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Abreviaturas

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

DCC Diciclohexilcarbodiimida

THF Tetrahidrofurano

Boc ter-butoxicarbonilo

Bn Bencilo

tBu. Terbuitil

Fmoc 9-Fluorenilmetoxicarbonil

z Benciloxicarbonil

Trt Tritilo

Alloc Aliloxicarbonil

Phe Fenilalanina

Cys Cisteina

Trp Triptoéfano

Lys Lisina

Thr Treonina

Thr-ol Treoninol, treonina reducida

RMN-"H Resonancia Magnética Nuclear de proton
RMN C Resonancia Magnética Nuclear de carbono
MALDI-TOF desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
HPLC cromatografia liquida de alta eficiencia
EDCI (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)) -carbodiimida clorhidrato
HT Hidrotalcita

DCM Diclorometano




Parte |I. Formacion de enlace peptidico en fase
liguida usando aminoacidos no protegidos, con la
estrategia HOBt/DCC. Sintesis total de la

Sandostatina.

Resumen:

Se desarrollé una metodologia de sintesis para la Sandostatina también conocida
como Octreotida, por acoplamiento de aminoacidos en fase liqguida mediante una
sintesis total convergente. El acoplamiento se llevé a cabo mediante la activacion
de Boc-N-Aminoacidos a los ésteres de benzotriazol, utilizando DCC-HOBY;
seguido de su acoplamiento controlado con aminoacidos no protegidos en
solucién parcialmente acuosa. Esta metodologia es facilmente escalable y se
obtuvo el péptido en un 17% de rendimiento. Los productos se purificaron por

recristalizarian y se identificaron por RMN-'H y **C y MALDI.

Abstract:

A new procedure was developed for the synthesis of octreotide by liquid phase
peptide synthesis through an orthogonal coupling method, mediated by DCC-HOBt
couplings, by activation of Boc-N-Amino acids to HOBT esters and controlled
coupling with unprotected amino acid in a partially aqueous solution. The
methodology is easily scalable and produces peptide with a yield of 17%. The
products are purified by recrystallisation and identified by 'H and *C-RMN
spectroscopy, and by MALDI.



1. Introduccion.

En este trabajo de investigacion se ha desarrollado una nueva metodologia de
sintesis peptidica en fase liquida, en la cual se reduce el uso de grupos
protectores en los aminoacidos para la formacién del enlace peptidico. La sintesis
se desarrolla al formar los enlaces peptidicos de la secuencia del extremo amino
al extremo del carboxilo (estrategia N—>C) para crecer la secuencia entre ésteres
activos de benzotriazol de un aminoacido protegido en su grupo amino y un
aminoacido en su forma i6n zwitter. Los ésteres de benzotriazol se forman por
activacion de Boc-N-aminoacidos con 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) vy
diciclohexilcarbodiimida (DCC) en diclorometano, estos ésteres activos se
concentran y se utilizan directamente en el acoplamiento con un segundo
aminoacido no protegido utilizando un equivalente de NaOH para activar el grupo
amino, en solucion acuosa con THF/H,O. De esta manera se obtiene un péptido
libre en su extremo &cido, sin formacion de subproductos de reaccion y con control

de oligomerizacion, listo para un siguiente acoplamiento.

Esta estrategia de acoplamiento peptidico presenta las siguientes ventajas: No
requiere del uso de disolventes anhidros, ni de grupos protectores en el grupo
acido carboxilico, pasos que son obligatorios en la sintesis peptidica en fase
liquida y sélida. Por lo tanto, se eliminan los pasos de proteccion y desproteccion
de estos grupos para el siguiente acoplamiento. Por las condiciones de reacciéon
neutras, no es necesario proteger otros grupos funcionales de residuos de
aminoacidos como los grupos oxhidrilo de treonina y serina o el grupo indol del
triptéfano, ya que las condiciones de reaccion favorecen el acoplamiento entre el
aminoacido activado como éster de hidroxibenzotriazol con el grupo amino de otro

aminodacido.

La estrategia mencionada se utilizé en la sintesis total convergente de la
Sandostatina, un octapéptido ciclico utilizado en terapia clinica. Este péptido
comercial se vende a altos costos en el mercado; por lo que la sintesis con esta
estrategia disminuye el costo de produccion y se obtiene el péptido de manera
facil y econdémica ya que se reduce considerablemente el uso de grupos

protectores evitando los consecuentes pasos de proteccion y desproteccion.



2. Antecedentes

2.1. Sandostatina

Los péptidos son compuestos muy importantes en la industria farmaceéutica debido
a que participan en muchas funciones fisiolégicas; tienen alta actividad, presentan
area superficial grande lo que les confiere alta afinidad y selectividad, y por lo
tanto tienen baja toxicidad; lo que los hace atractivos para el desarrollo de
diversos agentes terapéuticos teniendo gran éxito.! En la actualidad se desarrollan
nuevos péptidos ciclicos con fines terapéuticos. En su mayoria derivan de

productos naturales de origen peptidico como antimicrobianos u hormonas.*?

Un ejemplo importante de los péptidos mencionados arriba, es la hormona natural
tetradecapeptidica Somatostatina que esta involucrada en neurotransmision y
neuromodulacién; tiene importante actividad en la regulacion de la liberacion de
otras hormonas como la hormona de crecimiento, insulina y glucagén.® Sin
embargo, esta hormona no se puede utilizar in vivo ya que su tiempo de vida
media en plasma es menor a tres minutos; * por lo que se han desarrollado gran
variedad de analogos sintéticos de los cuales el mas importante es el octapéptido
ciclico con puente disulfuro Octreotida o Sandostatina (D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-
Thr-Cys-Thr-ol Figura 1).>*
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J
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Figura 1. Sandostatina.




La Sandostatina tiene un mayor tiempo de vida media en plasma que la
Somatostatina, ademas presenta una potente actividad en la inhibicion de la
secrecion de hormona de crecimiento y glucagon; por lo que se utiliza en el
tratamiento de acromegalia, problemas asociados a tumores endocrinos y

gastroentero-pancreaticos.*®

7-11 7,12-13

Este péptido se ha sintetizado en fase sélida’" y en fase liquida, y se vende
con altos costos en el mercado.*® En términos generales, los farmacos a base de
péptidos presentan altos costos, 10 que nos motiva al interés de desarrollar una
nueva sintesis en fase liquida de la Sandostatina, que sea simple, eficiente y que

permita de reducir los costos de produccion.

2.2 Sintesis de péptidos

La sintesis de péptidos ha sido muy estudiada y se han desarrollado diferentes
métodos para el acoplamiento peptidico, o enlace amida; los cuales se basan en
la combinacion de dos aminoacidos por diferentes métodos de acoplamiento que
se dan en dos pasos. El primer paso en sintesis en fase liquida es la activacion del
acido carboxilico de un residuo, por introduccion de un grupo electroatractor;
seguido de su acoplamiento por ataque nucleofilico del grupo amino de un
segundo aminoécido.’® Para obtener un acoplamiento selectivo entre ambos
aminoéacidos, se requiere que uno de ellos se proteja en el grupo amino y el
residuo del acido carboxilico se mantenga libre, el cual sera activado, mientras
gue el otro aminoacido debe esta protegido en el extremo del acido carboxilico y
con el grupo amino libre. Una vez obtenido el acoplamiento de los aminoécidos, se
retira el grupo protector del acido carboxilico para realizar la siguiente activacion y
acoplamiento; proceso que se realiza hasta terminar la secuencia peptidica. Este
proceso de sintesis de elongacion de la cadena peptidica que se lleva del extremo

amino al extremo del carboxilo se conoce como estrategia N—»C, Esquema 1. >
16.

10
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GP= grupo protector
X= grupo activante
R= cadena lateral

Esquema 1. Esquema general de acoplamiento peptidico en fase liquida.

Otra metodologia utilizada para formacion de péptidos es la sintesis peptidica en
fase solida, que se lleva a cabo en la superficie solida de una resina polimérica,
donde un aminoécido protegido en el grupo amino se une por el acido carboxilico
al material sdlido o resina, formando un enlace covalente. Después de ser anclado
el primer aminoéacido, se remueve el grupo protector del grupo amino para hacerlo
reaccionar con el acido carboxilico activado de un siguiente residuo protegido en
el grupo amino. De esta manera, se lleva a cabo la elongacion de la cadena
peptidica, a través de sucesivas desprotecciones de los grupos amino seguido del
acoplamiento con los acidos carboxilicos activados de aminoacidos N-protegidos.
Este proceso de sintesis de elongacién de la cadena peptidica que se lleva del
extremo &cido carboxilico al extremo de la amina se conoce como estrategia C—»N.
Obtenido el oligopéptido con la secuencia de aminoacidos deseada, al final este

péptido debe desanclarse de la resina, Esquema 2.8

NH,
+ Anclaje alaresina Desprotecaon
Q HOW)\ .GP O\H)\
R4
Resina 0
(0]
Acoplamiento R X
HN .
GP
GP= grupo protector
X= grupo activante GP.
R= cadena lateral H NH
N
e,

Esquema 2. Sintesis peptidica en fase sdlida
11



2.3. Uso de grupos protectores en sintesis peptidica

El uso de grupos protectores surge de la necesidad de formar los enlaces de
manera controlada, prevenir reacciones secundarias y por lo tanto subproductos
de reaccion. Su uso estda muy ligado a la sintesis peptidica, ya que se
desarrollaron primeramente en este campo y se adaptaron rapidamente a la
sintesis organica. Para sintesis peptidica existen diversos grupos protectores, para
proteger aminoacidos, donde la eleccion de un grupo es crucial, ya que depende
del grupo funcional a proteger, del tipo de aminoécido y de las condiciones de
reaccion, por lo cual la lista de grupos protectores utilizados es extensa. Para cada
caso, existe un método de introduccion del grupo protector, asi como la remocion.
Los grupos protectores mas utilizados para proteger aminas y acidos carboxilicos
son la estrategia Boc/Bn y Fmoc/tBu. Asi mismo, existen los grupos protectores
para el residuo de los diferentes aminoacidos de los cuales Boc, Fmoc, Z, Trt, y
Alloc son los mas utilizados. En la Figura 2 se muestran los grupos protectores

maés utilizados en sintesis de péptidos. *°

Grupos protectores para aminas Grupos protectores de acidos carboxilicos
" Og® 4+ oY
>,Wv MeO OMe
(o) 0 terbutilo tBu
Terbutoxi carbonil Boc o 2,4-Dimetoxibencilo Dmb

9-fluorenilmetiloxicarbonil Fmoc

o)
©/\0)L% Aliloxicarbonil Alloc ©/%

benciloxicarbonil Z -CHj3 bencilo Bn
tritilo Trt metilo Me

Figura 3. Grupos protectores usados en sintesis peptidica.
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Conjuntamente, la proteccion de los grupos funcionales confiere a los aminoacidos
solubilidad en los disolventes mas comunes y previene o0 minimiza la
epimerizacion durante el acoplamiento. Otra caracteristica importante es que la
mayoria son soélidos cristalinos, lo que facilita su manipulacion y le dan suficiente

estabilidad.®8

Los grupos protectores son indispensables, pero también conllevan a un proceso
guimico costoso, ya que el proceso proteccién/desproteccion conlleva dos pasos
de reaccion en la secuencia de sintesis, incrementando los costos en reactivos,
proceso y residuos quimicos. Por tal razén, trabajar en reducir su uso puede
resultar en gran ventaja, no solo econdémica sino en tiempo del proceso de
produccion y en aspectos ecolbgicos. Para resolver este problema, se buscan
metodologias quimioselectivas, es decir, donde exista un reactivo que genere una
preferencia del acido carboxilico activado para reaccionar en particular con la
amina de un segundo aminoacido sin interferencia de otros grupos funcionales

diferentes como el &cido carboxilico; para disminuir el uso de grupos protectores.*

2.4. Sintesis peptidica con estrategia HOBt/DCC y aminoacidos libres

Para poder reducir el uso de grupos protectores en sintesis de péptidos en fase
liquida, utilizamos dos estudios preliminares como referencia sobre la formacién
de enlace amida que se basan en la activacion del grupo acido carboxilico de
aminoacidos N-protegidos, seguido de su acoplamiento con aminas en
condiciones basicas y suaves. El primer reporte se basa en la activacion de
aminoacidos N-protegidos a los ésteres de para-nitrofenol, seguido de su
acoplamiento con aminoacidos no protegidos usando como base trietilamina y
dimetilaminopiridina en una solucion parcialmente acuosa, el acoplamiento se da
sin epimerizacion; este reporte solo se estudié en la formacién de dipéptidos.”® El
segundo reporte es similar, pero la activacion de aminoacidos N-protegidos se
realiza con etil cloroformiato para formar anhidridos de acido seguido del

acoplamiento con aminoacidos no protegidos usando trietilamina como base,

13
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igualmente esta metodologia se estudié para la formacién de dipéptidos.** Este
tipo de metodologias representan una gran ventaja para reducir el uso de grupos
protectores y por ende los costos en sintesis de péptidos. La reduccién de grupos
protectores se debe a que estos acidos activados son estables y suficientemente
reactivos para favorecer el acoplamiento con aminas y que al reaccionar en

condiciones suaves impiden que reaccionen con otros nucleofilos.

Ademas de reducir el uso de grupos protectores, otro problema a considerar en el
acoplamiento peptidico es el control de la epimerizacion, que se da principalmente
en el paso de activacion del acido carboxilico, que es requerido antes del
acoplamiento; por lo que la eleccién correcta del grupo activante es crucial en
sintesis peptidica, ya que, si la activacion del acido carboxilico es lenta, los
reactivos activantes se degradan y no seran capaces de activar al &cido

carboxilico. 2>

Para un acoplamiento peptidico se puede activar el grupo &cido carboxilico a
haluros de acilo, azida de acilo, acilimidazoles, anhidridos o ésteres, estos
intermediarios se pueden aislar o usar directamente para el paso de acoplamiento
peptidico.’®?° En este contexto, el uso de carbodiimidas es frecuentemente usado
para este propésito, ya que presentan mayores rendimientos y son reactivos
econdémicos. Las carbodiimidas mas utiizadas  son la DCC
(diciclohexilcarbodiimida) o la EDCI (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil))-carbodiimida

clorhidrato, Figura 4, para acoplamiento peptidico. %

N\
N=C=N/—\—NMe2

EDCI DCC

N=C=N

Figura 4. Carbodiimidas tipicas para el acoplamiento peptidico.

La carbodiimida activa por deshidratacion al acido carboxilico, que reacciona con
éste para formar la O-acilurea por transferencia de proton del &cido carboxilico al
14



nitrogeno de la carbodiimida, el anion carboxilato forma la O-acilurea, que es un
agente acilante altamente reactivo, por lo que se acopla rapidamente con la amina
de un segundo aminoé&cido para formar el enlace amida y urea como subproducto.
Las desventajas de esta metodologia es que pueden llevarse a cabo reacciones
secundarias. Si se utiliza un exceso de acido carboxilico, se puede dar la
formacion del anhidrido, también se ha observado la formacion de oxazolonas
después de la formacion de O-acilurea dando la epimerizacion, aunque en una
menor proporcién que con otros agentes de activacion, y finalmente puede ocurrir

una transposicién de O-acilurea a N-acilurea que es estable e inerte, Esquema 3.%*

o
R
o) o nR 2 0-GP o R,
R, REN=C=N-R s NH, H o
OH R‘l o N/R o GP/N H
HN . H B
GP HN. 5 \ R O-GP
. /R'
GP= grupo protector O-acilurea HN
R’
O~ N
H
O O GP
O O O i
H J]\ R1Y[< R1W)J\ )J\/NH
N -R' (0)
eF %N N N HN R,
Ry R "GP
GP
N-acilurea Oxazolona Anhidrido

Esquema 3. Acoplamiento peptidico usando carbodiimidas y formacién de

subproductos.

Estas reacciones secundarias se pueden reducir considerablemente con el uso de
aditivos, que son auxiliares nucleofilicos como N-hidroxi derivados, que al mismo
tiempo incrementan la eficiencia en el acoplamiento, reducen la formacién de N-
acilurea y la epimerizacién del carbono estereogénico alfa al acido carboxilico. 2°
Uno de los aditivos mas utilizados es el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), el cual
reacciona con la O-acilurea para dar los ésteres activados de benzotriazol, que
mejoran la reactividad; reducen la epimerizacion, favorecen y estabilizan la

reaccion con la amina para dar el enlace peptidico correspondiente, reaccionando
15



de manera limpia y en condiciones suaves de reaccién, Esquema 4.2°2?' Esta
metodologia es muy usada por lo que se han reportado diferentes agentes
basados en el HOBt y las diferencias reportadas en cuestion de reactividad son
pocas, por lo que el método tradicional DCC/HOBt o EDCI/HOBt aun representa

muchas ventajas. °

N:N [;iz
R’ N_ o} ©
Q N‘ @ OH ? N ’/N R ,N\‘N/O
R1\T/M\O/L\N/R' > R1\T/u\0/ °N 1\T/M\N ®
H \ +  HN. @

HN\GP HAN<5p GP
R
HN . L .
R Esteres de hidroxibenzotriazol
) N o
R
2 0-GP
NH,
O R
H > 5
_N
oy
R O-GP

Esquema 4. Acoplamiento peptidico utilizando carbodiimidas y HOBt como aditivo.

Los ésteres de benzotriazol son altamente reactivos a nucledéfilos como aminas de
aminoéacidos, ya que requieren de condiciones suaves de reaccion; por lo que la
amina de un aminoacido en su forma de ion zwitter, libre de grupos protectores,
puede utilizarse sin necesidad de proteger al grupo acido carboxilico. De esta
manera, se considera la posibilidad de desarrollar una nueva metodologia para
acoplamiento peptidico entre los ésteres activados de benzotriazol de un
aminoacido N-protegido y un aminoacido no protegido en un medio

organico/acuoso.

Para esta estrategia, primero se preparan los ésteres de benzotriazol de un
aminoacido N-protegido. Los ésteres reactivos se pueden usar directamente en el
siguiente paso de acoplamiento, que se da con un aminoacido en su forma ion
zwitter disuelto en un medio parcialmente acuoso, que en presencia de un
equivalente de una base como NaOH activa el grupo amino para su acoplamiento.

Como resultado, se obtiene un péptido libre en su extremo carboxilo, listo para un
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siguiente acoplamiento.

Esta metodologia es una alternativa atractiva para la sintesis peptidica, ya que se
reduce el uso de los pasos de proteccion y desproteccion en los acidos
carboxilicos; y por lo tanto se reducen los costos de produccion y de residuos.
Ademas, se reduce el costo del proceso por el uso de condiciones acuosas y
temperatura ambiente. Asi, se puede utilizar esta estrategia en la sintesis de la
Sandostatina, para lograr una sintesis econémica que haga mas accesible el costo

del medicamento.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Desarrollar la sintesis total de la Sandostatina econdmica y sencilla empleando la
activacion de Boc-aminoacidos con HOBt y DCC, seguido de su acoplamiento con
un segundo aminoacido sin grupos protectores para reducir el uso de grupos

protectores y por ende los pasos de proteccion y desproteccion.

3.2. Objetivos particulares

e Optimizar una metodologia de acoplamiento entre aminoacidos usando la
estrategia HOBt/DCC.

e Con la metodologia optimizada realizar la sintesis total de la Sandostatina.

4. Discusion de resultados

4.1 Andlisis retrosintético de la sandostatina

De acuerdo con la estructura de la sandostatina 1, que es un octapéptido ciclico

con puente disulfuro, se propuso el andlisis retrosintético planteado en el Esquema
17



5, siguiendo la estrategia DCC-HOBt en fase liquida para el acoplamiento entre
aminoacidos. Se escoge el grupo ter-butiloxicarbonilo (Boc), para la proteccion de
las aminas de los residuos que seran activados, que es estable en el medio basico
de la reaccion, lo que es necesario en el paso de acoplamiento. De la misma
manera, se protegeran los grupos amino de los residuos que seran activados en la
estrategia sintética. *®. Por la naturaleza del puente disulfuro que contiene la
sandostatina, el cual se forma entre dos cisteinas, se plante6 proteger el grupo tiol
con el grupo protector tritilo (Trt), con el objetivo para realizar la desproteccién
oxidativa y formar el macrociclo a través del enlace disulfuro y para evitar que el
azufre participe en reacciones de acoplamiento con los ésteres de benzotriazol. Se
dispuso una sintesis total convergente, por formacion de un pentapéptido 2 y un
tripéptido 3 que serén acoplados. La formacion de 2 se realiza por unién de dos
residuos 4 vy lisina 5, la cual debe ser protegida en su amina épsilon. El péptido 4
se formard por union de dos dipéptidos 6 y 7, cada uno de estos sera formado de
manera lineal, 7 por su acoplamiento entre Boc-N-D-fenilalanina 8 y cisteina 9y 6
por su acoplamiento entre Boc-N-fenilalanina 10 y D-triptéfano 11; y. Por otro lado,
el péptido 3 serd obtenido de manera lineal, primero para la formacion del
dipéptido 13 por acoplamiento con treoninol 12, el dipéptido 13 se formara por

acoplamiento entre Boc-N-treonina 14 y cisteina 9.
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Esquema 5. Andlisis retrosintético convergente de la sandostatina 5+3

4.2 Optimizaciéon de la metodologia de acoplamiento

Con el andlisis retrosintético de la sandostatina definido y la estrategia de sintesis
propuesta mediante una secuencia de elongacion de la cadena peptidica N—C,
gue inicia con un aminoacido protegido en el grupo amino con Boc y que se activa
a los correspondientes ésteres de benzotriazol, para acoplarse con un aminoacido

no protegido en su forma de sal de sodio que con el uso de una base equimolar
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activa el grupo amino; se procedio a optimizar la metodologia propuesta de enlace
peptidico. CoOmo modelo de acoplamiento se estudid la reaccion entre Boc-N-
Fenilalanina (Boc-N-Phe), y D-Triptéfano (D-Trp). Como primer paso se activé la
Boc-N-Phe 10, con DCC y HOBt, donde reportes previos determinan que 1.2
equivalentes de DCC y HOBt en diclorometano a temperatura ambiente, dan una
mejor y rapida activacién.?’ La activacién de 10 a los ésteres de benzotriazol, 15a

y 15b, es rgpida y cuantitativa, se forman en 20 min (Esquema 6).

o HOBt, DCC N=N Q
CH2C|2 ,\Ij N
OH o NH I‘\lt
HN\B 20 min Boc” d\l\g
ocC
15b

Esquema 6. Activacion de Boc-N-fenilalanina a los ésteres de benzotriazol
utilizando HOBt/DCC

La solucion que contiene los ésteres de benzotriazol de la Boc-N-fenilalanina se
concentra, sin remover la DCU, se disuelven en THF y se usa directamente en el
siguiente paso de acoplamiento; con el D-Trp 11; que esta en soluciéon con NaOH
1M y una mezcla de THF/agua. La solucion 1M de NaOH se utiliza para activar el
grupo amino del aminoacido; para lo cual se usa un equivalente molar respecto al
D-Trp. En la reaccion de acoplamiento se determiné por HPLC-Masas-UV que
cuando se adiciona la solucién de D-Trp a los ésteres de benzotriazol preparados,
se obtienen el dipéptido 7 deseado en un 97% y un subproducto de
oligomerizacién 16 en un 3%. Esquema 7. La oligomerizacion se da ya que al
agregar el nucledfilo a los ésteres activos el nucledfilo libera el grupo saliente
HOBLt, y forma el dipéptido que como tiene desprotegido el acido carboxilico se

activa con el HOB! liberado y se acopla con D-Trp.

Por otro lado, si se realiza la adicion de los ésteres de benzotriazol de Boc-N-Phe
a la solucion de D-Trp, lentamente, se reduce la oligomerizacién, obteniendo
solamente el producto 7, ya que de esta forma el nucledfilo esta en mayor
proporcion al agregar los ésteres y asi evitamos la activacion del acido carboxilico
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del triptéfano. En este acoplamiento, al terminar la adicion de los ésteres de

benzotriazol al nucledfilo, la reaccion es completada.

El uso de la base debe ser un equivalente molar, ya que al agregar menor
proporcion el rendimiento de la reaccion disminuye. Otro factor importante es
utilizar un exceso del triptofano de 1.5 equivalentes para obtener mejores
resultados, ya que si se utiliza menor proporcion se obtiene un menor rendimiento.
Este exceso aumenta la posibilidad de colision con los ésteres de benzotriazol y

acelera la reaccion.

1 NS
o™ N eoi © N
o)
H
AN-Boc N 1 < NH RNy
(0] Boc (0] z B°:|\N
z e
15a THF-NaOH,, HN ~__OH *
. TN
i " QO
w@
NH N=
Boc” @j\‘g 16 17
15b
b) 1) 15a+15b
THF-NaOH,,
< NH 16

® 0 .

- o

H3N/\n/ 2)H
0]

1
Esquema 7 Acoplamiento péptido entre ésteres de benzotriazol de Boc-Phe y D-

trp a) adicion del D-Trp a los ésteres de benzotriazol. b) adicion de ésteres de

benzotriazol al D-Trp.

Para aislar el dipéptido 16, se evapor6 el THF al vacio, se adicion6 agua fria para
disolver el producto, se filtr6 sobre tierra de diatomeas para eliminar la DCU, se
acidulo el filtrado con acido citrico a un pH 2-3 y se extrajo con acetato de etilo. La
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fase organica se lavé con K,CO3 al 5% para eliminar el HOBt y la Boc-N-Phe; se
lavé con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré
a sequedad. El producto se purificé por recristalizacion en acetona/hexano. Los
productos se analizaron por HPLC-UV-Masas y espectrometria de masas, (Q)-
TOF/MS Figura 4. Este ultimo método nos permite detectar moléculas en un
amplio rango de masas, por lo que podriamos identificar la oligomerizacion
facilmente. En el Figura 4 se observan las masas correspondientes para el
producto 16 sin oligomerizacion.

User Spectra
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175 0 ESI

%10 6| Scan (rt: 0.23-0.71 min, 30 scans) Erendira 190624-cpr-1n.d
*901.4033
1.5 |
*450.1954
1
0.5
0 . L1 I 1 ) . ) . !
200 400 60,800, TPRQ120B,LA00 (4G0P 1800 2000
Peak List
[m/z Z [Abund
376.1225 126824.55
450.1954 1 ]1138840.5
451.1979 1 [315042.63

486.1708 125053.16
776.3821 85313.57
790.3975 107335.02
901.4033 1614092.63
902.405 1167461.25
903.4066 360070.78

Figura 4. (Q)-TOF/MS del producto 16 sin oligomerizacion masa 450.1954 [M-1H]
,901.4033 [2M-1H].

4.3 Sintesis total de la Sandostatina

Con la metodologia de acoplamiento optimizada, se realizé la sintesis total de la
sandostatina, siguiendo el analisis retrosintético. Como primer paso, se realiz6 la
proteccion de las aminas con el grupo ter-butoxicarbonil (Boc) de los aminoécidos:
D-Phe, L-Phe, y L-treonina (L-Thr) usando metodologias descritas, los
rendimientos son de 92%, 95% y 96% respectivamente.*® La amina épsilon de la
L-Lisina (L-Lys) se preparo formando un quelato con CuSO, entre el grupo a-
amino y el acido carboxilico del aminoacido, para después proteger
selectivamente con el grupo Boc la amina en la posicion épsilon, con un

rendimiento de 69%. También se protegieron los grupos tiol de las cisteinas (L-
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Cys) con Trt, con un rendimiento de 82%."®

En la sandostatina existe el grupo treoninol (Thr-ol) 12 que se obtiene de la
reduccion del acido carboxilico de la treonina. Para esto se activé la Boc-N-Thr 14
a los ésteres de benzotriazol y estos se reducen con NaBH,, seguido de la

desproteccion con HCI del grupo Boc (Esquema 8). 2

OH O _ OH OH
i. 6h HCl gas
OH -~ OH — OH
5o NH i 8eqNaBH, 5oe H CH,Cl, gH:,,
THF-H,0
14 8h 12
68%

Esquema 8. Reduccion de la L-Treonina al treoninol. i. 1.2 eq HOBt, 1.2 eq DCC,
CH.CI,

La sintesis de 1 comienza con la preparacion de los dipéptidos 6 y 7, que se
acoplaran para formar el tetrapéptido 4, seguido de su acoplamiento con lisina 5,
Esquema 9. El dipéptido 7 se obtiene del acoplamiento de Boc-N-Phe 10 con D-
Trp 11, que se obtiene con la metodologia de optimizacion, seguido de la
desproteccion de la amina con HClgs, el producto se obtuvo con un 96% de
rendimiento, en este caso la activacién y acoplamiento son rapidos. Por otro lado,
de formo el dipéptido 6 por acoplamiento entre de Boc-D-N-Phe 8 y S-Trt-Cys 9,
con un rendimiento de 92%. Una vez obtenido el dipéptido 6, fue activado a los
ésteres de benzotriazol y acoplado con 7, para obtener el tetrapéptido 4, con un

66% de rendimiento.
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Esquema 9 Sintesis del péptido 4, de la secuencia lineal de la Sandostatina. a)

HOBt, DCC, CH,Cl,. b) acoplamiento peptidico, ¢) HCI Boc desproteccion.

Una vez obtenido 4, se activa el acido carboxilico a los ésteres de benzotriazol y
se acopla con Boc-®N-lisina 5 para obtener 2, con un rendimiento de 80%.
Esquema 10. En la preparacion del pentapéptido 5 el grupo indol del D-Trp no fue
afectado, por lo que no fue necesaria su proteccion. La formacion de los
dipéptidos es rapida, tanto la activacion como el acoplamiento, la activacion del
acido carboxilico se realizé en 20 min y, el acoplamiento terminé cuando concluy6
la adicién. La activacion de los péptidos 6 y 4 a los ésteres de benzotriazol fue
mas lenta, igual que su acoplamiento. Se puede considerar que, al aumentar el
peso molecular de los péptidos, aumenta el tiempo de reaccién. No se observoé
oligomerizaciéon de los péptidos en ninguno de los casos, lo cual se observo por

espectrometria de masas.
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OH HN\BOC

HN,
Boc
5

Esquema 10 Sintesis del péptido 2, de la secuencia lineal de la Sandostatina. a)
HOBt, DCC, CH,Cl,. b) acoplamiento peptidico, ¢) HCI Boc desproteccion.

Por otro lado, el tripéptido 3 se formé de manera lineal, comenzando por
activacion de Boc-Thr 14 y su acoplamiento con Trt-Cys 9 para obtener 13 con un
rendimiento de 75%. Esta activacion es muy lenta en comparacion con la
activacion de la fenilalanina, la cual se lleva a cabo en 6h, su acoplamiento se
llevdé a cabo en 12h. El péptido 13 se activa a los ésteres de benzotriazol y se
acopla con Thr-ol 12 para dar 17 con un rendimiento de 72%, seguido de la
desproteccion del grupo amino para obtener el péptido 3 (Esquema 11). la
activacion de 13 se llevo a cabo en 12 h. De manera analoga, el acoplamiento es
mas lento, pero no produce oligomerizacion. En este caso podriamos decir que la
activacion es lenta mas por un aumento de polaridad que de masa, como en la
formacion del pentapéptido 2. Los grupos hidroxilos de la treonina y del treoninol
no reaccionan con los ésteres de benzotriazol a los ésteres correspondientes ya
gue en estas condiciones de reaccion la basicidad no activa al grupo hidroxilo, por
lo que su proteccibn no es necesaria ahorrando también la proteccién y

desproteccion de estos grupos.
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Esquema 11. Sintesis del tripéptido 3 de la secuencia lineal de la sandostatina. a)

HOBt, DCC, CH,Cl,. b) acoplamiento peptidico, ¢) HCI Boc desproteccion.

Una vez obtenidos los péptidos 2 y 3, convenientes para la formacion de la

secuencia lineal de la sandostatina, se realiz6 el acoplamiento entre ellos

(Esquema 12), que se realiza por activacion del acido carboxilico de 2, a los

esteres de benzotriazol, seguido con el acoplamiento de la amina de la treonina de

3, para obtener el octapéptido ciclico 15. En este caso la activacién y el

acoplamiento se llevan en un mayor tiempo de reaccion 12h cada uno.
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Esquemal2. Formacion del octapéptido ciclico de la secuencia lineal de la

sandostatina.
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Finalmente, este péptido se cicla por reduccion oxidativa con en yodo en
condiciones de alta diluciéon y a 0°C, seguido de la desproteccion de los grupos
Boc de las aminas, obtenido con un rendimiento de 72 % Esquema 13. El
octapéptido también fue ciclado sin los grupos Boc, pero fue mas dificil su
purificacion. El rendimiento total de la sintesis es de 28%, el producto se pudo
verificar por MALDI, no se logré obtener un espectro de RMN definido ya que fue

dificil su disolucién del producto.

Boc. a) lp
metanol

7h

Trt~g 0°C

o Y o NH
o\\ N

b) HClyas

NH

Boc
18 1

Esquema 13. Ciclacion por formacion del enlace disulfuro para la obtencién de la

sandostatina.

5. Conclusiones

Este método de activacion y acoplamiento con aminoacidos desprotegidos,
utilizando HOBt y DCC fue eficiente en la sintesis peptidica. Su importancia radica
en la reduccion del uso de grupos protectores en el grupo acido carboxilico, donde
solamente se utilizaron grupos protectores para los aminoacidos que fueron
activados, igualmente se ahorraron grupos protectores para alcoholes e indoles,
ya que los ésteres de benzotriazol no reaccionan con estos grupos en las
condiciones de reaccion y son altamente reactivos a las aminas. Esto redujo aun
mas los pasos de proteccion y desproteccion requeridos en sintesis peptidica.
Otra ventaja son las condiciones neutras y no anhidras de la metodologia. En

conclusion, este meétodo ofrece una sintesis peptidica eficiente, economica y
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sencilla que permite obtener la sandostatina con un rendimiento total del 28%.

6. Parte experimental

Los aminoacidos, el HOBt y la DCC fueron adquiridos en Sigma-Aldrich México,
los puntos de fusibn se determinaron en un aparato Fisher Johns. La
espectroscopia de RMN de proton y carbono se obtuvo en un espectrometro
Bruker Avance Il y un Bruker Fourier que operan a 300 MHz para la
determinaciéon del protébn y 75 MHz para detectar el is6topo de C-13.. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm. Las reacciones de acoplamiento
se siguieron por Ccf en placas de aluminio Macherey-Nagel recubiertas de silica
gel 60 con detector de fluorescencia, el sistema de elucion es una mezcla de
Hexano, diclorometano y metanol en porciones de 50:40:10 o 70:20:10; y se
revelaron en una lampara de UV de 254nm y con ninhidrina. Los productos se
analizaron por HPLC con un amortiguador A: de acetonitrilo/acido férmico (0.1%)

70/30; y un amortiguador B: acetonitrilo.
6.1 Proteccion de aminoacidos
(ter-butoxicarbonil)-fenilalanina 8.

Una solucién de fenilalanina (1.924 g, 11.64 mmol) en dioxano (10 mL), agua (11.6
mL) y NaOH 1M (11.6 mL) se agit6 en un bafio de hielo-agua. Se adicion6 una
solucién de pirocarbonato de di-terbutilo (2.789 g, 11.78 mmol) en dioxano (11.5
mL); la mezcla se agité por 1 h a temperatura ambiente. La solucién se concentro
al vacio a un volumen de 15 mL. Posteriormente se adicioné agua (45 mL), se
acidulo con &cido citrico a pH 2-3 (papel pH). La fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo tres veces. Los extractos de acetato de etilo se juntaron, se
lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron
al vacio. El residuo se cristaliz6 con hexano/acetato de etilo, se obtuvieron 2.94 g
(95%). pf 68-70° C (disolvente: dioxano). RMN *H (400 MHz, Cloroformo-d):
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(mezcla de rotameros 1:2) 6 9.03 (s, OH), 7.55 — 6.84 (m, 5H), 6.48 (d, J = 7.9 Hz,
NH), 5.09 (d, J = 7.39 Hz, 1H), 4.64 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 9.5, 5.9 Hz,
1"H), 3.21 (q, J = 6.3, 4.5 Hz, 1H), 3.10 (dd, J = 14.0, 6.5 Hz, 1H), 2.93 (dd, J =
13.7, 8.9 Hz, 1H), 1.44 (s, 6H), 1.33(s, 3H)).

(ter-butoxicarbonil)-D-fenilalanina 10.

Una solucion de D-Fenilalanina (1.156 g, 6.99 mmol) en dioxano (8.2 mL), agua
(6.9 mL) y NaOH 1M (6.9 mL) se agitd en un bafio de agua-hielo. Se adicion6 una
solucion de di-ter-butil pirocarbonato (1.677 g, 7.68 mmol) en dioxano (6.9 mL); la
mezcla se agité a temperatura ambiente por 1 h. La solucion se concentr6 al vacio
a un volumen de 9 mL, se adiciona agua (25 mL), se acidifica con &cido citrico a
pH 2-3 (papel pH). La fase acuosa se extrae repetidamente con acetato de etilo.
Los extractos de acetato de etilo se juntaron, se lavaron con salmuera, se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron al vacio. El residuo se cristalizé
con hexano/acetato de etilo, se obtuvieron 1.726 g (92 %).p.f 85-88 °C (solvente:
dioxano). RMN *H (300 MHz, Cloroformo-d): (mezcla de rotdmeros 1:2) & 9.03 (s,
1H), 7.50 — 6.8 (m, 5H), 6.52 (d, J=8.03 Hz, NH), 5.03 (d, J = 7.8 Hz, NH), 4.72 -
4.57 (m, 1H), 3.2 — 2.81 (m, 2H), 1.4 (s, 6h), 1.3 (s, 6H).

(ter-butoxicarbonil)-treonina 14.

Una solucion de treonina (655 mg, 5.5 mmol) en dioxano (7 mL), agua (5 mL) y
NaOH 1M (5 mL) se agit6 en un bafio de agua-hielo. Se adicion6 una solucion de
di-ter-butil pirocarbonato (1.316 g, 6 mmol) en dioxano (7 mL); la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente por 2 h. La solucién se concentrd al vacio, se acidificdé con
acido citrico a pH 2-3 (papel pH). La fase acuosa se extrajo repetidamente con
acetato de etilo. Los extractos de acetato de etilo se juntaron, se lavaron con agua,
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron al vacio. El residuo se
cristalizé6 con hexano/diclorometano, se obtuvieron 1.160 g (96%). RMN *H (300
MHz, Cloroformo-d): & 7.54 (s, OH), 6.11 (s, 1H), 5.68 (s, 1H), 4.97 (s, OH), 4.40 —
4.18 (m, 1H), 4.05 (dd, J = 11.0, 5.8 Hz, 1H), 1.39 (s, 9H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
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Citrato de (ter-butoxicarbonil)-*N-L-lisina 5.

Una solucion de lisina (1.826g, 10 mmol) en NaHCO3; 2M (15 mL) se agitdé a
temperatura ambiente. A esta mezcla se adicioné una solucién de CuSO,4 H0 (
1.2 g, 5 mmol) en agua (15 mL). Después se adicion6 NaHCO3; (10 mmol) y
finalmente una solucion de di-ter-butil pirocarbonato (1.316 g, 13 mmol) en
acetona (12 mL), la reaccién se agitd a temperatura ambiente por 24 h. Se
adicioné metanol (3 mL) y se agitdé por 2 h. Se adicion6 acetato de etilo (12 mL) y
agua (12 mL). La mezcla se filtro, el precipitado se suspendié en agua (25 mL) y
se filtrd, este paso se repitid 2 veces y se seco el precipitado al aire.

El precipitado se disolvio en agua caliente (5 mL) y se burbujeé H,S por 30
minutos. La reaccion se calentd a reflujo para eliminar el H,S. Se adicion6 acido
citrico al 10% a un pH 3, y se filtro. El filtrado se basifico a pH 6 con NaOH 4M y
se concentr6 al vacio, se obtuvieron 3.059 g (69%). RMN *'H (300 MHz, D-O,
supresion de agua) 6 5.56 (s, 1H), 3.54 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 2.89 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
2.69-2.17 (dd, J=14.5, 17Hz, 4H), 1.42-1.14 (m, 4H), 1.25 (s, 3H)., 1.50 — 1.25 (m,
2H), 1.25 (s, 9H).

S-tritil-cisteina 9.

En un matraz Erlenmeyer se mezclé cisteina (1.580 g, 10 mmol) en &cido acético
glacial (10 mL); la mezcla se calent6 en un bafio de agua a 60 °C con agitacion
ocasional. A la mezcla se le adicionoé trifenilmetanol (2.600 g, 10 mmol), seguido
de eterato de dietilo de trifluoruro de boro (1.4 mL). La solucion se calentd en bafio
de agua a 80 °C por 30 minutos. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y se transfiri6 a una solucién de etanol (15 ml) y agua (5 mL). Se
adicion6 acetato de sodio anhidro (3 g, 36 mmol) seguido de agua (400 mL. Se
forma una goma solidifica en agua fria. El sélido se disgreg0, se lavé con agua,
luego con acetona y finalmente con éter. El sélido se seca sobre NaOH y P,Os por

3 dias y se recristaliza en repetidas ocasiones de dimetilformamida/agua hasta
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alcanzar un punto de fusion de 183-185°C sin descomposicion. Se obtuvieron
2.998 g (82.5%). RMN *H (300 MHz, Metanol-d) & 7.43 (d, J=7.7 Hz, 6H), 7.30 (t,
J = 7.3 Hz, 6H), 7.26 — 7.21 (m, 3H), 3.05 (dd, J = 9.1, 4.2 Hz, 1H), 2.81 (dd, J =
13.4, 4.2 Hz, 1H), 2.68 (dd, J = 13.4, 9.1 Hz, 1H).

(ter-butoxicarbonil)-treoninol 12.

Una mezcla de Boc-treonina (1 g, 4.56 mmol), HOBt (856 mg, 5.46 mmol), EDC
(1.1269g, 5.46 mmol) en diclorometano (20 mL) se agitd por 6 h. La mezcla se
concentro y se adiciond THF (20 mL), agua (5mL) y se enfrié en un bafio de agua-
hielo. Se adicion6 NaBH, (3.79 g, 36.5 mmol) y se mantuvo en agitacién por 8h. A
la reaccion se le agregé acido acético (0.2 mL), se concentrd al vacio y extrajo con
acetato de etilo, la fase de acetato de etilo se lavdo con K,CO3 al 5% y con
salmuera. Se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentrd. Se
obtuvo un sélido con pf. 64-66 °C. RMN *H (400 MHz, CDCl3) 8 5.65 (t, J = 5.9 Hz,
1H), 5.43 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 3.24 — 3.02 (m, 1H), 2.81 — 2.65 (m, 1H), 2.50 (s,
9H), 1.87 — 1.67 (m, 2H), 1.05 (t, J = 7.2 Hz, 3H). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) d
5.65 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 5.44 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 3.85 (s, 1H), 3.18 — 3.06 (m, 4H),
2.77 — 2.68 (m, 2H), 2.50 (s, 6H), 2.40 (s, OH), 1.92 — 1.80 (m, 2H), 1.05 (t, J=7.2
Hz, 3H).

6.2. Metodologia general de acoplamiento peptidico.

En un matraz se mezclan Boc-aminoéacido (1 equivalente), 1-HOBt monohidratado
(1.2 equivalentes), DCC (1.2 equivalentes) en diclorometano (1 mmol de
aminoacido por 5 mL de diclorometano), la mezcla se agita a temperatura
ambiente de 20 min a 16 horas, se monitorea por cromatografia en capa fina el
avance de formacion de los ésteres de benzotriazol. Terminada la formacion de
los ésteres de benzotriazol se evapora el diclorometano a presion reducida y el
residuo se disuelve en THF y se adiciona lentamente a una mezcla de un segundo
aminoéacido (1.5 a 4 equivalentes), THF-agua (1:2) y NaOH 1M (equimolar al
aminoéacido). Una vez terminada la adicion se agita a temperatura ambiente de 20
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min a 16 h, la reaccién se monitorea por cromatografia en capa fina. Se concentra
la mezcla de reaccion a presion reducida, se filtra sobre celita para remover la
urea, después se acidula a pH 3 con &cido citrico y se extrae con acetato de etilo.
Los extractos de acetato de etilo se juntan y se lavan 3 veces con K,CO3; 5%,
después 3 veces con salmuera y finalmente se seca sobre sulfato de sodio

anhidro, se filtra y se concentra a sequedad. El péptido obtenido se recristaliza.
(ter-butoxicarbonil)-L-fenilalanil-D-tript6fano 7.

Una solucion de Boc-fenilalanina (530 mg, 1.99 mmol), 1-HOBt hidratado (367 mg,
2.4 mmol) y DCC (465 mg, 2.4 mmol) y diclorometano (20 mL); se agité6 a
temperatura ambiente por 30 minutos. La mezcla de reaccion se evaporo al vacio
y se disolvié en THF (24 mL). La mezcla se adiciond lentamente a otra mezcla de
D-Triptéfano (626 mg, 2.98 mmol), agua (8 mL), NaOH 1M (3 mL) y THF (4 mL).
La mezcla se agitd6 por 20 minutos a temperatura ambiente y se traté como lo
describe el método general. El péptido se cristalizO en acetona/hexano, se
obtuvieron 863 mg (96%). p.f. 113-118 °C. RMN *H (500 MHz, DMSO-dg 60 °C) &
10.61 (s, 1H), 8.21 (t, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.54 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.17 — 7.05 (m, 5H), 7.02 (t, J= 7.05 Hz, 2H), 6.94 (t, J= 7.25 Hz, 1H),
6.45 (s, 1H), 4.47 (s, 1H), 4.21 (s, 1H), 3.23 (d, J= 11.9 Hz, 1H), 3.05 (s, 1H), 2.88
(d, J = 12.9 Hz, 1H), 2.63 (s, 1H), 1.27 (s, 9H). RMN **C (75 MHz, CDCl3) 5 175.9,
171.7, 155.6, 136.5, 135.9, 129.1, 128.1, 127.4, 126.4, 123.1, 121.5, 118.9, 118.2,
111.1, 109.6, 79.8, 55.4, 53.9, 38.3, 27.9, 27.2. RMN DEPT 135 (75 MHz, CDCl,)
0 129.1, 128.1, 126.4, 123.0, 121.4, 118.9, 118.2, 111.1, 55.4, 53.9, negativo 38.2,
27.9, negativo 27.22. (Q)-TOF/MS: 450.1954 [M-1H],901.4033 [2M-1H]
Ja3=+2.7 (c 1.46).

N-((ter-butoxicarbonil)-D-fenilalanil)-S-tritil-cisteina 6.

Una solucion de Boc-D-fenilalanina (584 mg, 2.2 mmol), HOBt hidratado (404 mg,
2.4 mmol), DCC (495 mg, 2.4 mmol) en diclorometano (20 mL); se agitd6 a

temperatura ambiente por 30 minutos. La mezcla de reaccion se evaporo al vacio
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y se disolvio en THF (24 mL). La mezcla se adicion6 lentamente a otra mezcla que
contiene tritil-cisteina (1.090 g, 2.99 mmol), agua (8 mL), NaOH 1M (3 mL) y THF
(4mL). La mezcla se agitd por 20 minutos a temperatura ambiente, se adicion6
agua (10 mL) y se tratdé como lo describe el método general. ElI péptido se
cristalizé en acetato de etilo/hexano, se obtuvieron 1.179 g (92.9%). p.f. 105-108
°C, RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.24 (s, 1H), 7.39 — 7.10 (m, 20H), 6.86 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 4.18 (m, 2H), 3.00 ppm (dd, J=3.7, 13.4 Hz, 2H), 2.71 (dd, J = 13.5,
10.6 Hz, 1H), 2.47 — 2.42 (m, 1H), 2.38 (dd, J= 4.9, 11.3 Hz, 1H),1.26 (s, 9H). RMN
13C (75 MHz, DMSO) & 170.6, 154.3, 143.8, 137.3, 128.5, 127.7, 127.2, 126.7,
126.0, 125.4, 65.8, 55.2, 51.0, 37.3, 33.0, 30.2, 27.5. [a]3® = +8.66 (c 0.003,
MeOH). (Q)-TOF/MS: 609.2451 [M+1], 1021.4418 [M-2Boc].

N-((ter-butoxicarbonil)-D-fenilalanil)-S-tritil-L-cisteina-L-phenilalanil-D-

triptéfano, 4.

Una solucion de 3 (686 mg, 1.123 mmol), HOBt hidratado (206 mg, 1.35 mmol),
DCC (278 mg, 1.35 mmol) y diclorometano (15 mL); se agit0 a temperatura
ambiente por 16 h. La mezcla de reaccion se evapor6 al vacio y se disolvio en
THF (24 mL). Por otro lado, una solucion de 2 (626 mg, 1.91 mmol) en
diclorometano seco (15 mL), en un bafio de agua hielo se desprotegié con
burbujeo de HCI gas por 7 minutos, después la mezcla se concentrd al vacio y se
disolvié en agua (3 mL), NaOH 1M (2 mL) y THF (5 mL). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente y se adicionaron lentamente los ésteres de benzotriazol de
3., Se mantuvo en agitacion por 16 h a temperatura ambiente y se trat6 como lo
describe el método general. ElI péptido se cristaliz6 en acetona/hexano, se
obtuvieron 697 mg (65.74%).pf 114-116 °C. RMN *C (126 MHz, DMSO) of 4. &
173.2,173.2, 173.1, 144.2, 137.4, 137.1, 136.1, 130.6, 130.1, 129.1, 129.0, 128.3,
128.2, 127.9, 127.7, 127.5, 126.7, 126.6, 126.4, 126.3, 125.5, 123.8, 120.9, 118.4,
118.1, 111.4, 109.6, 71.7, 54.8, 54.5, 54.3, 53.9, 53.5, 53.0, 30.9, 30.3, 28.9, 27.2.
NALDI-TOF/MS: 966 [M+Na].
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N-((ter-butoxicarbonil)-D-fenilalanil)-S-tritil-L-cisteina-L-fenilalanil-D-

triptéfano-N-ter-butoxicarbonil-lisina, 2.

Una solucion de 4 (643 mg, 0.68 mmol), HOBt hidratado (125 mg, 0.816 mmol),
DCC (168 mg, 0.816 mmol) y diclorometano (15 mL); se agit6 a temperatura
ambiente por 16 h. La mezcla de reaccion se evapord al vacio y se disolvié en
THF (15 mL). La mezcla se adiciond lentamente a otra mezcla de citrato de Boc-
*N-L-Lisina (599 mg, 1.36 mmol), agua (7mL), NaOH 1M (1.4 mL) y THF (6 mL).
La mezcla se agito por 16 h a temperatura ambiente y se traté como lo describe el
método general. El péptido se cristalizé en acetato de etilo/hexano, se obtuvieron
637 mg (79. 9%).RMN *3C (101 MHz, DMSO) & 208.89, 207.00, 175.44, 173.99, 171.75,
157.11, 156.03, 155.58, 144.68, 136.57, 129.71, 129.59, 129.51, 128.49, 128.24, 128.00,
127.70, 127.18, 126.56, 121.28, 119.26, 118.59, 111.67, 110.35, 79.64, 78.55, 77.81,
72.68, 68.96, 66.24, 56.29, 52.12, 51.87, 43.44, 33.81, 31.16, 30.06, 29.49, 28.73, 28.55,
28.15, 27.89, 25.79, 24.93. (Q)-TOF/MS: 584.0676 [(M/2)-2]. (Q)-TOF/MS: 609.1909
[(M/2)+Na]*, 994.87 [M-Boc+2K]** p.f. 119 °C.[a]2*=+3.75 (c 2.4, MeOH).

N-((ter-butoxicarbonil)-L-treonina)-S-tritil-L-cisteina, 13.

Una solucién de Boc-treonina (484 mg, 2.2 mmol), HOBt hidratado (404 mg, 2.64
mmol), DCC (544 mg, 2.64 mmol) y diclorometano (15 mL); se agité a temperatura
ambiente por 6 h. La mezcla de reaccion se evapor6 al vacio y se disolvio en THF
(20 mL). La mezcla se adicion6 lentamente a otra mezcla que contenia S-Tritil-L-
cisteina (1.198 g, 3.29 mmol), agua (8 mL), NaOH 1M (3.3 mL) y THF (6 mL). La
mezcla se agitd por 16 h a temperatura ambiente, se adicion6 agua (15 mL) y se
tratd como lo describe el método general. El péptido se cristaliz6 en acetato de
etilo/hexano, se obtuvieron 936 mg (75.34%). RMN *H (400 MHz, Methanol-d,) &
7.52 — 7.03 (m, 15H), 4.45 — 3.94 (m, 2H), 2.63 (dt, J = 21.6, 6.3 Hz, 1H), 1.41 (s,
9H), 1.33 — 1.04 (m, 5H). RMN *3C (101 MHz, Methanol-CDCl;) & 197.3, 182.8,
173.6, 171.9, 156.3, 155.7, 152.5, 144.2, 129.5, 128.7, 127.9, 127.7, 126.8, 83.3,
80.3, 67.1, 66.9, 58.3, 51.4, 51.3, 33.2, 31.5, 28.2, 25.2, 24.6, 22.6, 17.7, 14.0.

RMN DEPT-135 (101 MHz, CDCl3) & 129.5, 128.7, 127.9, 127.7, 126.8, 77.3,
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76.5, 67.2, 58.3, 51.4, 33.2, 31.5, 28.2, 22.6, 14.0. (Q)-TOF/MS: 563.2249 [M-1H]J,
863.2496 [2M-Boc-Cl-1H] .[«]2°=+9.16 (C 1.2, MeOH).

N-((ter-butoxicarbonil-L-treonina-S-tritil-cisteina)-L-treoninol, 17.

Una solucion de 6 (781 mg, 1.38 mmol), HOBt hidratado (253 mg, 1.656 mmol),
DCC (342 mg, 1.656 mmol) y diclorometano (15 mL); se agit6 a temperatura
ambiente por 16 h. La mezcla de reaccion se evaporo al vacio y se disolvio en
THF (20 mL).

Por otro lado, una solucion de Boc-N-treoninol (1.126 g, 5.52 mmol) en
diclorometano seco (20 mL), en un bafio de agua hielo se desprotegié con
burbujeo de HCI gas por 10 minutos, después la mezcla se concentro al vacio y se
disolvio en agua (6 mL) y THF (4 mL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente
y se adicionaron lentamente los ésteres de benzotriazol de 6, se mantuvo en
agitacién por 16 h a temperatura ambiente y se trat6 como lo describe el método
general. El péptido se cristalizo en acetato de etilo/hexano, se obtuvieron 576 mg
(72%). RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) 5 7.71 — 6.74 (m, 16H), 6.44 (s, 1H), 5.59 (d,
J = 7.9 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.56 (s, 1H), 3.86 (s, 1H), 2.87 — 2.54 (m,
2H), 2.09 (s, 9H), 1.84 — 1.54 (m, 6H), 1.51 — 0.70 (m, 2H). RMN **C (101 MHz,
DMSO) 6 208.8, 206.9, 171.7, 157.1, 144.7, 128.3, 128.2, 127.9, 81.0, 72.7, 68.9,
64.1, 60.62, 56.3, 56.1, 47.9, 43.4, 33.8, 31.1, 30.1, 28.6, 25.7. (Q)-TOF 686.2687
[M+CI].

N-((ter-butoxicarbonil)-D-fenilalanil)-S-tritil-cisteina-fenilalanil-D-tript6fano-

treonina-S-tritil-cisteina-treoninol, 18.

Una solucion de 5 (541 mg, 0.46 mmol), HOBt hidratado (84 mg, 0.552 mmol),
DCC (113 mg, 0.552 mmol) y diclorometano (15 mL); se agitd a temperatura
ambiente por 16 h. La mezcla de reaccion se evapor6 al vacio y se disolvio en
THF (20 mL). En otro matraz se prepar6 una solucion de 7 (435 mg, 0.667 mmol)
en diclorometano seco (15 mL), en un bafio de agua hielo se desprotegié con

burbujeo de HCI gas por 10 minutos, la mezcla se concentro al vacio y se disolvio
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en agua (3 mL), NaOH 1M (0.7 mL) y THF (5 mL). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente y se adicionaron lentamente los ésteres de benzotriazol de
5, se dejo en agitacion por 16 h a temperatura ambiente y se trat6 como lo
describe el método general. El péptido se cristalizo en acetato de etilo/hexano, se
obtuvieron 566 mg (72.11%). m.p. 119-124 °C. MALDI-TOFMS: 1707.205 [M+1H]".

6.3 Sandostatina 1. Formacion del puente disulfuro.

Una solucién de 8 (500 mg, 0.29 mmol) diclorometano seco (15 mL) en un bafio
de hielo agua se desprotegido con una fuente HCI gas por 10 minutos, la mezcla
se concentrod al vacio y se disolvié en metanol (24 mL), esta solucién se transfirié
por adicién a una solucion en agitacién de yodo (411 mg, 1.62 mmol) en metanol
(12 mL) por 7h a 0-5 °C, la solucién se agito por 2 h a 0-5°C. El exceso de yodo se
elimind por adicion de bisulfito de sodio 0.5 M (12.5 mL), después se adiciono
NaOH 4M (8.3 mL) y 3.5 mL de &cido acético. EI metanol se evaporé al vacio. Al
residuo se le agreg6 acido acético al 0.8% (13 mL) y se agitd a temperatura
ambiente por 2 h. La solucién se enfrié por 2 h y se filtrg, el filtrado se analiz6é por
HPLC-MASAs UV y MALDI-TOFMS: 1011.244 [M-8H], 1013.234 [M-5HTJ,
1014.247 [M-5H] .
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Parte Il. Determinacion de la configuracion
absoluta de alcoholes, aminas y acidos

carboxilicos por RMN

Resumen:

En este trabajo se estudié el uso del &cido piroglutdmico y sus derivados como
agentes de derivacion quiral, para la asignacion de la configuracién absoluta por
RMN de compuestos que contengan alcoholes, aminas o &cidos carboxilicos.
Usando los efectos estéricos de este compuesto, se logré6 afectar los
desplazamientos quimicos en RMN *3C entre los diastereoisémeros formados con
un alcohol secundario y los enantibmeros del carboxilatol-(clorometil)-5-
pirrolidona de metilo. Los cambios en los desplazamientos quimicos entre
isbmeros generan una estrategia para asignar la configuracion absoluta de
alcoholes secundarios, los cuales exhiben diferencias hasta de 3 ppm en el
carbono estereogénico del alcohol, sus a-carbonos y en el metileno del N-
alcoximetileno. Estos cambios se correlacionaron con los tensores de
desplazamiento calculados por el método GIAO usando B3LYP/6-311+(2d, p).
Este efecto de compresion también afecta la constante de acoplamiento geminal

en RMN-'H del N-alcoximetileno, influenciado por la estereoquimica del alcohol.

Por otro lado, se propuso el uso del acido piroglutamico como agente de
derivaciéon quiral para asignar la configuracion absoluta de aminas, por formacién
de amidas diastereoisoméricas. A pesar de que se generan diferencias en los
desplazamientos quimicos en RMN *3C, los datos no son reproducibles, por lo que
no se puede generar una metodologia de asignacion de configuracién absoluta. A
su vez, el uso del piroglutamato de metilo se propuso para la asignacion como
agente de derivacion quiral para la asignacién de configuracion absoluta de acidos
carboxilicos quirales, al formar las imidas correspondientes generando diferencias

en los desplazamientos quimicos entre diastereoisomeros, pero la metodologia de
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formacion de imidas aunque es reproducible, no muestra una tendencia para

asignar la configuracion abosoluta.

Abstract:

The use of piroglutamic acid as a derivatizing chemical agent for assignment of
absolute configuration is studied in this work. The analysis of the effect of steric
compression on the chemical shifts of carbons (**C NMR) in diastereoisomers is an
accessible strategy for assigning the absolute configuration of secondary alcohols.
Here we take advantage of such chemical shift differences and establish a
validation protocol to assign the absolute configuration. The two enantiomers of
methyl-1-(chloromethyl)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylate are used as derivatizing
agents to treat separately a secondary alcohol yielding two diastereoisomeric
derivatives. Interestingly, these diastereoisomers exhibit clear **C NMR differences
in their chemical shifts up to 3 ppm only where the stereogenic centre of the
alcohol and its a-carbons are located. These changes in chemical shifts correlate
well with the results obtained by the GIAO method applying the B3LYP/6-311+(2d,
p) theoretical model to calculate the NMR shielding tensor of alcohols. The steric
compression effect was noticed as well in the derivatizing agent moiety, since the
measurement of the geminal coupling constant of its methylene is influenced by

the stereochemistry of the secondary alcohol.

On other hand, the use of pyroglutamic acid to assign the absolute configuration of
secondary amines generate differences in chemical shifts, but the data are not
reproducible. In the same way, the use of methyl pyroglutamate for assigning the
absolute configuration of carboxylic acids generate differences in NMR chemical
shifts, but in this case the methodology of formation of diastereoisomers is not

reproducible.
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1. Introduccion.

En este trabajo se estudié un derivado del acido piroglutamico como agente quiral
de derivacidon para asignar la configuracion absoluta de productos naturales por
RMN, el cual es un excelente reactivo ya que ademas de tener un centro
estereogénico se puede funcionalizar facilmente y unir con aminas, acidos
carboxilicos o alcoholes, presentes en productos naturales. Ambos enantibmeros
del agente quiral se hacen reaccionan con compuestos quirales de configuracion
absoluta conocida. La comparacion de los desplazamientos quimicos en RMN
entre los diastereoisbmeros formados lo cual puede ayudar a generar una

metodologia de asignacién de configuracion absoluta.

El estudio para aminas se realiz6 con el agente quiral &cido piroglutamico, por
formacion de amidas diastereoisémericas, que analizadas por RMN se observan
diferencias en los desplazamientos quimicos, pero no generan un patron claro
para la asignacion de la configuracion absoluta. También se estudié el
piroglutamato de metilo para asighaciéon de configuracién absoluta de acidos
carboxilicos por formacion de imidas diastereoisoméricas que prometen generar
diferencias en los desplazamientos quimicos pero la metodologia de formacion de

diastereoisomeros es dificil si se utilizan productos naturales.

La metodologia para la asignacién de la configuracion absoluta por RMN-*C de
productos naturales que contengan alcoholes se realizé utilizando como agente
quiral de derivacion el 1-(clorometil)-2-pirrolidona-5-carboxilato de metilo,
formando diastereocisémeros N-alcoxi metileno (N-CH»-O-CH), los pares de
isbmeros presentan diferencias en sus desplazamientos quimicos que ayudan a
asignar la configuracién absoluta. Estas diferencias son de 0.5 hasta 3 ppm, y se
dan principalmente en el carbono estereogénico unido al alcohol, en los carbonos-
a, y en el carbono metileno del grupo N-alcoxi metileno. Cuando un alcohol ciclico
tiene una configuracién (S) y el agente quiral 1 también, sus desplazamientos

guimicos seran de campo mas alto que el isdmero formado con el agente quiral

41



(R); si el alcohol es de configuracion (R) el isbmero mas desplazado sera el
formado con el agente quiral (R). Lo contrario sucede para los alcoholes lineales,
si un alcohol con configuracion (S) y el agente quiral 1 también, sus
desplazamientos quimicos seran de campo mas bajo que el isémeros formado con
el agente quiral (R); si el alcohol es de configuracion (R) el isGbmero mas

desplazado sera el formado con el agente quiral (S).

En RMN-"H los diastereoisémeros presentan diferencia de 1 Hz en la constante de
acoplamiento geminal (2J) del N-alcoxi metileno, los isémeros (S)-(S) o (R)-(R)
tienen una menor constante de acoplamiento comparada con los isdomeros (S)-(R)
o (R)-(S).

Estos cambios se compararon con calculos computacionales de los

desplazamientos quimicos, los cuales se encuentran en correlacion directa con los

datos experimentales.
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2. Antecedentes

2.1. Asignacion de la configuracién absoluta de productos naturales por RMN

La elucidacién estructural de productos naturales es de suma importancia, ya que
un gran numero de los farmacos comerciales provienen de estos compuestos; y
en esta area, la asignacion de la configuracién absoluta es sin duda esencial, *
Esta labor ha resultado ser dificil a pesar de que se han desarrollado diversas
técnicas analiticas para obtenerla, ya que cada una tiene sus ventajas Yy
limitaciones que dependen de las propiedades fisicas y quimicas del sustrato a
analizar. Una técnica predominante es la difraccion de rayos X, que se puede
utilizar por dispersion andémala para moléculas cristalinas de alta calidad que
presenten este efecto. Los métodos quirdpticos estan basados en diferentes
interacciones con las moléculas quirales y se acompafian de célculos ab initio,
estas se utilizan de acuerdo con la naturaleza del compuesto; la rotacion éptica y
el dicroismo circular vibracional son Uutiles para muestras que no tengan
cromoforos en el UV-visible; por otro lado, el dicroismo circular electrénico se
utiliza cuando la muestra tiene cromoéforos en el UV-visible. Finalmente, la
resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que se utiliza para
compuestos mono-funcionales que contengan aminas, alcoholes o &cidos

carboxilicos.?

Debido a las limitaciones que presenta cada una de estas técnicas, la seleccion
cuidadosa y apropiada de uno o mas métodos para la asignacion de la
configuracion absoluta es crucial; por lo que la demanda de un método accesible
en procedimientos y tiempo real de trabajo es evidente. Con este interés, se ha
puesto mayor atencion en la determinacion de la configuracién absoluta utilizando
RMN, que se ha desarrollado en las ultimas décadas debido a la disponibilidad de
la instrumentacion, ya que se encuentra presente en la mayoria de los laboratorios
de investigacion, es una herramienta de uso cotidiano y brinda la oportunidad de
trabajar con muestras liquidas o sdlidas, ademas se necesita poca cantidad de

muestra y no es una técnica destructiva.
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El uso de esta herramienta para asignacion de configuracién absoluta se basa en
comparar diferencias en los desplazamientos quimicos entre dos
diastereoisdbmeros, los cuales se preparan haciendo reaccionar la muestra quiral
separadamente con dos enantiomeros de un agente quiral de derivacion; los
isbmeros preparados se analizan por RMN, generalmente de protén, y las
diferencias entre desplazamientos quimicos ayudan a asignar la configuracién
absoluta (Esquema 14). La clave de estas metodologias es el agente quiral de
derivacién, que debe tener un grupo polar o voluminoso que mantenga una
conformacion, un grupo funcional para unirse al sustrato y un grupo aromatico que
produzca una orientacibn espacial para generar anisotropia que afecte

selectivamente al sustrato. 2

X-(S)-AQD
(S)-AQD R (S) -
X - 1R H RMN B ,J.-?Fh_hw_
R ||-)\? 2 Ty
1R H (R)-AQD
2 X-(R)-AQD
R 1o |
1R H RMN ~—~u~-~—~-”“~—.
2 A HrE Ha

Esquema 14. Metodologia general para la asignacién de la configuracion absoluta

por RMN usando un AQD (agente quiral de derivacion).

Este principio fue originalmente propuesto por Mosher en 1973 con el acido a-
metoxi-a-(trifluorometil)fenilacético®, y subsecuentemente se han desarrollado
diferente agentes quirales * de los cuales los agentes analogos del reactivo de
Mosher han sido muy utilizados y estudiados para determinar la configuracion
absoluta de alcoholes secundarios, aminas y acidos carboxilicos, Figura 5,.° Estos
agentes de derivacion tienen un grupo aromatico esencial para producir los
efectos de anisotropia en RMN de proton, lo que causa diferencias en los
desplazamientos quimicos entre diastereoisdmeros, esta correlacion ayuda a

asignar la configuracion absoluta. Su uso se ha extendido, pero en muchas
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ocasiones las sefiales en RMN-'H se traslapan debido a los diversos
acoplamientos, requiriendo técnicas de desacoplamiento, cambios de temperatura,
uso de RMN-F, agentes solvatantes, adicién de sales de bario o quelatos

lantanidos y asf causar diferencias en los desplazamientos quimicos. &’

MeQ e OH OH

FaC

FiC

(R)-MTPA (R)-MPA (R)-9AMA (R)-BPG (R)-AHA

Figura 5. Reactivo de Mosher (MTPA) y sus analogos.

Cabe mencionar que la mayor parte de estos métodos han sido desarrollados para
ser probados por RMN-"H y no existen muchas propuestas para la asignacién de
configuracién absoluta por RMN-'3C, ya que las diferencias en desplazamientos
quimicos observadas en diastereoisémeros analizados por RMN-'H, se atribuyen
a efectos de anisotropia causados por los grupos aroméaticos provenientes del
agente quiral. Estos efectos anisotrépicos son insignificantes en el experimento de
RMN-*3C, como se observa cuando se utilizan los &cidos de Mosher y analogos
derivados del &acido mandélico en RMN-*3C, ® al considerar que los efectos de
anisotropia que se observan por el uso de estos derivados en el espectro de RMN

'H, operan de la misma manera que en RMN *3C.

Un andlisis cuidadoso de los resultados del uso de estos derivados por RMN-*3C,
permite comprobar que los pequefios cambios en desplazamiento quimico, no se
deben a los efectos anisotropicos de los grupos aromaticos de los acidos a-metoxi
arilacético estudiados. Se conoce que la derivatizacion de un alcohol secundario,
genera en RMN-C un desplazamiento a campo bajo para el carbono unido al
oxigeno y un desplazamiento a campo alto para los carbonos alfa. EI modelo
estudiado por el grupo del profesor Riguera® fue la Corinantina, un alcaloide

aislado de especies de Rauwolfia y Pausinystalia. En la Esquema 15 se muestran

las diferencias de desplazamiento quimico de los diastereocisomeros formados,
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utilizando los dos enantiomeros de los cuatro asistentes quirales de derivacion
(AS7®), se observa un desplazamiento a campo bajo de 0.2 a 0.6 ppm para el
carbono unido al oxigeno del éster formado. Para ejemplificar la no existencia de
los efectos de anisotropia en RMN *3C, se pueden analizar los desplazamientos
guimicos de los metilos unidos a ciclopentano, fenilo y ciclohexano que se
observan en 20.8, 21.4 y 22.9 ppm, respectivamente, y en RMN *H en 0.97, 2.35 y
0.87 ppm, respectivamente. El andlisis de los desplazamientos quimicos de los
metilos permite proponer que los efectos de anisotropia solo operan en el espectro
de RMN H. Las diferencias para uno de los carbonos alfa se observan de -0.17 a
-0.41 ppm y para el otro carbono alfa van de +0.74 a +1.35. Este estudio fue
complementado con el tratamiento de los datos de acuerdo con el método de
Mosher de RMN-'H Los pequefios cambios en desplazamiento quimico no
permiten proponer la estereoquimica absoluta del carbono quiral unido al oxhidrilo.
Se puede concluir que el efecto que gobierna el desplazamiento a campo alto de
uno de los carbonos se debe a compresién estérica y no a efectos de anisotropia.
H OMe

p H
(S)-MPA

MeO:.,
OH
H
0]

(R)-MPA

Rangos en las diferencias en desplazamiento quimico en ppm
1H 13C

CH(2) -0.12a-0.13 -0.17 a-0.41
CHy(6) +0.25 +0.74 a +1.35

Esquema 15. Andlisis en la derivacion para asignacion de la configuracion

absoluta de la Corinantina usando los agentes de Mosher (MTPA) y sus analogos.
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Por otro lado, se conoce que los desplazamientos quimicos en RMN-*C son
afectados por la geometria molecular y compresion estérica, que se origina por
grupos cercanos en el espacio que influyen fuertemente entre ellos; por lo que un
carbono separado por varios enlaces puede afectar en el desplazamiento quimico
de otro carbono;® lo que puede ayudar a explorar la asignacién de la configuracion
absoluta por RMN-*3C, ya que la naturaleza de los sustituyentes influye en la
compresion estérica de diastereoisomeros. Tal es el caso del estudio previo para
asignar configuracién absoluta de alcoholes utilizando como agentes quirales los
enantiomeros del tetraacetato de fucofuranosa y formar con estos los
diastereoisomeros B3-D y B-L-fucofuranosidos, los cuales desplazan a campo bajo
el carbon oxigenado y a campo alto los carbonos alfa, debido a la cercania 1,3-syn
periplanar. En la Figura 6 se muestra el ejemplo para la derivacion del colestanol-
5a, donde se pueden observar las diferencias en desplazamientos quimicos en
RMN *3C para los carbonos cercanos al agente de derivacién quiral. Lo que
favorece los cambios de desplazamientos quimicos por RMN-*C y permite

asignar la configuracién absoluta.*

H

--—— 39
6.0

O-fucosa
OY o
0]
o
o .,
>‘ S O/U\ >—o/_2/\(/o/u\
© o

L-tetraacetato de fucofuranosa D-tetraacetato de fucofuranosa

Figura 6. Método fucoranosa para asignacion de la configuracion absoluta de
alcoholes. Diferencias entre desplazamientos quimicos en RMN-"3C de
diastereoisbmeros generados con el Colestanol-5a y los enantidmeros de

tetraacetato de fucofuranosa.
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Ademads, el uso de esta técnica presenta varias ventajas, aunque se requiere un
mayor tiempo para adquirir el espectro de RMN '°C, es una técnica que va
acompafada de los experimentos de proton y tiene una mayor ventana espectral,
de 200 ppm, lo que hace menos probable la superposicion de sefiales, ademas de

gue cada carbono tiene una sefial independiente.

2.2. Uso del acido piroglutamico y sus derivados cOmo agentes de derivacion

quiral.

Para resolver este reto, se propone el uso de piroglutamato de metilo como agente

quiral, ya que éste se ha utilizado como auxiliar quiral,*°

1

como sinton quiral para
diversos productos naturales bioactivos,™* como restrictivo conformacional de
péptidos ,'? ademas, tiene una gran variedad de aplicaciones sintéticas,** lo que
permite su unién a diferentes sustratos como aminas, alcoholes y acidos
carboxilicos que son grupos funcionales presentes en los productos naturales; a
su vez, el piroglutamato es un compuesto quiral; tiene dos grupos carbonilo, uno
de ellos forma una lactama que le permite adoptar una conformacion preferente

gue puede causar efectos de compresion estérica.

Las dos antipodas del &cido piroglutamico como agente quiral, pueden ser
modificadas al 1-clorometil-piroglutamato de metilo 19 (Figura 7), para su uso
como agente quiral de derivacion para la asignacion de configuracion absoluta de
productos naturales que contengan alcoholes, el cual ya fue anteriormente
estudiado en la asignacion de configuracién absoluta utilizando el efecto nuclear
de Overhauser, a través del experimento NOESY,* pero puede ofrecer mejores

ventajas en su estudio por RMN-3C.
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o) \\C| O \\CI
19-(R) 19-(S)

Figura 7. 1-clorometil-piroglutamato de metilo 19.

La metodologia para asignacion de configuracién absoluta se realizé por medio
de derivacion doble, formando pares diastereoisoméricos, que se obtienen
haciendo reaccionar ambos enantiomeros del agente de derivacién quiral con un
enantiomero de un alcohol de configuracion absoluta conocida, formando
isbmeros N-alcoxi metilenos; posteriormente el par de diastereocisomeros se
analizé6 por RMN-'3C para estudiar sus desplazamientos quimicos, analizando las
diferencias entre estos y las correlaciones empiricas del carbono oxigenado al

anclar el agente quiral, Esquema 16.

&(O\
0
OH 19-(S) N

R1“')\H g O) °
R R1"')\H

OH 19-(R)
R1"')\H > O) O
R
2 R,Illl)\H

Ry

Esquema 16. Uso de 1 como agente de derivacion quiral para alcoholes

secundarios a quirales.
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Los resultados experimentales se compararon con céalculos computacionales de
modelado molecular, lo que permite predecir la conformacion de los isGmeros y los
parametros de RMN. Los calculos de desplazamientos quimicos estan basados en
la geometria de las moléculas de los estereocisomeros, por lo que es posible
comparar los resultados experimentales con los calculos computacionales, para

confirmar la estereoquimica relativa.

También se propone el uso del acido piroglutdmico 20 como agente quiral de
derivacién para asignar la configuracion absoluta de aminas cercanas a un centro
quiral, formando amidas diasterecisémericas o enlace peptidico, las amidas se
analizaron por RMN en cuanto a sus desplazamientos y correlaciones empiricas y
de la misma manera se realizara un estudio computacional de los parametros de

RMN vy asi realizar una metodologia de asignaciéon de configuracion absoluta,

Esquema 17.
(s) OH
O
NH
2 20-(S) 0 S
R1"')\ > N ,
R H H N
2 O RiR;

NH, H
O (R)
. 20-(R) %, N H
R ||-)\ R N 4 ‘
! g H H/ X

R, 0 RiR;
Esquema 17. Uso del acido piroglutamico como agente quiral de derivacion para

aminas.

Conjuntamente se propone el uso del piroglutamato de metilo como agente quiral
de derivacion, para crear una metodologia de asignacion de configuracion
absoluta de compuestos que contengan acidos carboxilicos. En este caso se

funcionaliza el nitrégeno del piroglutamato con un acido carboxilico para formar

50



una imida, una vez obtenidos los diastereocisdmeros correspondientes realizar el

andlisis por RMN y su estudio por célculos teéricos (Esquema 18).

o) © o

0
0 o) 0
R 21-(S) N ~
"~ “OH

o~ I o
N ‘1 ~
N

o)

R, 21-(R)

O:\/Nj.,//(o\
R,=7~ “OH H\(& (|)
H N @)

R2R,

v

Esquema 18. Uso de piroglutamato de metilo como agente de derivacion quiral

para acidos carboxilicos.

3. Discusion de resultados

3.1 Metodologia para asignacién de la configuracion absoluta de productos
naturales que contengan alcoholes usando 1-clorometil-piroglutamato de

metilol.

3.1.1. Metodologia de formacion de N-alcoximetilenos

Los agentes quirales 19-(S) y 19—(R) se prepararon a partir de los
enantiomeros del acido piroglutdmico 20, por esterificacion con HCI gas en
metanol seco para formar piroglutamato de metilo 21, seguido de una reaccién

con paraformaldehido y clorotrimetilsilano (CISiMes),” como se observa en el

51



Esquema 19. Este agente quiral se purifica en un aparato de destilacion al

vacio Kugelrohr y se puede almacenar en refrigeracion en un ambiente seco.

HCI
OMOH - oM O o Q' _ome
N MeOH 07N - N

H O H o) ClSIMe3 k o)
20-(S) 21-(S) cl
19-(S)
O "y, e O iy,
N° A MeOH N T osives
CI
20-(R) 21-(R) 19-(R)

Esquema 19. Sintesis del agente quiral 1-Clorometil-piroglutamato de metilo metilo
19-(S) y 19-(R).

La formacion de los derivados N-alcoximetilenos se estudid utilizando el (-)-mentol
22 como alcohol ejemplo, el cual se hizo reaccionar con el agente quiral 19-(S),
para formar el derivado 22a. Se estudiaron dos metodologias: una por reaccion de
Williamson usando hidruro de sodio (NaH) como base, esta reaccion se da
eficientemente en tetrahidrofurano seco (THF) por 12h a reflujo. En la segunda
metodologia se utilizé triflato de plata (AgOTf) en diclorometano seco; esta
reaccion requiere el uso de una base para atrapar el HCI que se genera y evitar la
deshidratacion del alcohol, ademas de que la base que se utilice no sea
nucleofilica para evitar el desplazamiento del cloruro del derivado 19, en este caso
se uso la hidrotalcita (HT) como base soélida, asimismo, la reaccion se debe llevar
a cabo en ausencia de luz; en estas condiciones la reaccion es mucho mas rapida,
3 h, aunque el rendimiento es menor. Ambas metodologias son eficientes para la
formacion de diastereoisomeros N-alcoxi derivados, pero su uso va a depender del

alcohol en estudio.
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Tabla 1. Estudio de formacion de diastereoisdémeros N-alcoximetilenos usando 19-

(S)y 19-(R).
E\«o\
o
OH N
: 19-(8) J o
W Base
22 22a
Base Disolvente Tiempo (h) Rendimiento %
NaH 1.2 eq THF 14 65
NaH 4 eq DCM 24 trazas
AgOTf 1.2 eq DCM 2 Deshidratacion
AgOTf 1.2 eq/HT DCM 3 41
AgOTf 1.2 eq/HT THF 3 40

Para preparar los derivados diastereoisoméricos y realizar el estudio de RMN se
utilizaron diferentes alcoholes provenientes de productos naturales, lo cuales se
muestran en Figura 8, algunos son comerciales y otros provienen de fuentes
naturales como el éster metilico del acido ursoélico 23; el alcohol 24 se obtuvo a
partir de la estrona, de la cual se formo el éter metilico del fenol con yoduro de
metilo y se redujo la cetona de C-17 al alcohol con borohidruro de sodio. El alcohol
25 se obtuvo de la hidrdlisis con hidréxido de litio de 3-O-[2,3-epoxi-2-

metilbutiroiljcuauhtemona.
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OH
26 27 28

Figura 8. Alcoholes estudiados con centro estereogénico cercano.

La formacion de derivados se realizd haciendo reaccionar cada alcohol
separadamente con ambos enantiomeros del agente quiral 19, excepto con el
mentol 22, en este caso los isdmeros se prepararon con ambos enantiomeros del
mentol y el agente quiral 19-(S). La preparacion se realizd con las metodologias
descritas para la formacion de N-alcoximetilenos, con NaH/THF (método A) o con
AgOTf/HT (método B). En la Tabla 2 se muestra la metodologia utilizada para
cada alcohol y sus rendimientos. En términos generales, en la derivacion de
alcoholes ciclicos se utilizé el método A ya que todos excepto el mentol, no
reaccionan con AgOTf. El alcohol 25 tiene un alcohol terciario, el cual no fue
protegido, en este caso la reaccion fue selectiva al alcohol secundario. Por otro
lado, los alcoholes lineales 26, 27 y 28 se derivaron con el método B. Todos los
derivados obtenidos se purificaron por cromatografia en columna, los rendimientos

son mayores para los derivados formados con 19-(S) que con 19-(R).
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Tabla 2. Sintesis de diastereoisomeros 1-(alcoximetil)-metil-2-carboxilato de
metilo. Método A (NaH 1.2 eq, THF, reflujo) método B (AgOTf 1.2 eq, HT, DCM)

&(0\
(o]
OH 19-(S) N

Ry - o) °
R, H NaH, THF
2 o AgOTf,DCM,HT R1“-)\
Ry

OH 19-(R) )N
R1"')\H > 0
E NaH, THF
2 0 AgOTf,DCM,HT R1'--)\
R, M

R4 de mayor prioridad que R,

Alcohol  Agente quiral Metodologia Rendimiento (%)

2-(S) 19-(S) 65
2-(R) 19-(S) 52
3 19-(S) 28
19-(R) A 16

4 19-(S) 57
19-(R) 53

5 19-(S) 53
19-(R) 45

6 19-(S) 31
19-(R) 17

7 19-(S) o 34
19-(R) 71

8 19-(S) 46
19-(R) 20
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3.1.2 Andlisis de RMN de los derivados N-alcoximetilenos

En este punto cabe mencionar los aspectos béasicos que influyen en el
desplazamiento quimico de los espectros de RMN-'3C, con los que se justifica la
asignacion de los espectros para esclarecer la configuracion absoluta del carbinol

de diversos alcoholes estudiados.

Los efectos que influyen en el desplazamiento quimico de cada carbono en RMN-
13C en orden de importancia son: hibridacién del carbono y electronegatividad de
los grupos unidos a éste. Otros de menor magnitud, pero de gran importancia, son
aquellos debidos a la presencia de los sustituyentes a y 3 unidos a un carbono
gue ejercen efectos de desproteccién, produciendo un desplazamiento a campo
bajo de aproximadamente 9 ppm. Otro efecto muy importante que se relaciona con
las cuestiones estereoquimicas y conformacionales, es el que ejercen los
sustituyentes y, que causan un desplazamiento a campo alto de 2 a 5 ppm, debido
al efecto de compresion estérica. Para ejemplificar lo anterior; la derivacion de un
oxidrilo para la formacién de ésteres o éteres genera un desplazamiento a campo
bajo del carbono unido al oxigeno al tener un nuevo sustituyente 3. Los carbonos
vecinos al carbono unido al oxigeno son desplazados a campo alto por tener un
nuevo sustituyente y. Otro efecto de proteccidn se observa en los carbonos unidos

a un carbono con hibridacion sp, como los carbonos unidos a un acetileno.

Debe tenerse en cuenta que esta propuesta de metodologia considera que la
estereoquimica relativa del producto a analizar debe ser definida con anterioridad,
asi como la asignacién del espectro de RMN-"3C, ya que solo se determinara la
estereoquimica absoluta del grupo carbinol a través de la derivacion del grupo
oxhidrilo, la comparacion y analisis de los desplazamientos quimicos del carbinol y
sus carbonos a en los espectros de RMN-*C de ambos compuestos.

Con este fin cada par de diastereoisémeros fue analizado por RMN-*C y 'H, se
compararon todos los desplazamientos quimicos calculando las diferencias entre
el isbmero preparado con 19-(S) menos el isémero preparado con 19-(R) (Adsr =

ds- dr). Para el caso del mentol, se utilizaron los enantiomeros del alcohol y el
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agente quiral 1-(S) las diferencias se calcularon entre el isbmero preparado con
alcohol unido al carbinol de configuracion absoluta (S) ((+)-mentol) menos el
preparado con el alcohol con el carbinol de configuracion (R) ((-)-mentol).

Los desplazamientos quimicos en RMN-'H entre ambos isémeros son
practicamente los mismos. Por el contrario, en RMN-'C existen diferencias
significativas en los desplazamientos quimicos entre los diastereoisomeros, como
se observa en el Esquema 20, para el caso del mentol, donde se compararon los
desplazamientos quimicos entre los isbmeros 22a y 22b, como se puede observar,
los desplazamiento quimicos son diferentes en cada is6mero, el carbono
estereogénico C(1) para 22a tiene un desplazamiento quimico de 79.5 ppm a
diferencia del isbmero 22b donde este carbono tiene un desplazamiento quimico
de 76.4 ppm es decir, si se calcula la diferencia de los desplazamientos quimicos
Ads.r tenemos que la diferencia es de 3.1 ppm. Existe un comportamiento similar
para el metileno C(7’) del asistente quiral donde observamos que su Adsr es de
3.3 ppm. También observamos un cambio en los desplazamientos quimicos de los
a-carbonos C(2) y C(6) los cuales presentan una Adsr de 1.8 y 0.3 ppm

respectivamente
o [\ ;
OH T oenTTo , c* c7 cz ceé
19-(S) o L RMN "°C
_ 0 _—
" .
L [J) l
‘ 22a
@ . cr C2 C6
o [\ o c
. a
(?H 19-(S) ) JN o) RMN '3C
ot —_— (ol T _—
/O L m«‘n.dlt"%m,mln N e S —

J/{éﬁ SN L | J
422b o

Esquema 20. Andlisis de los desplazamientos quimicos en RMN **C de 400 MHz

de los diastereoisbmeros 22ay 22b formados con ambos enantidmeros del mentol

y 19-(S).

Asi como en el analisis del mentol, en todos los derivados formados se observaron

diferencias similares, las cuales se resumen en la Figura 10, a las diferencias mas
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importantes se observan en los carbonos unidos o cercanos al oxigeno del
oxhidrilo; en el metileno del N-alcoximetileno, en el carbono estereogénico del
alcohol y los carbonos-a a este. Para el N-alcoximetileno las diferencias pueden
ser de hasta 3.7ppm, para el carbono estereogénico de hasta 3 ppm y para los

carbonos alfa estas diferencias suelen ser menores, pero igualmente significativas.

Al analizar los deplazamientos quimicos de los estereoisomeros, las diferencias
(Ads.r) obtenidas presentan signos, lo que muestra una tendencia; que depende
de la configuracion del carbinol, del agente quiral y de la naturaleza del alcohol (si
este es lineal o ciclico). Para los alcoholes ciclicos los isomeros (S)-(S) o (R)-(R)
(configuracion del carbinol- configuracién del agente quiral) se encuentran a
campo mas bajo que los desplazamientos de los isémeros (S)-(R) o (R)-(S). Por
esta razon, cuando el derivado de un alcohol ciclico con carbono estereogénico
(S), se obtendra una Adsr positiva; por otro lado, sera negativa para un centro
estereogénico (R). El caso contrario es para los alcoholes lineales, los isbmeros
(S)-(R) y (R)-(S) se encuentran a campo mas bajo que los desplazamientos de los
isébmeros (S)-(S) o (R)-(R). Por esto, un alcohol lineal derivado con carbono
estereogénico (S), la Adsgr serd negativa, y sera positiva para un centro

estereogénico de configuracion (R).
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N-alcoxiderivados provenientes de alcoholes ciclicos =

isébmero (R)-(S) 22a
isémero (S)-(S) 22b

O ™ isomero (S)-(S) 23a
isémero (S)-(R) 23b

isémero (S)-(S) 25a
0O isémero (S)-(R) 25b

| isomero (S)-(S) 24a
isémero (S)-(R) 24b

N-alcoxiderivados provenientes de alcoholes lineales

\ 5
oy ﬂw e

(0]
)-1.6 (0]
T2 0o k RPN
¥S)™ 0.4 08 S) O
OO N 02 " g O 0o
1 /
0.6

isébmero (S)-(S) 28a

isébmero (S)-(S) 26a isomero (S)-(R) 28b

isomero (S)-(R) 26b isdbmero (S)-(S) 27a

isébmero (S)-(R) 27b

Figura 10. Ads.r de RMN-'3C entre diastereoisémeros N-alcoxi derivados. Isémero
(S)-(S) o (R)-(R) (Centro estereogénico del carbinol)-(Centro estereogénico del

agente quiral).

Las diferencias generadas en los desplazamientos quimicos se compararon
con calculos computacionales; para esto, se realizd una busqueda
conformacional para cada molécula empleando mecanica molecular MMFF94
Las diferencias generadas en los desplazamientos quimicos se compararon

con célculos computacionales; para esto, se realizd una busqueda
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conformacional para cada molécula empleando mecanica molecular MMFF94
para asegurar la conformaciébn de menor energia. Después se realizo la
optimizacién en fase gas empleando la base B3LYP/6-311+(2d, p), usando el
método GIAO (Gauge Including Atomic Orbital) para calcular los parametros
de RMN.*™ De esta forma se obtuvieron los tensores de desplazamientos para

cada nucleo de carbono en cada derivado formado.

Con los tensores de desplazamientos quimicos se calcularon las deltas
restando al isomero con 1-(R) el isémero preparado con 1-(S) (Ads.r = ds- dr),
los resultados se muestran en la Tabla 3. Como podemos observar, la
correlacion con los datos experimentales en signos, lo que nos da una buena
reproducibilidad para la asignacion de la configuracion absoluta por célculos
teoricos.

Tabla 3. Adsr de desplazamientos quimicos entre diastereoisémeros N-alcoxi
derivados en RMN 3. Comparacion entre datos experimentales y datos calculados en

GIAO/B3LYP (fase gas) /6-31+G(d) considerando los conférmeros de menor energia.

C2 es carbono de mayor prioridad entre este y el C(3).

Derivados Ads g Experimentales Ads Calculadas
[o]

04\?’“0/ C(1) C(2) C®) | 7y | c@) C(2) C(3) C(7’)
OC% Cc7

c,” c,
2a- 2b 3.1 0.3 1.8 3.3 3.3 0.2 0.5 15
3a-3b 3.0 0.7 25 3.8 -0.3 -0.2 -0.2 -0.1
4a-4b 15 0.4 0.9 1.2 0.5 0.1 0.04 0.8
5a-5b 3.0 -0.1 1.3 24 7.1 2.6 -0.3 2.3
6a-6b -2.7 -1.5 -04 -1.5 -1.3 -0.9 -1.1 -2.8
7a-7b -0.8 -0.6 0.2 -0.5 3 -0.6 5 0.9
8a-8b -14 -0.6 -0.1 -0.8 -3.8 -0.7 -5 -0.6
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Los estudios de mecéanica molecular son utiles para estudiar la conformacion que
adquiere cada uno de los derivados preparados, basado en optimizacion de la
geometria, Figura 11. Se observa que la conformacion adoptada por el anillo de la
lactama permite al grupo éster metilico que esta anclado al anillo, afectar al grupo
N-alcoximetileno por cercania, generando los cambios en los desplazamientos
quimicos del carbono metileno, esto también afecta el carbono estereogénico del
alcohol y sus carbonos alfa, modificando los desplazamientos quimicos entre ellos.

Figura 11. Conformacién observada para los derivados del mentol.

Ademads, se observa un cambio en el angulo diedro del fragmento formado entre
cuatro atomos, el nitrégeno de la lactama, el metileno del alcoximetileno, el
oxigeno y el carbono estereogénico del carbinol N-CH,-O-CH, del N-
alcoximetileno entre derivados, en la Tabla 4 se resumen estos angulos. Como
podemos observar, los isdmeros (S)-(S) muestran un angulo diedro mas grande

que los isémeros (S)-(R).
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Tabla 4. Angulo diedro del fragmento N-alcoxi-metileno N-CH,-O-CH

Alcohol 19-configuracion ~ Angulo diedro
2.1(S) (S) 175.69
2.2(R) (S) 164.94

(S) 179.2
3(S)

(R) 175.24

(S) 175.25
4(S)

(R) 104.189

(S) 173.919
5(S)

(S) 136.74

(S) 162.571
6(S)

(R) 162.571

(S) 92.903
7(S)

(R) 89.798

(S) 89.75
8(S)

(R) 84..93

Como es de esperar, al derivar el alcohol con los enantidmeros del agente quiral
19, los desplazamientos quimicos son distintos, porque se realiza un analisis
comparativo de como este agente quiral modificé los desplazamientos quimicos
del alcohol, por correlacion de desplazamientos quimicos. Lo que también puede
ayudar a la prediccion de configuracion absoluta. En la Tabla 5, se detalla, como
se modificaron los desplazamientos quimicos en RMN-*C, del carbono
estereogénico C (1) y sus carbonos alfa C(2) y C(3); siendo C(2) el de mayor
prioridad. En general observamos, que se produce una desproteccién de C(1) una

62



proteccion de los a-carbonos, pero este efecto va a depender de la naturaleza del

alcohol, si es ciclico o lineal.

Cuando el alcohol es ciclico de configuracién (S), la adicion de 19-(S) desprotege
C(1) 6 a 9 ppm, mientras que la adicion de 19-(R) da una menor desproteccion de
4 a 6.6 ppm; por el contrario, los a-carbonos son protegidos de 0.3 a 3ppm por 19-
(S) y 0.7-3.4 ppm por 19-(R), los efectos a son claramente menos significantes

cuando el carbono es cuaternario como en los alcoholes, 23, 24 y 25.

La adicion del AQD 19-(S) a alcoholes lineales de configuracién (S) desprotege
C(1) 5ppm, y 19-(R) desprotege de 6 a 7 ppm, los a-carbonos son méas protegidos
gue los alcoholes ciclicos, 0.9-3.12 ppm por 19-(S) y 1.2-24 por 19-(R).

A su vez, estos datos se compararon con calculos tedricos, determinando las
correlaciones en RMN-2C del alcohol al adicionar el ADQ 19, por lo que se
realizaron también los calculos de los tensores de desplazamientos quimicos de
los alcoholes sin derivar para comparar con los derivados, los resultados se
muestran también en la Tabla 5. Los alcoholes ciclicos de configuracion (S) con la
adiciéon de 19-(S) desprotege a C(1) de 6-10 ppm, excepto los alcoholes ursélico y
estradiol en este caso se protege 14 ppm; la adicion de 19-(R) desprotege 3 ppm,
lo cual no tiene correlacion con los datos experimentales. Pero para el caso de los
a-carbonos a C(1) son desprotegidos por la adicion de 19-(S) y 19-(R) aunque no

en correlacién con los datos experimentales.
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Tabla 5. Efecto en los desplazamientos quimicos en alcoholes por efecto de 19, en

negro los datos experimentales y el azul los datos calculados.

Efecto de 19-(S)

Alcohol
Ci1

Alcoholes ciclicos

+8

2.1(S) 108
+4.9

2.2(R)
+6.5
+9.0
3) -14.2
+6.3
45) -14.2
+7.5
>(5) +10

Alcoholes lineales

6(S) +5.3
+5.4
7(S) ol
+7.2
8(S) +5.4
+11.3

C2

-1.5
+2.4

2.1
+2.2

-0.3
-15

-2.5
-16.1

-0.8
+2.3

-2.9
-4.7

-3.1
+0.9

-2.3
-5.5

C3

-3.1
-6.7

-4.9
-7.2

-3.3
-21

-0.4
-18.5

-2.8
-2.5

-1.8
-14.5

-1.6
-5.3

-0.9
-2

C1

+6.0
-13.5

+4.8
-14.7

+4.6
+3.1

+6.7
+6.7

+7.2
+4.1

+6.2
+7.5

C2

-1.0
-17.8

-3.4
-16

-0.7
-0.02

2.4
-3.6

-3.3

-1.8
-6.2

Efecto de 19-(R)

C3

-2.4
-17.8

-0.7
-18.6

-4.2
-2.5

-1.8
-13.6

-4.1
-10.3

-1.2
-1.8
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3.1.3 Constates de acoplamiento en RMN-H

En el experimento de RMN-"H, ya se mencioné que los desplazamientos quimicos
entre diastereoisbmeros son muy similares entre ellos, ya que los efectos de
anisotropia no son muy fuertes, pero observamos que las constantes de
acoplamiento (J) son diferentes entre cada par. Las constantes acoplamiento que
presentan cambio son las del dd del centro estereogénico C-2 (Hy) del
piroglutdmico y la constante de acoplamiento geminal 2J del sistema AB
correspondiente a los hidrégenos del N-alcoxi metileno, Tabla 6. La primera J en
general es cercana a 9 y entre diastereoisémeros se da una diferencia de 0.2 a 0.5
Hz; siendo de menor valor para isémeros (R)-(S) o (S)-(R), que la de los isbmeros
(S)-(S) y (R)-(R). Para el caso de la 2J la diferencia entre diastereoisémeros puede
ser de hasta 1Hz, para los isémeros (R)-(S) o (S)-(R) la 2J es mayor,

aproximadamente 11 Hz, que la 2J de los isémeros (S)-(S) y (R)-(R).

Este analisis es importante porque ayuda a complementar la informacion
conformacional de los derivados; en este caso la constante geminal del N-
alcoximetileno es afectada por los sustituyentes a y B, los sustituyentes a son dos
grupos electronegativos, el nitrégeno de la lactama y oxigeno; pero es igual para
cada para de diastereoisdmeros. En cambio, los sustituyentes B son los carbonos
estereogénicos, uno el de la pirrolidona y el otro pertenece al carbono
estereogénico anclado al alcohol, que cambian en cada par de isémeros, los que
influye fuertemente en el cambio de la constante de acoplamiento geminal, y a su
vez afecta el angulo diedro de los isémeros, lo cual ya observamos en el estudio

conformacional, Figura 11, Tabla 4.
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Tabla 6. Constantes de acoplamiento del Sistema AB y el Hy de la pirrolidona en

RMN-1H de los derivados diastereoisoméricos

o /0
OM _ o \< —
N Hx (o) N on
P e
(@) 2 (@) 2

H
2J(Hz) J(Hz) X
ab dd
Isbmer Isbmer
Isbmero Isbmero
Aleohel sys) (S)S)
R)(S) R)(S)
2 9.9 11.2 8.9, 3.7 9.2,3
4 10.3 11.1 8.6, 3.2 9,29
8.9,
3 10.5 10.6 8.9,3.2
3.2
8.3,
5 10.7 10.6 8.8, 3.7
3.6
8.9,
6 10.6 11.1 8.7, 3.3
3.2
9.5,
7 10.4 10.8 8.9,34
2.7
8.9,
8 10.8 11.4 9,34
3.2

3.1.4 Asignacién de la configuracion absoluta por doble derivacion

Todo lo anterior nos ayuda a poder asignar la configuracion absoluta de productos
naturales que contengan alcoholes por doble derivaciéon para esto debemos seguir la
siguiente regla, que también se ilustra en el Esquema 21:
1. Derivar el alcohol utilizando 19-(R) y 19-(S) separadamente para obtener el par de
diastereoisomeros N-alcoximetilenos.
2. Obtener la espectroscopia RMN-3C y asignar las sefiales para los carbonos
metileno del N-alcoxi metileno, para el carbono estereogénico del alcohol y sus

a-carbonos.
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3. Calcular las diferencias entre los desplazamientos quimicos (Adsg) para cada
carbono entre el isébmero preparado con 19-(S) menos el isémero preparado con
19-(R) (Adsr = ds- dr).

4. Si el alcohol es ciclico; y se obtienen Adsgr con signo positivo, el carbono
estereogénico tiene una configuracion (S), si resulta negativa la configuracién es
(R). Ya que el is6bmero formado con 19-(S) estara mas desprotegido.

5. Si el alcohol es lineal; y se obtienen Adsg con signo negativo, el carbono
estereogénico tiene una configuracion (R), si resulta positiva la configuracion es
(S). Ya que el isémero formado con 19-(R) estard mas desprotegido.

6. También podemos apoyarnos de los calculos tedricos calculando las deltas de
desplazamiento.

|sémero Isomeros (R)-(R) o (S)-(S) mas desprotegidos

(S o R)sustrato-(S)ADQ o C* »
3 : 2
— [\ O ‘ ©
J ";\.L,w 0. 0= N\Tﬂ; i
© IJ\I\’"O/ o ° RMN '3C
—_—
cl RW‘)\H
Rx
OH
. |
ey L w
2 LA A
O
\‘ O[NB“H\( ; B’
® 0 o RMN T3¢ e F [N
e TYE e
cl ° s I |
Ra

N

| | /
(So R)sizmg(R)ADQ WJW Y M) -
T T T T T T T T

T
79 78 77 76 75 74 73 72 71
f1 (ppm)

h-
2
T

Esquema 21. Metodologia general de asignacion de configuracion absoluta de
alcoholes secundarios usando 19 con ADQ y RMN **C.

3.1.5 Asignacién de la configuracién absoluta por una sola derivacion

Todos estos resultados son clave para la asignacion de la configuracion absoluta,
lo que también puede ayudar a realizar la asignacion de configuracion absoluta de
alcoholes por una sola derivacion, es decir, preparando solo un derivado con el
alcohol y un enantiomero del agente quiral, basandonos en la Tabla 5, y

comparando el efecto de cambio de desplazamientos quimicos al adicionar al

alcohol el agente quiral.
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Para comprobar su eficacia se utilizé la hispanolona (un labdano diterpenoide), la
cual fue reducida con NaBH,, al alcohol- B 29,'" y el epéxido del diterpenoide
aislado de Viguiera insignis 30'® que tiene dos alcoholes secundarios. Ambos
compuestos se derivaron utilizando el agente quiral 19-(S) y se evalué su
configuracién absoluta por correlaciones empiricas en RMN-'C, Tabla 5, y por

constante de acoplamientos en RMN-'H, Tabla 6.

Para el caso de la hispanolona reducida 29, la derivacion se llevdo a cabo
selectivamente en el alcohol secundario, manteniendo el alcohol terciario sin
derivar, Esquema 22. En el analisis de los desplazamientos quimicos para los
carbonos C-6, C-7 y C-8 en el derivado que contiene el ADQ 19-(S), comparado
con el espectro que tiene el grupo oxhidrilo libre. El carbono unido al oxigeno se
desplaza 7.9 ppm a campo bajo, los carbonos-a se protegen; el carbono metileno
C-6 y el metino C-8 se desplazan a campo alto 3.5 y 0.9 ppm, respectivamente. La
magnitud del desplazamiento quimico del carbinol y los carbonos-a al derivarlo
con 19-(S), confirman que el carbono del alcohol secundario tiene configuracion S.
Ademas, al analizar la magnitud de la constante de acoplamiento geminal del
metileno del grupo N-CH,-O es de 10 Hz, por lo que el carbono estereogénico se
confirma que es de configuracion (S), ya que una mayor constante cercana a 11

Hz corresponderia a la configuracién opuesta.

o7
N\ C(6)-3.5 ppm
C(7) +7.9 ppm
C(8)-0.9 ppm
OH
R 0]
19-(S) \§/0
NaH, THF O/\ 33
29 29a o

Esquema 22. Derivacion de 29 con 19-(S), para asignacion de configuracion

absoluta por una sola derivacion.

Por otro lado, el diterpenoide 30 tiene dos alcoholes secundarios. En este caso la

adicion de 19-(S) no fue selectiva, ya que se derivdO separadamente en ambos
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alcoholes, obteniendo los isémeros 30.1 y 30.2 en mezcla, Esquema 23.
Afortunadamente la mezcla de ambos alcoholes es claramente diferenciable en
RMN-2C, sin traslape de sefiales, lo que permite realizar la correlacién para
ambos carbonos estereogénicos y obtener su configuracion absoluta. El isbmero
30.1, que fue derivado en el alcohol del carbono estereogénico 3, fue desprotegido
5 ppm con respecto al alcohol, de la misma manera que un carbono (R) ciclico al
adicionar 19-(S). Los carbonos (R) son menos desprotegidos que los (S) como en
el caso del alcohol ursdlico 3. Los carbonos-a a C3 el carbono cuaternario y el
metileno fueron protegidos 5 y 0.5 ppm como los carbonos (R). La constante
geminal es 10.7 Hz cercana a 11 Hz, lo que confirma la configuracién (R) de este

carbono.

Para el isdmero 30.2 que fue derivado en el alcohol del carbono C(12), fue
desprotegido 5.1 ppm como un carbono (R) y los carbonos-a el carbono
cuaternario y el metileno fueron protegidos 0.7 y 4.9 ppm, ademas la constante de

acoplamiento es 10.7 Hz confirmando la configuracién (R) del carbono C(12).

Ty
19-(S)

O NaH, THF,
MW 100 °C R1\O\“

/,,,

HO™
30 30.1 R4= 1-(S), Ry=H 30.2 Ry=H, R,=1-(S)
C(2) -5.0 ppm C(11) -4.9 ppm
C(3) +4.9 ppm C(12) +5.1 ppm
C(4) -0.5 ppm C(13) -0.7 ppm

Esquema 23. Derivacion de 30 con 19-(S), para asignaciéon de configuracion

absoluta por correlaciones empiricas.

Con estos datos podemos aplicar la siguiente regla para asignacion de

configuracion absoluta usando una sola derivacion.

1. Derivar el alcohol utlizando 19-(R) o 19-(S) para obtener un
estereoisémero.

2. Obtener la espectroscopia RMN-"3C para el alcohol y el diastereoisémero
obtenido y asignar las sefiales para el carbono estereogénico C(1) del

alcohol y sus a-carbonos.
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3. Si el alcohol es ciclico y se derivo con 19-(S) y C(1) es desprotegido de 6-9
ppm y sus a-carbonos son protegidos. El centro estereogénico es (S). Un
menor valor nos dara una configuracion (R).

4. Si el alcohol es lineal, se derivé con 19-(S) y C1 es desprotegido de 5 ppm y
sus carbonos alfa son protegidos. El centro estereogénico es (S). Un mayor

valor de 6-7 ppm nos dara una configuracion (R).

3.1.6 Doble derivacién en mezcla

Se sabe que los estereoisomeros tienen propiedades fisicas diferentes, por lo que,
una mezcla de estereoisbmeros es distinguible tanto en su estructura como en su
concentracién por los espectros de RMN de *H y *3C. Para conocer el alcance de
esta metodologia, se obtuvo por reduccion del (-)-alcanfor, con NaBH,, la mezcla

de estereoisdmeros (+)-isoborneol 31 y (-)-borneol 32 en una relacion 8:2.

Como la mezcla de alcoholes proviene del (-)-alcanfor que tiene definidos sus
centros asimeétricos, la reduccion del carbonilo genera los alcoholes epiméricos
con los hidroxilos endo y exo, por lo que solo se tiene que asignar la
estereoquimica de cada uno de los carbonos oxigenados. La mezcla de alcoholes
se derivé con el ADQ 19-(S). La comparacién de los espectros de RMN *3C de la
mezcla de alcoholes con los derivados con 19-(S), permiten analizar las
diferencias en desplazamiento quimico y correlacionar con los resultados previos.
Se encuentra que el carbono oxigenado del derivado del isoborneol se desplaz6
6.6 ppm a campo bajo, mientras que en el borneol se desprotegié 5 ppm. El N-
alcoximetileno del isoborneol se protegio 6.3 ppm y el del borneol 3.2 ppm
(Esquema 24). Debido a que la derivacion de la mezcla de alcoholes fue con 19-
(S) y el carbono oxigenado de isoborneol se encuentra mas desprotegido que el
carbono del borneol, el isoborneol tiene la configuracién (S) en el carbono
oxigenado. Las correlaciones empiricas determinadas por RMN *3C estan en

buena correspondencia con todos los datos analizados.
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OH 19+(S) 30 O
+ _— k + k e}
z N S ~
AgOTf-DCM S
§ OH ; /(S
/O (S)
o 3?2 31

C(1) +5.0 ppm +6.6 ppm

C(2) -0.71ppm -0.15 ppm

C(3) -3.2 ppm -6.3 ppm

Esquema 24. Derivacion doble de la mezcla de (-)-borneol y (+)- isoborneol con 19-(S).
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3.2. Estudio del acido piroglutamico como agente de derivacion quiral de aminas a-

quirales RMN

Para desarrollar una metodologia de la asignacion de la configuracion absoluta de
aminas, se estudié al acido piroglutdmico como agente quiral de derivacién. Se
analizaron aminas quirales provenientes de aminoécidos, las cuales se hicieron
reaccionar separadamente con ambos enantiomeros del agente de derivacion
quiral 20, para formar dos amidas diastereoisoméricas. La reaccion de formacion
de amidas se realizd con HOBt (1-hidroxibenzotriazol)) EDC (N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida), utilizando como base la N-etil morfolina en
diclorometano, Esquema 25. Las amidas diastereoisoméricas se formaron con las
aminas: fenilalanina éster metilico, triptéfano éster metilico, leucina éster metilico,
valina éster bencilico, prolina éster bencilico, serina éster bencilico y (S)-(-)-1-

naftil-etil-amina, todas de configuracion absoluta (S).

)

O .
NeN H
O H R2 N - O
— O ROy N
EDC H (@]
1-HOBt

N-etil morfolina
DCM

HO#
RN
()H

NH
R1 2 _NH, 20-R) R1—|/
EDC
1-HOBt
N-etil morfolina
DCM

R2_NH,

R1—(

Esquema 25. Formacion de amidas diastereoisoméricas.

Cada par de diastereoisomeros se analiz6 por RMN-*C y 'H, con el fin de
observar si se generan diferencias en sus desplazamientos quimicos, mediante el
calculo de delta Adsg; (donde &s es el desplazamiento quimico para el
diastereoisomero formado con (S)-acido piroglutamico y dr del diastereocisomro

formado a partir del agente quiral de configuracién (R). Para el caso de-RMN-*3C,
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los resultados de las deltas entre cada par diastereocisbmerico se muestran en la

Figura 12.
0. (0] 0]
03 .~
H 005 . (S) 04 OGS (o3
O N AR o : o. ° S
0.3 (S) HN o
0.3 1
0.4
HN 04
03 ' HN
g 0.2
O 03
Isémero (S)-(S)33a Isémero (S)-(S)34a Isémero (S)-(S)35a Isémero (S)-(S)36a
Isémero (S)-(R)33b Isémero (S)-(R)34b Isémero (S)-(R)35b Isémero (S)-(R)36b

O 02 HN

H 0.2
O N/,' /O o \
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HN OH

0.1 Os_NH o
o 2 HN -0.3
HN 0.1
07 0 o” o4 -0.5
. o) g L1 lsbmero (S)-(S)39 Esquema general
i 4= bt S

Figura 12. RMN-*3C Ads.r obtenidos de la derivacion
de aminas quirales con el agente quiral, acido piroglutamico, 20.

En el andlisis de Adsgr, por RMN-'3C, observamos cambios, que se generan
principalmente en los carbonos del agente quiral, ya que en los carbonos del
aminoacido no observamos un patrén claro en las Adsg. Los cambios en el
carbono estereogénico del agente quiral C2’ son positivos de 0.2 a 0.4, ppm, los
carbonos metilenos C3’y C4’ al contrario dan diferencias negativas de 0.1 a 0.5
ppm. Estos cambios generados en el &cido piroglutamico podrian ayudar a asignar
la configuracion absoluta, aunque este patrén solo se observa en pocos carbonos,
por lo que podria presentar algunas fallas, ademas de que los valores son
menores a 0.5 ppm. La técnica puede ser aplicada tanto para aminas provenientes

de aminoacidos como otro tipo de aminas quirales.

También se analizaron los desplazamientos quimicos en RMN-'H entre los
diastereoisomeros, aunque los espectros entre ambos isbmeros se empalman,

observamos un cambio importante en el protdon de la amida formada, que puede
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cambiar hasta 0.5 ppm entre isomeros, la delta es positiva para aminas cercanas a
un centro estereogénico de configuracion (S); lo que quiere decir que el isbmero
derivado con el (S)-acido piroglutamico es el mas desprotegido que con el de

configuracion (R), Figura 13.

(. Oroke Ot
0.4 ~ 0.3
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Isomero (S)-(S)33a Isémero (S)-(S)34a Isomero (S)-(S)35a Isémero (S)-(S)36a
Isémero (S)-(R)33b Isémero (S)-(R)34b Isémero (S)-(R)35b Isémero (S)-(R)36b
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OH © =
HN 9] NHo.2
HN
0 HN
(e}
O
. 5 Isémero (S)-(S)39a
- Isémero (S)-(S)38a )
somere ES%E?)?}Z Isomero (S)-(R)38b Isémero (SHR)39b

Figura 13. RMN-'H Ads.r obtenidos de la derivacién

de aminas quirales con el agente quiral, acido piroglutamico 20.

Los cambios generados en RMN protdn son considerablemente buenos por lo que
esta metodologia podria utilizarse en conjunto con RMN de carbono para asignar

la configuracion absoluta.

La metodologia para los célculos computacionales fue la siguiente: se realiz6 una
busqueda conformacional en Spartan 16 para cada diastereocisomero vy
secalcularon en Gaussian 09 los espectros de RMN-*C con el método RLC-
TPSSTPSS y la base CC-pVTZ. Se realizé también el calculo de Ad(sr) para los
espectros calculados, pero hasta el momento la correlacion de los estudios no se

ha podido empatar con los datos experimentales.
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3.3. Estudio del piroglutamato de metilo como agente de derivacion quiral de acidos
carboxilicos para asignaciéon de configuracién absoluta por RMN.

El estudio de diferenciacion enantiomérica para &cidos carboxilicos por RMN, se
realizd utilizando como agente quiral de derivacion los dos enantiomeros del
piroglutamato de metilo, para formar un enlace imida con el grupo del acido
carboxilico del sustrato a analizar. El acoplamiento se inicia de la misma manera
gue la formacién del enlace amida o enlace peptidico, formando los ésteres de
hidroxibenzotriazol del acido carboxilico, en este caso, los ésteres de benzotriazol

se aislan y reaccionan con el piroglutamato de metilo en NaH/THF, Esquema 26.

O (S

N N
HOBt H
o) 0 0
EDC R, 21-(S) :(Nj\rro\
_— - H
OH R, OBt NaH v, ©
H THF 2R,
0:‘(3("’) N
N AN I
EDC R4 21-(R) © N
OH " Sov  Re=7 ~oBt NaH H 0
N O
THF RoR,

Esquema 26. Derivacion de acidos carboxilicos usando piroglutamato de metilo

como agente de derivacion quiral.

Para probar la eficacia del agente quiral se estudi6 el ibuprofeno 40 y naproxeno
41, como acidos carboxilicos cercanos a un centro estereogénico; el primero es la
mezcla racémica por lo que fue derivado en mezcla con el piroglutamato de metilo
de configuracion (S), 21-(S) y el naproxeno es de configuracion (R), este acido se
derivd separadamente con ambos enantiomeros del piroglutamato de metilo. Las
reacciones de derivacion se llevaron a cabo en dos pasos primero la activacion del
acido a los ésteres de benzotriazol en diclorometano, los cuales se adicionan al

piroglutamato de metilo en NaH, Esquema 27.
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Esquema 27. Derivacion de ibuprofeno y naproxeno con piroglutamato de metilo

Los derivados se analizaron por RMN-'H y *C, calculando las diferencias en sus
desplazamientos quimicos como en los estudios anteriores, estas diferencias se
muestran en la Figura 14. Las diferencias en rojo corresponden al experimento de
proton. Para el caso del ibuprofeno donde los diastereocisbmeros estan en mezcla
se calculan las diferencias entre los desplazamientos restando el desplazamiento
guimico de la sefial de campo bajo menos la de campo alto en cada nucleo. Para
el naproxeno las diferencias se obtienen restando los desplazamientos quimicos
del isbmero preparado con el agente quiral de configuraciéon (S) menos el formado
con el (R). Las diferencias en RMN-*C se observan en los carbonos del
piroglutamato, en ambos metilenos la delta es de 0.1ppm, en el metino 0.2 ppm,
en el carbonilo de lactama de 0.3-0.4 ppm, y en el metoxi de 0.2-0.3 ppm, la

diferencia mas grande es el carbonilo imida de 0.8 ppm. Para el ibuprofeno no se
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puede discriminar un isomero del otro, pero en el naproxeno las diferencias van
acompanadas de signos, en los carbonilos y los carbonos del sustrato son
negativos, ya que el isébmero (S)-(R) se encuentra a campo mas alto, caso
contrario para los carbonos metileno y metino del agente quiral que se obtiene un
signo positivo. Por otro lado, el analisis por RMN- *H genera sélo diferencias en
los protones del éster, en el metino del piroglutamico y en el centro estereogénico
del sustrato.

01 01[R) O

Figura 14. Diferencias en desplazamientos quimicos entre diastereoisbmeros
Adsr RMN -*C (negro) y RMN- *H (rojo)

Los resultados obtenidos para la derivacion del naproxeno e ibuprofeno son
importantes, por lo que se realiz6 el analisis de los isdbmeros mediante célculos
computacionales para conocer los parametros de RMN, y poder comparar los
resultados de RMN-C calculados con los datos experimentales, asi como
obtener un estudio mas detallado. Se realiz6 una busqueda conformacional en
Spartan 16, con una orientacion syn y anti con respecto al carbonilo de la lactama
y el carbonilo de la imida para cada diastereocisémero. Después se realizaron los
calculos computacionales en Gaussian 09, utilizando diferentes métodos para la
optimizacién de la geometria y el célculo de espectros de RMN-°C, se
compararon dos diferentes métodos: método GIAO, con una base 6-311G, en
cloroformo; el método CSGT con una base cc-pVTZ en cloroformo. Los espectros
de RMN-*3C obtenidos para cada diastereoisémero se compararon con los datos

experimentales, pero en este caso ningun dato de Ad esta en correlacion con los
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datos experimentales, esto puede deberse a que las diferencias experimentales

son pequefias comparadas con el margen de error de célculo.

Observando el gran potencial que tiene el piroglutamato de metilo como agente
quiral, se intentd ampliar la metodologia de &cidos carboxilicos usando acidos
provenientes de aminodacidos, pero la metodologia de sintesis no es aplicable, ya
gue no se formd en enlace imida con la metodologia descrita. Se trabajé en
variaciones experimentales en el paso de la formaciéon de la imida, utilizando
diferentes bases, usando como ejemplo la derivacion del naproxeno, los
resultados se muestran en la Tabla 7, el uso de NaH es eficiente al igual que la 4-
N,N-Dimetil amino piridina (4-DMAP) pero con epimerizacion. Aun falta profundizar
en esta metodologia para llevarla a cabo la formacion de imidas en todo tipo de
acidos carboxilicos, ya que los provenientes de aminoacido no reaccionan bajo las
condiciones de reaccion descritas y con el uso de bases fuertes, pierden su

integridad estereoquimica.

Tabla 7. Uso de la base en la reaccion de formacion de imidas, con el naproxeno y

agente quiral 21-(R).

1.HOBt
N EDC
% QQ N_g beu
HO 2.BASE
41 41b
N T
o}
21-(R)
Base Tiempo h Rendimiento %
NaH 1 60
DMAP catalitico 3 50
Epimerizado
DMAP equivalente 3 0
Di-isopropil etil amina 3 0
Trietilamina 6 0
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4. Conclusiones

El 1-(clorometil)-5-oxopirrolidona-2-carboxilato de metilo 19 es un excelente
agente quiral de derivacion para la asignacion de configuracion absoluta por RMN-
13C de productos naturales que contengan alcoholes secundarios. La asignacion
se obtiene por derivacién doble del sustrato con ambos enantimeros de 19, para
obtener dos diastereoisomeros que presentan diferencias en los desplazamientos

quimicos en RMN-3C, estos cambios nos dan la configuracién absoluta.

También se puede asignar la configuracion absoluta formando un solo
diastereocisomero y comparando el cambio generado en los desplazamientos
guimicos entre el sustrato y el producto derivado, realizando una correlacion

empirica.

Otra ventaja importante de este agente quiral es poder realizar una discriminacion

enantiomérica de sustratos.

Por otro lado, el estudié del acido piroglutdmico como agente quiral de derivacion
para asignar la configuracion absoluta de productos con aminas al generar amidas
diastereoisomericas puede lograrse si se analizan los cambios generados en
RMN-*3C, este estudio se puede apoyar con el experimento de protén y observar
el cambio en el protén de la amida, lo que ayuda a confirmar la configuracién

absoluta.

Por ultimo, el piroglutamato de metilo para la asignacion de la configuracion
absoluta de acidos carboxilicos al formar las imidas correspondientes tiene gran
potencial en generar cambios en los desplazamientos quimicos de **C, pero la
formacion de los diastereoisémeros es dificil para muchos acidos, lo que impide su

uso.
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5. Seccion experimental.

Los reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich México, y se utilizaron sin previa
purificacion. El éster metilico del ursdélico se obtuvo de la extraccion de Salvia
Candicans [1] y la cuauhtemona de la extraccion de especies de Epaltes mexicana
[2]. Los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Avance 300 MHz.

1-(Clorometil)-2-pirrolidona-5-carboxilato de metilo 19-(S) y 19-(R). En un
matraz se mezcl6 piroglutamato de metilo (500 mg, 3.49 mmol), paraformaldehido
(170 mg, 5.6 mmol) y clorotrimetilsilano (7.4 mL, 17.9 mmol). Se mantuvo en
agitacion por 3 horas. Se eliminé el exceso de clorotrimetilsilano al alto vacio y el
crudo de reaccién se purificé en un Kugelrohr a 100 °C. RMN-'H (300 MHz,
CDCI3), 5.72 ppm (d, J=10.2 Hz, 1H), 4.9 ppm (d, J=10.2 Hz, 1H), 4.45 ppm (dd,
J=8, 4 Hz, 1H), 3.79 ppm (s, 3H), 2.3 ppm (m, 4H).

6.1 Procedimiento general de formacidn de éteres entre alcoholes y 19-(S) 6 19-

(R) utilizando hidruro de sodio.

En un matraz bajo atmdsfera de nitrdgeno se agrega el alcohol (1 equivalente) en
THF seco a 0°C, NaH (2.5 equivalente, 60% en aceite mineral), después de 10
minutos se adiciona por canula 19-(S) o 19-(R) (3 equivalentes) disuelto en THF.
La mezcla de reaccion se mantiene a reflujo y se monitorea por cromatografia en
capa fina. Al final de la reaccién se adiciona agua y se concentra, se extrae con
acetato de etilo, se seca sobre sulfato de sodio anhidro, se filtra, se concentra al

vacio y se purifica por cromatografia en columna flash.

(S)-1-((((1R,2S,5R)-2-isopropil-5-metilciclohexil)oxi)metil)-5-oxopirrolidona-2-
carboxilato de metilo, 22a.

En un matraz se agrega (-)-Mentol (78 mg, 0.5 mmol) en THF seco a 0°C, 24 mg
NaH (0.6 mmol), después de 10 minutos se adiciona por canula 19-(S) (114 mg,

0.6 mmol) en THF, la mezcla de reaccion se agité a reflujo por 12 horas. Al final de
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la reaccion se adiciona agua y se concentra al alto vacio, se extrae con acetato de
etilo, se seca sobre sulfato de sodio anhidro, se filtra y se purifica por
cromatografia en columna flash con hexano/Acetato de etilo 80:20. obteniendo 83
mg de 2a, 52% de rendimiento. RMN-H (400 MHz, CDCI3) 6 5.29 (d, J = 11.2 Hz,
1H), 4.40 (dd, J = 9.2, 3.0 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 11.2, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.15 (td, J
=10.4, 4.2 Hz, 1H), 2.55 — 2.26 (m, 3H), 2.22-2.17(m,1H), 2.14-2.06(m, 2H), 1.65 —
1.57 (m, 2H), 1.42-1.31 (m, 1H), 1.20-1.12 (m, 1H), 0.92-0.71 (m,3H), 0.92 (d, J =
6.5 Hz, 3H), 0.88 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 0.69 (d, J = 7.0 Hz, 3H). RMN-C (101 MHz,
CDCl3) 6 175.8, 172.4, 76.5, 68.6, 57.7, 52.6, 48.1, 40.2, 34.5, 31.4, 29.8, 25.6,
23.0, 22.4, 21.2, 15.9. EM IE m/z (intensidad rel., %): M+ 311(0.5), 268 (1),
252(13), 224(2), 222(1), 182(1), 172(8), 156(100), 128(75), 84(62), 68(19), 41(15),
29(4), 27(3), 15(2). ESI+ m/z: C17H30N;04 [M+1] calculada 312.21748 observada.
312.21717. [a]D20= -105.2° (c 0.25, CHCl5)

(S)-1-((((1S, 2R, 5S)-2-isopropil-5-metilciclohexil)oxi)metil)-5-oxopirrolidona-
2-carboxilato de metilo 22b.

En un matraz se agrega al (+)-Mentol (78 mg, 0.5 mmol) en THF seco y 0°C, 24
mg de NaH (0.6 mmol), después de 10 minutos se adiciona por canula 19-(S) (114
mg, 0.6 mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se agitd a reflujo por 12
horas. Al final de la reaccion se adiciona agua y se concentra al alto vacio, se
extrae con acetato de etilo, se seca sobre sulfato de sodio anhidro, se filtra y
evapora a sequedad. Se purifica por cromatografia en columna flash con
hexano/Acetato de etilo 80:20. obteniendo 104 mg de 2b, 65% de rendimiento.
RMN-'H (400 MHz, CDCls), & 5.20 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 8.9, 3.7 Hz,
1H), 4.32 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.14 (td, J = 10.6, 4.4 Hz, 1H), 2.53 —
2.20 (m, 3H), 2.12 — 1.94 (m, 2H), 1.92-1.87 (m, 1H), 163-1.55(m, 2H), 1.38 — 1.28
(m, 1H), 1.2-1.1 (m-1H), 0.99-0.80(m-3H), 0.83 (d, J = 1.72 Hz, 3H), 0.81 (d, J =
1.15 Hz, 3H), 0.71 (d, J = 7.0 Hz, 3H). RMN-"*C (101 MHz, CDCls) 5 175.4, 172.4,
79.4, 71.8, 57.7, 52.5, 48.7, 41.9, 34.4, 31.6, 29.9, 25.7, 23.2, 22.9, 22.4, 21.2,
16.2., DART" m/z (rel intensidad, %): [2M+2 ] 624 (14), [2M+1 ] 623 (32), 467 (28),
329 (14), [M+2] 313 (13), [M+1] 312 (100), 299 (14), 174(17), 156 (98), 128
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(23). ESI+ m/z: C17H30N104 [M+1] calculada 312.21748, observada 312.21750.
[a]D20= +11.29 (c 1, CHCly).

(S)-1-((((3s,4aR,6aR,6bS,8aS,11R,12S,12aS,14aR,14bR)-8a-(metoxicarbonil)-
4,4,6a,6b,11,12,14b-heptametill-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-icosahidropicen-3-
il)oxi)metill)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de metilo, 23a.

En un matraz se agrega al éster metilico del acido Ursdlico (42 mg, 0.089 mmol)
en THF seco a 0°C, NaH (8 mg, 0.2 mmol), después de 10 minutos se adiciona
por canula 19-(S) (37 mg, 0.19 mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se
mantiene a reflujo con agitacion por 16 horas. Al final de la reaccion se adiciona
agua y se concentra al alto vacio, se extrae con acetato de etilo, se seca sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtra y evapora a sequedad y se purifica por
cromatografia en columna flash con hexano/Acetato de etilo 90:10. obteniendo 16
mg de 23a, 28.6 % de rendimiento.RMN-'H (300 MHz, CDCls), d. 5.22 (t, J = 3.9
Hz, 1H), 5.18 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 8.6, 3.24
Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.00 (dd, J = 9.9, 5.2 Hz, 1H), 2.58-2.10 (m,
7H), 1.97 (dd, J = 12.3, 4.47 Hz, 1H), 1.88 (dd, J = 8.64, 3.57 Hz, 1H), 1.79-1.29
(m, 18H), 1.05 (s, 3H), 0.94 (s, 6H), 0.89 (s, 3H), 0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.73 (d,
J = 5.7 Hz, 6H). RMN-*C (75 MHz, CDCl3) & 178.2, 175.5, 172.5, 138.3, 125.6,
87.2, 72.9, 57.9, 55.5, 53.0, 52.6, 51.6, 48.2, 47.6, 42.1, 39.6, 39.2, 39.0, 39.0,
38.7, 36.9, 36.8, 33.1, 30.8, 29.9, 28.1, 28.1, 24.8, 24.4, 23.7, 23.4, 23.1, 21.3,
18.3, 17.2, 17.0, 16.5, 15.6. DART" m/z (rel intensidad, %): (M+2 ] 627 (31), [M+1]
626 (75) 608 (45), 454 (35), 453 (100), 329 (12), 299 (13), 156 (56), 144 (16), 117
(29).

(R)-1-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,11R,12S,12aS,14aR,14bR)-8a-(metoxicarbonil)-
4,4,6a,6b,11,12,14b-heptametill-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-icosahidropicen-3-
iloxi)metill)-5-oxopirrolidin-2-carboxlate de metilo, 23b.

En un matraz se agrega al éster metilico del acido Ursdlico (42 mg, 0.089 mmol)

en THF seco y 0°C, NaH (8 mg, 0.2 mmol), después de 10 minutos se adiciona por
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canula 19-(R) (37 mg, 0.19 mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se
mantiene a reflujo con agitacion por 16 horas. Al final de la reaccion se adiciona
agua y se concentra al alto vacio, se extrae con acetato de etilo, se seca sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtra y se purifica por cromatografia en columna flash
con hexano/Acetato de etilo 90:10. obteniendo 14 mg de 3b, 16 % de rendimiento.
RMN-'H (300 MHz, CDCls), &. 5.30 — 5.18 (m, 2H), 4.44 (dd, J = 9.0, 2.9 Hz, 1H),
4.37 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 2.91 (dd, J = 11.6, 4.3 Hz, 1H),
2.57 - 2.02 (m, 7H), 1.97 (dd, J = 12.9, 4.8 Hz, 1H), 1.89 (dd, J = 8.8, 3.3 Hz, 1H),
1.78 — 1.22 (m, 18H), 1.06 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.84 (d,
J = 6.4 Hz, 3H), 0.73 (d, J = 6.2 Hz, 6 H). RMN-*C (75 MHz, CDCl;) & 178.3,
176.1, 172.5, 138.2, 125.7, 84.3, 69.2, 57.8, 55.6, 53.0, 52.6, 51.6, 48.2, 47.5,
42.2, 39.6, 39.2, 39.0, 38.5, 38.4, 37.03, 36.7, 33.1, 30.8, 29.9, 28.2, 28.2, 24.4,
23.7,23.4,23.1, 22.4, 21.3, 18.4, 17.1, 17.1, 16.5, 15.6. MS IE m/z (rel intensidad
%): M+ 625(1), 610 (1), 566 (3), 565(3), 482 (5), 409 (6), 393 (5), 364 (9), 317 (3),
262 (68), 261(10), 203 (66), 156 (100), 128 (69), 69 (33), 57 (45), 41 (29), 27 (25).
ESI+ m/z: C33HgoN106 [M+1] calculada 626.44206 observada. 626.44211, [a]D20=
+55.7°m(c 0.14, CHCIy).

Eter metilico del Estradiol, 24.

En un matraz bola de 250 mL, se agregan a la Estrona (1g, 3.69 mmol), Acetona
(100 mL), KOH molido y seco (160 mg, 2.8 mmol) y en bafio de hielo agua se
adiciona Mel (0.3 mL, 4.8 mmol) disuelto en Acetona (16 mL), se deja en agitacion
por 2.5 h y se adiciona nuevamente Mel (0.04 mL, 0.64 mmol) disuelto en acetona
(5 mL) y se deja en agitacion 4 h. Al final de la reaccion se evapora la acetona, se
agregan 10 mL de agua y extrae con Acetato de Etilo, se lava con salmuera, se
secoO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra. El producto obtenido
se cristaliza en metanol, obteniendo 992 mg, un rendimiento de 94% de éster
metilico de la estrona 24i. RMN-'H (400 MHz, CDCls), d 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
6.75 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 2.57 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.00 — 2.84
(m, 2H), 2.63 - 1.88 (m, 7H), 1.75 — 1.36 (m, 6H), 0.94 (s, 3H). En un matraz bola

de 50 mL se agregan el éter metilico de la estrona (148 mg, 0.5 mmol), 15 mL de
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metanol a 0°C y con agitacion vigorosa se adiciona NaBH, (125 mg, 3.12 mmol),
la reaccion se deja en agitacion 4 h, después de este tiempo se adiciona acido
acético (0.2 mL), se evapora el metanol, y se cristaliz6 en metanol. Se obtienen
103 mg, 69% de rendimiento de 24. RMN-'H (300 MHz, CDCl3), 6. 7.22 (d, J =9.2
Hz, 1H), 6.73 (dd, J =8.52, 2.88 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 2.64 Hz, 1H), 3.79 (s, 4H),
2.90-284 (m, 2H), 2.45 — 1.09 (m, 13H), 0.79 (s, 3H).

(S)-1-((((8R,9S,13S,14S,17S)-3-metoxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)oxi)methil)-5-oxopirrolidin-2-

carboxilato de metilo, 24a.

En un matraz de bola de 25 mL se agrega al B-Estradiol éter metilico (40 mg, 0.13
mmol) en THF seco y 0°C, NaH (7 mg, 0.16 mmol), después de 10 minutos se
adiciona por canula 19-(S) (52 mg, 0.27 mmol) disuelto en THF, la mezcla de
reaccion se deja en agitacién a temperatura ambiente por 16 horas. Al final de la
reaccion se adiciona agua y se concentra al alto vacio, se extrae con acetato de
etilo, se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se purifica por cromatografia en
columna flash con Hexano/Acetato de etilo 80:20. obteniendo 36 mg de 24a, 57%
de rendimiento. RMN-'H (300 MHz, CDCls), 5. 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.70 (dd, J
= 8.6, 2.7 Hz, 1H), 6.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.57 (d, J =
10.4 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 8.9, 3.2 Hz, 1H), 3.7705 (s, 3H), .3.7703 (s, 3H), 3.49 (t,
J = 8.19 Hz, 1H), 2.86-2.81 (m, 2H), 2.63 — 1.13 (m, 17H), 0.76 (s, 3H). RMN-**C
(75 MHz, CDCl3) & 175.5, 172.1, 157.5, 138.1, 132.7, 126.5, 113.9, 111.6, 88.01,
72.21, 57.82, 55.35, 52.62, 49.8, 44.0, 43.5, 38.8, 37.5, 30.0, 29.9, 28.5, 27.34,
26.4, 23.3, 23.1, 11.8. MS IE m/z (rel intensidad %): 441(28), 413 (1), 382 (3), 352
(0.5), 314 (0.5), 285 (25), 267 (23), 227 (9), 201 (20), 173 (42), 157 (91), 128
(100), 91 (21), 57 (30), 41 (33), 28 (18), 18 (4). ESI+ m/z: CysH3zeN105 [M+1]
calculada 442.25935 observada. 442.25883, [a]D?°= +1.81 (c 0.55, CHCly).

(R)-1-((((8R,9S,13S,14S,17S)-3-metoxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-

carboxilato de metilo, 24b.
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En un matraz de bola de 25 mL se agrega al B-Estradiol éter metilico (68 mg,
0.238 mmol) en THF seco y 0°C, NaH (12 mg, 0.28 mmol), después de 10 minutos
se adiciona por canula 19-(R) (67 mg, 0.35 mmol) disuelto en THF, la mezcla de
reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente por 16 horas. Al final de la
reaccion se adiciona agua y se concentra al alto vacio, se extrae con acetato de
etilo, se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se purifica por cromatografia en
columna flash con hexano/Acetato de etilo 80:20. obteniendo 56 mg de 4b, 53%
de rendimiento. RMN-"H (300 MHz, CDCls), 5 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.70 (dd, J
= 8.6, 2.7 Hz, 1H), 6.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 4.53 (d, J =
10.6 Hz, 1H), 4.37 (dd, J = 8.9, 3.2 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.42 (t, J =
8.2 Hz, 1H), 2.92 — 2.76 (m, 2H), 2.66 — 1.07 (m, 17H), 0.77 (s, 3H). RMN-*C (75
MHz, CDCl3) & 175.8, 172.5, 157.6, 138.1, 132.7, 126.4, 113.9, 111.6, 86.5, 70.9,
57.6, 55.4, 52.6, 50.1, 44.0, 43.1, 38.7, 37.5, 30.0, 29.9, 27.6, 27.3, 26.5, 23.2,
23.2, 11.8. MS IE m/z (rel intensidad %): 441(93), 413 (2), 382 (7), 352 (1), 316
(1), 285(58), 267 (33), 241 (10.3), 201 (16), 173 (45), 156 (100), 128 (87), 84 (20),
59 (20), 43(34), 41 (15), 29 (4), 15 (3). ESI+ m/z: CzsH3sN;05 [M+1] calculada
442.25935 observada. 442.25806, [a]p?°= +45.2° (c 0.46, CHCIs).

(5R,6S,8aS)-5,6-dihidroxi-5,8a-dimetil-3-(propan-2-iliden)octahidronaftalen-
2(1H)-ona, 25.

En un matraz bola se agrega a la cuauhtemona (100 mg, 0.29 mmol), THF (10 mL)
y LIOH 2.5 N (2mL), se deja en agitacion a temperatura ambiente por 1.5 h. Al final
de la reaccién se extrae el THF al alto vacio, se acidula con HCI 1M a y se extrae
con Acetato de etilo, se lava con salmuera, se seca sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtra y se concentra, se obtienen 67 mg de producto puro, un 91 % de
rendimiento. RMN-'H (300 MHz, CDCls), & 3.68 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 2.96 (dd, J =
14.7, 3.5 Hz, 1H), 2.24 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 2.11 — 2.05 (m, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.85
(s, 1H), 1.81-170 (m, 4H), 1.23 (s, 6H), 0.95 (s, 3H).
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(2S)-1-((((1R,2S,4aS)-1-hidroxi-1,4a-dimetil-6-ox0-7-(propan-2-
iliden)decahidronaftalen-2-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de
metilo, 25a.

En un matraz de bola se agrega 25 (40 mg, 0.15 mmol) en THF seco a 0°C, y
NaH (7 mg, 1.8 mmol), después de 10 minutos se adiciond por canula 19-(S)
(35mg, 0.18 mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se deja en agitacion a
reflujo por 12 h. Al final de la reaccién se adicion6 agua y se concentré al alto
vacio, se extrajo con acetato de etilo, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se
purific6 por cromatografia en columna flash con Hexano/Acetato de etilo 80:20.
obteniendo 34 mg de 25a, 53% de rendimiento. RMN-'H (300 MHz, CDCls), & 4.95
(d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 8.87, 3.72 Hz, 1H),
3.79 (s, 3H), 3.53 (dd, J = 3.7, 1.8 Hz, 1H), 2.98 (dd, J = 15.3, 4.2 Hz, 1H), 2.70 —
2.25 (m, 6H), 2.18 (d, J = 2.9 Hz, 3H), 2.17 — 2.07 (m, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.92-1.85
(m, 3H), 1.83 (s, 1H), 1.17 (s, 6H), 0.93 (s, 3H). RMN-'C (75 MHz, CDCls) 202.9,
176.1, 172.5, 144.4, 131.5, 81.9, 71.9, 60.2, 59.5, 52.9, 47.2, 36.3, 33.3, 29.8,
29.6, 25.6, 23.5, 23.3, 23.0, 22.8, 20.9, 18.9. DART" m/z (rel intensidad): ESI+ m/z:
C19H22N104[M+1] calculada, observada [a]D20= +26.3 (c 0.285, CHCI3).

(2R)-1-((((1R,2S,4aS)-1-hidroxi-1,4a-dimetil-6-ox0-7-(propan-2-
iliden)decahidronaftalen-2-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de
metilo, 25b.

En un matraz de bola se agrega 5 (40 mg, 0.15 mmol) en THF seco a 0°C, y NaH
(7 mg, 1.8 mmol), después de 10 minutos se agreg6 por canula 19-(S) (35mg, 0.18
mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se deja en agitacion a reflujo por 12
h. Al final de la reaccion se agregd agua y se concentro al alto vacio, se extrajo
con acetato de etilo, se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se purificé por
cromatografia en columna flash con Hexano/Acetato de etilo 80:20. obteniendo 28
mg de 25b, 45% de rendimiento RMN 1H (300 MHz, CDCI3), & 5.02 (d, J =11.4
Hz, 3H), 4.72 (d, J = 11.4 Hz, 3H), 4.45 (dd, J = 8.9, 3.2 Hz, 5H), 4.14 (q, J = 6.9
Hz, 4H), 3.75 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 2.28-2.03 (m, 4H), 1.35 (d, J = 6.9 Hz, 9H).
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RMN *C (75 MHz, CDCI3) & 176.3, 173.7, 172.6, 77.6, 73.5, 71.8, 58.3, 52.6,
52.1, 29.6, 23.0, 18.6.

Procedimiento general de formacion de éteres entre alcoholes y 19-(S) y 19-

(R) utilizando triflato de plata.

En un matraz se agrega al alcohol (1 equivalente), 19-(S) o 19-(R) (3
equivalentes), se disuelve en diclorometano seco y se agrega hidrotalcita (100 mg
por mmol de alcohol) y finalmente triflato de plata (1.2 equivalentes), la reaccion se
agita a temperatura ambiente y sin luz. Se monitorea por cromatografia en capa
fina. Al final de la reaccién se filtra la hidrotalcita, se lava la mezcla de reacciéon
con salmuera, se seca con cloruro de calcio, se filtra y se concentra. El producto

se purifica por cromatografia en columna flash.

(S)-1-(((S)-1-(naftalen-2-il)etoxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de metilo,
26a.

En un matraz se agrega al (S)-1-(naftalen-2-il)-etan-1-ol (69 mg, 0.40 mmol), 19-
(S) (86 mg, 0.45 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se agrega hidrotalcita
(40 mg) y finalmente triflato de plata (103 mg, 0.4 mmol), la reaccion se agita a
temperatura ambiente y sin luz por 6 horas. Al final de la reaccién se filtra la
hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccion con salmuera, se seca con cloruro de
calcio, y se concentra. El producto se purifica por cromatografia en columna flash
con un eluyente 80:20 Hexano/Acetato de etilo se obtienen 61 mg de producto
aceitoso, 46%. RMN-'H (300 MHz, CDCls), 8 7.84-7.76 (m, 4H), 7.51 — 7.41 (m,
3H), 5.06 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 4.66 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 10.84 Hz, 1H),
4.38 (dd, J = 8.99, 3.45 Hz, 1H), 3.54 (s, 3H), 258-2.27 (m, 3H), 2.09-2.01 (m,1H),
1.50 (d, J = 6.5 Hz, 2H).RMN-'*C (75 MHz, CDCl3) 5 175.8, 172.3, 140.3, 133.28,
133.2,128.4, 128.0, 127.7, 126.2, 125.9, 125.5, 124.2, 75.9, 70.0, 57.9, 52.4, 29.7,
23.6, 22.9. DART" m/z (rel intensidad, %): [2M+2] 656 (12), [2M+1] 655 (28), 552
(12), 484 (15), 483 (40), 330 (20), 329 (100), 328 (16), 174 (14), 156 (32). ESI+
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m/z: C1gH25N104 [M+1] calculada 328.15488, observada 328.15588. [a]p*°=-5.45 (c
0.22, CHCls),

(R)-1-(((S)-1-(naftalen-2-il)etoxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de metilo,
26b.

En un matraz se agrega al (S)-1-(naftalen-2-il)-etan-1-ol (35 mg, 0.20 mmol), 19-
(R) (46 mg, 0.24 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se agrega
hidrotalcita (20 mg) y finalmente triflato de plata (50 mg, 0.2 mmol), la reaccién se
agita a temperatura ambiente y sin luz por 6 horas. Al final de la reaccion se filtra
la hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccién con salmuera, se seca con cloruro de
calcio, y se concentra. El producto se purifica por cromatografia en columna flash
con un eluyente 80:20 Hexano/Acetato de etilo se obtienen 13 mg de producto
aceitoso, 20%. RMN-'H (300 MHz, CDCls), 5 7.94 — 7.68 (m, 4H), 7.59 — 7.38 (m,
3H), 5.16 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 4.70 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 11.2 Hz, 1H) ,
4.03 (dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.49 — 2.16 (m, 3H), 1.94 — 1.58 (m,
1H), 1.49 (d, J = 6.5 Hz, 4H). RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) & 175.77, 172.71, 141.30,
133.31, 133.05, 128.43, 128.03, 127.77, 126.42, 126.05, 124.87, 124.03, 77.94,
71.56, 57.94, 52.58, 29.51, 24.09, 22.33. DART" m/z (rel intensidad): [2M+2] 656
(13), [2M+1] 655 (30), 483 (30), [M+3] 330 (17), [M+2] 329 (100), 310 (24), 174
(25), 156 (94), 128 (32). ESI+ m/z: Cy9HoN;04 [M+1] calculada 328.15488,
observada 328.15532.[a]D?°= -20° (c 0.12, CHCl).

(S)-1-(((S)-1-(2-bromofenil)etoxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de metilo,
27a.

En un matraz se agrega al (S)-(-)-2-Bromo- alfa-metil alcohol bencilico (50 mg,
0.25 mmol), 19-(S) (60 mg, 0.33 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se
agrega hidrotalcita (30 mg) y finalmente triflato de plata (77 mg, 0.33 mmol), la
reaccion se agita a temperatura ambiente y sin luz por 8 h. La mezcla de reaccion
se filtra, para recuperar la hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccion con salmuera,

se seca con cloruro de calcio, y se concentra. El producto se purifica por
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cromatografia en columna flash con un eluyente 90:10 Hexano/Acetato de etilo se
obtienen 31 mg de producto puro, 34% de rendimiento. RMN-'H (300 MHz,
CDClg), 87.51 (d,J=7.9 Hz, 1H), 7.46 (dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 7.6
Hz, 1H), 7.12 (td, J = 7.6, 1.62 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.89 (q, J = 6.4
Hz, 1H), 4.44 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 9.0, 3.4 Hz, 1H), 3.66 (s, 3H), 2.57
— 2.7 (m, 3H), 2.15 — 2.03 (m, 1H), 1.4 (d, J = 6.39 Hz, 3H). RMN-*C (75 MHz,
CDCl3) 6 175.6, 172.5, 142.9, 132.8, 128.8, 127.8, 127.2, 122.0, 75.3, 71.0, 58.08,
52.5, 29.5, 22.7, 22.3. DART" m/z (rel intensidad, %): [2M+1] 713 (18), 514 9), 513
(43), [M] 356 (13), 329 (67), 299 (3), 174 (18), 156 (100), 128 (32). ESI+ m/z:
C15H19BriN;O4 [M+1] calculada 356.04975, observada 356.05105. [a]D20= -
44.7272 (¢ 0.275, CHCIs).

(R)-1-(((S)-1-(2-bromofenil)etoxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de metilo,
27b.

En un matraz se agrega al (S)-(-)-2-Bromo- alfa-metil bencil alcohol (50 mg, 0.25
mmol),19-(R) (60 mg, 0.33 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se agrega
hidrotalcita (30 mg) y finalmente triflato de plata (77 mg, 0.33 mmol), la reaccion se
agita a temperatura ambiente y sin luz por 8 h. La mezcla de reaccion se filtra,
para recuperar la hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccidén con salmuera, se seca
con cloruro de calcio, y se concentra. El producto se purifica por cromatografia en
columna flash con un eluyente 90:10 Hexano/Acetato de etilo se obtienen 64 mg
de producto puro, 71 % de rendimiento. %). RMN *H (300 MHz, CDCI3), & 7.50-
7.45 (m, 2H), 7.32 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.10 (td, J = 7.79, 1.84 Hz, 1H), 5.11
(d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.92 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.21 — 4.13
(m, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.48- 2.37 (m, 1H), 2.24— 2.11 (m, 1H), 2.03 — 1.88 (m, 2H),
1.38 (d, J = 6.4 Hz, 3H). RMN **C (75 MHz, CDCI3) & 175.5, 172.5, 142.9, 132.8,
128.8, 127.8, 127.3, 122.0, 75.3, 71.0, 58.1, 52.5, 29.5, 22.7, 22.3. DART+ m/z (rel
intensity): [2M+1] 713 (9), 511 (34), [M] 356 (15), 329 (66), 299 (19), 174 (16), 156
(100), 128 (35). ESI-HRMS m/z: C15H19BriIN104 [M+1] calculada 356.04975,
observada 356.04896.[a]p?°=0= -10.9635 (c 0.602, CHCI3)
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(S)-1-((((S)-1-metoxi-1-oxopropan-2-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato
de metilo 28a.

En un matraz se agrega al (S)-Lactato de metilo (56 mg, 0.54 mmol), 19-(S) (124
mg, 0.65 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se agrega hidrotalcita (50
mg) vy finalmente triflato de plata (166 mg, 0.65 mmol), la reaccion se agita a
temperatura ambiente y sin luz por 6 horas. La mezcla de reaccion se filtra, para
recuperar la hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccion con salmuera, se seca con
cloruro de calcio, y se concentra. El producto se purifica por cromatografia en
columna flash con un eluyente 50:50 Hexano/Acetato de etilo se obtienen 44 mg
de producto puro 28a, 31%. RMN-'H (300 MHz, CDCls), d 5.10 (d, J = 10.8 Hz,
1H), 4.58 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 4.42 (dd, J = 8.7, 3.3 Hz, 2H), 4.11 (g, J = 6.9 Hz,
1H), 3.75 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 2.60-2.29 (m. 4H), 1.38 (d, J = 6.9 Hz, 3H). RMN-
13C (75 MHz, CDCl5) 5 176.1, 173.2, 172.4, 72.1, 71.0, 57.9, 52.7, 52.2, 29.6, 23.1,
18.5. DART+ m/z (rel intensity, %): [2M+2] 656 (12), [2M+1] 655 (28), 552 (12),
484 (15), 483 (40), 330 (20), 329 (100), 328 (16), 174 (14), 156 (32). ESI-HRMS
m/z: C19H22N104 [M+1] calculado 328.15488, observado 328.15588. [a]D20=-
5.45° (c 0.22, CHCly),

(R)-1-((((S)-1-metoxi-1-oxopropan-2-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato
de metilo 28b.

En un matraz se agrega al (S)-Lactato de metilo (57 mg, 0.54 mmol), 19-(R)(124
mg, 0.65 mmol), se disuelve en diclorometano seco y se agrega hidrotalcita (50
mg) y finalmente triflato de plata (166 mg, 0.65 mmol), la reaccién se agita a
temperatura ambiente y sin luz por 6 horas. . La mezcla de reaccién se filtra, para
recuperar la hidrotalcita, se lava la mezcla de reaccion con salmuera, se seca con
cloruro de calcio, y se concentra. El producto se purifica por cromatografia en
columna flash con un eluyente 50:50 Hexano/Acetato de etilo se obtienen 24 mg
de producto puro 28b, 17%. RMN-'H (300 MHz, CDCls), & 5.02 (d, J = 11.4 Hz,
3H), 4.72 (d, J = 11.4 Hz, 3H), 4.45 (dd, J = 8.9, 3.2 Hz, 5H), 4.14 (q, J = 6.9 Hz,

4H), 3.75 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 2.28-2.03 (m, 4H) , 1.35 (d, J = 6.9 Hz, 9H). RMN-
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3C (75 MHz, CDCl;) 5 176.3, 173.8, 172.6, 77.6, 73., 71.82, 58.3, 52.6, 52.1, 29.6,
23.0, 18.6. DART" m/z (rel intensidad, %): 2M+1] 518 (4), 415 (14), [M+2] 261
(12), [M+1] 260 (100), 156 (41). ESI+ m/z: C13H18N;105 [M+1] calculada 260.11341
observada. 260.113003. [a]D20= -9.92°(c 0.252, CHCI3).

6.2 Metodologia de una sola derivacion
Reduccion de la Hispanolona al alcohol-8

(1R,2R,3R,8aS)-1-(2-(furan-3-il)etil)-2,5,5,8a-tetrametidecahidronaftalen-1,3-
diol. alcohol-B de la hispanolona.

Se mezclé en un matraz de bola Hispanolona (300 mg, 0.94 mmol) en metanol
seco (10 mL), a 0 °C, la mezcla de reaccion se agito y se adicion6 NaBH4 (300
mg, 0.94 mmol), se mantuvo la agitacién por 16 h. Se adiciono &cido sulftrico (0.5
mL), y se concentro al vacio, la mezcla se disolvio en acetato de etilo, se lavé con
agua destilada, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré, y se concentr6 al
vacio. El producto se purifico por Cromatografia flash con n-hexano/Acetato de
etilo 90/10 como eluyente, obteniendo 60 mg del a-alcohol (20 %) p.f. 129 °C, 134
mg del derivado borato (35%) p.f. 205°C, y 45 mg (15%) de alcohol- p.f., 105°C
RMN *H (300MHz, CDCI3) 8 7.33 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.23 — 7.17 (m, 1H), 6.26 (dd,
J=1.8, 0.9 Hz, 1H), 3.49 (td,J = 10.7, 5.2 Hz, 1H), 2.59 — 2.36 (m, 3H), 1.95 - 1.24
(m, 23H), 1.10 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 0.96 (s,2H), 0.87 (d, J = 10.7 Hz, 5H). RMN **C
(75 MHz, CDCl3) & 143.0, 138.6, 125.4, 110.9, 78.7, 73.2,44.4, 44.0, 43.1, 41.7,
35.4,33.7,33.3,32.3, 31.7, 22.1, 21.7, 18.6, 16.5, 11.5.

Methyl (2S)-1-((((2R,3R,4R,4aS)-4-(2-(furan-3-yl)ethyl)-4-hydroxy-3,4a,8,8-
tetramethyldecahydronaphthalen-2-yl)oxy)methyl)-5-oxopyrrolidina-2-
carboxylate, 29.

En un matraz de bola se agreg6 alcohol- de hispanolona (32 mg, 0.1 mmol), THF

seco, NaH (7 mg, 1.8 mmol) a 0°C, después de 10 minutos se agrego por canula
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19-(S) (57 mg, 0.3mmol) disuelto en THF, la mezcla de reaccion se llevo a cabo en
microondas por 3h a 100°C. Al final de la reaccion se adiciona agua y se
concentrd al alto vacio, se extrajo con acetato de etilo, se secé sobre sulfato de
sodio anhidro y se purificé por cromatografia en columna flash con
Hexano/Acetato de etilo obteniendo 20 mg of 29 (40%). RMN ‘H (300 MHz,
CDCI3) 6 7.35 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 1.6, 0.9 Hz, 1H), 6.28 — 6.26 (m,
2H), 5.28 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.48 (dd, J = 8.6, 3.5 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 9.9 Hz,
1H), 3.78 (s, 3H), 3.29 (td, J = 10.7, 5.1 Hz, 1H), 2.65 — 2.28 (m, 3H), 2.21 — 2.04
(m, 1H), 1.95 — 1.79 (m, 2H), 1.80 — 1.65 (m, 2H), 1.57 (s, 9H), 1.54 — 1.13 (m,
7H), 1.06 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.87 (d, J = 10.2 Hz, 6H). RMN 13C (75
MHz, CDCl3) & 175.1, 172.2, 142.9, 138.5, 125.2, 110.8, 80.9, 78.4, 77.2, 72.0,
57.7, 52.5, 43.5, 42.8, 42.8, 41.5, 35.2, 33.5, 33.2, 32.0, 29.7, 28.5, 22.9, 21.9,
21.5, 18.5, 16.3, 11.3.

Mezcla de 2-Carboxilato (2S)-1-((((2R,3R,3aR,4aS,4bS,8R,10aR)-2-hidroxi-
3,7,7,10a-tetrametilltetradecahidro-3,4b-metanonafto[2',1":3,4]ciclohepta[1,2-
b]Joxiren-8-il)oxi)metil)-5-oxopirrolidin-2-carboxilato de  metilo (2S)-1-
((((2R,3R,3aR,4aS,4bS,8R,10aR)-8-hidroxi-3,7,7,10a-tetrametiltetradecahidro-
3,4b-metanonafto[2',1":3,4]ciclohepta[1,2-b]oxiren-2-il)oxi)metil)-5-
oxopirrolidona de metilo, 30.1 y 2-Carboxilato (2S)-1-
((((2R,3R,3aR,4aS,4bS,8R,10aR)-8-hidroxi-3,7,7,10a-tetrametiltetradecahidro-
3,4b-metanonafto[2',1":3,4]cicloheptall,2-b]oxiren-2-l)oxi)metil)-5-0x0
pyrrolidina de metilo, 30.2.

En un matraz de bola se agreg6 el derivado epoxido beyereno 30 obtenido de la
especie vegetal Viguiera insignis (40 mg, 0.12 mmol), THF seco, NaH (11 mg, 0.8
mmol) a 0°C, después de 10 min se agrego6 por canula 19-(S) (77 mg, 0.4 mmol)
disuelto en THF, la mezcla de reaccion se llevd a cabo en microondas por 3h a
110°C. Al final de la reaccion se adiciona agua y se concentro al alto vacio, se
extrajo con acetato de etilo, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se purifico

por cromatografia en columna flash con /Hexano/Acetato de etilo, 70/30,
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obteniendo 34 mg de una mezcla de 30.1 y 30.2 (30%).RMN-'H (300 MHz, CDCl,)
05.22 (t, J =10.7 Hz, 1H), 4.41 (ddt, J = 11.2, 6.2, 3.6 Hz, 4H), 3.78 (d, J = 1.0 Hz,
3H), 3.50 — 3.42 (m, 1H), 3.37 (d, J = 2.9 Hz,1H), 3.22 (dd, J = 11.5, 4.5 Hz, 1H),
3.00 (dd, J = 10.9, 2.8 Hz, 1H), 2.91 (dd, J = 11.6, 4.2 Hz, 1H), 2.60 — 2.24 (m,
4H), 1.98 — 1.83 (m, 1H), 1.62 (d, J = 19.1 Hz, 2H), 1.26 (s, 1H), 1.11 (s, 2H),
1.03(s, 2H), 0.91 (d, J = 2.1 Hz, 7H), 0.80 (d, J = 8.3 Hz, 3H). RMN *3C (75 MHz,
CDCI3) 6 175.9, 175.8,172.3, 172.2, 83.7, 78.8, 77.2, 77.2, 72.1, 69.3, 69.1, 59.6,
59.2, 57.7, 57.6, 55.7, 55.5, 55.4, 55.1,52.6, 52.5, 52.0, 51.6, 44.6, 44.3, 44.0,
43.9, 39.0, 38.8, 38.7, 38.3, 37.4, 37.1, 36.9, 36.8, 32.7, 29.7,29.3, 28.8, 28.2,
28.2,27.2,23.9,22.9,22.1, 19.5, 18.1, 17.7, 16.2, 15.9, 15.6.

Isoborneol/Borneol

A una mezcla de metanol seco (10 mL) y (-)-alcanfor (100 mg, 0.65 mmol) en
agitacion se adicion6 borohidruro de sodio (59 mg, 1.58 mmol); la mezcla de
reaccion se agito por 1 h; después se agreg6 sobre 15 mL de hielo, el sélido
formado se filtr6 al vacio obteniendo 63 mg (66.8%) de (+)-Isoborneol/(-)-

borneol.

Mezcla de 5-o0x0-1-((((1S,2R,4S)-1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-
iNoxi)metil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo y 5-ox0-1-((((1S,2S,4S)-1,7,7-
trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-il)oxi)metil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo
31+32.

Una mezcla 80/20 de (+)-isoborneo/(-)-borneol (50 mg, 0.25 mmol), 19-(S) (60 mg,
0.33 mmol), HT (20mg) y AgOTf (77 mg, 0.33 mmol) en diclorometano seco, se
agitd a temperatura ambiente por 8h; el crudo de reaccion se aisl6 como la
metodologia general y se purific6 por cromatografia en columna con
hexano/acetato de etilo 90/10 como eluyente para obtener 31 mg de 31 +32. RMN
'H (300 MHz, CDCls) & 5.05 (d, J = 10.5 Hz, 0.2H), 4.99 (d, J= 10.5 Hz, 1H), 4.46
(d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.44 (d, J = 10.5 Hz, 0.2H), 4.30 (dd, J = 8.7, 3.3 Hz, 1H),

3.73 (s, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.35 — 3.24 (m, 1H), 2.60 — 1.98 (m, 5H), 1.77 — 1.35 (m,
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5H), 0.95 (td, J = 7.3, 6.4, 2.9 Hz, 1H), 0.89 (s, 3H), 0.83 (s, 3H), 0.79 (s, 1H), 0.77
(d, J = 2.0 Hz, 1H), 0.75 (s, 3H). RMN **C (75 MHz, CDCl;) & 175.6, 175.5, 172.4,
86.5, 82.4, 72.2, 70.8, 57.8, 57.5, 52.4, 49.2, 48.9, 47.8, 46.6, 45.1,

Procedimiento general de formacion de amidas diastereoisomeéricas entre

aminas alfa quirales y (S o R)-Acido piroglutamico.

En un matraz de bola se mezclan acido piroglutamico (R o S) (1 equivalente),
HOBt (1.2 equivalentes), EDC (1.2 equivalentes), anima alfa quiral (1.5
equivalentes), Morfolina (1.5 equivalentes) y Diclorometano seco. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion hasta que en cromatografia en capa fina se
observa la formacion del nuevo producto y el consumo del acido piroglutamico. Al
finalizar, el crudo de reaccion se lava con carbonato de potasio al 5%, seguido del
lavado con acido citrico al 10 % para eliminar la amina libre, y finalmente un
lavado con salmuera hasta pH neutro, obteniendo la amida correspondiente, la

cual se purifica por cristalizacion.

(S)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-fenilalaninato de metilo 33a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.5 mmol, 65 mg),
HOBt ( 0.6 mmol,92 mg), EDC , L-éster metilico de fenilalanina clorhidrato (0.75
mmol, 161.75 mg) y Morfolina (0.75 mmol, 65.34 mg) en Diclorometano seco (8
mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 30 minutos El crudo de
reaccion se traté como siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizo
en acetato de etilo/hexano, obteniendo 110 mg (81%) de 12a. RMN *3C 75 MHz,
CDCl3) 6179.50 172.5, 172.4, 136.2, 129.1, 128.4, 126.9, 57.1, 52.9, 52.4, 37.5,
29.0, 24.5.

(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-fenilalinato de metilo 33b.
En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.5 mmol, 65 mg),
HOBt ( 0.6 mmol,92 mg), EDC (0.6 mmol, 115 mg) , L-éster metilico de fenilalanina

clorhidrato (0.75 mmol, 161.75 mg) y Morfolina (0.75 mmol, 65 mg) en
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Diclorometano seco (8 mL). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion por 30
minutos El crudo de reaccion se tratd siguiendo el procedimiento general y la
amida se cristalizd en acetato de etilo/hexano, obteniendo 105 mg (77%) de 33b.
RMN *3C (75 MHz, CDCls) &: 179.5, 172.1, 172.1, 136.0, 129.0, 128.4, 126.9, 56.7,
53.2, 52.3, 37.4, 29.3, 25.6.

(S)- (5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-Leucinato de metilo 34a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-éster metilico de leucina
clorhidrato (0.38 mmol, 68 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (6 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 6 horas. El crudo
de reaccién se trato siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 53 mg (70%) de 34a. RMN'H (300 MHz,
CDCl3) 6 7.47 (s, NH), 7.60 (d, J=7.9Hz,NH), 4.62 (dd, J=6.65,8.35, 1H)), 4.41 (dd,
J=, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.46 (m, 4H), 1.6 (m, 1H), 0.89 (d, 3H), 0.87 (d, 3H) RMN
13C(75 MHz, CDCl3) 5 179.5, 173.9, 172.7, 57.4, 52.3, 50.4, 40.6, 29.3, 25.5, 24.8,
22.7, 21.4.

(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-Leucinato de metilo 34b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-éster metilico de leucina
clorhidrato (0.38 mmol, 68 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (8mL). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion por 6 horas. El crudo
de reaccién se trat6 siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 50 mg (66%) de 34b. RMN 'H (300 MHz,
CDCl3) 6 7.5 (s, NH), 7.17(d, J=7.9Hz, NH), 4.6 (dd, J=6.65,8.35, 1H)), 4.22 (dd,
J=, 1H), 3.68 (s, 3H), 2.45 (m, 4H), 1.62 (m, 1H), 0.91 (d, 3H), 0.89 (d, 3H). RMN
13C (75 MHz, CDCl3) & 179., 173.9, 172.90 57.00, 52.3, 50.7, 40.6, 29.4, 25.7,
24.7, 22.8, 21.5.
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(S)- (5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-prolinato de bencilo 35a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-éster bencilico de prolina
clorhidrato (0.38 mmol, 92 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (6 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 8 horas. El crudo
de reaccion se trat6 siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 49 mg (64%) de 35a. RMN *3C (75 MHz,
CDCl3) 6 178.5, 171.6, 170.3, 135, 128.5, 128., 128.30, 66., 59.45, 55.2, 46.5,
29.2, 28.7, 24.8, 24.7.

(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-prolinato de bencilo 35b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg), L-éster bencilico de prolina
clorhidrato (0.38 mmol, 92 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitaciéon por 8 horas. El crudo
de reacciodn se trato siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 53 mg (58%) de 35b. RMN *C (75 MHz,
CDCl3) 6 179.1, 171.6, 170.5, 135.5, 128.5, 128.3, 128.1, 66.9, 59.2, 54.1, 46.2,
29.1, 28.6, 24.9, 24.3.

(S)- (5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-valinato de bencilo 36a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutdmico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-valina bencil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 93 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 12 horas. El
crudo de reaccion se tratd siguiendo el procedimiento general y la amida se
cristalizé en acetato de etilo/hexano, obteniendo 42 mg (45%) de 36a. RMN **C
(75 MHz, CDCI3) 6 179.9, 172.2, 171.9, 135.1, 128.64, 128.6, 128.4, 67.3, 57.2,
57.0, 31.2,29.3, 26.1, 19.1, 17.8.
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(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-valinato de bencilo 36b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-valina bencil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 92 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 8 horas. El crudo
de reaccién se trat6 siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 44 mg (48%) de 36b. RMN *C (75 MHz,
CDClg) 6 179.2, 172.0, 171.5, 135.1, 128.6, 128.5, 128.4, 67.3, 57.1, 56.9, 30.9,
29.3, 25.9, 25.9, 19.0, 17.7.

(S)- (5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-serinato de bencilo 37a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-serina bencil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 88 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion por 10 horas. El
crudo de reaccion se tratd siguiendo el procedimiento general y la amida se
cristaliz6 en acetato de etilo/hexano, obteniendo 31 mg (35%) de 37a. RMN **C
(75 MHz, CDCl3) 6 180.0, 172.8, 170.3, 134.9, 128.4, 128.3, 128.0, 67.4, 61.7,
56.7,54.7, 29.2, 25.1.

(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-serinato de bencilo 37b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg, L-serina bencil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 88 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 10 horas. El
crudo de reaccidén se traté siguiendo el procedimiento general y la amida se

cristalizé en acetato de etilo/hexano, obteniendo 30 mg (34%) de 37b. RMN **C
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(75 MHz, CDCls3) & 179.9, 173.00, 170.3, 135.1, 128.3, 128.2, 127.9, 67.2, 61.5,
56.7, 54.4, 29., 25.21.

(S)- (5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L-triptofanato de metilo 38a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg) , L-triptéfano metil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 97 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 1 hora. El crudo
de reaccion se trat6 siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 138 mg (96%) de 38a. RMN *C (75 MHz,
CDClg) 6 179.3, 172., 171.9, 136.2, 127., 123.3, 123., 122.3, 119., 118.3, 111.4,
109.4, 56., 52.6, 52.6, 29.0,27.4, 25.5.

(R)-(5-oxopirrolidona-2-carbonil)-L--triptofanato de metilo 38b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg), L-triptéfano metil éster
clorhidrato (0.38 mmol, 97 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano
seco (7 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién por 1 hora. El crudo
de reaccion se trat6 siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizé en
acetato de etilo/hexano, obteniendo 136 mg (95%) de 38b. RMN *C (75 MHz,
CDCl3) & 180.0, 172.4, 171.9, 136.3, 127.3, 122.7, 122.3, 119.6, 118.1, 111.6,
109.3, 57.2, 52.6, 52.3, 29.3, 27.1, 25.7.

(S)-N-((S)1-Naftalen-1-il)etil)-5-oxopirrolidona-2-carboxamida) 39a.

En un matraz de bola se mezclaron (S)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57mg), (S)-1-naftiletilamina (0.38
mmol, 65 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en Diclorometano seco (6 mL). La
mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion por 1 hora. El crudo de reaccién se

tratd siguiendo el procedimiento general y la amida se cristaliz6 en acetato de
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etilo/hexano, obteniendo 69 mg (95%) de 39a. RMN *3C (75 MHz, CDCl5) & 179.3,
170.7, 137.8, 133.9, 133.9, 130.9, 128.8, 128.4, 126.5, 125.2, 122.9, 122.6, 57.1,
44.7,29.2, 25.8, 20.6.

(R)-N-((S)1-Naftalen-1-il)etil)-5-oxopirrolidona-2-carboxamida) 39b.

En un matraz de bola se mezclaron (R)-acido piroglutamico (0.25 mmol, 33 mg),
HOBt (0.33 mmol, 41 mg), EDC (0.33 mmol, 57 mg), (S)-1-naftiletilamina (0.38

mmol, 65 mg), Morfolina (0.38 mmol, 33 mg) en diclorometano seco (7 mL). La

mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion por 1 hora. EIl crudo de reaccién se

tratdé siguiendo el procedimiento general y la amida se cristalizO en acetato de
etilo/hexano, obteniendo 66 mg (90%) de 39b. RMN *3C (75 MHz, CDCls) & 178.8,
170.7, 137.7, 134.0, 131.0, 128.9, 128.6, 126.6, 125.9, 122.2, 123.1, 122.8, 56.95,
44.7, 29.7, 26.1, 20.6.
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1. Introduction

Assignment of the absolute configuration of
secondary alcohols by *C NMR and its correlation
with methyl-1-(chloromethyl)-oxopyrrolidine-2-
carboxylate and quantum-mechanical GIAO
calculationst

Eréndira Torales,® Serguei Fomine {2 ° and Jorge Cardenas () *

Analysis of the effect of steric compression on the chemical shifts of carbons (*C NMR) in
diastereoisomers is an accessible strategy for assigning the absolute configuration of secondary
alcohols. Here we take advantage of such chemical shift differences and establish a validation protocol
to assign the absolute configuration of secondary alcohols in natural products. The two enantiomers
of methyl-1-(chloromethyl)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylate are used as derivatizing agents to treat
separately a secondary alcohol producing two diastereoisomeric derivatives. These derivatives exhibit
clear *C NMR differences only at four carbons: first at the stereogenic oxygenated carbon and
methylene of the chiral assistant with a deshielding effect up to 3 ppm, and a shielding effect for the o
carbons to the stereogenic centre. With the results obtained from a 1D NMR C spectrum, we were
able to establish the absolute stereochemistry of the asymmetric centre beyond the concept of
anisotropy. The observed changes in chemical shifts correlate well with the results obtained by the
GIAO method applying the B3LYP/6-311+(2d,p) theoretical model to calculate the NMR shielding tensors
of the diastereoisomeric derivatives. Furthermore, the steric compression effect was observed as well by
'H NMR at the methylene of the pyroglutamic moiety, since the magnitude of its geminal coupling
constant is directly influenced by the stereochemistry of the secondary alcohol, thus, confirming the
stereochemistry assignation of the asymmetric carbon.

The widely known 'H NMR method for determining the
absolute configuration was proposed by Mosher in 1973.* This

Natural products structural elucidation is decisive, and the
absolute configuration assignment is imperative, where various
strategies have been described.’ However, each strategy has its
own scope and limitation, and its use depends on the chemical
and physical properties of the substrate to be analysed. Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) is preferred when the natural
product exhibits different chemical functionalities.>* In addi-
tion, NMR techniques are the most used for the determination
of absolute configuration since chemical shifts are sensitive to
the electronic surroundings of a nucleus caused by conforma-
tional changes.

“ Instituto de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México,
Circuito Exterior, Cuidad Universitaria, Ciudad de México, 04510, Mexico.
E-mail: rjcp@unam.mx
b Instituto de Investigacion en Materiales, Universidad Nacional Autonoma de
México, Circuito Exterior, Cuidad Universitaria, Ciudad de México, 04510, Mexico
t Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: https://doi.org/
10.1039/d2nj05887a

9222 | New J. Chem., 2023, 47, 9222-9228

method is based on the derivatization of a chiral alcohol
through the formation of diastereoisomeric esters. Since then,
several methodologies have been developed,”” and they are
based on differences in chemical shifts between two diaster-
eoisomeric ester derivatives. The diastereoisomers exhibit
different chemical shifts due to anisotropic effects caused by
the aromatic substituent of the ester, when chiral Mosher type
agents are used in '"H NMR. Nonetheless, these anisotropic
effects are imperceptible or nonexistent when '°C is the
observed nucleus because nuclear shielding is affected by
molecular conformation.® In *C NMR, alkyl groups closer in
space have a strong effect on those carbons separated by three
bonds. This kind of shielding effect is known as steric compres-
sion shifts. For instance, fucofuranose tetraacetate has been
used as a chiral derivatizing agent with chiral alcohols to
produce the diastereoisomers B-D- and B-L-fucofuranosides.’
The downfield induced chemical shift for the oxygenated carbon
and the upfield shift for the a-C-H bonds when approaching the

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2023
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Fig. 1 Synthesis of diastereoisomeric N-alkoxy methylene derivatives by
Williamson's etherification reaction with derivatization agent 1. The alco-
hols used as starting materials are asymmetric, and its substituents C2 and
C3 follow the Cahn-Ingold—Prelog sequence rules.*®

1,3-syn-periplanar alignment allow the absolute stereochemistry to
be assigned. In summary, this steric compression is an effect which
favours the use of ">C NMR for stereochemical assignments."®

We looked for those steric compression shifts in **C NMR to
facilitate the determination of the absolute configuration by
using methyl-1-(chloromethyl)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylate 1'*
as a chiral derivatizing agent (Fig. 1). Although it has been used
previously for absolute configuration assignment based on
'H NMR NOESY experiments, the steric effects are not distin-
guishable. Therefore, we took advantage of the steric effects
caused by the pyroglutamic group in the chemical shift of the
secondary alcohol once it is a derivative (Fig. 2).

We compared the NMR experimental chemical shift values
with the theoretical values from the gauge including atomic
orbitals (GIAO) calculation model,** and looked at the value of
the geminal coupling constant of the O-based methylene in the
pyroglutamic moiety. Finally, after establishing a set of steps to
assign the absolute configuration of the alcohol based on 1D
13C NMR, we applied them to solve the absolute configuration
of three natural products.

2. Results and discussion

N-Alkoxy methylene derivatives were prepared by either the
Williamson’s reaction using NaH in anhydrous THF,"* or silver
triflate (AgOTf)" in the presence of hydrotalcite (HT) to avoid
alcohol dehydration (Fig. 1).

Initially, diastereoisomeric derivatives were prepared from
natural products bearing a secondary alcohol of known abso-
lute configuration as shown in Fig. 3. Aside from menthol (2),
where both enantiomers are accessible and reacted with only
one enantiomer of 1; when only one enantiomer of the alcohol
is available (Fig. 4), it reacted separately with the (R) and (S)

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2023
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Fig. 2 C NMR spectra of menthol 2 and its derivatives after reaction with
1-(S). In red, the C NMR spectrum of 2 (R)-menthol specifying C*, C? and
C3 substituents. In green and blue, the **C NMR spectra of 2a (R)-(S) and
2b (S)-(S); respectively. The chemical shifts for groups C, C? and C°
are distinguishable in both diastereoisomers, as well as the chemical shift
of €7 which belongs to the pyroglutamate group of the derivatizing
agent 1-(S).

HO""

OH |
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S (S)
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Fig. 3 Structures of the secondary alcohols used in this study. The known
absolute configuration of the stereogenic centres is indicated in parenth-
eses. Their IUPAC names can be found in the ESIL{

enantiomers of 1 to generate two diastereoisomeric N-alkoxy
methylene derivatives. The reaction yields ranged from 30-80%
yields without racemization.

Then, each pair of diastereoisomers was routinely analysed
by "H and *C NMR spectroscopy. We noticed, as expected, the
similarity between 'H NMR spectra exhibiting the absence of
anisotropy. But, the largest differences were found in the '*C
NMR spectra for four carbons: C', C?, C* and C” (See Fig. 2 and
ESIt). The chemical shift differences (Ads_g = ds—Jgr) of these
carbons are expressed as Ads_g; where Js is the chemical shift of

New J. Chem., 2023, 47, 9222-9228 | 9223
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the diastereoisomer derivative with 1-(S) and Jx, is the chemical
shift of the diastereoisomer derivative prepared with 1-(R). As
previously stated, both menthol enantiomers are available thus
this Ads_g corresponds to the difference between diastereoi-
somer derivatives 2b and 2a prepared with 1-(S).

Our data show that the most important Adg r values corre-
sponded to the stereogenic carbon of the alcohol C' and the
methylene attached to oxygen C7 (see Fig. 2 for reference).
Moreover, the most downfield shifted ">C NMR signal is exclu-
sively C'. The largest Adg_y values (3 ppm) were for those six-
membered ring derivatives, while the non-cyclic derivatives ren-
dered Ads g negatives from 0.5 to 2 ppm. Following the sequence
rules by Cahn-Ingold-Prelog,'® the a-carbons with higher-priority
(C?) and o-carbons with secondary priority (C?) to the stereogenic
centre were affected as well. In case of the cyclic alcohols, Ads
values were lower for C* than C% whilst for non-cyclic alcohols
Ads  values were lower at C*. These Adg_y are depicted in Fig. 4,
for easy association of the value with the structure.

The nature of the alcohol seems to dictate where in the **

NMR spectra one can find the signal for C!, C?, C* and €7, and
therefore, determine the absolute configuration of the asym-
metric carbon. If a cyclic alcohol is derivatized, (S)-(S) deriva-
tives are observed at lower field than (S)-(R) derivatives with
positive Ads_g values. In contrast, non-cyclic alcohols show that
(S)~(R) derivatives are more deshielded than (S)-(S) derivatives
with negative Adg  values.

In terms of values, those derivatives from cyclic alcohols
with (S) configuration derived with 1-(S) led to deshielding of 6-9
ppm for C', while the addition of 1-(R) led to minor deshielding
of 4.6-6 ppm. In contrast, the o-carbons, C> and C* experienced
shielding of 0.3-3 ppm by 1-S), and 0.7-3.4 ppm by 1-(R).

On the other hand, for non-cyclic alcohols, the derivatiza-
tion with 1-(S) led to approximate deshielding of 5 ppm for the
C" with (S) configuration, while 1-(R) led to greater deshielding
of 6-7 ppm. The shielding effect on the a-carbons was more
pronounced than the shielding effect on cyclic alcohols, with
values of 0.9-3.1 ppm for 1(S) and 1.2-2.4 ppm for 1(R).

The experimental data in all cases show the differences in
chemical shifts between two diastereoisomeric derivatives is
caused by the chirality of 1 once it is attached as an ether to the
secondary alcohol. In addition, these results were correlated
with geometry optimization chemical shift calculations for N-
alkoxy methylene derivatives using Gaussian 16 code.'” B3LYP/
6-311+(2d,p) model was used for 'H and *C NMR modelling.
First, systematic conformational search was performed using
MMFF94 force field to ensure that all conformations have been
tested and the global minimum conformation was selected.
Second, the geometries of lowest energy conformers were
optimized at B3LYP/6-311+(2d,p) level, and GIAO Magnetic
shielding tensors were calculated at this level for both alcohols
and derivatives, as shown in blue in Table 1. Third, the same
calculations were repeated for TMS standard. Finally, the
difference between the corresponding isotropic shielding ten-
sors gave the calculated chemical shifts.

The calculated Adg r values for each carbon between two
diastereoisomers formed was noteworthy. The Ad sign agreed

9224 | New J. Chem., 2023, 47, 9222-9228

N-alkoxy methylene derivatives of cyclic alcohols

isomer (R)-(S) 2a 52%
isomer (S)-(S) 2b 65%

isomer (S)-(S) 3a 28%
isomer (S)-(R) 3b 16%

isomer (S)-(S) 4a 57%
isomer (S)-(R) 4b 53%

isomer (S)-(S) 5a 53%
isomer (S)-(R) 5b 45%

N-alkoxy methylene derivatives of non-cyclic alcohols

g

05 0 -0, sk
08.. Br
- Tt (S)

~
02" 4 /\(f
‘ 06

-0.6

isomer (S)-(S) 6a 46%
isomer (S)-(R) 6b 20%

isomer (S)-(S) 7a 34% isomer (S)-(S) 8a 31%
isomer (S)~(R) 7b 71% isomer (S)-(R) 8b 17%

Fig. 4 Experimental chemical shift differences (Ads_g) between diaster-
eoisomeric N-alkoxy methylene derivatives. Top panel: N-alkoxy methy-
lene derivatives of cyclic alcohols; bottom panel: N-alkoxy methylene
derivatives of non-cyclic alcohols. Yields from Williamson's etherification
reaction are shown in percentages according with the type of diastereoi-
somer. The numbers with positive or negative sign are the Ads_gr values
used to predict the absolute configuration of these secondary alcohols.

with the experimental Ads r data when a good correlation
existed. Furthermore, the data supported that *C NMR
chemical shifts can be used for the assignment of absolute
configuration (See ESIY).

In addition, the conformation of each pair of diastereoiso-
meric derivatives was evaluated based on geometry optimization.
Here it is noticeable the conformation adopted by the pyroglu-
tamic acid ring because the methyl ester of the chiral agent is
twisted; and the movement of the oxygen from the carbonyl
moiety was closer to the methoxy group in one diastereoisomer;
and closer to the hydrogen of the stereogenic centre in the other
diastereoisomer (Fig. 5). These conformations also altered the
chemical shift of the stereogenic centre of the alcohol and its
a-neighbours, resulting in an upfield shift of the a-carbons
signals by the effect of steric compression. Furthermore, the

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2023
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Table 1 Induced chemical shifts from *C NMR spectra. Each alcohol was
first derivatized with 1-(S) and 1-(R). In blue are shown the estimated
induced chemical shifts by GIAO model

Effect of 1-(S) Effect of 1-(R)

Alcohol
ct c? c? ct c? c?
2-(S) +8 —-1.5 -3.1
+9.8 +2.4 -6.7
2-(R) +4.9 -2.1 -4.9
+6.5 +2.2 -7.2
3-(S) +9.0 -0.3 -3.3 +6.0 -1.0 —2.4
-14.2 -15.0 -21 -13.5 -17.8 -17.8
4-(S) +6.3 —2.5 —0.4 +4.8 -3.4 -0.7
-14.2 -16.1 -18.5 -14.7 -16 -18.6
5-(S) +7.5 -0.8 -2.8 +4.6 -0.7 —4.2
+10 +2.3 -2.5 +3.1 -0.02 -2.5
6-(S) +5.3 -2.9 -1.8 +6.7 —2.4 -1.8
+5.4 -4.7 -14.5 +6.7 -3.6 -13.6
7-(S) +5.1 -3.1 -1.6 +7.2 -2 —4.1
+7.2 +0.9 -5.3 +4.1 -3.3 -10.3
8-(S) +5.4 -2.3 -0.9 +6.2 -1.8 -1.2
+11.3 -5.5 -2 +7.5 6.2 -1.8

dihedral angles changed in each derivative at the N-C-O-C*
fragment of N-alkoxy methylene (ESIY).

Thus, a rule of thumb for the assignment of the absolute
stereochemistry of a chiral compound bearing a secondary
alcohol and known relative stereochemistry, like a natural
product, is: Step 1: Derivatization of the alcohol with 1-(S)
and 1-(R). Step 2: Assignment of the >C NMR signals of the
stereogenic carbon (C'), its a-carbons (C?, C*) and the N-alkoxy
methylene (C”') in both derivatives. Step 3: Compute the corres-
ponding Ads r values. If the alcohol is cyclic, the Adsr are
positive; then C' has (S) configuration, likewise if the Adg_y are
negative, then C' has (R) configuration. If the alcohols are non-
cyclic and Adg g are positive, then C* has (R) configuration, and if
Ads r are negative then C' has (S) configuration. The use of a
single enantiomer of the derivatizing agent will be explained later.

Nonetheless, a next layer of complexity can exist when after
derivatizing these chiral alcohols a profound coupling constants

C C

Fig. 5 Ball and stick geometry optimization model of N-alkoxy methylene
diastereoisomers derivatives of 2. Left model is 2a and right model is 2b.
Also, the different dihedral angles from the derivatizing agent 1-(S) are
shown.
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() profile analysis is done. Although "H NMR spectra of these N-
alkoxy methylene diastereoisomers are almost identical, one can
estimate the J values in the pyroglutamic moiety. Induced
polarization of C-H bonds is considered the steric effect; while
this effect is not observed in a quaternary carbon, it is present
when two proton-bearing carbons are spatially close in a
v-gauche relative orientation, resulting in a high field shift in
13C NMR. Since J based configuration analysis provides a com-
plement to geometric information for conformational assign-
ment;'® it can be rationalized that the polarization induced on
hydrogen-bonded carbons at this y-gauche relative orientation
are having a higher steric compression, thus polarizing the C-H
bond with a larger geminal coupling constant (*/) as observed in
the "H NMR spectra. We focused our attention at the methylene
group C7 (N-CH,-O-C*) %J values, as an AB system, on the
N-alkoxy derivatives (Table 2). We noticed an interesting difference
between diastereoisomers. The A?] between diastereoisomers
remained up to 1 Hz because when the diastereoisomer was either
(R)~(S) or (S)~(R) >J was approximately 11 Hz, while for either (S)~(S)
or (R)~(R) diasteroisomers °J was approximately 10 Hz. Additionally,
the %/ value of the methylene was affected by the presence of those
substituents at § and v positions. The B position corresponds to the
stereogenic carbon of the alcohol (N-CH,-O-C*) and the coupling
constant increases as different configurations are present. Never-
theless, the groups who are influencing the most are the

Table 2 Chemical shifts (*H, *C: ppm) and geminal coupling constant
(2J: Hz) of the AB system (c7’H2)

o o
g¥i A
(@] N '«,H o— (o] N " o—
Y. "
o

2 (0] 2y

An Any
Ry A R4 Ry A R4
a b
ZJ(HZ) 011013C ZJ(HZ) 011013C
Derivative (8)-(s) (8)-(5) ($)-(R) (S)-(R)
2b* 9.9 5.3,4.3
71.8
2a 11.2 5.2,4.3
68.6
3 10.3 5.2,4.5 11.1 5.2,4.4
72.9 69.1
4 10.5 5.1, 4.6 10.6 5.1, 4.5
72.2 70.9
5 10.7 4.9, 4.8 10.6 5.0, 4.7
71.9 69.5
6 10.6 5,44 111 5.2, 4.6
70.0 71.5
7 10.4 5,44 10.8 5.1, 4.5
70.5 71.0
8 10.8 5.1, 4.6 11.4 5.0, 4.7
71.0 71.8

¢ Menthol is aspecial case because the (S)-(R) diastereoisomer is the
enantiomer of the (R)—(S) diastereoisomer, thus the values are the same.
All other diastereoisomeric derivatives have an (S) stereogenic centre
and reacted with either 1-(S) or 1-(R). The values of the first two
columns correspond to derivative a, and the values of the last two
columns for derivative b, in accordance with Fig. 4.
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substituents of the alcohol (seen at y position) because depending
on their conformation will cause a difference in how the steric
effect takes place. We, therefore, found how this induced polariza-
tion rationale explains the %/ data of the methylene groups from the
N-alkoxy derivative, as well as establishing a direct correlation with
their corresponding signals observed at higher field in *C NMR
spectra.

Since our research is focused on natural products, the
development of this methodology helped us to simplify what
kind of derivatizing agent to use and solve other absolute
configurations from our natural products library. We used
1-(S) and tested the B-alcohol from hispanolone (9), the beyer-
ene (10) and the mixture of borneols (11 and 12) from (—)-cam-
phor. These alcohols were chosen based on their complexity. To
derive the alcohols, hispanolone (a labdane diterpenoid) was
reduced with NaBH,,"® and derivatized to 9.1; the epoxy beyer-
ene (from Viguiera insignis) 10°° was derivatized at both sec-
ondary alcohols though derivatization was not simultaneous at
both stereogenic centers; finally, (—)-camphor was reduced
with NaBH, to obtain a mixture of (+)-isoborneol and (—)-bor-
neol (8:2).

Following the previous rule of thumb, the assignment of the
absolute stereochemistry of a compound with known relative
stereochemistry using only one derivatization agent was as
follows: Each natural product was derivatized with 1-(S), then
13C NMR signals of C', C?, C* and C” were identified and
assigned. Finally, the natural products derivatives were com-
pared with their corresponding alcohol and if C' was
deshielded by 6-9 ppm, and C? C* were shielded, then the
stereogenic centre C' had the absolute (S) configuration.

Certainly, after the derivatization of hispanolone and beyerene
diterpenoids with 1-(S), they were evaluated in terms of their
induced chemical shifts as well as the geminal coupling constant.
Hispanolone f-alcohol (9) after derivatization experienced
deshielding of 7.9 ppm, the a-carbon (C8) experienced shielding
of 0.9 ppm, and the a-carbon (C6) experienced shielding of
3.5 ppm (C6) as shown in Fig. 6A. Its corresponding C” (pyr-
oglutamic moiety) has a ° value of 10 Hz. With these results, the
absolute configuration of the carbon bonded to the oxygen was
solved as the corresponding (S)(S) diastereoisomer.'** Derivatiza-
tion of beyerene diterpenoid 10 was not regioselective as both
secondary alcohols reacted. The addition of 1-(S) rendered a
mixture of 10.1 and 10.2 (Fig. 6B). Interestingly, this derivatization
reaction was distinguishable in '*C NMR, providing not only an
excellent differentiation of the chiral centres but also their
respective o-carbons (See ESLT S 64). The induced chemical shift
of 10.1 experienced deshielding of 4.9 ppm, and the o-quaternary
carbon (C4) and methylene (C2) experienced shielding of 0.5 and
5.0 ppm, respectively. In addition, > was 11.2 Hz. This means that
its absolute configuration is the (R)—(S) diastereoisomer. Likewise,
diastereoisomer 10.2 experienced deshielding of 5.1 ppm, the
a-quaternary carbon (C13) experienced shielding of 0.7 ppm, and
methylene (C11) experienced shielding of 4.9 ppm, and its C”
methylene has a %/ =11.2 Hz solving this stereogenic centre with
an (R) absolute configuration. No differences in chemical shifts of
the derivatives were observed when the relative orientation of the
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C(6) -3.5 ppm
C(7) +7.9 ppm
A C(8) -0.9 ppm
o. [/
1-(S) N0
OH NaH, THF
B OH
@ 14S)
"""" o NaH, THF,
MW 100 °C Ry .
HOY 3 (o)
10 10.1 10.2
R1=1-(8), R,=H R4=H, Ry=1-(S)
C(2) 27.3 ppm  C(11) 29.0 ppm C(2) -5.0 ppm C(11) -4.9 ppm
C(3)79.0 ppm C(12) 72.3 ppm C(3) +4.9 ppm C(12) +5.1 ppm
C(4)39.0 ppm C(13) 44.8 ppm C(4)-0.5 ppm C(13) -0.7 ppm

Fig. 6 Derivatization of two natural products with 1-(S). Panel A: Deriva-
tization of reduced hispanolone 9, the induced chemical shifts for C6, C7,
C8 are shown. Panel B: Derivatization of epoxybeyerene 10, the *C
chemical shifts for starting material are shown, as well as the induced
chemical shifts for both alcohols. Since this beyerene does not present
steric hindrance at its secondary alcohols, both centres react with the
derivatizing agent in a 1:1 ratio.

hydroxyl group is equatorial or axial in a six-membered ring. Thus,
this beyerene diterpenoid isolated from Viguiera sp belongs to the
ent-beyerene series.

Finally, we analysed the case of (—)-camphor. After reduction
a ratio 8:2 of (+)-isoborneol 11 and (—)-borneol 12 was deriva-
tized with 1-(S). The ">*C NMR spectrum of this mixture was
analysed for differences in chemical shifts and induced
chemical shifts (Fig. 7). It was found that (+)-isoborneol with
1-(S) (11.1) was deshielded at C' by 6.6 ppm while (—)-borneol
with 1-(S) (12.1) was deshielded at C' by 5 ppm, so the absolute
stereochemistry of the (+)-isoborneol stereogenic centre has the
(S) configuration, and (—)-borneol stereogenic centre has the
(R) configuration.

3. Experimental details

3.1. Materials and methods

'H and ®C NMR were recorder on a Bruker Avance 300 MHz
and Bruker Avance III 400 MHz instruments using CDCl;
(99.9% D) as solvent, with chemical shifts (0) referenced to
internal standards residual CHCl; and CDCl;, (7.26 ppm 'H,
77.0 ppm "*C). Mass spectra were recorded on MStation JMS-
700 high-resolution mass spectrometer. THF was distilled from
potassium and benzophenone, dichloromethane (DCM) was
distilled from calcium hydride. All reagents and solvents were
purchased from Sigma Aldrich Mexico and were used without
further purification. Glassware for anhydrous reactions was
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1-(S) 0
+
AgOTf, DCM, HT
(R)
111 o) 121
isoborneol borneol
c' +6.6 ppm +5.0 ppm
C? -0.15 ppm -0.71 ppm
C® 6.3 ppm -3.2 ppm
Fig. 7 Derivatization of a mixture of (+)-isoborneol (11) and (—)-borneol

(12) with 1-(S). The mixture of borneols come from the reduction of
(—)-camphor. After derivatization, the largest induced chemical shift is
for isoborneol diastereoisomer (S)-(S). The induced chemical shifts are
listed for each C*, C? and C*.

dried in an oven at 100 °C overnight and cooled under mole-
cular sieves as a moisture trap.

3.2. Synthetic procedures

General procedure for preparation of derivatization chiral agent,
methyl-1-(chloromethyl)-2-pyrrolidon-5-carboxylate 1-(S) and 1-(R).
A mixture of methyl pyroglutamate (500 mg, 3.5 mmol), parafor-
maldehyde (170 mg, 5.6 mmol) and chlorotrimethylsilane (2.3 mL,
17.9 mmol) was stirred at room temperature for 3 h. Excess of
chlorotrimethylsilane was removed under vacuum and paraformal-
dehyde was removed by distillation in Kugelrohr at 100 °C. "H NMR
(300 MHz, CDCly), 5.72 ppm (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.90 ppm (d,
J =10.2 Hz, 1H), 4.45 ppm (dd, J = 8, 4 Hz, 1H), 3.79 ppm (s, 3H),
2.30 ppm (m, 4H).

3.3. General procedure for preparation 1-(alkoxy-methyl)-
methyl-2-pyrrolidine-5-carboxylate derivatives with 1-(S) or 1-(R)
and NaH

Sodium hydride, NaH (2.5 equiv., 60% in mineral oil) was added
to a solution of alcohol (1.0 equiv.) in dried THF at 0 °C, under
nitrogen atmosphere. The mixture was stirred for 10 minutes,
then 1-(S) or 1-(R) (3.0 equiv.) in THF was added. The mixture
was stirred under reflux for 6-12 h. A saturated solution of
NH,Cl was added and THF was removed, and the reaction
mixture was extracted with ethyl acetate. Organic extracts were
dried over anhydrous sodium sulfate, filtered, and concentrated.
The mixture was purified by flash chromatography.

3.4. General procedure for preparation 1-(alkoxy-methyl)-
methyl-2-pyrrolidine-5-carboxylate derivatives with 1-(S) or 1-(R)
with silver triflate

Silver trifluoromethanesulfonate (AgOTf) (1.2 equiv.) was added
in absence of light to a mixture of alcohol (1.0 equiv.), 1-(S) or
1-<(R) (3.0 equiv.) and Hydrotalcite (HT) (50 mg per mmol
of alcohol) in dried DCM. The mixture was stirred for 3-12 h.
The mixture was filtered over Celite and washed with brine.
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The organic extract was dried over calcium chloride and con-
centrated. The mixture was purified by flash chromatography.

4. Conclusions

Methyl-1-(chloromethyl)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylate 1, as a
chiral derivatizing agent, was used in combination with *C
NMR spectroscopy to determine the absolute stereochemistry of
secondary alcohols of natural products. Both enantiomers of 1
were used to easily derivatize a chiral alcohol to produce the
respective diastereoisomers for analysis by 1D *C NMR. The
characterization by **C NMR spectroscopy allowed us to take
advantage of the very sensitive change in chemical shifts to
establish not only a direct correlation between the steric compres-
sion effects and the absolute stereochemistry, but also to settle
rules for the configuration assignment based on the difference
between the alcohol and the diastereomeric derivative. This dif-
ference was defined by us as induced chemical shifts and was used
intuitively to determine the absolute configuration of the alcohol
stereogenic centre in the natural products. The changes in
chemical shifts were observed mainly at three key positions in
the diastereoisomeric derivative. The first one was the stereogenic
centre (C'), the second one at the a-carbons to the stereogenic
centre (C*> and C?), and lastly but not less important at the
methylene carbon and protons of the pyroglutamic moiety C7'.

Since the chemical shift changes were pivotal for establish-
ing intuitive rules to the configuration assignment, we were
able to compare experimental data with GIAO calculations to
ensure the absolute configuration and conformation based on
geometry optimizations.

Another advantage of the present methodology was to assign
the absolute configuration by using only one single enantiomer
of the derivatizing agent, or a mixture of alcohols for enantio-
meric discrimination, as in the case of derivatives 9, 10.1, 10.2,
and the derivatives of isoborneol and borneol.

Finally, we wanted to know if "H NMR spectra could show
without more elaborate experiments such as NOESY any indi-
cation of the steric compression effects. Thus, we looked closely
at the geminal coupling constant values of the diastereoiso-
meric derivatives and found that C” (which is the methylene at
the pyroglutamic moiety) agreed and ratified what we already
noticed by "*C NMR.

This methodology is important because it requires simple
organic chemistry reactions and takes advantage of 1D NMR
spectroscopy. In addition, it provides another approach for the
absolute configuration determination, and it is not based on
anisotropic effects.
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