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Editorial

Este nimero de la Revista de la Sociedad Quimica de México
retine contribuciones dedicadas al doctor Fernando Walls
Armijo, Investigador Nacional Emérito, Investigador Emérito
Universitario, y decano del Instituto de Quimica de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México, en ocasion de su sep-
tuagésimo cumplafios y su quincuagésimo aniversario como
investigador. Reconocido por su amplia trayectoria académica
y administrativa, el doctor Walls realizd sus estudios profe-
sionales y de posgrado en la propia Universidad Nacional,
estos Ultimos bajo la direccién del Dr. Alberto Sandoval. El
distinguido académico ha cultivado varias areas de investiga-
cion, las cuales incluyen la sintesis de productos naturales y
andlogos estructurales, tales como alcaloides [1] y terpenoides
12], entre otras substancias; la quimica de productos naturales,
caracterizando sesquiterpenos [3], diterpenos [4], triterpenos
[5] y acaloides [6]; |a investigacion de las transformaciones
de ciertas substancias organicas [7]; €l desarrollo de nuevos
reactivos [8]; y estudios estructurales y espectroscopicos.
Durante el desarrollo de sus actividades, Fernando Walls ha
optimizado varias técnicas y procedimientos experimentales
los cuales han constituido valiosas contribuciones practicas al
laboratorio [9]. Su labor de formacién de personal académico
y como generador de grupos de investigacion ha sido aprecia-
da, y un nimero significativo de sus discipulos son ahora aca-
démicos distinguidos, funcionarios o profesionales en la in-
dustria [10].

Paralela a su actividad académica, el doctor Walls ha de-
sempefiado numerosos cargos administrativos, entre los que
destacan sus gestiones como como Jefe del Departamento de
Quimica del Cinvestav, como Secretario Académico y como
Director del Instituto de Quimica de la UNAM, entre otras.
Miembro de numerosas comisiones académicas, tanto en la
Universidad como fuera de €ella, cabe mencionar que ha reci-
bido varios reconocimientos a su labor, como el Premio de la
Academia de la Investigacién Cientifica (hoy Academia Mexi-
cana de Ciencias), el Premio Andrés Manuel del Rio de la
Sociedad Quimica de México, y el Premio de Quimicay Cien-
cias Farmacéuticas que otorga la Asociacién Farmacéutica
Mexicana, entre otros.

Es pertinente mencionar las actividades adicionales que
Fernando Walls ha llevado a cabo con gran dedicacion y entu-
siasmo, especificamente las referentes al disefio y supervisién
de la construccion y el equipamiento del edificio A que ac-
tualmente ocupa €l Instituto de Quimica, la conservacion del
acervo de la biblioteca, su participacion en la labor editorial
en el Boletin del Instituto de Quimica de la UNAM, y el equi-
pamiento de los talleres de servicio de la misma dependencia.
Son reconocidas su destreza en el soplado de vidrio y su

notable habilidad manual. Su aficién al tiro con escopeta le
permitié la obtencion de récords y distinguirse en esa espe-
cialidad en numerosos torneos nacionales e internacionales,
incluyendo su participacién en las Olimpiadas de Minich y
Montreal.

Los colegas, discipulos y amigos del doctor Fernando
Walls, y los miembros de la Sociedad Quimica de México le
deseamos una larga vida continua de éxitos y satisfacciones,
como han sido hasta ahora sus cinco décadas como investi-
gador.

Las referencias citadas constituyen una seleccion de algunas publica-
ciones.
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Investigacion
L a paradoja de Gibbs

Leopoldo Garcia-Colin Scherer*

Departamento de Fisica, Universidad Auténoma Metropolitana-1ztapal apa, México 09340, D. F.

Recibido el 22 de mayo del 2001; aceptado el 19 de junio del 2001

Este articulo esta dedicado a mi gran amigo y colega Fernando Walls Armijo

con motivo de su septuagésimo aniversario

Resumen. Se realiza una reflexion referente a las sutilezas de la
Termodindmica, en particular, sobre la paradoja de Gibbs. El calculo
del cambio de entropia en el proceso de difusion isobérico e isotérmi-
co de dos gases ideal es diferentes permite suponer que cuando el pro-
ceso se lleva a cabo con dos muestras del mismo gas, sigue habiendo
mezclado, lo cual constituye una paradoja. Se demuestra que tal
paradoja en redlidad no existe, sino que es € resultado de un pobre
entendimiento y de una mala aplicacion de las leyes de la Termodiné
mica.

Palabras clave: Paradoja, Gibbs, difusidn, gases ideaes, Termoding
mica

Abstract. A reflection on the subtleties of Thermodynamics is made,
in particular, on the Gibbs paradox. The calculation of the entropy
change of the isobaric and isothermic process of difussion of two
ideal gases allows to suppose that when the process takes place with
two samples of the same gas, the mixing exists, which constitutes a
paradox. It is shown that actually the paradox does not exist, and in
fact, it is the result of a poor understanding and a wrong application
of the laws of Thermodynamics.

Keywords: Paradox, Gibbs, difussion, ideal gases, Thermodynamics.

Introduccion

Mi muy estimado Fernando: Hace mas de cincuenta afios que
nos conocemos y disfrutamos épocas de estudiantes llenas de
episodios, casi todos de grata memoriay mucho antes de que
nos encauzaramos por el camino dela Ciencia. Uno deé€llos, y
que seguramente recuerdas tan bien como yo, me dejé muchas
ensefianzas que en cierto modo motivan este articulo. En 1949,
en aguellos entonces nuevos y flamantes edificios de la calle
de Nicolas San Juan (629 o 729, no recuerdo con precision)
cursabamos el segundo afio de la carrera, que a esas alturas no
distinguia quimica de ingenieria quimica, con maestros tan
ilustres como don Manuel Rangel, Eustaquio Cepeda, Fermin
Athié y Algjandro Purén de la Borbolla. Este Ultimo nos dio
un curso de Termodinamica del cual yo no sé tl que apren-
diste, pero yo, no mucho. Sabia hacer balances de masa, ener-
gia, calor y ciertamente a manejar con destreza la regla de cél-
culo (jno habia computadoras!) y entreveia mas o menos el
significado de la primera ley de la termodinamica pero nada
mas. Si alguien al finalizar el curso me hubiera preguntado
sobre las leyes de la termodinédmica, me hubiera quedado
mudo. Al afio siguiente, recordaréas, el pleito Anfossi-Cepeda
nos llevé galantemente a la entonces Escuela Nacional de

*Miembro del Colegio Nacional.

Ciencias Quimicas de la UNAM alla en Tacuba, cerca del

arbol de la Noche Triste, donde no se porgué razén tomé el

curso de Termodinamica con don Efrén Fierro. Fuera del con-
cepto del infinito que alguna vez ilustré profusamente, tam-
poco aprendi gran cosa; pero por otra razédn, igualmente miste-
riosa, lei el libro de Termodindmica de Max Planck y ahi em-
pez6é mi calvario. TU te dedicaste a la Quimica Orgénicay co-
mo buen cazador y tirador, le has sido fiel toda la vida, pero
yo he ido saltando de mata en mata dentro de esa borrosa fron-
tera entre la Fisicay la Quimica, pero sin dejar a la Termodi-
namica de lado. L1evo entonces cincuenta afios estudiando esta
materia 'y te confieso que a veces pienso que no he llegado a
entenderla’y dominarla completamente. Dentro de su aparente
simplicidad y desprovista de herramientas matematicas sofisti-
cadas y esotéricas, es terriblemente sutil, engafiosa jy muy
soberbial Sobrevivio alas dos grandes revoluciones cientificas
de la fisica contemporanea, la fisica cuantica y la teoria de la
relatividad. Es por €llo, y en recuerdo de nuestras vigjas me-
morias, que quiero compartir contigo una experiencia en esta
materia que hoy en dia, a pesar de su simplicidad, si no esig-
norada, es totalmente tergiversada por los muchos autores de
libros de texto sobre la materia. La experiencia esta basada en
lo que los autores de libros de fisico-quimica llaman la para-
dojade Gibbsy algunos fisicos, la llaman paradoja del N!
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Laparadoja de Gibbs

Tomemos un sistema muy simple. En dos recipientes cuyos
volumenes son V; y V, colocamos N; moléculas de un gas de
cierta especie 1 y N, moléculas de otro gas de especie 2,
respectivamente. Los dos recipientes se restringen a tener la
mismatemperatura T y presion p. Por facilidad en los calculos
supondremos a los dos gases ideales, Xe y Ar, por gemplo.
Ahora supongamos que ponemos ambos recipientes en con-
tacto entre si y a través de la pared coman abrimos un pegue-
fio orificio dejando que los gases se mezclen entre si. Esto
genera un proceso isotérmico e isobéarico, py T permanecen
constantes, la difusion es muy lenta, €l proceso es reversible y
al final del proceso las N; + N, moléculas de ambas especies
pueden compartir el volumen total de los dos recipientes. La
pregunta es si hay un cambio en la entropia de los gases
debido a mezclado y de ser asi, como calcularla. Para ello
voy a proceder como se hace en la gran mayoria (jsi no en
todos!) los libros que tocan este problema. Llamando Sy U a
la entropia y energia interna de un sistema cualquiera, la
ecuacion fundamental de la termodinamica establece que para
todo proceso infinitesimal y reversible,

TdS=dU + pdV (1)

si las variables independientes son U y V. Esta ecuacion tiene
cinco variables, dos son independientes y por lo tanto necesi-
tamos dos ecuaciones adicionales para integrarla. Por ser los
gases ideales, el experimento nos dice que la presion y la
energia interna estan relacionadas con la temperatura de
acuerdo con las ecuaciones

pV =NKT, U :gNkT 2

dondek © R/ Ny es la constante de Boltzmann, R la constante
universal de los gasesy N, el niumero de Avogadro. Susti-
tuyendo (2) en (1) obtenemos para dS una forma diferencial
exacta, como lo exigen las leyes de la termodinamica, cuya
integral es

S=NkZinT +Inv +§ ° 3)
&2 @
donde S, es la constante de integracion.

Es con este resultado que los expositores de esta materia
intentan responder la pregunta planteada. En efecto, la entro-
pia de cada uno de los gases que intervienen en nuestro expe-
rimento, cuando ocupan sus sendos recipientes, esta dada por,

S:NjkglnT +InV, +$]9 j=1,2 (4)
[4]

y después del mezclado la entropia corresponde a la de un gas
formado por N = N; + N, moléculas ocupando un volumen V
=V, +V, alamismatemperatura. Entonces en el estado final,
S = a3 0
= (N, + Nz)kgzlnT +In(V, +V2)'E +Sk(N, +N,)  (5)

Leopoldo Garcia-Colin Scherer

Laentropiainicia es S = S + S, luego el cambio en la
entropia se obtiene restando a la ec. (5) la entropia inicial S
para obtener que

0S, 5-(S+S)_ Nlln\L+ Nzlnv— (6)
k k v, v,

Si en laec. (6) tomamos N; = N, = N, una mol de cada
gasy suponemos que V; =V, = V/2 tenemos que

DS,
—° 2In2 7
- (7)

La entropia de mezclado es un nimero que no depende de
nada, ni de la naturaleza de las especies, la forma de los reci-
pientes, etc., cuando el proceso es isotérmico e isobérico. Esto
quiere decir que si hacemos una serie de experimentos con un
gas formado por atomos Ay otros formados por sus respec-
tivosisotopos A (i = 1, 2...) de manera que A y A, son dife-
rentesy el mezclado tenga sentido, laec. (7) es plausible. Pero
s repetimos el experimento con dos muestras del mismo gas
isegln (7) sigue habiendo “mezclado”! Esto es a todas luces
absurdo. Ademas si hiciéramos el experimento con n gases

ocupando inicialmente volimenes V,; = V, = ... =V, = V/ny
N1:N2:...:N0,
DS,
—©° nlnn 8
= (®)

independientemente de si 10s gases son o no idénticos entre si.
Estos resultados constituyen lallamada “ paradoja de Gibbs’.

Es un gercicio ilustrativo e interesante ver en la literatura
la enorme cantidad de teorias, pseudo teorias, conceptos
estrafalarios sobre distinguibilidad e indistinguibilidad de
particulas microscopicas, clasicas y clanticas, etc., que se han
generado en el proceso de entender las ecs. (7) y (8). No
entraré en estos detalles aqui por razones de espacio[1]. Lo
gue quiero mostrar es que la paradoja de Gibbs no existe y es
el resultado de una mala aplicacion de las leyes de la termo-
dinamica[2].

La solucion de la paradoja de Gibbs

En el aprendizaje de la termodindmica de sistemas en equili-
brio, o termostatica como deberia llaméarsele, es imprescin-
dible digerir el hecho de que la ec. (1) establece que la entro-
pia es un potencial termodindmico en la representacion en la
cual las variables de estado son extensivas. En el caso de un
fluido esto nos dice que S = S(U, V, N). Cuando un proceso
ocurre en un sistema cerrado (N = cte.), dN = 0 y por ello €l
término diferencial en esta variable no aparece explicitamente
en dicha ecuacion. Ahora bien, también se nos ensefia [3] que
la dependencia de la entropia con U, N'y N no es arbitraria, S
debe satisfacer la regla de Euler para funciones homogéneas
de primer grado. Esto quiere decir que para todo nimero real
| >0

S(IUJIV,IN)=IS 9
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gue pocos autores subrayan. Ademéas como la entropia es ex-
tensiva, para un conjunto arbitrario der sistemas en equilibrio,

S=as.

j=

(10)

Lasecs. (9) y (10) son fundamentales para aclarar nuestra
paradoja. En efecto, reescribamos la ec. (3) en el lenguaje
apropiado usando la ec. (2) para U. Obtenemos que, eliminan
do latemperatura T,

s=nkZinL v+
& N 2
donde S§= S, — 3/2 In k es una nueva constante. Es obvio, a
todas luces, que la ec. (11) es incorrecta pues no satisface la
ec. (9),In( V)t I InV. ;Dbnde estalafalla? Ahorami queri-
do amigo, nos acordamos de lo que si nos ensefid y muy bien
el venerable Sr. Rangel en las materias de célculo. En los
capitulos sobre funciones de varias variables, continuas, dife-
renciables y decentes por todos lados, en nuestro viejo texto,
el Granville-Smith hay un teorema que dice que si f(X, Y, 2) es
decente y sdlo hago con ella operaciones en el plano xy (dife-
renciar, integrar, etc.) jamas podré determinar su dependencia
en z Si esta propiedad la llevamos a la ec. (1), implica que
jamés podré determinar la dependencia de S con N en tanto
realice operaciones con sistemas cerrados. En el lenguaje
matemético esto implica que la constante S, es todavia una
funcién indeterminadade N ¢Y co6mo la determino? Pues uso
como condicion a la frontera que dicha constante me genere
una forma para S que sea consistente con la ec. (9). No se
necesita pensar mucho paraver que la Ginica opcion es tomar

(11

S, =- NKINN +cNk, (12)
donde c es un nimero arbitrario que no depende de V, de U ni
de N. Introduciendo (12) en (11) encuentro que
S:Nk%élni+lnl+c(’.l (13)
i22 NN D
que obviamente satisface la propiedad de homogeneidad. Re-
gresando alaformade la ec. (3) tenemos que
13 V,gl
S=Nkj=InT +In—+ 14
15 N S)r\g (14)
donde S, es estrictamente un nimero.
La ec. (14) es més convincente para repetir el calculo del
cambio de entropia ya que éste se lleva a cabo isotérmica e

isobéricamente. Ahora repetimos la operacién de calcular DS
= §— S en dos casos diferentes.

a) Gasesidénticos
La entropia no cambia, antes del mezclado estd dada por S, +
S, donde

\2 o] ,
S :N-ka?InT+ln—‘+ S=:i=1.2 (14
] J éz N. -

i (7]
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segun la ec. (14). De acuerdo con esta misma ecuacion, la
entropia final eslade un gascon N = N; + N, moléculas dela
misma especie ocupando el volumen V = V; + V, de manera
que

a3 \ o}
S, = Nkg=InT +In—+§ = 15
: $2 N S)b (15)
de modo que, usando las ecs. (14’) y (15) obtenemos,
D S - \Y V.
—S:f—S:(N1+N2)In—— Nllnl- N, In—2
k k N N, N,
Yo g YN
\A N V,
pero l:ﬂylzﬁ por laec. (1) y por lo tanto,
Vi NTV, N,

DS=0,

como deberia ser; al ser los gases idénticos no hay mezclado y
por tanto no hay cambio en la entropia.

b) Gases diferentes

En este caso la entropia inicial vuelve a ser la misma, pero la
final no; para calcularla usamos la ec. (10), la entropiafinal es
la suma de las entropias de dos gases ideales: uno con N;
moléculas y el otro con N, moléculas ocupando un volumen
V. Esto es

3 v ) 3 v )
S, = NKo=INT +In—+§ 2+ Nkg=InT +In—+8, 3
g2 N, g &2 N, g
de manera que
DS

—= Nllni+ Nzlnﬁ- Nllni- N2Ini
N N N N

k 1 2 1 2
expresién que obviamente se reduce a

BS. Nllnx+ Nzlnl

K Vv, v,
gue eslaec. (6). Cuando los gases son diferentes tiene sentido
hablar de mezclado y en el caso particular discutido en la sec-
cion anterior, DS se reduce a un ndmero.

El lector escéptico todavia podria pensar que esto es una
coincidencia afortunada por usar la forma (14) para la entro-
pia, esto es (T, V, N). No es asi. Si se usa la ec. (1) para €li-
minar V/N = KT / p de dicha expresion se obtiene que

S:Nk%EInT -1In p+SO+Inkl".I
12 b

gue es la formula estandar para S en la representacion T, p y
N. El lector puede repetir todos los calculos [4] y convencerse
por si mismo que los resultados son los mismos. Igualmente
ocurres setoma S= gp, V, N). El resultado, cual debe ser, no
depende de la representacion elegida para describir 1os estados
del gas.

Como un comentario adicional, la ecuacion (12) exhibe la
razon por la cual los fisicos llaman a esta paradoja la del N!.
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En efecto, haciendo c = 1, arbitrariamente,

S, =-kiInN!

que por la aproximacion de Stirling es la ec. (12), como N es
muy grande esta perfectamente justificada. Ahora bien, en ter-
modindmica estadistica, cuando se usa el método de Boltz-
mann para relacionar la entropia con la distribucion mas pro-
bable de las moléculas en sus microestados aparece un N! [5].
El célculo conduce alaforma errénea de la entropia dada por
la ec. (3). Para obtener la forma correcta, ec. (14) hay que di-
vidir entre este factor arbitrariamente. Como su aparicion
proviene de “distinguir” como N objetos (moléculas) pueden
acomodarse en diferentes niveles energéticos, su eliminacion
se asocia la concepto de “indistinguibilidad”. Esto es comple-
tamente erréneo. Uno divide por N! para llegar a una forma
correcta para la entropia segun la ec. (9) y nada més. Esta
operacion es proporcionada por la naturaleza misma al reco-
nocer que, seguin la mecanica cuantica, en la naturaleza sdlo
existen fermiones y bosones. Con ello se puede demostrar (ver
ref [5]) que N! estados “clasicos’ corresponden a un solo esta-
do cuantico y con ello aparece la forma correcta para la entro-
pia. Esto nada tiene que ver con la distinguibilidad o indistin-
guibilidad de particulas clsicas o cuénticas.

Concluyendo, la paradoja de Gibbs no existe, sélo apa-
rece debido a un pobre entendimiento de las leyes de la ter-
mostatica. Son precisamente estos detalles que hacen a esta
materia un tanto sutil pero de una belleza y generalidad in-
comparables.

Leopoldo Garcia-Colin Scherer
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Resumen. De los resultados obtenidos del estudio de espectrometria
de masas para una serie de 1,3-ditianos con un sustituyente aromético
en la posicién dos, se propone una relacion de la constante s de
Hammett del sustituyente, con la abundancia relativa de [M-74]+,
uno de los fragmentos mas importantes.

Palabras clave: Correlacion de McL afferty, SS-acetales, espec-
trometria de masas, iones entrel azados.

Abstract. A free energy study for a serie of 1,3-dithianes whith an
aromatic substituent in position two was carried out. Applying the
McL afferty equation to the corresponding mass spectra data, a lineal
correlation was observed; thus the effect of the substituent over the
fragment stability of [M-74 ]+ was demonstrated.

Keywords: McLafferty correlation, S S-acetals, mass spectra, linked-
scans.

I ntroduccion

La proteccién del grupo carbonilo en aldehidos y cetonas se
realiza comunmente mediante la formacién de los corres
pondientes (a)cetales y ditio(a)cetales, siendo recomendable el
empleo de los Ultimos debido a su alta estabilidad con respecto
a las condiciones &cidas de hidrdlisis; en otras palabras, se
requieren condiciones especificas para su remocion, aspecto
invaluable en la sintesis organica [1-3]. De interés particular
son los 1,3-ditianos, los cuales han llamado la atencién no so-
lamente por su empleo como especies de proteccion, sino ade-
mas por sus multiples propiedades quimicas; estas moléculas
generan con relativa facilidad entidades anio6nicas mediante la
reaccion con disoluciones de alquil litio [4, 5] comportandose
como equivalentes carbonilicos, proceso umpolung [6]. Igual-
mente es apropiado resaltar el efecto anomérico [7] en algunos
dedlos.

Por otro lado, McL afferty [8] fue €l primero en relacionar
la abundancia relativa de los fragmentos catiénicos o radical

Esquema 1

cationicos formados en un espectrometro de masas con la
constante s de Hammet [9]. Por consiguiente, si las fragmen-
taciones se consideran como reacciones consecutivas y de
competencia de primer orden, y aplicando |la teoria del estado
estacionario [10], se puede establecer unarelacion lineal entre
las constantes del sustituyente y una funcion de la abundancia
relativa de un fragmento comun seleccionado apropiadamente
[11-13]; al respecto, los fragmentos el egidos deben cumplir las
condiciones del esquema 1.

A partir del ion molecular M,, se pueden formar varios
fragmentos cationicos o radical catiénicos en una sola etapa
(A, By, ..., N)), etc., con sus respectivas velocidadesk,, k, etc.
Sin embargo, si en el espectrémetro se registra un ion comin
su abundancia relativa dependera de una cierta distribucion
energética intrinseca del fragmento. Asi, McLafferty propuso
laecuacion 1 (vide supra) que relaciona las abundancias rel ati-
vas de un fragmento cationico [Z,] en estudio con la del ion
molecular [M,] para un mismo compuesto. De esta manera,
McL afferty relacioné las energias libres de fragmentacion con
la constante s de Hammett, considerando los efectos del susti-
tuyente x [14].

ZX
IogZH =rs Q
_ [2.] 2]
Donde: Z, = ’ Z, =
M.] M,]

y r eslasensibilidad de la reaccién.
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Esquema 2

Como consecuencia de |o antes mencionado, surge el
objetivo de este trabajo, aplicar la ecuacion de McLafferty
entre los fragmentos que redinan las condiciones del esquema
1, considerando los datos de espectrometria de masas para una
serie de 1,3 ditianos, sustituidos con un anillo aromético en la
posicién dos.

Resultadosy discusion

Continuando con esta linea de investigacion [15-16], se obtu-
vieron los espectros de masas de los productos 1-8 por
impacto electrénico. Una vez asignados los iones molecul ares
a, se validaron los pesos moleculares respectivos mediante
alta resolucién, y como consecuencia se determind su cont
posicion elemental. Practicamente todos los compuestos pre-
sentaron fragmentos comunes atribuidos a la naturaleza hete-
rociclica de las especies organicas en estudio: [M-33]*, [M-
43]+, [M-65]*, [M-74]+, [M-75]*'y m/z 74 (b).

En particular el ion [M-74]+ fue asignado al radical
catiénico () de un tiocarbonilo, este pico es uno de los méas
importantes para comprobar el esgqueleto base de los ditianos,
el cual asu vez estuvo presente en todos los espectros analiza-
dos. Su formacion se propone como se muestra en el esquema
2, lo cual fue validado por alta resolucién asi como mediante
disociacion inducida por colisién-iones entrelazados. Se debe
mencionar que este fragmento fue con el que se estableci6 una
correlacion de tipo Hammett-McL afferty.

En la Tabla 1 se resumen los valores calculados del log
Z,/Z,,, asi como los valores de la constante s de Hammett
empleados [9]. Al trazar los valores correspondientes, grafica
1, se encontrd una dispersion pequefia no significativa, siendo
el factor de correlacion de 0.958. En consecuencia, el resulta-

LuisVelasco Ibarraet al.

Iog(Zx/Z H)

Ot 7T T T T T T 1
Fig. 1

do esindicativo de la existencia de un efecto lineal en la esta-
bilizacion de a por parte de los sustituyentes en el anillo
aromético siendo mayor cuando éstos son electrodonadores.

Por dltimo, es adecuado mencionar que la sensibilidad de
la reaccion esta dada por €l valor de r, que corresponde a la
pendiente calculada en la figura 1, el valor encontrado es
indicativo de la dependencia de los efectos electrénicos de los
sustituyentes.

Parte experimental

Obtencién de productos: Las moléculas estudiadas, 1-8, se
formaron mediante un método recientemente modificado [15],
empleando una bentonita como catalizador.

Identificacién de los productos. Los puntos de fusién fueron
determinados en un equipo Fisher-Johns acoplado a un ter-
mopar Fluke 52K/3, y no fueron corregidos; los espectros de
absorcion infrarroja se obtuvieron en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer 552; los diversos experimentos de espectro-
metria de masas fueron realizados en un espectrometro JEOL
JMS AX 505 HA, y las determinaciones de RMN se reali-
zaron en un espectrémetro Varian Gemini (300 MHz); es ade-
cuado mencionar que los datos fisicos y espectroscépicos de

Tablal
Compuesto X S a c Zx ZxlZy log Zx/Zy
(%) (%)
1 H 0 100 32 0.32 1 0
2 p-Cl -0.19¢ 100 72 0.72 2.25 0.352
3 p-NG, 0.78 100 9 0.09 0.28 -0.552
4 p-CH, -0.17 100 75 0.75 2.34 0.369
5 p-CHO 0.09¢ 100 27 0.27 0.84 -0.075
6 mNO, 0.71 100 9 0.09 0.28 -0.552
7 m-OCHj, -0.17 100 73 0.73 2.28 0.357
8 p-OH -0.37 100 55 0.55 1.71 0.232

Cvaloresde s corregidos, s€=s — s;.
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las moléculas objetivo se correlacionaron con los publicados
en laliteratura (vide supra).

Conclusiones

Se analizaron los espectros de masas obtenidos por impacto
electronico de una serie de 1,3-ditianos arilsustituidos en pos-
cion dos, y mediante una correlacion de McLafferty se encon
tré una dependencia electrénica por parte de los sustituyentes
en la estabilidad del fragmento [M-74]*+.
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Resumen. Se sintetizaron diez N-(2-hidroxibencil)-a-aminoacidos,
con rendimientos entre el 70y el 94 % y los compuestos se caracteri -
zaron por medio de RMN de 1H, 13C, 15N, usando también técnicas
en 2D, IR, espectrometria de masas y andlisis elemental. Adicional -
mente |a estructura de 6a se establecié por difraccion de rayos-X.
Palabr as clave: Aminoacidos, RMN, difraccion de rayos X.

Abstract. Ten N-(2-hydroxybenzyl)-a-aminoacids were prepared in
yields between 70 and 94 % and characterized by 1H, 13C, 15N and
2D NMR, IR, mass spectra and elemental analyses. The structure of
6a was further established by X-ray analysis.

Keywords: Aminoacids, NMR, X-ray diffraction.

I ntroduccion

Los compuestos del tipo N-(2-hidroxibencil)-a-aminoacido
han sido utilizados como agentes quelantes de boro [1] asi
como de metales de transicion como cobre [2-4], zinc [2],
cobalto [2], niquel [2], manganeso [5] y tecnecio [6].

Las rutas de sintesis descritas en la literatura para estos
derivados involucran reducciones cataliticas [2], reacciones
tipo Mannich [5-7], asi como la formacién de bases de Schiff
de las sales de sodio y potasio de los aminoécidos [3,8], segui-
do de reduccion.

En este trabajo se describe la caracterizacion espec-
troscépica de los N-(2-hidroxibencil)-a-aminoécidos 6a-6j,
los cuales se prepararon por reaccion de los ésteres metilicos
2a-2j con salicilaldehido 3 para obtener las iminas correspor+
dientes 4a-4j, seguido de la reduccion e hidrélisis del éster.
Este procedimiento se realizd sin aislar los intermediarios y
permitié obtener rendimientos superiores a los descritos en la
literatura[1-8].

Debido a nuestro interés en la sintesis de compuestos de
coordinacién de boro y estafio con potencial actividad biol 6gi-
ca, resultd interesante preparar una serie de N-(2-hidroxiben
cil)-a-aminoacidos mediante un método f&cil y eficiente, asi

como realizar su estudio espectroscopico sistematico, €l cual
podria ser de utilidad en la asignacién de compuestos rela-
cionados.

Resultadosy discusion

Los N-(2-hidroxibencil)-a-aminoécidos (6a-6j) preparados
son: acido (2-hidroxibencilamino)acético (6a), acido (29)-2-(2-
hidroxibencilamino)propidnico (6b), &cido (29-2-(2-hidroxi-
bencilamino)-3-metilbutirico (6c¢), &cido (2S)-2-(2-hidro-
xibencilamino)-4-metilpentandico 6d), acido (25)-2-(2-hidro-
xibencilamino)-3-metilpentandico (6€), &cido (2S)-2-(2-hidro-
xibencilamino)-3-(4-hidroxifenil)propidnico (6f), acido (29)-2-
(2-hidroxibencilamino)-4-metilsulfanilbutirico (6g), &cido (29)-
2-(2-hidroxibencilamino)-3-(1H-indol-3-il)propiénico (6h),
acido (29-2-(2-hidroxibencilamino)fenilacético (6i) y acido
(29)-2-(2-hidroxibencilamino)-3-fenil propiénico (6j), los
cuales se obtuvieron mediante la ruta de sintesis que se descri-
be en el esquema 1.

Debido ala naturaleza de ion dipolar, 1os aminoacidos no
reaccionan en condiciones neutras para producir las bases de
Schiff [9], por lo que fue necesario llevar a cabo la proteccion
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Debido a la insolubilidad de |os derivados
6a-6] , 10s espectros de RMN de 1H, 13C y 15N
NMR, se determinaron usando los correspondi -
entes clorhidratos en DM SO-ds.

El espectro de RMN de 1H de todos los N-
(2-hidroxibencil)-a-aminoécidos muestra (Ta-
bla 1) un sistema AB para los hidrégenos
diastereotopicos de la posicién 4, a excepcion
del derivado de la glicina (6a) donde los
hidrégenos son equivalentes. Adicionalmente
para 6a fue necesario realizar un experimento
COLOC para asignar inequivocamente las
sefiales correspondientes a los hidrégenos de
las posiciones 2y 4, el cual mostré que la sefial
de 3.76 ppm correlaciona con la sefial del car-
boxilo en 167.9 ppm. Todos los compuestos
mostraron un patrén de acoplamiento ABCD
paralos protones del anillo aromatico del grupo
bencilo.

En el espectro de RMN de 13C se observan
las sefiales de los grupos carboxilo en el inter-
valo de 167.9 a 171.5 ppm. El efecto del susti-
tuyente a a nitrogeno [11] en toda la serie (Dd
10 ppm) se obtuvo por comparacion con el

11
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d - CH,CH(CHy)CH, Y s
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13 14
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Esquema 1. Ruta de sintesis parala obtencién
de N-(2-hidroxibencil)-a-aminoécidos 6a-6j .

del grupo carboxilico usando cloruro de tionilo en metanol
durante 12 horas, obteniéndose los clorhidratos correspon-
dientes (2a-2j). La reaccion de condensacion con el salicilal-
dehido (3) se realiz6 empleando dos equivalentes de bicarbo-
nato de potasio para liberar el clorhidrato a reflujo durante 4
horas en metanol/THF obteniéndose las bases de Schiff co-
rrespondientes (4a-4j). La reduccion del fragmento iminico
con borohidruro de sodio [10] condujo alos ésteres 5a-5j, los
cuales fueron hidrolizados usando hidréxido de sodio areflujo
durante dos horas seguido de neutralizacion con écido clorhi-
drico hasta un pH de 7 para obtener los N-(2-hidroxi)bencil-a-
aminoécidos (6a-6j) por precipitacion.

Todos los N-(2-hidroxibencil)-a-aminoécidos 6a-6j fue-
ron identificados por RMN de H, 13C, 2D, y N NMR, es-
pectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas y andlisis
elemental.

Los rendimientos obtenidos en este trabajo sin el aisla-
miento de los intermediarios resultaron ser superiores a los
descritos en la literatura, los cuales se indican entre paréntesis:
6a, 70 (69) % [1, 33, 4, 5, 6, 7], 6b, 70 (56) % [2, 3, 4, 8], 6c,
94 (75-80) % [8], 6d, 78 (57) % [3al], 6e, 78 (56) % [3a], 6f,
82 (75-80) % [4], 6g, 91 (75-80) % [8], 6h, 87 %, 6i, 80 (56)
% [8] y por ultimo 6h, 83 (75) % [3a, 4, 8].

derivado de la glicina (6a), en €l cual éste car-

bono presenta un desplazamiento quimico de

46.3 ppm, mientras que €l carbono en la posi-

cién 4 mantiene un desplazamiento quimico

casi constante, entre 43.8 y 45.2 ppm (Tabla 2).

La desproteccion tanto en RMN de tH como

de 13C de las posiciones 2 y 4 para los com-

puestos 6a-6j es caracteristica del efecto a en

carbono y del efecto b en hidrogeno con respecto

a nitrégeno. La asignacion de las sefiales de

RMN de H y 13C, se rediz6 mediante experimentos HETCOR

J(BC-H), los carbonos cuaternarios de las posiciones 1, 5y 6,

asi como también otros carbonos cuaternarios presentes en el

fragmento del aminoécido se asignaron usando experimentos de
correlacion alarga distancia[COLOC 2J(13C-1H)].

Los desplazamientos quimicos de RMN de 15N (Tabla 2)
estan de acuerdo con los descritos para sales de amonio [11] y
se encuentran en el intervalo de —336.1 a —325.6 ppm, carac-
teristico de este tipo de nitrégeno.

Las bandas de los grupos carboxilicos de los compuestos
6a-6j se encuentran en el intervalo de 1638 a 1566 cm-1 y re-
flgjan la natural eza zwitteri dnica de estas mol écul as.

El patron de fragmentacion de estos compuestos se carac-
teriza primeramente por la descarboxilacion, la posterior pér-
dida del sustituyente R, seguido de la pérdida de un fragmento
aziridinico y finalmente se observa el ion fragmento hidroxi-
tropilio (m'z = 107), que en la mayoria de los casos corres-
ponde al pico base.

L as rotaciones Opticas para los compuestos 6b-6i se obtu-
vieron en una solucién de &cido clorhidrico 3N, solo se encon-
tré en la literatura la rotacion referente al compuesto 6b, [2,
3b] tanto en agua como en hidréxido de sodio.
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Tabla 1. RMN de 1H (300 MHz) paralos compuestos 6a-j.

Hiram |. Beltran et al.

Compuesto H-2 H-3a H-3b H-4a H-4b H-7 H-8 H-9 H-10
6a 3.76 9.39 9.39 4,12 4,12 7.03 7.20 6.80 7.37
s s s s s d, =79 dd,J,=7974 dd,J,=7974 d =74
2H H 1H H 1H 1H H 1H H
6b 3.89 9.71 9.20 411 411 7.04 7.19 6.80 7.44
c, F7.1 sa sa s s d =79 dd,},=7973 dd, J,=7973 d, }3=73
H H H H H 1H H 1H H
6c 3.59 9.44 9.16 4,14 4.08 7.0 7.20 6.80 7.46
sa sa sa Q=130 J,5=130 d 3=77 ddd, },=7.7, dd, },=7.7,7.3 dd, },=7.3,
H H H H H 1H 73,3,=10 1H 1H J,=10,1H
6d 3.74 9.65 9.32 4161 411 7.05 7.23 6.83 7.49
sa sa sa Q=140 Jg=140 d =78 ddd, J,=7.8, dd,J,=7.875 dd, J,=7.5,
H H 1H H 1H 1H 75, J,=121H 1H Jn=12,1H
6e 3.69 9.49 9.19 4.15 4.10 7.00 7.21 6.81 7.47
sa sa sa Jap =138 Jap =138 d, b=77 td, }=77, t,Jo=7.7 dd, 1=77,
H H H H H 1H J,=14,1H 1H J,=14,1H
6f 3.93 9.79 9.23 411 411 7.01 7.22 6.81 7.43
sa sa sa sa sa d, =85 ddd,J, = 85, dd,J,=8575 dd, },=7.5,
H H H H H 75,3,=14,1H H J,=14,1H
69 3.92 9.58 9.58 417 4,12 7.02 7.23 6.83 7.47
t, 5.8 sa sa Q=132 Jg=132 d =78 ddd, J,= 7.8, dd,J,=7.874 dd, J, =74,
H H 1H H 1H 1H 7.4, 3,=101H 1H Jn=10,1H
6h 4.01 9.77 9.23 4.14 4.14 7.07-6.82 7.53-7.23 7.07-6.82 7.53-7.23
sa sa sa sa sa m m m m
H H H H H 1H H 1H H
6i 5.00 9.96 9.86 4.00 4.00 6.98 7.19 6.79 7.36
sa sa sa sa sa d 3=81 ddd, },=81, dd, },=7.7,7.3 dd, },=7.7,
H H H H H 73,3,=111H H 1H J,=111H
6j 4,01 9.93 9.30 4.13 4.13 7.01 7.22 6.82 7.44
sa sa sa sa sa d, J=81 ddd, J,=81, dd, 3,=7.7,7.0 dd, ,=77,
H H 1H H 1H 1H 70,J,=11,1H 1H Jn=11,1H

6a: H-OH, 10.40, sa, 1H. 6b: H-OH, 10.36, s, 1H, H-11, 1.50, d, J=7.1, 3H. 6c: H-OH, 10.38, sa, 1H; H-11, 2.39, dhp, J=12.8, 6.9, 1H; H-12a, 0.98, d, J=6.9, 3H;
H-12b, 0.91, d, J=6.9, 3H. 6d: H-OH, 10.80, sa, 1H; H-11, 1.84-1.69, m, 2H; H-12, 1.84-1.69, m, 1H; H-134a, 0.88, d, J=5.6, 3H; H-13b, 0.86, d, J=5.6, 3H. 6e: H-
OH, 10.37, sa, 1H; H-11, 2.16-2.09, m, 1H; H-123, 1.50-1.36, m, 1H; H-12b, 1.34-1.22, m, 1H; H-13, 0.81, t, J=7.3, 3H; H-14, 0.90, d, 6.8, 3H. 6f: H-OH,
10.37, sa, 1H, H-11a; 3.25,dd, Jyg = 14.0, Jox = 4.5, 1H; H-11b, 3.03, dd, J,g = 14.0, kx = 8.3, 1H; H-13, 7.04, d, J, = 8.4, 2H; H-14, 6.72, d, ], = 8.4, 2H. 6g:
H-OH, 10.38, sa, 1H, H-11&; 2.68, ddt, J=9.2, 5.7, 3.5, 1H; H-11b, 2.49, ddt, J=9.2, 6.3, 2.9, 1H; H-12, 2.31-2.08, m, 2H; H-13, 2.05, s, 3H. 6h: H-OH, 10.36, sa,
1H; H-11a, 3.48, Jg = 13.0, 1H; H-11b, 3.32, J\g = 13.0, 1H; H-13, 7.53-7.23, m, 1H; H-14, 11.13, s, 1H; H-17, 7.53-7.23, m, 1H; H-18, 7.07-6.82, m, 1H; H-
19, 7.53-7.23, m, 1H; H-20, 7.07-6.82, m, 1H. 6i: H-12, 7.45-7.44, m, 2H; H-13, 7.57-7.54, m, 2H; H-15, 7.45-7.44, m, 1H. 6j: H-OH, 10.39, sa, 1H; H-11g;

3.40,dd, Jyg = 14.0, Jyy = 4.8, 1H; H-11b, 3.13, dd, Jy5 = 14.0, Jgy = 8.9, 1H; H-13,7.29,d, J, =, 2H; H-14, 7.25, da, J, = 6.2, 2H; H-15, 7.23, m, 1H.

s=simple, sa= simple ancha, d = doble, da=doble ancha, t = triple, td = triple de dobles, ddd = doble de doble de dobles, ¢ = cuadruple, ddt = doble de doble de

triples, dhp = doble de heptetos, m = mdltiple.

Fig. 1. Diagrama ORTEP para 6a (elipsoides a 30 % de probabili-

dad).

Fig. 2a. Interacciones de 6a en lared cristalina.
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Tabla 2. RMN de 13C (75.468MHz), 15N (30.414MH2z) p.f. y rendimientos de los compuestos 6a-j .
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Compuesto C1 C-2 C4 C5 C-6 C7 C8 C9 C-10 on-z2 pf. (°C) Rendimiento (%)
6a 1679 463 451 1178 156.4 1156 1306 1191 1318 -336.1 213215 70
6b 1715 549 442 1187 157.1 1164 1311 1198 1325 -325.6 232-234 75
6c 169.7 64.0 452 1179 157.3 116.3 1314 1199 1331 -327.8 227-228 94
6d 1704 57.1 438 1176 156.4 1156 1305 1190 1320 -325.9 235(dec.) 78
6e 1697 625 452 118.0 157.3 116.3 1314 1198 1331 -3275 232-234 78
6f 1703 60.7 451 1182 157.2 116.3 1314 1199 1329 -326.6 252-253 91
69 1697 57.3 441 1176 156.4 1155 1305 1190 1321 -246.6 (N-14) 258-260 82
—329.2(N-3)
6h 169.7 587 441 1174 156.2 1153 1305 1190 1320 -333.1 226-227 87
6i 1691 626  44.2 118.0 156.6 116.0 1308 1193 1320 -3245 216-218 80
6 1697 60.2 447 118.0 156.8 1159 1310 1195 1325 -326.0 233-235 83

6b: C-11, 15.5. 6¢: C-11, 29.2; C-123, 20.1; C-12b, 17.9. 6d: C-11, 38.0; C-12, 24.4; C-133, 21.5; C-13b, 22.9. 6e C-11, 35.7; C-12, 27.0; C-13, 12.4, C-14, 15.2.
6f: C-11, 35.0; C-12, 125.4; C-13, 131.2; C-14, 116.2; C-15, 157.5. 6g: C-11, 28.7; C-12, 28.7; C-13, 14.4. 6h: C-11, 25.4; C-12, 106.5; C-13, 124.8; C-15, 136.0;
C-16, 126.9; C-17, 118.2; C-18, 118.5; C-19, 121.0; C-20, 111.4; N-14, -246.6. 6i: C-11, 131.7, C-12, 129.5; C-12, 129.4; C-13, 130.2. 6: C-11, 354; C-12,

135.5; C-13, 129.0; C-14, 129.8; C-15, 127.6.

a) Los espectros se obtuvieron utilizando la secuencia de pulsos INEPT con¥2)_2= 80Hz.

Para el compuesto 6a, se obtuvieron cristales adecuados
para el andlisis por difraccion de rayos-X, en la Tabla 3 se
muestran los datos cristalogréficos y de refinamiento [12],
mientras que en la Tabla 4 se muestran las longitudes de en
lace, angulos de enlace y angulos de torsion correspondientes
para evaluar la conformacion tanto del fragmento del ami-
noacido como del sdlicilideno de 6a. La estructura del com-
puesto 6a se muestra en lafigura 1y las interacciones inter e
intra moleculares por puente de hidrogeno en las figuras 2ay
2b, donde | os hidrégenos de toda la mol écula fueron encontra-
dos en los mapas de densidad y las interacciones tienen dis-
tancias menores ala sumade los radios de van der Waals.

La N-(2-hidroxibencil)glicina (6a) cristalizd en €l grupo
espacia P2,/a, en un arreglo monoclinico, en el cua existen 4
moléculas por unidad asimétrica. La estructura corresponde a
una especie zwitterionica, donde las distancias entre el nitré-
geno y los dos &omos de hidrégeno son N(1)-H(11) 0.93 (A)
y N(1)-H(12) 0.892 (A) debido a que H(11) presenta tres
interacciones moleculares, mientras que H(12) no tiene inter-
acciones. Las distancias entre el C(1)-O(1) y C(1)-O(2) son de
1.254 (A) y 1.240 (A) respectivamente, debido a que O(2)
también presenta interaccion por puente de hidrogeno. El an
gulo de torsion C(5)-C(4)-C(3)-N(1) entre el sustituyente ben
cilideno y el fragmento del amino&cido tiene un valor de
—67.0° que corresponde a una conformacion gauche, a igua
gue para el fragmento del aminoacido C(1)-C(2)-N(1)-C(3)
gue presenta un angulo de torsion de —63.8°, esta conforma-
cion es debida a la interaccion intramolecular entre O(1) y
H(12) de 2.487 (A), asi como alainteraccion presente entre el
oxigeno fendlico y el hidrégeno H(12) de 2.479 (A), ambas
interacciones son estabilizantes, de acuerdo a los célculos
tedricos a nivel semi-empirico (PM3y AM1) [13], y la dife-
rencia energética entre la conformacién donde no existen las
interacciones (anti) y aquella donde si las hay (gauche) es
poco menor a —1 Kcal mol-L. Esta diferencia energética es
peguefia, pero suficiente para que se prefieran estas interaccio-
nes de manera experimental. También existen dos interac-

Tabla 3. Datos cristalograficos y datos de refinamiento del com-
puesto 6a.

Formula empirica CgHy;NO4

Peso molecular 181.19

Longitud de onda 0.71073 A

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P2,/a

Dimensiones celda unitaria a=9.947(6) A a=90°
b=8.135(5)A  b=102.121(6)°
c=10.8659(8) A d=90°

Volumen 859.7(7) A3

Z 4

r(cal.) 1.400 Mg/ m3

Coef. de absorcion (m) 0.106 mm-t

F(000) 384

Tamario del cristal 05 03" 0.2mm

Intervalo de q 3.15a24.97°

indices (h, k, 1) ~11£h£11,-9£kEQ,0£1£12

Reflexiones colectadas 1585/ 1504 [Rjy = 0.0118]

/ Gnicas

Datos/ restricciones 1504/0/ 162

| parametros

GOOF en R 1.057

indicesfinales[l > 2s(1)]
indices finales (todos los datos)
Densidad residual

Ry = 0.0299, Ry, = 0.0792
R, = 0.0447, R, = 0.0867
0.157 and —0.154 e. A3

Fig. 2b. Interacciones de 6a en lared cristalina.
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ciones intermoleculares adicionales en este compuesto, entre
O(1) y H(11) de dos moléculas vecinas, con una distancia de
1.790 (A) y entre O(1) y H(1) con unadistanciade 1.716 (A).

Parte experimental

Los experimentos de RMN fueron obtenidos en un espec-
trometro Bruker AVANCE 300-DPX a temperatura ambiente
empleando técnicas de 2D como HETCOR y el COLOC. Los
compuestos 6a-6j se identificaron como clorhidratos para
incrementar su solubilidad en dimetilsulféxido. Todos los
desplazamientos quimicos de 1H y 13C se encuentran descritos
en [ppm] y relativos al TMS, para los desplazamientos de 15N
lareferenciafue el MeNO, como liquido neto, todas las mues-
tras fueron determinadas en DM SO-d; como disolvente. Los
espectros de masas fueron obtenidos en un espectrometro
Hewlett Packard 5994-A, los espectros de infrarrojo fueron
determinados en pastillas de KBr en un equipo Perkin Elmer
16F PC FT-IR. Los puntos de fusién se midieron en capilares
abiertos en un equipo Gallenkamp MFB 595 y no fueron co-
rregidos, la estructura de rayos-X fue obtenida en un difrac-
témetro Enraf Nonius-CADA4. Los reactivos fueron adquiridos
de lacompaiiia Aldrich Co.

Procedimiento general. Sintesis del acido (2-hidroxibencil -
amino)acético (6a). Se pesd 1 g (13.33 mmol) de glicina (1a) y
se vertié aun matraz que contenia 50 mL de metanol, en atmos-
fera de nitrégeno, posteriormente se adicionaron 0.97 mL
(23.33 mmol) de cloruro de tionilo y la mezcla de reaccion se
mantuvo bajo reflujo durante 12 horas. Transcurrido ese tiempo
se elimin6 el metanol, posteriormente se agregaron 1.63 g
(13.33 mmol) de salicilaldehido y 1.2 g (20 mmol) de bicarbon-
ato de potasio junto con 50 mL de una mezcla 1:1 meta-
nol/THF, la reaccion se mantuvo bajo reflujo durante 6 horas.
La mezcla de reaccion se llevd a temperatura ambiente, se adi-
cionaron 1.52 g (40 mmol) de borohidruro de sodio mantenien-
do la temperatura a 0° C durante una hora seguido de 3.94 mL
(40 mmol) de &cido clorhidrico. Los disolventes se evaporaron
al vacio para obtener un polvo blanco que se saponificd con 20
mL de una solucion 3M de hidréxido de sodio bajo reflujo
durante dos horas, seguido de la adicion de acido clorhidrico
concentrado hasta alcanzar un pH de 7, el aminoacido libre
resulto insoluble en disolventes organicos comunes, por lo que
fue sencillala separacion de la mezcla de reaccion.

Los otros nueve compuestos (6b-6j) se prepararon em-
pleando las relaciones estequiométricas descritas en €l proce-
dimiento general.

Acido (2-hidroxibencilamino) acético (6a). Solido blanco,
rend. 70 %, p.f. 213-215 °C; IR (n) (KBr); 3470-3425 (NH),
3445-3200 (OH), 3040 (CH4om), 2878 (CHy;), 1622-1570
(COO-), 1410 (CH,), 766 (o-sust), d, 1502 (NH) cm-t; EM,
mz (%), [M+, 181 (32)], 136 (36), 134 (4), 122 (44), 108 (9),
107 (100), 79 (16), 78 (32), 77 (35), 63 (5), 53 (7), 52 (12), 51
(17), 50 (17), 50 (8), 42 (9), 39 (15), 30 (38), 28 (16); andlisis
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Tabla 4. Longitudes de enlace [A], angulos de enlace [°] y &ngulos
de torsion [°] del fragmento del aminoécido y conformacion con el
salicilideno en 6a.

Longitudes de enlace [A] Angulos de enlace [°]

O(1)-C(1)  1.2587(17) C2)-N1)-C3)  11352(11)
0(2)-C(1) 1.2339(18) 0(3)-C(5)-C(6)  123.24(13)
0(3)-C(5)  1.3554(17) 0(3-C(5)-C(4)  116.80(13)
N(1)-C(2) 14873(19) C(6)-C(5)-C(4)  119.92(13)
N(1)-C(3) 1.4937(18) C(9)-C(4)-C(5)  119.02(13)
C(5)-C(6)  1.388(2) C(9)-C(4)-C(3)  121.13(13)
C(5)-C(4)  1.398(2) C(5)-C(4)-C(3)  119.83(13)
C4)-C9  1.385(2) 0(2)-C(1)-0(1)  125.94(13)
C4)-Cc3 150002 0(2)-C()-C2)  117.50(12)
C(1)-C(2)  1520(2) O(1)-C(1)-C(2)  11656(12)
C9)-C(8)  1.382(2) N(1)-C(3)-C(4)  111.20(11)
C6)-C(7)  1.384(2) C(8)-C(9)-C(4)  121.20(15)
C(7)-C®  1.380(2) N()-C(2-C(1)  112.69(12)
C(7)-C(6)-C(5)  119.75(15)
C(8)-C(7)-C(6)  120.78(15)
C(7)-C(8)-C(9)  119.19(15)
Angulos detorsion [°]
0(3)-C(5)-C(4)-C(9) 178.56(12)
C(6)-C(5)-C(4)-C(9) ~35(2)
0(3)-C(5)-C(4)-C(3) ~3.12(19)
C(6)-C(5)-C(4)-C(3) 174.78(13)
C(2)-N(1)-C(3)-C(4) _172.52(12)
C(9)-C(4)-C(3)-N(1) 111.29(15)
C(5)-C(4)-C(3)-N(1) ~67.00(17)
C(5)-C(4)-C(9)-C(8) 0.8(2)
C(3)-C(4)-C(9)-C(8) ~17751(14)
C(3)-N(1)-C(2)-C(1) —63.67(16)
0(2)-C(1)-C(2)-N(1) 151.73(13)
0(1)-C(1)-C(2)-N(2) _28.83(17)
0(3)-C(5)-C(6)-C(7) ~179.15(14)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7) 31(2)
C(5)-C(6)-C(7)-C(8) 0.1(2)
C(6)-C(7)-C(8)-C(9) —29(2)
C(4)-C(9)-C(8)-C(7) 2.42)

elemental, calculado, % C, 59.64, % H, 6.12, % N, 7.73,
encontrado, % C, 59.32, % H, 6.11, % N, 7.86.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)propidnico (6b).
S6lido blanco, rend. 75 %, p.f. 232-234 °C; [a]p2® = +1.4
(c=0.2, 3N HCI)23b; IR n (KBr); 3450-3412 (NH), 3320-3180
(OH), 3112 (CH_om), 2888 (CH,;if), 1610-1570 (COO-), 1460
(CH,), 1386 (CH), 752 (o-sust), d, 1506 (NH) cm-L;, EM, nvz
(%), [M+, 195 (19)], 151 (5), 150 (52), 122 (13), 108 (4), 107
(47), 79 (10), 78 (17), 77 (25), 52 (8), 51 (11), 44 (100), 39
(11), 28 (17), 27 (10); andlisis elemental, calculado, % C,
61.53, % H, 6.71, % N, 7.17, encontrado, % C, 61.37, % H,
7.01,% N, 7.24.

Acido (2S)-2-(2-hidr oxibencilamino)-3-metilbutirico (6c).
S6lido blanco, rend. 94 %, p.f. 227-228 °C; [a]y25= +1.53
(c=0.2, 3N HCI); IR n (KBr); 3460-3420 (NH), 3350-3150
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(OH), 3070 (CH4 o), 2876 (CHy;s), 1626-1605 (COO"), 1462
(CH,), 1388 (CH), 754 (0-sust), d, 1508 (NH) cm™1; EM, m/z
(%), [M*, 223 (19)], 192 (11), 180 (25), 179 (7), 178 (45), 122
(8), 108 (10), 107 (100), 86 (11), 79 (15), 78 (17), 77 (33), 72
(57), 57 (5), 56 (6), 55 (14), 53 (6), 52 (7), 51 (10), 41 (12), 39
(15), 30 (11), 28 (17), 27 (13); andlisis elemental, calculado,
% C, 64.56, % H, 7.67, % N, 6.27, encontrado, % C, 64.28, %
H, 7.57, % N, 6.35.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)-4-metilpentandico
(6d). Sdlido blanco; rend. 78 %, p.f. 235 dec. °C; [a]p®=-4.1
(c =0.22, 3N HCI); IR n (KBr); 3450-3420 (NH), 3320-3100
(OH), 3068 (CH_om), 2870 (CHg;s), 1630-1618 (COO"), 1462
(CH,), 1388 (CH), 754 (0-sust), d, 1508 (NH) cm™%; EM, m/z
(%), [M*, 237 (16)], 193 (11), 192 (79), 181 (6), 180 (5), 122
(19), 108 (11), 107 (100), 106 (6), 87 (5), 86 (85), 79 (11), 78
(14), 77 (30), 53 (6), 52 (8), 51 (10), 45 (5), 44 (13), 43 (14),
41 (16), 39 (16), 30 (52), 29 (10), 28 (21), 27 (21); andlisis
elemental, calculado, % C, 65.80, % H, 8.07, % N, 5.90,
encontrado, % C, 65.93, % H, 7.81, % N, 5.71.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)-3-metilpentandico
(6e). Sdlido blanco, rend. 78 %, p.f. 232-234 °C; [a]p%°=
+14.1 (c = 0.23, 3N HCI); IR n (KBr); 3435-3410 (NH),
3310-3016 (OH), 3062 (CH4om), 2880 (CHy;), 1638-1610
(COO"), 1464 (CH,), 1364 (CH), 756 (o-sust), d, 1498 (NH)
cml; EM, miz (%), [M*, 237 (11)], 192 (29), 180 (19), 108
(9), 107 (100), 86 (30), 77 (19), 51 (6), 41 (8), 39 (9), 30 (14),
29 (17), 28 (12), 27 (10); andlisis elemental, calculado, % C,
65.80, % H, 8.07, % N, 5.90, % O, 20.23, encontrado, % C,
65.98, % H, 7.83, % N, 5.62, % O, 20.57.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)-3-(4-hidroxifenil)
propionico (6f). Solido blanco, rend. 91 %, p.f. 252-253 °C;
[a]p?® = +1.57 (c = 0.19, 3N HCI); IR n (KBr); 3390-3360
(NH), 3380-3100 (OH), 3100 (CH 4om), 2840 (CH,if), 1630-
1606 (COO"), 1412 (CH,), 1384 (CH), 756, 824, (0-sust), d,
1515 (NH) cm1; EM, mz (%), [M*, 287 (0.07)], 180 (9.5),
136 (5), 108 (13.7), 107 (100), 91 (6.6), 79 (6), 78 (16.7), 77
(18.7), 52 (5.6), 51 (7.1), 39 (5), 28 (6); andlisis elemental,
calculado, % C, 66.89, % H, 5.96, % N, 4.87, encontrado, %
C, 66.62, % H, 6.04, % N, 4.95.

Acido (29)-2-(2-hidr oxibencilamino)-4-metilsulfanilbutiri-
co (6g). Solido blanco, rend. 82 %, p.f. 258-260 °C; [a] % = +
16.81 (c = 0.33, 3N HCI); IRn (KBr); 3430-3414 (NH), 3180-
3120 (OH), 3070 (CHom), 2858 (CHy;¢), 1622-1566 (COO"),
1436 (CH,), 1378 (CH), 756, (o-sust), d, 1508 (NH) cm1;
EM, m/iz (%), [M*, 255 (4)], 210 (18), 150 (9), 149 (9), 148
(100), 131 (10), 122 (47), 108 (12), 107 (100), 106 (12), 105
(6), 104 (43), 100 (15), 79 (19), 78 (25), 77 (44), 75 (10), 74
(14), 63 (6), 61 (57), 56 (51), 52 (13), 51 (16), 50 (9), 49 (5),
48 (5), 47 (13), 46 (10), 45 (18), 41 (12), 39 (21), 35 (9), 30
(11), 29 (13), 28 (44); andlisis elemental, calculado, % C,
56.45, % H, 6.71, % N, 5.48, % S, 12.56, encontrado, % C,
56.64, % H, 6.33, % N, 5.31, % S, 12.78.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)-3-(1H -indol-3-
il)propidnico (6h). Sdlido blanco, rend. 87 %, p.f. 226-227
°C; [alp25 = +2.5 (c = 0.24, 3N HCI); IR n (KBr); 3430-3410
(NH), 3270-3140 (OH), 3158 (CH,om), 2938, 2858 (CH i),
1624-1610 (COO-), 1460 (CH,), 1392 (CH), 744, (o-sust), d,
1506 (NH) cm-L; EM, m/z (%), [M+, 310 (1.0)], 277 (0.5), 236
(3), 204 (6.0), 180 (1.5), 159 (3), 131 (20), 130 (100), 128
(4.5), 122 (5.0), 107 (10), 103 (11), 78 (14), 77 (18), 52 (6.0);
andlisis elemental, calculado, % C, 69.66, % H, 5.85, % N,
9.02, encontrado, % C, 69.43, % H, 6.09, % N, 8.91.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)fenilacético (6i).
Sdlido blanco, rend. 80 %, p.f. 216-218 °C; [a]p,® = +5.03 (c
= 0.08, 3N HClI, solucién turbia); ; IR n (KBr); 3410-3370
(NH), 3380-3100 (OH), 3100 (CH_om), 2840 (CH,j), 1630-
1610 (COO"), 1415 (CH,), 1374 (CH), 756, 824, (0-sust), d,
1515 (NH) cm-L, EM, miz (%), [M+, 257 (3.70)], 213 (9.3),
212 (61.8), 122 (2.8), 107 (20.6), 106 (100), 79 (13.0), 78
(19.6), 77 (4.3), 52 (26.0), 45 (4.5), 36 (1.0), 28 (2.36); andli-
sis elemental, calculado, % C, 70.03, % H, 5.88, % N, 5.44,
encontrado, % C, 70.42, % H, 5.63, % N, 5.52.

Acido (2S)-2-(2-hidroxibencilamino)-3-fenilpropiénico
(6j). Sdlido blanco, rend. 83 %, p.f. 233-235 °C; [a]p2° =
+9.17 (c = 0.09, 3N HCI); IR n (KBr); 3510-3470 (NH),
3420-3310 (OH), 2930 (CH_om): 2850 (CHy;f), 1600-1610
(COO0"), 1450 (CH,), 1340 (CH), 756, 8601, (o-sust), d, 1510
(NH) cmt; EM, m'z (%), [M+, 271 (3.70)], 226 (3.4), 212
(0.7), 181 (8.8), 180 (99.8), 132 (4.6), 120 (67.0), 108 (9.0),
107 (100), 106 (32.0), 92 (10.3), 91 (18.6), 78 (32.3), 74
(67.2), 52 (4.3), 45 (2.0); andlisis elemental, calculado, % C,
70.83, % H, 6.32, % N, 5.16, encontrado, % C, 70.56, % H,
6.27, % N, 5.19.
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Abstract. The effect of ten molluscicidal sesquiterpene lactones was
tested on the enzyme phosphofructokinase (PKF) from rabbit muscle.
PFK was inhibited irreversibly by all the sesquiterpene lactones test-
ed. 7a-Hydroxy-3-desoxyzaluzanin C @) exhibited the highest effi-
cacy of inhibition with aK; value of 90 nM. This is also the lowest K;
reported for inactivation of this enzyme by sesquiterpene lactones.
The molluscicidal action of the sesquiterpene lactones tested in this
study correlates closely with their potency as PFK inhibitors.
Preincubation of 2 with dithiothreitol resulted in loss of inhibitory
power of the lactone. The substrates adenosine-5' -triphospate and
fructose-6-phosphate protected phosphofructokinase against inhibi-
tion by 2. The PFK inhibitory action and molluscicidal activity are
most significant when a hydroxyl group is in proximity of the nucle
ophile receptor site, thea-methylene-g-lactone moiety.

Keywords: Sesquiterpene lactones, phosphofructokinase inhibitors,
molluscicidal activity.

Resumen. Se evalud el efecto de diez lactonas sesquiterpénicas
molusquicidas sobre la enzima fosfofructocinasa (FFC) obtenida a
partir de musculo de conejo. La FFC se inhibio irreversiblemente por
todas las lactonas probadas. 7a-hidroxi-3-desoxizaluzanina C (2)
mostré la mayor eficiencia de inhibicién con un valor de K; de 90
nM. Este es también el valor de K; mas bajo informado para |a inacti-
vacion de esta enzima para lactonas sesquiterpénicas. La accién
molusquicida de las lactonas sesquiterpénicas evaluadas en este estu-
dio correlaciona con su potencia como inhibidores de FFC. La prein-
cubacion de 2 con ditiotreitol resultd en la pérdida del poder inhibito-
rio de lalactona. Los substratos 5'-trifosfato de adenosinay 6-fosfato
de fructosa protegieron ala fosfofructocinasa contra la inhibicion por
2. Laactividad inhibitoria de la FFC y la actividad molusquicida son
mas significativas cuando un grupo hidroxilo se encuentra en la pro-
ximidad del sitio receptor, el fragmento de la a-metilen-g-lactona-
Palabras clave: Lactonas sesquiterpénicas, inhibidores de las fosfo-
fructocinasa, actividad molusquicida.

I ntroduction

Sesquiterpene lactones have been shown to have anti-tumor,
anti-microbal, cytotoxic and phytotoxic activity [1-3]. They
have been known to cause allergic contact dermatitis in hu-
mans, livestock poisoning and to act as mollucidides against
the snails of the genus Biomphalaria [4].

All experimental evidence about the biological activities
of sesquiterpene lactones seems to indicate that the a-methyl-
ene-glactone portion of the molecule is essential for biologi-
cal activity. The main reason for activity of this moiety is its
reactivity towards nucleophiles to form a Michael-adduct. A
possible mechanism of action is the reaction with biological
nucleophiles found in the amino acid side chains of proteins
(e.g. cysteine, lysine or histidine).

Previous investigations have revealed that sesquiterpene
lactones act as inhibitors of certain enzymes of the energy pro-
ducing pathways [5,6]. In a previous study we have reported

a, b: New addresses.

the role of thiol groups in the activity and alosteric characte-
ristic of mammalian phophofructokinase (PKF) [7]. This
prompted us to test a series of sesquiterpene lactones which
we had previously isolated and determined their structure by
spectroscopic and X-ray diffraction techniques [8-10].

In this report evidence is presented that the molluscicidal
sesquiterpene lactone 2 irreversibly inhibits the in vitro activi-
ty of phophofructokinase and that the inhibitory efficacy cor-
relates closely with the molluscicidal action [8, 11].

Experimental

Materials. Dehydrocostuslactone (1), 7a-hydroxy-3-desoxyza-
luzanin C (2), 11,13-dihydro-7,11-dehydro-13-hydroxy-3-
dosoxyzaluzanin C (3) and 11,13-dihydro-7a-hydroxy-3-des-
oxyzaluzanin C (@) were isolated from Ambrosia confertiflora
[11] and parthenin (7) was isolated from Parthenium hys-
terophorous [10]. Allodesacetylconfertiflorin (8), 8a-ace-
toxyambrosin (9) and 2,3-dehydro-8a-acetoxypsilostachin C
(10) were prepared from confertiflorin [11].
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1 R=H 3
2 R=CH

4 R=H,1113-Dihydro

R R
5 R=0Ac
7 OH H
6 R=CH
9 H OAc

Fig. 1. Structure of the sesquiterpene lactones tested for their inhibi-
tion of phosphofructokinase from rabbit muscle.

Rabbit muscle phosphofructokinase (ATP: D-Fructose-6-
phosphate-1-phosphotransferase [EC 2.7.1.11], was extracted
and purified by the method of Ling et al. [12]. The enzyme
was stored in potassium phosphate buffer pH 8.0, 0.2 mM
EDTA, 60 % ammonium sulfate. Before use, it was dialyzed
against the same buffer but without the ammonium sulfate.

The auxiliary enzymes, rabbit muscle triose phosphate
isomerase [EC 5.3.1.1 (TPI) @-GDH) a-Glycerophosphate
dehydrogenase [EC 1.2.1.12] and rabbit muscle aldolase [EC
4.1.2.13] were purchased from Sigma.

Methods. PFK was assayed spectrophotometrically by mea-
suring the decrease in absorbance of NADH at 340 nm using
the aldol ase/triosephosphate isomerse/glycerophosphate dehy-
drogenase coupled assay method [7]. The sesquiterpene lac-
tone inhibitors were dissolved in methanol, and the control
assay contained the same volume of pure methanol as that of
inhibitor solution being added.

Optimal PFK activity assays were carried out following
the conditions described in the literature [7, 12] at pH 8.0. The
final reaction mixture pH 8.0, 0.01 mM EDTA, 40 mM KCl, 4
mM MgCl,, 4 mM NH,CI, 2mM ATP, 0.48 units of aldolase,
4.6 units triose phosphate isomerase, 0.5 units of a-gly-
cerophosphate dehydrogenase, 0.2 mM fructose-6-phosphate
and approximately 0.2 ng of PFK. The reaction was usually
started by the addition of fructose-6-phosphate. When the
effect of dithiothretiol (DTT) on the inhibitor was tested, the
reaction was started with the addition of the auxiliary enzymes
system followed by PFK.

David Vargas et al.

Table 1. Apparent K; and LC,, values for the guaianolide and
pseudoguaianolide series. Assays were carried out under optimal con-
ditions.

Compound Apparent K; (mM)*  LC,q, (24 h)**
Guaianolides
(1) Dehydrocostulactone 1.88 NA

(2) 7a-hydroxy-3-
desoxyzaluzanin

(3) 11,13-dihydro-7,11-
dehydro-13-hydroxy-
3-desoxyzaluzanin 2.36 NA
(4) 11,13-dihydro-

7a-hydroxy-3-

desoxyzaluzanin C 3.23 NA

Pseudoguaianolides

0.076 1.0 (0.75in 40 h)

(5) Confertiflorin 14.20 50
(6) Desacetylconfertiflorin 7.39 NA
(7) Parthenin 21.49 60
(8) Allodesacetylconfertiflorin -~ 3.24 25
(9) 8a-acetoxyambrosin 4.82 NA
(10) 2,3-dehydro-8a -acetoxy

psilostachin C 5.25 50

*Apparent K; is defined as the concentration required for 50 % inhibition of
enzymeactivity.
**L.Cyo (lethal concentration for killing 100 % of the snails within 24 h); val-
ues (in ppm) are those reported in references 8 and 11; NA = no activity.

Assays of PFK under allosteric conditions were run at pH
7.2 [14]. The reaction mixture contained 0.16 mM NADH, 1.0
mM DTT, 50 mM imidazole-Cl pH 7.2, 0.2 mM fructose-6-
phosphate, varied concentrations of Mg*. ATP, 4.6 units TPI,
0.5 units a-GDH, PFK and 0.1 mM of the inhibitor. The reac-
tion was started by addition of the Mg+/ATP solution to the
reaction mixture.

Results

Inhibition of PFK by lactones 1-10. The structures of the
molluscicidal sesquiterpene lactones tested for their inhibition
of PFK are shown in figure 1. The results of the inhibition
studies are presented in table 1. From the apparent K; values it
is clear that the most active inhibitor is 7a-hydroxy-3-des
oxyzaluzanin C (2), with an apparent K; value of 0.076 mM.
The other three guaianolides 1, 3 and 4 aso inhibited PFK to a
lesser extent with apparent K; values of 1.88, 2.36 and 3.23
mM, respectively. Lactone 2 inhibited 47 % of enzyme activi-
ty at concentrations as low as 0.029 mM. Above this value,
the extent of inhibition was linear with respect to the concen-
tration of lactone 2.

The pseudoguaianolides (5-10) also inhibited PFK but to
a lesser extent than any of the guaianolides. The strongest
inhibitor of this series was allodesacetylconfertiflorin (8) with
an apparent K; value of 3.24 mM. The least active of all the
lactone inhibitors was parthenin (7) with an apparent K; value
of 21.49 mM.
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Fig. 2. Inhibition of phosphofructokinase by varying concentrations
of 7a-hydroxy-3-desoxyzaluzanin C (2). Dixon plots at three concen

trations of fructose-6-phosphate and 2.0 mM concentration of AT
under optimal assay conditions (pH 8.0).

Addition of DTT to the assay mixtures affected the extent
of inhibition of PFK by the lactones. When DTT and PFK
were added together in the reaction mixture it had very little
effect in reducing the inhibitory power of the lactones.
Incubation of DTT and the lactone inhibitors for five minutes
prior to the addition of PFK resulted in lowering the extent of
inhibition. Complete neutralization of the inhibitory power of
the lactones was achieved when equimolar amounts of DTT
and the inhibitor were incubated together.

Further studies were carried out with the most active
inhibitor (2). The effect of 2 on the values of K, and V, un-
der optimal conditions for enzyme activity at pH 8.0 are
shown in Table 2. It is clear from these data that compound 2
lowers V,,, and increases K, of PFK with respect to its subs
trate, fructose-6-phosphate.

Protection of PFK by the substrate fructose-6-phosphate
under optimal conditions (pH 8.0) can be seen in the Dixon
plot [15] depicted in figure 2. An increase in the concentration
of fructose-6-phosphate results in an increase of the initial
velocity of the enzymatic reaction.

Assays were performed under alosteric conditions at pH
7.2, varying the concentration of ATP in presence and in
absence of the lactone inhibitor ). The results, shown in fi-
gure 3, indicate that compound 2 diminished the activity of
PFK but did not change its sensitivity to inhibition by excess
ATP. Thus the action of compound 2 seems to influence the
active site of the enzyme without affecting its ATP allosteric
site.

Discussion

The fact that the least active of the guaianolides 3 and 4 were
those that do not contain an exocyclic a-methylene-g-lactone
moiety seems to indicate that there is an enhancement of the
inhibitory power when this group is present. This is exempli-
fied by 7a-hydroxy-3-desoxyzaluzanin C (2), which is

7.0
s Mo inhibite

& S5 [1]=10.1 m
E =p
g S50
n A
g 40 1
' L .
2
] 1
=M

0.0 &

[H]#) 1.0 2.0 3.0
[ATP] {nubd}

Fig. 3. Effect of ATP concentration on inhibition of phosphofructoki -
nase by 7a-hydroxy-3-desoxyzaluzanin C (2) under allosteric condi-
tions (pH 7.2).

approximately 42 times more inhibitory than its dihydro
derivative (4).

However, the most outstanding result comes from the fact
that the presence of the C-7a-OH group in 7a-hydroxy-3-
hydroxy-3-desoxyzaluzanin C (2), when compared with dehy-
drocostus lactone (1), decreases the apparent K; value approxi-
mately 25-fold (from 1.88 mM for 1 to 0.076 for 2). It is note-
worthy that 2 is the most effective sesquiterpene lactone
inhibitor of phosphofructokinase reported so far in the litera-
ture [5, 6].

The most active compound of the pseudoguaianolide
series was allodesacetylconfertiflorin (8), with an apparent K;
value of 3.24 mM. The isomeric desacetylconfertiflorin (6) on
the other hand, was about 2.2 times less inhibory than 8.
When confertiflorin 6) with an apparent K; of 14.2 mM is
compared to 8a-acetoxyambrosin (9) and 8a-acetoxy-2,3-
dehydropsilostachin C (10) the introduction of an additional
a,b-unsaturated carbonyl function resulted in a significant
increase in inhibitory power with apparent K; values of 4.82
mM for 9 and 5.25 mM for 10. The presence of additional
reactive alkylating sites in lactones 9 and 10 could explain the
increase in activity of these two compounds. Surprisingly,
parthenin (7), which also contains a cyclopentenone moiety,
exhibits a significantly lower inhibition of PFK with an appa-
rent K; value of 21.5 mM. This could be due to steric hin-
drance caused by the angular allylic OH group plus the methyl

Table 2. Effect of 7a-hydroxy-3-desoxyzaluzanin C (2) on the K,
and V.ax Of phosphofructokinase with respect to fructose-6-phosphate
at pH 8.0, 20 mM ATP and 0.2 ng PFK per 1.0 mL of reaction mix-
ure.

Inhibitor* K, (MM) V max (24 D)™
0.00 0.2.70 + 0.040 0.099 + 0.003
0.37 0.412 + 0.098 0.031 + 0.001
0.56 0.985 + 0.144 0.026 + 0.001

*Inhibitor concentration in mM; ** Velocity in D OD/min.
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group at C-10, which may block access to the a,b-unsaturated
carbony! group of the cyclopentenone portion of the molecule.
It is aso possible, however, that the overall conformation of
parthenin is affected by the presence of the allylic hydroxyl
group, thus influencing its reactivity. These results are in
agreement with previous observations that, although an elec-
trophilic site in the sesquiterpene lactone is essential for its
inhibitory action on PFK, the efficacy of this action is influ-
enced by other structural and steric characteristics of the mo-
lecule [6]. The general acceptance that the substates protect
the enzyme against irreversible inhibition by stabilizing the
active form of the enzyme was confirmed by the experiments
of Hanson et al. [5]. Our results are in agreement with their
observations that the substrates ATP and fructose-6-phosphate
protect PFK against inhibition by the lactones. However, these
results differ slightly from the reported by Gaspar et al. [6]
who observed this protection to occur only with ATP.

The manner in which lactone 2 exerts its action can very
well be due to the uncommon OH group attached to C-7. We
believe that this group could possibly assist the nucleophilic
attack at the exocyclic a-methylene-g-lactone moiety. This
directing action could be due to the binding, possibly hydro-
gen bonding, of the hydroxyl group to a receptor at the active
site of the enzyme. Consequently, the reactivity of the lactone
moiety with nucleophilic centers such as thiol groups would
be enhanced, thus bringing about a blocking at the active site
of the enzyme or a conformational change unfavorable for its
activity.

Although the extent of activity is not the same in both
instances, it seems worthwhile to point out that the most
active inhibitors of the guaianolide and pseudoguaianolide
series are also the ones that exhibit the highest molluscicidal
activity (Table 1). Their LC,q, values against the snails of
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Biomphalaria glabrata are 1.0 and 25 ppm for 2 and 8,
respectively. This seems to indicate that molluscicidal activity
of the sesquiterpene lactones may be due to reaction of the
molluscicides with tiol-containing enzymes in a similar fash-
ion. The action of lactones most likely involves akylation(s)
of essential enzymes of the snail’ s metabolism.
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Abstract. We report here a new approach to study the mechanism of
radiation-induced degradation of polymeric materials based on the
combined analysis of radiolytic gases, and pyrolytic products from
preirradiated polymers by flash pyrolysis coupled to gas chromato-
graphy —Fourier transformed infrared spectroscopy— mass spec-
trometry with electron impact mode (GC-FTIR-MS). Bisphenol-A
polycarbonate (PC) was studied in the dose range from 0.125 to 1.0
MGy. PC irradiation was accompanied by the preferential release of
carbon monoxide followed by minor production of hydrogen, carbon
dioxide and methane. Pyrolyzed PC releases mainly carbon dioxide,
methane, benzene, toluene, phenol and 4-methyl-phenol. On the basis
of these results we suggest two main pathways of PC radiation-
induced scission with equal probabilities: (a) carbonate bond and (b)
aiphatic-aromatic bond ruptures.

Keywords: Polycarbonate, radiolysis, flash pyrolysis, GC-FTIR-MS,
mechanism of degradation.

Resumen. Reportamos una nueva metodologia para estudiar el
mecanismo de degradacion por radiacion de materiales poliméricos
basada en € andlisis combinado de los gases de origen radiolitico, y
los productos piroliticos, generados mediante la pirdlisis rapida de
polimeros pre-irradiados, acoplado a cromatografia de gases —espec-
troscopia de infrarrojo con transformada de Fourier— espectrometria
de masas por impacto electrénico. El policarbonato de bisfenol-A
(PC) fue estudiado en el rango de dosis de 0.125 a1.0 MGy. Lairra-
diacién del PC estuvo acompariada por la liberacién preferencial del
monoxido de carbono seguida de una produccién menor de hidré-
geno, didxido de carbono y metano. El PC pirolizado liberé princi-
palmente didxido de carbono, metano, benceno, tolueno y 4-metil -
fenol. Con base en |os resultados obtenidos sugerimos dos vias prir-
cipales paralaincision del PC por radiacién con igual probabilidad:
(a) ruptura del enlace carbonato y (b) ruptura del enlace alifético-
aromético.

Palabras clave: Policarbonato, radidlisis, pirdlisis instantanea, CG-
IRTF-EM, mecanismo de degradacion.

Introduction

Bisphenol-A polycarbonate (PC) is an important engineering
polymer bearing excellent mechanical properties, transparency
and relatively high heat resistance. lonizing radiation has been
widely used to modify polymeric materials, and the mecha-
nism of radiation-chemical transformations in some of them
has been investigated in detail [1-5], but for PC this question
has been not addressed appropriately. It is known that interac-
tion of ionizing irradiation with PC results in its degradation
[6-12]. Electron spin resonance studies of PC at 77 K have
shown the formation of -CgzH,-O% -CgH, xand -O-CgH,-
C(CHj3),xradicals [7]. Radiation-induced degradation is
accompanied by gas evolution from this polymer but data on
the chemical composition and yields of gases were contradic-
tory [6, 7]. Recently we have shown that PC irradiation is
accompanied by the preferential release of carbon monoxide
followed by minor production of hydrogen, carbon dioxide
and methane [13]. Gas analysisis agood indicator of the over-
all radiation-induced damage and is useful for the study of the
mechanism of polymer transformations caused by irradiation
[3,4]. Recently, some attempts have been made to modify PC

T Contribution from the Laboratory of Plasma Chemistry
and Planetary Studies.

via radiation grafting to introduce new functional groups into
this polymer or to crosslink it in the presence of additives for
PC to improve the chemical resistance against organic solver
ts [14-16], but nature of active centers in irradiated PC and
their contribution to contacts with compounds used for this
polymer modification were not considered. These investiga-
tions will clearly benefit from a detailed mechanistic study of
the chemical transformations and structural changes initiated
by ionizing radiation on PC.

Pyrolysis-gas chromatography (Py-GC) is widely used for
polymers characterization as a rapid and extremely sensitive
technique of investigation that provides unique structural
information for polymeric materials [17-19]. Py-GC, in com-
bination with mass spectrometry (MS), IR spectroscopy, size
exclusion chromatography and nuclear magnetic resonance,
was used for PC characterization [20, 21]. In addition direct
Py-MS was employed for investigation of thermal fragmenta-
tion processes in PC [22-24]. To our knowledge this technique
has not been used previously to characterize irradiated poly-
meric materials although it probably can provide relevant in
formation on the chemical transformations induced and could
also possibly contribute to the understanding of mechanism of
chemical transformation in the irradiated PC.
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Fig. 1. Reconstructed gas chromatogram of gases evolved from g
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Fig. 3. Mass spectrum (&) and infrared spectum (b) of carbon dioxide
formed from g-irradiated PC.
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In this work we apply these two analytical tools to study
the radiation-induced scission of PC: gas analysis and quanti-
tative pyrolysis-gas chromatography coupled to infrared spec-
troscopy and electron impact mass spectrometry.

Experimental

Irradiations of PC were conducted in the 60Co g-source
(Gammabeam 651 PT, Nordion International Inc.). Fricke
dosimeter was used to determine the dose rate of irradiator
under the experimental conditions used. PC pellets of about 2
mm thickness (10 g), supplied by General Electric Co (Lexan,
LBW248), were introduced into a 100 mL cylindrical Pyrex
reactor equipped with a high-vacuum stainless steel stopper.
The reactor was then connected into a vacuum manifold and
the air from the reactor and that absorbed in the pellets was
pumped out for several hours until the vacuum pressure was
maintained constant at 10~ bar. Then the reactor was closed
and irradiated at doses from 0.125 to 1.0 MGy with a dose
rate of 7 kGy/h.

Analyses of gases and pyrolyzates of blanks and irradiat-
ed PCs were performed using a Hewlett Packard (HP) gas
chromatograph 5890 series interfaced in parallel with a HP
FTIR-detector (model 5965) and a HP quadrupole mass spec-
trometer (5989B) operating in electron impact mode at 70 eV.
The column used was a PoraPlot Q fused-silica 25 m long ~
0.32 mm I.D. with a 2.5 m particle trap. The temperatures at
the interfaces and in the FTIR flow cell were at 260 °C. The
carrier gas used was helium (chromatographic grade from
Praxair, Inc.) with aflow of 1.2 mL min-1,

The gases produced by gamma irradiation of PC were
injected into the gas chromatograph by an automatic six-port
gas-sampling valve with a gas loop of 2 mL. The column pro-
gram temperature was isothermal at 30 °C for 4 min, and then
arate of 13 °C min-1 up to 240 °C, and finally isothermal for
5.62 min. The mass analyzer was scanned from m/z 10 to 100
at a scan rate of 8.6 scan/s. The electron impact chamber and
the quadrupol e were maintained at 200 °C and 100 °C, respec-
tively. The FT infrared detector scanned from 4000 to 550
cm-l at arate of 1.6 scan/s. Calibration curves of standard ga-
ses were prepared in helium at various mixing ratios using a
Linde mass flow measuring and control gas blending console
(FM4660) equipped with fast response mass flow control
modules (FRC) of 20 cm3 min-L capacity.

Powder of irradiated and non-irradiated PCs (particles
size of 60 mm) were made with a mill (Arthur H. Thomas Co,
Scientific Apparatus, Philadelphia, PA). A portion of this
powder (~1.5 mg) was loaded in a capillary quartz tube and
held in place using small plugs of quartz wool. Each tube was
then mounted in the center of a platinum coil filament-type
pyrolyzer (CDS Pyroprobe2000). Atmospheric air was remo-
ved from the pyrolysis cavity by flushing a stream of helium
(99.9999 %) for 3 min. The polymers were subjected to ather-
mal treatment of 200 °C for 10 s, then to 750 °C with a heat-
ing rate of 10 °C/ms, and finally holding this temperature for
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Tablel. Yields of gasesfrom irradiated PC.

Compound G Normalized yields*
Thiswork Ref. 6
Carbon monoxide 0.87 1.0 1.0
Hydrogen 0.08 0.09 0.03
Carbon dioxide 0.04 0.05 0.2
Methane 0.006 0.007 —
Oxygen — 0.001

*to carbon monoxide.

60 s. The resulting pyrolyzed gases and votaliles were injected
60 s after pyrolysisinto the injection port of the gas chromato-
graph by an automatic six-port gas-sampling valve. The
pyrolyzer probe is mounted on the top of the injection port of
the gas chromatograph. The pyrolyzer interface and the gas
chromatograph injection port were maintained at 250 °C. The
column program temperature was isothermal at 60 °C for 2
min, and then a rate of 10 °C min-1 up to 240 °C, and finally
isothermal for 35 min. The mass analyzer was scanned from
m/z 10 to 250 at a scan rate of 4.4 scan/s. The electron impact
chamber and the quadrupole were maintained at 250 °C and
100 °C, respectively. The FTIR detector scanned from 4000 to
550 cm-1 at arate of 1.6 scan/s.

The products were identified on the basis of their spectral
properties with the help of two spectral libraries: Wiley 138 K
MS and EPA IR Vapor Phase Databases.

Results and discussion

Figure 1 shows that carbon monoxide is the main radiolytic
gas with traces of carbon dioxide and methane. The identity of
these compounds was confirmed by electron impact mass
spectrometry and FTIR spectroscopy (Figs. 2-4). Hydrogen is
not detected by our analytical platform and so we inferred its
yield from the difference between measurements of total gas
pressure and the analysis of gases from GC-MS. The total
yield of gases derived from gas pressure measurements as
well as those detected by the GC-MS-FTIR system increases
linearly with the absorbed dose. Figure 5, as an example,
shows this dependence. The radiation-chemical yields (G
expressed as the number of molecules formed per 100 eV
abosrbed) of gaseous products from irradiated PC were calcu-
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Fig. 4. Mass spectrum (a) and infrared spectum (b) of methane
formed from g-irradiated PC.
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Fig. 7. Mass spectrum (a) and infrared spectrum (b) of phenol formed
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Table 2. Production rate of main pyrolytic products of g-irradiated
PC.

Compound Normalized rate*
Carbon dioxide -1.0
Methane -1.0
Benzene 0.0
Toluene 0.0
Phenol 11
4-Methylphenol 1.2

* to carbon dioxide. A negative or positive value implies depletion or
enhancement, respectively; whereas a zero value means no ateration with
dose.

lated, normalized to carbon monoxide and are reported in
Table 1. Thus, PC irradiation is accompanied by the preferen-
tial release of carbon monoxide followed by minor production
of hydrogen, carbon dioxide and methane. Our results are con-
sistent with the data of Golden and Hazell [6]; nevertheless,
the published results from Hama and Shinohara[7] arein con-
tradiction in that they found significantly more carbon dioxide
(about 0.5 relative to carbon monoxide). The possible reason
for these contradictory findings is the presence of absorbed
oxygen in PC due to insufficient pumping. From the gas ana-
lysisdatait is evident that carbon monoxide, the main gaseous
product, results from the carbonate bond rupture of PC (Sche-
me 1, channel a) and that decarboxylation is not important.
The radiation effect on the aliphatic group could result in
bond cleavage in the following regions: 1) hydrogen-aliphatic
carbon, 2) aliphatic carbon-aliphatic carbon, and 3) aromatic
carbon-aliphatic carbon. The radicals formed by case 1 and 2
would lead to the formation of molecular hydrogen and me-
thane, respectively. From our gas analysisit is clear that these
two processes are not important. Case 3 is supported by ESR
[7] in which these radicals are formed in channel b: -O-CgH,-
C(CHj),xand -CgH, % but their final stable products are not
found in the gas phase.

Pyrolyzates of irradiated and non-irradiated PC are essen-
tially similar in the type of products formed. Fig. 6 shows a
typical gas chromatogram of an irradiated PC which was
reconstructed by mass spectrometry. The main products of
both irradiated and non-irradiated PC are carbon dioxide,
methane, benzene, toluene, phenol and 4-methyl-phenol.
These compounds were identified on the basis of their MS and
IR spectra. As examples, figures 7 and 8 show the MS and IR
for phenol and 4-methylphenol. Other minor products shown
in figure 6 were only identified by MS due to their low yield
of production and the low sensitivity of the IR detector in
comparison with the MS. Analytical pyrolysisGC-FTIR-MS
shows however some quantitative differences between the
yields of these main products. Figure 9 shows the concentra-
tion trends for some selected compounds as a function of ra-
diation dose. We found three general trends as a function of
dose: enhancement, depletion and no change. The slopes of
the major products from pyrolyzates of PC normalized to that
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of carbon dioxide are given in Table 2. Both carbon dioxide
and methane decrease as a function of dose with the same
slope suggesting that the same probability of radiation-
induced damage occurred on both the carbonate and the
methyl groups of PC. The chemical yields of benzene and
toluene were not affected by radiation treatment followed by
pyrolysis. This indicates that the aromatic ring is not cleaved
from the backbone of PC by radiolysis whereas those of phe-
nol and 4-methylphenol increase roughly the same slope with
radiation dose. It must be emphasized that the slopes of deple-
tion for carbon dioxide and methane are roughly equal in
magnitude to those of enhancement for phenol and 4-methyl-
phenol suggesting that these chemical transformations occur
with a one-to-one stoichiometry.

The depletion of carbon dioxide from pyrolysis of the
irradiated samples is consistent with the evolution of carbon
monoxide during radiolysis of PC according to channel a.
Decarboxylation is not a significant process in irradiated PC
since the yield of carbon dioxide is quite low. The resulting
radical (1) very likely recombines with hydrogen atoms pro-
ducing a phenol fragment. This product will enhance the pro-
duction of phenol due to the aliphatic-aromatic bond cleavage
upon pyrolysis.

The depletion of methane from pyrolysis of irradiated
samples may seem to be in contradiction with gas analysis
datasinceit isfound in low quantitiesin irradiated PC. Howe-
ver, it can be explained satisfactory by subsequent chemical
transformations of radicals Il and Il in channel b leading to
the formation of vinylbenzene and 4-methylphenol fragments,
respectively. Upon pyrolysis we detected an enhancement of
4-methyphenol in irradiated PC but not of vinylbenzene. The
latter was detected in very low yield probably due to its poly-
merization at elevated temperatures. Combining the results
from both gases and pyrolysates we conclude that channels a
and b occur with equal probabilities and are the main channels
of radiation-induced scission of PC.

Conclusions

g-Irradiation of PC resulted in formation of different gases,
and their yields increased linearly with the absorbed dose. The
main product was carbon monoxide with the radiation-chemi-
cal yield of 0.87. Pyrolysis of irradiated PC resulted also in
formation of different products. The yields of carbon dioxide
and methane decreased linearly with absorbed dose whereas
those of phenol and 4-methylphenol increased. The yields of
benzene and toluene were unaffected by irradiation. The com-
bination of gas and pyrolyzate products from irradiated PC
enabled us to deduce the mechanism of gamma radiation-
induced scission of bisphenol-A polycarbonate. This method
is promising in the field of radiation chemistry of polymers
and has the advantage of no laborious chemical manipulation
of the sample after irradiation. Our results are relevant for the
purposeful modification of PC by radiation grafting, block-
copolymerization and crosslinking.
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Abstract. N-Carbomethoxyindole derivatives display 1H NMR
dynamic processes arising from the hindered rotation about the N-C
carbamate bond. Theoretical modeling by Molecular Mechanics pre-
dicts two conformational minima A and B, owing to the E and Z iso-
mers of the carbamate group. Conformer A, with the carbonyl carba-
mate group oriented towards the benzene ring is, in most cases, more
stable than the B conformer. A hydrogen bond provides an explana-
tion for the preference of the B conformer in 2. The energy profiles
revea that, between the molecules investigated, compound 3 has the
lowest barrier to rotation for the interconversion of the A and B con-
formers. The relative energies of 3 favored the A conformer in large
proportion (97:3). These results are consistent with the observed
sharp signds in the H NMR spectrum of 3, while compounds 2, 6
and 7 show some significantly broadened signalsin their 1H and 13C
NMR spectra.

Keywords: N-carbomethoxyindoles, hindered rotation, dynamic
processes, NMR.

Resumen. Los derivados de indoles N-carbometoxilados exhiben
procesos dindmicos en RMN 1H resultantes de la rotacion restringida
arededor del enlace N-C del carbamato. EI modelado tedrico por
mecanica molecular predice dos minimos conformacionales A y B,
debido alosisdomeros E 'y Z ddl grupo carbamato. El conférmero A,
gue presenta a carbonilo del carbamato orientado hacia el anillo de
benceno es, en la mayoria de los casos, més estable que el con-
formero B. La preferencia del conformero B en 2 se atribuye a la
presencia de un puente de hidrégeno. Los perfiles energéticos indican
que, entre las moléculas investigadas, el compuesto 3 tiene la menor
barrera rotacional para lainterconversion de los conférmeros A y B.
Las energias relativas de 3 favorecen a conformero A en amplia pro-
porcion (97:3). Estos resultados son consistentes con las sefiales agu-
das observadas en el espectro de RMN 1H de 3, mientras que los
compuestos 2, 6 y 7 muestran algunas sefiales significativamente
anchas en sus espectros de RMN delH y 13C.

Palabras clave: indoles N-carbometoxilados, rotacién restringida,
procesos dinamicos, RMN.

I ntroduction

Dynamic NMR studies about the barriers to internal rotation
related to amide bonds have shown E and Z conformersin N-
formylindoles [1]. However, for N-acetylindole derivatives a
single favored conformer (more than 90 %) has been obser-
ved, even at low temperatures [2]. In these cases, the carbony!|
group was preferentially oriented towards the benzene ring,
with the H-7 proton laying in the deshielding current, provided
steric or hydrogen bonding effects are not operative [2, 3]. On
the other hand, the existence of equilibrating rotamers due to
the carbomethoxy! substituent on the indole nitrogen has been
well documented [4].

As part of an ongoing study of N-carbomethoxyindole
derivatives, as intermediates for the total synthesis of bio-
active physostigmine type alkaloids [5], as outlined in Scheme
1, we became interested in exploring which structural changes
could influence the hindered rotation that some of these com-
pounds evidenced in their H and 13C NMR spectra [6]. For
these purposes the N-carbomethoxylated indole derivatives 2,
3, 6 and 7 were investigated.

Results and discussion

Compounds 2, 6 and 7 were found to display dynamic effects
in their 1H and 13C NMR spectra. The proton NMR spectrum
of 2, measured at room temperature in DM SO-dg, showed
broad H-7 (7.75 ppm) and carbamate methyl (3.79 ppm) sig-
nals, whereas H-2 bonded to an sp3 hybridized carbon atom
remained sharp. On heating, both H-7 and the carbamate
methy! signals became sharp, indicating that the rotational bar-
rier was exceeded at the C-N carbamate linkage. Theoretical
data (Molecular Mechanics [7]) predict that conformers A and
B (Fig. 1) are within an energy range of only 0.4 kcal mol-1in
favor of B (Table 1). The formation of a weak hydrogen bond
between the hydroxyl group, attached to an sp3 hybridized C-2
atom, and the carbonyl oxygen of the carbamate group could
be at the origin of the slightly more stable B conformation.
The hydrogen-oxygen distance was calculated to be 2.2 A
(Fig. 1), which is in the range for intramolecular hydrogen
bonding.

In the variable temperature *H NMR spectra of 6 mea-
sured in DM SO-dg, the signals of H-7 (7.60 ppm) and the car-
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Table 1. MMFF calculation results for the low-energy conformations
AandBof 2,3, 6and?7.

Comp  Re energy % Calcd poplna Rotn barrier
(kca mol-1) (T=298K) (kcal mol-1)
A B A B

2 0.4 0.0 34 66 118

3 0.0 20 97 3 9.8

6 0.0 15 93 7 12.8

7 0.0 12 88 12 115

aFrom DG° =—-RT InK.

bamate methyl (3.83 ppm) group are significantly broadened
at temperatures between 298 and 333 K. Clear sharpening was
observed for these resonances above 343 K. At 353 K the sig-
nal owing to H-7 appears as doublet with J,;n, = 8.8 Hz (Fig.
2). The 13C NMR spectrum of 6, measured at room tempera-
ture, showed considerable broadening for the resonances
owing to the two carbons of the N-carbomethoxyl group
(152.4 and 53.2 ppm), C-7a (137.2 ppm), C-3b (132.3 ppm)
C-7 (115.2 ppm), C-8a (96.7 ppm) and C-3a (48.3 ppm),
which sharpened at 343 K (Fig. 3). For compound 6, theoreti-
cal calculations predict that conformation A (Fig. 1), with the
carbonyl carbamate group oriented towards the benzene ring,
is preferred over B in a 13:1 ratio and with a relative energy
difference of 1.5 kcal mol-1 (Table 1). The lower stability of B
appears to result from the electrostatic repulsion between the
electron lone pairs of the oxygen C=0 carbamate group and
those of the oxygen furan ring.

Examination of the proton NMR spectrum of 7, measured
at ambient temperature (298 K) in CDClj, reveals that the sig-
nals due to H-7 (8.00 ppm), H-2 (7.32 ppm) and the carba-
mate methyl (3.98 ppm) group are very broad. When measure-
ments were carried out in DM SO-dg the signals were signifi-
cantly sharpened, suggesting a fast rotation at the C-N carba-
mate linkage on the NMR time scale. For compound 7 theo-
retical calculations predict two conformational minima, A and
B (Fig. 1). Conformation A with the carbonyl carbamate
group oriented towards the benzene ring is preferred over B
by a relative energy difference of 1.2 kcal mol-1, which cor-
respondsto the 7:1 ratio (Table 1).

The proton NMR spectrum of 3, measured at room tem-
perature in both CDCl; and DM SO-dg, showed sharp signals
for all resonances, which fits with fast interconverting con-
formers on the NMR time scale. For compound 3, calculations
for both conformational minima, A and B, suggest that the
one with E arrangement is the most stable by 2.0 kcal mol-L.

The dihedral drive option in the Spartan Pro program
allowed us to calculate barriers to rotation of the carbamate
groupin 2, 3, 6 and 7, the corresponding data are collected in
Table 1. As shown in figure 4, the two ground state conforma-
tions A and B of compounds 2, 3, 6 and 7, can be converted
into each other by overcoming energy barriers of 11.8, 9.8,
12.8 and 11.5 kcal mol-1, respectively. These barriers are sma-
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2A (E) 2B(2)
3A (E) 3B(2)
6A (E) 6B (Z
- . - 3
| ) LA/
N \ ~ N\ —
- -
T .
A \
7A (2) —7BE——

Fig. 1. Computed geometries A and B of 2, 3, 6 and 7 optimized at
the MMFF level.

Iler than the activation barriers determined for E-Z isomerisa-
tion in amides, which lies in the 14.6-21.5 kcal mol-1 range
[8]. Asin amides, the carbamate group prefers to be planar (A
or B conformations). Experimental evidence for this lies in
crystal structure determinations carried out in N-carbometho-
xylated indoles [9]. Twisting is accompanied by pyramidalisa-
tion at nitrogen as n—p* .o~ delocalization is progressively
turned off, until it disappears completely at a twist of ca. 90°
(270°), where the lone pair liesin the nodal plane of the p-sys
tem of the carbonyl group (Fig 5). The 90° (270°) rotamer
represents a higher energy conformation. For compound 3, the
corresponding computed barrier to rotation is the lowest, by
ca. 2 to 3 kcal mol-1, allowing the molecule to exists in a fast
equilibrium of conformers A and B, with the weighted aver-
age strongly in favor of A. These results are in good agree-
ment with the observed sharp signalsin the IH NMR spectrum
of 3, measured at 298 K.

Experimental

Melting points were obtained on a Fisher-Johns melting point
apparatus and are uncorrected. IR spectra were obtained using
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Fig. 2. 300 MHz 1H NMR spectra (DMSO-d;) of the aromatic (left)
and methoxyl (right) regions of 6, measured at various temperatures.
Line widths at half height (in Hz) for H-7 and the carbomethoxyl pro-
tons are given at each temperature.
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Fig. 3. 75 MHz 13C NMR spectra (DMSO-dg) of 6, measured at 298
K (bottom) and at 343 K (top). The C-methyl signal at 23.6 ppm is
not shown.
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a Perkin EImer 16F PC FT-IR spectrophotometer. EIMS were
obtained on Varian Saturn 2000 or Hewlett Packard 5989A
spectrometers. NMR spectra were recorded on Varian Mercu-
ry spectrometers working at 300 and 75.4 MHz for 1H and
13C, respectively. Chemical shifts are reported in ppm down-
field from tetramethylsilane. Standard library pulse sequences
were used for all NMR experiments. Dynamic NMR measure-
ments were performed with samples thermostated by means of
a stream of air heated to required temperatures. Molecular
mechanics force field calculations [7] were performed using
the PC Spartan Pro program [10]. Compounds 2 and 6 were
obtained from 1 as intermediates in the formal total synthesis
of the alkaloids physostigmine and physovenine [11], whereas
3 and 7 were obtained as by-products during the same synthe-
ses (Scheme 1).

Methyl (Z)-3-(1-Cyano-2-methoxy-2-oxoethylidene)-2,3-
dihydro-2-hydroxy-5-methoxy-1H -indole-1-car boxylate (2)
and its O-acetyl derivative 3. To a precooled (0 °C) stirred
solution of 1 [11] (3.9 g, 12.9 mmol) in glacial acetic acid (40
mL) was added dropwise a solution of chromium oxide (4.5 g)
in water (25 mL). The reaction mixture was stirred for 1 h at 0
°C and then poured onto cracked ice. The crude precipitate,
which had formed, was collected by suction filtration and
washed with water (3 © 25 mL). The solid residue was dis-
solved in EtOAc (200 mL), washed with brine, and dried over
Na,SO,. The solvent was removed under reduced pressure,
and the residue was crystallized from EtOAc to afford 2, as
yellow solid (3.37 g, 82 %): mp 173-174 °C (EtOAc / hexa-
ne); R = 0.26 (4:6, EtOAc / hexane); IR (CHCI;) n,.: 3570,
3030, 2220, 1724 cm-L; 1H NMR (DMSO-dg) d 7.75 (1H, br s,
H-7), 7.71 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-4), 7.35 (1H, d, J = 7.9 Hz,
OH), 7.27 (1H, dd, J = 9.1, 2.6 Hz, H-6), 6.55 (1H, d,J=7.9
Hz, H-2), 3.84 (3H, s, O-CHy), 3.79 (3H, br s, O-CH;), 3.75
(3H, s, O-CHy); 13C NMR (DMSO-dg) d 162.8, 162.2, 155.2,
151.3, 141.3 (br), 124.1, 122.1, 116.0, 115.9, 108.0, 95.4,
82.8, 55.5, 53.0, 52.9 (br); EIMS nvz 318 [M]+ (100), 286
(41), 258 (40).

The filtrate obtained after the isolation of 2 was allowed
to stand at room temperature for 5 days. The formed red crys
tals were filtered to give the O-acetyl derivative 3 (0.11 g, 2
%): mp 145-147 °C (EtOAc / hexane); Ry = 0.43 (4:6, EtOAC
/ hexane); IR (CHCI ;) N, 3032, 2218, 1728, 1256 cm-L; 1H
NMR (DMSO-d;) d 7.85 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-7), 7.81 (1H,
d, J=2.7Hz, H-4), 7.59 (1H, s, H-2), 7.35 (1H, dd, J = 9.1,
2.7 Hz, H-6), 3.81 (3H, s, O-CH3), 3.79 (3H, s, O-CH,), 3.77
(3H, s, O-CH3), 1.98 (3H, s, CHy); 13C NMR (DMSO-dg) d
166.8, 160.9, 158.9, 155.6, 151.3, 141.5, 123.6, 123.2, 116.6,
115.6, 108.2, 97.0, 81.7, 55.7, 53.5, 53.3, 20.5; EIMS nvz 318
[M-42]+ (8), 302 [M-58] + (63), 243 (100), 199 (49).

Methyl 5-M ethoxy-3a-methyl-2-oxo-2,3,3a,8a-tetr ahydro-
8H -fur o[ 2,3-b]indole-8-car boxylate (6) and its degradation
product 7. Compound 5 was obtained from 4 by the proce-
dure described in Ref. [11]. A mixture of 5 (132 mg, 0.44
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Scheme 1. Preparation of the compounds.

mmol) and alumina (1.18 g) in 10 % aqueous THF (6 mL)
was stirred at reflux until TLC analysis showed complete dis-
appearance of starting material (0.5 h). The alumina was fil-
tered off and washed with EtOAc (5 ~ 20 mL). The filtrate
and the eluates were combined, concentrated, and purified by
flash chromatography on silica gel. Elution with increasing
concentration of EtOAc in hexane gave indole 7 as pale yel-
low solid (9 mg, 9 %): mp 49-50 °C (DM SO); R; = 0.83 (4:6,
EtOAc / hexane); IR (CHCI;) Ny, 3012, 1728, 1376, 1266
cmt; IH NMR (DM SO-dg) d 7.93 (1H, br d, J = 8.8 Hz, H-7),
7.41 (1H, m, H-2), 7.06 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-4), 6.94 (1H,
dd, J = 8.8, 2.2 Hz, H-6), 4.95 (3H, s, O-CH3), 3.82 (3H, s, O-
CHy), 2.20 (3H, d, J = 1.3 Hz, CHy); 3C NMR (DM SO-dg) d
155.6, 150.7, 131.8, 129.3, 123.0, 116.6, 115.2, 112.9, 101.9,
55.4,53.7,9.2; EIMSm/z 219 [M]* (100), 204 (46), 160 (26).
Further elution gave the principal reaction product,
furoindole 6 (2:8, EtOAc / hexane), which was isolated as
white solid (91 mg, 75 %): mp 136-137 °C (CHCI;/ hexane);
R; = 0.31 (4:6, EtOAc / hexane); IR (CHCI3) ng.: 3018,
1784, 1722, 1212 cmL; I1H NMR (DM SO-dg) d 7.77 (1H, br s,
H-7), 6.83 (1H, br dd, J = 8.9, 2.3 Hz, H-6), 6.73 (1H, d, J =
2.3 Hz, H-4), 6.12 (1H, br s, H-8a), 3.90 (3H, br s, O-CH,),
3.80 (3H, s, 0-CH3), 2.99 (1H, d, J = 17.9 Hz, H-3), 2.84 (1H,
d, J=17.9 Hz, H-3), 1.43 (3H, s, CHy); 13C NMR (DM SO-
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Fig. 4. Energy profiles for the interconversion of the A and B con-
formersin 2, 3, 6 and 7, calculated at the MMFF level.
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Fig. 5. The N-C carbamate bond twisting.

ds) d 173.4, 157.0, 152.6 (br), 136.0 (br), 133.1 (br) 116.2,
114.0, 109.4, 97.5, 55.8, 53.2 (br), 48.1 (br), 41.3, 24.9; EIMS
m/z 277 [M]* (100), 232 (20), 218 (26).
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Abstract. b-Alanine, an inexpensive b-amino acid, was converted
into the 2-phenylperhydropyrimidin-4-one derivative (1), which can
be alkylated with high diastereoselectivity via the corresponding eno-
late. The high stereoselectivity observed for the reaction of (1)-Li
with el ectrophiles seems to be due to steric hindrance generated by an
axial disposition of the phenyl group at C(2), which directs addition
from the enolate face opposite to this group. These results pave the
road to the enantiosel ective synthesis of a-substituted b-amino acids.
Keywords: b-amino acid, diastereoselective alkylation, perhydropy-
rimidinone.

Resumen. b-Alanina, un aminoécido accesible, fue transformado al
derivado 2-fenilperhidropirimidin-4-ona (1), que puede ser alquilado
con alta diastereoselectividad mediante el enolato correspondiente.
La alta estereoselectividad observada para la reaccion de (1)-Li con
electrofilos parece ser debida a impedimento generado por la dis-
posicién axial del grupo fenilo en C(2), el cual dirige laadicion por la
parte opuesta a este grupo. Estos resultados facilitan €l camino a la
sintesis enantiosel ectiva de b-aminoécidos substituidos en a.
Palabras clave: b-aminoacidos, alquilacion diastereoselectiva, per-
hidropirimidinona.

I ntroduction

Perhydropyrimidin-4-ones (1) are interesting heterocyclic com-
pounds that represent protected forms of b-amino acids and are
chiral precursors for the asymmetric synthesis of a-substituted
b-amino acids [1]. The presence of the cyclic amidal moiety
alowsthe acid hydrolysis of these compounds, affording direc-
tly the corresponding b-amino acids (Scheme 1).

The preparation of b-amino acids is an interesting topic
that now has attracted a great deal of attention, because unu-
sual amino acids, such as a-substituted a-amino acids, b-
amino acids, and g-amino acids, allow the preparation of novel
types of peptides that are catalysts or carriers of biologically
active residues with pharmacologically interesting properties
[2]. In order to design new enzyme-type ligands, conforma-
tional constraints have been introduced in the peptide chain,
and this approach has provided an important rationalization
for protein ligand development. In this context, the incorpora-

1. LDA o
—», R_( __RX -750C_ -
T2 Ht0 HN

|
Scheme 1

tion of unusual amino acids [3] results in conformational
restriction and increased rigidity, leading to enhanced resis-
tance towards protease enzymes and to the favoring of a par-
ticular secondary structure.

With the aim of obtaining a-substituted b-amino acids in
enantiomerically pure form, the functionalization at C(5) of
the perhydropyrimidin-4-ones through akylation of the cor-
responding enolates has been designed by Juaristi [4], Cardillo
[5] and Konopelski [6]. The presence in the heterocyclic ring
of one or more stereocenters favors high diastereoselection in
the alkylation step (Scheme 2).

In particular, in view of the successful development of 2-
t-butylperhydropyrimidinones for the preparation of a-alkyl b-
amino acids [4], it was considered that the 2-phenylperhy-
dropyrimidin-4-one derivative (1) might serve as an effective
chiral substrate for the synthesis of a-substituted b-amino
acids.

R\ 0O R_\ 3
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R 5 —_—_  » R
JS/N A 2. R"X -750C _<
o=c W o=c R’
\
R R
Scheme 2
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Results and discussion

A. Synthesis of 1-benzoyl-2-phenyl-3-methylperhydropy-
rimidin-4-one (1). The heterocycle rac-(1) was prepared from
b-alanine by initial conversion to its methyl ester (2) and then
to the corresponding N-methylamide (3), which formed a
Schiff base with benzaldehyde (azeotropic removal of water).
Cyclization of imine (4) with benzoyl chloride/DMAP afford-
ed the desired rac-perhydropyrimidinone (1), with an overall
yield of 51 % (Scheme 3).

B. X-Ray diffraction study of 1-benzoyl-2-phenyl-3-me-
thylperhydropyrimidin-4-one (1). Because of the present
interest in the understanding of the precise structure of nitro-
gen-containing heterocycles [4d], and because such informa
tion can be important in ascertaining the factors responsible
for the stereosel ectivities observed (see below), we carried out
X-ray structural analysis with a suitable crystal of perhy-
dropyrimidinone (1). A view of the solid-state structure of (1)
is provided in figure 1. The pyrimidinone ring is rather flat
and has a sofa conformation with four of the six atoms appro-

Jaime Escalante et al.

Table 1. Diastereoselectivity of Enolate (1)-Li Alkylations.

LY o W [n]
k M
1. LDA
Ph— } —_— s
w— LN -TEEC 3 ¥ E ;
& &

rac-1 rac-frams-5, =T, ,'.I-
product RX ds, % isolatedyield, % mp, °C
5 CH,l >06 762 111-113
7 CeHsCH,Br >06 400 165-166
9 CH,=CHCH,Br >96 » 100 100-101
10 iso-Prl — — —

a) In addition, we obtained the dimethylated product (6) in 24 % yield,
mp 136-137 °C.

b) In addition, we obtained the diastereomeric product cis-(8) in < 4 % yield,
mp 243-244°C,

ximately in aplane, and the nitrogen N(1) and carbon C(6) out
of plane. The most interesting feature of the crystal structure
is, however, that the six-membered ring adopts a conforma-
tion with an axial phenyl group, just like the tert-butyl group
in the 2-t-butyl analogs. [4]. The practical consequences are
also significant: if the enolate would still have a conformation
with an axial phenyl group, one of its faces would be sterical-
ly hindered for attack by electrophiles. This was indeed the
case, as described in the following section.

C. Diastereoselectivity of alkylation of enolate (1)-Li. The
alkylation products 5, 7 and 9 were formed by treatment of
enolate 1-Li, generated with lithium diisopropylamide (LDA)
in THF, with halides RX at —78 °C. High diastereosel ectivity
(ds > 96 %) was found as indicated by integration of the 13C
NMR spectra of the crude products (Table 1).

That addition took place preferentially from the side
opposite to the phenyl group, to afford the trans products, was
determined by X-ray diffraction analysis (Figs. 2-4).

Fig. 1. X-ray diffraction study of rac-1-benzoyl-2-phenyl-3-
methylperhydropyrimidin-4-one (1).

Fig. 2. rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3,5-dimethyl perhydropyri -
midin-4-one (trans-5).
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Fig. 3. rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3-methyl-5-benzylperhydropy-
rimidin-4-one (trans-7).

Fig. 5. rac-1-Benzoyl-2-phenyl-3,5,5-trimethyl perhydropyrimidin-4-
one (6).

In addition, we obtained the dimethylated product (6)
when the electrophile is CH4l, as conseguence of a second
addition of CHjl (Eq 1). The solid-state crystal structure of 6
shows that steric repulsion provokes bending of the 2-phenyl
ring. (Fig. 5).

N0 \ our NP0
1.LDA N 2 cHy CHs
Ph—(  YmcH, —=——— ph—{ cHy —=» (D]
N CH,
87 87 -4
trans-5 6

Finally, an X-ray diffraction study of the benzylated
derivative (8) (Fig. 6) confirmed its relative configuration as
cis, which can be envisaged to result from epimerization at

Fig. 4. rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3-methyl-5-(2-propenyl)perhy-
dropyrimidin-4-one (trans-9).

Fig. 6. rac-2r-5c-1-Benzoyl-2-phenyl-3-methyl-5-benzylperhydropy-
rimidin-4-one (cis-8).

C(5) in adduct (7) (eq 2). Interestingly, the solid-state confor-
mation of cis-8 suggests that the aromatic phenyl rings at C(2)
and the benzyl substituent may experience p/p attraction [7].

\ 0 \ Li* N
2.H3'0
Ph—(/\/\/:/§""CH2Ph -L1DA 5 Ph—(N CHPh ———» Ph%HzPh (2
Bz/\‘

Bz Bz
7 8

Finally, no alkylation reaction was observed with isopro-
py! iodide as electrophile, as consequence of the lower reac-
tivity of the secondary halide.
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Table 2. Crystal datafor al the structures reported in this paper.
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rac-(1) trans-(5) (6) trans-(7) cis-(8) cs-(9)
Formula CigHi1sN20> CioH20N202 CaoH22N202 Ca5H24N202 CasH24N202 CaH2:N20,
MW 294.34 308.37 322.38 384.46 384.46 334.41
cryst system tetragonal Triclinic Monaclinic Monoclinic orthorhombic monoclinic
space group P4,2,2 P-1 Cc2 P2,/c P bca Cc
a(A) 9.210 (1) 7.8363 (11) 33.8200 (9) 9.4225 (19) 10.1508 (1) 8.704 (5)
b(A) 9.210 (1) 9.1857 (13) 8.6920 (2) 24.706 (5) 18.7676 (2) 22.550 (1)
c(A) 37.021 (7) 12.5603 (18) 12.1370 (4) 9.1370 (18) 21.4901 (2) 9.303 (6)
a (deg) 90 69.640 (2) 90 90 90 90
b (deg) 90 83.621 (2) 105.923 (12) 106.197 (4) 90 98.483 (1)
g(deg) 20 78.103 (2) 90 90 90 20
V (A3) 3140.3 (8) 828.7 (2) 3430.9 (2) 2042.6 4094.1(9) 1806.0 (0.3)
z 8 2 8 4 8 4
Dx (g cmr3) 1.25 1.236 1.248 1.250 1.247 1.230
F(000) 1248 328 1376 816 1632 712
uniquereflecns 1936 2926 2804 3614 3615 3188
final Rvaue 0.034 0.051 0.057 0.0417 0.088 0.042
Conclusions Methyl b-Aminopropionate Hydrochloride (2). b-

b-Alanine, an inexpensive and achiral amino acid, was con
verted efficiently into the racemic perhydropyrimidinone 1.
The high diastereoselectivity observed in the addition of eno-
late 1-Li to electrophiles shows that the chirality center at
C(2) supporting the phenyl group induces the stereoselective
formation of the new stereogenic center at C(5). These results
pave the way to the exploitation of enatiopure analogs of rac-
1 in the asymmetric synthesis of a-substituted b-amino acids.

Experimental Section

General. Flasks, stirring bars, and hypodermic needles used
for the generation and reactions of organolithiums were dried
for 12 h at 120 °C and allowed to cool in a desiccator over
anhydrous CaSO,. Anhydrous solvents were obtained by dis-
tillation from benzophenone ketyl [8]. The n-BuLi employed
was titrated according to the method of Juaristi et al. [9].

TLC: Merck-DC-F,5, plates; detection by UV light. Flash col-
umn chromatography [10]: Merck silica gel (0.040-0.063
mm).

Melting points: Mel-Temp apparatus; not corrected. IH NMR
spectra: Hitachi: 60 MHz, JEOL: 270 MHz, Varian 200 MHz
and 400 MHz. 13C NMR spectra: Varian 50 MHz and 100
MHz. Chemical shifts (d) are given in parts per million down-
field from the internal TMS reference; the coupling constants
(J) in hertz.

X-Ray diffraction analysis. CAD4-Enraf-Nonius and APEX-
Bruker diffractometer. The structures were solved by direct
methods using the program SHEL XS [11]. Space groups, cell
constants, number of reflections measured, and final R values
are collected in Table 2.

Aminopropionic acid (10 g, 112.3 mmol) in 60 mL of freshly
distilled methanol was placed in a round-bottom flask provid-
ed with an addition funnel and a magnetic stirrer. The solution
was cooled to 0 °C and treated dropwise with 10.64 mL
(145.99 mmol) of thionyl chloride. The reaction mixture was
stirred at ambient temperature for 1 h, concentrated in a rotary
evaporator, and the precipitate was then filtered to afford
15.38 g (98 % vyield) of the desired ester as crystals with mp
92-94 °C (lit [12]. mp 94-95 °C). RMN 1H (60 MHz, D,0) d
2.5 (br, 2H, C(O)-CH,), 3.0 (br, 2H, N-CH,), 3.6 (s, 3H, O-
CHy).

N-Methyl b-Aminopropionamide Hydrochloride (3).
Methyl b-aminopropionate hydrochloride (15.35 g, 110
mmol) in 70 mL of methanol was placed in a round-bottom
flask provided with a magnetic stirrer and an addition funnel.
The soluction was cooled to 0 °C and treated dropwise with
16 mL (215 mmol) of aqueous 40 % methylamine. The result-
ing mixture was stirred at 0 °C for 72 h. The solvent was
evaporated to afford 15.08 g (99 % yield) of the desired amide
(3) as hygroscopic oil: RMN 1H (60 MHz, D,0O,) d, 2.6 (brs,
2H, C(0)-CH,), 3.0 (s, 3H, N-CHj), 3.1 (br, 2H N-CH,).

b-(N-3-Benzylidenamino)-N-methylpropionamide (4).
Amide 3 (15.00 g, 108 mmol) in 70 mL of benzene was placed
in a round-bottom flask provided with an addition funnel and a
magnetic stirrer. The resulting suspension was treated dropwise
and with stirring with 24.1 mL (173.3 mmol) of freshly distilled
Et;N, and then with 12.9 mL (127.1 mmol) of benzaldehyde.
The reaction mixture was heated to reflux for 17 h, with a
Dean-Stark trap being used to collect the water that was genera-
ted. The precipitated triethylamine hydrochloride was removed
by filtration, and the filtrate was concentrated to afford 20.52 g
(~100 % yield) of the crude imine (4) as a brown oil. This pro-
duct was not purified because is very sensitive to water.
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1-Benzoyl-2-phenyl-3-methylper hydr opyrimidin-4-one (1).
Imine (4) (20.52 g, 108 mmol) in 90 mL of benzene was
placed in a round-bottom flask provided with an addition fun-
nel and a magnetic stirrer. The resulting suspension was treat-
ed with 12.7 g (104 mmol) of DMAP and with 14.6 mL
(127.1 mmol) of benzoyl chloride (dropwise). The reaction
mixture was heated to reflux for 3 h. The reaction mixture was
alowed to cool to ambient temperature, and the precipitated
dimethylaminopyridine hydrochloride was removed by filtra-
tion, and the filtrate was concentrated vacuum. The product
(1) was purified by flash chromatography (n-hexane / ethyl
acetate, 90:10 to 50:50) to furnish 16.84 g (53 % yield) of a
white solid, mp 145-149 °C. IH RMN (270 MHz, CDCl;) d
2.41 (ddd, Jem = 17.5 HZ, Jpache = 5.4 HZ, Jpqcne = 2.22 Hz,
1H, C(0)-CH,); 2.54 (ddd, Jem = 17.5 Hz, J;y; = 11.13 Hz,
Jyauche = 7.67 Hz, 1H, C(0)-CH,), 2.96 (s, 3H, N-CHy), 3.21
(ddd, Jyem = 13.85 Hz, Ly = 11.13, Jjqcne = 544 Hz, 1H, N-
CH,), 3.75 (brs, 1H, N-CH,), 6.9 (brs, 1H, Ph-CH), 7.3 (m,
10H, Phy Bz); 3C RMN (50 MHz, CDCl;) d 31.9 (CH,CO),
33.5 (CH3N), 39.0 (CH,N), 69.0 (PhCH), 126.6 (Cp phenyl),
129.1 (Co phenyl), 129.18 (Cm phenyl), 136.9 (Cipso phenyl),
126.8 (Cm benzoyl), 128.8 (Co benzoyl),130.5 (Cp benzoyl),
134.50 (Cipso benzoyl), 167.7 (Ph-C0O),169.9 (NCO).

General Procedure for the Reaction of Pyrimidinone
Enolate (1-Li) with Electrophiles. A solution of (i-Pr),NH
(154 mg 1.1 mmoal) in 50 mL of THF was cooled down to —78
°C (dry ice / acetone bath) before the slow addition of 0.45
mL (1.1 mmol) of n-BuLi in hexane (2.5 M). The resulting
solution was stirred at —78 °C for 20 min ant then treated with
294 mg (1 mmol) of pyrimidinone (1) in 20 mL of THF. The
yellow solution formed was stirred at —78 °C for 1 h before
the addition of the electrophile (1.2 mmol), and the reaction
mixture was stirred at this temperature for 1 h and at ambient
temperature for 15 min. Then the mixture was treated with 10
mL of saturated agueous ammonium chloride. The agueous
phase was separated and extracted three times with 50-mL
portions of CH,Cl,. The combined extracts were dried (Na,
SO,), filtered, and evaporated to give the crude product.

rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3,5-dimethylper hydropyrim-
idin-4-one (trans-5) and rac-1-Benzoyl-2-phenyl-3,5,5"-
trimethylper hydropyrimidin-4-one (6). The general proce-
dure was followed for the alkylation of 0.588 g (2 mmal) of 1
with 0.13 mL (2.2 mmol) of CHl. Purification of the crude
product by flash chromatography (n-hexane / ethyl acetate,
90:10 to 40:60) afforded 450 mg (76 % yield) of trans5 and
110 mg (24 % yield) of 6.

cis-5: mp 111-113 °C; H RMN (200 MHz, CDCI;) d 1.18
(br, 3H, CH-CH,3), 2.51 (br, 1H, CH-CH;), 3.05 (s, 3H, N-
CHy), 3.48 (br, 2H, CH-CH,), 7.4 (br, 1H, Ph-CH), 7.6 (m,
10H, Ph and Bz); 13C RMN (50 MHz, CDCl;) d 17.16 (CH-
CHy), 34.0 (CH-CH,), 36.39 (N-CH,), 46.29 (CH-CH,), 68.93
(Ph-C), 126.3 (Cp phenyl), 129.1 (Co phenyl), 129.3 (Cm
phenyl), 137.5 (Cipso phenyl), 127.1 (Cm benzoyl), 128.9 (Co

benzoyl), 130.4 (Cp benzoyl), 134.8 (Cipso benzoyl), 170.71
(Ph-CO), 171.98 (N-CO).

6: mp 136-137 °C; 'H RMN (200 MHz, CDCl,) d 1.12 (br,
6H, C-(CHs),), 2.95 (s, 3H, N-CHy), 3.29 (br, 2H, N-CH,), 7.1
(br, 1H, Ph-CH), 7.4 (m, 10H, Phy Bz); 3C RMN (50 MHz,
CDCl3) d 23.5 (C-(CHy),), 33.6 (N-CH3), 40.1 (C-(CHy),),
51.4 (N-CH,), 69.2 (Ph-C), 126.6 (Cp phenyl), 129.2 (Co
phenyl), 129.3 (Cm phenyl), 137.5 (Cipso phenyl), 127.3 (Cm
benzoyl), 128.8 (Co benzoyl), 130.5 (Cp benzoyl), 134.6
(Cipso benzoyl), 170.7 (Ph-CO), 174.55 (NCO).

rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3-methyl-5-benzylper hy-
dropyrimidin-4-one (trans-7) and rac-2r-5c-1-benzoyl-2-
phenyl-3-methyl-5-benzylper hydr opyrimidin-4-one (cis-8).
The general procedure was followed for the alkylation of
0.588 g (2 mmol) of 1 with 0.24 mL (2.1 mmol) of CzH5
CH,Br. Purification of the crude product by flash chromato-
graphy (n-hexane / ethyl acetate, 90:10 to 30:70) afforded 299
mg (40 % vyield) of trans7 and cis-8. The separation of the
products was made with a spatula under a microscope.

trans7: mp 165-166 °C; H RMN (250 MHz, CDCl;) d 2.4
(brs, 1H, CH-CH,Ph), 2.6 (brs, 1H, CH-CH,Ph), 2.7 (brs, 1H,
C(0)-CH), 3.1 (brs, 3H, N-CHj), 3.27 (brs, 1H, N-CH,), 3.6
(brs, 1H, N-CH,), 6.5 (brs, 1H, Ph-CH), 7.0-7.6 (m, 15H, 2Ph
and Bz ); 3C RMN (100 MHz, CDCl;) d 34.0 (N-CH,), 36.5
[C(5)], 42.0 [C(6)], 44.5 (CH-CH,Ph), 69.5 [C(2)], 126.5 (Cp
phenyl), 127.7 (Co phenyl), 129.1 (Cm phenyl), 137.3 (Cipso
phenyl), 129.0 (Co benzoyl), 128.5 (Cm benzoyl), 130.7 (Cp
benzoyl), 134.5 (Cipso benzoyl), 128.9 (Co benzyl), 129.3
(Cm benzyl), 126.0 (Cp benzyl), 138.7 (Cipso benzyl), 170.1
(COPh), 170.6 (NCO).

cis-8: mp 243-244 °C; 1H RMN (400 MHz, CDCl,) d 2.4 (brs,
1H, CH-CH,Ph), 2.6 (brs, 1H, CH-CH,Ph), 2.7 (brs, 1H,
C(O)-CH), 3.1 (brs, 3H, N-CHy), 3.27 (brs, 1H, N-CH,), 3.6
(brs, 1H, N-CH,), 6.5 (brs, 1H, Ph-CH), 7.0-7.6 (m, 15H, 2Ph
and Bz ); 3C RMN (100 MHz, CDCl;) d 34.8 (N-CH,), 37.1
[C(5)], 43.2 [C(6)], 44.1 (CH-CH,Ph), 69.3 [C(2)], 126.8 (Cp
phenyl), 128.7 (Co phenyl), 129.7 (Cm phenyl), 137.8 (Cipso
phenyl), 129.7 (Co benzoyl), 129.2 (Cm benzoyl), 130.9 (Cp
benzoyl), 134.5 (Cipso benzoyl), 129.3 (Co benzyl), 130.5
(Cm benzyl), 126.5 (Cp benzyl),138.7 (Cipso benzyl), 169.9
(COPh), 171.6 (NCO).

rac-2r-5t-1-Benzoyl-2-phenyl-3-methyl-5-(2-pr openyl)per -
hydropyrimidin-4-one ({rans-9). The general procedure was
followed for the alkylation of 0.588 g (2 mmol) of (1) with
0.19 mL (2.1 mmol) of alyl bromide. Purification of the crude
product by flash chromatography (n-hexane / ethyl acetate,
90:10 to 40:60) afforded 0.661 g (~100 % vyield) of trans-9:
mp 100-101 °C; *H RMN (200 MHz, CDCl,) d 2.1 (brs, 1H,
Cy), 2.4 (brs, 1H, Cy), 2.5 (brs, 1H, Cg), 3.0 (s, 3H, N-CH5;),
3.4 (brs, 1H, Cy), 3.7 (brs, 1H, Cg), 4.1 (brs, 1H, C4'), 4.6 (brs,
1H, Cy), 5.4 (brs, 1H, Cy), 7.1 (brs, 1H, Ph-CH), 7.4 (m, 10H,
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Ph and Bz); 3C RMN (50 MHz, CDCly) d 33.8 (CH-CH,-
HC=), 35.4 (CH-CH,-HC=), 41.5 (CH3-N), 42.4 (CH,-N),
44.0 [C(6)], 68.9 (CH-Ph), 117.94 (C=CH,), 137.29 (C=CH,),
126.6 (Cp phenyl), 129.2 (Co phenyl), 129.7 (Cm phenyl),
137.5 (Cipso phenyl), 127.3 (Cm benzoyl), 128.8 (Co ben-
zoyl),130.5 (Cp benzoyl), 134.6 (Cipso benzoyl), 170.1 (N-
CO), 169.6 (Ph-CO).
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Resumen. Se proponen tres modificaciones principales ala matriz de
distancia correspondiente a indice topolégico de H. P. Schultz. (2-
MTI). Se evaluaron las diferencias entre los indices resultantes de
estas modificacionesy €l indice 2-MTI. La modificacion consistente
en el uso de distancias reales entre los domos de carbono de la
molécula para configurar la matriz de distancia, se caracteriza como
Cyaac. Laregresion lineal entre los logaritmos de |os tiempos de
retencion relativos de 28 hidrocarburos saturados y € indice Cy g -,
presenta un mayor coeficiente de determinacion y de Fisher que €l
indice propuesto por H. P. Schultz. Sin embargo, en este caso, estas
diferencias no son significativas, este hecho valida el uso de lamatriz
de distancia cuyos elementos pertenecen a conjunto de los nimeros
naturales en vez de nimeros que representan las distancias reales
entre los atomos.

Palabr as claves: Indice de Schultz, matriz de distancia, indice topo-
16gico, hidrocarburos saturados.

Abstract. Three main modifications to the distance matrix corres-
ponding to H. P. Schultz topological index (2-MTI) are proposed.
The differences between the modifications of these resulting indices
and 2-MTI index are evaluated. The modification is based in the use
of actual distances between carbon atoms of the molecule to configu-
rate the distance matrix, which is characterized as topological index
Cgaac. The lineal regression between the logarithms of the relative
retention times of 28 saturated hydrocarbons and C, 4 ., present
greater determination and Fisher coefficients than that of the pro-
posed H. P. Schultz index. Nevertheless, in this case these differences
are not significant. This fact validates the original proposal of the use
of the distance matrix, whose elements belong to the set of the natural
numbers instead of numbers representing the real physical distances
between atoms.

Keywords: Schultz index, the matrix distance, topological index, sa
turated hydrocarbons.

I ntroduccion

Las propiedades de cada molécula pueden ser traducidas a un
numero escalar llamado indice. Si en la conceptualizacion de
este escalar participan elementos topol 6gicos, se esta en pre-
sencia de un indice topol égico.

La existencia de una relacién inequivoca entre una pro-
piedad de una molécula y la magnitud del indice topolégico
que se le atribuye, se denomina invariante, cuando se tiene un
valor de indice topoldgico asociado a dos o mas moléculas,
este hecho se describe como grados degenerativos propios del
indice en cuestion [1].

El estudio de estas relaciones es tratada por la disciplina
denominada, relacion propiedad y estructura quimica (QSPR)
Un subconjunto contenido en esta disciplina trata en forma
especifica de la relacion entre los tiempos de retencién cro-
matogréficos y las estructuras quimicas (QSRR) [2].

El indice topoldgico de H. P. Schultz [3] denominado 2-
MTI, el cual es descriptivo de las estructuras moleculares solo
para los hidrocarburos saturados, se define a través de tres ele-
mentos matematicos: la matriz cuadrada de adyacencia
denominada [A], - ,, la matriz cuadrada de distancia denomi-
nada [B],, - , anbas constituidas por elementos provenientes
de consideraciones topoldgicas descriptivas de las estructuras

molecularesy el vector multiplicativo anterior denominado V,
- CUYOS elementos son equivalentes a los elementos a; de la
matriz [A]3,- ,, esto Ultimo vélido para €l caso particular de
|os hidrocarburos saturados.

Los elementos aij de la matriz de adyacencia [A],, - ,, Son
iguales a 0 para indicar que los aomos de carbono i, j de la
molécula no son adyacentes, en caso contrario, &; esigual a 1.
Los elementos by de la matriz de distancia [B];, - , indican dis-
tancias topolégicas entre los &omos de carbono i, j de una
molécula, Distancia topoldgica implica distancias medidas a
través de los enlaces por € camino mas corto, utilizando ele-
mentos numéricos pertenecientes a subconjunto de los natu-
rales, asi, como gjemplo, la distancia entre dos d&omos de car-
bono C; y G separados por tres enlaces s, presenta una distancia
igual a3, siendo & nimero de carbonos involucradosigua a4.

El indice topoldgico de H. P. Schultz queda definido por
un escalar denominado 2-MTI [3] su célculo obedece a las
siguientes ecuaciones (1), (2)

Vl' n* ([A]n'n + [B]n'n) = [el! €x €3, ..,y en] (1)
2-MTI=3 e )

f=1

dondef =1, N, significa, simese |los elementos desde e; hasta
e,
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Para un grupo de moléculas, la relacion entre sus propie-
dades y los indices topol6gicos se expresan generalmente
mediante regresiones lineales asociadas a los parametros
estadisticos que las caracterizan [4-13].

El objetivo de este trabajo es: estudiar ciertas modifica-
ciones en la matriz cuadrada de distancia [B],,- ,, que define el
indice topolégico de H. P. Schultz (2-MTI). Estas modifica-
ciones consisten en proponer elementos de esta matriz by y by;
distintos alos expresados en el indice topolégico 2-M T origi-
nal, manteniendo las definiciones propias tanto del vector
multiplicativo anterior V4 - .. como de la matriz de adyacencia
cuadrada [A],, - ,- Comparar la eficiencia de estos indices
topol 6gicos corregidos en base de las modificaciones anterior-
mente expuestas, versus el indice 2-MTI original. Estas com-
paraciones consisten en evaluar estadisticamente el grado de
correlacién entre la variable dependiente e independiente que
se describen a continuacion.

En forma anexa, se realiz6 una comparacion entre el
indice topol6gico resultante del valor propio mayor positivo
[5] ([l *(+ [Bl,- »)] proveniente de la matriz resultante de la
operacion sobre la expresion siguiente: ([A]l,- n + Bln- 1) Y
mi proposicion, donde se reemplaza la matriz de distancia
[B],- » de la expresién anterior por la matriz de distancia
[BA],- ,, que se definird a continuacion.

Se proponen 3 modificaciones a la matriz cuadrada de
distancia [B], - ,, original de H. P. Schultz, que implican los
siguientes cambios:

1. Cambio delos elementosby; de la matriz de distancia [B],- ,
por los elementos (o;)-1, manteniendo by; = 0. Este cambio
define la matriz cuadrada de distancia [D'],, - , Los demés
elementos mantienen sus definiciones originales, esto se
refierea (Vq -, [Aln- - Esto implica un indice topol 6gico
2-MTI modificado con el elemento distinto [D’],,- , ¥ b; = 0.

2. El mismo cambio mencionado anteriormente pero con
lementos b;; = 1. definiendo la matriz cuadrada de distancia
[D"],- n Estoimplica un indice topoldgico 2-MTI modifi-
cado con elemento distinto [D"’'],-

3. Reemplazo de la matriz de distancia [B],, - , del indice ori-
ginal 2-MTI por la matriz [BA],, - , cuyos elementos dj son
distancias fisicas reales entre los &omos de carbono i, j de
la molécula, distancia medidas por €l camino mas corto y
realizado através de los enlaces s.

Esta modificacion origina el indice propuesto Cy 4 -, CUy0s
elementos d;; son igual a 0. Todos los otros elementos que
definen €l indice 2-MTI se mantienen en sus definiciones
originales, vale decir los elementos V;- vy [Al,- . LOS
indices 2-MTI modificados fueron calculados a través de
las mismas operaciones matematicas que las aplicadas en el
calculo del 2-MTI original y fueroncomparadas con el
indice de conectividad quimico [14] (c,). Se utilizd este
indice topoldgico como elemento comparativo debido que
es uno de los més eficientes [14].

E. Cornwell

Como modelo de trabajo para discriminar las diferencias
entre el indice 2-MTI original y los modificados en este traba-
jo, se utilizaron 28 hidrocarburos saturados y se emplearon
como variable dependiente los logaritmos de los tiempos de
retencion relativos a n-heptano (log t,;). Cabe sefidar que, los
datos de tiempos de retencidn relativos bibliogréficos [15] (t,,)
estan descritos paralelamente en el Guide to Analysis of Hi-
drocarbons by Gas Chromatography 2° Edition Poly Sciences
Corporation (1968). Se utilizd6 como variable dependiente en
las regresiones €l logaritmo del tiempo de retencién relativo,
debido que, expresados en esta forma, presentan relaciones de
correlacion lineales con los parametros fisicoquimicos de los
hidrocarburos saturados.

Las diferencias existentes entre el indice de H. P. Schultz
(2-MTI original) y los propuestos (modificaciones sobre el
indice 2-MTI original) se evaluaron mediante la comparacion
de los parédmetros estadisticos inherentes a las regresiones li-
neales [10,13] esto implica la correlacion de log trr como
variable dependiente versus cada indice tratado en este trabgjo
excepto €l indice de conectividad quimico que se utiliz6 como
referente. Del mismo modo, se estudiaron las correlaciones
lineales que responden a modelo y = nX + n siendo la varia-
ble dependiente los logaritmos de retencion relativos calcula-
do versus los obtenidos a través de los datos experimentales.
Estas relaciones, demuestran las bondades de las proposi-
ciones como asi mismo las diferencias con la proposicion ori-
gind.

Desarrollo

El célculo del indice de conectividad quimico de L. B. Kier
(1c,) para cada hidrocarburo saturado se realiz6 segin biblio-
grafia[16-17].

Los célculos de los indices topol6gicos 2-MTI modifica-
dosy Cyga- Se obtienen mediante las siguientes ecuaciones:

(3). (4), (5), (6), (7). (8).

matriz D’
& 0 (b,)'K ()72
Vi oAl M0 M [== [Py P, PsK L py] (3)
(b,)* K o
N
2-MTI modificado con matriz D'=Q p, )
i=1
matriz D’
& 1 (b)) 'K (by)79
Vo ¢lAl .+ M 1 M [==[lL1 1K 0] ()
(b,)* K 12
N
2-MTI modificado con matriz D" = § |, (6)

i=1
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Matriz [BA]
@ 1 d,K dyfo
VivdAl M 1 Me=[m,m,mK . m] ©)
§ d, K 1]
N
Coune=aM (8)

1

Los valores propios para cada hidrocarburo se obtuvieron
segln las expresiones dadas en la introduccion, paratal fin se
utilizé el software incorporado en la calculadora Hewlett Pa-
ckard 48GX.

La obtencion de los elementos by; de la matriz [DA],,- , se
realiz6 mediante el software Hyperchem [18] previa opti-
mizacion de las estructuras moleculares de los hidrocarburos
saturados correspondientes mediante el método semiempirico
AM1, usando el algoritmo Steep-Descent con gradiente RMS
de 1 Kca / (A° mol) hasta convergenciay luego el algoritmo
Polak-Ribiere a0.01 Kcal / (A° mol) hasta convergencia.

EnlaTabla 1 se presentan paralos 28 hidrocarburos satu-
rados sus tiempos de retencion relativos a n-heptano [15] los
logaritmos de estos tiempos de retencion y los valores calcula-
dos mediante los diversos indices topol6gicos bajo estudio
correspondientes a los hidrocarburos saturados.

Utilizando como variable dependiente log t,,, e indepen-
diente los indices topol 6gicos sefialados en la Tabla 1, se ob-
tuvieron las regresiones lineales Optimas y sus parametros
estadisticos a través del software Origin 4.0 [19] el cual inclu-
ye un andlisis ANOVA sobre laregresion, ver Tabla 2.

Los pardmetros estadisticos asociados a las regresiones
lineales [10-13] como son el coeficiente de correlacion (r), el
test de Fisher (F) propios del modelo Y =a + bx y el coefi-
ciente de determinacion (R2) propio del modeloy = a + bx +
cx2, permiten un andlisis comparativos del grado de asociacién
entre las variables dependientes e independiente en los distin
tos casos estudiados. De esta forma se determind la eficiencia
de cada indice topolégico en estudio, en cuanto a grado de
gjuste a modelo de regresion lineal propuesto.

Tendencias a valor 1 del coeficiente de determinacion
(R? o valores—1 0 1 del indice de correlacion (r), como atos
valoresde F, son consistentes con diferencias pequefias entre
la variable dependiente experimental y calculada por la ecua-
cion de regresion respectiva.

En laTabla 3 se sefialan | os estadigraf os correspondientes
al indice de correlacion (r) y de Fisher F correspondientes a
las regresiones entre los valores de los tiempos de retencion
relativos cal culados versus experimentales [ 15].

Cabe sefialar que los valores calculados se obtuvieron
mediante las ecuaciones de regresion anotadas en la Tabla 2
correspondiente a los indices en estudio como a 2-MTI origi-
nal.

En la p4gina 187 se indica en forma detallada € célculo del indice de H. P.
Schultz parael hidrocarburo 2-metilbutano.

Discusion

De la Tabla 2 se deduce que los indices topoldgicos corres-
pondientes a aquellos que contienen modificaciones consis-
tentes en las permutaciones de la matriz cuadrada de distancia
[Bl,- . por las matrices cuadradas [D’],- ,y [D''],- » respecti-
vamente, presentan en forma relativa a los indices topol 6gicos
de H. P. Schultz (2-MT!I corregido) y €l indice Cy 4 - prop-
uesto por el autor en este trabajo, valores menores tanto del
indice de correlacion () como del indice de Fisher (F) Esto
indica que, la utilizacion de los elementos (by;) en vez de los
elementos (b;;), en la matriz cuadrada de distancia [B],,- , para
los casos en los cuales by = 0 (matriz [D'],- ) o bienb; = 0
(matriz [D’'],,- ), producen un decremento en la correlacion
de las variables dependiente e independientes, |0 anterior
implica las relaciones entre los log t,, vs. los indices topol 6gi -
cos que contienen los elementos [D’],,- , Y [D"’]1,- n, respecti-
vamente. Este decremento es relativo a la correlacion en la
relacionlogt,, vs. el indice 2-MTI original.

Los indices topoldgicos definidos en base de los valores
propios que son funcion de las matrices cuadradas de distan-
cias [B],- , 0 [BA], - , respectivamente, son equivalentes y
producen idénticos estadigrafos a relacionarse con la variable
dependiente (log t,,), presentando ambas valoresder y F bajos
relativos tanto a indice 2-MTI original y el indice Gy g a-, pero
son mayores a los caracterizados anteriormente. Estos dos
andlisis para este modelo (hidrocarburos saturados), induce a
pensar que la opcién que implica utilizar las matrices cuadra-
das[D’],- ,YI[D"],  ,esdepocautilidad.

El indice topologico propuesto Cy g -, Cuya matriz de dis-
tancia [BA],, - , contiene elementos b; = 0y los elementos by,
este Ultimo, significando la distancia a través de los enlaces s
por el camino mas corto entre los &omos de carbono del
hidrocarburo, presenta respecto a indice de H. P. Schultz (2-
MTI original) valores de indice de determinacion R2 e indice
de Fisher (F) mayores que el indice 2-MTI original, esto
implica que la ecuacion log t,, en funcion de Cyqa-, presenta
una mayor cohesion entre las variables, dependiente e inde-
pendiente (mayor R2) y mayor poder predictivo [20], esto es,
menor diferencia entre los valores calculados de t,, por la
ecuacion de regresion y los valores de t,, experimentales (ma-
yor F) Sin embargo, esta diferencias anteriormente anotadas,
no son estadisticamente significativas bajo el modelo em-
pleado.

Tanto el indice 2-MTI original como €l propuesto Cgy g -,
responden para un R2 y un F optimo a un mismo modelo
matemético de regresion. Los factores A1, B1, b2 del modelo
de regresion para el indice topologico Cg 4 A, presentan menor
error que los correspondientes al modelo 2-MTI original.

Todos los indices analizados en este trabajo presentan una
menor correlacion comparado con el indice de conectividad
quimico, este ultimo se utilizdé solo como referente. Cabe
hacer notar que el indice 2-MT]I original esta en etapa de desa-
rrollo.

La aceptacion o exclusion del indice topoldgico Cy g a-,
no solo puede depender del grado de significancia estadistica
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Tabla 1. Hidrocarburos saturados, tiempos de retencién relativos en G.L.C. e indices topol 6gicos.

Hidrocarburos saturados ty log t; icy 2-MTI 2-MTI 2-MTI Cyane I +([Aln-n | +(Aln
[B]n' n [D’]n’n [D”]n’n +[BA]n'n) +[B]n'n)
n-heptano 1.0000 0.000 3.41221 204 50.9760 62.9760 297.2539 26.6847 18.1783
n-propano 0.0088 —2.055 1.41421 16 12.5000 16.5000 21.0720 5.3599 4.0000
2-metilpropano 0.0205 -1.6882 1.73205 36 25.5000 31.5000 48.3384 8.3322 6.0000
n-butano 0.0318 -1.4976 1.91421 38 21.7222 27.7222 52.2788 9.1396 6.5311
2,2-metilpropano 0.0366 —1.4365 2.00000 64 43.0000 51.0000 86.9262 11.3634 8.0000
n-pentano 0.104 -0.9830 2.41421 74 31.2914 39.2914 104.6782 13.9494 9.7297
2,2-dimetilbutano 0.155 -0.8097 2.56066 106 53.6666 63.6666 148.7814 16.0651 11.0769
2,3-dimetilbutano 0.220 -0.6576 2.64274 108 49.8888 50.8888 152.7942 16.5639 11.4031
2-metilpentano 0.229 -0.6402 2.77006 118 45.3610 55.3610 170.5999 18.3512 12,5154
3-metilpentano 0.268 -0.5719 2.80806 114 45.7360 55.7360 162.6154 17.6946 12.1719
n-hexano 0.326 —0.4868 2.91421 128 41.0658 51.0658 184.3201 19.7971 13.6116
2,2-dimetil pentano 0.428 -0.3686 3.06066 170 63.9302 75.9302 239.7235 21.9750 15.0970
2,4-dimetil pentano 0.452 -0.3449 3.12589 176 59.7776 717776 253.9900 22.9844 15.6472
2,2,3-trimetilbutano 0.489 -0.3107 2.94338 156 68.8332 80.8332 228.4056 20.6680 13.8023
3,3-dimetilpentano 0.608 -0.2161 3.12132 162 64.6804 76.6804 232.1378 21.2842 14.4942
2-metilhexano 0.685 -0.1643 3.27006 190 55.3404 67.3404 275.5430 24.8381 16.9205
2,3-dimetilpentano 0.712 -0.1475 3.18074 168 60.5276 72.5276 242.1665 22.1546 15.0731
3-metilhexano 0.758 -0.1203 3.30806 182 55.8576 67.8576 263.6887 24.0076 16.3497
3-etilpentano 0.843 -0.0742 3.34607 174 63.1244 68.3746 251.8643 23.2870 15.7492
2,2,4-trimetilpentano 0.866 -0.0625 3.41650 242 78.7414 92.7414 352.7112 27.3118 18.5101*
2,2-dimetilhexano 1.225 0.0881 3.84741 260 74.1148 88.1148 378.5460 29.4765 19.9327
2,2,3,3-tetrametilbutano  1.251 0.0973 3.25000 214 88.4996 102.4996 307.8792 24.2468 16.3459
2,5-dimetilhexano 1.362 0.1342 3.62590 270 69.8198 83.8198 394.3292 30.5214 20.6429
2,4-dimetilhexano 1.408 0.1486 3.66390 258 70.4792 84.4792 380.7699 29.3947 19.8985
2,2,3 trimetilpentano 1451 0.1617 3.48138 230 79.8189 93.8189 332.6014 36.2401 17.7574*
3,3-dimetilhexano 1572 0.1965 3.62132 244 75.1491 89.1491 354.5538 27.9713 18.9193
2,3,4-trimetilpentano 1.725 0.2368 3.55342 236 75.6664 89.6664 343.6628 27.0804 18.5658*
2,3,3-trimetilpentano 1.832 0.2629 3.50404 226 80.1942 94.1942 327.3512 25.9226 17.9552*

Los encabezados de la Tabla 1 correspondientes a las columnas de 2-10, representan: tiempos de retencion relativos a n-heptano, logaritmo del tiempo de reten
cion relativo presentado en la columna 2, indice de conectividad quimico, indice de H. P. Schultz, indices 2-MTI corregidos, su explicacion se encuentra en el
texto. Las columnas 9,10 son los indices basados en |os valores propios tomados de |a literatura o eval uados seglin seindicaen € texto. (*) Implica, valores calcu
lados por € autor del presente trabgjo.

Tabla 2. Ecuaciones de regresion entre los logaritmos de |os tiempos de retencién relativos (log t,,) y os distintos indices topol 6gicos en estudio.

Variables independientes Ecuacion de regresion Factores Valor Error roR2 F
1c, y= A+ BX A —3.35638 0.10314 0.9851 853.78
B 0.98527 0.03372

2-MTI[B], , y= A+B X+ BX2 A —2.2603 0.08224 0.9729 448.74
B, 0.01771 0.0012
B, -3.246 E-5 3.933E-6

2-MTI[D'],,- ., y=A+ BX A —2.09994 0.16669 0.9028 114.59
B 0.02958 0.00276

2-MTI[D"'],- y=A+ BX A —2.19764 0.16585 0.9119 128.37
B 0.02623 0.00232

Cyan y= A+ B X+ ByX2 A —2.218 0.0773 0.9748 471.64
B, 0.01205 7.794E4
B, -1.533E-5 1.762 E-6

I +([Aln 0+ [Bla n) y= A+ B X+ BX2 A -3.11113 0.16458 0.9697 401.17
B, 0.27086 0.02694
B, -0.00529 0.00103

| +([Aln n+ [BAln n) y= A+ B X+ BX2 A —2.97847 0.15257 0.9697 401.12
B, 0.1748 0.01721
B, —0.00229 453 E4

En la primera columna se indican los indices de L.B. Kier ({c,), H.P. Schultz (2-MTI) y los propuestos en este trabgjo. Factores: r, Ry F implican: factor, coefi-
ciente de correlacidn, de determinacion, indice estadistico de Fisher.
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Tabla 3. Pardmetros estadisticos de las correlaciones entre los tiem-
pos de retencidn experimentales y calculados.

{ndices topol dgicos r F

Cyan- 0.9359 183.54
2-MTI 0.9353 181.64
2-MTI [D'],- & 0.7492 33.26
2-MTI D]y o 0.7764 39.46

respecto a su predecesor (2-MTI original) respecto a grado de
correlacién con la variable dependiente, en este caso €l log t,,
para un modelo particular (hidrocarburos saturados), se hace
necesario incluir en analisis futuros, otras proposiciones como
modelos que contengan moléculas distintas a los hidrocar-
buros. Independientemente de lo anterior, se hace necesario
ademés estudiar una nueva proposicion consistente en el uso
de la matriz de distancia cuadrada [BA],,- ,, en conjunto con el
vector multiplicativo anterior modificado V- ,, Unaestructura
nueva exitosa para este vector se propuso en un trabajo ante-
rior [21].

Se debe considerar ademas que, hemos estudiado para
ambos indices topol 6gicos anteriormente citados su parte con
gruente, sin hacer un estudio de la parte no congruente, es
decir, aquella zona que no correlaciona con el indice topol 4gi-
co 2-MTI. Esta zona no congruente puede producir, toda vez
que el indice topoldgico G 4 -, participe en forma contributi-
va en una funcién de correlacion multivariable, un grado de
correlacion significativo respecto a la variable dependiente.
Un eemplo de ello se describe y analiza en laliteratura[22].

Evaluacion del indice topol6gico
de (2-MTI original):

CH3T—CH—CHz—CHs3s

Hs 2-metilbutano
01000 10101
10101 03010
Alyn=l0 1010 [Al%-n=[1 0 2 01
00100 01010
01000 10101

Los términos. a; de [A]%,- , son elementos del vector V- =
[13211].

0123 2
101 21

Blyn=l2 1 01 2 CH3—CH—CHz—"CHs
32103 Ha
21230

([A]n' n+[B] n'n) =

N W NN O
N NN ODN
N N O NN
w O NN W
o W NN NN

Vi ([Aly- o+ [Bly ») =[151012 16 15] = 68.
Luego el indice topoldgico de H. P. Schultz (2-MTI original)
€s68.

Conclusiones

1. El uso de la matriz de distancia ([BA],, - ,,) en el indice
topolégico 2-MTI, dando origen a indice topolégico pro-
puesto Cy 4 o, Produce la mayor correlacion respecto a
todas las otras regresiones que se sefialan en la Tabla 2,
exceptuando &l indice lcy, lo que indica que su incorpo-
racion en el indice 2-MTI original aumenta el grado de co-
rrelacion entre las variables implicadas. Ademas, al tener
un valor de (F) mayor, las correlaciones donde participa
como variable independiente el indice propuesto Cy g a-,
implica que esas expresiones de correlacion poseen un
poder predictivo mayor.

2. El uso de matrices de distancia en los indices que consti-
tuyen las variables independientes: | *([Al,- » + [Bln- 1) ¥
[ +([A]l, - n *+ [BA],- »), cuyos elementos respectivamente
sean distancias topoldgicas representadas por el campo de
los naturales o distancias reales entre los d&omos de car-
bono, producen expresiones de regresién estadisticamente
equivalentes. Lo indicado anteriormente, sugiere que seria
vélido integrar las modificaciones estudiadas en este trabajo
con la modificacién ya estudiada sobre el vector anterior
multiplicativo [20] del indice 2-MTI original, con el propd-
sito de evaluar ambas contribuciones en un nuevo indice.

3. Mediante el andlisis realizado en este trabajo se valida para
el modelo 2-MTI original el uso de lamatriz [B],,- ,, consti-
tuida por elementos pertenecientes alos nimeros natural es.
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Abstract. Chemical examination of the aerial parts of Bocconia
arborea (Papaveraceae), a plant used in traditional medicine, led to
the characterization of (+)-6-acetonyldihydrosanguinarine (1), (+)-6-
acetonyldihydrochelerythrine (2), (x)-6-methoxydihydrochel erythrine
(3), (¥)-sanguidimerine (4), chelidimerine (5), and the novel cons-
tituents (+)-bocconarborine A ((6R,6'S + 6S,6'R)-13-(6-hydrosan-
guinarinyl)-15-(6’-hydrochel erythrinyl)-acetone, 6) and (+)-boc-
conarborine B ((6R6'R + 6S6'S-13-(6-hydrosanguinarinyl)-15-(6'-
hydrochelerythrinyl)-acetone, 7). The structure and stereochemistry
of the novel structures were determined by analyzing the preferred
conformations and the spectroscopic data. Antimicrobial evaluations
reveded that 3 exhibited activity against S. aureus S faecalis and C.
albicans

Keywords: Bocconia arborea, medicinal plant, Papaveraceae, alka-
loids, benzophenanthridine, bocconarborines A and B, antimicrobial
activity.

Resumen. El andlisis quimico de las partes aéreas de Bocconia
arborea (Papaveraceae), una planta usada en la medicina tradicional,
condujo ala caracterizacion de (z)-6-acetonildihidrosanguinarina (1),
(z)-6-acetonildihidroquel eritrina (2), (+)-6-metoxidihidroqueleritrina
(3), (x)-sanguidimerina (4), quelidimerina (5), y los compuestos
novedosos (+)-bocconarborina A ((6R6'S + 6S,6'R)-13-(6-hidrosan-
guinarinil)-15-(6’ -hidroquel eritrinyl)-acetona, 6) y (z)-bocconarbori -
na B ((6R,6'R + 6S56’9)-13-(6-hidrosanguinarinil)-15-(6'-hydro-
queleritrinil)-acetona, 7). La estructura y la estereoquimica de las
estructuras nuevas fueron determinadas mediante el andlisis de las
conformaciones preferidas deducidas y 10s datos espectroscopicos. La
evaluacion antimicrobiana reveld que 3 tiene actividad contra S.
aureus S faecalisy C. albicans

Palabras clave: Bocconia arborea, planta medicinal, Papaveraceae,
alcaloides, benzofenantridina, bocconarborinas A y B, actividad
antimicrobiana.

The genus Bocconia (Papaveraceae), which includes ca. nine
species, occurs in tropical areas of Mexico, Central and South
America[1,2]. Taxonomic considerations indicate acloserela-
tionship with the Asiatic genus Macleaya and with the North
American species Sanguinaria canadensis [3]. Bocconia
species biosynthesize protopine, protoberberine and ben-
zophenanthridine alkaloids [1], which display anti-microbial
[4-6], cytotoxic [7], anti-tumor [8-11], anti-viral [12] and anti-
inflammatory activities [13], among others. Bocconia arborea
is a shrub widespread in Mexico that is known as llora sangre
(weeping blood), cocoxihuitl, ahuacachilli, mano de lebn
(lion's hand), palo del diablo (devil's stick), palo amarillo (yel-
low stick), among many other common names [14,15]. This
plant has many different usesin traditional medicine in several
regions. as purgative, vermifuge, antitumor and anti-inflam-
matory agent [14], to heal wounds and dissolve warts [15,16],
as a carminative agent, catartic, and analgesic [17].

Previously, the methanolic extract of B. arborea showed
anti-microbial activity against S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
and C. albicans [18], and the alkaloids dihydrochelerythrine
and dihydrosanguinarine were identified as some of the active
substances [19]. Now we report the isolation and identification
of (z)-6-acetonyldihydrosanguinarine (1), (z)-6-acetonyldihy-
drochelerythrine (2), (x)-6-methoxydihydrochelerythrine (3),

(x)-sanguidimerine (4), chelidimerine (5), and the new com-
pounds (+)-6 and (£)-7, named trivially bocconarborines A
and B, respectively, from the aerial parts of this plant. In addi-
tion, the antimicrobial evaluation revealed that 3 displayed
activity.

Results and discussion

Repeated column chromatography of the ethanol extract over
silicayielded compounds 1-3. Compound 1 was a solid which
showed physical and spectroscopic characteristics identical to
that of (z)-6-acetonyldihydrosanguinarine [20], and COSY,
DEPT, HMQC and HMBC experiments allowed the complete
assignments of the NMR data which confirmed the structure
(Table 1). The major constituent from this extract was identi-
fied as (z)-6-acetonyldihydrochelerythrine (2) [21], and (%)-6-
methoxydihydrochelerythrine 3) [21, 22] was isolated as the
most polar and minor secondary metabolite from this residue.
These structures were identified by comparison with the data
published in the literature.

Compound 4, isolated from the dichloromethane extract
as an optically inactive substance, showed well resolved reso-
nances for sixteen hydrogens in the tH NMR spectrum (Table
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Table 1. H (500 MHz) and 13C (125 MHz) NMR Data of Compound
12in CDCl ;.

Carbon 1H mult, J (Hz) 13C

C-1 7.10s 104.36
C-2 — 147.65*
C-3 — 148.27*
C-4 7.53s 100.60
C-4a — 127.48
C-4b — 139.23
N-CH,4 265s 43.02
C-6 4.87 dd (10.5,4.0) 54.47
C-6a — 123.48
C-7 — 144.30
C-8 — 147.21
c-9 6.86 d(8.0) 107.59
C-10 7.33d(8.0) 116.50
C-10a — 125.71
C-10b — 116.03
C-11 7.70 d(8.5) 120.02
C-12 7.49 d(8.5) 124.06
C-12a — 131.05
C-13ab 2.30dd (15.0,4.0), 46.62

2.65 dd (15.0,10.5)

C-14 — 207.15
C-15 2.06s 31.20
-OCH,0- 6.03s 101.07
-OCH,0O- 6.04s 101.53

a Assignments by COSY, DEPT, HMBC and HMQC.
* Vaues may be interchanged.

2), with similar chemical shifts and the same coupling patterns
to those observed for (z)-6-acetonyldihydrosanguinarine (1);
the only difference was the absence of the hydrogens for the
methyl ketone. This compound gave a molecular ion at n/z
720 by EIMS analysis, consistent with a molecular formula
C,43H3N 09, Which suggested the presence of a substance of
dimeric composition with an additional carbonyl group [(C,;
H,eNO,4),CO], in agreement with the number of hydrogens
found by 1H NMR (sixteen) and the absorption at 1712 cm-1
(for the ketone) in the IR spectrum. These observations
allowed to deduce the structure of 1,3-di(6-hydrosanguina-
rinyl)-acetone for this compound. The two diastereomers for
this structure are reported in the literature: (+)-sanguidimerine
(4) [23] (no spectroscopic data for 4 were published), and che-
lidimerine (5), which is proposed as the meso- isomer by pre-
liminary X-ray data [24]. Table 2 shows the 1H NMR data for
4 and 5, and comparison of the chemical shiftsindicated clear
differences, confirming the diastereomeric relationship for
these compounds. Therefore, (+)-4 was a natural constituent
from B. arborea. 1H NMR analysis of some fractions contain
ing (x)-4 as the major compound, allowed to identify minor
signals (ca. 3 %) which corresponded to compound meso-5,
which was also a constituent from this species.
Bocconarborines A and B were also isolated as optically
inactive substances with the same molecular weight ([M+] at
m/z 736, by EIMS). *H NMR data for both compounds (Table
3) showed the same number of hydrogens (eighteen), the same
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Table 2. 1H NMR Data of Compounds (+)-4 and meso-5 (J (Hz)).

H ()-42 meso-5P
H-1, H-1’ 7.05s 6.98s

H-4, H-4 743s 742s

H-9, H-9' 6.81d (8.4) 6.75d (8.0)
H-10, H-10’ 7.28d (8.4) 7.58d (8.0)
H-11, H-11’ 7.64d (8.4) 7.35d(6.8)
H-12, H-12’ 7.43d (8.4) 7.23d(6.8)
N-CH; 2.53s 2.60s
-OCH,0- 5.99d (1.5) 590m
-OCH,0O- 6.04 dd (2.7,1.2) 6.10m
H-6, H-6' 4.75dd (9.0,5.0) 4.88d
H-13,, H-15, 2.27 dd (15.0,5.0) 2.20d
H-13;, H-15¢ 2.61dd (15.0,9.0) 252d

aTaken at 300 MHz, CDCl5. P Data from reference [24].

0
(¢]
rRs N

RO \CHG
OR2 R1
1 R1=CH,COCH3, R2+R3=CH,

2 R1=CH,COCH,, R2=R3=CH,
3 R1=0CHj;, R2=R3 =CH,

(#-4 b HE
meso-5 a H-6'

coupling systems, and similar chemical shifts. In addition,
COSY and NOESY experiments showed the same interactions
and crosspeaks, establishing identical chemical connectivity
and substitution pattern for both compounds. Bocconarborines
A and B showed 'H NMR signals for two methyls linked to
nitrogen, for two methoxyl groups, for three dioxymethylenes,
for four AB systems of benzenoid hydrogens in ortho-rela-
tionship, and for two ABX systems belonging to two methyl -
enes which are linked to methines and to the same carbonyl
group. These fragments established the presence of a 1,3-di-
substituted acetone; one substituent was a 6-hydrosan-
guinarinyl fragment, and the other substituent corresponded to
a 6-hydrochelerythrinyl residue [25], in agreement with the
13C NMR data (see Experimental). Therefore, these substan-
ces are diastereomers of molecular formula C,4H35N,0q
which exist as racemic compounds, due to the lack of optical
activity.

From the H NMR data showed in Table 3, it was clear
the different chemical shifts for bocconarborines A and B
(assigned provisionally as 6 (for the less polar compound) and
7 (for the more polar compound), respectively, devoid of
stereochemistry), and the differences (Dd = dg — d-) areinclud-
ed in the last column. The difference in the chemical shifts of
the C(7’)-OCH3 methoxyl group for 6 (less polar) and 7 (more
polar), shows a remarkable variation (Od = 0.29), due presu-
mably to its location in the shielding space of the benzophe-
nanthridine system in (x)-bocconarborine A (6), and this
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Table 3. IH NMR (500 MHz, CDClj)2for Compounds (+)-6 and ()-7.

H 6 7 Dd = (dg — d)
H-1 7.02s 7.06s -0.04
H-1 7.00s 7.04s -0.04
H-4 741s 7.40s +0.01
H-& 742 742 0.00
H-9 6.80d (8.0) 6.83d (8.0) -0.03
H-9 6.91d (8.7) 6.91d (8.7) 0.00
H-10 7.25d (8.0) 7.30d (8.0) -0.05
H-10 7.47d(8.7) 7.49d (8.7) -0.02
H-11 7.57d(8.5) 7.67d(8.5) -0.10
H-11 7.60d (8.5) 7.66d(8.2) -0.06
H-12 7.37d(8.5) 7.44d (8.5) -0.07
H-12 7.38d (8.5) 7.43d(8.2) -0.05
(7)-OCH, 3.95s 3.66s +0.29
(8)-OCH; 391s 3.88s +0.03
-OCH,O- 5.93d(1.0) 5.99d (1.5) -0.06
-OCH,O- 599dd(5.0,10) 6.01d(L5) -0.02
-OCH,0- 6.07dd (30,15 6.03d(25) +0.04
N-CH,  263s 253s +0.10
N-CH,  259s 2.46's +0.13
H-6 4.99dd (1054.0) 4.80dd (9.0, 5.0) +0.19
H-13, 2.46dd (15.5105) 2.35dd(15.0,9.0) +0.11
H-13, 2.30dd (1054.0) 274dd(150,50) 044
H-6 5.09dd (11.53.5) 4.88dd (9.0, 3.0) +0.21
H-15, 2.23dd (15.0,35) 217dd(150,30) -0.06
H-15, 2.40dd (15.0, 11.5) 2.49dd (15.0,9.0)  —0.09

a Assignments were confirmed by COSY and NOESY experiments. Jin (Hz).

observation could be used as diagnostic for establishing the
relative stereochemistry of the diastereomers. In order to de-
termine the relative configurations at the two chiral centers
(C-6and C-6") of 6and 7, it was necessary to deduce the pre-
ferred conformations for the different fragments of the dimers,
and correlate the difference of the chemical shift for the C(7')-
O-CH; group with itsrelative location.

Three fragments of bocconarborines A and B can be con
sidered for their conformational analysis: (a) the 1,3-disubsti-
tuted acetone, (b) The orientation of the acetonyl residue in
the dihydropyridine ring, and (c) the topological arrangement
of the benzophenanthridines.

Twelve main conformations can be considered for a 1,3-
disubstituted acetone, which could be described as anti-,Y -
anti-, syn-, and Y -syn-, according to the orientation of the car-
bonyl oxygen with the substituent R, and exo-and endo-,
according to the orientation of the substituents with respect to
the plane defined by the carbonyl [26]. The three preferred
conformations could be considered as the (Y -anti /Y -syn)-
exo, (Y -anti /Y -anti)-exo and (Y-syn /Y -syn)-exo arrange-
ments (Fig. 1), where the substituents are located opposite to
the plane of the carbonyl group.

The acetonyl group linked at C(6) and C(6') of the ben
zophenanthridine can exist in Y -axial or Y -equatorial orienta-
tions, which may be interconverted via a topomerization
process [27]. Considering the planarity of the alkaloid frag-
ment and the steric interactions for the Y -equatoria orienta-

R H
H-l/' )\rR H\’I/E\FH
N 'H
H H R H R

(Y -syn/Y -syn)-exo (Y -anti/Y -anti)-exo (Y -anti/Y -syn)-exo

Fig. 1. Preferred conformations for the 1,3-disubstituted acetone frag-
ment.

dine.

tion of the acetonyl residue, the Y -axial orientation could be
preferred, as depicted in figure 2.

Finally, the relative topology of the planes defined by the
two benzophenanthridinyl substituents may be described as
endo-endo, exo-endo, and exo-exo, according to their orienta-
tion with respect to the carbonyl group [28], and these three
extreme possible arrangements are depicted in figure 3.

The comparison of the chemical shifts of the hydrogens
of the dimers with respect to those of the corresponding
monomeric fragments indicates that there is a shielding effect
in the dimers. Table 4 shows the chemical shifts for the hydro-
gens of bocconarborines A and B (assigned also as 6 and 7,
respectively, in Table 4) with respect to the monomer (+)-6-
acetonyldihydroanguinarine (1), and the same table shows the
chemical shifts for the prime hydrogens of the dimers with
(+)-6-acetonyldihydrochelerythrine ). The difference Dd =
0H onomer — AHgimer 1S iNcluded in Table 4 and the constancy
of the positive differences was in agreemment with an endo-
endo arrangement of the benzophenanthridines (Fig. 3) [29].
An endo-exo arrangement would presumably produce both
shielding and deshielding effects, while the exo-exo arrange-
ment would produce deshielding effects in the chemical shifts,
which are not observed.

Comparative structural analysis of the molecular models
for both diastereomers considering the preferred conforma
tions deduced above (the exo- arrangements for the 1,3-di-
substituted acetone (Fig. 1), Y -axial orientation of the ace-
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exo-endo

endo-endo ex0-exo0

Fig. 3. The three extreme arrangements of the benzophenanthridines
with respect to the acetone.

tonyl residue linked to the dihydropyridine (Fig. 2), and the
endo-endo- arrangement of the benzophenanthridines (Fig. 3),
allowed to identify the structures depicted in figure 4 [30].
From this conformational projectionsit could be proposed that
the methoxy! groups in bocconarborine A (6) tend to be out of
the space comprised between the two benzophenanthridines,
while the same groups in bocconarborine B (7) are located
inside this space. Therefore, the 6R,6' S+ 6S,6'R configuration
could be assigned to the (+)-6 diastereomer (methoxy! hydro-
gens at lower field), while the 6R,6'R + 656’ S configuration
could be assigned to the (x)-7 diastereomer (methoxy! hydro-
gens at higher field).

Antimicrobial evaluation of the extracts, fractions and
compounds 1-4 (see the experimental section), allowed to
identify that compound 3 exhibited activity against S. aureus,
S. faecalis and C. albicans (MIC: 25, 25 and 12 mg/ml,
respectively), in agreement with the activity of some benzo-
phenanthridine alkaloids, and with some of the traditional uses
of this species.

From a biogenetic point of view, the presence of the alka-
loids (+)-4, meso-5, (+)-6 and (+)-7 clearly correlate struc-
turally with the acetonyl derivatives (x)-1 and (+)-2. Consi-
dering the number of possible monomeric fragments reported
in the literature, many additional combinations of 1,3-bis-ben-
zophenanthridinyl acetone alkaloids may be found in Boc-
conia and taxonomically related species.
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Fig. 4. The enantiomeric pairs of 6 and 7.

Experimental section

General Experimental Procedures. Melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are not corrected.
Optical rotations were measured on a JASCO DIP 360
polarimeter. IR spectra were recorded on a FT-IR Nicolet
Magna 750. MS were measured on a JEOL JMS-AX505HA
mass spectrometer and NMR spectra were taken on Unity 300
and Unity Plus 500 instruments. TLC was performed on silica
gel 60 Macherey Nagel Duren, Alugram SilF/UV 254, and si-
lica gel 60 0.04-0.063/230-400 mesh ASTM and mesh 70-230
were used for the column chromatographies. Compounds
were visualized on UV light or spraying with a 1 % solution
of (NH ) ,Ce(SO,), in sulfuric acid 2N.

Plant Material. Leaves and stems of B. arborea S. Watson
were collected in Morelos State, México, in February, 1996. A
voucher specimen (MEXU 822267) is deposited in the

Table 4. Dd for the hydrogens of 6 and 7 with respect to those of 1 and 2.

H 1 2 6 7 Dd, Dd, Dd, Dd,
H-1 7.10 7.02 7.06 +0.08 +0.04

H-1 7.10 7.02 7.04 +0.08 +0.06
H-4 7.53 7.41 7.40 +0.12 +0.13

H-4 751 7.42 7.42 +0.09 +0.09
H-9 6.86 6.80 6.83 +0.06 +0.03

H-9 6.95 6.91 6.91 +0.04 +0.09
H-10 7.33 7.25 7.30 +0.08 +0.03

H-10 754 7.47 7.49 +0.07 +0.05
H-11 7.70 757 7.67 0.13 +0.03

H-11' 7.71 7.60 7.66 +0.11 +0.05
H-12 7.49 7.37 7.44 +0.12 +0.05

H-12 7.48 7.38 7.43 +0.10 +0.05
C(7)-OCHy’ 3.95 3.95 3.66 0.0 +0.29
C(8)-OCH3 3.92 3.01 3.88 +0.01 +0.04
N-CH, 2.65 2.63 253 +0.02 +0.12

N-CH, 2.64 2.59 2.46 +0.05 +0.18

Ddy = dy —dg; Do = ¢y —dy; Dg = dp —; Doy = cp — by
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National Herbarium (MEXU), Instituto de Biologia de la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México.

Extraction and Isolation. Dried and powdered plant material
(1 kg) was extracted with dichloromethane at room tempera-
ture (3 times, 24 h each) and then with ethanol (3 times, 24 h
each). Elimination of the solvents at reduced pressure afforded
40 g and 120 g of residues, respectively. Part of the ethanolic
extract (26 g) was adsorbed on silica gel (70-230) and chro-
matographed on a silica gel (230-400) column packed with n-
hexane-chloroform (20:1), and using increasing amounts of
chloroform, and then mixtures of chloroform-methanol as
eluting system. The chromatography was developed at
reduced pressure [31]. Some fractions were further rechro-
matographed to give, in order of increasing polarity: (x)-1
(100 mg), (%)-2 (310 mg), and (£)-3 (52 mg). The dichloro-
methane residue (40 g) was adsorbed on silica gel (70-230)
and applied to a column packed with silica gel (230-400) sus
pended in n-hexane. The column was developed at reduced
pressure [31] with mixtures of n-hexane-EtOAc. Fractions
eluted with n-hexane-EtOAc (20:1) were rechromatographed
using mixtures of n-hexane-CHClI; as eluent, to give addition-
a amounts of (x)-1 (100 mg). Fractions eluted with n-hexane-
EtOAc (9:1) were rechromatographed in an open column
using n-hexane-CHCI3;-MeOH (1:1:0.1) as constant eluent,
and recrystallization of some fractions from MeOH-CHCI,
provided (+)-4 (40 mg). H NMR analysis of some fractions
indicated the presence of meso-5 (ca. 3 % with respect to (£)-
4). From fractions eluted with n-hexane-EtOAc (4:1) of the
main column was obtained a residue, which was further
rechromatographed in an open column packed with n-hexane
and eluting with mixtures of n-hexane-EtOAc. This column
afforded (£)-6 (40 mQ) as the less polar constituent, and sub-
sequent fractions afforded (£)-7 (45 mg) as the more polar
constituent.

(2)-6 Acetonyldihydrosanguinarine (1). Colorless powdery
solid, mp 190-191 °C (lit [20]: 194-195 °C), R; 0.58 (n-hexa-
ne-CHCI ;-MeOH,1.5:1.5:0.05); [a]p = 0° (CDCly); IR
(CHCIy) Ny 1711, 1470, 870 cm?; H NMR (500 MHz) and
13C NMR (125 MHz), see Table 1.

(2)-6 Acetonyldihydrochelerythrine (2). Colorless powdery
solid, mp 199-200 °C (lit [21]: 194 °C), R 0.53 (n-hexane-
CHCI;-MeOH, 1.5:1.5:0.05); [alp = 0° (CDCly); IR (CHCly)
Nex 1712, 1604, 1492, 1463, 1417, 1359, 1275, 1083, 1041
cm-1; 1H (300 MHz, CDCl;) d 7.71 (1H, d, 8.4, H-11), 7.54
(1H, d, 9, H-10), 7.51 (1H, s, H-4), 7.48 (1H, d, 8.4, H-12),
7.10 (1H, s, H-1), 6.95 (1H, d, 8.4, H-9), 6.04 (2H, dd, 2.1,
1.2, -OCH,0-), 5.04 (1H, dd, 11.4, 3.6, H-6), 3.95 (3H, s, (C-
7)-OCH,), 3.92 (3H, s, (C-8)-OCHs;), 2.64 (3H, s, N-CH,),
2.58 (1H, dd, 15.0, 11.4, H-13g), 2.25 (1H, dd, 15.0, 3.6, H-
13,), 2.06 (3H, s, -COCH,).

(¥)-6 Methoxydihydrochelerythrine (3). Yellow solid, mp
248-250 °C (lit [3]: 210 °C); R; 0.43 (CHCl;-MeOH, 2.9:0.1);

[a]p = 0° (CDCly); IR (CHCl3) Ny, 1496, 1464, 1448, 1416,
1275, 1067, 1040, 946 cm-L; 1H NMR (300 MHz, CDCl.) d
7.78 (1H, d, 8.5, H-11), 7.70 (1H, s, H-4), 7.62 (1H, d, 9.0, H-
10), 7.47 (1H, d, 8.5, H-12), 7.12 (1H, s, H-1), 7.04 (1H, d,
9.0, H-9), 6.05 (2H, s, -OCH,0-), 5.55 (1H, s, H-6), 3.96 (3H,
s, (C-7)-OCHb), 3.93 (3H, s, (C-8)-OCHy), 3.46 (3H, s, (C-6)-
OCHy), 2.76 (3H, s, N-CHy); EIMS mvz (rel. int.): 379 [M]*
(40), 348 (100), 333 (37), 318 (20), 290 (27), 174 (20).

(x)-Sanguidimerine (4). Colorless powdery solid, mp 180 °C
(lit [23b]: 174 °C), R; 0.56 (n-hexane-CHCI;-MeOH,
1.5:1.5:0.05), [a]p = 0° (CHCI,), IR (CHCI5) N, 2924, 1712,
1602, 1440, 1352, 1250, 1040, 940, 857 cm-1; IH NMR (300
MHz, CDCl,) see Table 2; EEIMSm/z(rel. int.): 720 [M]+, 389
(3), 332 (26), 317 (100), 259 (5), 201 (8), 158 (7).

(x)-Bocconarborine A (6). Colorless powdery solid, mp 159-
163 °C, R 0.43 (n-hexane-CHCI;-MeOH, 1.5:1.5:0.05), [a]p
= 0° (CHCI5), IR (CHCI3) Ny 2928, 2900, 2854, 2802, 1713,
1602, 1494, 1463, 1442, 1416, 1361, 1274, 1240, 1103, 1081,
1043, 948, 861 cm-L; 1H NMR (500 MHz, CDCI;) see Table
3; 13C NMR (CDCl,, 125 MHz) d 207.02 (CO), 152.14 (C-
8'), 148.08, 148.01, 147.70, 147.50, 147.11, 145.69 (C-7'),
144.28 (C-7), 139.30 (C-4b), 132.57, 130.99, 130.88, 128.39,
127.57, 127.31, 124.86, 123.79, 123.77, 123.36, 123.21,
119.86 (C-11), 119.67 (C-11"), 118.67 (C-10'), 116.41 (C-64),
116.22 (C-10), 111.46 (C-9'), 107.28 (C-9), 104.30, 104.16,
101.59 (OCH,0), 100.91 (OCH,0), 100.75, 100.63, 60.93 (C-
7'-OCH3;), 55.80 (C-8'-OCH3), 54.81 (C-6'), 53.56 (C-6),
47.23 (C-13), 46.79 (C-15), 42.99 (CH4;-N), 42.77 (CH; -N);
HRFABMS mz 736.2404 [M + 1]+ for C,4H36N,Oq (calcd [M
+ 1]+ m/z: 736.3421).

(x)-Bocconarborine B (7). Colorless powdery solid, mp 181
°C (dec.), R 0.41 (n-hexane-CHCI;-MeOH, 1.5:1.5:0.05),
[alp = 0° (CHCIy), IR (CHCI3) Ny 2960, 2898, 2841, 1712,
1602, 1492, 1463, 1442, 1415, 1361, 1101, 1082, 1041, 948,
858 cm-1; 1H NMR (500 MHz, CDCl ;) see Table 3; 13C NMR
(CDCl,, 125 MHZz) d 206.53 (CO), 152.07 (C-8'), 148.11,
148.07, 147.55, 147.17, 145.49, 144.37, 139.35, 131.081,
130.99, 128.34, 127.44, 127.38, 124.86, 123.83, 123.77,
123.47, 123.18, 120.00 (C-11), 119.68, (C-11'), 118.69 (C-
10'), 116.45 (C-10), 116.35, 111.50 (C-9'), 107.38 (C-9),
104.21, 104.15, 101.48 (OCH,0), 100.94 (OCH,0), 100.78,
100.70, 60.68 (C-8'-OCH3), 55.77 (C-7'-OCH,), 54.39 (C-6'),
53.87 (C-6), 47.08 (C-13), 46.54 (C-15), 42.74 (CH;-N),
42.56 (CH4 -N); EIMS mv/z (rel. int.): 736 [M]* (5), 405 (3),
389 (7), 348 (100), 332 (60), 317 (7), 290 (6).

Biological Activities. The dichloromethane and ethanol
extracts, the main fractions of the column chromatographies,
as well as compounds 1-4 were tested against S. aureus, S.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa, S. sonnei, K. pnemoniae, and
C. albicans, following the procedures described previously
[18, 19]. Bioguided fractionation allowed to identify that 3
displayed activity against Staphylococcus aureus (ATCC
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29213), Streptococcus faecalis (ATCC 29212) and Candida
albicans (ATCC 10231) (MIC: 25, 25 and 12 ng / mL, respec-
tively, gentamicin: 2.5ng/ mL; nystatin: 5ng/ mL).
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Resumen. Astianthus viminalis es una de las especies medicinaes
del Estado de Morelos, se le conoce como Azuchil y es utilizado
principalmente para el tratamiento de la diabetes mellitus. El estudio
quimico de lasramasy hojas dio lugar ala obtencion de tres iridoides
adicionales a los obtenidos en un estudio anterior: estansiésido (6),
plantarrenalésido (7) y campendsido (8). El extracto metandlico asi
como dos de sus fracciones mayoritarias fueron evaluados como
agentes hipoglucemiantes y antihiperglucemiantes en ratas normales
y en ratas tratadas con estreptozotocina (SZ). En las ratas normales,
ninguno de los productos mostré actividad hipoglucemiante. En las
ratas tratadas con SZ, las dos fracciones (AVUR y AVIR) mostraron
actividad antihiperglucemiante 5 h después de la administracién a
una dosis de 0.15 y 0.4 g/ kg, respectivamente. Estos resultados
podrian explicar el uso medicina atribuido a esta planta.

Palabras clave: Iridoides, Astianthus azlchil, hipoglucemia, anti-
hiperglucemia.

Abstract. Astianthus viminalis is one of the medicinal species from
Morelos State, it is known as AzGchil and it is mainly used for the
treatment of diabetes. The chemical study of the leaves and branches
afforded, in addition to the obtained in a previous study, three iri-
doids: stansioside (6), plantarrenaloside (7) and campenoside (8).
Hypoglycaemic and antihyperglycaemic activities of the methanolic
extract and two of their main fractions were studied in normal and
streptozotocin (SZ)-diabetic rats. In normal rats, none of the extracts
tested exhibited hypoglycaemic activity. In SZ-diabetic rats, both
fractions (AVUR and AVIR) exhibited antihyperglycaemic activity 5
h after administration at the doses of 0.15 and 0.4 g / kg respectively.
These results could explain the medicinal use attributed to this plant.
Keywords: Iridoids, Astianthus, aztchil, hypoglycaemia, antihyper-
glycaemia.

I ntroduccion

Astianthus viminalis es un arbol pequefio que crece en las ori-
Ilas de los rios, es conocido popularmente en Morelos como
Azlchil [1, 2], y es una de las especies medicinales del Estado
de Morelos que es utilizada para el control de la diabetes me-
Ilitus [3], en donde la decoccidon de las hojas de este arbol es
utilizada como “agua de tiempo” para tratar la sintomatologia
caracteristica de los pacientes diabéticos.

En un estudio quimico efectuado con anterioridad, se ais-
laron la mezclaisomérica de los &cidos ursdlico (1) y oleandli-
co (2), los &cidos cindmico (3) y p-metoxicindmico (4) y el iri-
doide 5-hidroxicampendsido (5), como constituyentes mayori-
tarios de las hojas y ramas de este espécimen [4]; sin embargo,
no hay antecedentes experimentales sobre la actividad hipo-
glucemiante que se le atribuye a este vegetal.

Como parte de un estudio dirigido al estudio de plantas
utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el trata-
miento de la diabetes mellitus, el objetivo de este trabajo fue
la valoracién experimental de las propiedades hipogluce-
miantes atribuidas a esta planta, para lo cual se realizé la de-
terminacion de los efectos del extracto metandlico y de dos de
las fracciones mayoritarias de este extracto. Para ello se uti-

lizaron diferentes modelos en el animal vivo. Las observa-
ciones sobre los efectos de los productos vegetales se reali-
zaron en animales normoglucémicos, con hiperglucemia leve
y transitoria inducida por medio de cargas simples de dextro-
sa, asi como en animales tratados con estreptozotocina, agente
diabetogénico que produce un estado de hiperglucemia como
consecuencia de la destruccién de las células beta de los islo-
tes de Langerhans.

Resultadosy discusion

El fraccionamiento del extracto metandlico de las hojas y
ramas de A. viminalis dio lugar a tres fracciones mayoritarias
denominadas fraccién 1, fraccién 2 y fraccion 3. El estudio
quimico de estas fracciones permitio establecer que lafraccién
1 estaba constituida principalmente de estigmasterol, un
esterol ampliamente distribuido en el reino vegetal; lafraccién
2 estaba constituida de la mezcla de écidos triterpénicos:. &cido
ursblico (1) y &cido oleandlico (2) y de los fenilpropanoides:
acido cinamico (3) y &cido p-metoxicindmico (4), de la cual
fue posible separar los triterpenos mediante cristalizacion, ya
que son los constituyentes mayoritarios en la planta (0.62 %),



196  Rev. Soc. Quim. Méx. Vol. 45, Nim. 4 (2001)

a esta fraccion se le denominé fraccion AVUR,; los fenil-
propanoides 3y 4 fueron purificados mediante cromatografia
en columna. La tercera fraccion, denominada fraccion AVIR,
estuvo compuesta por una mezcla de cuatro iridoides: 5-
hidroxicampendsido (), €l cual ya habia sido obtenido en el
estudio anterior [4]; la mezcla isomérica de estansidsido (6) y
plantarrenalésido (7), en la cual, €l estansiésido se encuentra
en mayor proporcion (3:1). Esta mezcla ha sido descrita en
Composidiumvaldivianum[5] y Tecoma stans[6], y su identi-
dad se corroboré por €l andlisis de sus datos fisicos y espec-
troscopicos y por comparacion con los descritos en la literatu-
ra. El cuarto iridoide presente en la fraccion AVIR fue carac-
terizado como el campendsido (8), que ha sido descrito como
constituyente de Campsis chinensis [7, 8] y fue caracterizado
mediante la comparacién de sus datos fisicos y espectroscopi-
cos con los descritos en la literatura. Los iridoides (6-8) co-
rresponden a constituyentes de mayor polaridad a los descritos
anteriormente de esta planta[4].

Evaluacion bioldgica. En € estudio agudo realizado con ratas
normoglucémicas, la administracion intragéstrica a concentra-
ciones mayores de 0.1 g / kg del extracto metandlico integro
increment6 alrededor del 50 % los niveles de la glucemia san+
guinea en los animales, efecto que se prolongoé en forma depen-
diente de la dosis del producto administrado (Tabla 1). La
administracion intragéstrica (1 g / kg) e intraperitoneal (0.1 g/
kg), por separado, del extracto metandlico incrementd también
los niveles de glucosa en la curva de tolerancia a la glucosa
inducida con 2 g / kg de dextrosa via subcutanea (Tabla 2).

Dada la similitud en la composicion quimica de algunos
de los iridoides de la fraccion 3 con los ya descritos para
Tecoma stans [6], asi como los informes sobre los efectos
hipoglucemiantes tanto de T. stans [9] y de varios iridoides
[10, 11] como del acido ursolico presente en la fraccién 2
[12], estas fracciones fueron sometidas a eval uacion biol 6gica
para determinar sus propiedades hipoglucemiantes.

Cuando lafraccion AVUR se administrd por dos semanas
consecutivas mezclada con el alimento, a una concentracién
en promedio de 0.11 g / kg, no se observé alteracién en el
comportamiento habitual de los animales (incremento normal
de peso corporal, consumo de alimento y liquido, similares a
los presentados por el grupo control) y los niveles de glucosa
sanguinea no se modificaron (Tabla 3).

En los animales tratados con estreptozotocina, la adminis-
tracion intraperitoneal de 0.15 g / kg de la fraccion AVUR, pro-
dujo valores de glucemia por arriba de labasal durante 180 min,
registrandose un descenso del 17 %, con respecto al valor pre-
vio a la administracion de la fraccion, alas 5 h. La adminis-
tracion via intraperitoneal de 0.4 g / kg de la fraccion AVIR,
produjo descenso de los niveles de glucemia a partir de las 3 h,
observéndose una disminucién del 41.12 % en los niveles de
glucosaalas 5 h de administrada lafraccidn (Tabla 4).

Estos resultados permiten asumir que algunos de los iri-
doides presentes en la fraccion AVIR, junto con el &cido
ursélico ya reportado anteriormente como hipoglucemiante
[12] podrian explicar el uso que tiene A. viminalis para dis-
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minuir la hiperglucemia en los pacientes diabéticos. Estudios
en curso intentan esclarecer cudl de los constituyentes de la
mezcla de iridoides es el responsable de dicha actividad, asi
como los efectos coadyuvantes o potenciadores de la accion
de los agentes hipoglucemiantes que se utilizan norma mente
en la clinica (insulina, sulfonilureas y biguanidas). Este es un
punto relevante en el estudio de la planta que requiere de un
ndmero mayor de observaciones.

Parte experimental

Los puntos de fusién no estan corregidos. Los espectros de IR
fueron determinados en un espectrofotdmetro Nicolet Magna
TM 750. Los espectros de RMN 1H y 13C fueron obtenidos en
un equipo Varian VXR-300, los desplazamientos quimicos se
encuentran en unidades de ppm relativos a las sefiales de TMS
y CDCl; y las constantes de acoplamiento estan expresadas en
Hz. Las cromatografias en columna fueron realizadas con sili-
cagel 60 (70-230 mesh) de Merck; cromatografias liquidas de
vacio (CLV) [13] con silica gel 60 (0.040-0.063 mm) de
Merck.

Material vegetal. Las hojas y ramas de Astianthus viminalis
H. B. & K. Baillon (Bignoniaceae), se colectaron en el pobla-
do Las Piedras a 15 km al sur de la ciudad de Cuautla, More-
los, el 12 de septiembre de 1998, una muestra boténica se
depositd en el Herbario (HUMO) con No. de registro: LA-
022, de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Las
ramasy hojas (3.5 kg) de A. viminalis se extrajeron sucesiva-
mente con n-hexano y metanol a temperatura ambiente por
tres veces, obteniéndose después de concentrar a presion
reducida, 79.5 g de extracto hexanico y 1,200 g de extracto
metandlico. Una parte del extracto metandlico (250 g) fue
aplicada a una cromatografia liquida de vacio empacada con
417 g de silica gel en un embudo Bichner de 20 cm de di&-
metro y utilizando un gradiente de CHCI;-acetona, obtenién-
dose tres fracciones mayoritarias: fraccion 1 (100:0, 18.0 g),
fraccion 2 (8:2, 17.6 g) y fraccion 3 (1:1, 52.3 g). Lafraccion
1 estaba constituida principalmente de estigmasterol el cual
fue purificado por cristalizacion e identificado por compara-
cion directa. De la fraccion 2 precipité un polvo amorfo el
cual se lavé con acetona para dar 3.7 g de un solido con pf
255-260 °C, identificado como la mezcla de los acidos ursoli-
co (1) y oleandlico (2) por comparacién directa (ir, co-ccf)
con una muestra auténtica disponible en el laboratorio (frac-
cion AVUR). Las aguas madres se metilaron con diazometano
en éter, y el producto se aplicd a una columna cromatogréfica
empacada con 140 g de silica gel, eluyendo con mezclas de
polaridad creciente de n-hexano-AcOEt, obteniéndose 858 mg
de la mezcla de los ésteres metilicos de los acidos ursdlico
(1a) y oleandlico (2a) y 320 mg del ester metilico del &cido
cinamico (3a), la identidad de este Gltimo compuesto fue
establecida por la comparacion de sus datos fisicos y espec-
troscopicos con los descritos en la literatura [14]; las frac-
ciones de mayor polaridad contenian 62 mg de un producto
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Tabla 1. Efecto de la administracion a diferentes dosis del extracto
metanolico sobre la glucosa de ratas normoglucémicas.

Dosis Glucosamg/ dL (n=4) D% (to=61.5mg/dL)
g/ kg 2h 4h 2h 4h
0.1 93.88+11.2 62.1+10.2 53 1
0.5 1143+121 81.7+27.2 86 33
1.0 88.0+ 6.5 90.9+21.9 43 48
2.0 118.1+34.7 98.6+ 5.5 92 60

cristalino de pf 168-170 °C el cua fue identificado como el
éster metilico del acido p-metoxicinamico (4a) por € andlisis
de sus datos espectroscopicos.

La fraccion 3 (fraccién AVIR) se aplico a una CLV uti-
lizando un gradiente de n-hexano-AcOEt-MeOH. Las frac-
ciones eluidas con n-hexano-AcOEt-MeOH (7:3:2) mostraron
la presencia de una mezcla de iridoides glicosilados, por lo
gue se acetil6 con Ac,O-piridina a temperatura ambiente, €l
producto obtenido (2.3 g), se aplicd a una columna de vidrio
empacada con 80 g de silica gel, utilizando un gradiente de
CHCI3-MeOH como eluyente. Las fracciones de menor pola-
ridad presentaron un solido amorfo que fue recristalizado de
n-hexano-AcOEt, obteniéndose 64 mg de un producto cristali-
no de pf 168-170 °C e identificado como el acido p-meto-
xicinamico (4) por el andlisis de sus datos espectroscopicos.
Las fracciones de mediana polaridad mostraron en ccf una
sola mancha homogénea por o que se recristalizo de acetona,
obteniéndose 151 mg de la mezcla isomérica del estansidsido
(6) y €l plantarrenalésido (7) [5, 6] peracetilados.

Las fracciones 78-159 eluidas con CHCI;-MeOH (4:1), se
aplicaron a una columna de vidrio empacada con 45 g de sili-
ca gel, eluyendo con un gradiente de n-hex-AcOEt. De las
fracciones 42-68 (4:1) precipitd un sdlido amorfo que después
de recristalizar de acetona se obtuvieron 184 mg del 5-hidro-
xicampendsido peracetilado (5), identificado por comparacion
directa con una muestra auténtica [4].

Las fracciones 69-120 de la cromatografia anterior se
aplicaron a una columna de vidrio empacada con 62 g de sili-
cagel, utilizando CH,Cl, como primer eluyente y aumentando
la polaridad con acetona. De las fracciones eluidas con CH,
Cl-Me,CO (4:1) se obtuvieron 103 mg adicionales del 5-hi-
droxicampendsido (5), 1o que dio un total de 287 mg de este
metabalito. Las fracciones eluidas con CH,Cl,-Me,CO (7:3)
dieron un sdlido que después de recristalizar de acetona-CH,
Cl, se obtuvieron 116 mg de cristales en forma de agujas iden-
tificado como el campendsido peracetilado (8) [7,8].

Mezcla de estansiésido (6) y plantarrenalésido (7) peraceti-
lados. Solido blanco: pf 228-235 °C; IR (KBr) n,,. 3528, 1874,
1753, 1687, 1626 cm%; RMN 1H (CDCl5, 300 MHz) d9.4 (1H,
s, H-11), 7.30 (1H, s, H-3), 4.85 (1H, d, J = 8.04 Hz, H-1"),
4.99 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-2), 5.26 (1H, t, J = 9.3 Hz, H-3'),
5.10 (1H, t, J= 9.3 Hz, H-4), 3.75 (1H, ddd, J= 9.8, 4.2, 25
Hz, H-5), 4.31 (1H, dd, J= 12.3, 4.2 Hz, H-64), 4.16 (1H, dd,
J =123, 25 Hz, H-6b'), 547 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-1), 1.95,
2.0, 2.03, 2.11 (3H cada uno, s, CH; CO), 2.4y 2.0 (2H, m, H-

Tabla 2. Efecto del extracto metandlico sobre la curva de tolerancia a
la glucosa en ratas con hiperglucemia inducida por cargas de dex-
trosa.

t (min) Control Dosisora (1g/kg) Dosisi.p. (0.1g/kg)
0 73.90

60 131.40 + 16.70 138.30 + 15.45 118.30 + 21.60

0 139.77 + 16.70 126.05 + 9.30 151.40 + 15.30

120 134.45 + 5.60 162.90 + 30.70 148.70 + 5.46

180 120.90 + 16.60 140.30 + 11.50 155.50 + 54.50

Para cada punto n = 4;d < 10%

9, H-5), 1.54 (2H, m, H-6, H-7), 1.45 (1H, m, H-8), 1.12 [3H, d,
J=75Hz, H-10 (6)], 0.89 [3H, d, J= 7.5 Hz, H-10 (7)].

Campendésido tetraacetilado (8). Agujas: pf 138-142 °C;
CyH014; IR (KBI) Ny 3300, 3540, 1685, 1624 cm—; RMN
H (CDCl3, 300 MHz) d 9.25 (1H, s, H-11), 7.65 (1H, d, J =
16 Hz, H-b), 6.42 (1H, d, J = 16 Hz, H-a), 7.35y 7.60 (5H,
m, aromético), 7.15 (1H, s, H-3), 5.70 (1H, d, J= 2 Hz, H-1),
5.62 (1H,dJ=7.5Hz H-1'),5.28 (1H,t,J=9 Hz, H-3') 5.12
(1H,t, J= 8.5 Hz, H-4"), 5.0 (1H, t, J = 8.5 Hz, H-2'), 4.32
(1H, dd, J=12.3, 4.2 Hz, H-6a"), 4.13 (1H, dd, J= 12.3, 5.2
Hz, H-6b"), 3.79 (1H, ddd, J= 9.0, 4.2, 5.2 Hz, H-5'), 2.7-2.3
(3H, m, H-6a, H-6b H-9), 2.55 (1H, m, H-8), 2.30 (1H, m, H-
5), 1.08 (3H, d, H-10).

Evaluacion de la actividad hipoglucemiante
y antihiper glucemiante

Animales. Para esta serie de estudios se utilizaron ratas
Wistar machos, con un peso variable entre 270-300 g. Los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de tem-
peratura, luz (12 horas luz), alimento y agua. Antes de iniciar
el estudio se consideré un ayuno de 18 h y acceso libre al
agua, a menos que se indique otra cosa.

Efecto de la administracion a diferentes dosis del extracto
metandlico sobre la glucosa de ratas nor moglucémicas.
Cuatro grupos de seis ratas cada uno, recibieron diferentes
concentraciones del extracto (0.1, 0.5, 1.0y 2.0 g / kg de peso
del animal). El producto vegetal, solubilizado parcialmente en
agua, se administrd por viaintragéastrica en un volumen de 2-3
mL. La cuantificacién de los niveles de glucosa se determino
a2y 4 horas después de administrado el producto (Tabla 1).

Efecto del extracto metandlico sobrela curva detolerancia
a la glucosa en ratas con hiperglucemia inducida por car-
gas de dextrosa. La observacion se realizd en tres grupos de
ratas. Un grupo de 20 ratas sirvié como control, a segundo
grupo (n = 16) se le administré el extracto viaintragéstrica en
unadosisde 1 g/ kgy a tercer grupo de 16 ratas se le admi-
nistré via intraperitoneal 0.1 g / kg del producto vegetal, in-
mediatamente después de la administracion subcutanea de 2 g
/ kg de dextrosa. Los niveles de glucosa se midieron a dife-
rentes tiempos (0, 60, 90, 120y 180 min; Tabla 2).
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Tabla 3. Efecto de lafraccion AVUR administrada peri6dicamente.
Glucosamg/ dL (n= 6)

Tiempo Alimento Alimento preparado
(dias) preparado + AVUR
0 55.0+12.3 60.6 + 4.5
4 528+ 741 56.6+7.0

Efecto delafraccion AVUR administrada periddicamente.
Para €l estudio se utilizaron 12 ratas machos de peso prome-
dio 194.28 + 31.69 (162.5-258 g). Después de dos semanas de
controlar el peso corporal de los animalesy la cantidad de ali-
mento diario ingerido, se cambid el alimento habitual que
recibian los animales en el bioterio por un preparado cuya for-
mula por cada 100 g fue: caseina (25 g), glucosa (24.5 g),
amidon (24.5 g), lipidos (3.0 g), celulosa (4.0 g), minerales
(7.0 g), metionina (0.3 g) y vitaminas (1.0 g), en base himeda.
Una vez establecido el control del consumo diario con €l nue-
vo preparado durante 8 dias, las ratas se mantuvieron en ayu-
no por 18 h y se determinaron los niveles de la glucosa en
plasma. Las ratas se dividieron en dos grupos, el primero
sirvid de control y se continud alimentando con el preparado
alimenticio; el segundo grupo de seis animales recibieron el
producto semipurificado AVUR incluido en el alimento a una
concentracion de 0.11 g / kg en promedio. Al término de los
cuatro dias siguientes, se tomaron nuevas muestras de sangre
en ayuno y se determinaron los niveles de glucosa sanguinea
en ambos grupos (Tabla 3).

Efecto de las fracciones AVUR y AVIR sobre la glucemia
de ratas tratadas con estreptozotocina (SZ). Un grupo de
ratas se trataron con estreptozotocina. El agente diabetogénico
disuelto en buffer de citratos pH 5, se administro viaintraperi-
toneal en unadosis de 70 mg / kg de peso del animal. Después

Mariana Meckes, et al.

Tabla 4. Efecto de las fracciones AVUR (0.15 g/ kg) y AVIR (0.4 g
/ kg) sobre la glucemia de ratas tratadas con estreptozotocina.

Glucosamg/ dL (n=4)

Tiempo (min) Fraccion AVUR Fraccion AVIR
0 252.0+26.8 2145+ 233
30 286.0+16.9 1920+ 14
60 3205+ 149 2295+ 446
90 325.0+28 2400+ 14
120 317.0% 2340+ 255
180 282.0+ 171.0+5.7
300 2085+ 26.2 126.0 £ 26.9

de 10 dias se hicieron las observaciones administrando el pro-
ducto vegetal via intraperitoneal en ratas que presentaban
niveles de glucemia mayores a 150 mg / dL. Un grupo de cua-
tro ratas recibieron 0.15 g / kg de la fraccion AVUR disuelta
en aceite vegetal y otro grupo de 4 ratas recibi6 0.4 g / kg de
lafraccion AVIR disuelta en agua. Se midieron los niveles de
glucosa a los 30, 60, 90, 120, 180 y 300 min después de
administrados los productos (Tabla 4).

Determinacién de los niveles de glucosa plasmética. Los
animales se anestesiaron con pentobarbital sddico administrado
viaintraperitoneal en unadosis de 0.2 mg/ kg de peso del ani-
mal. Las muestras de sangre se tomaron de la vena porta, sepa-
rando el plasma por centrifugacion (3600 rpm). Los niveles de
la glucosa plasmaética se determinaron por reaccion enzimética
de hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en un ana-
lizador bicromatico VP Abbott y estédn dadosen mg/ dL.

Anadlisis estadistico. Todos los resultados se expresaron como
el promedio + desviacién estandar (x + ds) y se aplico la prue-
ba t'student para definir la diferencia significativa entre los

3 Rl = R2 =H
1 R=H 3a R;=H,R,=CH,
la R=CH, 4 R;=0CH; R,=H
4a Rl = OCH3, R2 = CH3
CHO
Ry
A
R
O
Ré Re O bpaepoac,
Ry Rz Rs R4
5 OH OCinam CH, H
6 OH H H CH,
7 OH H CH; H
8 H H CH, H
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grupos con p < 0.05. En algunos casos, los resultados se

expresaron como % respecto a valor de la glucemia basal.
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Resumen. Se muestran diferentes métodos desarrollados para medir
en forma precisa las constantes de acoplamiento. Se determinan cons-
tantes de acoplamiento mediante el método modificado de dupli-
cacion deJ parasimplificar y facilitar lainterpretacion de multipletes
complgjos. Se miden constantes de acoplamiento que se encuentran
inmersas dentro del ancho de la sefid del borneol. Se comparan las
constantes de acoplamiento en azo naftoles cuando se intercambian
un protén, un metilo y un metoxilo. Se muestra que el método modi -
ficado de duplicacion de J tiene una precision de = 0.03 Hz en las
constantes de acoplamiento medidas.

Palabras clave: Constantes de acoplamiento, duplicacion de J, de-
convolucién, azo naftoles, borneol.

Abstract. Several methods for accurate measuring coupling constants
are shown. Coupling constants are measured by modified J doubling
to simplify and facilitate complex multiplet interpretation. Small cou-
pling constants are measured when they are immersed in the line
width for borneol signals. Coupling constants of azo naphtols are
measured when a proton, methyl and methoxy groups are inter-
changed in the molecule. It is shown that modified J doubling has +
0.03 Hz of accuracy in favorable cases

Key words: J doubling, spin-spin coupling constant, deconvolution,
convolution, azo naphtols, borneol.

Introduccion

En la Ultima década se han desarrollado una gran cantidad de
métodos para medir constantes de acoplamiento [1]. El desa
rrollo de estos métodos se debe en gran medida a los trabajos
de Karplus[2], quien en 1959 propuso que cualquier constante
de acoplamiento atres enlaces de distancia depende del angulo
diedro formado entre los &omos involucrados.

%J = A+Bcos(f ) +Ccog(f) (1)

A partir de entonces la medicion de constantes de aco-
plamiento tuvo una aplicacion inmediata en la elucidacion
estructural. Determinar la conectividad de los sistemas de es-
pin, la estéreo-especificidad relativa, asi como las caracteristi-
cas de diferentes sistemas quimicos han permitido que la de-
terminacion de las constantes de acoplamiento sea una tarea
esencial en laquimica

La medicién de las constantes de acoplamiento es muy
facil cuando se realiza en multipletes sencillos, como dobletes
0 doble de dobles bien definidos. En estos casos, |a determi-
nacion directa (medicion de la diferencia entre los maximos)
tiene una excelente precision y no requiere de mayores pro-
cedimientos. Sin embargo, cuando se trabaja con multipletes
como el que se muestra en la figura 1 no es posible redlizar la
determinacién. La figura 1 es una sefial simulada con cuatro

constantes de acoplamiento: 4.0, 2.0, 1.0 y 0.5 Hz con un
ancho de sefial de 0.9 Hz a la mitad de la altura, parametros
comunes para compuestos organicos de tamafio regular. Para
esta sefial se detectaron automaticamente doce méximos sola-
mente, de donde se pueden estimar tres constantes de acopla-
miento a 0.46, 0.94 y 1.91 Hz, la informacién para extraer la
constante de acoplamiento mayor se pierde y los otros tres va-
lores tienen errores de hasta un 8 %. Adicionalmente, la inter-
pretacion de multipletes complejos o con patrones no defini-
dos se facilitaria si se pudiera eliminar alguna constante de
acoplamiento como se hace en el desacoplamiento homonu-
clear. Al proceso matemético que logra eliminar alguna cons-
tante se le llama deconvolucién.

Diferentes métodos para determinar constantes de acopla-
miento se han desarrollado para realizar estas mediciones com-
plicadas. En este trabajo se trataran exclusivamente los multi-
pletes en fase. En todos ellos, el multiplete en estudio es extrai-
do del espectro, para lo cual el multiplete no tiene que estar
traslapado, el acoplamiento debe ser débil (lo cual significa que
la diferencia entre el desplazamiento quimico de las sefiales
acopladas debe ser mayor que el valor de la constante de
acoplamiento entre estos niicleos) y no deben existir impurezas
en e multiplete. Pese a estas restricciones, su utilidad haido en
aumento [3]. Estas técnicas se pueden agrupar en dos tipos de
acuerdo con el procedimiento empleado. 1. Aquellos que traba-
jan con datos que son una funcién del tiempo, y 2. aguellos que
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Fig. 1. Sefid simulada con constantes de acoplamiento 0.5, 1.0, 20y
4.0 Hz y un ancho de sefid de 0.9 Hz. En este tipo de sefiadles no es
posible determinar con precision las constantes de acoplamiento pre-
sentes en el multiplete.

trabajan en el dominio de las frecuencias. En este trabajo solo
se mencionaran los métodos mas sencillos 'y que requieren solo
de un experimento para redlizar la determinacion de las cons-
tantes de acoplamiento.

M étodos en el dominio del tiempo

Los primeros métodos empleados para la determinacion de las
constantes de acoplamiento realizaban una transformada de
Fourier inversa para obtener el multiplete como una funcién
en el dominio del tiempo. La relacion que describe un doblete
en el dominio del tiempo esta dada por:

S(t) = Ae™= e cos(pdt) (2)

en donde T," es el tiempo de relgjacion que determina el ancho
delasefid, d es € desplazamiento quimico y Jla constante de
acoplamiento. Bothner-By [4] en 1987 propuso por primera
vez la medicion de constantes de acoplamiento mediante la
divisién de la funcion S(t) por cos (pJt ). La determinacion de
la constante de acoplamiento se realiza mediante ensayos con
una J*. La transformada de Fourier inversa de la sefial resul-
tante de la divisién de S(t) se le llama multiplete deconvolu
cionado, €l cual seraaquel con el menor nimero de artefactos e
indicara el valor real de la constante de acoplamiento. A este
valor le llamaremos Jz. Una de las deficiencias de este método
es la formacion de artefactos provocados por la divisién de
nimeros cercanos a cero, ya gque generan singularidades que
son dificiles de eliminar. El grupo de Freeman [5] resolvio este
problema mediante la seleccion adecuada de los intervalos con
los que se trabgjan para evitar la divisién por nimeros muy
pequefios. Posteriormente, encontré que la division entre £ 1
con la periodicidad definida por la constante de acoplamiento
era suficiente para realizar la deconvolucion del multiplete [6].
Lamedicion de J se realiza obteniendo €l minimo global de la
integral del valor absoluto del multiplete deconvolucionado
cuando laJ* se encuentra alrededor del valor buscado.

Keeler [7] propuso en 1995 centrar el multiplete en el
dominio del tiempo S(t), con lo cua la ecuacion (2) se con-
vierte en:

S (t) = Ae '™ cos(pJt). (3)

Esta funcién cruza por cero periédicamente dependiendo
del valor del coseno, al multiplicarla por cos (p J* t) seguira te-
niendo valores negativos y positivos. Sin embargo, cuando J* =
J los valores negativos se vuelven positivos. La integral de los
valores negativos de todos los ensayos de J* definiran un mini-
mo, €l cual correspondera al valor de Jg. Trabajos anteriores[8]
han demostrado que este método es excelente para determinar
la constante de acoplamiento de un doblete. Las mayores limi-
tantes de este método es la necesidad de suponer el nimero de
constantes de acoplamiento a medir y lainclusion del ruido ex-
perimental decrece en mucho su precision.

Freeman [9] propuso en 1992 el método de duplicacion
de J. Este método consiste en multiplicar la ecuacion (2) por
sen (pJ*t). Por identidades trigonométricas se obtiene:

S(t) =3 Ae e {sen[p (3" + Jp)t] +sen[p (37 + It} (4)
cuando J* = Jg, la ecuacion (4) se transforma en:
S(t) = Ae' e sen(2pdqt) (5)

gue es un doblete en antifase, lograndose una duplicacién de
la constante de acoplamiento, por ello su nhombre. Posteriores
duplicaciones son factibles mediante subsecuentes multiplica-
ciones por cos (pJgt).

Las multiples transformadas de Fourier requeridas para
cada ensayo de J* en todos los métodos que trabajan en el
dominio del tiempo vuelven muy lenta la determinacion a
pesar de emplear computadoras rapidas.

M étodos en & dominio delas frecuencias

El grupo de Bodenhausen [10] empled la deconvolucion en el
dominio de las frecuencias para medir las constantes de aco-
plamiento. Este método se basa en la convolucién, véase figu-
ra 2a, la cual esta definida por:

¥

h(v) = of (V)g(V-v)dv.

En donde f(n) es el multiplete en el dominio de las fre-
cuencias, g(n’ — n) son funciones delta igualmente espaciadas
en antifase. Esta convolucion se realiza con una J* ensayo
para obtener laintegral del valor absoluto de multiplete resul -
tante, o bien integrando la region en donde no se espera obte-
ner la sefial. Este método es muy preciso y es uno de los més
empleados, pero la concepcion matemética compleja que em-
plean para desarrollarlo no ha permitido la generalizacion de
SU USO.
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Fig. 2. @) Se gemplifica el proceso de convolucién de una sefia con
un par de funciones delta para formar un doblete. b) Seindica el pro-
ceso desarrollado por € método de duplicacion deJ en el dominio de
las frecuencias mediante la convolucién por dos pares de funciones
delta en antifase equidistantes aJg.

|
N .

Fig. 3. Sinopsis del método modificado de duplicacion de J. a) Re-
presentacion del proceso de convolucion que emplea el método modi -
ficado de duplicacion de J con cuatro funciones delta igualmente
espaciadas por Jg. b) El proceso de convolucién consiste en multi-
plicar la sefid por la primera funcion delta, en este caso —1; posterior-
mente se multiplica la sefial por la segunda funcion delta, +1, y se
defasa el producto la distancia que hay entre las funciones delta, Jg;
el siguiente paso es multiplicar nuevamente la sefial por la tercera
funcion delta, +1, y se desplazala distancia entre ellas, Jg; se repite
mismo proceso con la dltima funcion delta. El dltimo paso consiste
en sumar los cuatro espectros para formar |a sefial mostrada en c). En
el centro del nuevo multiplete convolucionado se obtiene la sefial
deconvolucionada con €l doble de intensidad, mientras que las sefia-
les en los extremos tienen laintensidad normal.

Juan Borcegui-Rubio et al.

El método de duplicacion de J se ha implementado tam-
bién en el dominio de las frecuencias [11]. Este método consiste
en la convolucién del multiplete bajo estudio mediante fun-
ciones delta en antifase para lograr la duplicacién del acopla-
miento, véase figura 2b. Nuevamente en este método se emplea
una J ensayo, J*, que se modifica dentro del intervalo donde se
espera obtener Jg. Se obtiene laintegral absoluta de cada multi-
plete y se grafica como funcién de J*. Esta funcion se conoce
como lagréficadeintegral. Los minimos mas profundos corres-
ponderan a los valores de las constantes de acoplamiento pre-
sentes en el multiplete. Puede emplearse cualquier nimero de
funciones delta, logrando asi no sdlo la duplicacién, sino la tri-
plicacion o quintuplicacion del valor de la constante de acopla-
miento, cuando se requiere determinar su valor.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo [12] propuso una
modificacion al método de duplicacién de J en el dominio de
las frecuencias. Las funciones delta empleadas deben ser fun-
ciones pares, como la funcién coseno que es el responsable de
la formacion del doblete en el dominio del tiempo [13]. La
forma de las funciones delta se pueden observar en la figura 3.
En ella se aprecia como se forman dos sefiales en los extremos
del multiplete deconvolucionado y una sefial en el centro, con
el doble de intensidad. La grafica de integral es idéntica a las
obtenidas en los métodos de duplicacion de J anteriormente
mencionados. Uno de los grandes problemas que se tiene al
efectuar la deconvolucion en el dominio de las frecuencias es
la inclusion de ruido oscilatorio. Este proceso se magnifica
cuando la sefial es poco intensa y se han realizado multiples
procesos de deconvolucion.

Existe una gran ventagja del método modificado de dupli-
cacion de J sobre los otros métodos reportados a la fecha, la
sefial que se forma en el centro del multiplete duplicado es la
sefial deconvolucionada. Si se empleara un nimero infinito de
funciones deltay el multiplete duplicado estuviera centrado en
cero, las sefiales generadas en los extremos se podrian despre-
ciar y en el centro de la sefial se obtendria el multiplete decon
volucionado. Esta afirmacion hace del método modificado de
duplicacion de J el método formal para realizar deconvolu-
ciones. Adicionalmente a este hecho, los procesos en el domi-
nio de las frecuencias no requieren de hacer ninguna transfor-
mada de Fourier, son muy rapidos y la determinacion de cons
tantes de acoplamiento por procesos sucesivos, como |os mos
trados en la figura 4, tardan del orden de dos minutos. La pre-
cision obtenida en las determinaciones justifica el tiempo em-
pleado, ya que las variaciones obtenidas son iguales o mejores
a+ 0.03 Hz.

Resultados y discusion

Se aplico el método modificado de duplicacion de J para: 1.
Determinar las constantes de acoplamiento de moléculas
organicas; 2. Facilitar la interpretacion de multipletes comple-
jos; y 3. Comparar los valores de las constantes de acopla-
miento en una serie de tres compuestos para mostrar lavalidez
y precision del método empleado.
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Fig. 4. Proceso de deconvolucién de la sefial de H-2e del [(19)-
endo]-(-)-Borneol. a) Asignacion empleada. b) Sefial original de H-
2e. c) Gréfica de integral del primer proceso de duplicacion de J
modificado; los minimos mas prominentes corresponden alos valores
de las constantes de acoplamiento esperados, |: 2J,, 5, = 13.36 Hz, I
8Jpe1 = 9.97 Hz, I1I: 2J2,33 =474 Hz, IV: 45e 40 = 3.27 Hz; €l minimo
Il se encuentraen la reglon donde el subarménico 1/3 se produce. d)
Primera sefial deconvolucionada. €) Segunda gréfica de integral de la
sefial en 4d; los minimos V, VI y VII corresponden a constantes de
acoplamiento; todos los subarmaénico de 2J,,,, desaparecen siendo la
gréficamés sencilla de interpretar. f) Sefial alacua sele han removi-
do las dos constantes de acoplamiento mayores. g) Gréfica de integral
de la sefia en 4f; los minimos VIII y I1X corresponden a las cor+
stantes de acoplamiento presentes en 4f, e minimo en X corresponde
al subarmonico de VI1I1/3. h) Sefia ala cual se le han removido tres
constantes de acoplamiento. i) Gréfica de integral de la sefial en 4h;
el minimo XI corresponde a la constante de acoplamiento presente en
el multiplete y XII corresponde a su primer subarmoénico. j) Sefal
completamente deconvolucionada. k) Gréfica de integral de 4j en
donde no se observa un minimo definido, por tanto no se puede
suponer la existencia de otra constante de acoplamiento.

i ._,t.‘l.}..... SR

Ao #
v Vi //
{ 1A /
i Wy i )
J | | i
- ] L1
i ___|I | ™
T 1% ' 15 =
1 i
y fi -""" .Jr |
I [\ /|
t | \ i\ |
.:I.I"\.-' '.. I"._ % i |
|\ | wE
el 1 | | kY |
v(-'_'-F\‘J
A W (] i ia
s  — |
i Iy F,
- & ! /
It A ]
] .-h_:"; | Fi
| 1 i ll.’*\ 1
I i I\
! R |
' x*’ll “"Jl. u
:‘J—— Wiie
2 as I w a s 8 11 e
i ¥ |
A | J |
Lo
1 |
/ | -
| | o I
I i | : _'__/Hﬁ\-\\"f“ |
= ]
T L2} | ] - N -« % 3
I T 3
ki ' |t| "
i Fi
|I f’r

1

|

" B am G Wy

Fig. 5. Proceso de deconvoluciones sucesivas para H-8 del com-
puesto 3. a) Sefial experimental. b) Primera gréfica de integral
mostrando en |: 3,5 = 8.27 Hz, &l primer subarménico en |1: 2.76 Hz
y en lll: 33, 3 = 1.20 Hz. c¢) Primera sefial deconvolucionada. d)
Segunda gréfica de integral en donde se observael minimo 1V: 3J;gy
la presencia de un minimo ancho por 0.6 Hz. €) Segunda sefial
deconvolucionada. f) Gréfica de integral en donde se observala pres-
encia de dos minimos, V y VI, que corresponden a dos constantes de
acoplamiento separadas Unicamente por 0.14 Hz (V: 5], = 0.69 Hz).
g) Tercera sefia deconvolucionada. h) Grafica de integral de 4g en
donde se muestra el minimo VII: 6J;35 = 0.55 Hz; se observa un mini-
mo en VIII que no corresponde a primer subarménico de VII. i)
Cuarta sefial deconvolucionada, no es aparente otro acoplamiento,
dado que no se observa un desdoblamiento de la sefid. j) Gréfica de
integral de la sefial 4i; es clarala presencia del minimo IX que corre-
sponde al minimo VIII de 4h, ello indica la presencia de otra con-
stante de acoplamiento de 0.23 Hz, 5J55. Este es uno de los princi-
pales logros del método modificado de duplicacion de J. k) Ultima
sefial deconvolucionada. 1) Gréfica de integral de 4k en donde ya no
Se presenta ninguin minimo.
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{2y R=H
(3 R=CH,
(4) R =0CH,

Esquema 1. Azo naftoles empleados en el presente estudio.

En el espectro del borneol (1), la sefial del protén 2e (Fig.
4b) se manifiesta como un multiplete con cuatro constantes de
acoplamiento diferentes. El tratamiento de este multiplete por
el método modificado de duplicacion de J da como resultado
lagréficade integral (Fig. 4c) con dos minimos claros a 13.36
y @ 9.97 Hz y varios minimos que no se pueden interpretar
inequivocamente por la presencia de subarmoénicos. Si la sefial
(Fig. 4b) se deconvoluciona con una valor de 13.36 Hz, se
obtiene un multiplete deconvolucionado que es més fécil de
interpretar (Fig. 4d). Laremocion de una constante de acopla-
miento facilita la interpretacion de las sefiaes, siendo ésta una
ventaja del proceso de deconvolucion. Al nuevo multiplete se
le puede volver aplicar el método modificado de duplicacion
de J para obtener una nueva gréfica de integral (Fig. 4e), en
donde el minimo a 9.97 Hz se encuentra a mayores frecuen
cias. Es muy recomendable ir eliminando las constantes de
acoplamiento mayores para evitar errores de interpretacion en
las graficas de integral; asi, los subarménicos de la J mayor no
interfieren con las determinaciones de las J menores. En la
figura 4e es posible determinar |a presencia de tres constantes
de acoplamiento en los minimos V, VI y VII. Para evitar
cualquier confusién en la determinacion total de las constantes
de acoplamiento, la sefial se deconvoluciona con el valor de
9.97 Hz (Fig. 4f). Un proceso subsiguiente muestra una gréfi-
cadeintegral (Fig. 4g) con dos minimos clarosa4.74y a3.27
Hz. El multiplete puede seguirse deconvolucionando con el
valor mayor para obtener un doblete (Fig. 4h), el cua es nue-
vamente procesado. La nueva gréfica de integral (Fig. 4i) es
caracteristica de dobletes en donde se observan subarménicos
avalores de J4/n, donde n es un entero mayor a dos. La poste-
rior inclusién de la sefial a un nuevo proceso muestra una gra-
ficadeintegral (Fig. 4k) en donde no existe un minimo defini-
do como en los procesos anteriores, indicando que no existe
otra constante de acoplamiento. Independientemente de este
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resultado, una posterior deconvolucion de la sefial provoca
una distorsion en la sefial que indica, nuevamente, que el
multiplete no posee una constante de acoplamiento menor a
3.27 Hz. En estaforma, el método es autoconsistente, indican-
do cuantas constantes de acoplamiento hay en la sefial y las
determinaen laformamés precisa posible.

Se estudiaron tres compuestos azo naftélicos 2, 3y 4
(Esquema 1). En lafigura 5 se ejemplifica el mismo proceso
descrito anteriormente para medir las constantes de acopla-
miento de las sefial es que satisfacen los requerimientos para el
empleo del método modificado de duplicacion de J. En la
figura 5a se muestra el multiplete de H-8; en ella se observala
presencia de cinco constantes de acoplamiento. La extraccion
de las dos constantes de acoplamiento mayores; la deconvolu-
cion de ellas generan un triplete (Fig. 5e). En la dos gréficas
de integral de los dos procesos iniciales no se distingue la
presencia de dos constantes de acoplamiento diferentes. Es
hasta el tercer proceso (Fig. 5f) cuando se observala presencia
de dos constantes de acoplamiento alrededor de 0.60 Hz. La
medicion de estas dos constantes de acoplamiento no hubiese
sido posible redlizar si no se efecttan las deconvoluciones su-
cesivas.

Una vez concluida la extraccion de las cinco constantes
de acoplamiento que uno infiere del multiplete original, se
observa una sefia sencilla (Fig. 5i) en donde el ancho de la
sefial seria el Unico indicio para indicar la presencia de otra
constante de acoplamiento; dado que el minimo VIII podria
deberse a un subarmoénico de la constante de acoplamiento,
tampoco es clara la presencia de una quinta constante; sin
embargo, cuando se obtiene la gréfica de integral (Fig. 5j) se
observa un minimo en 0.23 Hz, que indica la presencia de otra
constante de acoplamiento la cual se encuentrainmersa dentro
del ancho de la sefial. Un proceso posterior (Fig. 5) indica
gue no existen constantes de acoplamiento menores a 0.23 Hz.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para
los tres compuestos estudiados. En el mejor de los casos, la
determinacion se hizo por duplicado. Cuando no se reporta un
valor es debido a que el nimero de constantes de acoplamien-
to pequefias impidié su determinacion, por la inclusion de
ruido debidas a propio proceso de deconvolucion, o porque el
traslape de las sefiales no permitieron extraer el multiplete. En
la Tabla 1 se observa que todas las mediciones tienen un error
menor a £0.03 Hz. Un andlisis rapido de los valores de todas
las constantes de acoplamiento no muestra grandes varia-
ciones. Sin embargo, se muestra que la méxima variacion se
encuentra paralaJs 4 con DJ; 4 = 0.26 Hz. Esta determinacion,
no muestra cambios sustanciales, pero si indica la influencia

Tablal. Constantes de acoplamiento en Hz medidas por el método modificado de duplicacién de J para 1-[(fenil) azo]-2-naftalenol (2), 1-[(4'-
metil fenil)-azo]-2-naftalenol (3) y 1-[(4'-metoxi fenil)-azo]-2-naftalenol (4).

‘13,4 ‘13,8 J4,5 ‘]4,8 ‘]5,6 ‘]5,7

Compueto 3 4 3 8 4 5 4 8 5 6 5

ks %7 ks Jrs &4 I 4
8 7 8 2 4 3 %

2 940 — — — — 049
3 927 934 —
4 — 914 —

— 075 779 779 134 134 025 021 708 712 121 121 825 819 — — — —
0.55 045 046 0.71 069 7.81 7.87 126 130 0.23 023 7.02 7.03 123 120 828 827 — 038 — 072
0.60 0.49 048 0.69 0.70 7.90 7.95 124 127 0.26 026 696 697 121 122 835 837 — — — —
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de un proton sobre la constante de acoplamiento a diez enla-
ces de distancia cuando es substituido por un grupo metoxilo.
Las variaciones sobre Jg; y J; g son de 0.14 Hz; este hecho da
lugar alainterrogante del por qué estas variaciones son sobre
dos parametros donde interviene H-7.

No se muestran las mediciones de los multipletes de los
protones H-2' y H-3' de los compuestos 2-4 y H-4' del com-
puesto 2, ya que las sefiales no muestran un patrén de primer
orden. Esinteresante observar que parala sefial de los metilos
del compuesto 3 se midieron en la sefial de los metilos dos
constantes correspondientes a acoplamiento CH;, H-3', 4 =
0.72 Hz, y a acoplamiento del CHg, H-2', 53 = 0.38 Hz.

Lamedicién de las constantes de acoplamiento de sistemas
comunes, con su posterior deconvolucion, facilita la inter
pretacion de multipletes complejos. Mediante procesos itera-
tivos de deconvoluciones sucesivas es posible realizar la me-
dicion precisa de constantes de acoplamiento que se encuentran
inmersas en la sefial, alin cuando estas no presentan ningln des-
doblamiento. Por métodos convencionales no es posible medir
0 estimar la presencia de estos parametros. En este trabajo se
muestra la factibilidad de medir reproduciblemente constantes
de acoplamiento pequefias (hasta 0.23 Hz). Asi, es posible ob-
servar, sin ambigiedades, constantes de acoplamiento a larga
distancia. La medicion precisa de las constantes de acoplamien
to alarga distancia permitira que por métodos computacionales
se comprenda mejor la transferencia del acoplamiento a larga
distancia, lo cual se espera seade utilidad parala determinacion
estructural de compuestos y para comprender los efectos que
influyen en estos parametros espectroscopi cos.

Parte experimental

Todos |os espectros fueron obtenidos en un equipo Unity Plus
500 Varian paralograr la maxima dispersion de las sefiales, €l
tiempo de adquisicion se fijo en 6s, la resolucién minima me-
dida en la sefial del TMS fue de a menos 0.5 Hz procurando
gue la sefial asemejara a una linea lorentziana, la ventana es-
pectral se redujo de tal forma que incluyera todas las sefiales
del espectro y no se observaran distorsiones en la linea base.
Los espectros se procesaron sin ninguna funcion de apodiza-
cion con una resolucion digital de 0.02 Hz como minimo. Las
determinaciones se realizaron con un programa hecho ex pro-
feso en una computadora PC-Linux RH 7.0 con procesador
Pentium 111 Intel 2500 MHz y 256 Mb en RAM. Las sefiales
se deconvolucionaron con 64 funciones delta.
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Abstract. The reaction of a set of five aldehydes, ethyl acetoacetate
and urea or thiourea (Biginelli reaction) has been performed over a
bentonitic clay as the catalyst, under solventless conditions using
infrared irradiation as the energy source, obtaining the corresponding
dihydropyrimidones .

Keywords: Biginelli esters, green chemistry, tonsil, bentonitic clay.

Resumen. Se realiz0 la reaccion entre una serie de cinco adehidos,
con acetoacetato de etilo y urea o tiourea (reaccién de Biginelli)
empleando una arcilla bentonitica como catalizador en ausencia de
disolvente y utilizando irradiacién infrarroja como fuente de energia,
obteniéndose |as correspondientes dihidropirimidonas.

Palabras clave: Esteres de Biginelli, tonsil, arcilla bentonitica.

I ntroduction

Some of the main objectives of green chemistry isto carry out
reactions under solventless conditions with natural heteroge-
neous catalysts in order to be innocuous to the environment
[1]. Complementary, it is worth mentioning that an ideal syn-
thesis has been established as one in which a target molecule
is produced in one step quantitatively, from available and
inexpensive starting compounds, in an environmentally accep-
table process[2].

Since the revision of fundamental synthetic reactions
under heterogeneous catalysis represents the principal subject
of continuos investigation of our research group [3], we now
examine the Biginelli reaction with clay catalysis. The Bigi-
nelli reaction [4], described more than a hundred years ago
and reviewed by Kappe [5], consists of the one-pot condensa
tion of b-dicarbonyl compounds with aldehydes and ureas or
thioureas affording dihydropyrimidine moieties (Scheme 1),
some of them showing important pharmacological properties
(i.e. calcium channel blockers, anti-hypertensive agents,
alpha;-a-antagonists) [6]. The reaction is commonly perfor-
med in EtOH or THF under strong protic acid catalysis and
combinations of Lewis acids with transition metal salts have

been aso used; in addition, a polyphosphate ester was recently
employed improving the yield of the process[7].

Related to our research program [8-9] on the use of
TAFF, a commercia bentonitic clay [10] as a Lewis catalyst,
we wish to notify that the aim of this paper is to report the cor-
responding results in order to obtain a set of dihydropyrimi-
dones (DHPMs) (1-8) promoted by TAFF, under solventless
conditions, using infrared irradiation as the energy source
[11]. Moreover a contribution to green chemistry is offered
since this new method is environmentally benign as well as
economically feasible[10].

R
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S TAFE H
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O H N/g( N
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|
H

Scheme 1
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Table 1. TAFF-promoter of Biginelli esthers, under IR radiation.

DHPMa EIMS m/z (%)
R/X Entry  Yidd (%) M+ [M-R]*

Me/S 1 45 214 (63) 199 (100)
Me/O 2 60 198 (70) 183 (100)
CgHs/ O 3 55 260 (75) 183 (100)
CeHs/ S 4 45 276 (73) 199 (100)
a-Naf / O 5 50 310 (72) 183 (53)
CHg/ O 6 50 274 (45) 183 (100)
0-CICH,/O 7 60 294 (22) 183 (100)
0-CICH,/S 8 50 310 (75) 199 (100)

aThese products have been previoudy reported [5];
b After purification by column chromatography and/or recrystallization.

Discussion

In Table 1 have been summarized the experiments performed
by this new method to prepare the DHPMs 1-8. These com-
pounds were obtained with acceptable yields in an adequate
reaction time[12].

This novel technique offers a clean and easy method for the
preparation of the target molecules. The reaction provided addi-
tional advantages such as an easy work-up and is carried out in
absence of solvent. However, most reactions described in the
Table showed no further progress after 4 h, as evidenced by
TLC.

Our results also demonstrate that infrared irradiation can
be used as a valuable means for activating organic com-
pounds. To our knowledge, thisis the first time that this ener-
gy source has been used for the promotion of this one-pot cy-
clocondensation. This environmental-friendly clay afforded a
valuable alternative to promote a numerous efficient catalytic
systems that have already been proposed for the achievement
of DHPMs.

Experimental section

All aldehydes are commercially available (Aldrich Chemical
Co.) and were employed without further purification. The
reactions were monitored by TLC (n-hexane-AcOEt, 7:3) per-
formed on percoated (0.25 mm) Merck silica-gel 60-F,s, alu-
minum sheets, the product visualization was done using a 254
nm UV lamp. Melting points are uncorrected and were deter-
mined on a Fisher-Johns apparatus. The EIMS were per-
formed on a JEOL JMS-SX 102 instrument.

General procedure for the preparation of 1-8. A mixture of
aldehyde, urea and ethyl acetoacetate (8.226 mmol) was
mixed with 500 mg of TAFF, and placed in a round-bottomed
flask (50mL) equipped with a condenser, then it was irradiat-
ed by means of an infrared lamp and monitored by TLC dur-
ing 4 h. After cooling, the product was extracted with Me,CO
(20 mL) and the solvent evaporated under vacuum. The solid
obtained was chromatographied (n-hexane-AcOEt, 7:3) and/or
recristallyzed from EtOH, affording 1-8.
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Resumen. Con € fin de establecer la influencia del grupo N-sulfinilo
sobre el comportamiento de las acrilamidas como diendfilos quirales,
se han estudiado las reacciones de la (S)-(E)-N-bencil-N-p-tolil -
sulfinil-2-butenamida (2) con ciclopentadieno en distintas condi-
ciones. Una reactividad moderada en presencia de catalizadores o
usando altas presiones, una acusada endo/exo selectividad (97:3) y
una significativa diastereosel ectividad facial (hasta un 60 % de exce-
so diastereomérico) constituyen sus caracteristicas mas destacables.
Palabras clave: N-sulfinilo, acrilamidas, Diels-Alder, (S)-(E)-N-ben-
cil-N-p-tolilsulfinil-2-butenamida, ciclopentadieno, estereoselectivi-
dad.

Abstract. In order to establish the influence of the N-sulfinyl group
on the behavior of the acrylamides as chiral dienophiles, the reaction
of (9-(E)-N-benzyl-N-p-tolylsulfinyl-2-butenamide (2) with cyclo-
pentadiene has been studied under different conditions. A moderate
reactivity under high pressures or catalysts, a very high endo/exo
selectivity (97:3) and a significant facial diastereoselectivity (de up to
60 %) are their most significant features.

Keywords: N-sulfinyl, acrylamides, Diels Alder, (9-(E)-N-benzyl-
N-p-tolylsulfinyl-2-butenamide, cyclopentadiene, estereoselectivity.

Introduccion

La gran €ficacia de la reaccion de Diels-Alder en la construc-
cion de enlaces C-C y la posibilidad de formar hasta 4 centros
quirales en una sola etapa hacen de esta reaccion uno de los
métodos més utilizados en sintesis organica [1]. En su versién
asimétrica, se han descrito reacciones en las que la informacion
quiral es aportada por el dieno o, en mayor medida, por €l

diendfilo. Entre estos Ultimos, los sustratos més estudiados son
los acrilatos derivados de alcoholes quirales [1€]. El uso de
acrilamidas como diendfilos quirales [2] ha sido mucho menos
estudiado debido, probablemente, a su inferior reactividad [3].
Laincorporacién de otro grupo atractor en €l nitrégeno amidico
mejora la reactividad, consiguiéndose excelentes selectividades
en algunos casos como €l de las oxazolidinonas descritas por
Evans[4] y desarrolladas posteriormente por otros autores [5], y
€l de las sultamas descritas por Oppolzer [6]. La utilizacion del

grupo sulfinilo como activante del grupo amido en este tipo de
reacciones no ha sido nunca estudiada. El Unico precedente
referible es la sulfinamida ciclica 1 [7], que es capaz de reac-
cionar con ciclopentadieno y 1-azabutadienos con buenos rendi-
mientos y elevados excesos diastereoisoméricos (Esguema 1).
No obstante, estos resultados no pueden ser extrapolados al

comportamiento de las N-sulfinil acrilamidas, ya que en el com-
puesto 1 & grupo sulfinilo gerce un efecto activante doble (por
estar unido simultdneamente al doble enlace dienofilico y al

nitrégeno amidico) y se encuentra directamente unido a centro
proquiral reactivo, lo que sugiere una superior reactividad y un

control més eficaz de la estereosel ectividad.

N
C 0 2 H 0
s NG S, _/Ph
' — [ N Ph | N—,
o -20°C, 15 min \/ 70080, 6h N 3
$- 94% % 5% ¥y
N~~Ph o)
oY © /NN
e.d. =96% e.d. >98%
Esquema 1l

En relacion con la blsqueda de nuevos agentes de sulfini-
lacién, mas reactivos que el p-toluenosulfinato de mentilo,
describimos hace unos afios la sintesis de diversas N-sulfi-
namidas N-alquilsustituidas [8], entre las que se encuentra una
N-sulfinil acrilamida, la (S)-(E)-N-bencil-N-p-tolilsulfinil-2-
butenamida (2) (Esquema 2). Su reactividad dienofilica debe
ser superior alade las acrilamidas, por encontrarse el nitroge-
no unido a sulfinilo, mientras la existencia de varios centros
bésicos en la molécula sugeria la posibilidad de controlar la
estereoselectividad mediante el uso de &cidos de Lewis ade-
cuados. Por estas razones decidimos estudiar su comporta-
miento frente a ciclopentadieno con el fin de explorar las posi-
bilidades de las N-sulfinil amidas como inductores quirales en
reacciones de Diels-Alder asimétricas. Aunque su reactividad
sea previsiblemente inferior alade 1, las conclusiones deduci-
das de su estudio podrian ser de aplicabilidad mucho més ge-
neral, dado que la preparacion de cualquier compuesto de es-
tructura semejante se puede conseguir con relativa facilidad
por sulfinilacion de la correspondiente aminay posterior acila-
cion [8] (Esquema 2).
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Esquema 2

En el presente trabajo se describen los resultados obte-
nidos en el estudio de las reacciones del compuesto 2 con ci-
clopentadieno bajo diferentes condiciones de reaccion.

Resultados y discusion

Un resumen de los resultados més significativos de las reac-
ciones de 2 con ciclopentadieno bajo diferentes condiciones
aparece recopilado en la Tabla 1. Un primer intento, realizado
a temperatura ambiente en ausencia de catalizadores, puso de
manifiesto la baja reactividad esperada del diendfilo, que se
recuper6 inalterado tras mantenerle 20 dias en contacto con
ciclopentadieno en exceso. El uso de fuertes &cidos de Lewis
(SnCl,, Me,AICI, BF;.Et,0, Sc(OTf)5 y TiCl,) como catali-
zadores no permitié solucionar el problema, provocando la
desulfinilacién del diendfilo con formacion de N-bencil-2-bu-
tenamida.

Esta descomposicion no tuvo lugar en presencia de &cidos
de Lewis més suaves, tales como ZnBr,, Eu(fod); o Yb(fod),
por lo que éstos constituyen los Unicos catalizadores eficaces
para que tenga lugar la cicloadicion (Tabla 1). La utilizacion
de otras condiciones descritas en la bibliografia para acelerar
las reacciones Diels-Alder [1 g], tales como el uso de medios

209

1. Buli

2. (CH£CH=CHCO),0

acuosos [9], LiCIO, / éter [10] o alta presidn, también propor-
ciona resultados satisfactorios, dando lugar a los correspon-
dientes aductos.

Las reacciones catalizadas se llevaron a cabo agitando el
diendfilo con 1.4 equivalentes de &cido de Lewis a temperatu-
ra ambiente durante unos minutos para conseguir su quelacion
y ahadiendo posteriormente un exceso del dieno a dicha tem-
peratura. En todos los casos se obtuvo una mezcla de tres
aductos con sefiales en RMN bien diferenciadas, que permiten
establecer su proporcion en el crudo. Estas mezclas pudieron
separarse por cromatografia en columna.

Excepto en la reaccion catalizada por gel de silice activa-
da[11] (ensayo 7), los rendimientos de las reacciones pueden
considerarse buenos.

La selectividad endo / exo (definida como la relacion
molar de los aductos endo y exo) depende del disolvente, va-
riando desde buena en medios acuosos (ensayos 4 y 5) a exce-
lente en el resto de los casos que emplean medios organicos,
destacando los resultados obtenidos en los ensayos 2, 6 10 y
11 (ed = 90-94 %). La diastereoselectividad facial, medida
como la relacion molar entre los aductos obtenidos por cada
una de las caras diastereotdpicas, depende fundamentalmente
del modo de aproximacion del dieno, resultando ser baja o
moderada para la aproximacion endo (ed £ 60 %, segun se

Tabla 1. Resultados obtenidos en la reaccion de la sulfinamida 2 con ciclopentadieno.

LA O P :
N A H + CHs +
| \  p-Tol H _
CON(Bn)SOp-Tol
Bn CON(BN)SOp-Tol H

ON(Bn)SOp-To
H
H

CH3
2 4-endo 5-endo 4-ex0
Ensayo Condiciones?® t(h) Rdto(%)» Aendo! Bendo ! Aexc® Endo/ exo Selectividad faciald
1 ZnBr, 48 70 54/36/10 90/10 60/ 40
2 Eu(fod), 48 75 69/28/3 97/3 71/29
3 Y b(fod), 48 65 (83) 68/19/13 87/13 78122
4 H,O 48 60(90) 64/16/20 80/20 80/20
5 H,O (LiCl) 48 65 (92) 64/16/20 80/20 80/20
6 LiCIO,5M / éter 48 50 (85) 52/43/5 95/5 55/45
7 SO, 48 15 — — —
8 12-13 Kbar 24 86 63/27/10 90/10 70/ 30
9 12-13 Kbar / ZnBr, 24 82 49/41/10 90/10 55/45
10 12-13 Kbar / Eu(fod)s 24 85 29/68/3 97/3 30/70
11 12-13 Kbar / Yb(fod), 24 80 71/24/5 95/5 75125

a) En todos los casos se utiliz6 exceso de dieno 'y, excepto en los ensayos 4-7, €l disolvente utilizado fue CH,Cl,. La cantidad de &cido de Lewis

empleadafue 1.4 equivalentes.

b) Rendimientos globales aidados. Entre paréntesis se indican los rendimientos cal culados teniendo en cuentala cantidad de sulfinamida (2)

recuperada sin reaccionar.
¢) Proporcion basada en datos de RMN del crudo de reaccion.
d) Parala aproximacion endo (4endo / Sendo)-
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recoge en la Tabla 1) y aparentemente muy elevada para la
exo (unicamente se aprecia la formacion del aducto 4-exo). En
este sentido cabe destacar que la selectividad facial es ligera-
mente superior en medios acuosos (ensayos 4 y 5) y menor en
las reacciones catalizadas con ZnBr, (ensayos 1y 9). En pre-
sencia de este catalizador, la selectividad facial no mejord
apreciablemente a disminuir la temperatura (0 °C) ni al uti-
lizar ultrasonido, condiciones que tampoco afectaron alareac-
tividad. Finalmente, la utilizacion de condiciones de alta pre-
sién (ensayos 8-11) mejoro la reactividad, tanto en presencia
como en ausencia de acidos de Lewis (ensayos 8-11), siendo
posible la obtencién de buenos rendimientos de los aductos en
procesos no catalizados (ensayo 8). En cuanto a su influencia
sobre la estereoselectividad, se encuentra una fuerte depen-
denciadel catalizador. Asi, en presencia de ZnBr, no se obser-
van variaciones significativas de la endo-selectividad ni de la
selectividad facial al variar la presién (comparar ensayos 1y
9), mientras el uso de Yb(fod); determina que la proporcion
de los aductos endo sea ligeramente superior a atas presiones
(comparar ensayos 3y 11). Las diferencias mas significativas
se producen en presencia de Eu(fod); en que un aumento de
presién produce una inversion de la selectividad facial con
respecto a la observada a presiéon atmosférica (comparar
ensayos 2 y 10). Finalmente, la variacién en el nimero de
equivalentes de Eu(fod); (0.5, 1.5 0 2.5 eq.) a presiones ele-
vadas (12-13 Kbar) no produjo cambios significativos en los
resultados, mientras que el uso de atas presiones cuando se
emplea H,O como disolvente determina la recuperacién del
diendfilo inalterado.

La estereoquimica endo o exo de los aductos pudo ser
facilmente establecida a partir de sus datos de 1H-RMN, espe-
cialmente el de los desplazamientos quimicos de los protones
olefinicos. A partir de los datos correspondientes a com-
puestos norbornénicos referibles [12] ha podido establecerse
que la diferencia de desplazamiento entre los dos protones
olefinicos de los aductos endo es sustancialmente mayor que
laque existe en 10s exo (Ddgngo > Ddgy). También resultan sig-
nificativos los desplazamientos de los protones H-2 y H-3,
gue presentan valores mas altos cuando ocupan una disposi-
cion pseudoecuatorial. En nuestro caso, Dd entre los protones
olefinicos es de 0.7 ppm y 0.5 ppm, respectivamente, para los
aductos 4-endo y 5-endo, disminuyendo hasta 0.1 ppm en €l
caso del aducto 4-exo (Fig. 1). Por otra parte, el desplazamien
to de H-2 en los aductos 4-endo y 5-endo es de 3.19 ppm y

_ H Hz H (3.16 ppm)
Dd=0.7ppm Mﬂg ppm)  Dd=05ppm M
H H (2.14 ppm) H CONR,
CONR, H (217 ppm)
4-endo 5-endo
CONR,
_ H
bd =01 ppm m(zﬁs ppm)
H H(2.50 ppm)
CHs

4-X0

Fig. 1. Vaores significativos de los desplazamientos quimicos de los
aductos obtenidos.

Jose Luis Garcia Ruano et al.

3.16 ppm, respectivamente, disminuyendo su valor hasta 2.5
ppm en el caso del aducto 4-exo. Los valores de d-H; concuer -
dan también con este criterio, siendo menores para los aductos
4-endo y 5-endo (2.14 ppm y 2.17 ppm respectivamente) que
para el 4-exo (2.65 ppm).

Con €l fin de asignar la configuracion del aducto mayori -
tario 4-endo, se intentd su correlacion quimica con el acido 6
(del que existen descritos valores del poder rotatorio para
ambos enantiémeros [13]) a través de la secuencia mostrada
en el Esquema 3. La reaccion de 4-endo con CH;Mgl en THF
a 0 °C produce la eliminacion del grupo sulfinilo con forma-
cion del compuesto 7, cuya reduccion con H,(Pd) en acetato
de etilo dalugar ala amida bencilica 8. Desgraciadamente, to-
dos los intentos de hidrdlisis &cida o bésica de 8 para obtener
el &cido carboxilico 6 resultaron infructuosos.

H THF, 0°C AcOEt H
CON(BN)SOp-Tol

CHg CHg CH3
CH3Mal H H, (Pd)
H
HB!

CONHBn

4-endo 7 8
[a]o=-139 (c 0.23, CHCI3)

H CHg
CH3 H
COzBn H

9 H CO2H

[a], Lit. = +133.9 (c 1.37, CHCI3) 6

Esquema 3

Ante la imposibilidad de realizar la asignacion configura-
cional inequivoca de estos aductos se llevd a cabo una asig-
nacion tentativa, basada en la comparacion de los valores de la
rotacion especifica de la N-bencilamida 8 con la del éster
bencilico 9, descrito en la literatura [4b], sobre la base de que
amidas y ésteres de la misma configuracién suelen exhibir va-
lores de rotacion especifica del mismo signo y similares en
magnitud. Asumiendo esta concordancia como criterio de asig-
nacién, aun siendo conscientes de sus limitaciones, podemos
admitir tentativamente que el producto 8 (y por tanto su pre-
cursor 4-endo) debe poseer configuracién endo opuesta alade
9, por exhibir valores de distinto signo para su rotacién especi-
fica (Esquema 3).

Con d fin de explicar la estereosel ectividad observada en
estas reacciones hemos de tener en cuenta que las amidas a,b-
insaturadas adoptan preferentemente la conformacion s-cis
[14]. Segiin puede apreciarse en la Tabla 1, el aducto favoreci-
do es el 4-endo, tanto en presencia como en ausencia de &ci-
dos de Lewis. Cuando las reacciones se llevan a cabo en pre-
sencia de éstos, resulta razonable admitir la formacion de que-
latos de seis miembros que impliquen a los oxigenos sulfinili-
co y carbonilico (Fig. 2). Esta quelacion restringe el movi-
miento conformacional en torno a enlace del azufre con el
fragmento molecular que contiene el resto proquiral, pudiendo
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Fig. 2. Conformaciones favorecidas en distintas condiciones,
mostrando la aproximacion menos impedida del dieno.

achacarse a esta restriccion la selectividad facial observada
SegUn se aprecia en la figura 2, el grupo p-tolilo tendera a
adoptar la disposicion ecuatorial més estable en la conforma-
cion semisilla, presumiblemente favorecida, del quelato. Con
estas premisas, el grupo bencilo podria adoptar la orientacion
axial o ecuatorial, dando lugar alas conformaciones | y 11 de
la figura 2. La primera debe ser mas estable que la segunda
debido a las interacciones del grupo N-bencilo con el protén
olefinico H-2 (interaccion de tipo 1,3-paralela, incrementada
por €l hecho de que el fenilo esté orientado hacia H-2) y con
el grupo p-tolilo (en disposicién pseudoecuatorial), presentes
en el rotamero | 1. Segin este andlisis, la aproximacion favore-
cida del dieno debe tener lugar desde la cara superior de I, ya
que el grupo bencilo dificulta el ataque desde la cara inferior.
La diferente capacidad de quelacion de los metales utilizados
como catalizadores puede ser responsable de las pequefias
diferencias de selectividad facial observadas. El Gnico dato
gue no es posible explicar es la inversion de selectividad fa-
cial que se observa en la reaccion catalizada por Eu(fod); a
presiones elevadas, ya que un aumento de presion no suele
provocar variaciones significativas en la selectividad facial
(ensayo 10).

En ausencia de metales, la conformacion s-cis preferida
por la amida dispondria también al grupo N-bencilo en una
orientacion similar, con el fin de evitar las interacciones con
H-2 (111 enlaFig. 2), por lo que resulta previsible observar un
predominio del aducto resultante de la aproximacion del dieno
desde la cara superior de 111 (conformacion que minimiza las
interacciones el ectrostéticas), que es idéntico a que se obtiene
en presencia de | os catalizadores, tal y como indican |os resul-
tados experimentales. En medios acuosos, la conformacion
mas polar, 11", con los enlaces C=0 y S=0 paralelos, debe
estar favorecida, lo que refuerza la preferencia axial del grupo
N-bencilo y, por tanto, la estereoselectividad de la reaccion
(en estos medios es la mas elevada). Segun puede observarse,
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las prediciones de este modelo estereoquimico proporcionan
un soporte adicional a la asignacion tentativa que realizamos
del compuesto 4-endo.

Finalmente, la notable endo-selectividad observada puede
justificarse sobre la base a efecto orientador endo de la fun-
cion amida, potenciado por el catalizador [15].

Como conclusién puede establecerse que laincorporacién
de un grupo sulfinilo de configuracion definida a nitrégeno
de las acrilamidas permite su utilizacion como diendfilos qui -
rales. La reactividad aceptable de las N-sulfinilamidas en pre-
sencia de catalizadores, su casi completa endo-selectividad, y
su notable selectividad facial, unidas a la facilidad de sepa-
racion de los aductos y de la incorporacién del auxiliar, hacen
posible su explotacion sintética.

Parte experimental

Técnicas generales. Los espectros de RMN 1H y 13C se
realizaron a temperatura ambiente en un equipo Bruker AC-
200 (200 y 50 MHz, respectivamente). El disolvente utilizado
en todos los casos fue CDCI ;. Los poderes rotatorios se
midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 MC. Se
describen las rotaciones Opticas especificas ([alp), detallan-
dose en cada caso la concentracion (c) y el disolvente utiliza-
do. Los espectros de masas (EM) y espectros de masas de ata
resolucion (EMAR) se realizaron en un espectrometro VG
AutoSpec, utilizando condiciones de impacto electronico. Las
reacciones realizadas bajo condiciones de alta presion se lle-
varon a cabo en un aparato UNIPRESS EQUIPMENT 101 LV
30/16 en viales de polietileno. El diclorometano se preseco
sobre cloruro célcico y se destil6 sobre pentdxido de fésforo.
El ZnBr, fue secado a vacio a 160 °C durante 24 h utilizando
P,O5 como agente deshidratante. El ciclopentadieno se destilé
y fue conservado a—20 °C.

Reacciones en presencia de acidos de Lewis. Sobre una di-
solucion del &cido de Lewis (0.45 mmol) en CH,CI, anhidro (4
mL) se aflade bajo atmosfera de argén € diendfilo 2 (100 mg,
0.32 mmol) disuelto en CH,CI, anhidro (4 mL). Después de 30
minutos a temperatura ambiente se afiade ciclopentadieno (3.2
mmol) y se mantiene a esa temperatura durante 48 h.
Transcurrido ese tiempo la mezcla de reaccion se hidroliza con
agua (en el caso del ZnBr,) o con disolucién acuosa de HCI &
10 % (en el caso de Eu(fod),). La extraccion se realiza con
CH,Cl,. Después de secar |afase orgénica con Na,SO,, anhidro
y evaporar el disolvente, los aductos se purifican mediante cro-
matografia en columna (eluyente: Et,O / hexano 1/8).

Reacciones bajo alta presién. En un via de 2 mL se intro-
duce el diendfilo 2 (40 mg, 0.13 mmol) y el dieno (1.3 mmol),
disueltos en CH.Cl,, junto con el &cido de Lewis (0.18 mmol)
(en los ensayos realizados en presencia de catalizador). Esta
mezcla de mantiene a 13 Kbar durante 24 h. Transcurrido este
tiempo, se evapora el disolvente y los aductos se purifican
seguin lo descrito en el método anterior.
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Reaccién en agua. Sobre una suspensién del diendfilo 2 (100
mg, 0.32 mmol) en agua (6 mL) se afiade ciclopentadieno (3.2
mmol). Después de 48 h a temperatura ambiente la mezcla se
extrae con CH,Cl,. La fase orgénica se seca con Na,SO,
anhidro y, tras evaporar el disolvente, los aductos se purifican
segun o descrito en el método con &cidos de Lewis.

(1S,2S,3R,4S,SS)-N -bencil-3-metil-N-p-tolilsulfinilbici-
clo[2.2.1]hept-5-ene-2-car boxamida (4-endo). [a]p = —47 (C
=1, CHCI;). RMN H (CDCl;, 200 MHz): d 7.48 y 7.28 (4H,
sistema AA’BB’, CH;-C¢H,), 7.12 (5H, m, Ph), 6.24 (1H, dd,
J=5.7Hz, J=3.0 Hz, H vinilico), 5.49 (1H, dd, J= 5.7 Hz, J
= 3.0 Hz, H vinilico), 4.26 (2H, s, CH,Ph), 3.36 (1H, m, H,),
3.19 (1H, m, CH-CON), 2.51 (1H, m, H,), 2.41 (3H, s, CH4-
CgH,), 2.14 (1H, m, CH-CH,), 1.66 (1H, d, J = 8.7 Hz, H,),
1.46 (1H, dc, J=8.7y 1.8 Hz), 1.17 (3H, d, J = 7Hz, CH4
CH). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): d 176.4, 142.6, 138.8,
137.2, 131.1, 130.0, 128.1, 127.9, 126.7, 125.5, 51.7, 49.5,
48.1, 46.8, 44.5, 37.1, 21.4, 20.6. EM.: 379 (M+,8), 313 (8),
240 (29), 222 (16), 174 (10), 139 (25), 132 (7), 123 (5), 107
(51), 91 (100), 77 (13), 69 (58), 65 (15). EMAR para
C,3H,5NO,S: Calculada: 379.1606. Observada: 379.1604.

(IR, 2R, 3S, 4R, SS)-N-bencil-3-metil-N-p-tolilsulfinilbici-
clo[2.2.1]hept-5-ene-2-car boxamida (5-endo). [a]p = +46 (c
= 0.5, CHCIl;). RMN 1H (CDCl3, 200 MHz): d 7.46 y 7.20
(4H, sistema AA’'BB’, CH;-C4H,), 7.09 (3H, m, Ph), 6.91
(2H, m, Ph), 6.42 (1H, dd, J=5.7 Hz, J= 3.1 Hz, H vinilico),
5.93 (1H, dd, J= 5.7 Hz, J= 2.7 Hz, H vinilico), 451y 4.27
(2H, sistema AB, J=15.4 Hz, CH,Ph), 3.22 (1H, m, H,), 3.16
(1H, m, CH-CON), 2.57 (1H, m, H,), 2.37 (3H, s, CH;-C4H,),
2.17 (1H, m, CH-CH3), 1.71 (1H, d, J=8.6 Hz, H), 1.50 (1H,
dd, J=8.6y 1.5 Hz, H;), 1.17 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH;-CH).
RMN 13C (CDCl;, 75 MHz): d 175.2, 142.5, 139.7, 138.3,
137.5, 130.5, 129.8, 127.8, 126.6, 125.6, 51.7, 49.5, 49.0,
47.1,43.7,37.5,21.3, 20.5.

(IR, 2S, 3R, 4R, SS)-N-bencil-3-metil-N-p-tolilsulfinilbici-
clo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxamida (4-exo). RMN 1H
(CDClg, 200MHz): d 7.47 y 7.22 (4H, sistema AA’'BB’, CH-
CgHy), 7.12 (3H, m, Ph), 7.02 (2H, m, Ph), 6.22 (2H, m, 2H
vinilico), 4.45y 4.32 (2H, sistema AB, J = 15.1 Hz, CH,Ph),
2.99 (1H, m, H)), 2.75 (1H, m, H,), 2.65 (1H, m, CH-CH,),
2.50 (1H, m, CH-CON), 2.38 (3H, s, CH4-C¢H,), 1.82, (1H, d,
J=8.6 Hz, H;), 1.52 (1H, dc, J= 8.6 y 1.5 Hz, H;), 0.91 (3H,
d, J=7.0 Hz, CH;-CH). RMN BC (CDCl3, 75 MHz): d 174.7,
142.6, 137.5, 136.7, 136.5, 136.2, 129.9, 127.9, 127.7, 125.5,
50.7,50.4, 49.2, 47.5, 44.1, 38.9, 21.4, 18.9.

(1S,25,3R,4S)-N-bencil-3-metilbiciclo[2.2.1]hept-5-ene-2-
carboxamida (7-endo). [a]p = —139 (c = 0.23, CHCl3). RMN
1H (CDCl3, 200 MHz): d 7.30 (5H, m, Ph), 6.32 (1H, dd, J =
5.4 Hz, J= 3.2 Hz, H vinilico), 6.1 (1H, dd, J=5.4 Hz, J= 3.2
Hz, H vinilico), 5.7 (s ancho, 1H, NH), 4.38 (2H, d, J=5.9
Hz, CH,Ph), 3.12 (1H, m, H,), 2.51 (1H, m, H,), 2.32 (1H, m,
CH-CON), 1.85 (1H, m, CH-CH,), 1.66 (1H, d, J = 9.1 Hz,
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H,), 1.46 (1H, dc, J= 9.1y 1.6 Hz), 1.20 (3H, d, J = 7.0 Hz,
CH,-CH).
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Resumen. En este trabajo se describe la sintesis y e estudio estruc-
tura en solucion, de las sulfonilureas N-[4-[2-(2-ox0-2H-1-benzopi-
ranil-3-carboxamidil)etil]bencensulfonil]-N' -ciclohexilurea (5a) y N-
[4-[2-(4-nitrobenzamidil)etil]bencensul fonil]-N’ -ciclohexilurea (5b).
Se realizé la asignacién completa de las sefiales de RMN de H y 13C
de los intermediarios 1-4. El compuesto 5a es un compuesto nuevo
con actividad farmacol 6gica potencial.

Palabras clave: Sulfonilurea, estudio por RMN de 1H y 13C.

Abstract. This contribution describes the synthesis and structural
study in solution of the new sulfonylurea agents N-[4-[2-(2-ox0-2H-
1-benzopyran-3-carboxamide)ethyl]-benzenesulfonyl]-N' -cyclohexy-
lurea (5a) and N-[4-[2-(4-nitrobenzamide)ethyl]benzenesulfonyl]-N' -
cyclohexylurea (5b). Full assignment of *H and 13C NMR spectra in
solution of the intermediates 1-4 was accomplished. The new com-
pound 5a constitutes a member of an important class of sulfonylurea
drug with potential pharmacological activity.

Keywords: Sulfonylurea drug, 13C and 1H NMR study.

Introduccién

La diabetes mellitus es un trastorno crénico, congénito o ad-
quirido del metabolismo de los carbohidratos, que se caracte-
riza por una insuficiencia del organismo para aprovechar los
azUcares debido a la ausencia o disminucién de insulina en el
pancreas[1].

Las sulfonilureas, con estructura R’ -CgH 4-SO,NHCONH-
R constituyen los farmacos orales mas empleados en el
tratamiento de este padecimiento y son en realidad sulfonami -
das modificadas. El tratamiento de la diabetes mellitus con
sulfonilureas facilita la secrecién [2] de insulina produciendo
hipoglucemia. Su mecanismo de accion se encuentra a nivel
de las células b, actuando como bloqueadores de los canales
deK+*sensiblesal ATP[3].

Desde los afios cuarenta, se han preparado una gran va-
riedad de estos compuestos modificando los sustituyentes R 'y
R’, entre los que destacan: |a carbutamida, tolbutamida, y més
recientemente la gliburida y la gliquidona (Fig. 1). Estas dlti-
mas pertenecen a la tercera generacion de hipoglucemiantes,
cuya actividad es cien veces mas potente que la tolbutamida,
perteneciente a la primera generacion. La introduccion de
pequefios cambios estructurales genera una gran modificacién
de la actividad, tal es el caso de las sulfoniltioureas, a las

cuales se les ha establecido actividad como bloqueadores car-
dioselectivos de los canales de K* sensiblesal ATP [4].

Los métodos de sintesis para estos farmacos son escasos
en la literatura y se encuentran generalmente protegidos por
patentes [5]. Esto se traduce en una carencia de informacién
relacionada con sus caracteristicas espectroscopicas, muy
necesarias para su deteccion y andlisis. Al respecto y con fines
clinicos, se ha reportado la sintesis de un metabolito de la
gliburida, el hemisuccinato de 4-trans-[1-[4-[2-(5-cloro-2-
metoxibenzamidil)etil]-bencensulfonil]ureido]ciclohexanol
[6], donde Unicamente se cambia el ciclohexilo por el éster del
hemisuccinato de ciclohexilo.

En este trabajo se describe la sintesis de la N-[4-[2-(2-
0X0-2H-1-benzopiranil-3-carboxamidil)etil]bencensulfonil]-
N’ -ciclohexilurea (5a), sin precedente en la literatura, y de la
N-[4-[2-(4-nitrobenzamidil)etil]bencenesulfonil]- N -ciclohe-
xilurea (6b). Estos compuestos, asi como sus intermediarios
3a,b-4a,b, se caracterizaron completamente en solucion por
medio de RMN de H y de 13C en unay dos dimensiones, con
la finalidad de obtener datos espectroscOpicos sistematicos
gue faciliten su caracterizacion y deteccion. Esto ayudaria, en
su momento, a la mejor comprension de su mecanismo de
accion.
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Resultados y discusion

El esquema 1 muestra la sintesis de las sulfonilureas 5a y 5b.
El cumarin-3-carboxilato de etilo (1) se obtuvo por conden-
sacion del salicilaldehido con malonato de dietilo [7]. La
clorosulfonacién de la amida 3a, obtenida por condensacién
de la cumarina 1 con la fenetilamina, se realizd con éacido
clorosulfénico, seguido de un tratamiento con hidréxido de
amonio para obtener la sulfonamida 4a. Posteriormente, la
sulfonilurea 5a se obtuvo por condensacion en medio basico
del compuesto 4a con €l isocianato de ciclohexilo. La sintesis
de 5b se realiz6 a partir del cloruro de p-nitrobenzoilo 2, si-
guiendo la metodologia descrita para 5a, los rendimientos de
ambas sulfonilureas son moderados (Esquema 1).

L os desplazamientos quimicos en RMN tanto de tH como
de 13C del fragmento proveniente de la fenetilamina (Fig. 2)
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pueden utilizarse como una sonda quimica, ya que reflejan los
cambios estructurales ocurridos en los intermediarios y deri-
vados de las sulfonilureas. En las Tablas 1y 2 se resumen los
desplazamientos quimicos en RMN de las sulfonilureas, asi
como de los precursores 3a, 3b, 4ay 4b. Los desplazamientos
guimicos del proton amidico NHA y del carbono C-1 son sen-
sibles al efecto electroatractor del sustituyente R’. Ambos
aparecen a frecuencias mayores en la serie b, donde se tiene
un grupo nitro (R’ = p-nitrofenilo), que en la serie a corres-
pondiente a la cumarina.

Como era de esperarse, los domos de carbono del anillo
aromético de la fenetilamida varian sus desplazamientos
guimicos de acuerdo con el sustituyente en el anillo. El car-
bono C-4 (en posicién para al sitio de la sustitucion) parece
ser el més sensible, desplazéndose de 139 ppm (3a-b) a 143
ppm por efecto de la sulfonacion (4a-b), y dos ppm mas por
formacion de la sulfonamida (5a-b). El carbono C-7, si bien
se recorre 16 ppm a frecuencias mayores por ser el que se
sustituye directamente, no sufre cambio alguno por la forma-
cion de lasulfonamida

El fragmento etilénico se presenta en 3a,b-5a,b como un
conjunto de dos sefiales, un doble de triples para |os protones
metilénicos unidos a nitrégeno y un triplete para los protones
metilénicos unidos a fenilo. Sin embargo, resulta de poca uti-
lidad como sonda estructural ya que los desplazamientos
guimicos de 3a,b-5a,b, tanto de *H como de 13C, permanecen
sin cambio.

La asignacion ineguivoca de los desplazamientos quimi-
cos se realizd mediante experimentos de correlacion heteronu-
clear 1H-13C (HETCOR). En todos los casos, los carbonos
cuaternarios fueron resueltos mediante espectros acoplados de
los compuestos 3a, 3b y 4b. Asi, el espectro acoplado de
RMN de 3C de 4b mostr6 cuatro sefiales para los carbonos
ipso entre 140-150 ppm; es decir, en 149.0 ppm se observo
una sefial triple de triple para el carbono base del grupo nitro,
en 140.1 ppm se observé una sefial triple para el carbono base
de lafenetilamida, mientras que en 142.1 ppm se encontré una
sefial triple para C-7, y una sefial muy acoplada en 143.6 ppm
para C-4, debido a los protones del metileno y del anillo
aromético.

La asignacion cuidadosa de las sefiales en los compuestos
1y 3a,b permitid, por analogia, la asignacion de las sefiadles en
los productos subsecuentes. Los protones amidicos pueden
distinguirse féacilmente, NHA (3a,b-5a,b), aparece a frecuen-
cias mayores (8.78-8.96 ppm) y siempre presenta acoplamien-
to con los protones metilénicos del fragmento proveniente de
la fenetilamina, mientras que NHC (5a, b) se presenta a fre-
cuencias menores (ca. 5.6 ppm, 3J = 8.1 Hz) como un doblete
por acoplamiento con el proton axial del ciclohexilo.
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos de H de los compuestos 3a,b-5a,b en DM SO-dg. (d en ppm con respecto a TMS).

Compuesto N-HA H-2 H-3 AA’BB’ N-HB N-H¢
3aa 8.78 3.57 2.85 7.20-7.32

3bb 8.89 3.49 2.84 7.15-7.30

4ac 8.78 3.60 293 7.41-7.75 7.30

4pd 8.96 3.40 294 7.42-7.76 7.30

5ae 8.76 353 2.85 7.25-7.75 5.90 5.58
5bf 8.95 3.47 2.86 7.18-7.64 5.61 5.63

a) 8.87 (1H, s, H-4'), 8.00 (1H, d, H-5'), 7.44 (1H, t, H-6'), 7.75 (1H, t, H-7), 7.49 (1H, d, H-8 .

b) 8.00-8.29 (4H, AA’BB’, H-2y H-3 ddl fenilo para-sustituido).

€) 8.84 (1H, s, H-4'), 7.98 (1H, d, H-5), 7.50 (1H, t, H-6), 7.78 (1H, t, H-7), 7.42 (1H, d, H-9").

d) 8.00-8.32 (4H, AA’BB’, H-2'y H-3 del fenilo para-sustituido).

€) 8.62 (1H, s, H-4'), 7.95 (1H, d, H-5'), 7.41 (1H, t, H-6'), 7.74 (1H, t, H-7"), 7.46 (1H, d, H-9'), 0.97-1.65 (H del ciclohexilo).
f) 8.01-8.31 (4H, AA’BB’, H-2y H-3 del fenilo parasustituido), 0.95-1.75 (H del ciclohexilo).

L os desplazamientos quimicos de 1H y 13C, correspon-
dientes ala cumarina 1, se encuentran en la literatura [8]. Sin
embargo, es conveniente destacar que la sefial correspondiente
a hidrégeno H-4 aparece como una sefial simple en 8.49 ppm,
debido a la desproteccion del carbonilo del éster. Al formarse
la amida, esta sefial se recorre a frecuencias mayores, obser-
vandose entre 8.62 y 8.87 ppm (3a-5a) (piedelaTabla1). Por
otra parte, €l carbonilo lacténico del anillo de la cumarina se
recorre a mayores frecuencias, de 156.4 ppm en el carboxilato
de etilo de la cumarina 1 a 159.8-160.4 ppm, en (3a-5a) (pie
de la Tabla 2). Estos hechos sugieren un cambio en el esque-
ma de enlace del anillo de la cumarina. En las amidas 3a-5a
existe una menor tendencia a deslocalizar la densidad elec-
trénica hacia el carbonilo exociciclico que hacia el carbonilo
lacténico (debido a la formacion de la amida). Por el contra-
rio, en el éster 1, la deslocalizacion electrénica se da tanto ha-
ciael carbonilo lacténico como hacia el carbonilo exociclico.

Parte experimental

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato
Electrothermal 1A 9100 y no estan corregidos. Los espectros
de IR se hicieron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 16F
PC. Los espectros de RMN se adquirieron en un espec-
trémetro Varian Mercury 300 (*H 300.07, 13C 75.45 MH2z),
utilizando TMS como referenciainterna. Los datos de andlisis
elemental fueron obtenidos en un equipo de Analisis Elemen-
tal Perkin-Elmer 2400.

Cumarin-3-carboxilato de etilo (1). Preparado segun la lite-
ratura [7] a partir de 2.44 g (0.02 mol) de salicilaldehido y
4.16 g (0.026 mol) de malonato de dietilo para obtener 3.29 g
de 1 (80 %): IR (KBr) n,g 1764 (C=0), 1606 (=C-H) cm-4;
RMN 1H (DMSO-d6) d 8.49 (1H, s, H-4), 7.93 (1H, d, H-5),
7.39 (1H, dd, H-6), 7.74 (1H, dd, H-7), 7.45 (1H, d, H-8), 4.30
(2H, t, CH,), 1.36 (3H, g, CH3), 8.76 (t, NH) ppm. RMN 13C
(DMSO-d6) d 156.4 (C-2), 118.9 (C-3), 149.0 (C-4), 130.7
(C-5), 125.3 (C-6), 134.7 (C-7), 116.6 (C-8), 154.5 (C-9)
163.0 (C-11), 61.7 (CH,), 14.5 (CHy) ppm.

N-(2-feniletil)-2-oxo-2H -1-benzopir anil-3-car boxamida (3a).
En 50 mL de etanol se refluyeron por 24 h una mezcla del com-
puesto 1 (5.0 g, 22.7 mmol) y fenetilamina (3.0 mL, 2.37
mmol). La mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente
y €l sblido formado se filtré y lavd con etanol frio. El sélido
amarillo resultante fue secado al vacio para obtener 3a como
cristales color blanco (3.4 g, 56 %): pf 178-180 °C, IR (KBr)
Nmax 3325 (N-H), 1705 (C=0 lactona), 1656 (C=0 amida),
1608 (=C-H) cm1. Anal. C, 73.69; H, 5.15; N, 4.77, calcd. para
CigH1sNOg; C, 74.34, H, 5.19, N, 4.20 %, encontrado.

4-nitro-N-(2-feniletil)benzamida (3b). A una mezcla de 3.0
g (16.1 mmol ) de cloruro de p-nitrobenzoiloy 2.9 g (16.1
mmol) de trietilamina en 25 mL de THF, se adicionaron,
lentamente y con agitacion vigorosa, 1.9 g de fenetilamina
(16.1 mmol, 1 eq.) en atmésfera de nitrégeno y en bafio de
hielo. La mezcla resultante se dejé reaccionar, con agitacion
constante, por 24 h. El solido resultante se filtré y lavd con 5
mL de aguay posteriormente se sec6 al vacio, para obtener 3b
como cristales color naranja (3.51 g, 80.4 %): pf 147-149 °C,
IR (KBr) Nyux 3252 (N-H), 1636 (C=0 amida) cm-1. Anal. C,
66.65; H, 5.21; N, 10.36, calcd. para C;sH4,N,Os; C, 65.99;
H, 5.39; N, 9.70 %, encontrado.

4-[2-(2-0x0-2H -1-benzopir anil-3-car boxamidil)etilbencen -
sulfonamida (4a). A una solucion de 3a (1.0 g, 3.4 mmol) en
diclorometano (15 mL) y en bafio de hielo, le fueron adiciona-
dos gota a gota y con agitacion vigorosa, 1.13 mL de é&cido
clorosulfénico (16.9 mmol, 5.0 eg.). La mezcla resultante se
dej6 reaccionar a temperatura ambiente por 1 h. Se vacié
sobre una mezcla de agua y hielo. El sélido formado sefiltré y
lavé con agua fria, para después disolverse en 20 mL de dio-
xano. A la disolucién anterior se le adicionaron 5 mL de
hidréxido de amonio y se dejé en agitacion por 1 h en bafio de
hielo. El sdlido resultante se filtré y secé al vacio para obtener
4a como un soélido color blanco (0.64 g, 50 %). pf 230 °C
desc.; IR (KBr) Npay 3346 (N-H), 3245 (SO,N-H), 1698 (C=0
lactona), 1653 (C=0 amida), 1607 (=C-H) cm-1. Anal. C,
52.87; H, 4.18; N, 6.85; calcd. para C;gH;¢N,SOs.HCI; C,
53.91; H, 4.44; N, 5.94 %, encontrado.
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos de 13C de los compuestos 3a,b-5a,b en DM SO-dg. (d en ppm con respecto a TMS).
Compuesto C1 C-2 C3 C-4 C5 C-6 C-7
3a2 160.7 405 348 138.8 128.0 128.3 125.8
3bP 164.5 411 34.9 139.3 128.7 128.3 126.1
4ac 160.5 40.1 345 143.0 128.8 125.4 141.8
4 164.7 40.6 34.6 143.6 128.8 125.7 142.1
5ae 161.1 405 347 145.0 128.1 126.3 141.0
5hf 164.7 409 34.6 145.9 127.7 126.5 140.3

a) 159.9C2, 118.6 C3, 147.1 C4, 118.4 C5', 129.5 C6, 124.8 C7', 133.8 C8, 115.8 C9, 153.4 C10.

b) 140.2 C1',128.6 C2', 123.5C3'y 148.9 C4.

) 159.8 C2, 1185 C3, 147.1 C4, 1184 C5', 129.9 C6, 124.8 C7', 133.8 C8, 115.8 C9, 153.4 C10.

d) 140.1 C1, 128.7 C2', 123.6 C3'y 149.0 C4.

€) 160.4 C2, 118.9 C3, 147.5 C4, 1185 C5, 130.3 C6', 125.2 C7', 134.1 C8, 116.1 C9, 153.0 C10,

carbonos del ciclohexilo en 24.8, 25.3, 33.3y 48.0 ppm.

f) 140.2 C1', 128.7 C2', 123.6 C3'y 148.9 C4', carbonos del ciclohexilo en 24.6, 25.5, 33.4y 47.5 ppm.

4-[2-(4-nitrobenzamidil)etil]bencensulfonamida (4b). Se
sintetiz6 en forma similar a la descrita para 4a, a partir de 3b
(1.0 g, 3.7 mmoal) utilizando 20 mL de una mezcla de CCl, /
CH.CI, (4:1) como disolvente. El sdlido blanco resultante se
neutralizé y secd al vacio para obtener 0.875 g (67.7 %) de
4b: pf 158-160 °C; IR (KBr) ng. 3307 (N-H), 1635 (C=0
amida) cm-1. Anal. C, 44.61; H, 4.48; N, 10.40, calcd. para
Ci5H15N3SOs.HCI.H,0; C, 44.21; H, 3.97; N, 11.18 %,
encontrado.

N-[4-[2-(2-0x0-2H -1-benzopir anil-3-car boxamidil)etil]ben-
censulfonil]-N’-ciclohexilurea (5a). A unamezclade 4a (135
mg, 0.4 mmol) y K,CO4 (248 mg, 1.8 mmol, 5 eg.) en 10 mL
de THF, se adicionaron, lentamente y con agitacion, 45.1 mg
(0.4 mmol, 1 eg.) de isocianato de ciclohexilo. La mezcla se
refluyd por 24 h, se enfrié a temperatura ambiente y se filtro.
El filtrado se evapord a presion reducida paradar 50 mg (27.1
%) de 5a como un solido blanco: p.f. = 158-160 °C; IR (KBr)
Nk 3334 (N-H), 1709 (C=0) cm-L. Anal : C, 52;71; H, 6.18;
N, 7.37, calcd. para CsH ;N ;SOq.4H,0. C, 52.23; H, 5.68; N,
6.61 % encontrado.

N-[4-[2-(4-nitr obenzamidil)etil]bencensulfonil]-N’-ciclohe-
xilurea (5b). Se sintetizé siguiendo el procedimiento descrito
para 5a, a partir de 4b (0.5 g, 1.43 mmol) y utilizando 25 mL
de una mezcla 1:1 de dioxano-acetona (20 mg, 30.0 %): pf
129-132 °C; IR (KBr) n. . 1326 (NH), 1626 (C=0) cm-L.
Anal. C, 40.37; H, 7.07; N, 8.55, calcd. para C,,H,gN,
S0O,.10H.0; C; 40.61; H, 6.33; N, 7.33 % encontrado.
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Abstract. Variable-temperature *H and 13C NMR spectroscopy of
substituted cyclohexanes permitted the evaluation of the thermody-
namic parameters for the axial == equatorial conformational equili-
bria when the substituent is methyl, ethyl, isopropyl, tert-butyl, ben
zyl, and the sulfur-containing methylthio, methylsulfinyl, and methyl -
sulfonyl. Interpretation of the results confirms the premise that a
proper understanding of conformational preferences requires the
knowledge of the enthalpic and entropic contributions to the confor-
mational free energy differences. A comment on the determination of
thermodynamic parameters by means of theoretical methods is aso
included.

Keywords: Conformational analysis, A-values, NMR spectroscopy,
Variable-temperature NMR.

Resumen. Estudios espectroscopicos mediante resonancia magnética
nuclear a diferentes temperaturas hicieron posible la evaluacién de
los pardmetros termodinamicos asociados a equilibrios conforma-
cionales axial == ecuatoria en ciclohexanos sustituidos, en los que
d sustituyente es metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, bencilo, o algu-
nos de los grupos tiometilo, metilsulfinilo o metilsulfonilo. La inter-
pretacion de los resultados obtenidos muestra que para alcanzar €
entendimiento correcto de las preferencias conformacionales es nece-
sario conocer las componentes entalpicas y entropicas ademés de las
diferencias en la energia libre conformacional. Finalmente, se presen
ta también el uso de métodos tedricos para la determinacion de para-
metros termodinamicos.

Palabras clave: Andlisis conformacional, valores-A, Resonancia
magnética nuclear, RMN atemperatura variable.

Enthalpic and entropic contributions
to the conformational preference
of the benzyl group in cyclohexane

Substituted cyclohexanes generally exist in a conformational

equilibrium that involves ring inversion, and therefore intercon-
version of the axial and equatorial orientation of the substituent

(Eq. 1).
R
[~

(axial)

K
—

A r @

(equatorial)

Inversion of the cyclohexane ring is slow at low tempera-
tures (e.g. —70 °C or lower), so that a NMR spectrum registers
then the signals that correspond to each isomer. Integration of
the signals allows then determination of the equatorial/axial
ratio, i.e. the equilibrium constant K in equation 1. Now, appli-
cation of Gibbs equation (Eq. 2) affords the free energy dif-
ference for the axial == equatorial equilibrium, which corres-
ponds to the conformational preference (A-value) of the subs
tituent R, where Ris the gas constant (1.987 kcal/mol) and T is
the temperature (in kelvin degrees) [1].

- DG°=RTInK = A-value %)

A-values (differences in free energy, -DG°, between the
axial and equatorial conformations of monosubstituted cyclo-
hexanes) are of great interest to chemists since they serve as
models in the understanding of the conformational behavior of
more complex molecules. For example, when R is an alkyl
group, the equilibrium shown in equation 1 is displaced to the
right since an equatorial orientation of the substituent avoids
the repulsive steric interactions with the axial hydrogens at
carbons 3 and 5 (Eq. 3). Thus, it is not surprising that the big-
ger the substituent R, the greater the preference for the equato-
rial conformation.

HNR 3
M —

axial equatorial
However, we must remember that the free energy of a
molecule in a particular conformation is the result of two con-
tributing factors: its enthalpy (H°) and its entropy (S°) compo-
nents, as described in equation 4.

DG° =DH°- TDS° )

Specifically, the A-values for the methyl, ethyl, and iso-
propyl groups are 1.74, 1.80 and 2.21 kcal/mol [1], that appear
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Table 1. Enthalpic and entropic contributions to the conformational
free energy differences (DG°,08¢) Of the most representative alkyl
groups [2].

R
[T — T\«
R DH° DS DG°25°c
(kcal / mol) (cal / degree. maol) (kcal / mol)
CH3 -1.75 -0.03 -1.74
CH,CH, -1.60 +0.64 -1.80
(CH,),CH -152 +2.31 —221

to be congruent with their relative size; that is, isopropyl larg-
er than ethyl, and ethyl larger than methyl. Nevertheless, an
NMR study showed that enthalpy differences for this series
decreases, contrary to intuition: —DH®° (CH4) = 1.75 kcal/mol ;
—DH° (CH;CH,) = 1.60 kcal/mol, and —DH° ((CH3),CH) =
1.52 kcal/mal [2].

The contrasting trends for DG° and DH® values in the
methyl-ethyl-isopropyl series is explained in terms of the en-
tropy differences, which make a substantial contribution to the
corresponding free energy differences (Table 1).

We deemed it of interest to carry out the conformational
study, by means of NMR spectroscopy, of benzylcyclohexane
(Eq. 5). Consideration of the repulsive steric interactions pre-
sent in the axial and equatorial conformers, leads to the con
clusion that the enthalpy difference in the axial to equatorial
benzylcyclohexane equilibrium must be lower than the one for
methylcyclohexane (Eg. 6), since one of the rotamers in equa-
torial benzylcyclohexane suffers from increased steric repul -
sion relative to equatorial methylcyclohexane (Chart 1).

CHxPh

[~7 e O

~ — ©

m mwz
ﬁh

H
Chart 1

On the other hand, it can be appreciated that the equatorial
form of benzylcyclohexane must present three populated
rotamers, whereas the axial form only two (the phenyl-inside
rotamers, ax-3 in scheme 1, is energetically too unfavorable),
so that the DS® term (entropy of the axial conformer versus
entropy of the equatorial conformer) favors the equatorial ben-
zylcyclohexane.

Therefore, the strong steric repulsion between the phenyl
and the cyclohexane ring in ax-3 (Scheme 1) brings as conse-

AN NG PR H
H g H oy H s
H Ph H H M\H
ax-1 ax-2 ax-3
versus
“ Ph H
[T K, — [T N, ~— [T 7%
[ Nph T [H
H Ph
eqg-1 eq-2 eg-3
Scheme 1

guence that only rotamers ax-1 and ax-2 are populated in the
axial conformation. In contrast, it is anticipated that all three
equatorial rotamers (ec-1, ec-2, and ec-3 in Scheme 1) are
populated, since al three have low energy. In this way, there
is more entropy (freedom of movement) in the equatorial con-
former; that is, DS° = [ S'(equatorial) — S°(axia)] > 0.
Experimentally [3], the 1H NMR spectrum of cis-1-ben-
zyl-4-methylcyclohexane (cis-1, a cyclohexane derivative
where the methyl and benzyl groups compete for the equato-
rial position) shows a doublet signal with J =79 Hz at d =
2.57 ppm, which corresponds to the benzylic hydrogensin an
averaged spectrum, due to rapid inversion of the cyclohexane

ring (Eq. 7) [4].

d=2.65 pprRy

CH,Ph CHs d= 2{,46 PP
. ()
CH CH,Ph
cisl-ax cisl-eq

When the spectrum is registered at —71 °C, the signal for
the benzylic hydrogens appears as two doublet signals at 2.65
and 2.46 ppm, in a 56.4:43.6 ratio, an estimated DG°yqpex = —
RT In K = + 0.10 kcal/mol is obtained. This “doubling” of the
spectrum is due to the fact that at low temperature the inver-
sion process is sufficiently slow to permit the recording of the
signals associated to cis-1-ax (axial benzyl and equatorial
methyl), as well as those corresponding to cis-1-eq; that is,
decoalescence of the signalsis achieved at —71 °C.

Because the methylene signal in conformationally fixed
trans-1 has d = 2.47 ppm (Eg. 8), a reasonable conclusion is
that the downfield signal at d = 2.65 ppm corresponds to the
axial benzyl. Therefore, at low temperature the conformatio-
nal equilibrium of cis-1 (Eq. 7) is displaced to the left; that is,
the conformer with axial benzyl is predominant despite its
larger sizerelative to methyl.

CHs
CHy [ CHPN g~ m 8)

CH,Ph

trans-1, diaxial
(very high in enerc

trans-1, diequatorial
(conformationally fixed)

We then recorded 13C NMR spectra for cis-1, both at 25
°C (rapid inversion, averaged spectrum) and at —71 °C (slow
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inversion, separate spectra for individual conformers). The
most relevant signals at ambient temperature are those for the
methyl group at d = 20.40 ppm, and at 41.06 ppm for the ben-
zylic methylene. Below coalescence (at —71 °C), these signals
separate into two pairs of signals: one at d = 17.53 and 44.39
ppm for methyl and benzylic methylene in cis-1-eq, and the
second at d = 23.39 and 37.20 ppm for the same carbons in
cis-1-ax. (Eq. 9).

23.39 /1753
CH,Ph CHy 44.39
! (9)
CHs 1 aa—_— HPh
cis-l-ax 37.20 cis-1-eq

(54.7%) (45.3%)

From integration of the C-13 NMR signals for each con-
former, a 54.7:45.3 ratio in favor of cis-1-ax was determined
(Eg. 9). Again, application of Gibbs' equation affords
DG°_;1oc = —RT In 45.3/54.7 = +0.08 kcal/mol. It is then con-
firmed that at low temperature, the conformer with equatorial
methyl and axial benzyl predominates, in spite of the larger
size of the latter substituent.

Most interestingly, with the results obtained at —71°C,
and the application of Eliel’s equation [5] (Eq. 10) to room-
temperature 13C NMR data gives,

(deq - dmobile)
d

K = =1.1+0.06 (10)

mobile ~ Yax

Nevertheless, from Gibbs' equation, DG°,5:c = —RT In K
= —0.04 kcal/mol. That is, at 25 °C the cis-1-ax == cis-1-eq
equilibrium shown in equation 7 favors cis-1-eq, so that now
it is the more voluminous substituent that predominates in the
equatorial position.

Therefore, the conformational behavior of cis-1 is highly
dependent on the experimental temperature of measurement,
DG®_710¢c = +0.10 kcal/mol versus DG®y5.c = —0.04 kcal/mol.

This dependence of DG° with temperature shows that
entropy plays an important role on the conformational equili-
brium of cis-1. Indeed, the setting and solving two eguations
with two unknowns (DH° and DS’ in equations 11 and 12) [6]
allows determination of the thermodynamic parameters (Egs.
13 and 14).

DG°_71o¢c = DG®gp = +0.10 = DH® —298 DS (11)
DG°5:¢c = DG® 98¢ =—0.04 = DH® — 298 DS’ (12)
DH° = +0.31 kcal / mol (13
DS® = +1.17 cal / degree- mol (14)

It isthen clear that at low temperature, DG® in equation 7 is
dominated by the enthalpic term (greater intrinsic preference of
the CH5 group to be equatorial), but at ambient or higher tem-
perature (T 3 25 °C) DG°® is dominated by the entropic term
TDS and as a consequence the observed preferences for the
equatorial position follow the “expected” order, PhCH, > CH,.

Eusebio Juaristi and Omar Mufoz-Mufiz

CH,Ph

|

m/CHZPh

DH° = +0.31 - 1.75 = -1.44 kcal/mol

DS°=+1.17-0 =-1.17 cal/degree'mol
Since

DG° = DH° - TDS®
then

DG® 5o = -0.04 kcal/mol

DG® ;. = +0.10 kcal/mol

Scheme 2
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H
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Scheme 3

The thermodynamic parameters given by equations 13
and 14 refer, of course, to the conformational equilibrium
depicted in equation 7. In order to derive the corresponding
DH° and DS° values in benzylcyclohexane (Eq. 5) one must
subtract the contributions of the methyl group (* counterpoise”
[1]) given in Table 1. In this way, the values presented in
Scheme 2 are obtained.

Enthalpic and entropic contributionsto the confor mational
free ener gies of methylthio, methylsulfinyl,
and methylsulfonyl groupsin cyclohexane

It is expected that the conformational behavior of cyclohexane
derivatives containing the methylthio (CH,S), methylsulfinyl
(CH3S0), and methylsulfonyl group (CH3SO,) will depend
substantially on the entropic term. In particular, for sulfoxide 3
one anticipates three populated rotamers in the equatorial con-
formers, but only onein the axial conformation (Scheme 3).

Similarly, three low-energy rotamers are anticipated for
the equatorial forms in sulfide 2 and sulfone 4, but only two
for the axial conformations (Schemes 4 and 5).

This section reports the results of variable-temperature 13C
NMR measurementsin (cis-4-methylcyclohexyl)methyl sulfide,
sulfoxide and sulfone (5-7 in Scheme 6), which permitted the
determination of DH° and DS° in axial to eguatorial equilibria
[7]. The cis-methyl at C(4) serves as a counterpoise substituent
[1], so that equilibrium constants, K, are closer to unity.

Application of Eliel’s equation (Eq. 10) to the C-13 NMR
datafor 5-7, obtained at various temperatures, afforded the
equilibrium constants K that are collected in Table 2. Linear
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InK
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0.003 0.0035 0.004
1/T
& SCH3 ® S(O)CH3 a4 SO2CH3

Fig. 1. InK versus /T for compounds 5-7 in CDCl,. The slope in
these linear correlations corresponds to —DH°/R and the intercept is
equal to DS°/R[9].

regression analysis of the correlations In K versus 1/T (Fig. 1)
provided the thermodynamic parameters listed in Table 3 [8].

The results reported in Table 3, especialy the similarity in
enthalpy values for the thiomethyl and methylsulfinyl groups
(DH°® = —1.05 and —1.08 kcal/mol, respectively) are in line
with expectation when one considers that for both compounds
the axial conformer orients the sulfur lone pair towards the
cyclohexane ring, presenting similar steric hindrance. On the
other hand, the enthalpy term for the methylsulfonyl group,
DH°(SO,CHj3) = —2.66 kcal/moal, is more than twice the one for
CH,3S and CH;S(0), as a consegquence of having the sulfonyl
oxygen pointing inside the ring (Scheme 5).

The entropy values determined in this work are also con
gruent in the case of sulfide 2 and sulfoxide 3, since these com-
pounds present three populated rotamers in the equatorial con-
formation, but only two for axial SCH; and only one for axial
CH;S(0). Indeed, it can be calculated that for X = CH;S, DS’ =
RIn3-RIn2=+0.80 cal/degree - mol, and DS’ = RIn 3—-RIn
1=+2.18 cal/degree - mol for X = CH;S(O). The experimental
values are +0.48 and + 1.55 cal/degree - mol, respectively.

Reinvestigation of the conformational enthalphy, entropy,
and free energy of methyl- (8), ethyl- (9),
and isopropylcyclohexane (10) [10]

The determination of the conformational energy difference
between the axial and equatorial isomers of methylcyclohexane
(8) by Booth and Everett (see section A and reference 2) invol-
ved measurement of the ratio of the intensities of the enriched
13C resonances in the two isomers 8-ax and 8-eq (Eg. 15).

13
CHy
K 13
—~— N \kw (15)
8-ax 8-eq

Wiberg and coworkers [10] have recently questioned the
accuracy of the reported equilibrium constants which ranged
from K =164 at 172 K to K = 427 at 149 K, since it was cor+
sidered that the determination of isomer ratios greater than
100 is extremely difficult. Consequently, the approach used

Table 2. Equilibrium constants at various temperatures for com-
pounds 5-7, determined by means of 13C NMR spectroscopy in
CDCI3[7].

X CHs

Compound X T K DG°
(&) (kcal / mol)

5 SCH; 40 0.41 0.56

27 0.38 0.57

15 0.37 0.57

0 0.34 0.58

-15 0.32 0.58

6 S(O)CH, 40 0.73 0.20

27 0.70 0.22

15 0.67 0.23

0 0.62 0.26

-15 0.58 0.28

7 SO,CH,4 40 3.68 -0.81

27 3.49 -0.83

15 4.28 —-0.83

0 4.60 -0.83

-15 5.07 -0.83

~ M'CH3 ‘CH:; H-EC-H&SLF
7 — ﬁ 7

2-ax (unfavorable)

versus

ChHs
%\s'/ %\s/‘
- L CHy

I
S’LCHg
%2 l
-eq

Scheme 4

O -CHz

Mmﬁ

CH
Lgio

(unfavorable)

versus

2 Fou
4-eq 4-eq
Scheme 5
X CHy
CHJ\M D mx

5, X = SCH
6, X = S(O)CH
7, X = SQCH3

Scheme 6
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H

@ M\@ (b)

1leq

11-ax
Fig. 2. Minimum energy MP2/6-31G* structures for (a) 11-eq and (b)
11-ax [12].

by Wiberg, et al. involved comparision of the NMR signal
intensities for natural abundance 13C(2,6) in equatorial me-
thylcyclohexane (d = 36.1 ppm) versus the small signal for the
13C-enriched axial methyl in 8-ax (d = 17.6 ppm). In this fash-
ion, K ratios on the order of 4-10 were accurately measured.

Furthermore, Wiberg and coworkers reported the use of a
low-temperature “thermometer” based on the temperature-
sensitive 13C chemical shifts of 2-chlorobutane, as an internal
reference[10,11].

The conformational enthalpy, entropy, and free energy of
methyl, ethyl, and isopropyl groups in cyclohexane determi-
ned in this study [10] are summarized in Table 4. These va-
lues do not differ appreciably from those reported by Booth
and Everett [2].

Conformational study of phenylcyclohexane[12]

The conformational free energy (—DG° = A-value) of phenyl-
cyclohexane (11) was determined by Eliel and Manoharam
from a low-temperature 13C NMR study of cis-4-methyl-1-
phenylcyclohexane [13], and a value of DG°,753 x = —2.87 %
0.09 kcal/mol was obtained for equation 16.

Ph
[~ — ==e (9

11-ax 11l-eq

Very recently, the conformational isomers of phenylcy-
clohexane (11-ax and 11-eq) were studied via geometry opti-
mization at the HF/6-31G*, B3LY P/6-311G*, and MP2/6-
31G* theoretical levels, and the results are summarized in
Table 5. At al levels of theory, equatorial phenylcyclohexane
(11-eqg) was found to preferentially adopt a conformation in
which the phenyl is eclipsed with the C(1)-H bond (Fig. 2a).
The lowest energy rotational arrangement of the phenyl group
in the axial isomer (11-ax) is one in which the plane of the
phenyl is rotated nearly perpendicular to the bisecting plane of
the cyclohexane ring (Fig. 2b).

When DE values were corrected for the difference in ze-
ro-point energies between the two conformers, DH® values
calculated on going from 0 K to higher temperatures, and DG®
values derived from the calculated entropy differences, the
results shown in Table 6 were obtained. The calculated DG° at
—100 °C, —2.9 kcal / mal, isin excellent accord with the expe-
rimental value.

The sizable enthalpy difference between 11-ax and 11-eq
(3.1 kcal/moal at 25 °C) can be ascribed to steric repulsion in
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Table 3. Thermodynamic parameters for the methylthio, methyl -
sulfinyl, and methylsulfonyl groups in cyclohexane.

A«

X

=7

_—_

X DH° DS DG°
(kcal / mal) (cal / degree - mol) (kcal / mal)
CH,;S -1.05 +0.48 -1.19
CH;S(O) -1.08 +1.55 -1.54
CH3SO, —2.66 —-0.26 —2.58

Table 4. Experimental conformational enthalpy (DH°), Entropy
(DS°), and Free Energy (DG°®) for Alkyl-substituted Cyclohexanes
[10].

Compound —DH° DS -DG°
(kcal/mol)  (cal/degree- mal)  (kcal/mol)
methylcyclohexane(8) 1.76 £0.10 02+02 1.80+0.02
ethylcyclohexane (9) 1.54+0.12 13+08 1.75+0.02
Isopropylcyclohexane (10) 1.40+0.15 35+09 1.96+0.02
Tableb5. Calculated Energies for Phenylcyclohexane [11].
basis set E (11-ax) E(11-eq) DE (ax ® eq)
Hartrees hartrees kcal / mol
HF/6-31G* —463.74603 —463.75298 —-4.36
B3LYP/6-31G* —467.01913 —467.02522 -3.82
MP2/6-31G* —465.29275 —465.29234 —2.88

Table 6. Calculated DH°, DS°, and DG° for Phenylcyclohexane (11)
[12].

T(°C) —DH° DS’ —DG°
-100 32 -13 29
25 3.1 -10 28

the axial isomer. On the other hand, the near-zero entropy di-
fference in this equilibrium isin line with the highly based ro-
tameric distribution of 11-ax and 11-eq, adopting the “para-
Ilel” and “perpendicular” conformations depicted in figure 2;
thatis, DS’ = $°(11-ax) —S°(11-eq) » RIn2-RIn 2» 0.

Thermodynamics of the axial == equatorial
conformational equilibrium of tert-butylcyclohexane [14]

In contrast with methyl-, ethyl-, and iso-propylcyclohexane,
the axial isomer of tert-butyl-cyclohexane necessarily orients
a methyl group inside the ring, giving rise to a large steric
repulsion in axial tert-butylcyclohexane (12-ax), equation 17.

H,c. CH
NN
H CHs
| 17
—— m/cﬁ,l ( )
\'Ch
12-ax 12-eq Ch
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E (keakimol)

Fig. 3. Energy plots (top, left scale) and population plots (bottom,
right scale) for tert-butyl group rotation in cyclohexane.

R
A
Ry gi‘
il

Fig. 4. Population surfaces for axial (top) and equatorial (bottom)
tert-butyl rotation in tert-butylcyclohexane [14].

The extreme one-sidedness of equilibrium 17 has preclud-
ed so far the experimental estimation of the enthalpic and
entropic contributions to —DG°(t-Bu) [15]. While this situa-
tion brings to mind the potential of theoretical calculations as
an alternative for determinations not amenable to experiment,
apparently only one force-field study [16] has addressed the
question of entropy difference in the 12-ax === 12-eq equili-
brium (Eq. 17). The estimated DS® = O for this equilibrium
seems intuitively plausible by consideration of the three isoen
ergetic staggered conformers both in 12-ax and 12-eq.

The fundamental importance of the tert-butyl group in
chemistry motivated the reexamination of the enthalpic and
entropic contributions to the conformational preference of
tert-butyl in cyclohexane [14]. The MM2 [17] and MM3 [18]
force fields were used to evaluate the intramolecular energe-
tics. While the former program has proven quite successful for
modeling a large variety of hydrocarbons, MM 3 does take
into account entropy components to free energy.

The intramolecular entropy was calculated according to
equation 18 where R is the gas constant, n is the number of
conformational states sampled, and P; is the Boltzmann proba-

bility of the ith conformational state [19]. The P;, in turn, were
computed from the relationship depicted in equation 19.

S°=-Rg PInP (18)
j=1
e-E/RT
P =
' é”l o ERT (19)

Figure 3 presents the MM2 energy profiles for rotation
around the C-C(CHy)5 bond in axial and equatorial 12. The
most interesting feature of these plots is the presence of two
minimafor each staggered arrangement in axial 12, relative to
only one for each staggered rotamer in 12-eq.

Figure 4 clearly shows that a libration phenomenom re-
sults in twice as many conformational states available to axial
tert-butyl-cyclohexane relative to the equatorial isomer.

Thisis reflected in increased entropy content for 12-ax, as
confirmed in the calculated DS’y eq = Sax — S'eq = —0.44 cal /
degree - mol [14].

The calculated difference in enthalpy between axial and
equatorial 12, DH® e = —5.0 kcal/mol, agrees quite well with
the value determined by Eliel, DG 5,eq = —4.9 kcal/mol [20, 21].

Conclusion

Variable-temperature NMR spectroscopy and theoretical cal-
culations are powerful tools for the determination of thermo-
dynamic parameters. It is clear that a proper understanding of
the conformational behavior of substituted cyclohexanes
requieres knowledge of the enthal pic and entropic components
to the conformational free energy difference.
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Pedro Joseph Nathan
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Me es altamente placentero dirigirme a ustedes en esta Cere-
monia Inaugural del “24° Simposio Internacional Sobre la
Quimica de Productos Naturales”. Al iniciar este evento se
acumulan dos docenas de Simposia desde que hace varias
décadas mi entrafiable amigo el Dr. Xorge Algjandro Domin-
guez iniciara esta tradicion en el Departamento de Quimica del
Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey,
en Monterrey, Nuevo Ledn en el noreste de la Republica Me-
xicana.

Tuve €l privilegio de asistir a varios de dichos eventos, y
por ende, la oportunidad de conocer e interaccionar con fi-
guras de relevancia mundial en la quimica de los productos
naturales, como Egon Stahl de la Universidad des Saarlandes,
nada més, ni nada menos que el inventor de la cromatografia
en placa; o como Ferdinand Bohlmann, de la Universidad
Técnica de Berlin, sin duda el quimico de productos naturales
més productivo en la historia de esta disciplina, entre tantas
otras figuras relevantes.

Por ello deseo exhortar a los jévenes cientificos mexi-
canos gue hoy participan en este evento, para que se dediquen
a interaccionar vigorosamente con el casi centenar de cientifi-
cos extranjeros, muchos de ellos de indudable valia académi-
ca, de manera similar a como pude interaccionar hace décadas.

A nuestros visitantes extranjeros quiero, con especial sen-
timiento, darles la mas cordial bienvenida a tierras aztecas y
augurarles que la hospitalidad de los mexicanos que asisten a
este evento serd factor relevante, a lo largo de esta semana,
para que cuando regresen a sus sitios de origen tengan un
grato recuerdo del calor humano que nos caracteriza.

Estan, nuestros distinguidos huéspedes extranjeros, en
uno de los campus universitarios més bellos del mundo. Una
Ciudad Universitaria muy variada, que tiene edificios profusa
mente adornados con murales de célebres pintores mexicanos,
cuyas instalaciones incluyen lo mismo una moderna sala de
conciertos, que un estadio olimpico y otros muchos rincones
gue irén descubriendo alo largo de esta semana.

En uno de esos rincones de esta ciudad que estaba en cons-
truccidn hace medio siglo, encontraran lo que en su momento
fue laTorre de Ciencias, en la que hace ya casi cuatro décadas,
en Marzo de 1962, inicié mi formacion cientificaen la quimica
de los productos naturales organicos bajo la supervision del

*Palabras pronunciadas en la Ceremonia Inaugural del “24° Simposio
Internacional sobre la Quimica de Productos Naturales’, celebrado en la
Ciudad UniversitariadelaUNAM, del 5 a 9 de Noviembre del 2001.

Doctor Jeslis Romo Armeria, quien en un medio afio, en el
préximo mes de Mayo cumplird 25 afios de haber iniciado el
vigje ala eternidad.

En la explanada de ese edificio de catorce pisos en un
espejo de agua azul que recuerda los cielos de la Grecia in
mortal, se refleja la figura inmarcesible de Prometeo, aquel
Prometeo encadenado que en gesto de singular audacia logra
robar a Japiter el fuego sagrado del pensamiento, para entre-
garlo alos hombres.

Estan también, nuestros distinguidos visitantes, en una de
las universidades mas completas del mundo, en la que se culti-
va la universalidad del conocimiento que abarca desde las di-
sciplinas netamente filosofica, hasta la cienciay la tecnologia.
Una Universidad que opera su propia estacion de radio, que
genera programas de televisién y que en general, en su mision
para difundir la cultura, desarrolla una labor editorial, numis-
maticay artistica muy relevante.

Estan, mis queridos huéspedes extranjeros, en una de las
universidades més grandes del mundo, en la que méas de un
cuarto de millén de estudiantes reciben el armamento intelec-
tual que les permitir4 en un momento enfrentarse adecuada-
mente alaviday aincorporarse a la sociedad que por hoy les
da sustento.

Estan ustedes en una de las universidades més antiguas de
América, que hace pocas semanas conmemord su 450 aniver-
sario y cuyo Instituto de Quimica conmemora su 60 aniver-
sario. Un Instituto de Quimica vigoroso, muy bien equipado
con instrumentacion contemporanea, con excelentes sistemas
de computo y con una biblioteca quimica més completa que
las de muchas universidades de Norteamérica, ya que cuenta
con las raras colecciones de revistas quimicas del siglo XIX.
Un Instituto de Quimica con una pléyade de 70 investigadores
gue constituyen la parte relevante de su capital humano. Un
Instituto de Quimica, cuya visita es obligada para todo aquel
gue seinterese en un sitio relevante de investigacién quimica.

Es por €llo, y por innumerables otras razones, que estan
dadas todas las condiciones necesarias que me permiten augu-
rar un rotundo éxito en vuestras deliberaciones académicas,
mismas que estoy seguro se veran adornadas por los valores
de libertad de cétedra que siempre ha fomentado esta Univer-
sidad que hoy os recibe, a nombre de México, con |os brazos
abiertos.
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