754 199 238 242 241 1764 1788 1784
4-6 1.197 0.0430 167.6 1292 1499 352 80.0 1457 1336 735 80.6 788 747 179 241 236 242 1783 1769 1795
4-7 1.328 0.0348 166.7 1288 150.1 342 79.6 143.1 1377 785 788 785 765 145 241 238 239 1775 1799 1779
4-8 1.515 0.0253 1772 1283 1573 345 89.8 1454 1329 879 822 800 81.6 156 247 252 249 1869 189.6 1884
4-9 1.554 0.0228 1673 1272 151.6 341 781 146.1 1291 769 837 751 775 144 241 240 241 1779 1814 1804
4-10 1.566 0.0228 168.6 1272 153.1 335 833 1420 1301 80.8 795 749 753 149 242 246 243 1775 1802 1784
4-11 1.609 0.0205 169.0 1260 1556 33.6 83.1 1357 1413 76.7 749 827 770 200 240 239 245 180.1 1789 178.0
4-12 1.693 0.0185 167.0 1288 1498 346 789 1389 1362 885 80.7 79.1 759 199 235 243 241 1841 1783 177.6
4-13 1.719 0.0185 169.0 1259 1556 335 83.1 1357 1414 767 749 827 770 199 240 239 245 180.1 1789 178.0
4-14 1.758 0.0166 167.7 1283 1514 332 80.0 1470 1298 751 828 794 775 179 239 238 242 1759 1786 180.0
4-15 2.044 0.0109 1679 127.0 1534 33.1 81.6 1379 1389 803 795 794 775 176 242 238 244 1790 1773 180.6
4-16 2.251 0.0071 1674 128.0 151.8 340 789 1392 1346 79.7 81.0 832 773 181 241 240 242 1828 1806 1794
4-17 2.419 0.0058 167.6 1277 152.0 33.1 793 143.6 1315 722 837 779 757 204 243 242 245 1788 180.6 182.0
4-18 2.547 0.0042 167.5 1288 150.8 340 79.7 141.7 1350 747 843 764 774 183 240 236 239 1791 1775 176.6
4-19 2.790 0.0031 168.8 1289 1504 349 785 136.6 1454 772 795 935 744 201 243 238 237 1764 1835 1795
4-20 2.908 0.0025 167.1 1282 151.6 335 789 1403 1336 788 8l.4 841 768 17.8 240 249 241 1826 1805 1774
4-21 2.963 0.0022 167.1 1287 1505 343 788 140.6 1354 7277 80.0 840 765 175 238 237 240 1757 1795 1772

Weighted values!® 167.7 1284 1512 337 795 1429 1333 781 796 80.1 758 165 239 241 240 1786 1802 1784

Corrected weighted values™ 159.4  121.3 1434 29.8 74.1 1354 1261 727 742 747 705 13.1 203 205 204 1699 171.5 169.74
Experimental values!®! 163.6 121.5 1446 295 741 1329 1269 702 720 729 690 146 21.0 209 21.1 1699 1702 170.20
RMSD 1.63

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with
equation i &' x P,

where §' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.967 dexp — 2.944).
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[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
Table S39
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 4 considering PCM
solvation in CDCls.

Conformer  AG! P C2 C3 C4 C5 C6 C1' c2r C3¥ C4 C5 C¢ CT --—--COCHj;---- --—--COCHj;----
4-1 0.000 0.2732 1715 1262 1562 328 80.8 1449 131.1 754 80.0 764 763 145 239 241 241 1793 1812 180.7
4-2 0.072 0.2458 1717 1260 1564 338 80.6 1403 137.1 748 764 92.1 766 194 243 236 241 1793 1858 180.1
4-3 0.553 0.1057 1709 1262 1558 336 81.0 1440 1357 782 782 778 765 141 241 238 240 1802 1814 180.7
4-4 0.743 0.0770 171.1 1263 155.6 340 79.7 1378 1372 88.6 800 799 768 20.1 237 241 241 1854 1799 180.1
4-5 0.875 0.0624 1715 1265 155.6 343 81.1 1433 1357 744 796 781 755 17.6 243 237 241 1805 1796 1812
4-6 1.007 0.0505 171.1 1262 1556 338 79.5 138.0 1369 864 815 769 767 141 237 242 242 1853 180.1 180.8
4-7 1.123 0.0409 171.0 1265 1551 342 795 1417 1336 746 807 81.1 771 17.7 241 237 241 1799 1803 1802
4-8 1.188 0.0368 1712 1256 1569 328 794 1446 1304 73.8 815 76.6 772 142 242 240 241 179.8 182.0 181.6
4-9 1.396 0.0268 1713 1266 1553 339 80.5 1442 1325 753 782 80.6 758 201 239 242 241 1793 180.6 180.6
4-10 1.498 0.0217 171.6 1253 1577 334 828 1392 1367 80.1 80.0 789 781 174 242 238 243 1814 1799 1823
4-11 1.566 0.0195 1715 126.6 1554 345 810 1433 1356 76.0 841 79.0 769 184 238 238 240 1802 180.0 1794
4-12 2.132 0.0076 1712 1259 156.8 338 79.7 1394 1350 785 820 833 775 177 240 240 242 1844 1823 1804
4-13 2.322 0.0055 1713  126.1 1564 342 79.7 1387 1357 79.1 813 824 773 178 241 239 242 1845 1824 181.7
4-14 2.333 0.0055 1717 126.1 1567 329 812 1447 1322 753 827 794 773 18.0 240 238 241 1788 1812 1819
4-15 2.345 0.0055 1715 1254 1573 330 827 1373 1365 830 779 760 779 143 238 243 243 1819 1812 1813
4-16 2.412 0.0050 170.7 1260 1562 338 80.8 1436 1373 79.0 75.1 831 750 19.6 242 241 242 1802 1806 180.7
4-17 2.437 0.0045 171.5 1255 1573 338 842 1428 1290 798 792 757 766 145 241 246 244 180.0 181.8 180.9
4-18 2.504 0.0040 1713 1247 1592 337 839 1379 1393 765 750 836 769 195 241 241 244 1815 1812 1804
4-19 2.875 0.0021 171.5 1262 1563 326 80.3 1433 1324 734 818 778 773 195 242 240 245 1803 1812 184.
Weighted values!®! 1714 1262 156.1 335 80.6 1422 1346 772 79.1 814 765 168 240 239 241 1804 1820 180.6
Corrected weighted values!” 161.3  118.1 146.7 29.8 747 1334 1262 714 732 754 708 13.8 207 20.6 208 1699 1714 170.1
Experimental values!®! 163.6 1215 1446 295 741 1329 1269 702 720 729 690 146 21.0 209 21.1 1699 1702 170.2
RMSD 1.44

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged
with equation 2i §' x P,

where §' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.954 dexp — 2.312).
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[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard

Table S40
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 5.

Conformer 4G6™ PP C2 C3 C4 C5 C6 Ccr' Cc2' c3' Cc4 Cs' ce' CT7T ---COCH3---- ----COCH3----
5-1 0.000 0.2873 167.4 1235 1513 326 793 1436 1298 745 829 2169 799 179 237 23.6 23.6 1782 1782 1778
5-2 0.603 0.1112 167.5 1273 1519 335 793 1444 1295 727 829 218.1 842 229 240 232 247 1797 1795 1844
5-3 0.644 0.1001 1672 1289 1503 338 79.7 1473 1285 746 859 2172 729 171 23.6 231 237 1770 1787 1782
5-4 0.692 0.0900 167.5 127.2 152.0 335 793 1442 1294 727 829 2179 842 229 240 232 247 179.7 1795 1844
5-5 0.710 0.0900 167.1 129.0 149.7 352 79.7 1498 1298 72.1 751 2128 831 17.6 234 239 235 1761 179.0 179.9
5-6 0.720 0.0900 167.3 1279 151.0 339 79.7 142.0 1324 747 889 2168 79.7 188 239 242 237 180.0 180.7 178.6
5-7 0.925 0.0656 167.1 1289 1495 347 79.6 149.0 1309 76.6 79.6 2209 814 219 229 23.0 243 1772 1787 177.6
5-8 0.939 0.0590 167.0 129.5 1493 355 79.6 1503 1298 729 744 2155 813 179 233 239 231 1764 177.0 178.1
5-9 1.239 0.0387 167.1 1285 1509 324 793 1432 1307 732 81.7 2193 84.0 204 238 239 234 1774 178.6 180.0
5-10 1.303 0.0348 1684 1282 1506 338 765 1443 1405 700 848 2151 785 193 242 234 248 180.7 178.0 181.8
5-11 1.798 0.0150 167.3 1279 151.0 349 826 1367 1334 734 845 217.6 819 218 241 234 245 177.1 1784 179.8
5-12 2.359 0.0058 169.7 127.6 1519 351 783 1369 1394 83.0 828 2160 804 183 243 247 236 1775 180.6 179.0
5-13 2.489 0.0047 169.0 128.1 1514 345 792 1286 136.1 80.1 799 2199 812 226 243 243 236 1782 1809 1769
5-14 2.526 0.0042 1683 126.6 1535 332 81.7 139.7 137.7 755 765 2166 838 220 241 242 238 1788 179.0 180.2
5-15 2.666 0.0034 167.0 1294 1495 350 79.7 1498 1303 756 79.0 2144 834 189 237 23.0 238 1760 1781 1774

Weighted values® 1674 1269 1509 337 79.4 1451 1305 739 823 217.0 80.7 194 237 235 239 1782 1788 179.7
Corrected weighted values! 159.1 119.9 143.1 29.7 740 1375 1234 68.6 76.8 207.1 752 159 20.1 199 203 169.6 170.1 171.0
Experimental values!®! 163.6 121.5 1446 292 737 1334 1250 673 750 2053 73.0 16.1 20.7 205 208 169.8 170.0 170.5
RMSD 1.81

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with equation Xi
o' x P

where §' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P' is the population for the ith conformer structures.

[d] The correction factors were as follows; (6cal = 0.967 dexp — 2.944).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S41
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 5 considering PCM
solvation in CDCl;.

Conformer 4G P C2 C3 C4 C5 C6 Cr' c2' c3 4 Cs' ce' CT ----COCH;3-—-- -—--COCH;-—-
5-1 0.000 0.5160 1715 1258 1564 328 804 1424 1316 749 824 2194 808 180 239 23.6 235 180.6 180.5 1804
5-2 0.952 0.0950 1712 1253 156.7 333 802 1434 131.1 723 832 2212 842 230 239 231 248 1813 181.8 185.1
5-3 1.035 0.0860 1714 1259 156.0 33.7 80.6 1405 1339 755 881 2198 809 186 239 239 236 180.7 181.5 180.7
5-4 1.094 0.0770 1714 1265 1554 344 808 1468 1315 71.8 748 2154 83.6 173 235 238 233 179.1 180.5 1819
5-5 1.200 0.0700 170.8 126.0 1554 342 79.0 1421 1328 692 86.8 2173 815 192 239 233 241 180.0 181.0 1814
5-6 1.202 0.0630 1711 1265 1553 341 809 1463 1326 769 79.7 2237 82.0 213 233 23.0 243 1794 1815 180.0
5-7 1.824 0.0240 171.1 1264 155.1 343 80.7 1464 1322 754 792 2183 835 188 238 23.0 238 1788 1809 1799
5-8 1.878 0.0220 1713 1265 1549 347 805 1466 1316 727 745 2178 822 179 235 239 233 1793 1793 1805
5-9 1.891 0.0200 1713 1260 1565 325 805 141.1 1326 741 81.5 221.1 852 199 238 237 235 1802 180.6 1829
5-10 2.078 0.0140 171.8 1263 1560 34.0 812 138.6 1323 835 833 2186 &1.1 181 242 238 235 1801 180.8 1813
5-11 2.149 0.0130 1714 1262 1557 334 809 1448 1303 754 858 2191 740 164 236 233 238 1797 180.7 1804
Weighted values!® 1714 1259 156.1 333 804 143.0 1319 743 823 2194 81.6 188 238 235 237 1804 180.8 181.1
Corrected weighted values! 1613 1179 1467 29.6 745 1342 1236 687 763 207.0 756 157 205 202 204 169.8 1703 170.5
Experimental values!® 163.6 1215 1446 292 737 1334 1250 673 750 2053 73.0 16.1 207 205 208 1698 170.0 170.5
RMSD 1.49

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged with
equation Xi &' x P!,

where ¢' is the 3C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.954 dexp —2.312).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S42
Comparison between DFT and experimental 3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 7.

Conformer AGH pi! C2 C3 C4 Cs Co6 cr' Cc2' C3¥ C4 C5' Cé CT ----COCHj;---- ----COCHj3---

7-1 0.000 0.5020 1682 1262 1548 332 825 1373 1400 76.1 774 800 787 184 243 238 241 1798 179.6 177.7
7-2 0.296 0.3050 1689 126.1 1549 333 829 1370 1401 76.6 761 743 771 17.0 241 236 241 1794 1793 176.7
7-3 1.036 0.0870 169.2 1262 1547 334 831 1371 1396 772 789 765 753 19.6 241 232 247 1792 1804 1792
7-4 1.457 0.0430 166.8 129.0 149.7 354 795 1518 1313 729 781 78.0 773 185 240 23.6 241 1786 1785 1777
7-5 1.933 0.0190 167.5 1279 1518 339 792 1427 1320 77.1 765 743 749 175 239 244 238 1772 1783 177.0
7-6 1.952 0.0190 1674 129.1 149.6 349 796 1490 133.1 732 80.8 757 757 204 239 234 248 1780 1793 179.7
7-7 2.257 0.0110 167.2 1289 150.0 34.1 80.7 1433 1358 821 764 80.8 77.7 186 241 241 242 1783 1786 1774
7-8 2.899 0.0040 167.1 1289 1495 355 795 1508 1321 729 777 744 761 169 238 234 238 1781 1786 1765
7-9 2.900 0.0040 167.6 1285 150.6 33.7 79.7 1437 1320 758 794 802 775 186 239 248 241 1765 1792 177.6
7-10 2913 0.0040 1674 127.5 1515 333 793 1467 1307 729 76.1 843 738 189 241 233 243 1799 1779 181.1
7-11 2.962 0.0030 167.6 128.1 1515 336 79.8 146.1 1306 732 79.8 813 731 200 239 236 243 1762 1776 1782
Weighted values!® 1684 1265 1544 334 824 1383 1392 762 772 777 777 181 242 237 241 1795 1795 1776
Corrected weighted values  160.1 119.5 146.5 295 769 131.0 131.8 709 71.8 723 723 146 205 200 205 1708 170.8 168.9
Experimental values!®! 163.6 1214 1448 29.7 746 1329 1283 684 713 728 699 166 21.1 20.6 209 170.0 1700 169.8

RMSD 1.81

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP. Values were Boltzmann averaged with
equation 2i &' x P!,

where &' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.967 dexp — 2.944).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S43
Comparison between DFT and experimental '3C NMR chemical shifts for the most relevant conformers of 7 considering PCM
solvation in CDCls.

Conformer AGH P C2 C3 C4 (6 Co6 (& c2' C3¥ C4 C5' Cé CT ----COCHj;---- ----COCHj3---
7-1 0.000 0.4531 171.1 1265 1554 346 804 1474 1336 744 770 785 783 185 240 238 242 180.1 180.6 180.7
7-2 0.355 0.2674 1713 1264 1554 345 806 1478 1334 743 761 759 753 168 238 235 240 1799 181.1 179.7
7-3 0.826 0.1150 1714 1247 1584 336 837 1391 1382 763 76.6 79.7 79.1 185 241 238 243 1812 181.2 180.7
7-4 1.276 0.0549 1713 1267 1554 345 80.8 1474 1336 747 80.1 76.1 764 202 239 234 247 1799 1812 1814
7-5 1.475 0.0400 1717 126.1 156.0 342 81.1 1416 1336 76.6 788 799 782 185 240 247 241 179.1 1812 180.6
7-6 1.791 0.0236 1715 1248 1587 336 835 1391 1391 77.1 754 759 760 17.1 239 235 241 1812 181.7 179.8
7-7 2.243 0.0102 171.7 1248 1585 336 837 1386 1380 77.1 1794 769 764 198 240 234 248 1809 182.1 1813
7-8 2.255 0.0102 1714 1262 1559 334 81.1 1427 1408 757 79.1 758 757 169 23.6 23.6 240 179.8 1813 179.8
7-9 2351 0.0091 1714 1263 1557 338 832 1447 1317 83.0 784 814 782 187 241 240 242 180.8 180.6 180.5
7-10 2.646 0.0054 1713 1262 156.0 33.7 822 1436 1356 8l1.6 752 76.7 760 161 242 237 240 180.6 1803 180.0
7-11 2.796 0.0044 1715 1259 156.7 341 803 1412 1337 77.1 76.1 742 753 174 240 242 239 179.7 1805 1802
7-12 2.824 0.0039 1717 1264 1559 345 814 1446 1347 781 76.0 81.7 741 195 240 233 241 1795 1813 180.1
7-13 2.989 0.0029 171.8 1262 1567 335 81.0 1439 1439 744 803 810 73.8 199 239 237 243 1791 180.1 180.7
Weighted values!® 1712 1262 1559 344 81.0 1459 1344 749 770 778 773 181 239 237 242 1802 1809 1804
Corrected weighted values!  161.1 1182 1465 30.6 751 1370 1260 693 712 720 715 151 206 204 208 169.7 1704 169.9
Experimental values!®! 163.6 1214 1448 297 746 1329 1283 684 713 728 699 16.6 21.1 206 209 1700 170.0 169.8
RMSD 1.66

[a] Relative energies (AG) in kcal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] Shielding constants were obtained from the DFT optimized structures using GIAO-DFT B3LYP/DGDZVP PCM. Values were Boltzmann averaged
with equation 2i §' x P,

where &' is the *C NMR chemical shift value (in ppm) for each conformer and P! is the population for the ith conformer.

[d] The correction factors were as follows; (dcal = 0.954 dexp —2.312).

[e] In ppm, measured at 125 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S44

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies, population,® and comparison between DFT!! and experimental '"H-'H couplings for the most relevant conformers of 8.

Conformers AGW  J6-1'  JI'-2'  J2'-3%0s  J2'3'hor J3'4pros  J3'Ahor JA-5' J5-6' patl PJ6-1'  PJ1'-2"  PJ2'-3'wos PJ2'-3'por  PJ3'-4'pos PJ3-4'por  PJA-S'  PJ5S'-6'
8-1 0.000 9.03 1557 4.23 11.46 11.24 1.55 2.69 1029 03958 3.5739  6.1623 1.6741 4.5356 4.4486 0.6135 1.0646  4.0726
8-2 0.529 2.58 1542 11.85 4.14 4.25 11.69 2.30 10.16  0.1621 0.4181  2.4988 1.9203 0.6709 0.6887 1.8944 0.3727 1.6464
8-3 0.701 3.06 1542 11.73 4.39 11.85 1.95 2.54 1038 0.1212  0.3709  1.8692 1.4219 0.5321 1.4364 0.2364 0.3079  1.2582
8-4 1.353 897 15.63 11.61 3.28 11.13 1.01 247 1035 0.0403 0.3617 0.6303 0.4682 0.1323 0.4488 0.0407 0.0996 0.4174
8-5 1.392 886 15.66 4.39 11.51 11.02 1.43 2.77 0.74 0.0378 0.3345 0.5913 0.1658 0.4346 0.4161 0.0540 0.1046  0.0279
8-6 1.552 894 15.57 12.26 3.88 2.77 441 10.23 1.98  0.0288  0.2577  0.4487 0.3533 0.1118 0.0798 0.1271 0.2948  0.0571
8-7 1.570 2.61 1522 4.28 11.76 11.26 1.60 2.51 10.37 0.0280 0.0730  0.4255 0.1197 0.3288 0.3148 0.0447 0.0702  0.2899
8-8 1.593  9.08 15.61 4.17 11.52 12.16 2.32 9.59 2.50  0.0269 0.2442 0.4198 0.1121 0.3098 0.3270 0.0624 0.2579  0.0672
8-9 1912 326 1537 4.63 11.83 3.85 11.78 1.94 10.01 0.0157 0.0512 0.2413 0.0727 0.1857 0.0604 0.1849 0.0305 0.1571
8-10 1912 2091 15.51 12.26 3.08 0.90 8.30 2.90 10.14  0.0157 0.0457  0.2435 0.1924 0.0483 0.0141 0.1303 0.0455 0.1592
8-11 1919 282 1548 11.49 4.46 11.97 2.27 2.03 094 0.0155 0.0437 0.2401 0.1782 0.0692 0.1857 0.0352 0.0315 0.0146
8-12 2.061 286 15.51 11.00 4.29 12.28 3.00 9.85 2.78 0.0122 0.0349 0.1893 0.1343 0.0524 0.1499 0.0366 0.1202  0.0339
8-13 2.126 3.81 15.77 2.76 10.97 2.27 6.31 1.98 10.14 0.0109 0.0417 0.1725 0.0302 0.1200 0.0248 0.0690 0.0217  0.1109
8-14 2.128 891 15.86 10.83 3.39 12.39 2.25 9.79 244  0.0109 0.0971 0.1729 0.1181 0.0370 0.1351 0.0245 0.1067  0.0266
8-15 2.194 839 16.03 11.22 2.79 5.82 11.32 3.47 10.04 0.0098 0.0818 0.1563 0.1094 0.0272 0.0568 0.1104 0.0338  0.0979
8-16 2226 945 1558 11.61 4.20 4.55 11.87 2.39 10.48 0.0092 0.0873  0.1439 0.1073 0.0388 0.0420 0.1097 0.0221  0.0968
8-17 2233 292 1549 11.76 442 12.42 1.69 5.73 535 0.0091 0.0267 0.1414 0.1074 0.0404 0.1134 0.0154 0.0523  0.0488
8-18 2393 9.03 15.53 1.96 11.48 11.05 1.43 1.66 3.65 0.0070 0.0629  0.1082 0.0137 0.0800 0.0770 0.0100 0.0116  0.0254
8-19 2421 9.02 1578 11.78 3.64 12.48 1.56 4.39 3.21 0.0066  0.0600  0.1049 0.0783 0.0242 0.0830 0.0104 0.0292  0.0213
8-20 2429 896 15.61 4.08 11.08 11.59 11.91 5.69 6.28  0.0066 0.0588 0.1024 0.0268 0.0727 0.0760 0.0781 0.0373  0.0412
8-21 2483 943 1530 12.25 4.45 2.81 9.79 2.83 10.29  0.0060 0.0565 0.0916 0.0733 0.0266 0.0168 0.0586 0.0169 0.0616
8-22 2502 282 1548 11.36 5.18 2.69 11.34 0.78 233 0.0058 0.0164 0.0898 0.0659 0.0300 0.0156 0.0658 0.0045  0.0135
8-23 2.669 9.60 15.71 10.42 6.26 2.22 11.73 0.37 2.52  0.0044 0.0420 0.0687 0.0456 0.0274 0.0097 0.0513 0.0016 0.0110
8-24 2.684 893 16.84 7.19 2.59 4.29 12.13 2.58 10.18  0.0043 0.0381 0.0718 0.0307 0.0110 0.0183 0.0517 0.0110 0.0434
8-25 2761 253 15.26 4.51 11.51 11.92 2.43 9.17 3.28 0.0037 0.0095 0.0571 0.0169 0.0431 0.0446 0.0091 0.0343 0.0123
8-26 2.866 2.88 15.22 4.07 11.66 11.97 1.59 4.58 3.15 0.0031 0.0090 0.0477 0.0128 0.0366 0.0375 0.0050 0.0144  0.0099
8-27 2967 878 15.73 11.59 2.85 11.02 0.47 591 0.87  0.0026 0.0232  0.0416 0.0307 0.0075 0.0291 0.0012 0.0156  0.0023

Weighted values!® 6.52 15.53 7.68 8.03 9.35 4.13 3.21 8.82
Experimental values!d 6.30 15.00 7.00 7.40 8.50 3.90 3.40 7.60
RMSD 0.66

a] In kcal/mol.

[
[

b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.
S Jix P, where J; is the SSCC value for each conformer and P' is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Jun, and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum
obtained at 500 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S45

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies, population,® and comparison between DFT!! and experimental '"H-'H couplings for the most relevant conformers of 9.

Conformers AGH  J6-1' JI'-2'  J2'-3'%s J2'3'%or J3'4bos  S3'Apror JA-5' J5-6' P! PJ6-1'  PJ1'-2'"  PJ2'-3'mos PJ2'-3'por  PJ3'A'pros  PJ3-4'pr  PJA4-S'  PJ5'-6'
9-1 0.000 9.06 15.62 11.70 4.28 5.06 2.46 10.79  2.64 04106 3.7202 6.4138 4.8042 1.7574 2.0777 1.0101 44305 1.0840
9-2 0.625 9.04 15.61 4.26 11.41 1.64 11.19 1025  2.64 0.1430 1.2925 22318 0.6091 1.6313 0.2345 1.5999 1.4655 0.3775
9-3 0914 2.86 15.66 4.48 11.77 5.61 1.19 10.39 249 0.0878 02511 1.3746 0.3933 1.0332 0.4924 0.1045 09120 0.2186
9-4 1.204 3.15 1545 11.35 4.84 2.69 11.71 10.14 225 0.0538 0.1695 0.8313 0.6107 0.2604 0.1447 0.6300 0.5456  0.1211
9-5 1.387 250 15.23 4.47 11.69 1.90 11.32 10.15 254  0.0395 0.0988 0.6017 0.1766 0.4618 0.0751 0.4472 0.4010 0.1003
9-6 1.392 279  15.58 11.33 4.01 2.46 12.48 241 244  0.0392 0.1093 0.6103 0.4438 0.1571 0.0964 0.4889 0.0944  0.0956
9-7 1.450 9.04 15.85 11.05 3.52 2.11 12.39 231 9.67 0.0355 03211 0.5630 0.3925 0.1250 0.0749 0.4401 0.0821  0.3435
9-8 1490 9.05 1547 4.37 11.43 1.75 11.98 2.44 9.60  0.0332 03005 0.5136 0.1451 0.3795 0.0581 0.3977 0.0810 0.3187
9-9 1.530 8.87 15.70 11.44 3.03 1.08 11.15 10.10  9.49  0.0310 0.2753  0.4872 0.3550 0.0940 0.0335 0.3460 0.3134  0.2945
9-10 1.536  9.31 15.49 3.89 11.18 1.49 11.75 3.64 240  0.0307 0.2860  0.4759 0.1195 0.3435 0.0458 0.3610 0.1118 0.0737
9-11 1.551  2.80 15.13 4.18 11.85 2.05 12.03 2.46 1.68  0.0300 0.0839 0.4532 0.1252 0.3549 0.0614 0.3603 0.0737  0.0503
9-12 1982 270 15.19 4.37 11.81 1.48 11.11 7.92 2.51 0.0145 0.0391 0.2198 0.0632 0.1709 0.0214 0.1608 0.1146  0.0363
9-13 2235 316 1492 11.45 443 5.06 2.84 1093 1046 0.0094 0.0298  0.1409 0.1081 0.0418 0.0478 0.0268 0.1032  0.0987
9-14 2332 892 15.69 443 10.95 1.74 12.33 0.64 2.77  0.0080 0.0715 0.1258 0.0355 0.0878 0.0139 0.0988 0.0051  0.0222
9-15 2390 254 1543 12.06 4.10 12.03 3.27 1.66 9.19 0.0073 0.0185 0.1121 0.0876 0.0298 0.0874 0.0238 0.0121  0.0668
9-16 2498 885 16.01 3.04 11.26 12.28 6.38 0.60 10.21  0.0061 0.0536  0.0970 0.0184 0.0682 0.0744 0.0386 0.0036  0.0618
9-17 2.595 890 15.57 5.61 11.07 12.18 5.58 0.55 9.16  0.0051 0.0458 0.0801 0.0288 0.0569 0.0626 0.0287 0.0028  0.0471
9-18 2.697 089 1599 6.13 10.99 11.08 6.43 0.75 9.51 0.0043  0.0039  0.0692 0.0265 0.0476 0.0480 0.0278 0.0032  0.0412
9-19 2711 332  16.65 3.80 11.12 12.63 5.07 5.18 9.20 0.0042 0.0140 0.0704 0.0161 0.0470 0.0534 0.0214 0.0219  0.0389
9-20 2.825 274 15.18 4.53 11.83 1.29 11.13 1.01 9.21 0.0035 0.0096 0.0529 0.0158 0.0413 0.0045 0.0388 0.0035  0.0321
9-21 2.859 924 1544 12.24 3.66 6.01 1.49 1042 6.19 0.0033 0.0304 0.0508 0.0403 0.0121 0.0198 0.0049 0.0343  0.0204

Weighted values!®! 7.22 15.58 8.62 7.20 3.83 6.66 8.82 3.54
Experimental values!¥ 6.30 15.00 7.00 7.40 8.50 3.90 3.40 7.60
RMSD 3.14

a] In kcal/mol.

[

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.
TiJ x P, where J; is the SSCC value for each conformer and P' is the population for the ith conformation.
[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Jin, and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum
obtained at 500 MHz from CDClj; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S46

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,® and comparison between DFT!! and experimental '"H-'H couplings for the most relevant conformers of 10.

Conformers AGP  J6-1'  J1I'-2'  J2'-3'%s  J2'3'%or J3'“4'bros  J3'Apor  JA-5' J5'-6' Pl PJ6-1'  PJ1'-2"  PJ2'-3'%os PJ2'-3'por  PJ3'A'pos PJ3-4'por  PJA-S'  PJ5'-6'
10-1 0.000 8.96 15.71 4.26 11.23 11.54 2.26 1090 2.64 0.1861 1.6672 29232 0.7927 2.0896 2.1473 0.4205 2.0282  0.4912
10-2 0.077 8.65 1583 4.85 11.32 3.20 12.77 4.05 1038 0.1634 14134 2.5865 0.7925 1.8496 0.5229 2.0865 0.6617  1.6960
10-3 0.276  9.18 15.70 3.74 11.50 2.57 12.07 2.09 1093 0.1168 1.0720 1.8334 0.4367 1.3429 0.3001 1.4095 0.2441 1.2764
10-4 0.321 9.32  15.60 3.89 11.07 12.19 2.10 2.05 10.45 0.1082 1.0087  1.6885 0.4210 1.1982 1.3194 0.2273 0.2219  1.1311
10-5 0.591 924 1541 11.09 4.18 12.25 2.11 3.80 1.68 0.0686 0.6340 1.0574 0.7610 0.2868 0.8406 0.1448 0.2607 0.1153
10-6 0.650 9.29 1539 11.35 4.44 11.17 2.64 10.67 276  0.0621 0.5770  0.9559 0.7050 0.2758 0.6938 0.1640 0.6627 0.1714
10-7 0.807 329 1646 11.22 4.16 11.14 2.03 10.93  2.68 0.0477 0.1568 0.7844 0.5347 0.1982 0.5309 0.0967 0.5208 0.1277
10-8 0913 9.11 15.67 3.89 11.52 12.08 1.32 1.96 10.20  0.0398 0.3630 0.6244 0.1550 0.4590 0.4813 0.0526 0.0781  0.4064
10-9 1.100  3.13 1648 11.36 4.24 11.75 1.99 2.59 11.00 0.0291 0.0910 0.4789 0.3301 0.1232 0.3415 0.0578 0.0753 03197
10-10 1.100 7.75 14.34 5.23 9.16 3.75 10.87 3.51 2.64 0.0291 0.2252 0.4167 0.1520 0.2662 0.1090 0.3159 0.1020  0.0767
10-11 1.248 897 15.54 4.59 11.87 3.27 3.92 11.51  2.69 0.0226 0.2030 0.3518 0.1039 0.2687 0.0740 0.0887 0.2605  0.0609
10-12 1371 927 15.67 3.77 11.45 2.14 11.87 2.16 1092 0.0184 0.1705 0.2882 0.0693 0.2106 0.0394 0.2183 0.0397  0.2008
10-13 1428 9.05 15.44 4.46 12.00 331 3.99 11.02 086 0.0167 0.1512 0.2579 0.0745 0.2005 0.0553 0.0667 0.1841 0.0144
10-14 1.527 3.09 1647 11.05 4.47 11.73 1.55 9.25 1043  0.0141 0.0437 0.2328 0.1562 0.0632 0.1658 0.0219 0.1307 0.1474
10-15 1.596 9.14 15.67 3.84 11.20 12.06 1.34 3.58 1.88  0.0126 0.1150 0.1971 0.0483 0.1409 0.1517 0.0169 0.0450  0.0237
10-16 1.756  3.07 16.68 11.38 3.94 2.75 4.45 10.87  0.78  0.0096 0.0295 0.1602 0.1093 0.0378 0.0264 0.0427 0.1044  0.0075
10-17 1.794 3.38 16.71 11.35 3.58 4.25 2.79 11.23  9.51 0.009 0.0304 0.1505 0.1022 0.0322 0.0383 0.0251 0.1011  0.0856
10-18 1.883 929 15.73 11.56 391 1.83 6.90 2.46 10.64 0.0077 0.0720  0.1219 0.0896 0.0303 0.0142 0.0535 0.0191 0.0825
10-19 1.905 295 16.50 4.35 11.70 2.11 5.06 11.33 290 0.0075 0.0220 0.1232 0.0325 0.0874 0.0158 0.0378 0.0846  0.0217
10-20 2.064 9.19 15.55 4.06 12.20 1.86 6.31 3.63 11.00 0.0057 0.0525 0.0888 0.0232 0.0697 0.0106 0.0360 0.0207  0.0628
10-21 2219  9.00 15.75 11.34 5.22 6.15 11.21 3.65 1.63  0.0044 0.0396 0.0692 0.0498 0.0229 0.0270 0.0493 0.0160  0.0072
10-22 2265 270 16.75 3.59 11.29 5.02 12.71 4.11 10.29  0.0041 0.0110 0.0681 0.0146 0.0459 0.0204 0.0517 0.0167 0.0418
10-23 2373 298 1648 10.58 4.69 11.20 1.08 3.77 1.85 0.0034 0.0101 0.0559 0.0359 0.0159 0.0380 0.0037 0.0128  0.0063
10-24 2717 351 16.58 4.17 11.50 3.63 11.90 1.03 10.10  0.0019 0.0067 0.0314 0.0079 0.0218 0.0069 0.0226 0.0020 0.0192
10-25 2.740 326 1647 11.47 4.04 11.55 231 1.83 3.73  0.0018 0.0059 0.0300 0.0209 0.0074 0.0211 0.0042 0.0033  0.0068
10-26 2751 890 15.72 4.53 11.13 12.26 2.83 7.01 10.54 0.0018 0.0159  0.0281 0.0081 0.0199 0.0220 0.0051 0.0126  0.0189
10-27 2.753 895 15.61 3.97 11.58 11.02 1.47 10.03 024 0.0018 0.0160 0.0279 0.0071 0.0207 0.0197 0.0026 0.0179  0.0004
10-28 2755 886 15.79 11.64 4.13 6.01 12.07 2.26 10.25 0.0018 0.0158  0.0281 0.0207 0.0073 0.0107 0.0215 0.0040 0.0182
10-29 27783 9.14 16.34 4.27 4.94 8.72 10.22 11.05 249 0.0017 0.0155 0.0277 0.0072 0.0084 0.0148 0.0173 0.0187  0.0042
10-30 2941 9.55 1581 11.27 4.60 8.53 9.44 3.66 1.30  0.0013 0.0124  0.0205 0.0146 0.0060 0.0111 0.0123 0.0048  0.0017
10-31 2955 9.04 15.61 5.21 11.83 3.17 5.49 0.97 0.99 0.0013 0.0115 0.0198 0.0066 0.0150 0.0040 0.0070 0.0012  0.0013

Weighted values!®) 8.26 15.73 6.08 9.42 8.07 5.78 5.96 6.65
Experimental values!¥ 6.30 15.00 7.00 7.40 8.50 3.90 3.40 7.60
RMSD 1.60

[a] In keal/mol.

[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.
[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.
S Jix P, where J; is the SSCC value for each conformer and P' is the population for the ith conformation.
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[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated 'H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Ji i, and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum
obtained at 500 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table S47

DFT B3LYP/DGDZVP relative free energies,® population,® and comparison between DFT!! and experimental '"H-'H couplings for the most relevant conformers of 11.

Conformers AGE J6-1'  J1'-2" J2-3'%os  J2'3'mor  S3'A'hes  S3'Apror A5 J5-6 Pl PJ6-1'  PJ1'-2'"  PJ2-3'pos  PJ2'-3'por PJ3'-4'pos  PJ3'4'por  PJ4-5'  PJ5-0'
11-1 0.000  9.25 15.41 11.48 4.16 11.46 2.32 2.29 9.51 0.0964  0.8913 1.4848 1.1061 0.4008 1.1042 0.2235 0.2207  0.9163
11-2 0.022 9.24 15.70 4.54 11.32 3.57 11.33 2.05 9.38 0.0928  0.8579 1.4576 0.4215 1.0510 0.3314 1.0519 0.1903  0.8709
11-3 0.068 3.30 15.29 11.57 4.80 11.50 1.65 9.40 2.73 0.0859  0.2835 1.3135 0.9939 0.4123 0.9879 0.1417 0.8075  0.2345
114 0.110  9.10 15.59 3.98 11.58 11.46 1.69 2.06 9.74 0.0800  0.7282 1.2476 0.3185 0.9267 0.9171 0.1352 0.1649  0.7795
11-5 0.143 9.06 15.65 3.83 11.01 12.16 2.20 9.31 242 0.0757  0.6858 1.1846 0.2899 0.8334 0.9204 0.1665 0.7047  0.1832
11-6 0.319 9.24 15.73 10.94 543 4.80 10.77 1.79 9.13 0.0562  0.5196 0.8846 0.6152 0.3054 0.2699 0.6057 0.1007  0.5134
11-7 0.375 9.26 15.49 4.50 11.32 11.99 2.89 9.33 243 0.0512  0.4738 0.7925 0.2302 0.5792 0.6135 0.1479 0.4774  0.1243
11-8 0380 926 1549 11.32 4.50 11.99 2.89 9.33 243 0.0507 0.4698  0.7859 0.5743 0.2283 0.6083 0.1466 04734 0.1233
11-9 0389 920 15.62 3.91 11.00 12.07 2.05 9.91 1.85  0.0500 0.4597  0.7805 0.1954 0.5497 0.6031 0.1024 04952 0.0924
11-10 0392 2,69 1542 4.53 11.69 11.80 2.30 1.69 9.91 0.0497  0.1337  0.7666 0.2252 0.5812 0.5867 0.1143 0.0840  0.4927
11-11 0461 884 15.64 425 12.05 11.59 1.08 5.87 142 0.0443 03912 0.6921 0.1881 0.5332 0.5129 0.0478 0.2598  0.0628
11-12 0.553 272 1544 441 11.22 12.18 2.64 9.79 1.91 0.0379  0.1030  0.5850 0.1671 0.4251 0.4615 0.1000 0.3709  0.0724
11-13 0.600 3.10 15.50 5.37 1133 2.49 11.11 1.41 939  0.0350 0.1085  0.5424 0.1879 0.3965 0.0871 0.3888 0.0493  0.3286
11-14 0.802 931 15.86 11.59 3.46 2.97 4.35 9.92 2.09  0.0249 02317  0.3947 0.2884 0.0861 0.0739 0.1083 0.2469  0.0520
11-15 0.838 896 1537 4.87 12.13 2.99 4.47 10.15 230  0.0234  0.2098  0.3599 0.1140 0.2841 0.0700 0.1047 0.2377  0.0539
11-16 0.877 327 1548 5.02 11.42 2.82 11.70 4.65 519 0.0219  0.0717 03394 0.1101 0.2504 0.0618 0.2565 0.1020  0.1138
11-17 1.078 339 16.84 11.17 3.34 2.67 4.61 10.86 250  0.0156  0.0529  0.2630 0.1744 0.0522 0.0417 0.0720 0.1696  0.0390
11-18 1.136 326 1522 11.74 4.70 10.75 1.37 2.18 9.68  0.0142 0.0462  0.2155 0.1662 0.0666 0.1522 0.0194 0.0309  0.1371
11-19 1321 274  15.01 4.44 12.76 2.70 4.83 9.83 224 00104 0.0284  0.1555 0.0460 0.1322 0.0280 0.0501 0.1019  0.0232
11-20 1.443 898 1573 3.99 11.28 12.07 2.13 10.13 344 0.0084 0.0757  0.1327 0.0337 0.0951 0.1018 0.0180 0.0854  0.0290
11-21 1.514  9.11 15.63 421 11.78 244 5.20 1090 375  0.0075 0.0682  0.1169 0.0315 0.0881 0.0183 0.0389 0.0815  0.0281
11-22 1.520 898  15.73 3.99 11.28 12.07 2.13 10.13 344 0.0074  0.0665  0.1165 0.0296 0.0835 0.0894 0.0158 0.0750  0.0255
11-23 1.612  9.19 1549 11.15 4.08 12.40 2.64 399 1013 0.0063  0.0583  0.0982 0.0707 0.0259 0.0786 0.0167 0.0253  0.0642
11-24 1.639 920 1543 11.42 4.07 12.08 2.20 5.99 1.16  0.0061  0.0557  0.0935 0.0692 0.0247 0.0732 0.0133 0.0363  0.0070
11-25 1.659 350  16.55 4.12 11.60 3.87 11.02 1036 1.50  0.0059  0.0205  0.0969 0.0241 0.0679 0.0227 0.0645 0.0607  0.0088
11-26 1.660 298  16.75 11.10 3.65 2.77 5.14 0.44 466  0.0058 0.0174  0.0979 0.0649 0.0213 0.0162 0.0301 0.0026  0.0272
11-27 1.677 926 1546 11.58 427 11.85 2.64 10.17 351 0.0057  0.0526  0.0878 0.0658 0.0243 0.0673 0.0150 0.0578  0.0199
11-28 1.822 944  15.66 4.84 11.07 3.00 11.89 541 568  0.0044 0.0420  0.0697 0.0215 0.0492 0.0133 0.0529 0.0241  0.0253
11-29 1.882 895 1559 4.06 11.74 12.14 1.57 3.77 1042 0.0040  0.0360  0.0627 0.0163 0.0472 0.0488 0.0063 0.0152  0.0419
11-30 2.041 930 1578 3.71 11.30 2.29 11.12 10.14 1.82  0.0031 0.0286  0.0485 0.0114 0.0347 0.0070 0.0342 0.0312  0.0056
11-31 2,041 927 1541 11.61 4.12 12.53 3.02 0.52 470  0.0031  0.0285  0.0474 0.0357 0.0127 0.0385 0.0093 0.0016  0.0144
11-32 2.075 934  15.68 3.08 11.61 3.95 9.24 3.32 9.33  0.0029 0.0271  0.0455 0.0089 0.0337 0.0115 0.0268 0.0096  0.0271
11-33 2.140 341 16.45 11.21 3.82 11.78 1.52 6.06 139 0.0026  0.0089  0.0428 0.0292 0.0099 0.0306 0.0040 0.0158  0.0036
11-34 2.144 278 1548 427 11.82 12.75 2.24 3.74 1023 0.0026  0.0072  0.0400 0.0110 0.0305 0.0329 0.0058 0.0097  0.0264
11-35 2429 938  16.08 9.35 6.70 5.48 11.47 3.76 486  0.0016  0.0150  0.0257 0.0149 0.0107 0.0087 0.0183 0.0060  0.0078
11-36 2482 954 1555 9.95 6.88 1.88 10.51 9.68 1.96  0.0015 0.0139  0.0227 0.0145 0.0100 0.0027 0.0153 0.0141  0.0029
11-37 2706 272 1552 422 11.54 12.18 2.72 10.12 337  0.0010 0.0027  0.0155 0.0042 0.0115 0.0122 0.0027 0.0101  0.0034
11-38 2721 324 1649 10.94 4.06 12.20 1.98 3.86  10.13  0.0010 0.0032  0.0161 0.0107 0.0040 0.0119 0.0019 0.0038  0.0099
11-39 2799 929 1538 11.37 436 1243 2.74 3.74 3.61 0.0009  0.0079  0.0132 0.0097 0.0037 0.0106 0.0023 0.0032  0.0031
11-40 2.868 357 1654 4.18 11.58 10.99 3.71 10.42 143 0.0008 0.0027  0.0126 0.0032 0.0088 0.0084 0.0028 0.0079  0.0011
11-41 2.892 316 1646 1131 4.17 11.84 2.12 2.28 529  0.0007 0.0023  0.0120 0.0083 0.0030 0.0087 0.0015 0.0017  0.0039
11-42 2945 322 16.64 3.08 6.74 3.90 1133 2.98 9.38  0.0007 0.0022 0.0111 0.0021 0.0045 0.0026 0.0076 0.0020  0.0063
Weighted values!®! 7.39 15.57 7.00 8.80 9.15 4.39 5.87 5.61
Experimental values!¥] 6.30 15.00 7.00 7.40 8.50 3.90 3.40 7.60
RMSD 1.33
[a] In kcal/mol.
[b] In molar fraction from AG® values at 298 K and 1 atm.

[c] In Hz, calculated from the B3LYP/DGDZVP structures.

> Jtx P, where J; is the SSCC value for each conformer and P' is the population for the ith conformation.

[d] Obtained by nonlinear fitting of the simulated '"H NMR spectrum to the experimental trace. 'H chemical shifts, Jun, and line widths were generated by iteration of these spectral parameters. 'H NMR spectrum
obtained at 500 MHz from CDCl; solutions using TMS as the internal standard.
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Table 48

'"H NMR Data of Compounds 8 and 12 Obtained by Non-linear Fit of the Spectra to Spectral Parameters.

H 8 12

3 6.01 (1H, ddd, J34= 9.8, J3 spror = —1 .4, J3 5pros= —2.0) 6.01 (1H, ddd, J3.4= 9.8, J3.5p0 = —1.9, J3 5pros = —2.0)

4 6.84 (1H, dddd, J5.4= 9.8, Jaspror = 5.5, Ja.spros = 3.0, Jag=—0.4) 6.83 (1H, dddd, J3.4= 9.8, Ja.spror = 4.9, Ja.spros = 3.7, Jag=—0.7)

SPTO-R 226 (IH, ddddd, J3,5me: —1.4, J4,5me = 55 . JSproR,SproS: *18.5, 239 (1H, ddddd, J3,5pr0R = _1 ~9, J4,5proR: 49, JSproR,SproS: _18‘0,
Ispror6 = 5.0, Jspror,11=0.6) Ispror6 = 9.7, Jspror,1 = —0.6)

5pro-S 2.30 (1H, dddddd, J spros= 2.0, Ja5pr05 = 3.0, Jspror.spros=—18.5, 2.42 (1H, ddddd, J3 spros = —2.0, Ja 5pr05 = 3.7, Jspror spros= —18.0,
JSproS,(: =95, JSproS,]'z 0.8, JSproS,Z = _04) JSproS,éz 5.4, JSproS,l' =— 08)

6 4.86 (1H, ddddd, J4,6: —0.4, Jsmeﬁ = 5.0, Jspmsﬁ = 9.8, J1',6= 6.3, 4.84 (IH, ddddd, J4,6= —0.7, Jsme,ﬁz 9.7, JsprOS,ﬁ = 5.4, J1',6 = 6.4,
Js,z' =-1 .5) J6,2'= —0.9)

I' 5.65 (IH, dddddd, JSproR,l' = 0-6, JSproS,l' = 0~8, -]6,1' = 6~3, -]1',2'= 15-0, 5.63 (IH, dddddd, Jsme,r: —0.6, Jspros,1'= —0.3, J6,1' = 6.4, J1',2' =
Jl',3'pr0R: —-0.3, Jl',3'proS: —0.3) 15.5, J1',3'me =-14, J1',3'pms= —0.3)

2' 5.72 (1H, dddddd, Jspros,z' =— 0.4, J6,2': -1 .5, Jl'yz' = 15.0, ngypm[e = 5.71 (IH, ddddd, J6,2'= —0.9, J1',2'= 15.5, ngypmk = 7.0, Jz',ypms: 6.8,
7.4, Jy3pm05= 7.0, Ja=—0.9) Jra=—0.8)

3'pl'O-R 2.37 (IH, dddddd, J1’,3’me = — 0.3, ngmeR = 7.4, J3'pr0R,3'pr0S= —18.0, 2.26 (lH, dddddd, J1’,3’me, =—1 .4, Jz',3'pr0R = 7.0, J3'pr0R,3'pr0S= —17.4,
J3'pr0R,4'= 39, J3’pr0R,5’ =— 03, J3’pr0R,6’ =— 03) J3'proR,4' = 69, J3’pr0R,5’ = - 05, JB’proR,6’ = - 03)

3'pro-S  2.35 (1H, dddddd, Ji 3pr0s= 0.3, J23pr0s = 7.0, J3pror 3pros=—18.0,  2.28 (1H, ddddd, J» 31pr05= 6.8, J3pror 3pros = —17.4, Jypros.ar= 6.8,
J3'pr05,4' = 85, J3'pr05,5' = _0-5, J3’pr05,6’ = _03) J3'pr0S,5' = _0~5, J3’proS,6’ = _03)

4 5.15 (1H, ddddd, J>4=—0.9, J3prora = 3.9, J3prosa= 8.5, Jes=3.4, 515 (1H, ddddd, Jo4= —0.8, J3prora = 6.9, J3prosa = 6.8, Ja 5= 2.9,
Jye=-0.5) Jre=-0.6)

5v 5.08 (1H, dddd, J3’pr0R,5’: 70.3, J3'pmS,5' = 70.5, J4',5' = 3.4, J5',6'= 7.6) 5.04 (IH, dddd, J3’meW5’= 70.5, J3'pr05§5': 70.5, J4',5' = 2.9, Jsg6'= 7.9)

6' 498 (lH, ddddq, J3’pr0R,6’ = 70.3, J3’pms,5’ = 70.3, J4',6' = 70.5, J5',6' = 4.94 (1 H, ddddq, J3"me,6’ = 70.3, J3’pr05,6’ = 70.3, J4',6' = 70.6, J5;6' =
7.6, J6',7': 6.3) 7.9, JG',T: 6.3)

7 1.17 (3H, d, Jo.»= 6.3) 1.17 (3H, d, Jo.»= 6.3)

“Coupling constants in Hz.
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P=39.8% P=25.6%
& W
Ry
3 1-4
P=16.0% P=10.4%

P=49% P=0.8%

Figure S1. The six most relevant conformers of 1 modeled in gas phase.

95



g f”*’é

P=47.5% P=28.0%
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1-8
P=71% P=6.4%

1-10 1-1
P=42% P=3.4%

Figure S2. The six most relevant conformers of 1 modeled in DMSO solution. Structures are
labeled as in Figure S1.
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2-1 2-2
P=62.7% P =24.3%

P=8.4% P=17%

Figure S3. The four most relevant conformers of 2 modeled in gas phase.
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2-1 23
P = 25.0% P =22.6%

I
A
A

_
2-6 2-12
P =16.4% P=9.7%

Figure S4. The four most relevant conformers of 2 modeled in CHCI3 solution.
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3-2
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4
\
3-3
3-4
= 0,
P =13.9% b =13 0%

Figure S5. The four most relevant conformers of 3 modeled in gas phase.
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3-4 3-6
P =50.7% P =19.9%

3-3 3-1
P=8.3% P=59%

Figure S6. The four most relevant conformers of 3 modeled in CHCIl;3 solution.

100



4-1 4-2
P=31.9% P =16.9%

4-3 4-4
P =15.3% P=5.3%

Figure S7. The four most relevant conformers of 4 modeled in gas phase.
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4/
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a
4-1 42
P=27.3% P =24.6%

4-7 4-12
P =10.6% P=7.7%

Figure S8. The four most relevant conformers of 4 modeled in CHCI3 solution.
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P =28.7% P=11.1%
/E =5

5-3 5-4
P =10.1% P=9%

Figure S9. The four most relevant conformers of 5 modeled in gas phase.
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5-1 54
P=51.6% P=95%

5-6 5-5
P=28.6% P=77%

Figure S10. The four most relevant conformers of 5 modeled in CHCI3 solution.
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6-1 6-2
P =60.1% P =18.8%

6-3 6-4
P=31% P=28%

Figure S11. The four most relevant conformers of 6 modeled in gas phase.
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6-1 6-3

P=91.2% P=4.9%
[— -
\
6-2 6-5
P=19% P=11%

Figure S12. The four most relevant conformers of 6 modeled in CHCI; solution.

106



7-1 7-2
P =49.6% P =29.3%

2
S
7-3 7-4
P=9.2% P=44%

Figure S13. The four most relevant conformers of 7 modeled in gas phase.
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7-4 7-8
P =45.3% P =26.7%

7-1 7-6
P=11.5% P = 5.49%

Figure S14. The four most relevant conformers of 7 modeled in CHCI3 solution.
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8-1 8-2
P =38.86% P=15.88%

8-3 8-4
P=11.92% P=3.98%

P=37% P=28%

Figure S15. The six most relevant conformers of synargentolide A (8)

modeled in gas phase.
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Figure S16. '"H NMR spectrum of 4'-hydroxy-5'-epi-acetylsynrotolide (7) in CDCl; (500 MHz).
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Figure S17. C NMR spectrum of 4'-hydroxy-5'-epi-acetylsynrotolide (7) in CDCl; (125 MHz).
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Figure S18. COSY spectrum of 4'-hydroxy-5'-epi-acetylsynrotolide (7) in CDCls.
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Figure S19. gHMQC spectrum of 4'-hydroxy-5'-epi-acetylsynrotolide (7) in CDCls.
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Figure S20. gHMBC spectrum of 4'-hydroxy-5'-epi-acetylsynrotolide (7) in CDCls.
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6. Capitulo 1l

Aislamiento, purificacion, caracterizacion estructural y analisis conformacional de 6-

alquenil-5,6-dihidro-a pironas de Hyptis spicigera.
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6.1. Desarrollo experimental

6.1.1 Procedimientos generales

6.1.1.1. Instrumental analitico.

Los espectros de masas fueron registrados mediante ionizacién por electrospray (ESI—
MS por sus siglas en inglés) en una solucién metandlica con un espectrometro de masas
BRUKER ESQUIRE 6000 (ESI-trampa idnica). Los valores de dispersién éptica rotatoria (DOR) y
las rotaciones Opticas ([a]p) se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241. El
dicroismo circular (DC) se registré en un espectropolarimetro Jasco-600 CD a 25 °C en
metanol. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) protdnica (*H; 500 MHz) y de
carbono 13 (13C; 125.7 MHz), asi como los experimentos COSY y HSQC se registraron en un

aparato Varian Unity Plus 500 o en un Bruker AMX-500.

6.1.2. Material vegetal y extraccion.

Se utilizaron las partes aéreas de una poblacién de Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae)
colectada en la regién de Dos Rios, municipio de Emiliano Zapata, estado de Veracruz,
México, el 6 de diciembre del aifio 2010. La identificacién y la recoleccidn del material vegetal
se realizd por la bidloga Adriana Herndndez Rojas y un ejemplar fue depositado en el
herbario del Instituto de Ecologia, Xalapa, Veracruz-México (Hernandez-Rojas 119;

XAL0000247).

El material vegetal se dejé secar mediante exposicién al aire libre a temperatura
ambiente, se pulverizd y se obtuvieron 5126.2 g de material vegetal seco y molido. Se
preparo el extracto cloroférmico por maceracidon a temperatura ambiente en tres ocasiones,
se filtré el disolvente y se concentré a presién reducida. Finalmente, se obtuvieron 196. g del

extracto.
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6.1.3. Técnicas cromatograficas

a) Cromatografia en columna abierta

Esta técnica se utilizd para realizar el fraccionamiento primario del extracto
cloroférmico, empleando una columna empacada con gel de silice 60 (0.063 -0.200 mm.
Merck) como fase estacionaria. La fase mévil consté de una serie de mezclas de disolventes
con el fin de modificar la polaridad de la fase mévil que inicié6 con hexano y se aumenté
gradualmente la polaridad hasta finalizar con metanol. El analisis de la homogeneidad de
cada una de las fracciones obtenidas se realizé mediante cromatografia en capa fina (CCF),
utilizando cromatoplacas de gel de silice 60 F254 sobre aluminio, las cuales se revelaron con
una mezcla de H,SOs—sulfato sérico y se desarrollé el color por calentamiento sobre una

parrilla.

b) Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

La cromatografia liquida de alta eficiencia o HPLC por sus siglas en inglés (High
Performance Liquid Chromatography) se utilizé para separar los componentes de la mezcla
en las fracciones enriquecidas con las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas. Para realizar la
separacion y la purificaciéon de los compuestos, se buscaron las condiciones analiticas
Optimas para obtener una buena resolucién, empleando cromatografia en fase normal con
una columna de silica y como fase mévil hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones.
El perfil cromatografico se generé de manera isocrdtica. Posteriormente, se realizé el
escalamiento de las condiciones analiticas a nivel preparativo con la finalidad de obtener
rendimientos en cantidades suficientes durante la purificacidon de los compuestos de interés

para su posterior caracterizacion espectroscdpica y espectrométrica.

6.1.4. Instrumentacion
Se utiliz6 un cromatdgrafo marca Waters (Millipore Corporation, Waters

Chromatography Division Milford, MA, EE.UU.) equipado con una bomba (modelo 600E) y
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detector de arreglo de diodos (modelo 996), adaptado a una computadora (Optiflex 466/LE,
DELL). El control del equipo, la adquisicion de datos, asi como, el procesamiento y el manejo
de la informacion cromatografica se realizé con el programa Empower 2 (Waters). La
resolucién de las subfracciones concentradas, asi como la purificacién de los compuestos, se
efectuaron empleando una columna de gel de silice (ISCO 125 A tamafio de particula 10 pum)
en las escalas: analitica (uporasil Waters de 3.9 mm x 300 mm), semipreparativa (ISCO, 10

mm x 250 mm) y preparativa (ISCO, 21.2 mm x 250 mm).

6.1.5. Fraccionamiento del extracto cloroférmico

La totalidad del extracto cloroférmico se adsorbié en 70.32 g de gel de silice y se
colocé en una columna empacada con 2 kg de la misma fase estacionaria. La elucién se inicid
con hexano y se realizaron gradientes de hexano-diclorometano, diclorometano-acetona,
acetona-metanol hasta finalizar con metanol. Se obtuvieron un total de 36 fracciones de 1 L
cada una, las cuales se analizaron mediante cromatografia en capa fina (CCF) para reunir los

eluatos de acuerdo a la homogeneidad cromatografica (Ry) de sus constituyentes.

De esta forma, se reunieron siete eluatos (CH.Cl,-Acetona, 7:3) en los que se
identificd la presencia de 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas, que se combinaron conformando
la fraccion VI. En el cuadro 1 se resume el fraccionamiento primario del extracto
cloroférmico, asi como los sistemas de elucidn utilizados para la obtencién de las
subfracciones. La fraccion combinada VI (92.23 g) se sometié a un segundo fraccionamiento
en columna abierta de gel de silice (1.180 kg) para lo cual se utilizd el mismo sistema de
disolventes empleados durante el fraccionamiento primario. Este procedimiento permitio
colectar un total de 45 eluatos de 500 mL (7 fracciones). Mediante el analisis con CCF fue
posible identificar 4 subfracciones que contenian una mezcla de 6-alquenil-5,6-dihidro-a-
pironas, por lo que se combinaron las subfracciones 14-17 (20.40 g), conformando la

subfraccion VI-IV. En el cuadro 2 se resume el fraccionamiento secundario.

120



Cuadro 1. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico.

Proporcion Numero de Fracciones

Eluyente % fraccion combinadas Cantidad Clave
Hexano 100 1-3 |
Hexano-CHCl, 70:30 4 I
Hexano-CHCl, 50:50 5y6 1l
Hexano-CHCl, 30:70 7 v
CH,Cl 100 8-11 Vv
CHyCl-Acetona 70:30 12-19 12-19 92.23¢g VI
CHyCl-Acetona 50:50 20y21 Vil
CHyCl-Acetona 30:50 22-28 VIl
Acetona 100 29y 30 IX
MeOH 100 31-36 X

Cuadro 2. Fraccionamiento secundario de la subfraccion 12-19.

Proporcion Numero de Fracciones

Eluyente % fraccién combinadas Cantidad Clave
Hexano-CH,Cl, 50:50 1-7 VI-I
Hexano-CH,Cl, 30:70 8-10 VI-lI

CH2Cl; 100 11-12 VI-lll
CH,Cl>-Acetona 90:10 13-29 14-17 20.40¢g VI-IV
CH,Cl>-Acetona 85:15 30-38 VI-V

Acetona 100 39y 42 VI-VI

MeOH 100 43-45 VI-VII

Los 20.40 g de la fraccion VI-IV (10 % del extracto cloroférmico) correspondientes a
las subfraccion VI-IV en 700 ml de CH,Cl; se sometieron a un proceso de decoloracién con
carbon activado Darco KB-B. La mezcla se dejé en agitacién continua a temperatura
ambiente durante una hora. Al finalizar, se filtré y el carbén activado se lavd con CH;Cls.
Finalmente, se reunid el volumen total del filtrado y los lavados para concentrarlo,
obteniendo como resultado la fraccién combinada y decolorada denominada FX (5.72g) (2.92

% del extracto clorofdrmico), de la cual se obtuvo una mezcla de menor complejidad de
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acuerdo a lo observado en el analisis en CCF. Por ultimo, esta mezcla se resolvié mediante

HPLC.

6.1.6. Aislamiento y purificacion de las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas

Una vez obtenida la fraccion FX, se establecieron las condiciones analiticas
instrumentales 6ptimas que permitieron la maxima resolucion de los compuestos de interés
para proceder a su purificacion mediante HPLC. El primer paso consistié en la determinacién de
un perfil cromatografico adecuado a nivel analitico y su subsecuente escalamiento a nivel
semipreparativo y preparativo de acuerdo con la cantidad de analito a purificar a través de las
técnicas de corte de nucleo y reciclaje de muestra.! La identificacion de los compuestos

purificados se realizé mediante diferentes técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

Una vez que se identificd el mejor perfil cromatografico para la resolucién de las
subfracciones ricas en 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas se procedié a resolver la mezcla a

nivel preparativo por CLAE bajo las siguientes condiciones cromatograficas:

Fase estacionaria: Columna pPorasil (21.2 x 250 mm, 10 um , ISCO)
Fase movil: Hexano—acetato de etilo (1:1)

Flujo: 8.5 mL/min

Detector: arreglo de diodos, A: 254 nm

Concentracion de la muestra: 50 mg/500 pL

Bajo estas condiciones cromatograficas se colectaron dos picos del cromatograma de
la fraccién FX (767.5 mg) con los siguientes tiempos de retencion: FX1 tz: 21.7 min (196.8mg)
y FX2 tg: 24.8 min (43.3 mg). Cada mezcla se colectd por la técnica de corte de nucleo con un

rendimiento de 29.0 % para FX1 y 6.4 % para FX2 respecto a la fraccion FX. Posteriormente,
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se buscaron las condiciones cromatograficas para la resolucion y purificacion de los

componentes individuales de estos picos.

6.1.6.1. Purificacion de FX1

Para lograr la resolucion de la mezcla de pironas, se realizé una busqueda exhaustiva
de condiciones cromatograficas a nivel analitico y se realizé la purificacidon de los compuestos
a nivel semipreparativo utilizando la técnica de corte de nucleo y reciclaje de muestra a
través de la columna para obtener la maxima resolucién que garantizara la homogeneidad

cromatografica de cada muestra bajo las siguientes condiciones:

Fase estacionaria: Columna pPorasil (10.0 x 250 mm, 10 um , ISCO)
Fase movil: Hexano — acetato de etilo (7 : 3)

Flujo: 2.7 mL/min

Detector: arreglo de diodos, A: 254nm

Concentracion de la muestra: 18 mg/200 uL

Utilizando estas condiciones cromatograficas se resolvieron dos picos a partir de
130.4 mg de FX1 con los siguientes tiempos de retencién: FX1-1 tg: 115.2 min (53.2 mg) y
FX1-2 tg: 126.2 min (17.5 mg). Cada pico se colecté por la técnica de corte de nucleo con un
rendimiento de 40.79 % para FX1-1y 13.4 % para FX1-2. La fraccion FX1-1 se encontrd pura
y correspondié a la 5’-epiolguina (1), compuesto previamente aislado de Rabdosia
ternifolia:?

5°-epi-olguina (1): sélido blanco; p.f 145-147 °C; DOR [a]sse +127, [a]s7s +133, [a]s46
+153, [0]a3s +286, [0]365 +521 (c 0.29, CHCl3); *H RMN (500 MHz, CDC13): & 7.08 (dd, J = 9.7,
5.7 Hz, H-4), 5.22 (d, J = 9.7 Hz, H-3), 5.85 (dd, J = 15.8, 5.9 Hz, H-4'), 5.77 (dd, J = 15.8, 4.8 Hz,
H-3'), 5.32 (dd, J = 6.1, 4.1 Hz, H-5'), 5.27 (dd, J = 5.7, 2.9 Hz, H-5), 5.06 (qd, J = 6.6, 4.2 H-6'),
4.18 (dd, J = 8.3, 2.9 Hz, H-6), 3.68 (dd, J = 4.3, 4.3 Hz, H-2'), 3.47 (dd, J = 9.5, 5.5 Hz, H-1'),
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.1.18 (d, J = 6.6 Hz, H-7'), 2.02, 2.07, 2.13(s, COOCH3).; RMN 13C (125 MHz, CDC13): 6 170.4,
170.0, 169.8, (COOCHs), 161.3 (C-2), 140.5 (C-4), 130.7 (C-4'), 126.9 (C-3'), 125.0 (C-3), 74.8
(C-6), 74.3 (C-5'), 70.3 (C-6'), 62.7 (C-5), 55.6 (C-2'), 54.5 (C-1'), 21.2, 21.1, 20.6 (Me-OAc),
15.4 (C-7'); FAB*MS m/z 383 [M + H]*.

La fraccidon FX-1-2 (17.5mg) se reinyectd y purific6 mediante la técnica de “rasurado
de pico”,! seguido del reciclaje del mismo a través de la columna hasta por 3 ciclos utilizando

las siguientes condiciones cromatograficas:

Fase estacionaria: Columna pPorasil (10.0 x 250 mm, 10 um, ISCO)
Fase movil: Hexano—acetato de etilo (3:1)

Flujo: 2.7 mL/min

Detector: arreglo de diodos, A: 254 nm

Concentracion de la muestra: 4.6 mg/100 uL

Con estas condiciones, se obtuvo una maxima resoluciéon y la purificacion del
compuesto 3 (tg: 105.4 min: 9 mg) que corresponde a un compuesto novedoso, la
espicigerdlida B (3):

Espicigerdlida B (3): aceite translucido e incoloro; DOR [a]ssg +78.4, [a]s78 +81.9, [a]s46
+94.3, [0]azs +173.2 (c 0.29, CHCl3); CD (c , MeOH) -3.6 (240) + 1.0 (271); *H RMN (500 MHz,
CDC13): 6 6.97 (dd, J = 9.8, 5.6 Hz, H-4), 6.5 (dd, J = 11.3, 15.2 Hz, H-3'), 6.26 (dd, J = 10.9, 11.3
Hz, H-2'), 6.24 (d, J = 9.8 Hz, H-3), 5.79 (dd, J = 15.2, 7.2 Hz, H-4'), 5.63 (dd, J = 8.5, 10.9 Hz, H-
1'), 5.43 (dd, J = 3.2, 8.5 Hz, H-6), 5.42 (dd, J = 7.2, 3.9 Hz, H-5'), 5.25 (dd, J = 5.5, 3.2 Hz, H-5),
5.07 (dd, J = 3.9, 6.6 H-6'), 2.08 (s, C5-COOCHS3s), 2.10 (s C5’-COOCHS3s), 2.05 (S, C6’-COOCHs3),
1.2 (d, J = 6.6 Hz, H-7').; RMN 13C (125 MHz, CDCl3): & 170.4 (C6’-COOCHs), 170.0 (C5’-
COOCHs), 169.9, (C5-CO0OCH3), 162.2 (C-2), 140.7 (C-4), 132.9 (C-2'), 131.3 (C-4'), 128.0 (C-3'),
124.7 (C-3), 123.6 (C-1'), 74.5 (C-6), 74.6 (C-5'), 70.4 (C-6'), 63.8 (C-5), 21.1 (C6’-COOCH:s),
21.0 (C5’-COOCHs3), 20.5 (C5-COOCHS3), 15.1 (C-7'); ESI-MS m/z 388.8 [M + Na]*.
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6.1.6.2. Purificacion de FX2

Utilizando las mismas condiciones cromatograficas utilizadas para la fraccion FX1-2, se
resolvid la mezcla de la fraccion FX2 utilizando la técnica de “rasurado de pico” y reciclaje de
muestra durante dos ciclos. Se inyectaron 43.3 mg de FX2 de los cuales se obtuvieron dos
subfracciones FX2-1 (tz: 74.2 min; 8.4 mg) y FX2-2 (tz: 82.8 min; 8.3 mg). Cada pico se colectd
por la técnica de corte de nucleo con un rendimiento de 19.4 % para FX2-1y 19.2 % para FX2-

2. La fraccion FX2-1 correspondié a un compuesto novedoso (4), la espicigerdlida C:

Espicigerdlida C (4): aceite translucido e incoloro; DOR [a]sss -10.7, [a]s7s -11.4, [a]s46 -
12.1, [a]ase -12.8, [a]3es +2.8 (€ 0.29, CHCI3); CD (c, MeOH) -2.6 (233) + 2.1 (259); *H RMN (500
MHz, CDC13): 'H RMN (500 MHz, CDC13): 6 6.90 (ddd, J = 9.9, 5.8 Hz, H-4), 6.51 (dd, J = 11.3,
15.1 Hz, H-3'"), 6.17 (dd, / = 10.8, 11.3 Hz, H-2'), 6.08 (dq, J = 9.9 Hz, H-3), 5.76 (dd, J = 15.1, 7.2
Hz, H-4'), 5.64 (dd, J = 8.7, 10.8 Hz, H-1'), 5.44 (dd, J = 7.2, 3.4 Hz, H-5'), 5.35 (ddd, J = 4.2, 8.7
Hz, H-6), 5.07 (dd, J = 3.4, 6.6 H-6'), 2.40 (m, H-5), 1.2 (d, J/ = 6.6 Hz, H-7'), 2.10 (s C5-COOCH3),
2.05 (S, C6°-COOCHs).; RMN 13C (125 MHz, CDCl3): § 170.6 (C6'-COOCH3), 170.3 (C5'-COOCHs3),
164.0 (C-2), 144.8 (C-4), 131.4 (C-2'), 130.6 (C-4'), 128.8 (C-1'), 128.4 (C-3'), 121.9 (C-3), 74.8
(C-5'), 74.0 (C-6) , 70.7 (C-6'), 29.9 (C-5), 21.4 (C6°-COOCHs3), 21.3 (C5-COOCHs), 15.2 (C-7');
ESI-MS m/z 309.9 [M+H]*. HR-ESI-MS m/z: 331.1167 [M+Na]+; CisH20NaOeg; calc. 311.1152.

La fraccion FX2-2 correspondié al compuesto 5-desacetoxi-5°-epi-olguina (2).

Compuesto previamente aislado y caracterizado de Hyptis oblongifolia:?

5-desacetoxi-5"-epi-olguina (2): sélido blanco; p.f 75-76 °C; DOR [a]sse -64, [a]s78 -67,
[alsas -76, [alazs -122, (c 0.1, CHCl3). ; RMN H (500 MHz, CDC1s): & 6.94 (ddd, J = 10, 5.5, 3.5
Hz, H-4), 6.07 (dd, J = 9.7, 1.4 Hz, H-3), 5.85 (dd, J = 15.8, 5.2 Hz, H-4'), 578 (dd, J = 15.8, 6.3
Hz, H-3'), 5.37 (dd, J = 6.3, 4.1 Hz, H-5'), 5.07 (qd, J = 6.6, 4.1 H-6'), 4.18 (dd, J = 8.3, 2.9 Hz, H-
6), 3.63 (dd, J = 4.5, 4.5 Hz, H-2'"), 3.33 (dd, J = 8.3, 4.0 Hz, H-1'), 1.19 (d, J = 6.6 Hz, H-7'), 2.60
(m, H-5), 2.04, 2.08,(s, COOCHs).; RMN 13C (125 MHz, CDCls): & 170.3, 169.9, (COOCHs), 162.5
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(C-2), 144.3 (C-4), 130.4 (C-4'), 127.3 (C-3'), 121.6 (C-3), 74.1 (C-5'), 73.7(C-6), 70.2 (C-6),
57.9(C-1'), 56.0 (C-2'), 27.2 (C-5), 21.1, 20.9, (Me-OAc), 15.2 (C-7'); FAB*-MS m/z 325 [M + H]".

6.1.7. Analisis conformacional de los compuestos novedosos 3 y 4.

Las estructuras iniciales utilizadas para realizar la busqueda conformacional para poder
establecer la configuracidn absoluta del centro estereogénico C-s' se generaron tomando en

cuenta las siguientes consideraciones:

a) Se sabe que la configuracion absoluta S en C¢’ ha sido la misma en todos los casos
descritos en la literatura. Esta caracteristica parece constituir un rasgo biogenético
comun a todas estas sustancias.?”’

b) El nlcleo de 5,6-dihidro-a-pirona se considera como una unidad fija en la
conformacidn de pseudo-silla de mayor estabilidad inferida a partir de los estudios de
difraccién de rayos X y de DC utilizando compuestos relacionados,?’ de esta forma se
considerd al centro estereogénico Cs del compuesto 3 como Ry el Cs del compuesto 4
como S.

c) También, se tomaron en cuenta las constantes de acoplamiento del dieno conjugado
de la cadena unida al anillo de pirona para establecer la configuracion Z entre los

carbonos Cyy C» (11.2 Hz) y E entre Cy y Cx (15.16 Hz).

Bajo estas consideraciones, se realizdé un analisis conformacional para los dos posibles
diasteroisémeros de cada uno de estos compuestos novedosos que resultaria de la inversiéon
de la configuracién en el centro estereogénico Cs, es decir Cs-(R) o Cs-(S) (Figura 1). El
estudio de la conformacion y la configuracién mediante modelado molecular y cédlculo de las

constantes de acoplamiento para los compuestos 3 y 4, se realizd de acuerdo con los
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procedimientos previamente descritos en el Capitulo 1 y que se describen brevemente a

continuacion.

|| [e]

o]

OAc OAc

OAc

Figura 1. Diastereoisomeros seleccionados para el analisis conformacional.

En el andlisis conformacional se utilizé el método de busqueda sistematica para lo que
se empled el programa Spartan’04 (Wavefunction, Inc.) con el campo de fuerza de mecanica
molecular MMFF94 (Molecular Mechanics Force Field) considerando los siguientes criterios:

a) Se realizé el analisis conformacional de una seleccidén de diasteroisémeros posibles de
los compuestos 3 y 4 a los cuales se asignd la configuracién 1’ Z, 3’ E de los dobles
enlaces del dieno conjugado en la cadena.

b) Se establecieron rotaciones de 120° los enlaces C4-Cs'y Cs-Ce (——) y 180° para Ce-Cyr

y C»-C3 (—) en la cadena de los compuestos 3 y 4.
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c) Todos los grupos acetato se orientaron en la conformacion de mayor estabilidad, es

decir con los sustituyentes del enlace acetoxi-alquilo en posicién anti-clinal

O

H4C

d) El nucleo de 5,6-dihidro-a-pirona se considera como una unidad fija en la
conformacion de pseudo-silla de mayor estabilidad inferida a partir de los estudios de

difraccién de rayos X utilizando compuestos relacionados.?

De los conféormeros generados para cada compuesto se eliminaron los que
presentaron conformaciones con interacciones estéricas desfavorables. Las estructuras
seleccionadas se optimizaron geométricamente empleando el programa Gaussian 09
(Gaussian, Inc.) utilizando el funcional de la teoria DFT, el método hibrido B3LYP y el conjunto

de funciones de base DGDZVP (B3LYP /DGDZVP).

Para las estructuras optimizadas geométricamente, se calcularon sus frecuencias
vibracionales y sus pardametros termodindmicos a 278 Ky 1 atm. En este punto, se realizé una
seleccion de conférmeros, con base en la energia relativa respecto al AE, considerando un
intervalo de energia de 0 a 3 kcal mol™. Los valores para la energia libre de Gibbs (AG) se
obtuvieron a partir de los calculos de la frecuencia vibracional como la suma de las energias

electrénica y térmica. Las constantes de acoplamiento 3/u 1, los desplazamientos quimicos en
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la RMN de 'Hy !3C para las estructuras optimizadas con DFT se calcularon empleando el
programa Gaussian 09 a nivel B3LYP/DGDZVP usando la opcidn SpinSpin durante los cdlculos
de RMN por el método GIAO (gauge-including atomic orbital). Luego, se procedié al célculo
de la poblacién conformacional expresada en fraccion molar de acuerdo a la distribucidn de
Boltzmann para los conférmeros seleccionados. Esta ultima obtenida mediante el programa
FracMol (Cerda-Garcia-Rojas, 1999). Las constantes de acoplamiento tedricas se calcularon
efectuando la sumatoria del producto de la fraccion molar de cada conférmero por su

constante de acoplamiento individual segun la siguiente ecuacion:
M

Jeal = ZlniJi
1=

Donde:

M = Numero total de conformeros a ser considerados.

n; = Fraccion molar del i-ésimo conférmero.

Ji= Constante de acoplamiento vecinal del i-ésimo conférmero.

Jeal = Constante de acoplamiento vecinal calculada.

La comparacidn entre las constantes de acoplamiento tedricas contra las
experimentales se llevd a cabo empleando el estadistico de la desviacidon cuadratica media

(RMSD) que se expresa con la siguiente ecuacion:

2
L, 020~ )
M

o=

Donde:
M = Numero total de constantes de acoplamiento consideradas en la molécula.

Jexp, Jcal = Constantes de acoplamiento experimentales y calculadas, respectivamente.
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Los valores obtenidos para las constantes de acoplamiento de los compuestos 3y 4 se
corrigieron utilizando los factores de escalamiento (informacién suplementaria figuras S2-1,
52‘2)3 Jcorregida = 1-047*Jcalculada — 1.244

6.1.8. Simulacion espectral

Los desplazamientos quimicos experimentales de 'H y las constantes de acoplamiento
3Jun para los compuestos 3 y 4 se obtuvieron por medio de simulacién espectral mediante
iteracion (ajuste no lineal) de los pardmetros espectrales con los registrados para los
espectros de RMN 'H a 500 MHz utilizando el programa Mestrelab Nova desarrollado en la

Universidad de Santiago de Compostela por Mestrelab Research.

6.2. Resultados y discusion

6.2.1. Purificacion de los compuestos 1-4

En esta seccidon se discutird el aislamiento, la elucidacién estructural y el analisis
conformacional de las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas novedosas minoritarias presentes en
el extracto cloroférmico de las partes aéreas de Hyptis spicigera. En primer lugar, el extracto
orgdnico total de las partes aéreas de Hyptis spicigera (196.08 g) se sometid a un
fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna abierta utilizando gel de silice
para generar un total de 10 fracciones primarias. La fraccién combinada VI (92.23 g) resultd
estar constituida por una mezcla 5,6-dihidro-a-pironas (a través de las sefales espectrales
caracteristicas en la RMN H para el nucleo de 8-lactona o,B-insaturada) y fue sometida a un
segundo fraccionamiento en columna abierta. Este procedimiento permitid colectar 4
subfracciones que contenian una mezcla de los compuestos de interés, las cuales se
combinaron para generar la subfraccién VI-IV (20.40 g). Esta ultima se sometidé a un proceso
de decoloracién con carbdn activado obteniendo como resultado la fraccién denominada FX
(5.72 g), resultado en una mezcla de menor complejidad para su resolucién mediante HPLC.
Una vez que se identificaron las condiciones cromatograficas 6ptimas para la resolucion de la

fraccién rica en 5,6-dihidro-a-pironas se procedié a resolverla (Figuras 2-5).
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Figura 2. Cromatograma generado mediante HPLC de la fraccion FX que ilustra la separacion
de la mezcla de los compuestos 1-3 (FX1: tz 21.7 min) y 2-4 (FX2: tg 24.8 min). Condiciones
cromatogréficas: columna de fase normal (21.2 x 250 mm, 10 mm), detector UV; fase movil:
hexano-acetato de etilo (1:1); velocidad de flujo = 8.5 mL/min.

1.20{
1.00; T
0.80;
0.60{

0.40— T

0.20

AU

0.00—

L e A By B e e B By B B B B A ey B ey B
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Minutes

Figura 3. Cromatograma de la fraccion FX1 generado mediante HPLC (modo de reciclaje) que
ilustra la separacion de la mezcla de los compuestos 1 (FX1-1: tg 115.2 min) y 3 (FX1-2: tr
126.2 min). Condiciones cromatograficas: columna de fase normal (10 x 250 mm, 10 mm),

detector UV; fase movil: hexano-acetato de etilo (7:3); velocidad de flujo = 2.7 mL/min.
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Figura 4. Cromatograma de la fracciéon FX1-2 generado mediante HPLC (modo de reciclaje)
que ilustra la purificacién del compuesto 3 (FX1-2-2: tg 105.4 min). Condiciones
cromatogréficas: columna de fase normal (10 x 250 mm, 10 mm), detector UV; fase movil:
hexano-acetato de etilo (3:1); velocidad de flujo = 2.7 mL/min.
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Figura 5. Cromatograma de la fraccidon FX2 generado mediante HPLC (modo reciclaje) que
ilustra la separacion de la mezcla de los compuestos 4 (FX2-1:tg 74.7 min) y 2 (FX2-2: tg 82.8
min). Condiciones cromatograficas: columna de fase normal (10 x 250 mm, 10 mm), detector

UV; fase movil: hexano-acetato de etilo (3:1); velocidad de flujo = 2.7 mL/min.
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A partir de las técnicas de corte de nucleo y reciclaje de la muestral® en la
cromatografia de liquidos (HPLC) se obtuvieron cuatro compuestos de los cuales dos
correspondieron a compuestos previamente descritos en la literatura: la 5'-epi-olguina (1)
(rendimiento de 0.0117 % con respecto al peso seco) y la 5-desacetoxi-5'-epi-olguina (2)
(0.0022 % peso seco); y dos compuestos novedosos: las espicigerdlidas B (3; 0.0019 % peso

seco del material vegetal) y C (4; 0.0013 % peso seco del material vegetal), los cuales

representan metabolitos secundarios inéditos en la literatura (Figura 6) .

Figura 6. 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas aisladas de Hyptis spicigera.

El bajo rendimiento obtenido de los compuestos novedosos (3 y 4) supuso un reto en
la purificacidn de estos compuestos. La elucidacion estructural de los compuestos
purificados se realizdé a través de estudios espectroscépicos en la resonancia magnética
nuclear (*H y 3C). El establecimiento de la configuracion absoluta incluyd el empleo de dos

metodologias:
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a)

b)

La primera consistid en el andlisis conformacional basado en la comparacién de las
constantes espectroscépicas de RMN de los productos naturales (3 y 4) con las
calculadas de forma tedrica mediante el método de busqueda conformacional con
mecdanica molecular, seguido por una optimizacién geométrica con el funcional DFT
de todos los conférmeros obtenidos para los diastereoisomeros analizados. Se
calculd la poblaciéon conformacional, expresada en fraccion molar para cada uno de
los conférmeros. Las constantes de acoplamiento tedricas se calcularon efectuando
la sumatoria del producto de la fraccion molar de cada conférmero por su constante
de acoplamiento individual. La comparacién entre las constantes de acoplamiento
tedricas y las experimentales se llevd a cabo empleando la desviacion cuadratica
media (RMSD) de cuerdo con los procedimientos experimentales descritos en la

parte experimental (seccion 6.1.7)

La segunda metodologia aplicada al andlisis conformacional y configuracional es una
técnica moderna e innovadora para establecer la configuracién absoluta de
moléculas flexibles en la que se utilizan los acoplamientos dipolares residuales (RDC
por sus siglas en inglés “Residual Dipolar Coupling”) que se detalla en el capitulo 3
seccidn 7.1 desarrollada por el Dr. Roberto R. Gil en la Universidad Carnegie Mellon,

Pittsburgh, Pensilvania.

6.2.2. Caracterizacion estructural de Is espicigerdlida B (3)

El constituyente minoritario presentd la formula molecular C1sH220s, a través del ion

pseudomolecular de m/z 388.8 [M + Na]*, determinado mediante espectrometria de masas
utilizando la técnica de ionizacidn suave por electrospray en modo positivo como se detalla
en la seccién 6.1. En el espectro de RMN H (Figura 7) se observaron sefiales que permitieron
la caracterizacion de una 5,6-dihidro-a-pirona a través de un sistema de multiplicidades de

tipo ABX para los nucleos Hs, Ha, Hs:
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1. Se detectaron un par de resonancias para protones olefinicos centrados en § 6.23
(1H,d,J=9.7 Hz, H3) y 6 6.97 (1H, dd, /= 9.7 y 5.6 Hz, Ha).

2. Un protdn alilico base de un grupo acetoxilo (Hs) centrado en 6 5.25 (1H, dd, J=5.5y
3.2 Hz) acorde con lo reportado en la literatura para las 5,6-dihidropirona a,f3-

insaturadas sustituidas en Cs.3

Se observaron tres singuletes centrados en § 2.10, 2.08 y 2.05 que indicaron tres grupos
metilo de funciones acetoxilo. El resto de las sefales corresponde a la cadena lateral y por su
desplazamiento quimico se asignaron a: (1) un grupo metilo secundario centrado en ¢ 1.20
(3H, d, J = 6.6 Hz, Hy); (2) dos protones base de grupos acetoxilo entre 6 5.42 y § 5.07; (3)

cuatro protones vinilicos centrados en 6 6.50, 6 6.26, 8 5.78 y 6 5.63.

2’ 7'

s

5
3’ 41 6’

Figura 7. Espectro de RMN H del compuesto 3 (500 MHz, CDCls).

El espectros de RMN *3C (figura 8) confirmd la presencia del nucleo de 5,6-dihidro-a-

pirona sustituida, a través de las siguientes resonancias: el desplazamiento quimico del
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carbonilo C; se observé centrado en 8 162.2; las sefiales para los carbonos olefinicos (C3 y Ca)
se observaron en 6 124.7 y 140.7; el metino alilico (Cs) se asigné a la sefial centrada en ¢ 63.8

y, por ultimo, la sefiales de los metinos centrados en & 74.59 (Ce) y 74.62 (Cs).

Se corrobord la presencia de una cadena olefinica compuesta de siete atomos de
carbono al identificar las siguientes sefiales: (1) las cuatro sefiales centradas en & 132.9,
131.3, 128.0 y 123.6, adicionales a las sefales de C3 y Cs4 del nucleo de la 5,6-dihidro-a-
pirona, indicaron la presencia de dos insaturaciones en la cadena; (2) dos carbonos geminales
a las funciones acetoxilo en forma de metinos centradas en & 74.62 y 70.4; y (3) la sefial a
campo mas alto del espectro se asignd a un grupo metilo terminal (5 15.1). Cada asignacién
se verificd finalmente con el espectro bidimensional heteronuclear (}3C-'H) HSQC, esta

técnica permitio la asignaciéon de los protones y sus respectivos carbonos (Figura 9).

56 COCH,
COCH, 3
1704 1703 1700 1608 747 745 745 G
212 20.9 20.6
’ ’ ’
R P i ;
A ,
__________ : 4 2 3’ 6 5 i 7
2

; - —— - = - —— —
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0 50 40 0 20 10
f1 {ppm)

Figura 8. Espectros de RMN 3C del compuesto 3 (125 MHz, CDCls).
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Figura 9. Espectro HSQC del compuesto 3 en CDCls.

La asignacion de los grupos metilo de funciones acetoxilo se determinaron mediante
el andlisis del espectro bidimensional heteronuclear *C-'H HMBC, & 2.10 (CH3COO-Cg’), 2.08
(CH3COO0O-Cs) y 2.05 (CH3COO-Cs) (Figura 10). Con el analisis del espectro bidimensional
homonuclear (*H-'H COSY), se corrobord la asighacién de las resonancias para la 5,6-dihidro-
o-pirona y se logrd establecer la conectividad de los fragmentos estructurales identificados
para la cadena lateral a través de las siguientes observaciones:
(1) Se presentd un cuadro de correlacién entre la sefial centrada en 8 6.97 (Ha4) con el protdn
centrado en 8 6.23 (H3) y con el protén del metino Hs centrados en 6 5.25;
(2) La senal olefinica centrada en & 5.63 (dd) se asignd al nucleo Hi' mediante la interaccidn
con He y el segundo cuadro de conectividad de esta sefial con el protdn olefinico centrado en
0 6.26 permitid la asignacion del protén Hy. De esta manera, se logré establecer la primera
instauracion disustituida de la cadena entre las posiciones C y C», dada la constante de
acoplamiento entre ambas (J = 11.28 Hz) se propuso la configurracién Z. 34
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HMBC

6H ppm 6C ppm

2.05 Mel 170.4 CH3CO 3
2.08 Me2 169.9 CH3CO 1
2.10 Me3 170.0 CH3CO 2
5.08 HE’ 170.4 CH3CO 3
5.26 H5 169.9 CH3CO 1
5.43 H5’ 170.0 CH3CO 2

Me 3 C5' Me 2 C5 Me 1 Cs'

Figura 10. Resultados de la correlacion HMBC para el compuesto 3.

(3) La senal olefinica centrada en & 6.50 (dd) se asignd al nucleo Hsy mediante la interaccion
con Hy y el segundo cuadro de conectividad de esta sefial con el protén olefinico centrado en
0 5.79 permitid la asignacion del protdén Hz. Asi, se establecid la segunda instauracion
disustituida de la cadena lateral entre las posiciones Cs y Co y debido a la constante de
acoplamiento (J = 15.19 Hz) se propuso la configuracién E para esta instauracion.>* Asi fue
posible determinar que la cadena contenia un sistema diénico conjugado Z, E en las
posiciones Cy- Cy;

(4) La sefial base del grupo acetoxilo centrada en & 5.42 (dd) se asignd por el cuadro de
conectividad con Ha' y el segundo cuadro de conectividad con el metino Hg;

(5) Por ultimo, la sefial base de acetoxilo centrada en & 5.07 con una multiplicidad de doblete
de cuartetos (dc) se asigné al protdn He y se corroboré por el cuadro de conectividad en el
espectro COSY entre He' y Hz (Figura 11). La asignacion de las resonancias para los protones

He v Hs no resultd, a primera vista, tan evidente en el espectro COSY debido a la proximidad
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de las sefiales, pero se logré confirmar cada una de las asignaciones a través de la simulaciéon
espectral de los valores para las constantes de acoplamiento de estos protones como se

ilustra en la Figura 12.
3 65
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Figura 11. Espectro COSY del compuesto 3 en CDCls.

El conjunto de evidencias espectroscdpicas descritas en los parrafos anteriores
permitio establecer la estructura del compuesto 3. El cuadro 3 presenta los valores de los
desplazamientos quimicos para los nucleos de 'H y !3C ademdas de las constantes de

acoplamiento vecinales 3/u,4 corroboradas mediante simulacion espectral (Figura 12).
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Flgura 12. Simulacion del espectro de RMN DE 1H a 500 MHz del compuesto 3. En el trazo

inferior aparece el espectro experimental (a) y en el trazo superior el espectro simulado (b).

Cuadro 3. Desplazamientos quimicos en la RMN H y 13C del compuesto 3.2

L 1H 13C
Posicion 8° Un1)° 5b
2 - 162.2
3 6.23d (9.79) 124.7
4 6.97 dd (9.79, 5.60) 140.7
5 5.25dd (5.60, 3.22, 0.5) 63.8
6 5.43 dd (3.22, 8.48, 0.9) 74.59
1 5.63 dd (8.48, 10.90, 0.9) 123.6
2’ 6.26 dd (10.90, 11.28, 0.6) 132.9
3 6.50 dd (11.28, 15.19, 0.9) 128.0
4 5.79 dd (15.19, 7.20) 131.3
5’ 5.42 dd (7.20, 3.90) 74.62
6’ 5.07 dc (3.90, 6.60) 70.4
7’ 1.20d (6.60) 15.1
CH3COO0O-Cs 2.08s¢ 20.5
CH3COO-Cx 2.10s¢ 21.0
CH3COO-Cg 2.05s¢ 21.1
CH3COO0-Cs - 169.9 ¢
CH3COO-Cx - 170.0 ¢
CH3COO-Cg - 170.4¢

2CDCls, *H (500 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante *H-'H COSY, '3C (125.7 MHz),
3 en ppm. ¢Constantes de acoplamiento en Hz. ¢ Asignados mediante *3C-*H HMBC.
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6.2.3. Caracterizacion estructural de la espicigerdlida C (4)

En el espectro de RMN *H (Figura 13), de forma anéloga al compuesto 3, se observaron
sefiales que permitieron la caracterizacion de una 5,6-dihidropirona a,B-insaturada a través

de un sistema de multiplicidades de tipo ABXY para los nlcleos Hs, Ha, Hsax Y Hsec:

1. Se detectaron un par de resonancias para protones olefinicos centrados en 6 6.08
(1H, ddd, J=9.9, 1.1y 0.7 Hz, H3) y 8 6.90 (1H, ddd, /=9.9, 5.8 y 0.7 Hz, Ha);

2. Dos protones alilicos no equivalentes (Hs) centrados en 6 2.40 (1H, dddd, J = 18.5, 4.2,
1.1y 0.7 Hz) y 8 2.45 (1H, dddd, J = 18.5, 11.2, 2.9 y 2.7 Hz), el valor de la constante
de 18.5 Hz indicd un acoplamiento geminal (Jspror, spros);

3. Un protdn geminal a la funcion etérea de una lactona centrado en 6 5.35 (1H, dddd, J

=11.2,8.7, 4.2y 0.4 Hz, Hg). 3*

Se observaron dos singuletes centrados en 6 2.10 (6H) y 2.05 (3H) que indicaron dos grupos
metilo de funciones acetoxilo. El resto de las sefales corresponden a la cadena lateral y por
su desplazamiento quimico se asignaron a: (1) un grupo metilo secundario centrado en 6 1.20
(3H, d, J = 6.6 Hz, H7); (2) dos protones base de grupos acetoxilo en 8 5.44 y 6 5.07; y (3) se
observaron cuatro protones vinilicos centrados en 4 6.51, 4 6.17, 5 5.76 y 0 5.63. Las figuras
13-16 muestran los espectros de RMN que fueron utilizados para elucidar la estructura del
compuesto 4. El cuadro 4 presenta los valores de los desplazamientos quimicos para los
nucleos de H y 13C, ademas de las constantes de acoplamiento vecinales estimadas por

simulacidn espectral (Figura 17).
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Figura 13. Espectro de RMN *H del compuesto 4 (500 MHz, CDCls)
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Figura 14. Espectros de RMN !3C del compuesto 4 (125 MHz, CDCl5).
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Figura 16. Espectro HSQC del compuesto 4 en CDCls.
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N 'H (500 MHz, CDCls) del compuesto 4. En el trazo inferior aparece el espectro

experimental (a) y en el trazo superior el espectro simulado (b).

Cuadro 4. Desplazamientos quimicos en la RMN *H y 13C para el compuesto 4.2

Posicién H BC
8b (‘lH’H)C sb
2 - 164.0
3 6.08 dq (9.89, 2.9, -0.7,-1.1) 121.9
4 6.90 ddd (9.89, 5.81, 2.7, -0.7) 144.8
5ec 2.40 m (18.5,5.81, 4.2, -0.6) 9.9
5ax 2.44m (18.5,11.2,2.7,2.9,-0.7) '
6 5.35ddd (11.2,8.7,4.2,-0.4) 74.0
r 5.64 dd (10.84, 8.7, 0.8, -0.7, -0.6) 128.8
2 6.17 dd (10.84, 11.28, 0.5) 1314
3 6.51dd (11.28, 15.13, 0.8) 128.4
4 5.76 dd (15.13, 7.18) 130.6
5 5.44 ddd (7.18, 3.37,) 74.8
6’ 5.07 dc (3.37, 6.59) 70.7
7 1.21d (6.59) 15.2
CH3COO-Cs 2.10s¢ 21.3
CH3COO-Cg 2.05s¢ 21.4
CHsCOO-Cs - 170.6 ¢
CHsCOO-Ce - 170.3 ¢

3CDCls, *H (500 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante H-'H COSY, '3C (125.7 MHz),
3 en ppm. ¢Constantes de acoplamiento en Hz. ¢ Asignados mediante *3C-*H HMBC.
6.2.4. Analisis conformacional y configuracional de los compuestos 3 y 4.
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Se realizé un andlisis conformacional para poder predecir la configuracién absoluta de
los centros estereogénicos Cs' y Ce para los compuestos 3 y 4 mediante la comparacién DFT-
RMN de las constantes de acoplamiento vecinales y experimentales, de acuerdo a los
procedimientos previamente descritos en el la seccidn 6.1.7 Se sabe que la configuracidn
absoluta S en C¢’ ha sido la misma en todos los casos descritos en la literatura.>® De igual
forma, el nucleo de 5,6-dihidro-a-pirona se considera con la misma configuracidn absoluta
para el centro C-6 mediante el efecto Cotton positivo observado en el dicroismo circular para
la transicion n>1* (Amax 256-260 nm)>® y se asignaron como Cs (R) para 3 y Cs (S) para 4 de
acuerdo las reglas de prioridad de Cahn-Ingold-Prelog. También, este nucleo se considera
como una unidad fija en la conformacién de pseudo-silla de mayor estabilidad inferida a
partir de los estudios de difraccién de rayos X.3 Estas caracteristicas configuracionales
parecen constituir un rasgo biogenético comun a esta familia de compuestos aislados a partir

de especies de labiadas!*7l.

]| [e]
>
(2]

L

Figura 18. Posibles diastereoisémeros de los compuestos 3 y 4 tomando en cuenta
consideraciones biogenéticas
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También, se tomaron en cuenta las constantes de acoplamiento del sistema
conjugado de la cadena unido al anillo de pirona para establecer la configuracién Z (11.28 Hz)
y E (15.13 Hz). Bajo estas consideraciones, se realizé un analisis conformacional de dos
posibles diastereoisémeros para cada uno de estos compuestos novedosos de configuracion
(58, 65,5’R,6’S) (3) y (6R,5’R,6’S) (4), asi como los isbmeros que resultan de la inversion de la
configuracion alrededor de centro estereogénico Cs (5S, 65 ,5'S,6’S) (3a) y (6R,5’S,6’S) (4a)
(Figura 18). Los resultados mostrados en el Cuadro 5 (Figura 19) indican que hay una mejor
correlacién de los datos tedricos con los experimentales, es decir, un valor menor a 1 en su
desviacién cuadrdtica media (RMSD), para las estructuras con la configuracién absoluta R, S
en los carbonos 5’ y 6, los diastereoisomeros 3 y 4. Adicionalmente, se pudo corroborar que
la conformacién s-trans del dieno conjugado es la que predomina en el equilibrio
conformacional, esta estabilidad se explica por el efecto de compresién estérica que

presenta la forma s-cis.

Cuadro 5. Resumen de las constantes de acoplamiento 3/u 4 tedricas® y experimentales® de
los compuestos 3 - 4a.

Compuesto Datos Jorr  Jv2 Jy 3 J3o4  Jps Jyg RMSD

Tedrico 8.63 11.09 11.22 15.08 7.96 2.83

3 (55, 65,5R6'S) . 0.55
Experimental 8.48 10.90 11.28 15.19 7.20 3.90

Tedrico 9.79 11.05 11.38 14.73 8.77 6.95
Experimental 8.48 10.90 11.28 15.19 7.20 3.90
4(6R,5R6'S) Tedrico 7.87 11.12 11.19 1498 6.84 4.65 0.65
Experimental 8.70 10.84 11.28 15.13 7.18 3.37
Tedrico 7.67 1094 11.36 14.81 8.46 5.80

Experimental 8.70 10.84 11.28 15.13 7.18 3.37

3a (5S, 6S,5'S,6'S) 1.96

4a (6R,5'S,6'S) 1.2

3Para detalles sobre los calculos de las constantes de acoplamiento tedricos H-H para cada conférmero, ver
material suplementario (Cuadros S2-1 a S2-4).

b Obtenidas de las estructuras optimizadas utilizando DFT B3LYP/DGDZVP en fase gaseosa. Los valores se
promediaron con la ecuacién Zi Ji x Pi, donde Ji es la constante de acoplamiento spin-spin (en Hz) para cada
conférmero y Pi es la poblacién para la iésima conformacion calculada a partir de valores de AG a 298 Ky 1
atm.

€ Obtenidas por ajuste no lineal de la simulacién espectral de RMN 'H a partir del trazo experimental. Los
desplazamientos quimicos H, 3Jun, y anchos de linea se generaron por iteracion de estos parametros
espectrales. Espectros de RMN *H a 500 MHz obtenidos a partir de solucién CDCls.
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Figura 19. Valores de RMSD para la correlacion de los datos tedricos y experimentales de
3Jun para los diasteroisémeros analizados (3, 3a, 4 y 4a).

La convergencia de las 3/un calculadas con los pardametros experimentales para la
cadena lateral, se utilizd para predecir la estereoquimica de estas dos 6-alquenil-5,6-dihidro-
a-pironas aisladas que para ambos compuestos resultd ser 5’R, 6’S. Estos resultados ponen
de manifiesto, una vez mas, la utilidad y funcionalidad de esta metodologia que apoya la
posibilidad de wuna asignacion estereoquimica completa de moléculas flexibles

polifuncionalizadas y con multiples centros quirales.>
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6.4. Informacion suplementaria

Cuadro S2-1. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre,? poblaciédn® y comparacién entre las constantes de
acoplamiento 3J 1€ calculadas por DFT y las experimentales de 3 en CDCls.

Conformeros? AG?® Jo, v Jv Jy, 3 J3 o Jy, s Js, Pb Ple, 1 Ply Ply, 3y Ply & Ply s Pls &
1 0.000 9.54 11.77 11.88 15.65 9.32 2.59 0.6866 6.5538 8.0788 8.1602 10.7457 6.4012 1.7779
2 1.259 9.11 11.76 12.15 1524 9.49 10.45 0.0820 0.7469 0.9646 0.9964 1.2498 0.7784 0.8572
3 1.306 9.69 11.76 11.90 15.55 3.86 10.31 0.0757 0.7339 0.8907 0.9014 1.1779 0.2924 0.7810
4 1.384 9.53 11.77 11.89 15.65 9.31 259 0.0664 0.6330 0.7813 0.7892 1.0394 0.6180 0.1720
5 1.883 9.57 11.84 11.82 15.51 10.31 2.44 0.0286 0.2736 0.3386 0.3380 0.4435 0.2949 0.0697
6 2,071 9.57 11.72 12.04 1539 4.29 220 0.0208 0.1993 0.2440 0.2507 0.3204 0.0893 0.0458
7 2,242 5.08 12.80 11.72 16.09 9.89 2.13 0.0156 0.0792 0.1997 0.1829 0.2510 0.1543 0.0333
8 2.391 9.96 11.69 12.05 15.21 3.92 234 0.0121 0.1209 0.1418 0.1462 0.1845 0.0476 0.0284
9 2393 7.26 11.82 12.12 1535 9.78 10.07 0.0121 0.0878 0.1429 0.1466 0.1856 0.1183 0.1218

Valor tedrico ¢ 943 11.78 1191 15.60 8.79 3.89
Valor corregido ¢ 8.63 11.09 11.22 15.08 7.96 2.83
Valor experimentalf 848 1090 11.28 15.19 7.20 3.90
RMSD 0.55

2 En kcal/mol. ® En porcentaje de valores de AG°a 298 Ky 1 atm. ¢ En Hz calculadas a partir de las estructuras
optimizadas a nivel B3LYP/DGDZVP . ¢ 3i Ji x Pi, donde Ji es el valor de la constante de acoplamiento para cada
conféormero y Pi es la poblacidn para la iesima conformacion. ¢ Factores de correccion utilizados: (Jeorregida =

1.047*Jealcuada -1.244). f Constante de acoplamiento obtenida por simulacién espectral.
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Cuadro S2-2. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre,? poblacién ® y comparacion entre las constantes de
acoplamiento 3/, ¢ calculadas por DFT y las experimentales de 3a en CDCls.

Conformeros? AG?

Js, 1

Jy

Jr 3

I3, x

ey

pb

Plg, 1

Plyy

Ply 3

Ply &

Ply,s

Pls ¢

0.000
0.699
1.526
1.709
1.858
2.270
2.583

NoO U, WwWNBE

9.51
9.19
9.62
9.93
9.27
2.83
7.50

11.73
11.75
11.73
11.72
11.78
12.83
11.79

12.08
12.04
12.07
11.99
11.90
12.00
12.07

15.20
15.41
15.13
15.34
15.48
15.75
15.38

10.04 9.89
9.67 2.18
10.35 4.82
496 8.91
391 497
9.89 9.84
411 213

0.6591
0.2026
0.0502
0.0368
0.0286
0.0143
0.0084

Valor tedrico ¢
Valor corregido
Valor experimental f

RMSD

6.2666
1.8622
0.4823
0.3657
0.2656
0.0404
0.0632
9.35
9.79
8.48

7.7316
2.3805
0.5881
0.4317
0.3374
0.1832
0.0993
11.75
11.05
10.90

7.9628
2.4394
0.6054
0.4414
0.3406
0.1714
0.1016
12.06
11.38
11.28

10.0177
3.1219
0.7586
0.5650
0.4434
0.2250
0.1295

15.26
14.73
15.19

6.6205
1.9594
0.5189
0.1825
0.1120
0.1413
0.0346
9.57
8.77
7.20

6.5173
0.4409
0.2419
0.3282
0.1423
0.1406
0.0179
7.83
6.95
3.90
1.96

abedeyer descripciones correspondientes en el Cuadro S2-1.

Cuadro S2-3. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre,? poblacién® y comparacién entre
acoplamiento 3J y 1 calculadas por DFT y las experimentales de 4 en CDCls.

las constantes de

Conformeros? AG?

Js, 1

Jy

Jo 3

Jz o

ey Jvg

pb

PJg, 1’

Pl

Ply 3

Ply &

Ply s

Pls ¢

AN

0.000
0.260
0.398
0.617
1.076
1.322
1.601
1.612
1.746
2.002
2.040
2.193
2.243

O oOo~NOUL B WN

N e
W N RO

8.57
9.74
8.82
9.23
9.35
3.99
7.02
9.45
9.65
9.10
4.60
4.20
3.64

11.70
11.96
11.70
11.72
11.64
12.56
11.95
11.57
11.56
11.50
12.77
12.60
12.60

12.11
11.54
11.89
11.78
11.82
12.11
11.96
11.99
12.01
11.59
11.67
11.96
12.14

15.39
15.43
15.57
15.55
15.62
15.76
15.82
15.27
15.24
16.69
15.93
15.96
15.60

9.73 10.15
4.16 227
9.72 2.50
10.23 2.34
3.79 10.38
3.73 2.28
8.88 9.97
3.81 247
4.18 2.65
5.98 10.70
10.13 231
3.67 10.40
3.47 2.70

0.3211
0.2106
0.1705
0.1118
0.0534
0.0350
0.0230
0.0207
0.0167
0.0110
0.0110
0.0080
0.0072

Valor tedrico ¢
Valor corregido ©
Valor experimentalf

RMSD

2.7531
2.0508
1.5034
1.0324
0.4993
0.1397
0.1613
0.1954
0.1615
0.0999
0.0505
0.0336
0.0262
8.71
7.87
8.70

3.7559
2.5183
1.9952
1.3106
0.6221
0.4399
0.2746
0.2393
0.1935
0.1263
0.1402
0.1008
0.0907
11.81
11.12
10.84

3.8889
2.4298
2.0267
1.3176
0.6317
0.4243
0.2747
0.2478
0.2010
0.1272
0.1281
0.0956
0.0874
11.88
11.19
11.28

4.9430
3.2486
2.6546
1.7389
0.8347
0.5521
0.3634
0.3156
0.2552
0.1832
0.1749
0.1277
0.1123
15.50
14.98
15.13

3.1230
0.8756
1.6566
1.1443
0.2024
0.1308
0.2041
0.0788
0.0700
0.0656
0.1112
0.0294
0.0250
7.72
6.84
7.18

3.2599
0.4781
0.4255
0.2618
0.5543
0.0799
0.2289
0.0510
0.0443
0.1175
0.0254
0.0832
0.0195
5.63
4.65
3.37
0.65

abedeyer descripciones correspondientes en el Cuadro S2-1.
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Cuadro S2-4. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre,? poblacién® y comparacion entre las constantes de
acoplamiento 3/, ¢ calculadas por DFT y las experimentales de 4a en CDCls.

Confcs)rdmero AGY Jov Jvy Iy Sy oy Jse PP Ple,v Plvy  Ply,y  Plye  Plys Plsg

1 0.00 84 116 120 152 100 9.8 0.479 4.025 5.577 5.796 7.299 4.813 4.696
0 0 4 9 3 4 0 2 4 9 4 7 4 8

) 043 84 116 120 154 9.70 2.2 0.231 1951 2.698 2.775 3.573 2.241 0.518
2 4 7 1 6 5 1 3 4 1 8 1 9

3 096 8.7 116 120 15.2 992 44 0.094 0.829 1.100 1.136 1.438 0.937 0.417
2 8 5 3 3 2 5 7 7 8 5 4 7

4 1.13 9.0 116 120 151 103 49 0.071 0.642 0.825 0.857 1.079 0.734 0.348
0 3 1 6 8 2 0 2 3 8 8 9 3 4

5 133 9.2 116 119 153 502 9.0 0.050 0.469 0.586 0.605 0.777 0.253 0.455
3 9 1 8 9 1 5 1 6 0 1 8 2

6 151 95 115 119 156 373 4.8 0.037 0.359 0.433 0.447 0.585 0.139 0.181
0 9 7 5 3 5 5 2 4 6 4 6 8

7 214 9.7 114 114 16.6 354 1.5 0.012 0.125 0.147 0.147 0.214 0.045 0.019
3 1 2 9 9 4 9 0 0 9 7 5 9

3 254 28 126 119 158 338 2.3 0.006 0.018 0.082 0.078 0.103 0.022 0.015
6 9 1 7 8 2 5 8 2 0 5 0 1

9 266 9.6 114 114 16.6 3.55 1.4 0.005 0.051 0.061 0.061 0.089 0.019 0.007
0 3 6 6 4 5 4 8 6 6 5 1 8

10 277 57 108 119 158 3.86 4.9 0.004 0.025 0.048 0.053 0.070 0.039 0.022
2 9 8 5 9 4 5 8 4 2 7 4 0

11 290 3.8 11.2 121 158 4.99 9.1 0.003 0.013 0.040 0.043 0.056 0.017 0.032
1 2 6 3 1 0 6 7 3 4 6 9 6

12 296 3.0 125 119 16.0 343 5.0 0.003 0.009 0.040 0.038 0.051 0.011 o0.016
3 3 9 5 4 9 2 8 6 5 7 1 4

Valor tedrico ¢ 8.52 11.64 12.04 1534 9.27 6.73
Valor corregido ¢ 7.67 1094 11.36 14.81 8.46 5.80
Valor experimentalf  8.70 10.84 11.28 15.13 7.18 3.37
RMSD 1.20

abedeyer descripciones correspondientes en el Cuadro S2-1.

Factor de Correccion:
El factor de correccidon utilizado Jeorregida = 1.087*Jcalculada — 1.244 fue un promedio de la

pendiente y la ordenada al origen a partir de las graficas mostradas en las figuras S-1y S-2.
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7. Capitulo lll

Obtencion de los RDCs y las distancias interprotdnicas (NOESY) como parametros
adicionales para poder predecir la configuracion absoluta de compuestos organicos

flexibles.
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7.1. Desarrollo experimental

7.1.1. Preparacion de las muestras en medio isotropico

Las muestras de estudio fueron los compuestos 3 y 4 que en capitulo 2 se describid
su aislamiento, purificacién y elucidacion estructural. Para llevar a cabo los experimentos de
RMN en medio isotrdpico, se prepararon las muestras independientes de 8.4 mg del

compuesto 3y 2 mg del compuesto 4 en 1 mL de CDCls (Figura 1).

AcO

t[|[e]

1] [e]

OAc OAc

Figura 1. 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas utilizadas para el andlisis conformacional y
configuracional.

7.1.2. Gel de polimetilmetacrilato (PMMA)

El gel de polimetilmetacrilato (PMMA) se utilizé6 como el medio orientador para llevar
al cabo el registro de los RDCs. La utilizacién de este gel es idonea para moléculas organicas
pequefias ya que es posible trabajar en disolventes orgdnicos, sus propiedades de
alineamiento son buenas y presenta poca seiial de fondo en los experimentos HSQC vy

derivados. La sintesis del PMMA se realizé por el grupo de investigacion del Dr. Roberto Gil.?
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7.1.2.1. Descripcion del material utilizado

El hinchado y el lavado del gel de PMMA, asi como la posterior introduccién de la
muestra de interés, se realizé directamente dentro de un tubo convencional para RMN al
gue posteriormente se le introdujo un pistén que se utilizd para hacer los experimentos de
RMN. Se trata de un pistdon especial Shigemi (Figura 2A), cuya susceptibilidad magnética esta
adaptada a un disolvente concreto. El set completo de Shigemi consta de dos piezas
independientes: un tubo exterior de 5 mm de diametro y un embolo interior de 4.17 mm de
didmetro. En la figura 2 se muestran los materiales necesarios para llevar a cabo los
experimentos de medida de los RDCs: el cilindro seco de PMMA, el set del émbolo con el
tubo Shigemi y un tubo de RMN de 5 mm. También, se ilustra el montaje completo con el gel
ya hinchado en el interior del tubo donde el émbolo se sujeta con cinta aislante. También, se
probd un dispositivo ideado y desarrollado por el doctor Roberto Gil para poder controlar la

compresion del gel (Fig. 2B).

Teflon Tape Plunger

Swollen Gel

— — —- V_ ﬂ e ——
5 mm NMR Tube - - -

Shigemi Plunger !

—

Figura 2. (A) Esquema del Shigemi y materiales utilizados en la experimentacién (B)
dispositivo de compresion ideado por el Dr. Roberto Gil.
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7.1.2.2. Preparacion del medio anisotrépico

En primer lugar, se introdujo el cilindro de polimero de PMMA en el fondo del tubo
de RMN vy se adiciond el disolvente (CDCls) hasta sobrepasar el cilindro unos 2mm.
Seguidamente, se inserté el émbolo del Shigemi y se colocé al ras del cilindro evitando asi
que el gel se hinchase verticalmente y sélo lo hiciese de forma radial hasta cubrir todo el
volumen del tubo. Es importante que un pequefio volumen de disolvente quede por encima
del cuello del émbolo para evitar que el gel pueda llegar a secarse y dafiarse. Cuando el gel
se hincha ejerce una presion sobre el émbolo, por tal razén, se fijé su posicién con ayuda de

teflén y cinta aislante, como se ilustra en la figura 2.

El proceso de hinchamiento del PMMA durd unas 48h. Transcurrido este tiempo, el
gel se hinchd completamente de forma radial generdndose de este modo el medio
anisotrépico necesario para llevar a cabo la medida de los acoplamientos dipolares
residuales.! Para eliminar los restos de MMA (metilmetacrilato) del gel de PMMA/CDCls, se
llevé a cabo un proceso de lavado. Fue necesario realizar cuatro lavados para eliminar por
completo los restos de MMA. Tras cada lavado, se registré un espectro de *H-RMN para

verificar la desaparicion del mondémero.

7.1.2.3. Comprobacion experimental del alineamiento y calidad del gel.

Una vez que el soluto se encuentra disuelto en el medio de alineamiento es
conveniente comprobar directamente en el espectrometro la generacién de un medio
anisotrépico. Como se trabajé con un disolvente deuterado, la forma mas rapida de
comprobar si hay orden en el medio es a través del registro de un experimento 1D de RMN
de deuterio (?H-RMN). El acoplamiento cuadrupolar es una de las interacciones
espectroscépicas que sélo es posible observar en un medio anisotrépico. La separacion en
Hz que se mide para el acoplamiento cuadrupolar de la sefial de deuterio es proporcional al

grado de alineamiento conseguido en el medio orientador.?3
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Una vez corroborado el ordenamiento del medio se realizé un experimento 1D de
RMN de protdn (*H-RMN) para conocer el estado de pureza del gel de PMMA vy descartar la
presencia de impurezas o mondmeros de polimerizacion que pudieran interferir en la

obtencidn y la interpretacidn espectroscépica subsecuente.

7.1.2.4. Preparacion de las muestra de prueba en el medio anisotrépico

Se disolvieron en 200 pL de CDCls3 8.4 mg del compuesto 3 y 2 mg del compuesto 4. La
disolucién resultante, en forma independiente, se afiadié a un tubo de RMN que contenia al
gel previamente hinchado, se inserté el émbolo y se comprimié y descomprimid el polimero
con suavidad, facilitando la difusion de las moléculas del soluto por las cavidades del gel

donde seran parcialmente orientadas por la matriz del mismo.

7.1.3. Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los RDCs se calcularon mediante la diferencia de los resultados registrados para cada
compuesto en el gel comprimido (anisotrdpicas) y en condiciones isotrépicas.® Los RDCs se
observan experimentalmente como una contribucién adicional al desdoblamiento de las
seflales producido por el acoplamiento escalar. Por lo tanto, para poder realizar las medidas
de RDCs es necesario llevar a cabo dos medidas: una en medio isotrépico (YJcu) y otra en
medio anisotrépico (Yen+iDcn) vy, asi, por diferencia extraer la constante de acoplamiento
dipolar residual (Ecuacion 1).

T=J+D (1)
Donde:
(/) acoplamiento escalar
(D) acoplamiento dipolar residual, por ello se suele denominar constante de

(T) acoplamiento total
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Todos los experimentos de RMN se registraron en el espectrémetro Bruker Avance
500 MHz del Departamento de Quimica de la Universidad Carnegie Mellon en Pittsburgh,
Pensilvania, EE.UU. Los datos experimentales se procesaron con el paquete de software

TOPSPIN v3.1.

7.1.4. Medidas de ¢ /*Tc,n en medio isotrépico/anisotropico

7.1.4.1. Experimentos 2D HSQC acoplado en la dimension indirecta

Los datos experimentales para los RDCs (Dcn) se registraron realizando
experimentos 2D BIRD-HSQC-Jescalado con acoplamiento C-H a un enlace en F1 bajo
condiciones isotrépicas y anisotrépicas. Como medio de alineamiento (anisotrépico) se

utilizé el gel entrecruzado de PMMA y como medio isotrdpico el CDCls.

En el experimento bidimensional HSQC acoplado en la dimensién indirecta (HSQC-
F1), las sefiales aparecen desdobladas por YJcn/ Tch en la dimensién del 13C.% De este modo,
se consigue eliminar el problema del acoplamiento *H-'H vy, por lo tanto, no interfiere en la
medida de Ycn/'Tcn en la dimensidn indirecta. Sin embargo, se presenta un problema ya
que durante el t1 no sélo evoluciona la constante de acoplamiento Jcy, también lo hacen
los acoplamientos 'H-'3C a larga distancia. Esto conlleva al ensanchamiento adicional o
incluso a un desdoblamiento de las sefiales en F1 debido a "Dc1lo que puede suponer una
fuente potencial de error en la extraccién de los RDCs. Estos acoplamientos no deseados
pueden ser eliminados eficientemente con la incorporacion del componente BIRD® en la

secuencia HSQC-F1.

El mdximo inconveniente de este tipo de experimentos es la necesidad de adquirir un
numero de puntos mas elevado de lo habitual en la dimensién indirecta para alcanzar
suficiente resolucion digital para realizar la medida de las constantes YJcn/ Tcn lo que implica

un aumento muy importante en el tiempo necesario para realizar el experimento. Para
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ahorrar tiempo, se realizé el experimento BIRD-HSQC-Jescalado Utilizando un escalamiento de
la constante de acoplamiento YJcu/*Tcn mediante el uso de una constante escalamiento (K)
qgue permite reducir significativamente el nimero de puntos necesarios en la dimensién

indirecta.®

7.1.5. Calculo de las distancias interprotdnicas

Se realizaron experimentos NOESY 1D para el andlisis de los NOEs con irradiaciéon
selectiva de protdn para poder identificar y medir las distancias interatdmicas de protones
cercanos entre si. Este experimento se basa en la transferencia de polarizacién de un espin
(S) al cual se le aplica selectivamente un campo de radiofrecuencia saturante y este efecto
de transferencia de polarizacidon se manifiesta por el crecimiento relativo de las senales de
los protones cercanos (I).” El campo de radiofrecuencia selectivo se aplica en la regién donde
se encuentra la senal del espin que se quiere saturar. EIl NOE se expresa cuantitativamente
en términos de crecimiento relativo de la intensidad de la sefial (n) y el tamafo de los pico se
calcula mediante integracion.?® Para los compuestos 3 y 4, se irradiaron selectivamente los
protones Ha(3: 6.90 ppm; 4: 6.97 ppm), H1'(3: 5.63 ppm; 4: 5.64 ppm), Hz (6.50 ppm) y He
(5.07 ppm).

Se utilizaron cinco tiempos de mezclado (150, 250, 350, 500 y 700 ms) para cada
proton irradiado selectivamente y, de esta forma, integrar un estudio de cinética de NOE’ y
poder obtener la constante de velocidad de relajacidn cruzada. De esta forma, se obtuvo una
grafica donde se puede observar la variacion de la intensidad que experimentan las senales
de los nucleos cercanos, que se encuentran en acoplamiento dipolar, al irradiar un nuacleo
determinado. Como resultado se obtuvo un diagrama de dispersidon con tendencia lineal en
la cual se realizd un andlisis de regresién lineal.

Dado un NOE entre una pareja de nucleos seleccionados (por ejemplo, C y D), que

estan separados por una distancia conocida, es posible determinar la distancia entre otros
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dos nucleos (A y B), aproximacién de dos espines aislados,'® usando la relacién mostrada en

la siguiente ecuacion:

M _ 743
Ncp rgB 2)

Donde:

Nag = Intensidad de NOE entre | y S experimental

Ncp = Intensidad de NOE entre | y S experimental del estandar
15 = Distancia interprotdnica desconocida

5 = Distancia interproténica estdndar

Tomando como referencia una distancia que es constante en la molécula se
selecciond la distancia entre los protones Hs y Hs que forman parte del sistema a,B
insaturado del anillo de pirona. Estos valores se generaron a partir de los modelos
optimizados por DFT haciendo un promedio de las distancias entre todos los diferentes
confédrmeros seleccionados. Se contemplaron dos casos: el primero, al considerar que el
anillo tuviera un grupo acetiloxi en la posicidon Cs (3) y el segundo, sin esta sustitucién (4)

(Figura 3).

2.5009 A 2.4857 A

Figura 3. Distancia interprotdnica promedio tedrica H3-H4 para los compuestos 3y 4.

Una vez obtenidas la distancia de referencia y los datos experimentales, contenidos

en las graficas resultantes de las cinéticas con las variaciones de la intensidad que
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experimentan las sefales de los nucleos cercanos espacialmente al nucleo irradiado, se

calcularon las distancias entre protones con la ecuacidn descrita anteriormente.

7.1.6 Andlisis conformacional

La configuracién para la lactona en el centro Ce se confirmd que era la misma para
ambos compuestos 3 y 4 mediante dicroismo circular que mostré un efecto Cotton para la
banda n>1* (Amax 256-260 nm)*! (Capitulo 2 seccidon 6.1) y que se asignaron como Cg (R)
para 3y Cs (S) para 4. Tomando en cuenta este resultado experimental, se realizé un andlisis
conformacional con el fin de comparar por primera vez y de forma simultanea los datos
tedricos con los experimentales de RDCs, 3/un y distancias interprotdnicas de dos

diastereoisdmeros con una alta flexibilidad molecular.
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Figura 4. Diasteroisdmeros utilizados en el analisis conformacional de los compuestos 3 y 4.

El método incluyd una busqueda conformacional para los cuatro posibles
diastereoisdmeros resultantes de las dos posibilidades enantioméricas en los centros
estereogénicos Cs' y Ce' de los compuestos 3 y 4 (Figura 4), seguido por el refinamiento de la
geometria a nivel DFT con la misma metodologia utilizada para los derivados sintéticos de la

sinrotolida (Capitulo 1y capitulo 2 seccién 6.1.7)

7.1.7. Interpretacion estructural de RDCs en moléculas flexibles/fragmento

semirigido

Cuando en un fragmento molecular rigido se miden cinco o mas RDCs con direcciones
no paralelas es posible interpretar la direccion de estos vectores en términos de una sola
orientacion del fragmento.'? Mediante la construccion y posterior diagonalizacion del tensor
de alineamiento A, se establecen los cinco parametros que determinan el Unico tensor de
alineamiento posible que son: A,, Ary los tres ejes principales del alineamiento (X, Yy Z). Esta
operacion se realiza para un conjunto de conférmeros. La diagonalizacién de la matriz se
realiza frecuentemente mediante el algoritmo de Descomposicion de Valores Singulares

(SVD).12

Se utilizdé un nuevo software no comercial basado en Mspin (Mestre lab) desarrollado
por el Dr. Armando Navarro Vazquez (Universidad de Santiago de Compostela) para el célculo
del tensor de alineamiento de mejor ajuste con los datos experimentales a la estructura

propuesta para un conjunto de conférmeros.'?'3 Se seleccionaron los 10 conférmeros de
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minima energia de cada diasteroisémero posible de los compuestos 3 y 4 para promediarlos
utilizando la aproximacién de un sélo tensor. Una vez que el programa ajusta el tensor de
alineamiento para los conférmeros, también, se obtienen los RDCs, las distancias
interprotdnicas y los valores para las 3/u,n calculadas. La configuracion de los compuestos 3 y
4 se analizd mediante la aplicacion de la correlacién entre los datos tedricos vy
experimentales de RMN evaluados por factores cualitativos de tipo estadistico en términos
del factor de Cornilescu (Q) y chi cuadrada (X2) para los RDCs de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:

Dy, P -D§H)?

°= e e

Xz _ Zn (xexp_xcalc)z 4

- Axexp ( )
7.2. Resultados y discusion

7.2.1. Obtencidn de los acoplamientos dipolares

7.2.1.1. Comprobacion experimental del alineamiento

Una vez hinchado el polimero de PMMA se realizd un experimento 2H-RMN, estando
el gel en el maximo estado de compresién, para verificar que se habia generado un medio
anisotroépico. Se observé un doblete (6 7.45) correspondiente al acoplamiento cuadrupolar
del 2H del CDCl3 presente en el gel (AvQ=35.12 Hz) y un singulete menos intenso (& 7.35)
corresponde al 2H del CDCls no ordenado (figura 5). Esto indica que la mayor parte del
disolvente estad ordenado debido a la existencia de un medio anisotrépico. Este paso se

repitié para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 5. Espectro 2H-RMN que muestra el desdoblamiento cuadrupolar de la sefial de CDCl3
del disolvente en el medio orientado.

7.2.1.1. Verificacion de los compuestos a analizar en el medio anisotrépico

Para comprobar que los compuestos 3 y 4 se encontraban embebidos en el gel se
registré un espectro *H-RMN. La figura 6b muestra al compuesto 3 que se introdujo en el gel
y cuyas sefiales aparecen sobrepuestos a las del PMMA (Figura 6c). Las sefiales del
compuesto 3 en medio anisotrdpico presentan un mayor ensanchamiento que en medio
isotropico (Figura 7); debido a que en el medio anisotrépico las interacciones
espectroscépicas dependientes de la orientacién, como los acoplamientos dipolares, no se
anulan. La existencia de estos acoplamientos dipolares, tanto homonucleares como
heteronucleares, aparecen como una contribucién adicional en el desdoblamiento de las
sefiales. Esto hace que la multiplicidad de las mismas sea mdas compleja y dificil de resolver.
Este aumento en la anchura de las lineas espectrales es un resultado de la disminucién del
tiempo de relajacién transversal (T2) de la molécula en el gel. También, se observa una ligera

variacién en el desplazamiento quimico de las sefiales registradas en el medio anisotrdpico.
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Figura 6. (a) Espectro *H-RMN del compuesto 3 en CDCls. (b) Espectro *H-RMN del
compuesto 3 en PMMA/CDCls. (c) Espectro *H-RMN del PMMA/CDCls.
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Figura 7. Detalle de (a) Espectro *H-RMN del compuesto 3 en CDCls. (b) Espectro *H-RMN del
compuesto 3 en PMMA/CDCls.
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7.2.2. Experimentos 2D *H-3C-HSQC acoplados en la dimensién indirecta

También, al utilizar un medio anisotrépico los espectros HSQC-F2 presentan
problemas de ensanchamiento de las sefiales debido a la existencia de acoplamientos
dipolares homonucleares y heteronucleares a larga distancia que dificulta la extraccidon
precisa de los RDCs. Para minimizar este problema se han realizado los experimentos
bidimensionales acoplados en la dimensién indirecta BIRD-HSQC-F1,% el cual elimina los
acoplamientos "Jcn. En estos experimentos, las sefiales aparecen desdobladas por un valor

igual a Yxn (+1Dx ) en la dimensién del nucleo de 13C.

Se compararon los espectros obtenidos en medio isotrépico y anisotrdpico. Las
sefiales observadas en los experimentos BIRD-HSQC-F1 son dobletes bien definidos, no
presentan multiplicidad adicional como en los experimentos HSQC-F2, debido a que en este
tipo de experimentos los acoplamientos homonucleares (escalares y dipolares) no
evolucionan. El principal inconveniente de los dos experimentos anteriores radica en la
necesidad de adquirir un elevado numero de puntos en la dimensién indirecta (F1) para
alcanzar suficiente resolucién digital en la medida de las constantes Yxn/ Txn lo que implica
un aumento muy importante en el tiempo necesario para realizar el experimento. El
experimento BIRD-HSQC-F1-Jescalado permite reducir el tiempo experimental al introducir una
constante de escalamiento (K) que aumenta la magnitud del desdoblamiento (K*lJxpu;
K*1Txn). Asi, esto hace que el nimero de puntos necesario para adquirir en la dimensién
indirecta disminuya en forma significativa.'* Los RDCs se calcularon mediante la diferencia de
los resultados registrados para cada compuesto en el gel comprimido y en condiciones
isotrépicas. Los RDCs se observan experimentalmente como una contribucidon adicional al
desdoblamiento de las sefiales producido por el acoplamiento escalar. Por lo tanto, para
poder realizar las medidas de RDCs es necesario llevar a cabo dos medidas: una en medio

isotrépico (Ycn) y otra en medio anisotrépico (YJcn+iDcn) (Figuras 8y 9).
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Figura 8. Superposicion de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado con acoplamiento C-H a
un enlace en F1: soluto en medio isotrépico (azul) y anisotrépico (rojo) para el compuesto 3.
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Figura 9. Ampliacién de la regidn entre 70-84 ppm para la superposicion en F1 de los
experimentos BIRD-HSQC-F1-Jescalado en medio isotrépico (azul) y anisotrépico (rojo) para
el compuesto 3.
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En la el cuadro 1, se enumeran los valores de las integrales extraidas de los

experimentos BIRD-HSQC-Jescalado iSOtropico y anisotrépico para el compuesto 3. No se pudo

integrar la sefal del He ya que se encontré traslapada con la sefial de Hs' y su integracion

podia conducir a errores en la determinaciéon del RDC. Se realizé el mismo procedimiento

para obtener los acoplamientos dipolares del compuesto 4 (Cuadro 2). De la misma forma, se

realizd este procedimiento experimental para obtener los acoplamientos dipolares de los

compuestos 5'-epi-olguina (1) y 5-desacetoxi-5'-epi-olguina (2). Los valores para los

acoplamientos dipolares se incluyen en la informacién suplementaria (cuadros S3-1y S3-2).

Cuadro 1. Comparacion de las constantes acoplamiento C-H a un enlace extraidas de los
experimentos BIRD-HSQC-Jescalado en medio isotrépico y anisotrépico para el compuesto 3.

1

1

1

H 6 Iso Jey 6 Aniso T oy D,
(ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (H2)
Hs 6.235 173.1999 6.115 172.0681 -1.1318
Ha 6.973 171.4613 6.859 157.2570 -14.2044
Hs 5.256 151.8054 5.147 150.9314 -0.8740
Hy 5.636 162.9349 5.534 162.7495 -0.1855
H2 6.266 155.8894 6.156 127.9523 -27.9370
Hs: 6.501 152.9812 6.394 122.2146 -30.7666
Hg 5.787 157.6515 5.671 127.9146 -29.7370
Hs: 5.429 147.6774 5.296 127.3958 -20.2816
He' 5.075 149.6518 4,948 147.4416 -2.2102
H7 1.207 127.9114 1.079 131.4672 3.5558
Me 2.078 130.1687 1.955 130.6257 0.4569
Me 2.096 129.6856 1.968 130.8531 1.1675
Me 2.045 129.5379 1.918 129.9361 0.3982
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Cuadro 2. Comparacion de las constantes acoplamiento C-H a un enlace extraidas de los
experimentos BIRD-HSQC-Jescalado en medio isotrépico y anisotrépico para el compuesto 4.

1 1 1

6 lso JC’H 6 Aniso T D,
(ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (Hz)
H:  6.078 172.2221 5.947 186.3668 14.1446
Hia  6.901 164.9314 6.807 154.4400 -10.4914
Hs 2421 130.8085 2.318 126.7419 -4.0667
He  5.350 147.8660 5.234 142.0827 -5.7833
Hr  5.638 160.7342 5.516 157.3875 -3.3467
Hr  6.174 155.9680 6.060 144.8494 -11.1186
Hy  6.495 153.2076 6.398 138.4656 -14.7420
Hs  5.760 157.4739 5.642 142.9206 -14.5533
Hs  5.445 148.6300 5.313 136.8654 -11.7646
He  5.074 149.6046 4.944 146.2972 -3.3074
Hr  1.208 127.9145 1.084 131.4682 3.5537
Mel 2.099 129.6856 1.970 131.2010 1.5154
Me2  2.047 129.5326 1.921 129.9309 0.3982

Una vez comprobado el desplazamiento cuadrupolar del 2H del CDCl3 embebido en el
gel que se utilizaria para el registro del espectro del compuesto 4, se realizé la comprobacién
de que éste se encontraba también embebido y para ello se registrd un espectro de *H-RMN

(Figura 10), de forma andloga a lo descrito anteriormente para el compuesto 3.
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Figura 10. (a) Espectro de H-RMN del compuesto 4 en CDCls. (b) Espectro de 'H-RMN del
compuesto 4 en PMMA/CDCls.

La figura 10 ilustra que las sefiales del compuesto 4 en el gel son apenas perceptibles
debido a la pequeia cantidad que se empled de muestra (2 mg). Sin embargo, los resultados
de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado iSOtropico y anisotrépico proporcionaron excelentes
resultados (Figuras 11 y 12) pues se pudieron obtener buenas sefales para poder extraer los
acoplamientos dipolares residuales de igual forma se aprecia que una mayor cantidad del
compuesto se encontraba embebido en medio anisotrépico (rojo) y, por lo tanto, muy poco
del compuesto permaneceria disuelto en el estado isotrépico (azul) (Figura 11). En el cuadro

2 se resumen los acoplamientos dipolares residuales obtenidos para el compuesto 4.
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Figura 11. Superposicién de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado cON acoplamiento C-H a un
enlace en F1: soluto en medio isotrépico (azul) y anisotrépico (rojo) para el compuesto 4.
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Figura 12. Ampliacién de la regién entre 76-84 ppm para la superposicion en F1 de los
experimentos BIRD-HSQC-F1-Jescalado en medio isotrépico (azul) y anisotrépico (rojo) para
el compuesto 4.
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7.2.3. Calculo de las distancias interprotonicas por NOE con irradiacién selectiva

El estudio de efecto Nuclear Overhauser (NOE) se utilizdé como herramienta
complementaria de este protocolo para obtener una evidencia experimenta adicional de
ayuda para el establecimiento de la configuracidon absoluta de los compuestos 3 y 4. El primer
paso fue realizar los experimentos NOESY 1D para el anadlisis de los NOEs con irradiacion
selectiva de protén y determinar experimentalmente la distancia de protones
intermoleculares proximos entre si y obtener una mayor informacion referente al arreglo
espacial de las moléculas en estudio. La figura 12 ilustra los protones irradiados
selectivamente para el compuesto 3: Hs4(6.97 ppm), H1' (5.63 ppm), H3' (6.50 ppm) y He (5.07
ppm), éstos se observan como una sefial negativa en el espectro, también se aprecia la
aparicion de las sefiales correspondientes a los protones que sufrieron una transferencia de

polarizacién debido a su proximidad con el protén con irradiacién saturante selectiva.
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Figura 12. Espectros NOESY del compuesto 3 a 700 ms con irradiacion selectiva de protdn en:
(a) H4 (6 6.97); (b) H1’ (6 5.63); (c) H3’ (6 6.50); y (d) HE’ (6 5.07); (e) Espectro *H-RMN del
compuesto 3 en CDCls.
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Para poder establecer con mayor precision la distancia interprotdnica se realizé un
estudio de cinética de NOE a diferentes tiempos de mezcla. La interpretacion de los NOEs en
términos de distancias estd agravado por la presencia de movimientos internos, y muy
especialmente en moléculas flexibles.”'9 En cualquier caso, la mejor aproximacion para el
tratamiento cuantitativo de los datos consiste en obtener la constante de velocidad de
relajacion cruzada a partir de la construccion de la curva de crecimiento de los NOEs a
distintos tiempos de mezcla (Figura 13). La pendiente de la curva es directamente
proporcional a esta velocidad de relajacién cruzada y que a su vez es proporcional a la

distancia internuclear (Figura 14).
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Figura 13. NOEs observados para el compuesto 3 cuando se irradia selectivamente H6’ (5.07
ppm en CDCIls3) a diferentes tiempos de mezcla: (a) 150 ms, (b) 250 ms, (C) 350 ms (d) 500 ms
y (e) 700 ms del espectro 1D-NOESY en CDCls. (f) Espectro *H-RMN del compuesto 3 en CDCls.
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Figura 14. Cinética de NOE a diferentes tiempos de mezcla y construccidn de la curva de

velocidad de relajacidn cruzada de Hs cuando se excita He' en el compuesto 3.

En la figura 14 se ilustra como ejemplo la elaboracién la curva de velocidad de
relajacién cruzada para Hs (5.428 ppm) cuando se excitd He (6 5.07) en forma selectiva. En
primer lugar, fue necesario obtener la integral relativa (lo/li) de cada una de las sefiales
observadas a cada tiempo de mezcla en el espectro que fueron: 0.0039 (150 ms), 0.0082 (250
ms), 0.0116 (350 ms), 0.0197 (500 ms) y 0.243 (700 ms). Se graficaron los datos para obtener
la curva de tendencia lineal, de ahi se determind la ecuaciéon de regresidon lineal. Asi, se
determind la ecuacion de regresion lineal de donde se obtienen la pendiente y la ordenada al
origen, al igual que el valor para el coeficiente de correlacidn lineal (Figura 15). Por ultimo, se
calcularon las distancias interprotdnicas utilizando la ecuacién 2 tomando como referencia la
distancia interproténica tedrica (DFT) de los protones Hs-Ha y la pendiente obtenida de la
cinética de NOE para Hs cuando se excita selectivamente el protén He' (Cuadro 3). Los valores
para las distancias interprotoénicas calculadas mediante NOE para el compuesto 3 se incluyen
en el cuadro 4. La figura 16 muestra un modelo molecular en cual se destacan las distancias
interprotdnicas promedio teédricas y que al compararlas con los datos experimentales

muestran concordancia entre ellas.
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Figura 15. Representacion grafica del experimento 1D-NOESY en CDCls a diferentes tiempos
de mezclado cuando se irradia selectivamente H6’ del compuesto 3. a Integral relativa de
sefial. lo corresponde al drea bajo la curva de la seial irradiada selectivamente. li
corresponde al drea bajo la curva de la sefial polarizada.

Cuadro 3. Distancias interprotdnicas calculadas por NOE para el compuesto 3 cuando se
irradia H6' selectivamente.

Protones pendiente distancia (A)
Hs3-Ha 4.00E-05 estandar 2.5009 estandar
He-H7 4.00E-05 2.5009
He-Hs 4.00E-05 2.5009
He-Ha' 2.00E-05 2.8072
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Cuadro 4. Distancias interprotdnicas calculadas por NOE para el compuesto 3 en CDCls,

Integral relativa NOE a diferente tiempo de
mezcla®

Distancia
150ms 250ms 350ms 500ms 700ms Pendiente calculada
(A)

Protones
relacionados

Ha-H3 0.0032 0.0067 0.0110 0.0169 0.0249  4.0E-05P 2.5009°
Ha-Hs 0.0062 0.0105 0.0146 0.0210 0.0291 4.0E-05 2.5009
Hz-Hs 0.0011 0.0028 0.0040 0.0058 0.0082 1.0E-05 3.1509
H1-Hy 0.0065 0.0129 0.0228 0.0335 0.0488 8.0E-05 2.2280
H1-Hs 0.0009 0.0019 0.0027 0.0035 0.0051 7.0E-06 3.3439
He-Ha: 0.0019 0.0037 0.0055 0.0088 0.0108 2.0E-05 2.8072
He-Hs: 0.0039 0.0082 0.0116 0.0197 0.0243 4.0E-05 2.5009

2En unidades arbitrarias, establecidas en base a la integral de la sefial irradiada (fija en -1.0).
b Datos utilizados como referencia .

Distancias
calculadas
(A)
Hs-Hs 2.5009
Hs-Hs 2.5009
Hs-Hs 3.1509
Hi-Hx> 2.2280
Hi-Hs 3.3439
He-Hs: 2.5009
He-Ha 2.8072

Figura 16. Comparacion de las distancias interprotdnicas calculadasy medidas en un modelo
molecular tedrico (DFT) para el compuesto 3.

De esta forma, se obtienen todos los datos experimentales de RMN necesarios para
correlacionar con los datos tedricos por este protocolo conjunto que incluye RDCs, distancias

interprotdnicas y constantes de acoplamiento vecinales (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Constantes experimentales obtenidas para el compuesto 3.

RDCs (Hz)?
Distancias (A)P 3Ju.n (H2)
C-H RDC
C-Hs -1.1318 Ha-H3 2.5009 Hs-Ha 9.81
C-Ha -14.2044 Ha-Hs 2.5009 Ha-Hs 5.42
C-Hs -0.8740 Hz-Hs 3.1509 Hs-Hs 3.23
C-H1 -0.1855 Hi-Ho 2.2280 He-H1: 8.79
C-Hyx -27.9370 Hi-Hs 3.3439 Hq-Hy 10.84
C-Hs -30.7666 He-Hs 2.5009 Hz-Hs: 11.28
C-Ha' -29.7370 He-Ha' 2.8072 Hz-Hg 15.09
C-Hs' -20.2816 Ha-Hs 7.18
C-He' -2.2102 Hs-He' 3.81
C-H7 3.5558 He-H7 6.60

Cs-COOCH3 0.4569

Cs-COOCH3 1.1675

Ce-COOCH3 0.3982
20btenidos a partir del acoplamiento C-H a un enlace de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado
en medio isotrépico y anisotrépico. ° Distancias interprotdnicas calculadas por NOE con
irradiacion selectiva de protén. ©Obtenidas por ajuste no lineal de la simulacién espectral de
RMN H a partir del trazo experimental

Para el compuesto 4, se aplicd la misma metodologia descrita anteriormente para la
generacion de los resultados experimentales de la cinética de NOE. En el cuadro 6 se muestra
las distancias interprotdnicas calculadas utilizando la ecuaciéon 2 tomando como referencia la
distancia interproténica tedrica de los protones Hs-Ha y la pendiente obtenida de la cinética
de NOE para Hs cuando se excita selectivamente el protdn Ha. Finalmente, se obtuvieron
también los datos experimentales de RMN para el compuesto 4 necesarios para
correlacionar los datos tedricos de este protocolo (Cuadro 7). De la misma forma descrita en
esta seccidn se calcularon las distancias interprotdnicas para los compuestos 5 -epi-olguina
(1) y 5-desacetoxi-5'-epi-olguina (2) (Capitulo 2, seccién 6.2). Los valores para los
acoplamientos dipolares asi como de las distancias interproténicas y 3/un para estos dos

compuestos se incluyen en la informacidn suplementaria (Cuadros S3-3 y S3-4).
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Cuadro 6. Distancias interprotdnicas calculadas por NOE para el compuesto 4 en CDCls,

Integral relativa NOE a diferentes tiempo de mezcla @

Protones Distancia
. 150 ms 250ms 350ms 500ms 700 ms Pendiente calculada
relacionados A)

Ha-Hs 0.0060 0.0080 0.0120 0.0157 0.0197 0.00002 " 2.4857 "
Hi-Haz 0.0054 0.0109 0.0169 0.0250 0.0364 0.00006 2.0698
Hs-He 0.0130 0.0236 0.0318 0.0476 0.0674 0.00010 1.9009
Hs-Hs: 0.0070 0.0109 0.0148 0.0215 0.0322 0.00004 2.2145
He-Hs: 0.0029 0.0044 0.0068 0.0104 0.0140 0.00002 2.4857

2En unidades arbitrarias, establecidas en base a la integral de la sefial irradiada (fija en -1.0).
b Datos utilizados como referencia .

Cuadro 7. Constantes experimentales obtenidas para el compuesto 4.

RDCs (Hz) @
Distancias AP 3Jun (Hz)C
C-H RDCs

C-Hs3 14.1446 Ha-Hs 2.8470 Hs-Ha 9.82
C-Hq -10.4914 Hi-H> 2.0698 He-H1' 8.64
C-Hs -4.0667 H3-He 1.9009 H1i-Hy 10.98
C-Hs -5.7833 Hz-Hs 2.2145 Ha-Hs: 11.43
C-Hy -3.3467 He-Hs: 2.4857 Hs-Ha' 15.23
C-Hy -11.1186 Ha-Hs 7.18
C-Hz -14.7420 Hs-He: 3.37
C-Hy -14.5533 He-H7 6.59
C-Hs -11.7646

C-Hg -3.3074

C-Hy 3.5537

Cs-COOCH3 1.5154

Ce-COOCH3 0.3982
@0btenidos a partir del acoplamiento C-H a un enlace de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado
en medio isotrdpico y anisotrépico. ° Distancias interprotdnicas calculadas por NOE con
irradiacion selectiva de protdén. ¢Obtenidas por ajuste no lineal de la simulacion espectral de
RMN H a partir del trazo experimental
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7.2.4. Correlacion de datos tedricos y experimentales

Para realizar el andlisis conformacional de los compuestos 3 y 4 para establecer su
configuracion absoluta, se planted la busqueda conformacional de las cuatro posibilidades
diastereoisoméricas (Figura 4). El primer paso consistio6 en la seleccion de los diez
conférmeros de menor energia para cada diasteroisdmero. Utilizando el programa creado
por Armando Navarro de Universidad de Santiago de Compostela Espaia, posible alinear los
confédrmeros seleccionados tomando en cuenta la regidn rigida de la molécula que en ambas
moléculas corresponde al fragmento Cy- Cy donde se localiza el dieno conjugado s-trans
(Figura 17). Este alineamiento es necesario para que exista un marco de referencia y se

calcule el tensor de alineamiento para todos los conférmeros considerados.

Figura 17. Alineamiento de los conféormeros de la parte rigida de la molécula para los
compuestos 3y 4

Como segundo paso, se alimentd al programa con los datos experimentales que se
desean correlacionar, i.e., RDCs, distancias interproténicas y constantes de acoplamiento
vecinales. El programa calculé los RDCs tedricos para cada conférmero mostrando la
correlacién que cada uno tiene con los datos experimentales mediante el factor estadistico
de Cornilescu Q (cuadros S3-5 y S3-6, Informacion Suplementaria). El programa ejecuté todas

las combinaciones posibles de cada uno de los conféormeros de dos en dos y calcula el tensor
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de alineamiento para cada combinacion y los parametros teéricos de RMN. Si en este nivel
no se encontra una correlacién satisfactoria con los datos experimentales, se realizaron
combinaciones de tres en tres o de cuatro en cuatro confdrmeros y, asi, sucesivamente hasta

encontrar la mejor correlacién con los datos experimentales segun el valor obtenido para la

X2

Los resultados mostraron que para el compuesto 3 se encontrd una buena correlaciéon
de los datos tedricos con los experimentales al realizar 3 combinaciones de conférmeros
(cuadro S3-7, Informacidén Suplementaria). El cuadro 8 resume el resultado para el calculo de
cada diastereoisémero y el grado de correlacién con los datos experimentales expresado en
x2. En el cuadro 10, se incluyen los valores calculados y los experimentales para el
diasteroisémero de mejor ajuste. La figura 19 muestra graficamente que la mejor correlacién
de los datos tedricos y experimentales para el compuesto 3 correspondié al diasteroisémero

con la configuracion absoluta 5'R, 6’S.

Cuadro 8. Correlacién de los datos experimentales de RMN de mejor ajuste obtenidos a
partir del cdlculo con tres combinaciones de conférmeros para los cuatro diastereoisémeros
posibles del compuesto 3.

Diastereosomero X2 Confdérmeros fraccién molar
5'R, 6'R 16.100 (3)=0.334 (8)=0.106 (9)=0.560
5'R, 6'S 11.394 (2)=0.232 (4)=0.451 (6)=0.317
5'S, 6'R 18.105 (2)=0.408 (4)=0.361 (6)=0.231
5'S, 6'S 18.556 (3)=0.109 (6)=0.802 (8)=0.089
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Figura 19. Valores de x2 para la correlacion de los RDCS tedricos y experimentales para cada
uno de los diasteroisémeros analizados del compuesto 3.

Los resultados de los calculos para el compuesto 4 mostraron que sucedié una mejor

correlacién de los datos tedricos con los experimentales al realizar un calculo con cuatro

combinaciones de conférmeros (Cuadro S3-8, Informacion Suplementaria). Al igual que lo

encontrado para el compuesto 3, se observd que la mejor correlacidon de datos se encontrd

en el diasteroisébmero 5'R, 6'S (Figura 20; Cuadro 11). En el cuadro 12 se incluyen los valores

calculado y experimentales para el diastereoisdmero con el mejor ajuste.

Cuadro 10. Correlacién de datos experimentales de RMN de mejor ajuste obtenidos a partir
del célculo con tres combinaciones de conféormeros para el diastereoisémero 5’R, 6’S del
compuesto 3.

RDC (Hz) Distancias (A) 3 uu(Hz)
exp calc exp calc exp calc
C-Hs -1.13 -1.31 Hs-Hs 250 2.50 Hs-He 3.23  3.62
C-Hs -1420 -14.28 Ha-Hs 250 2.48 Hs-He 3.81 3.24
C-Hs -0.87 -0.91 Hi-H» 223 237
C-H» -0.18 -0.22 Hi-Hs 3.34 341
C-Hy -27.94 -26.61 Hs-Hs 3.15 3.49
C-Hs -30.77 -31.46 He-Hs: 250 2.47
C-Hy -29.74 -30.14 He-Ha 2.81 3.20
C-Hs -20.28 -20.21
C-He -2.21 -2.20
C-H7» 3.55 3.96
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Es importante mencionar que para el cdlculo de las constantes de acoplamiento
tedricas el software utiliza la ecuaciéon de Karplus y sélo determina al momento las
constantes de acoplamiento de los carbonos sp3-sp® razén por la cual Unicamente fue posible
integrar al calculo las constantes de acoplamiento de los protones Hs-Hg y Hs-He' para el

compuesto 3 y la constante de acoplamiento de los protones Hs-He para el compuesto 4.

40 A 39.22
30 A 27.6 25.98
X 20
12.24
10 A |
0
5'R, 6'R 5'R, 6'S 5'S,6'R 5'S, 6'S

Diastereoisomeros

Figura 20. Valores de x2 para la correlacion de los RDCS tedricos y experimentales para cada
uno de los diasteroisémeros analizados del compuesto 4.

Cuadro 11. Correlacién de datos experimentales de RMN de mejor ajuste obtenidos a partir
del célculo con 4 combinaciones de conférmeros para los 4 diastereoisomeros del compuesto

4,
Diastereoisomero  x2 Conférmeros fraccion molar
5'R, 6'R 27.604 (4)=0.318 (5)=0.265 (6)=0.387 (7)=0.030
5'R, 6'S 12.240 (1)=0.460 (2)=0.161 (4)=0.232 (6)=0.147
5'S, 6'R 39.223 (1)=0.443 (4)=0.284 (6)=0.129 (7)=0.143
5'S, 6'S 25.978 (1)=0.368 (2)=0.130 (5)=0.088 (10)=0.414
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Cuadro 12. Correlacién de datos experimentales de RMN de mejor ajuste obtenidos a partir
del cdlculo con 4 combinaciones de conférmeros para el diastereoisémero 5’'R, 6’S del
compuesto 4.

RDC (Hz) Distancias (A) 3J w,u(Hz)
exp calc exp calc exp calc
C-H: 14.14 14.13 He-Hs: 2.48 2.49 Hs-He 3.37 3.51
C-Hs -1049 -10.50 Hi-Hy» 2.07 2.37
C-Hs -4.07 -4.28 Hs-He 190 2.16
C-Hs -5.78 -5.57 Ha-Hs 2.84 2.79
C-Hr -3.35 -3.38
C-Hy -11.12 -10.89
C-Hs -14.74 -15.63
C-Hy -1455 -13.99
C-Hs -11.76 -11.50
C-He -3.31 -3.18
C-H» 3.55 -3.76

Esta metodologia experimental implementada para la determinacién de la
configuracion absoluta de estos compuestos flexibles tomando en cuenta los RDCs resulté
exitosa y complementa los resultados obtenidos con el protocolo DFT-RMN (3Ju,4) descrito en
el capitulo 2 seccién 6.2.4. En la cual se determina la configuracidn absoluta 55,5'R,6’S para el
compuesto 3 y 5R,5’R,6’S para el compuesto 4. Es importante notar que estos resultados
muestran el primer acercamiento de este protocolo establecido para la determinacién de la
configuracion absoluta de pequefias moléculas organicas flexibles contemplando tres
parametros experimentales a través de la RMN, i.e., las constantes de acoplamiento

vecinales 3Ju 4, las distancias interprotdnicas y loa acoplamimentos residuales dipolares RDCs.
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7.4.

Informacion suplementaria

Cuadro S3-1. Comparacion de las constantes acoplamiento C-H a un enlace extraidas de los
experimentos BIRD-HSQC-Jescalado €N medio isotrdpico y anisotrépico para el compuesto 1.

1

1

1

H 6 lso Jc’H 6 Aniso Ty D,
(ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (Hz)
Hs 6.24 173.3823 6.34 163.3028 -10.08
Ha 7.10 172.2850 7.21 161.7968 -10.49
Hs 5.29 153.2453 5.40 141.4995 -11.75
He 4.20 149.8341 431 160.5235 10.69
Hy 3.51 181.4182 3.59 177.9095 -3.51
H2 3.70 176.7620 3.81 148.9460 -27.82
Hz 5.80 160.1761 5.92 141.8045 -18.37
Hg 5.88 160.3333 5.97 141.1128 -19.22
Hs 5.35 148.9475 5.44 128.9583 -19.99
He' 5.08 149.6612 5.19 149.0073 -0.65
H7 1.21 127.9607 1.31 130.5701 2.61
Me 2.15 130.2327 2.25 128.2593 -1.97
Me 2.09 129.7841 2.19 132.4691 2.68
Me 2.05 129.5819 2.15 129.7139 0.13

Cuadro S3-2. Comparacidn de las constantes acoplamiento C-H a un enlace extraidas de los
experimentos BIRD-HSQC-Jescalado €N Medio isotrdpico y anisotrdpico para el compuesto 2.

1

1

1

H 6 lso 'IC,H 6 Aniso T D,
(ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (H2)
Hs 6.0652 172.5554 5.9355 181.5125 8.9571
Ha 6.9323 165.5224 6.8338 162.0829 -3.4395
Hs 2.5987 130.8761 2.4945 124.3980 -6.4781
He 4.1744 151.1294 4.0560 154.9556 3.8262
Hy 3.3153 177.2556 3.2068 179.3212 2.0656
H2 3.6308 176.6080 3.5236 164.6515 -11.9564
Hs' 5.7638 160.8851 5.6624 143.7192 -17.1659
Hg 5.8721 160.8992 5.7351 143.6751 -17.2241
Hs 5.3712 148.7652 5.2432 136.7082 -12.0570
He' 5.0710 149.6172 4.9427 144.0681 -5.5491
H7 1.1977 127.9344 1.0721 130.3689 2.4345
Me 2.0825 129.7464 1.9548 132.1704 2.4240
Me 2.0358 129.5431 1.9110 129.9686 0.4255
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Cuadro S3-3. Constantes experimentales obtenidas para el compuesto 1.

RDCs (Hz) @
Distancias A © 3Jun(Hz)©
C-H RDCs

C-Hs -10.0795 Hs-Hs 2.5031 Hs-Ha 9.60
C-Hq -10.4882 Hs-Hs 2.5031 Hs-Hs 5.70
C-Hs -11.7458 Ho-Hyp 2.3396 Hs-He 3.00
C-He 10.6894 Ha-Hz 2.6261 He-H1' 8.40
C-Hy -3.5086 He-Hs 2.5031 H1-Hy 4.20
C-Hy -27.8160 He-Ha 3.1537 Ha-Hz 4.50
C-Hs -18.3716 He-Hz' 3.2096 Hz-Ha 15.60
C-Ha -19.2205 H1-Hy 2.3396 Ha-Hs 5.70
C-Hs -19.9892 Hy-Hs 3.3469 Hs-He' 4.00
C-He -0.6540 He-H7 6.60
C-H7 2.6095

Cs-COOCH3 -1.9733

Ce-COOCH3 2.6849

Cs-COOCH3 0.1320
@Obtenidos a partir del acoplamiento C-H a un enlace de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado
en medio isotrdpico y anisotrépico. ° Distancias interprotdnicas calculadas por NOE con
irradiacion selectiva de protén. ¢Obtenidas por ajuste no lineal de la simulacion espectral de
RMN *H a partir del trazo experimental
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Cuadro $3-4. Constantes experimentales obtenidas para el compuesto 2.

RDCs (Hz) ?
Distancias A © 3Jun(Hz)©
C-H RDCs

C-Hs 8.9571 Ha-Hs 2.4832 Hs-Hs 9.60
C-Hg -3.4395 Hs-Heg 2.4832 He-Hy 8.20
C-Hs -6,4781 Hs-Ha' 2.4832 Hi-Hy»  4.10
C-Hs 3.8262 Hz-Ha 2.4832 Hx-Hs  5.20
C-Hy 2.0656 Hz-He 3.8996 Hz-Hs  15.80
C-Hy -11.9564 Hi-He 2.9821 Ha-Hs  6.30
C-Hz -17.1659 H1-Ha 3.8996 Hs-He  4.10
C-Ha' -17.2241 He-H7»  6.40
C-Hs -12.0570
C-Hg' -5.5491
C-Hy 2.4345

Cs-COOCHs  2.4240
Ce-COOCHs  0.4255

20btenidos a partir del acoplamiento C-H a un enlace de los experimentos BIRD-HSQC-Jescalado
en medio isotrdpico y anisotrépico. ° Distancias interprotdnicas calculadas por NOE con
irradiacion selectiva de protdén. ©Obtenidas por ajuste no lineal de la simulacidn espectral de

RMN *H a partir del trazo experimental
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Cuadro S$3-5. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre, @ y factor de Curnilescu ® de los diez
conférmeros de menor energia para los cuatro posibles diastereoisémeros analizados del

compuesto 3.

5'R, 6'R 5'R, 6'S
Conférmero E (Kcal/mol) AG? Q° Conférmero E (Kcal/mol) AG? Q°
1 -816069.136 0.0000 0.5619 1 -816069.808 0.0000 0.4315
2 -816068.991 0.1456 0.5329 2 -816069.282 0.5258 0.3597
3 -816068.781 0.3554 0.4394 3 -816069.136 0.6717 0.3061
4 -816068.715 0.4212 0.1588 4 -816069.046 0.7619 0.1251
5 -816068.664 0.4724 0.3821 5 -816069.005 0.8029 0.5329
6 -816068.661 0.4753 0.5471 6 -816068.801 1.0072 0.3830
7 -816068.183 0.9533 0.5969 7 -816068.623 1.1853 0.6009
8 -816068.183 0.9533 0.3166 8 -816068.239 1.5687 0.2935
9 -816068.146 0.9896 0.1864 9 -816068.159 1.6487 0.5344
10 -816067.854 1.2823 0.7009 10 -816068.019 1.7885 0.3859
5'S, 6'R 5'S, 6'S
Conférmero E (Kcal/mol) AG? Q° Conférmero E(Kcal/mol) AG? Q°
1 -816069.710 0.0000 0.5651 1 -816069.045 0.0000 0.2677
2 -816069.338 0.3715 0.1558 2 -816068.914 0.1307 0.5696
3 -816069.275 0.4344 0.4812 3 -816068.852 0.1931 0.2422
4 -816069.265 0.4446 0.1782 4 -816068.339 0.7060 0.4805
5 -816068.849 0.8604 0.2730 5 -816068.203 0.8423 0.4975
6 -816068.767 0.9427 0.3453 6 -816068.075 0.9700 0.1191
7 -816068.350 1.3600 0.7285 7 -816067.655 1.3900 0.5038
8 -816067.818 1.8918 0.4821 8 -816067.643 1.4019 0.5334
9 -816067.641 2.0689 0.4654 9 -816067.246 1.7995 0.5771
10 10 -816066.856 2.1887 0.6196

3aAG° a 298 Ky 1 atm en kcal/mol. ° Factor estadistico resultante de la comparacién de los

RDCs calculados por el software y los valores experimentales.
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Cuadro S3-6. DFT B3LYP/DGDZVP energia libre, @ y factor de Curnilescu  de los diez
conférmeros de menor energia para los cuatro posibles diastereoisémeros analizados del

compuesto 4.

5'R, 6'R 5'R, 6'S
Conférmero DG (Kcal/mol) AG? Q° Conférmero E(Kcal/mol) AG? Q°
1 -673122.317 0.0000 0.3351 1 -673123.170 0.0000 0.3016
2 -673122.228 0.0893 0.3228 2 -673122.730 0.4397 0.3575
3 -673122.035 0.2816 0.3524 3 -673122.678 0.4914 0.4416
4 -673121.655 0.6624 0.3136 4 -673122.612 0.5574 0.2163
5 -673121.577 0.7400 0.2400 5 -673121.854 1.3162 0.8064
6 -673121.404 0.9127 0.8139 6 -673121.763 1.4064 0.3420
7 -673121.325 0.9925 0.5239 7 -673121.662 1.5079 0.9124
8 -673121.107 1.2102 0.8497 8 -673121.476 1.6941 0.6650
9 -673121.076 1.2413 0.7804 9 -673121.467 1.7031 0.3340
10 -673120.887 1.4302 0.3688 10 -673121.213 1.9568 0.5024
5'S, 6'R 5'S, 6'S
Conférmero DG (Kcal/mol) AG? Q° Conférmer DG AG? Qb
1 -673123.057 0.0000 0.3377 o (Kcal/mol)
2 -673122.867 0.1901 0.2856 0.000 0.229
3 -673122.691 0.3661 0.3966 1 -673122.612 0 4
4 -673122.389 0.6687 0.3026 0.212 0.355
5 -673122.329 0.7281 0.2739 2 -673122.400 2 4
6 -673121.816 1.2415 0.6963 0.884 0.248
7 -673121.378 1.6791 0.8024 3 b73lalzer g 0
8 -673121.376 1.6809 0.7290 0.965 0.4381
9 -673121.214 1.8437 0.4740 4 673121647 9
10 -673120.884 2.1737 0.5425 5 -673121.642 0.969 0.570
8 4
6 -673121.524 1.088 0757
2 3
7 -673121.520 1.091 0278
6 6
8 -673121.392 1.220 0795
0 3
9 -673121.384 1.227°0.569
3 5
10 -673121.369 1'142 0'2669

aAG° a 298 Ky 1 atm en kcal/mol. ° Factor estadistico resultante de la comparacién de los

RDCs calculados por el software y los valores experimentales.
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Cuadro S3-7. Combinaciones de conféormeros para el calculo del vector de alineamiento de
mejor ajuste para cada uno de los diastereoisdmeros analizados para el compuesto 3.

Combinacion

5'R, 6'R

5'R, 6'S

5'S, 6'R

5'S,6'S

Combinacién 23:
F=22.6879039507
Conférmeros
Poblaciéon( 3 )= 0.403
Poblacién( 9 )= 0.597

Combinacién 17:
F=20.2465954825
Conférmeros
Poblacién( 4 )=0.611
Poblacion( 6 )=0.389

Combinacién 17 :
F=82.2465954825
Conférmeros
Poblacion( 4 )=0.611
Poblacion( 6 )=0.389

Combinacién 11:
F=21.0915189294
Conférmeros
Poblacion( 2 )=0.081
Poblacion( 6 )=0.919

Combinacién 83:
F=16.0998118568
Conférmeros
Poblacion( 3 )=0.334
Poblacion( 8 )=0.106
Poblacién( 9 )= 0.560

Combinacién 29:
F=11.3936217079
Conférmeros
Poblaciéon( 2 )=0.232
Poblacién( 4 )=0.451
Poblacién( 6 )=0.317

Combinacién 21 :
F=18.1046717439
Conférmeros
Poblacion( 2 )= 0.408
Poblacion( 4 )=0.361
Poblacion( 6 )=0.231

Combinacién 45 :
F=18.5562971623
Conférmeros
Poblacion( 3 )=0.109
Poblacion( 6 )= 0.802
Poblacion( 8 )= 0.089

Cuadro S3-8. Combinaciones de conférmeros para el cdlculo del vector de alineamiento de
mejor ajuste para cada uno de los diastereoisémeros analizados para el compuesto 4.

Combinacion

5'R, 6'R

5'R, 6'S

5'S, 6'R

5'S, 6'S

Combinacién 4 :
F=76.7422591125
Conférmeros
Poblacion( 1 )=0.547
Poblaciéon( 6 )= 0.453

Combinacién 1:
F=31.9346578525
Conférmeros
Poblacién(1)=0.572
Poblacion( 2 )=0.428

Combinacién 6 :
F=53.3963331484
Conférmeros
Poblacion( 1)=0.742
Poblacion( 7 )=0.258

Combinacién 9:
F=60.5524313588
Conférmeros
Poblacion( 1)=0.427
Poblacion( 10 )= 0.573

Combinacién 65 :
F=29.2519037777
Confdrmeros
Poblacion( 4 )=0.313
Poblacion( 5 )=0.295
Poblaciéon( 6 )=0.392

Combinacién 4:
F=18.7118380924
Conférmeros
Poblacion(1)=0.519
Poblacién( 2 )=0.297
Poblacion( 6 )=0.184

Combinacién 12:
F=47.8679875689
Conférmeros
Poblacién( 1)=0.677
Poblacién( 4 )= 0.085
Poblacion( 7 )=0.237

Combinacién 10:
F=38.5290430632
Confdérmeros
Poblacion( 1)=0.419
Poblacion( 3 )=0.529
Poblacion( 5 )=0.052

Combinacién 141 :
F=27.6040210601
Conférmeros
Poblacion( 4 )=0.318
Poblaciéon( 5 )=0.265
Poblacion( 6 )=0.387
Poblacion( 7 )= 0.030

Combinacién 6:
F=12.2399662146
Conférmeros
Poblaciéon( 1 )=0.460
Poblaciéon( 2 )=0.161
Poblacion( 4 )=0.232
Poblacion( 6 )=0.147

Combinacién 19:
F=39.2229814167
Conférmeros
Poblacion( 1 )=0.443
Poblacion( 4 )=0.284
Poblaciéon( 6 )=0.129
Poblacion( 7 )=0.143

Combinacién 18:
F=25.9780852925
Conférmeros
Poblacion( 1)=0.368
Poblacion( 2 )=0.130
Poblacion( 5 )=0.088
Poblacion( 10 )= 0.414
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8. Conclusiones

1.

La convergencia de las 3/ calculadas con los parametros experimentales se utilizd
para corroborar la asignacién estereoquimica de las 6-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas
estudiadas. Se recomienda el protocolo de DFT PCM para predecir la estereoquimica
de los compuestos hidroxilados, ya que el efecto del disolvente demostrd su impacto
favorable en la prediccién de los valores para las constantes de acoplamiento
vecinales (3Jun). Las 3un calculadas mediante DFT fueron cuantitativamente
consistentes con los pardmetros experimentales de RMN, permitiendo la distincién
entre epimeros. Estos resultados apoyan la posibilidad de una asignaciéon
estereoquimica completa de moléculas flexibles polifuncionalizadas y con multiples
centros quirales, una situaciéon que no se logra con la misma exactitud mediante el
célculo de los desplazamientos quimicos de *H y 13C.

Utilizando el protocolo de modelado molecular DFT-RMN para el célculo de las 3Ju n,
se propuso la configuracién absoluta correcta para la sinargentélida A como la 6R-
[4'S,5'S,6'S-(triacetiloxi)-1E-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona debido a la excelente
correlacién entre los valores DFT calculados en fase gaseosa y los datos
experimentales que permitieron la simulacidn de su espectro de RMN H.

El estudio quimico del extracto cloroférmico de las partes aéreas de la especie Hyptis
spicigera permitio la separacion, la identificacidén y la elucidacién estructural de la 5-
epiolguina (1), la 5-desacetoxi-5’-epiolguina (2) y dos 6-alquil-5,6-dihidro-a-pironas
novedosas (3 y 4). Al utilizar el protocolo DFT-RMN, en conjunto con el uso de los
RDCs experimentales, se logré establecer la configuracion absoluta para las
especigerodlidas B (3) y C (4) como la 65-[5S,5'R,6'S-(triacetiloxi)-1Z,3E-heptadienil]-
5,6-dihidro-2H-piran-2-ona para 3 y la 6R-[5'R,6'S-(diacetiloxi)-1Z,3E-heptadienil]-5,6-
dihidro-2H-piran-2-ona para 4, a través de la correlacién entre los datos tedricos y
experimentales, demostrando el valor predictivo de esta aproximacién para la
asignacion de la configuracion absoluta de pequenas moléculas organicas flexibles

con multiples centros quirales.
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