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RESUMEN

Los alcaloides del tropano son un grupo definido de productos naturales que
tienen en comun el esqueleto base 8-metil-8-azabiciclo[3.2.1]octano. Hasta ahora se
conocen mas de 200 de estos alcaloides, la mayoria pertenecientes a las familias

botanicas de las Solanéceas, Eritroxilaceas y Convolvulaceas.

Estas moléculas presentan variados usos farmacolégicos, la mayoria de éstos
relacionados a su capacidad de bloquear los sitios activos de los receptores
colinérgicos muscarinicos. La (-)-escopolamina, la atropina y la (-)-cocaina se

encuentran dentro de las mas conocidas.

Entre los alcaloides del tropano, destacan los derivados del 3a,6B-tropanodiol,
que debido a su estructura molecular se pueden encontrar como dos especies
estereoisoméricas. Esta estereoisomeria se encuentra muy poco documentada y a
varios de estos compuestos no se les conoce su configuracion absoluta. En este
aspecto, es necesario el uso de una metodologia independiente y contemporanea para

la determinacion de la configuracion absoluta de estos compuestos.

Por otra parte, la necesidad de contar con muestras dpticamente puras, asi
como con datos fisicoquimicos confiables, implica el desarrollo de rutas de sintesis que
permitan su obtencién. Aunque ya se han descrito un nimero considerable de rutas de

sintesis para la obtencion de tropanos enantioméricamente puros, éstas son de gran
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dificultad experimental y hasta el momento no han conducido a la preparacién de los
derivados antes mencionados. Esto hace necesario, en consecuencia, desarroliar
metodologias mas factibles, usando como material de partida moléculas que ya

contengan parte de la estructura y que sean posibles de obtener comercialmente.

En base al planteamiento anterior, se presenta aqui una metodologia para la
preparacion de derivados naturales de (3R,6R)- y (35,65)-3a,6B-tropanodiol a partir de
(-)-escopolamina y el uso de dicroismo circular vibracipna] (DCV) en la determinacién
de su configuracién absoluta, permitiendo asi la obtencidn de las propiedades

fisicoquimicas necesarias en la investigacion de estos alcaloides.




ABSTRACT

The tropane alkaloids are a well defined group of natural products that share the
common 8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octane skeleton. There are more then 200 known
alkaloids of this type and most of them belong to the botanical families Solanaceae,

Erythroxylaceae and Convolvulaceae.

These molecules present varied pharmacological uses, most of these related to
their ability to block the active sites of muscarinic cholinergic receptors. Among the

most well known are (-)-scopolamine, atropine and cocaine.

Within the tropane alkaloids family there are 3a,68-tropanediol derivatives, that
because of their structure, can be found as two sterecisomeric species. This
stereoisomerism is not well documented, and most of these molecules do not have a
defined absolute configuration. This is why the use of an independent contemporary
methodology has become nécessary to establish the absolute configuration of these

compounds.

On the other hand, the need to obtain optically active samples of these alkaloids
as well as reliable spectroscopic data implies the development of synthetic routes that
lead to these molecules stereospecifically. While a number of synthetic routes have
been reported leading to enantiomeric tropane alkaloids, they are of great complexity

and have not proved useful for the synthesis of these derivatives. For this reason, it is
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necessary to develop a much simpler synthetic pathway using commercially available

compounds with the tropane skeleton in their structure.

Based on the above, here we present a methodology for the preparation of
(3R.6R)- and (35,65)-3a,6p-tropanediol derivatives from the commercially available
tropane alkaloid (-}-scopolamine and the use of vibrational circular dichroism (VCD) to
establish their absolute configuration, allowing important physicochemical data fo be

determined for the future investigation of these alkaloids.
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INTRODUCCION

1.1. Alcaloides del tropano y derivados del 3a,6B-tropanodiol

Los alcaloides del tropano son un grupo de productos naturales encontrados
principalmente en las familias de las Solandceas, Eritroxiléaceas y Convolvulaceas. Su
estructura molecular se caracteriza por presentar el esqueleto base 8-metil-8-
azabiciclo[3.2.1]octano (tropano) (1) sustituido en diferentes posiciones y orientaciones
del esqueleto, existiendo una gran diversidad entre los mas de 200 representantes
encontrados hasta la fecha (Lounasmaa y Tamminen, 1993; O'Hagan, 1997, O'Hagan,

2000).

Es necesario mencionar que la numeracion utilizada en el esqueleto del anillo
puede cambiar al existir una sustitucién. Es por esto que la diferenciacion entre las
posiciones CB/C7 se hara en términos de su configuracién absoluta y no fijando un

sistema numeérico Unico.
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Las especies pertenecientes a la familia de la papa (Solanaceas), vy
particularmente especies como la Atropa belladona (Figura 1), Hyoscyamus niger y
Datura stramonium han sido utilizadas por cientos de afios debido a sus propiedades
farmacolégicas. Entre estas se encuentra su habilidad de provocar midriasis (dilatacion
de la pupila) cicloplegia (paralisis ciliar), reducir los espasmos de la musculatura lisa
como la del intestino delgado, inhibir la secrecién gastrica de HCI y minimizar los
sintomas de la enfermedad de Parkinson y los de otras enfermedades que provocan

temblores (Patrick, 1995).

Lumemerfa

Figura 1. Dibujo de Atropa belladonna.
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Hoy dia se sabe que las propiedades farmacoldgicas y toxicologicas de estas
plantas son provocadas por una serie de alcaloides del tropano, entre los que se
encuentran la (-)-escopolamina (2) y (-)-hiosciamina (3). Aunque estos efectos
antiespasmadicos, antisecretorios y midriaticos de este grupo de productos naturales
ya era conocido en el siglo XIX, no fue hasta el siglo XX que se demostré que
moléculas como la atropina (forma racémica de la (-)-hiosciamina) antagonizan todas
las acciones muscarinicas de la acetilcolina (Ach). Esto se debe al bloqueo de los
receptores colinérgico-muscarinicos de forma competitiva por esta sustancia, mediante

interacciones de tipo no covalente (Patrick, 1995).

@]
H H
O 0 ) (0]
Humny,, Hony,
OH CH
2 3

Por otra parte, la gran versatilidad estructural que presenta este grupo de
productos naturales ha llevado a investigar sus posibles usos en diferentes areas de la
medicina. Entre éstos, destaca la capacidad de un grupo de alcaloides aislados desde
las raices de Erythroxylum parvillei, entre éstos el 3a,6B-di-(3,4,5-

trimetoxicinamoiloxi)tropano o pervileina C (4), de inhibir significativamente el
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crecimiento de células cancerigenas resistentes a drogas (Silva y col., 2001).

Dentro de la amplia gama de posibilidades de sustitucion del anillo del tropano,
se destaca un subgrupo con sustituciones en C-3 y C-6, orientados en a y B
respectivamente (trans y cis con respecto al puente nitrogenado). La estructura base
de este subgrupo corresponde a la del 3a,6B-tropanodiol (5), el que se puede presentar
esterificado parcial o totalmente por una amplia variedad de acidos carboxilicos. A este
grupo pertenecen alrededor de 60 moléculas dispersas en gran parte de las familias

antes mencionadas (Lounasmaa y Tamminen, 1993).

Aunque los alcaloides del tropano no necesariamente presentan actividad
6ptica, la presencia del sustituyente en la posicién C-6 rompe el plano de simetria que
pasa por C-3, y divide el enlace C-6/C-7, presente en el tropanol (6), por lo que este
subgrupo si presenta actividad optica y ambas posiciones de sustitucion se convierten

en centros asimétricos. De lo anterior, es posible concluir que 5 y sus derivados tienen
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HO
HO
OH OH OH
(3R,6R)-5 (35.65)-5 6
dos posibles isdbmeros opticos: (3R,6R)-5y (3S,6S5)-5.
\N
\%‘/O
o]
(35,65)-7 © (3R.6R)-8 ©OH

el

(3R.6R)-9 ©

Las estructuras enantioméricas (3R,6R)-5 y (3S,6S)-5, tienen existencia natural,

y son diferenciadas por su poder rotatorio (+ o -). En primera instancia, la configuracion
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(3R,6R)-10 0 (3R,6R)-11 O

@m

(3R.6R)-12 ©

(3R,6R)-13 ©

absoluta de 5 fue establecida como (3R,6R) para la base libre levorotatoria ([a]p = -
23.3) y (3S,6S) para su enantiémero ([a]p = +24.1) (Fodor y Kovéacs, 1953; Fodor y col.,
1961) adoptando la regla de la lactona de Hudson (Hudson, 1910). Sin embargo, los
mismos autores corrigieron posteriormente las configuraciones absolutas de ambos
enantiomeros de 5 mediante correlacién quimica con el acido metoxisuccinico,

llegando a la conclusion opuesta (Fodor y Séti, 1964; Fodor y Séti, 1965).
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Por otra parte, la configuracion absoluta de los derivados esterificados de § ha
sido establecida comunmente mediante correlacion quimica. EI procedimiento
generalmente involucra la hidrélisis de los ésteres para la formacion de § y posterior
medicion de su poder rotatorio (de la Fuente y col., 1988; Mufioz y col., 1991). Entre las
bases aisladas cuya configuraciéon absoluta fue determinada por este método, se
encuentran la (-)-valeroidina (7), correlacionada con (3S,6S)-5, 6@-tigloiloxi-3a-tropanol
(8) (Datura cornigera) y 3a,6p-ditigloiloxitropano (9) (Datura ferox, D. innoxia y D.

stramonium), estos Ultimos correlacionados con (3R,6R)-5 (Fodor y Soti, 1963).

Sin embargo, la dificultad en realizar este tipo de transformaciones con los
alcaloides minoritarios de las diferentes especies vegetales, debido a la pequena
cantidad en la que se encuentran, ha producido una gran ambigliedad en la
estereoquimica de estos compuestos. Entre éstos se destacan aquellos derivados de §
que poseen ambos hidroxilos esterificados con el mismo éster, tales como 4, 9, 3a,6B-
diacetiloxitropano (10), 3a,6B-dibenzoiloxitropano (11), 3a,6B-dicinamoiloxitropano (12)
y 3a,6B-di-(N-metilpirroiloxi)-tropano (13) en donde su configuracién absoluta no se ha

determinado en la mayoria de los casos (Tabla 1).

Por ofra parte, existe también cierta controversia con respecto a la
configuracion absoluta de otros derivados de 5, entre los que se encuentran ambos
diastereoisémeros de la 6B-hidroxihiosciamina ((3R,6R) y (3S,6S)-14). En una primera
instancia, la forma levorotatoria de 14 ([alp = -10.5) fue correlacionada con el
bromhidrato de (+)-5 ([a]p = +1.4) y le fue asignada la configuracion absoluta (3R,6R)

(Fodor y col., 1962).
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Tabla 1. Existencia natural (familia / género) y estereoquimica (signo del poder rotatorio /
configuracion absoluta) de las bases 3a,6p-di-(3,4,5-trimetoxicinamoiloxijtropano (4), 3a,6B-
ditigloiloxitropano (9), 3a,6B-diacetiloxitropano (10), 3a,6B-dibenzoiloxitropano (11), 3a,6(3-
dicinamoiloxitropano (12) y 3a,6B-di-(N-metilpirroiloxi)-tropano (13).

Compuesto Existencia Natural Estereoquimica

4 Erythroxylaceae / Erythroxylum (+) / desconocida

Solanaceae / Datura, Mandragora,
9 . ()1 (3RBR)
Anthocercis, Symonanthus

10 Solanaceae / Datura desconocida
1 Erythroxylaceae / Erythroxylum (%) / desconocida
12 Erythroxylaceae / Erythroxylum desconocida
13 Erythroxylaceae / Erythroxylum (-) / desconocida

4 (Silva y col., 2001), 9 (Evans y Wellendorf, 1958; Evans y Wellemdorf, 1959; Evans y
PeThan, 1962; Evans y Griffin, 1964; Evans y col., 1965; Evans y Wooley, 1965; Shah y Khanna,
1965 a y b; Griffin, 1966; Lubis, 1967; Evans y col., 1969; Anwar y Ghani, 1973; Evans y Treagust,
1973; Jackson y Berry, 1973; Evans y Somanabandhu, 1974; Evans y Ramsey, 1983; Witte y col.,
1987; Petri, 1988; Aripova y Yunusov, 1989; Parr y col. 1990; Robins y col., 1990), 10 (Parr y col.,
1990), 11 (El-imam y col., 1988), 12 (Al-Said y col., 1989), 13 (Zandar y col., 2003).

Adicionalmente, se ha descrito en diferentes articulos el aislamiento de (-)-14,
pero en la mayoria de estos no se informa la rotacién especifica. Soélo existen algunas
excepciones en donde se describen valores negativos de rotacién especifica para el
bromhidrato de 14, cuando éste se encuentra disuelto en agua (Romeike, 1962; Griffin,

1975).

Posteriormente, ambos diastereoisémeros de 14 fueron encontrados en las
raices de Hyoscyamus albus, uno levorotatorio ([a]p = -13.0) y otro dextrorotatorio ([a]p
= +1.2), ambos medidos como bases libres (Ishimaru y Shimomura, 1989). En esa
oportunidad se realizaron las reacciones de hidrélisis de ambos compuestos, y las
configuraciones absolutas de (+)-14 y (-)-14 fueron definidas como (3R,6R) y (3S,65),

respectivamente.
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HO
HO
H H
@) 0 0 0]
H‘-’Hu, H m
OH OH
(3R.6R)-14 (35,65)-14

Sin embargo, aparece cierta confusién al analizar los valores de rotacion
especifica obtenidos de los tropanodioles resultantes ([a]p = -1.8 y [a]p = -1.0 para los
clorhidratos de los dioles obtenidos por hidrélisis a partir de (-)-14 y (+)-14,
respectivamente). Estos valores claramente no son lo suficientemente concluyentes

para la determinacién de la configuracién absoluta de estos compuestos.

Aunque ya se ha descrito un nimero considerable de rutas de sintesis para la
obtencion de tropanos enantioméricamente puros, éstas son de gran dificultad
experimental y hasta el momento no han llevado a la preparacion de los derivados
antes mencionados (Lounasmaa y Tamminen, 1993; O'Hagan, 1997; O'Hagan, 2000).
Es por esto que es de gran significado explorar otras vias para la preparacion de estos
derivados para su estudio desde los puntos de vista fitoquimico, estereoquimico y

farmacolégico.
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1.2. Espectroscopia de dicroismo circular vibracional y la
determinacion de la configuracion absoluta de moléculas

quirales

La determinacién de la configuracién absoluta de moléculas quirales ha sido por
mucho tiempo una problematica de gran importancia en el area de la estereoquimica.
Dentro de los métodos mas comunmente utilizados se encuentra la cristalografia de
rayos-X, la que debido a sus avances ha sido usada en forma rutinaria, mediante la
metodologia de dispersién anémala, como una forma directa y confiable para la
determinacion de la configuracion absoluta. Lamentablemente la necesidad de contar
con un monocristal de la muestra, que ademas contenga un atomo de masa atémica
igual o mayor a la del S, puede complicar y hasta impedir su uso en muchos casos
(Freedman y col., 2003). Sin embargo, un enfoque alternativo y potencialmente util
consiste en la determinacion mas simple de derivados en los que se ha introducido un

centro estereogénico adicional de configuracion absoluta conocida.

Otras metodologias que han sido utilizadas con este propésito son la rotacion
optica y el dicroismo circular electronico. Estas técnicas se han basado principalmente
en el establecimiento de reglas empiricas que correlacionan formas estructurales con
su comportamiento espectral, pero en la mayoria de los casos estas reglas tienen

excepciones que han llevado a asignaciones incorrectas.

Recientemente la espectroscopia de dicroismo circular vibracional (DCV) ha

mostrado ser de gran utilidad en la determinacién de la configuracion absoluta de
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moléculas de mediana complejidad, mediante su medicion y posterior comparacion con

espectros calculados utilizando métodos ab initio (Nadie y Freedman, 2000).

Este tipo de espectroscopia pertenece al area de la actividad optica vibracional
y es una extension del dicroismo circular electrénico hacia las regiones del infrarrojo e
infrarrojo cercano. Esencialmente, el espectro de DCV corresponde a la diferencia
entre los espectros vibracionales derivados de la exposicion de la muestra a la
radiacion circularmente polarizada hacia la izquierda, con respecto a la radiacion
circularmente polarizada hacia la derecha. Esta medicion (Figura 2) se realiza
utilizando la radiacién infrarroja de un espectrofotémetro infrarrojo de transformada de
Fourier, la cual luego de ser linealmente polarizada, pasa a traves de un modulador
fotoelastico, el que modula la polarizacién para crear las ondas circularmente

polarizadas hacia la derecha e izquierda.

Modulador Detle Rc tor
fotoelastico
D I
Espectrofotémetro Muest
FT-IR . Polarizador uestra
Filtro &
optico -
Amplificador -
n
DCV <{ummm e
i
‘l EEER

Figura 2. Esquema de funcionamiento de un espectrofotémetro de dicroismo circular
vibracional (adaptado de Nadie y Freedman, 2000).
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El haz, luego de pasar a través de la muestra, es recogido por un detector de
infrarrojo, el cual convierte su intensidad en impulsos eléctricos lo que a su vez son

procesados electronicamente.

A diferencia del dicroismo circular electronico, en donde las transiciones
ocurren entre los estados electronicos basal y excitado de la molécula (haciendo
extremadamente dificil su calculo tedrico), el DCV involucra las transiciones
vibracionales que ocurren Gnicamente en el estado electrénico basal de ésta. Como
consecuencia, el calculo del espectro sélo necesita considerar este estado electronico,
disminuyendo considerablemente el tiempo computacional necesario para estos

calculos (Freedman y col, 2003).

Sin embargo, y debido a la alta dependencia de las transiciones vibracionales
con la conformacion, es esencial conocer las preferencias conformacionales de la
molécula mediante una distribucion de Boltzmann, para asi restringir el calculo sélo a
las conformaciones significativamente pobladas. Para esto, la primera etapa consiste
en realizar una busqueda conformacional para obtener todas aquellas conformaciones
que puedan ser parte de la distribucién dentro de un rango de energia. Dentro de este

tipo de busquedas se destacan la busqueda sistematica y la de Monte Carlo.

En el caso de la busqueda sistematica o de parrilla (Levine, 2001), se
incrementan sistematicamente todos los angulos diedros que incluyen la rotacion en
torno a un enlace simple en una cantidad predeterminada, hasta que se hayan
generado todas las combinaciones posibles para esta cantidad. Luego de generada

una nueva serie de angulos diedros, se comprueba que la nueva configuracion no
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contenga atomos que se encuentren demasiado cerca entre si, lo que es determinado
por el radio de van der Waals de estos. A este procedimiento se le llama
“comprobacion de sacudida” y tiene por objetivo determinar si dos o mas atomos se
encuentran ocupando las mismas posiciones en el espacio, lo que impediria la
continuacién del calculo. De pasar esta comprobacion, se usa un procedimiento de
optimizacién de la geometria para encontrar el minimo local mas cercano en la
superficie de energia potencial. Finalmente, este nuevo minimo es comparado con los
encontrados con anterioridad y, de ser Unico, es guardado en la lista final de

conférmeros.

Por otra parte, en el método de busqueda al azar, estocastico o de Monte Carlo
(Levine, 2001) se comienza con un conférmero estable y se generan nuevas
conformaciones iniciales, ya sea por cambios al azar en los valores de algunos angulos
diedros también elegidos al azar, o bien sumando pequefias cantidades al azar a las
coordenadas cartesianas de cada atomo. Luego de esto, la nueva conformacion pasa a
través de una comprobacién de sacudida y luego por una optimizacién de geometria.
Finalmente se determina si la conformacién generada es nueva, y de serlo es grabada

en la lista final.

Luego de realizada la busqueda conformacional, los conférmeros obtenidos son
sometidos a calculos de punto simple de energia utilizando niveles de teoria del tipo ab
initio. Estas energias, una vez utilizadas en una distribucion de Boltzmann, permiten
conocer las abundancias relativas de cada conformero dentro de la distribucién, y asi
elegir las conformaciones mas representativas de esta. Finalmente, las conformaciones

son sometidas a una optimizaciéon de la geometria antes de que los espectros de
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infrarrojo (IR) y DCV sean calculados.

Con el objetivo de obtener los espectros tedricamente, es necesario realizar el
calculo de las intensidades y frecuencias vibracionales respectivas, las que determinan
la forma final de éstos. Para el caso de las intensidades de IR éstas se realizan
considerando que son proporcionales a la fuerza dipolar D, la que a su vez es
proporcional al cuadrado de la derivada del momento dipolar eléctrico de la molécula
con respecto al desplazamiento nuclear en el modo vibracional normal Qa, segun la

siguiente relacion:

Por otra parte, las intensidades de DCV son proporcionales a la fuerza
rotacional R, la que a su vez es proporcional al producto escalar entre la derivada del
momento dipolar eléctrico de la molécula con respecto al modo de desplazamiento
normal, y la derivada del momento dipolar magnético de la molécula con respecto a las

velocidades nucleares del modo normal P, segun la siguiente relacion:

De estas dos ecuaciones, se desprende que una intensidad de absorcion en el
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infrarrojo diferente de cero requiere una oscilacion lineal de la carga producida por el
movimiento de los nucleos. Por otra parte, una intensidad de DCV diferente de cero
requiere tanto una oscilacién lineal (eléctrica) como angular (magnética) de la carga,

producidas por el movimiento nuclear.

En la practica, los programas de quimica quantica realizan derivadas de la
energia de la molécula con respecto al campo eléctrico (E) o magnético (H), y con
respecto del desplazamiento nuclear en el modo vibracional normal, para asi calcular

las fuerzas dipolares y rotacionales respectivas (eq. 1y eq 2, respectivamente).

oi | __[ 2,
Eq. 1 00, OEAQ.
om)_ [ 0K,
B oP, OEOP,

Las intensidades calculadas son luego graficadas como bandas de forma

Lorentziana para su posterior comparacion con los espectros experimentales.

Finalmente, estos espectros individuales calculados son ponderados segun una
nueva distribucién de Boltzmann, considerando las energias de las geometrias
optimizadas, para entregar espectros de DCV e IR ponderados, los que a su vez son

comparados con los espectros experimentales de la muestra.
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1.3. Prediccion de corrimientos quimicos de '"HRMN y "*CRMN

utilizando calculos ab initio

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) ha probado ser una
poderosa herramienta de elucidacion estructural en las ultimas décadas. Aungue una
gran parte de la informacién que esta técnica entrega puede ser usada sin la necesidad
de calculos computacionales, la prediccion de corrimientos quimicos tanto de 'H como
3C. ha incrementado la utilidad de la misma. Es por esto que se ha realizado un gran
esfuerzo en lograr calculos de corrimientos quimicos lo suficientemente precisos como

para ser utilizados en aplicaciones practicas (Helgaker y col., 1999).

Experimentalmente, los corrimientos quimicos producidos por los nucleos en
una molécula son las diferencias entre las constantes de apantallamiento de éstos y los
de un nucleo en una molécula de referencia, tal como el tetrametilsilano (TMS) usado

en espectroscopia de '"HRMN y *CRMN.

Para calcular estas constantes de apantallamiento, el campo magnético es
tratado como una perturbacion, para luego resolver el sistema de ecuaciones llamadas
ecuaciones perturbadas acopladas. Del mismo modo que el campo eléctrico es igual a
menos el gradiente de potencial eléctrico, la induccion magnética B viene dada por B =
V x A, donde A es el vector de potencial magnético. Muchas elecciones de A dan el
mismo valor de B, por lo que una eleccion particular de este define la “norma” del
vector potencial. Se han propuesto varios métodos para que los resultados sean

independientes de la eleccion de la norma. De ellos el mas ampliamente utilizado es el

16
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método de orbitales atémicos incluyendo norma (conocido por sus iniciales en inglés
como GIAO), en el que cada base de orbital atdmico incluye un factor exponencial que

contiene B (Levine, 2001).

Luego de calculadas las constantes de apantallamiento, los corrimientos
quimicos pueden ser obtenidos tomando diferencias entre éstas y la constante de
apantallamiento calculada para una referencia. Sin embargo, se ha mostrado que
cualquier error en la constante de apantallamiento calculada para la referencia se vera
reflejado en los corrimientos quimicos obtenidos de esta forma. Ademas, es posible
que el orden relativo de los corrimientos quimicos calculados sea predicho con
precisién, pero que éstos necesiten ser escalados para mostrar una buena correlacion
con los corrimientos quimicos experimentales. En este sentido, se ha mostrado que
gran parte del error en el calculo de constantes de apantallamiento de 'H y "°C es
sistematico, y por lo tanto puede ser corregido utilizando un procedimiento de
escalamiento lineal. Este tipo de procedimiento ha sido utilizado ampliamente en el

céalculo de frecuencias vibracionales mediante teorias ab initio.

Para el caso de apantallamientos magnéticos de '°C obtenidos usando la
aproximacién GIAO, se ha concluido que éstos exhiben una buena correlacion con sus
respectivos corrimientos quimicos experimentales, incluso cuando se utilizan bases
relativamente pequefias para el calculo, y siempre que los efectos de correlacion
electrénica sean incluidos mediante la teoria de funcionales de la densidad (conocida

por sus iniciales en inglés como DFT).

Por otra parte, debido al menor rango en que encuentran los corrimientos

17
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quimicos de 'H en comparacién a °C, existe la creencia de que el calculo de éstos no
puede ser realizado con una precision lo suficientemente util. Sin embargo, esto ha
probado ser incorrecto y los calculos de apantallamientos magnéticos de 'H pueden ser

obtenidos con una precision del orden de 0.1 ppm.

18




HIPOTESIS

Existe considerable interés en determinar la configuracion absoluta de
metabolitos secundarios, en particular los alcaloides del tropano, debido al aporte que
estos datos entregan en areas tales como la fitoquimica, la farmacologia y la botanica.
Por lo anterior proponemos que: “es posible la preparacién de los diferentes
estereoisémeros de un grupo de aciloxi derivados del 3a,6B-tropanadiol a partir de (-)-
escopolamina, permitiendo asi [a medicion de las propiedades fisicoquimicas que luego

permitan la determinacion estructural y estereoquimica en muestras de origen natural.”

19




OBJETIVOS

Objetivos Generales

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodologia de sintesis para la
preparacion de las formas enantioméricamente puras de un grupo de aciloxi derivados
de! 3a,6B-tropanodiol, usando como material de partida el producto comercial (-)-
escopolamina. La obtencion de estos productos con estereoquimica conocida
permitiria las mediciones fisicoquimicas necesarias para la determinacion inequivoca
de sus estructuras y estereoquimica, asi como su posible determinacién en muestras

de origen natural.

Objetivos Especificos

- La preparacién de ambos diasterecisémeros de la 6f-hidroxihiosciamina y la
determinacién de su configuracién mediante una metodologia independiente.

- La preparacién de ambos enantiémeros del 3a,68-tropanodiol y la evaluacién
de rutas de sintesis para la preparacién de sus derivados.

- La medicion de todas la propiedades fisicoquimicas necesarias para la
determinaci6n inequivoca de cada estructura preparada y su correspondiente

configuracién absoluta.

20




MATERIALES Y METODOS

2.1. Hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina usando el

catalizador de Ni-Raney

2.1.1. Preparacion del catalizador de Ni-Raney W-2

El catalizador de niquel Raney W-2 fue preparado a partir de una aleacion de
niquel-aluminio al 50%. Esto se realizé colocando una solucién de 126 g de NaOH en
500 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 2 L, equipado con un agitador
mecanico de acero inoxidable. El sistema fue llevado a un bafio de hielo, donde se
adicionaron 100 g de aleacion comercial de niquel-aluminio en pequefias porciones
durante 2 horas y se mantuvo la temperatura de la solucién bajo los 25 °C en todo
momento. Afiadida toda la aleacion, la solucion se dejé a temperatura ambiente
durante la noche. Luego, la mezcla fue entibiada en una placa calefactora hasta que la
salida de H, disminuyd, para luego dejar decantar el liquido, restablecer el volumen
original con agua y decantar el liquido nuevamente. El solido se trasvasijd a un matraz
de Erlenmeyer de 1 L con una solucién de 16 g de NaOH y 160 mL de agua. El
sobrenadante fue decantado y el sélido fue lavado 20 veces con porciones de 200 mL
de agua y agitando 10 minutos cada vez. El catalizador fue guardado en agua para su

posterior utilizacion.
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2.1.2. Preparacion del catalizador de Ni-Raney W-2 desactivado
El catalizador de niquel Raney W-2 desactivado fue preparado a partir del
catalizador W-2 ya preparado, mediante ebullicion de éste en agua destilada por 60

min.

2.1.3. Preparacion del catalizador de Ni-Raney W-1

El catalizador de niquel Raney W-1 fue preparado adicionando lentamente (2 a
3 h) 50 g de una aleacién de niquel-aluminio al 50% a una solucién de 50 g de NaOH
en 200 mL de agua destilada, contenida en un vaso de precipitado de 500 mL en un
bafio de hielo. La mezcla fue luego calentada por un periodo de 4 h en una placa
calefactora, con agitacién ocasional, y manteniendo la temperatura de ésta entre 115y
120° C. El nivel de liquido se mantuvo constante mediante adicion de agua destilada.
Luego de ser enfriada, a la mezcla se le agregé agua destilada hasta completar 1Ly el
solido fue lavado por decantacion 6 veces con la misma cantidad de agua.
Posteriormente el sélido fue lavado por suspension en un embudo de Buchner con
agua destilada hasta que el filtrado tuviese un pH neutro. Finalmente, el catalizador fue
lavado 3 veces con etanol al 95 % y luego guardado en etanol absoluto para su uso

posterior.

2.1.4. Hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina

La diferentes reacciones de hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina (2) se
realizaron agregando 5 g de bromhidrato de (-)-escopolamina a 100 mL de agua
desionizada, junto con 10 mL del respectivo catalizador de Ni-Raney ya decantado. Las
mezclas fueron llevadas a un hidrogenador Parr ton un envase de vidrio de 500 mL,

para luego ser desgasificadas bajo vacio y saturadas con H, a una presion de 50 psi




Materiales y Métodos

por 10 minutos. Luego de esto, las soluciones se mantuvieron bajo una presion de H;
de 15 psi hasta la desaparicién de la materia prima segun cromatografia de capa fina
(CHCI;-EtOH-NH; 7:3:1). Las soluciones acuosas resultantes fueron separadas del
catalizador mediante filtracion al vacio sobre vidrio poroso, para luego ser llevadas a
pH 10 con NH; (aq.) al 28 % y extraidas con 20 alicuotas de CHCl; de 20 mL. Los
extractos cloroférmicos, luego de ser secados con Na,SO, anhidro, se concentraron
hasta sequedad, de donde se obtuvieron los productos de reaccion como residuos
aceitosos. Posteriormente, 10 mg de estos residuos fueron disueltos en 1 mL de CDCl,
para luego ser analizados mediante espectroscopia de '"HRMN, utilizando un

espectrometro de RMN Bruker AVANCE de 400 MHz.

2.2. Separacion de la mezcla de hidrogendlisis catalitica

mediante cromatografia de pares idnicos

2.2.1. Procedimiento cromatografico

La columna cromatografica fue preparada agregando entre 50 y 100 g de silice
modificada C18 (Varian) en 200 mL de metanol e introduciendo la mezcla en una
columna de vidrio de media presién de 30 cm de largo y 4 cm de diametro interno.
Luego de esto, la columna fue ambientada con 300 mL de de solucion de 1-
heptanosulfonato de sodio 10 mM a pH 4 con acido acético a través de una bomba de
media presion. A continuacion, 200 mg de mezcla de reaccién se disolvieron en 10 mL
de la solucién anterior y fueron llevados sobre la columna mediante una pipeta de

Pasteur. Posteriormente la columna fue eluida con una mezcla de metanol y una
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solucion de 1-heptanosulfonato de sodio 10 mM a pH 4. Durante la optimizacion del
procedimiento se utilizaron diferentes proporciones entre los componentes de la fase
mévil. Ademas, se utilizé tanto acido acético como solucién amortiguadora acido
acético — acetato de sodio para ajustar el pH de la solucion acuosa. Finalmente se
recibieron fracciones de 1 L las que fueron guardadas bajo refrigeracion (3° C) en
botellas de polipropileno. Para la obtencion de las proporciones y cantidades

especificas de cada procedimiento, ver Seccion 3.2.

2.2.2. Procedimiento post-cromatografico

Cada fraccién obtenida durante el proceso cromatografico fue llevada a pH 10
mediante una solucion de NHs (aq.) al 28 % para luego ser extraida en un embudo de
decantacion de 2 L 20 veces con fracciones de 50 mL de CHCI;. Los respectivos
extractos cloroférmicos, luego de ser secados con Na,SO, anhidro, se evaporaron
hasta sequedad, y los residuos aceitosos fueron traspasados a viales de masa
conocida. Las muestras fueron luego disueltas en 1 mL de CDCl; para Iuégo ser
analizadas mediante espectroscopia de '"HRMN, utilizando un espectrometro de RMN

Bruker AVANCE de 400 MHz.
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2.3. Separacion de la mezcla de hidrogendlisis catalitica

mediante cristalizaciones fraccionadas

2.3.1. Hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina

Las diferentes reacciones de hidrogendlisis catalitica de 2 utilizadas para la
separacién por cristalizaciones fraccionadas se realizaron utilizando entre 25y 50 g de
bromhidrato de escopolamina con Ni-Raney W-1 y utilizando el procedimiento descrito
anteriormente. Las soluciones acuosas resultantes fueron luego llevadas a sequedad
en un evaporador rotatorio bajo vacio y calentamiento sin sobrepasar los 40° C. El
residuo de bromhidratos fue luego lavado con 250 mL de etanol absoluto y este ultimo
eliminado por evaporacion bajo vacio en dos oportunidades. El mismo procedimiento
se realizd utilizando la misma cantidad de benceno, también en dos oportunidades.
Para la obtencion de las proporciones y cantidades especificas de cada procedimiento,

ver Seccion 3.3.

2.3.2. Precipitacion y recristalizacion de bromhidratos en acetona

La mezcla seca de bromhidratos obtenida de la hidrogendlisis de 2 fue dejada
bajo reflujo en 250 mL de acetona anhidra por 1 hora hasta la aparicion de turbidez.
Luego de esto, la mezcla se llevd a temperatura ambiente y fue refrigerada
posteriormente (3° C) por 48 h. Los cristales obtenidos fueron recristalizados
disolviéndolos en el menor volumen posible de etanol absoluto en ebullicion, para
luego dejar enfriar la solucién a temperatura ambiente por 24 h. A los cristales
obtenidos en cada paso se les midi6 su punto de fusion utilizando un equipo Fisher-

Johns. Ademas, algunas muestras seleccionadas se analizaron mediante
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espectroscopia de '"HRMN, utilizando un espectrometro de RMN Bruker AVANCE de

400 MHz.

2.3.3. Precipitacion y recristalizacion de 0,0 -dibenzoil-L-tartratos en etanol

La solucion aceténica obtenida luego de la precipitacion de los bromhidratos fue
llevada a sequedad por evaporacién bajo calentamiento y vacio. La mezcla de
bromhidratos resultante se disolvié en 60 mL de agua destilada y fue llevada a pH 10
mediante adicion de carbonato de potasio y luego extraida en un embudo de
decantacién con 15 porciones de 50 mL de acetato de etilo. La solucién organica fue
secada con Na,SO,, filtrada y llevada a sequedad por calentamiento y vacio. El aceite
resultante fue disuelto en 100 mL de etanol absoluto tibio y luego se le agregd una
solucién de 8.6 g de acido (-)-O,0"-dibenzoil-L-tartarico en 60 mL de etanol absoluto.
La mezcla fue luego enfriada (3° C) por 12 h, después de las cuales un solido fue
separado por filtracién al vacio en papel. Después de lavado con porciones de etanol
absoluto frio y secado a temperatura ambiente, el solido fue recristalizado disolviéndolo
en el menor volumen posible de etanol absoluto en ebullicién, para luego dejar enfriar
la solucién a temperatura ambiente por 24 h. Una muestra de 20 mg de los cristales
obtenidos en cada paso fue disuelta en 20 mL de agua, su pH ajustado a 10 con NH;
(aq.) al 28 % vy la solucién acuosa extraida 20 veces con CHCls. La solucion organica
fue secada con Na,SO,, filtrada y llevada a sequedad por calentamiento y vacio. Los
residuos respectivos fueron disueltos en 1 mL de CDCl; para luego ser analizadas
mediante espectroscopia de 'HRMN, utilizando un espectrometro de RMN Bruker

AVANCE de 400 MHz.




Materiales y Métodos 27

2.4. Preparacion de (3S,6S)-3a,6B-tropanodiol y (3S,6S)-3a,6p-

diacetoxitropano

2.4.1. Preparacion de (3S,6S)-3a,6B-tropanodiol

Se colocaron 205 mg de (-)-(3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina ((-)-(3S,6S)-14) y
500 mg de Ba(OH), en 50 mL de agua desionizada. La mezcla fue calentada bajo
reflujo y la evolucion de la reaccion monitoreada utilizando cromatografia de capa fina,
con la cual se pudo determinar el término de la reaccién a las 4 h de comenzada.
Luego de esto se procedi6 a acidificar el medio usando H;SO, 0.1 M hasta que la
solucion quedd levemente é&cida, para luego ser filtrada hasta total claridad.
Posteriormente la mezcla fue extraida 20 veces con éter dietilico (5 mL), el que se
evaporé bajo vacio para dar acido trépico. Por otra parte, la solucion acuosa fue dejada
bajo agitacion con 500 mg de BaCO; por 12 h, para luego separar el sdlido por
centrifugacion. El sobrenadante fue llevado a un evaporador rotatorio donde se eliminé
el agua mediante calor y vacio. La parte soluble en EtOH del residuo obtenido fue
nuevamente llevada a un evaporador rotatorio para eliminar el disolvente,
obteniéndose 62 mg de (-)-(3S,6S)-3a,6B-tropanodiol ((-)-(3S,6S5)-5). Rf. 0.1
(CHCI/EtOH 17:3); positivo a los reactivos de Dragendorff y tiocianato de cobalto;

[01589 ‘9. [0]573 '10, [U]545 -11 : [0]435 "23, [01355 -43 (C 081, EtOH)

2.4.2. Preparacion de (3S,6S)-3a,6B-diacetoxitropano
Se colocaron 10 mg de (3S,6S)-3a,6B-tropanodiol con 10 mL de anhidrido
acético a reflujo por 4 h. La mezcla de reaccion se disolvié en 20 mL de H;O acidificada

con gotas de H,SO, 1M y luego fue extraida con 3 porciones de CH,Cl.. Luego la
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solucién acuosa se basificé con NHs (ag.) 28% hasta pH 10 y se extrajo 20 veces con
porciones de 20 mL de CH,Cl,. La fase organica se seco con Na,SO, anh. y se
concentrd bajo vacio para obtener 16 mg de una sustancia aceitosa identificada como
(-)-(38,65)-30,6B-diacetoxitropano ((-)-(3S,65)-10) (Rf: 0.4 (CHCIy/EtOH 17:3), positivo
a los reactivos de Dragendorff y tiocianato de cobalto). [a]sse -9 [a]s7s -10 [a]sss -11 [A]4ss

-20 [a]ass -37 (¢ 0.85, EtOH); IR (CHCls) vmax cm': 1724 (C=0), 1252 (C-O).

2.5. Prediccion de distribuciones conformacionales, espectros

de DCV y de corrimientos quimicos de '"HRMN y "’CRMN

2.51. Busqueda conformacional y prediccion de las distribuciones
conformacionales de (3R,6R) y (3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina

Las busquedas conformacionales sistematicas utilizadas fueron del tipo
Dreiding y se realizaron mediante mecanica molecular (MMFF94). Estas consideraron
un rango de energia de 10 kcal por sobre el minimo global. Los conformeros de baja
energia fueron generados por la variacién de los angulos endociclicos del anillo del
tropano en incrementos de 20° dentro del rango permitido por la geometria del sistema
ciclico. A los angulos restantes se les permitié su libre rotacién en incrementos de 30°.
Se realizaron busquedas independientes utilizando las disposiciones del grupo N-Me
axial y ecuatorial, para luego realizar calculos de punto simple de energia al nivel de
teoria DFT-B3LYP/6-31G(d) para cada conférmero obtenido. Los conformeros
derivados de ambas orientaciones del grupo N-Me fueron luego reunidos, y las

energias obtenidas por los calculos de punto simple de energia usados en una
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distribucién de Boltzmann. Las conformaciones de abundancia relativa mas importante
para cada diastereoisomero fueron geometricamente optimizadas al nivel de teoria
DFT-B3LYP/6-31G(d), y las energias obtenidas fueron usadas en una nueva
distribucién de Boltzmann considerando sélo estas conformaciones. Las busquedas
conformacionales y calculos de punto simple de energia fueron realizados utilizando el
paquete de software Spartan'04, mientras que los calculos de optimizacion de la

geometria se realizaron usando el paquete de software Gaussian 03W.

2.5.2. Calculo de intensidades vibracionales y obtencion de espectros de IR y
DCV teéricos para (3R,6R)- y (35,6S)-6B-hidroxihiosciamina

Los conférmeros ya optimizados geométricamente fueron usados para el
calculo de intensidades y frecuencias vibracionales utilizando el nivel de teoria DFT-
B3LYP/6-31G(d) y la malla de integracién FineGrid, correspondiente a 75 capas
radiales y 302 puntos angulares por capa. Las fuerzas dipolares (IR) y rotacionales
(DCV) fueron convertidas en absortividades moleculares (M cm™) utilizando las

siguientes ecuaciones respectivamente:

D~92x10%s, 27

Vy

R==2.3><10’39A£,'DA;7

Vo

Finalmente, estas fueron graficadas como bandas Lorentzianas con un ancho

medio de 6 cm™.
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2.5.3 Calculo de apantallamientos magnéticos y obtencién de corrimientos
quimicos teéricos para (3R,6R)- y (3S,65)-6B-hidroxihiosciamina

Los conformeros ya optimizados geométricamente fueron usados para el
célculo de apantallamientos teéricos al nivel de teoria GIAO/DFT-B3LYP/6-31G(d) y 6-
311G++(d,p). Para cada conférmero, los valores obtenidos tanto para 'H como para
®C fueron ajustados linealmente con los corrimientos quimicos experimentales de
ambos diastereoisémeros. Luego, los corrimientos quimicos teéricos obtenidos fueron
comparados con los experimentales y la desviacion cuadratica media (rms) calculada

para cada comparacion.

2.6. Obtencion de espectros de IR, DCV y RMN, y medicion de

rotaciones opticas

2.6.1 Obtencion de espectros de IR y DCV y medicién de rotaciones opticas

La medicion de espectros de IR y DCV de (3R6BR)- y (3S5,6S)-6B-
hidroxihiosciamina ((3R,6R)-14 y (3S,6S)-14) fue llevada a cabo utilizando un
espectrofotometro FT-VCD dualPEM ChirllR en BioTools, Inc, Wauconda, IL. Las
muestras de 10 mg se disolvieron en 200 pL de CDCI; y fueron colocadas en celdas de
BaF, con un paso 6ptico de 100 um. Los datos fueron tomados con una resolucion de
4 cm™ durante 9 h. Considerando que la absorcion de CHCI; ocurre cerca de los 1200
cm”, se utilizd CDCls, en donde la absorcién cambia hasta aproximadamente 900 cm™.
La medicién del espectro de IR de (-)-(3S,65)-3a,6B-diacetoxitropano ((3S5,6S)-10) se

llevo a cabo usando un espectrofotémetro Perkin Elmer 16F PC FT-IR. Las rotaciones
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dpticas fueron medidas en un polarimetro Perkin Elmer 341.

2.6.2. Obtencién de espectros de RMN para (3R6R)- y (3S,65)-6B-
hidroxihiosciamina, (3S,6S)-3a,6B-tropanodiol y (3S,6S)-3a,6B-diacetoxitropano

La medicién de espectros de RMN de (3R,6R)- y (3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina
((3R,6R)-14 y (3S,6S)-14), (-)-(3S,6S)-3a,6B-diacetoxitropano ((3S,65)-10) y (-)-
(3S,65)-3a,6B-tropanodiol ((-)-(3S,65)-5), se realizé utilizando un espectrometro Varian
Mercury de 300 MHz. Las muestras fueron preparadas diluyendo 10 mg de cada

isomero en CDCls.




DISCUSIONES Y RESULTADOS

3.1 Hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina

Con el objetivo de obtener (3R,6R)- y (3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina ((3R,6R)-
14 y (35,65)-14) por separado y realizar la determinacion de su configuracion absoluta,
se realizo la reaccion de hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina (2) (Figura 3). En
esta reaccién, ademas de ambas formas diasterecisoméricas de 14, se produce (-)-

hiosciamina (3) como producto secundario.

3.1.1 Andlisis de los espectros de RMN de [a materia prima (-}-escopolamina y del
producto secundario {-)-hiosciamina

Puesto que se utilizdé espectroscopia de RMN para conocer la evolucion de la
reaccion de hidrogendlisis catalitica de 2 y para determinar la composicion de la
mezcla final de ésta, se hizo necesario realizar un analisis de los espectros de "HRMN
y SCRMN de la materia prima 2 y del producto secundario 3. Los espectros de "HRMN,
BCRMN, DEPT, COSY, HSQC y HMBC de 2 se muestran con los numeros 1, 2, 3, 4, 5

y 6, y para 3 con los nimeros 7, 8, 9, 10, 11 y 12.
3.1.1.1. (-)-Escopolamina

El espectro de '"HRMN de 2 presenta quince sefiales diferentes, de las cuales

trece corresponden a protones unidos a carbonos alifaticos, y dos corresponden en su
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Figura 3. Reaccion de hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina (2).

conjunto a cinco protones unidos a carbonos aromaticos. La sefial simple en 2.44 ppm,
correspondiente a tres protones, es asignable al grupo N-Me. Esto es confirmado
usando el espectro de HSQC que muestra la correlacién de esta sefial con la sefial en
el espectro de "*CRMN en 42.2 ppm, la que a su vez muestra una intensidad positiva

en el espectro de DEPT, reafirmando su calidad de carbono metilico.

El espectro de COSY muestra que las sefiales multiples en 4.15, 3.80 y 3.74

ppm, cada una correspondiente a un protdn, se correlacionan solo entre si. Las
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primeras dos muestran una correlacion en el espectro de HSQC con la sefal de
*CRMN en 63.9 ppm, mientras que la tercera lo hace con la sefial en 54.4 ppm. De
esto se deduce que la sefial en 3.74 ppm corresponde a H-1"y las sefiales en 4.15 y

3.80 ppm corresponden a H-2"a y H-2°b (sefiales intercambiables).

Debido a su alto corrimiento quimico, la sefial triplete en 5.00 ppm es
caracteristica de los alcaloides del tropano 3-a sustituidos, y corresponde a H-3. Esta
sefial muestra correlaciones en el espectro de COSY con dos sefiales de igual
multiplicidad en 2.01 y 2.10 ppm, las que a su vez muestran una intensa correlacion
con otras dos sefiales en 1.33 y 1.57 ppm, respectivamente. Por otra parte, las sefiales
de menor corrimiento quimico de cada par muestran correlacién en el espectro de
HSQC con la sefal de *CRMN en 30.8 ppm, mientras que las sefiales de mayor
corrimiento quimico de cada par se correlacionan con la sefial en 31.0 ppm. De lo

anterior se deduce que cada par de sefiales corresponde respectivamente a los
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protones ecuatoriales y axiales en cada metileno contiguo a C-3 (C-2 y C4). Por ofra
parte, el espectro de 'HRMN muestra que H-3 y las sefiales de 2.01 y 2.10 ppm estan
acopladas con una constante de acoplamiento 3J de 5.4 Hz, mientras que no existe un
acoplamiento detectable con las sefiales de 1.33 y 1.57 ppm. Cuando se analizan las
posiciones relativas de los protones axiales (H-2ax y H-4ax) y ecuatoriales (H-2ec y H-
2ec) en relacion al protén H-3, es posible apreciar que el angulo diedro entre éstos es
de aproximadamente 33° para los primeros y de 83° para los segundos, segun calculos
conformacionales usando mecanica molecular. La ecuaciéon general de Karplus, que
relaciona el valor de la constante de acoplamiento entre dos protones con el angulo
diedro entre éstos, predice que un angulo de 83° producira una constante de
acoplamiento de 1.38 Hz, mientras que un angulo de 33° producira una constante de
acoplamiento de 5.94 Hz. De esto se deduce que H-3 tendra una correlacion de mayor
intensidad con los protones axiales que con los protones ecuatoriales, por lo que las
sefiales en 2.01 y 2.10 ppm corresponden a los protones axiales H-2ax y H-4ax,
respectivamente. De igual forma, las sefiales de 1.33 y 1.57 ppm son asignables a los

protones ecuatoriales H-2ec y H-4ec, respectivamente.

Por otra parte, las sefiales de los protones H-2ax y H-4ax tienen una correlacion
en el espectro de COSY con las sefiales en 2.96 y 3.09 ppm respectivamente, lo que

lleva a concluir que estas sefales corresponden a H-1 y H-5, respectivamente.

Finalmente, las sefiales en 2.71 y 3.39 ppm correspondientes a los protones
unidos al grupo oxirano en el tropano, sélo se correlacionan entre si en el espectro de
COSY. Sin embargo, es posible relacionarlas con los protones de cabeza de puente

mediante el espectro de HMBC. Esto es considerando que ambas sefiales muestran en
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este espectro una correlacion con las sefales de "*CRMN en 56.0 y 56.4 ppm, las que
a su vez pueden ser asignadas como C-1y C-5 respectivamente, mediante el espectro
de HSQC. Por lo anterior las sefiales en 2.71 y 3.39 ppm corresponden a H-7 y H-6

respectivamente.

La molécula 2 es una estructura quiral con un centro asimétrico en el carbono a
al carbonilo. De esto se deduce que pares de hidrégenos contiguos a este centro se
conviertan en pares diastereotopicos, por lo que a pesar de la igualdad en el ambiente
quimico que les rodea, presenten corrimientos quimicos diferentes debido a la
desigualdad magnética producida por este centro. Aunque se espera que este tipo de
fenémeno provoque un efecto importante entre los hidrégenos del metileno unido al
centro asimétrico, la gran distancia entre éste y los demas pares diastereotopicos en el
anillo del tropano (cuatro enlaces o mas) hace pensar que esta influencia sera muy
pequefia o nula para estos nucleos. Sin embargo, se desprende del espectro de
'"HRMN que cada hidrégeno dentro del anillo del tropano tiene una sefal diferente y
que las diferencias entre pares diastereotopicos son bastante mayores que las
esperadas. Como se vera mas adelante, este fenémeno puede ser atribuido a una
preferencia conformacional del éster tropico en este tipo de moléculas, en donde el
anillo aromatico se posiciona en la parte inferior del biciclo, produciendo asi un efecto
anisotropico sobre los nucleos en esta parte de la molécula. La asignacion completa de
las sefales de '"HRMN y "*CRMN de 2 se encuentra en la tabla 2. Estas asignaciones

estan de acuerdo con las descritas en la literatura (Zarazin y col., 1991).
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Tabla 2. Asignacion de las sefiales en los espectros de 'HRMN y ®CRMN de
(-)-escopolamina (2).

H 3 (ppm) C 5 (ppm)

H-1 2.96 C-1 57.9
H-2ax 2.01 C-2 31.0
H-2ec 1.33 C-3 66.9
H-3 5.00 C-4 30.8
H-4ax 2.10 C-5 57.8
H-4ec 1.57 C-6 56.0
H-5 3.09 C-7 56.4
H-6 3.39 Cc-1 54 4
H-7 2.71 Cc-2 63.9
H-1 3.74 Ccarb 171.8
H-2"a 415 Cipso 135.8
H-2'b 3.80 Fenilo 129.0, 128.1y 127.9
Fenilo 7.19-7.37 N-Me 422
N-Me 2.44

3.1.1.2. (-)-Hiosciamina

Al igual que para 2, el espectro de "HRMN de 3 presenta una serie de sefales
entre 1 y 5 ppm, correspondientes a los diecisiete atomos de hidrégeno unidos a
carbonos alifaticos presentes en esta molécula. Asi también, se observa una sefial
multiple alrededor de 7.3 ppm correspondiente a los cinco protones unidos a carbonos
del grupo fenilo. Como es tipico para este tipo de alcaloides, el espectro presenta una
sefial simple en 2.18 ppm atribuible al grupo N-Me. De la misma forma, se observan las
sefiales caracteristicas del éster tropico en 3.8 (H-1" y H-2"a) y 4.17 ppm (H-2'b). Por
otra parte, la sefial triplete en 5.00 ppm, también tipica en este tipo de moléculas,

corresponde al protén H-3.
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Siguiendo también la tendencia de 2, la sefial de H-3 muestra correlacion en el
espectro de COSY solamente con dos sefiales, en 2.01 y 2.08 ppm. Igual que en el
caso anterior, estas sefiales pueden ser asignadas considerando sus angulos diedros
de aproximadamente 30° para protones axiales y 80° para los ecuatoriales. Por
consiguiente, estas sefiales corresponden a H-2ax y H-4ax respectivamente. Por otra
parte, la primera de estas sefiales muestra una intensa correlaciéon en este espectro
con la sefial en 1.47 ppm, mientras que la segunda lo hace con la sefial en 1.67 ppm,
ambas con la misma multiplicidad. De esto se deduce que corresponden a H-2ec y H-
4ec, respectivamente. Consecuentemente, estos protones se correlacionan tambiéen
con dos sefales; en 2.90 ppm en el primer caso y 3.01 ppm en el segundo, por lo que

estas sefales corresponden a H-1 y H-5 respectivamente.

Como ya fue analizado para 2, debido al angulo diedro cercano a 90° entre los

protones de cabeza de puente y los protones axiales en los carbonos C-6yC-7, la
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correlacion entre éstos sera muy baja o inexistente. Por el contrario, este angulo
cambia a aproximadamente 30° con los protones ecuatoriales en estos carbonos.
Consecuentemente, las sefiales de H-1 y H-5 muestran correlacién con dos sefiales en
1.67 (solapada con la sefial de H-4ec) y 1.84 ppm, las que por lo anterior corresponden

a H-7ec y H-6ec respectivamente.

Aunque solo restan dos sefiales por asignar, correspondientes a los protones
axiales de las posiciones 6 y 7 en el biciclo (en 1.23 y 1.75 ppm), las correlaciones en
el espectro de COSY no permiten la asignacion de la posicién relativa de cada atomo.
Esto se debe a que estas sefales se correlacionan de igual forma con ambos
hidrégenos ecuatoriales en las mismas posiciones. Adicionalmente, las sefiales de los
protones de cabeza de puente no muestran correlacién con estos protones por las
razones ya sefialadas, y al analizar los espectros de HSQC y HMBC de esta molécula,
tampoco se observan correlaciones claras que diferencien las posiciones relativas de
estos protones. Sin embargo, tanto 2 como 3 han mostrado la tendencia a diferenciar
ambos pares diastereotopicos en el biciclo de forma que las sefales de menor o mayor
corrimiento quimico se correlacionen entre si, lo que lleva a la conclusion de que cada
grupo pertenece a uno u otro lado del anillo. Esto sugiere que la sefial de menor
corrimiento quimico corresponde al proton H-7ax y la de mayor corrimiento quimico a
H-6ax. La asignacion completa de las sefiales de 'HRMN y SCRMN de 3 se encuentra
en la tabla 3. Estas asignaciones se encuentran parcialmente de acuerdo con las
descritas en la literatura, difiiendo para las sefiales en 1.67 y 1.23 ppm, las que se

encuentran asignadas a la inversa (Duran-Patron y col., 2000).
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Tabla 3. Asignacion de las sefiales en los espectros de "HRMN y SCRMN de
(-)-hiosciamina (3).

~ 5 (ppm) C d (ppm)

H-1 2.90 C-1 59.6
H-2ax 2.01 Cc-2 36.3
H-2ec 1.47 C-3 68.1
H-3 5.00 C-4 36.1
H-4ax 2.08 C-5 59.5
H-4ec 1.67 C-6 25.0
H-5 3.01 C-7 254
H-6ec 1.84 C-1 54.6
H-6ax 1.75 C-2 64.1
H-7ec 1.67 Ccarb 172.2
H-7ax 1.23 Cipso 135.9
H-1" 3.80 Fenilo 128.8, 128.2y 127.6
H-2"a 3.80 N-Me 40.2
H-2'b 4.17
Fenilo 7.23-7.30
N-Me 2.18

3.1.2. Optimizacion de la reaccion de hidrogendlisis catalitica

El procedimiento de hidrogendlisis catalitica de 2 utilizando Ni-Raney W-4
descrito en la literatura, logra tan solo un 49 % de rendimiento para la mezcla de
diastereémeros de 14, junto con un alto porcentaje del producto secundario 3 (51%)
(Ishimaru y Shimomura, 1989). Estos rendimientos pudieron ser aumentados

considerablemente utilizando catalizadores de Ni-Raney de menor actividad.

Este tipo de catalizadores de Ni fueron clasificados (Adkins y Pavlic, 1947)
utilizando la letra W y un numero dado, dependiendo del procedimiento utilizado para

prepararlos. Estos procedimientos consisten en hacer reaccionar una aleacion de Ni y
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Al con NaOH acuoso, y difieren entre si en el tiempo y temperatura de digestion de la
aleacién, asi como también en la forma, cantidad y disolvente utilizados durante la
etapa de limpieza del catalizador producido. Tiempos mas prolongados, asi como
también temperaturas mas elevadas durante el proceso de digestion, dejan una menor
cantidad de hidrégeno adsorbido sobre la superficie del metal, y en consecuencia
generan catalizadores de menor actividad. Asi también, lavados bajo presion de
hidrégeno evitan la pérdida de este gas de la superficie del catalizador en comparacion
a cuando éstos son realizados al aire libre, produciendo catalizadores de mayor
actividad en el primer caso. Aunque no se utilizé un criterio de actividad en su
clasificacion, sino mas bien uno histérico, la numeracién utilizada tiende a ser
correlativa con la actividad del catalizador, siendo los clasificados como W-1 y W-2

menos activos que sus pares W-3 y W-4.

Para el caso de la hidrogendlisis de 2, se utilizaron los catalizadores de Ni-
Raney W-2, W-2 desactivado y W-1, todos éstos con metodologias de preparacion con
temperaturas mas altas y tiempos mas prolongados de digestion que los utilizados en

la preparacion del catalizador W-4.

Como ya fue analizado en la seccién anterior, existen algunas sefales
caracteristicas en el espectro de 'HRMN, tanto en la materia prima 2 como en el
producto secundario de reaccién 3. Entre éstas se encuentran las sefales
pertenecientes a los hidrégenos geminales al epoxido en 2 (en 2.71 y 3.39 ppm) y los
hidrégenos de cabeza de puente en 3 (en 2.90 y 3.01 ppm). Cuando se observan estas
zonas en los espectros de '"HRMN de las mezclas resultantes de cada reaccion de

hidrogendlisis (Fig. 4), se puede observar la desaparicion practicamente total de las
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Figura 4. Espectros de "HRMN entre 2.50 y 3.50 ppm de las mezclas producidas en la reaccion
de hidrogenolisis catalitica usando catalizadores de Ni-Raney con diferente actividad. a) Ni-
Raney W-2; b) Ni-Raney W-2 desactivado y c) Ni-Raney W-1.

sefales caracteristicas de 2 y la aparicién de las sefiales pertenecientes a 3. Ademas,
en los tres casos se observan cuatro sefiales, correspondientes a los hidrogenos de
cabeza de puente de cada diastereoisémero de 14 (para asignaciones de ((3R,6R)-14

y (35,65)-14 ver secciones 3.4.1. y 3.4.2,, respectivamente).

Utilizando las integrales relativas de cada una de las sefiales en los respectivos

espectros de 'HRMN, fue posible conocer los porcentajes de cada compuesto en la
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mezcla y saber el rendimiento total para la formacién de los diasteredmeros de 14.

Como se puede apreciar en la tabla 4, los rendimientos para la formacion de los
diasteredmeros de 14 aumentan considerablemente con la utilizacién de catalizadores
de Ni-Raney de menor actividad. Es importante hacer notar que en todas estas
reacciones se ha observado una ligera diastereoselectividad en la formacion del
isomero (-)-14 por sobre (+)-14. Esta selectividad aumenta al disminuir la actividad del
catalizador, mostrando un claro acuerdo con el principio de reactividad — selectividad.
Este fenémeno puede deberse a una diferencia en el impedimento estérico entre

ambas posiciones del oxirano, debido al residuo de acido trépico.

Finalmente, el catalizador que mostré el mayor rendimiento para la formacién
de los diasteredomeros de 14 fue el Ni-Raney W-1 con un 76%. Este resultado
corresponde a un aumento de 51 % en el rendimiento previamente descrito (Ishimaru y
Shimomura, 1989). Este catalizador se continué utilizando para la acumulacion de la

mezcla de diastereémeros para su posterior separacion.

Tabla 4. Rendimientos obtenidos en la reaccién de hidrogendlisis catalitica de (-)-escopolamina
(2) usando Ni-Raney con diferentes actividades. W-4 tomado de la literatura (Ishimaru y
Shimomura, 1989).

Rendimiento (%)

Catalizador Presién H; (psi)  (+)-14 (-)-14 (+)-14 + (-)-14 2 3
W-4 14 24.5 245 49.0 0.0 51.0
W-2 14 31.2 34.4 65.6 31 31.3

W-2 desc. 14 33.9 40.3 74.2 1.4 24.4

W-1 14 33.9 4.7 75.6 4.7 19.7
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3.2. Separacion de la mezcla de hidrogendlisis catalitica

utilizando cromatografia de pares ionicos

La separacién cromatografica de los componentes de la mezcla producida en la
reaccion anterior se encuentra resumidamente descrita en la literatura (Ishimaru y
Shimomura, 1989). En ella se describe el uso de cromatografia de fase reversa para la
separacion de 3 de la mezcla de diastereoisomeros de 14, y luego cromatografia de
pares i6nicos en fase reversa para finalmente separar estos Ultimos. La cromatografia
de pares ionicos es una forma de cromatografia de fase reversa usada para la
separacién de analitos muy polares para interactuar con una columna apolar, y
consiste en agregar un surfactante de carga opuesta al analito para formar un par
iGnico entre ambas especies, el que puede interactuar de mejor forma con la columna.
Esta variante es utilizada generalmente en HPLC, existiendo informacién casi nula
sobre su uso en columnas de media presion preparativas. Entre las desventajas de
esta cromatografia se pueden mencionar su alto costo, dificultad experimental y los
bajos porcentajes de recuperacion de las muestras. Esto ultimo se debe a que los
analitos, luego de ser separados, quedan disueltos en grandes volumenes de solucion
acuosa, haciendo muy dificil su recuperacién. En general, la eleccion de variables
como pH, temperatura, surfactante y su concentracion, entre otras, son de vital
importancia para el éxito de la separacion, considerandose como una de las
cromatografias mas complejas de realizar (Dolan, 2005). Para este caso en particular,
se decidid usar las condiciones ya descritas para la segunda fase de la metodologia
como condiciones iniciales, con el objetivo de separar la mezcla inicial en tan solo un

paso, disminuyendo la pérdida de muestra, el costo operacional y el tiempo de
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separacion.

En una primera instancia se utilizé la fase movil de menor contenido alcoholico
descrita, es decir. MeOH - 1-heptanosulfonato de sodio 10 mM a pH 4 con AcOH
(3:17). El flujo se mantuvo a 10 mL/min, el didmetro interno de la columna fue de 4 cm
y su largo de 7 cm (50 g). La columna se mantuvo a temperatura ambiente. Bajo estas
condiciones, la separacién demoré aproximadamente dos dias mostrando volumenes
de retencién de entre 3 y 13 L, observandose un enriquecimiento parcial de las
fracciones iniciales y finales por uno u otro de los diastereémeros (Figura 5). EI cambio
en la composicién de la fase moévil a una de mayor contenido en MeOH produjo una
disminucion considerable en los volumenes de retencién, pero tuvo un impacto
negativo en la calidad de la separacion. Es preciso mencionar aqui, que el largo de la
columna fue elegido considerando la cantidad de material disponible y los altos

voliumenes de retencion esperados.
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Figura 5. Espectros de "HRMN entre 2.50 y 3.50 ppm de dos muestras enriquecidas luego de
utilizar cromatografia de pares iénicos (ver texto). a) 69.4% / 30.6% ((+)-14 / (-)-14); b) 91.7% /
8.3% ((-)-14 / (+)-14).




Discusiones y Resultados

-
i
w

00!—‘

o - o
C o
5 2 &

z00 | |

(=1
o

340 330 320 310 300 290 280 270 260 340 330 320 310 300 290 280 270 260
ppm (t1) ppm (t1)

Figura 6. Espectros de '"HRMN entre 2.50 y 3.50 ppm de dos muestras enriguecidas luego de
utilizar cromatografia de pares iénicos (ver texto). a) 98.0% / 2.0% ((+)-14 / (-)-14); b) 95.2% /
4.8%((-)-14 / (+)-14).

Posteriormente, se procedié a aumentar el largo de la columna a 14 cm (100 g),
con el objetivo de mejorar la resolucion, manteniendo el resto de las variables
constantes. En este punto, se debe enfatizar que el largo de la columna no puede ser
aumentado de forma indiscriminada, ya que al utilizar fases estacionarias de muy
pequefio tamafio de particula la presion en la columna también aumenta
considerablemente, con el riesgo de dafiar la bomba o la columna de vidrio.
Adicionalmente, el aumento de largo de la columna también trae aparejado un
ensanchamiento de las bandas cromatograficas debido al fenémeno de difusion
bidireccional. Con estas condiciones se obtuvieron mejores resultados ya que las
fracciones mostraron un enriquecimiento de hasta un 98.0% para el isomero (+)-14

(Figura 6).

Sin embargo, la reproducibilidad de la separaciéon se mostré bastante pobre,
siendo esto evidenciado por volimenes de retencién y porcentajes de enriquecimiento

disparejos entre una y otra separacion bajo las mismas condiciones. Luego de evaluar
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Figura 7. Espectros de '"HRMN entre 2.5 y 3.5 ppm de ambos diastereémeros de 6(-
hidroxihiosciamina (14) totalmente separados utilizando cromatografia de pares iénicos (ver
texto). a) primer isémero en eluir ((+)-14); b) segundo isémero en eluir ((-)-14).

las variables que podrian ser la causa de la no reproducibilidad, se concluyé que el pH
de la solucién podria no estar totalmente controlado durante todo el proceso
cromatografico. En respuesta a este problema, se utilizé una solucion tampén de acido
acético / acetato de sodio 50 mM a pH 4, con el objetivo de mantener el pH de la fase

moévil constante en todo momento durante el procedimiento.

La aplicacion de esta nueva estrategia permitié obtener volimenes de retencion
estables y la separacion total de cada diastereoisémero (Figura 7). Es de hacer notar
que, en todos los casos, 3 fue obtenido durante la etapa de limpieza de la columna,
que consiste en eluir 4 L de agua destilada y 2 L de MeOH antes de equilibrar y utilizar

nuevamente la columna.

Aunque la metodologia desarrollada cumplié el objetivo de separar la mezcla
producida por la hidrogendlisis de 2, esta no fue capaz de lograr un rendimiento mayor

al 10%. Esto, junto al largo tiempo necesario para completar el procedimiento y su alto




Discusiones y Resultados

costo, hizo imposible su uso en la obtencion de cantidades suficientes de estas
sustancias como para que estas fuesen usadas como materia prima en la sintesis de

otros derivados de 5.

Por lo anterior, las muestras diastereoméricamente puras de (+)-14 y (-)-14
obtenidas por cromatografia de pares ionicos sélo se utilizaron en su elucidacion
estructural y estereoquimica mediante RMN y dicroismo circular vibracional (DCV),

respectivamente.

3.3. Separacion de la mezcla de hidrogendlisis catalitica

utilizando la metodologia de cristalizaciones fraccionadas

Con el objetivo de contar con una metodologia alternativa a la cromatografia de
pares idnicos, que permitiese la obtencion de ambos diasterecisémeros de 14 en una
mayor escala, se procedié a realizar la separacién de la mezcla de hidrogendlisis

catalitica utilizando el método de cristalizaciones fraccionadas.

Este procedimiento consiste principalmente en la utilizacién de acido (-)-O,0’-
dibenzoil-L-tartarico como fuente de contraién en la formacion de sales de la mezcla de
alcaloides (Fodor y col., 1962). Esta es una metodologia comunmente utilizada para la

separacion de mezclas racémicas de aminas (Keese y col., 1990)

Inicialmente, el procedimiento utilizado consisti6 en realizar la hidrogendlisis
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catalitica de 25 g de bromhidrato de (-)-escopolamina, usando Ni Raney W-1 bajo las
condiciones experimentales de reaccion ya optimizadas previamente. Luego de
eliminar el agua de la mezcla de reaccion, los bromhidratos fueron dejados bajo reflujo
con 125 mL de acetona anhidra por una hora, y la mezcla resultante se enfrié por 30
min. a temperatura ambiente. Aunque la metodologia ya descrita informa sobre la
obtencion de un solido después de esta disminucion de temperatura, en este caso solo

se observd una turbidez en la solucion, la que desaparecié después de unos minutos.

De la solucion aceténica se liberaron las bases disueltas como bromhidratos y
el residuo obtenido fue disuelto en 50 mL de etanol absoluto y tibio, para luego agregar
una solucion de acido (-)-O,0’-dibenzoil-L-tartarico en etanol absoluto. La solucion
etandlica fue dejada a 5° C por 3 dias, luego de los cuales se obtuvieron 11.92 g de un

solido blanco.

Luego de esto, el solido fue recristalizado repetidas veces usando etanol
absoluto. Finalmente, los cristales obtenidos después de 24 h a temperatura ambiente
fueron separados mediante filtracion, y el punto de fusién de cada fraccion (F1 a F6)
fue medido y comparado con los previamente descritos. Estos valores se muestran en

la tabla 5.

La composicién de la dltima fraccion fue analizada mediante la liberacion de la
base y posterior analisis de su espectro de 'HRMN. De esto se concluyé que la
composicion de la mezcla fue de un 90% para (-)-14 y de 6% para (+)-14, junto con un

4% de 3.




Discusiones y Resultados

Tabla 5. Masas y puntos de fusion (p. f.) de las fracciones obtenidas por recristalizaciones
consecutivas de los productos de hidrogendlisis catalitica de 25 g de (-)-escopolamina (2) con
acido (-)-0,0’-dibenzoil-L-tartarico.

Fraccion Masa (g) p. f. (°C)

F1 11.19 152-154
F2 6.66 157-158
F3 433 160-162
F4 2.31 163-164
F5 1.46 164-165
F6 0.52 165-166

La clara diferencia entre los resultados obtenidos y los ya descritos (Fodor y
col., 1962) hace necesario un andlisis de los mismos. En efecto, la baja pureza de la
Ultima fraccion obtenida, y la diferencia entre el numero de recristalizaciones
necesarias para obtenerla, es un claro indicio de que la composicion de la mezcla a
recristalizar no fue la misma en los dos casos. Por otra parte, se obtuvieron fracciones
con un punto de fusién mayor que el de la muestra descrita como pura (p. f. 163 °C),
poniendo en duda la composicion de esta Ultima. Una explicacion para estas
observaciones podria ser la probable diferencia en la composicion de la mezcla
resultante de la reaccién de hidrogendlisis catalitica utilizada en el trabajo descrito, con
la utilizada en este caso. Esto, debido a las optimizaciones realizadas a esta reaccion
con el objetivo de disminuir la cantidad de 3 producida, y aumentar asi la proporcion de
los diastereoisdmeros. Esta menor cantidad de 3 pudo haber provocado la
imposibilidad de que esta sustancia cristalizara después del calentamiento en acetona,
impidiendo asi su separacién de la mezcla, y provocar asi una mayor dificultad en la
separacion de sus componentes durante las cristalizaciones. Ademas, al reescalar el
procedimiento para utilizar solamente la mitad de 2, se pudo haber provocado también

un cambio en las condiciones experimentales, originando los resultados obtenidos.
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Tabla 6. Masas y composiciones de las fracciones obtenidas por recristalizaciones consecutivas
de los productos de hidrogendlisis catalitica de 50 g de (-)-escopolamina (2) con &cido (-)-0,0"-
dibenzoil-L-tartarico.

Fraccion Masa (g) Composicion ((-)-14/(+)-14/3) (%)

F1 18.38 65/20/15
F2 11.35 76/14/10
F3 5.83 83/7/10
F4 222 89/4/4
F5 1.75 95/3/2
F6 1.39 95/4/1
F7 0.97 96/4/-
F8 0.61 98/2/-
F9 0.43 98/2/-

Como respuesta a lo anterior, se procedié a repetir la metodologia, esta vez
utilizando el doble de 2 como se encontraba descrito (Fodor y col., 1962), siendo el
procedimiento idéntico al anterior, pero duplicando la cantidad de todos los reactivos en
cada paso. Sin embargo, luego del reflujo de la mezcla seca de bromhidratos, y
después de enfriar la solucién a temperatura ambiente por 30 min. como esta descrito,
nuevamente no se separd ningun tipo de sélido, por lo que la solucién se dejo enfriar
por 48 h bajo refrigeraciéon (2 a 3° C). Como resultado, un solido se separ6 de la
solucion, el que fue filtrado al vacio y luego lavado con porciones de acetona fria. De la
solucion acetdnica se obtuvieron las bases libres de la mezcla de aminas, las que
luego de ser tratadas con acido (-)-O,0-dibenzoil-L-tartarico en etanol entregaron un
sélido blanco. El solido obtenido fue luego recristalizado en repetidas oportunidades de
etanol absoluto. En la tabla 6 se muestra la evolucion en la composicion de las mezclas
a través de las diferentes cristalizaciones, determinada por analisis de sus espectros

de '"HRMN. Como se puede observar, las diferentes cristalizaciones llevaron a la
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Tabla 7. Masas y composiciones de las fracciones obtenidas por recristalizaciones consecutivas
de los productos de hidrogendlisis catalitica de 50 g de (-)-escopolamina (2), como bromhidratos
en acetona.

Fraccion Masa (g) Composicion ((-)-14/(+)-14/3) (%)

F1 20.96 21/53/26
F2 14.98 10/60/30
F3 5.25 3/60/37
F4 3.61 2/60/38
F5 2.94 1/60/39
F6 2.49 -/60/40

purificacion de (-)-14 de una forma mucho mas rapida y con una pureza superior a la

obtenida en la primera experiencia.

Por otra parte, el sélido obtenido del enfriamiento de los bromhidratos en
acetona fue recristalizado en varias oportunidades, y su composicion determinada por

"HRMN. La tabla 7 muestra la composicién de los cristales en cada paso.

Como se puede observar, y contrariamente a lo descrito en la literatura, se
encontrd una alta concentracion de (+)-14 junto con pequefias cantidades de (-)-14 y 3.
La recristalizacion de este solido llevo a la formacion de una mezcla entre (+)-14 y 3,
provocando la desaparicion del isémero (-)-14. Asi también, se observd que la
proporcion entre (+)-14 y 3 disminuye con las recristalizaciones, por lo que la

purificacion final de (+)-14 no pudo ser realizada utilizando el mismo contraién.

Finalmente, el procedimiento anterior permitié la produccién de 0.43 g de O,0’-
dibenzoil-L-tartrato de (+)-14, junto con 2.49 g de una mezcla 3:2 de los bromhidratos

de (-)-14y 3.
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3.4. Analisis de los espectros de RMN de (+)-6B-

hidroxihiosciamina y (-)-6B-hidroxihiosciamina

Con el objetivo de corroborar las estructuras de los dos diastereoisomeros, y de
comparar con los datos espectroscopicos existentes en la literatura (Ishimaru y
Shimomura, 1989), se procedié a realizar un andlisis completo de los espectros de
RMN de estas dos especies. Los espectros de '"HRMN, *CRMN, COSY, HSQC, HMBC
y NOESY de (+)-(3R,6R)-6B-hidroxihiosciamina ((+)-(3R,6R)-14) se muestran con los
numeros 13, 14, 15, 16, 17 y 18, y los de (-)-(3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina ((-)-(3S,6S)-

14) con los nimeros 19, 20, 21, 22, 23y 24.

3.4.1. (+)-(3R,6R)-6B-hidroxihiosciamina

El espectro de '"HRMN de (+)-(3R-6R)-14 muestra catorce sefiales, las que en
su conjunto corresponden a dieciocho protones unidos a carbonos sp®, junto con dos
sefiales correspondientes a cinco protones unidos a carbonos sp’. La sefal simple
correspondiente a tres protones en 2.46 ppm puede ser asignada a los protones del
grupo N-Me debido a su corrimiento quimico, multiplicidad e integral tipicos de este
grupo en este tipo de compuestos. Por otra parte, también es posible distinguir las
sefiales caracteristicas de los protones H-1", H-2'a y H-2'b en el éster tropico; la
primera y la segunda solapadas en 3.80 ppm, y la tercera en 4.17 ppm. Asimismo, la

sefial en 5.01 ppm tipica en estos compuestos corresponde al proton H-3.

Cuando se observa el espectro de COSY se puede apreciar que la sefial de H-3

muestra correlacion con dos grupos de sefales, el primero en 1.37 y 1.44 ppm, y el
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segundo en 2.06 y 2.13 ppm, todas estas asignables a los protones H-2 y H-4, axiales
y ecuatoriales. Sin embargo, el primer grupo de sefiales no muestra una constante de
acoplamiento apreciable con H-3, a diferencia del segundo grupo que muestra una A
de 5.4 Hz. Esta diferencia puede ser explicada, al igual que con 2 y 3, mediante los
angulos diedros entre estos protones en el biciclo. En el caso de los protones
ecuatoriales, un angulo diedro con H-3 cercano a 80° produce una constante de
acoplamiento muy pequefia en comparacion a los protones axiales, que con un angulo
cercano a los 30° producen una °J de aproximadamente 5 Hz. De lo anterior, es posible
asignar las sefiales de 1.37 y 1.44 ppm como H-4ec y H-2ec, y las sefiales de 2.06 y
2.13 ppm como H-4ax y H-2ax. Por otra parte, las sefiales de H-4ax y H-4ec muestran
correlacion en el espectro de COSY con la sefial en 2.84 ppm, asi como también las
sefiales de H-2ax y H-2ec muestran correlacién con la sefial en 3.21 ppm.

Consecuentemente, estas sefiales son asignables a los protones de cabeza de puente
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Tabla 8. Asignacion de las sefiales en los espectros de '"HRMN y *CRMN de (+)-(3R.6R)-68-
hidroxihiosciamina ((+)-(3R,6R)-14).

H 5 (ppm) c S (ppm)
H-1 3.21 C-1 58.2
H-2ec 1.44 C-2 30.3
H-2ax 213 C-3 75.4
H-3 5.01 C-4 28.7
H-4ec 1.37 C-5 66.7
H-4ax 2.06 C-6 67.8
H-5 2.84 C-7 402
H-6 3.72 Cc-1 54.5
H-7ec 1.77 c-2’ 64.1
H-7ax 2.33 Ccarb 171.7
H-1" 3.80 Cipso 135.3
H-2'a 3.80 Fenilo 128.8, 127.9y 127.7
H-2'b 417 N-Me 36.6
Fenilo 7.22-7.39
N-Me 2.46

H-5 y H-1, respectivamente.

En el caso de la sefial de H-5, ésta no muestra otras correlaciones con otros
nlcleos mas que las ya descritas. Por el contrario, la sefial de H-1 muestra una
correlacién con la sefial en 1.77 ppm. Esta diferencia puede ser explicada nuevamente
por los diferentes angulos diedros de estos protones con los respectivos adyacentes en
los carbonos C-6 y C-7. Esta vez, el angulo diedro entre los protones de cabeza de
puente y los protones axiales en C-6 y C-7 es de aproximadamente 89°, mientras que
este angulo cambia a aproximadamente 31° entre H-1 y H-7ec. De esto se deduce que
tanto H-5 como H-1 no mostraran una correlaciéon apreciable con sus respectivos

protones H-6ax y H-7ax. Por el contrario, H-1 si se correlacionara con H-7ec, que
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origina la sefial en 1.77 ppm. A su vez H-7ec muestra correlaciones con las sefiales en
3.72 ppm y 2.33 ppm. La clara diferencia de corrimiento quimico establece que la sefial
en 3.72 ppm corresponde a H-6 y la sefial en 2.33 ppm a H-7ax. La asignacion
completa de las sefiales de '"HRMN y *CRMN de (+)-(3R-6R)-14 se encuentra en la
tabla 8. Estas asignaciones se encuentran de acuerdo con las descritas en la literatura

(Ishimaru y Shimomura, 1989).

3.4.2. (-)-(3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina

Como en el caso de (+)-(3R,6R)-14, el espectro de 'HRMN de (-)-(3S,65)-14
muestra una serie de sefiales entre 1 y 5 ppm, que en su totalidad corresponden a
dieciocho protones unidos a carbonos alifaticos, como también una sefial multiple en la
zona de 7.20 a 7.40 ppm correspondiente a cinco protones unidos a carbonos
aromaticos. Como ya ha sido establecido anteriormente, las sefiales caracteristicas en
5.01 y 2.48 ppm corresponden a H-3 y el grupo N-Me respectivamente. Asi también,
las sefiales en 3.78 y 4.15 ppm corresponden a los protones en el éster tropico H-1"y

H-2"a en el primer caso, y H-2'b en el segundo.

Como ya habia sido observado en los casos anteriores, el proton H-3 tiende a
correlacionarse mas intensamente en el espectro de COSY con las sefiales de H-2ax y
H-4ax, por sobre las de H-2ec y H-4ec, con las cuales no presenta una 3 apreciable.
De esto se deduce que las sefiales en 2.06 y 2.16 ppm corresponden a H-2ax y H-4ax,
mientras que las sefales en 1.26 y 1.62 ppm corresponden a los protones H-2ec y H-
4ec. Asimismo, las sefiales de H-2ax y H-4ax muestran correlacion con las sefiales en

3.11 y 2.99 ppm, permitiendo su asignacion a H-1 y H-5 respectivamente.
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Como en el caso de (+)-(3R,6R)-14, la sefal de H-5 no muestra correlaciones
con las sefales restantes por asignar. Por otra parte la sefial de H-1, ademas de
mostrar una correlacion con las sefiales de otros protones en el mismo lado del biciclo,
muestra una correlacién con la sefial en 1.62 ppm, la que se encuentra solapada con la
sefial de H-4ec. Como ya ha sido definido anteriormente en base a sus angulos
diedros, esta sefial corresponde a H-7ec. Consecuentemente, esta sefial muestra
correlacion con las sefiales 1.83 y 4.36 ppm, las que por su evidente diferencia de
corrimiento quimico pueden ser asignadas a H-7ax y H-6 respectivamente. La
asignacién completa de las sefiales de 'HRMN y "CRMN de (-)-(3S,6S)-14 se
encuentra en la tabla 9. Estas asignaciones estan de acuerdo con las descritas en la

literatura (Ishimaru y Shimomura, 1989).
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Tabla 9. Asignacion de las sefiales en los espectros de 'HRMN y °CRMN de (-)-(3S,65)-6p-
hidroxihiosciamina ((-)-(3S,6S)-14).

H  (ppm) c o (ppm)
H-1 3.1 C-1 58.2
H-2ax 2.06 C-2 30.1
H-2ec 1.26 C-3 67.6
H-3 5.01 C-4 28.9
H-4ax 2.16 C-5 66.9
H-4ec 1.62 C-6 75.5
H-5 2.99 C-7 39.7
H-6 4.36 C-1 54.5
H-7ec 1.83 C-2 64.2
H-7ax 1.62 Ccarb 171.7
H-1" 3.78 Cipso 135:2
H-2'a 3.78 Fenilo 128.8, 127.9y 127.7
H-2'b 4.15 N-Me 36.5
Fenilo 7.22-7.36
N-Me 2.48

3.5. Determinacion de la configuracion absoluta de ambos
diastereoisomeros de  6B-hidroxihiosciamina utilizando

dicroismo circular vibracional

Como ya se establecid, los datos disponibles sobre la estereoquimica de (+)-14
y (-)-14 no son lo suficientemente concluyentes para la determinacién de la
configuraciéon absoluta de estos compuestos. Por consiguiente, fue necesario
establecer la configuracién absoluta de (+)-14 y (-)-14 utilizando una metodologia

independiente. Para ello se decidio utilizar la espectroscopia de dicroismo circular
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vibracional (DCV).

Para esto fue necesario conocer las preferencias conformacionales de cada
diastereoisomero de 14, comenzando por determinar sus conformaciones de minima
energia dentro de las primeras 10 kcal/mol. Para cumplir este objetivo se realizaron

busquedas del tipo sistematico seguin Dreiding y del tipo al azar o de Monte Carlo.

Cuando ambos procedimientos fueron utilizados, se observé que la metodologia
de Monte Carlo entregd resultados poco repetibles en el tiempo, encontrando
diferentes series de conformaciones durante cada repeticion del procedimiento.
Ademas, se encontré una alta dependencia entre la conformacién de entrada y las
obtenidas posteriormente. Por el contrario, la metodologia de busqueda sistematica
entregd los mismos resultados bajo diferentes condiciones y no mostré ninguna
dependencia entre la conformacion de entrada y las obtenidas posteriormente. Esta
diferencia entre los resultados de ambas metodologias de busqueda conformacional
puede deberse a que en el primer caso, al ser una busqueda basada en el azar, la
cantidad de configuraciones nuevas generadas no fue suficiente para explorar el
espacio conformacional adecuadamente. Esto necesariamente provoca resultados
poco repetibles, aunque la busqueda se realice bajo las mismas condiciones. Ademas,
en el caso de busqueda sistematica, se observd un gran parecido entre las
conformaciones generadas para ambos isdmeros. Por lo anterior, se decidio utilizar las

conformaciones derivadas de la busqueda conformacional sistematica.

Adicionalmente, y debido a la imposibilidad de esta metodologia de pasar desde

una orientacién dada del N-Me en el biciclo hacia la otra, fue necesario utilizar




Discusiones y Resultados

conformaciones de entrada con ambas orientaciones por separado, para luego unir

ambas series de resultados.

Al finalizar lo anterior, se realizé un calculo de punto simple de energia,
utiizando DFT con una base 6-31G(d), para cada una de las conformaciones
encontradas anteriormente. Esto se hizo con el objetivo de contar con energias mas
confiables, que permitiesen conocer la distribucién conformacional de cada
diastereoisémero. Posteriormente, estas energias fueron usadas en una distribucion de
Boltzmann que permiti6 conocer los porcentajes de .abundancia relativa de cada

conformero dentro de la distribucién.

Usando estos resultados, se pudo deducir que las primeras ocho
conformaciones de cada diasterecisémero ((3R,6R)-14a-h y (3S,6S)-14a-h en las
figuras 8 y 9 respectivamente) dentro de la distribucién, dan cuenta de sobre el 96% de
abundancia relativa (96.8 % y 96.5 % para (3R,6R)-14 y (3S,65)-14, respectivamente).
Por lo anterior, estas ocho conformaciones por cada isémero fueron luego
geométricamente optimizadas y usadas en el calculo de los espectros vibracionales.
Esta aproximacion se realiza considerando que conformeros con energias relativas
mayores tendran una presencia muy poco significativa, y por lo tanto no alterarian el

espectro ponderado final de forma importante.

En la tabla 10 es posible apreciar las energias y abundancias relativas
correspondientes para los ocho conférmeros mas significativos de cada

diastereoisémero en cada etapa de calculo.
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Tabla 10. Energias relativas calculadas (kcal/mol) y abundancias (%) de los ocho conférmeros
mas estables de (3R,6R)-6B-hidroxihiosciamina ((3R6R)-14 (a-h)) y (356S5)-6B-
hidroxihiosciamina ((3S,6S)-14 (a-h)), usando busqueda sistematica, calculos de punto simple
de energia y de optimizacién de la geometria con B3LYP/6-31G(d). Los conformeros de cada
diastereoisémero estan ordenados de acuerdo a las energias de los calculos de optimizacion de
|a geometria.

Conf. Esist Eps Yops Eopr Yoopt

(3R,6R)-14a 2.02 0.00 25.54 0.00 25.66
(3R,6R)-14b 1.14 0.20 18.28 0.08 22.42
(3R,6R)-14c 2.29 0.01 25.02 0.24 17.11
(3R,6R)-14d 1.41 0.51 10.85 0.25 16.83
(3R,6R)-14e 1.54 0.92 5.39 0.87 5.91
(3R,6R)-14f 1.90 0.74 7.30 0.93 5.34
(3R,6R)-14g 0.84 1.66 1.54 142 3.88
(3R,6R)-14h 1.46 1.30 2.85 1.30 2.86

(356S)14a 197 000 3488 000 3045
(356S)-14b 139 046 1613 023 2066
(3S6S)-14c 281 023 2354 025  19.97
(356S)-14d 200 071 1043 043  14.74
(356S)-14e 147 125 420 119  4.09
(35,65)-14f 087 194 132 124 376
(356S)-14g 230 123 440 127 357

(356S)-14h 153 182 161 142 2.77

Como muestran las figuras 8 y 9, existe una clara dependencia de la
preferencia conformacional de cada diasterecisomero en relacion a la formacion de
puentes de hidrogeno intramoleculares. Las ocho conformaciones mas pobladas de
cada diastereoisomero muestran este tipo de asociacion entre los grupos hidroxilo y
carbonilo presentes en el éster trépico, formando un anillo de seis miembros. Por otro
lado, la capacidad del hidroxilo en el biciclo de formar un puente de hidrégeno con el
nitrogeno de la amina terciaria, depende fuertemente de la orientacién del grupo N-Me.
Mientras una disposicion axial de éste deja el par electrénico del nitrégeno orientado
hacia el grupo hidroxilo, permitiendo la formacién de un puente de hidrégeno entre

estos, una orientacion ecuatorial lo evita completamente.
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En ambos isémeros, los cuatro conférmeros mas estables muestran una
orientacion del N-Me axial, y por lo tanto presentan ambos puentes de hidrogeno. Por
el contrario, los siguientes cuatro conféormeros muestran una orientacion ecuatorial del
N-Me, y en consecuencia presentan sélo el puente de hidrégeno del éster tropico. Esta
preferencia por una orientacion axial del N-Me podria ser confirmada por estudios mas
profundos de RMN e IR, y ya ha sido sugerida anteriormente en base al corrimiento
quimico de "*CRMN del grupo metilo unido al nitrégeno (Yagudaev y Aripova, 1986).
Adicionalmente, el espectro de NOESY de (+)-14 mostré correlacion entre las sefiales
del grupo N-Me con las sefiales de H-2ax, H-4ax y H-7ec. Sin embargo para (-)-14, el
mismo espectro mostrd sélo la correlacion entre las sefiales del grupo N-Me con H-2ax
y H-4ax (Fig. 10). Esto indica nuevamente una tendencia del grupo N-Me por una

orientacién axial, la que podria estar acentuada en el isdomero (-)-14.

Figura 10. Correlacion observada en el espectro de NOESY entre el grupo N-Me y los protones
H-2ax y H-4ax para (3S,6S)-6B-hidroxihiosciamina ((3S,6S)-14).
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Al analizar en detalle las preferencias conformacionales de ambos grupos es
posible apreciar que las conformaciones se encuentran exactamente en el mismo
orden en la escala de energias de punto simple, y varian ligeramente en la escala de
energias de las geometrias optimizadas. Esto da cuenta de un patron de
comportamiento conformacional que depende mayormente del éster tropico y es

independiente de la posicion relativa del hidroxilo en el biciclo.

Sin embargo, las energias calculadas de estabilizacién debidas a la presencia
del puente de hidrégeno entre el hidroxilo y la amina en el biciclo, tienen un valor de no
mas de 1.5 kcal/mol. Esta cantidad es bastante pequefia considerando que este tipo de
interacciones normalmente muestran energias de estabiliz'acién de entre 3 y 5
kcal/mol. Esta divergencia puede ser explicada por la geometria de la interaccion, que
debido a la alta rigidez del anillo de cinco miembros formado, podria no permitir una
optima formacién de ésta. Por otro lado, el nivel relativamente bajo de la base usada
para calcular tanto las energias como las geometrias, también podria estar involucrado

en esta diferencia.

Una vez determinados los conférmeros mas relevantes de cada isomero, se
procedié a realizar una optimizacion de la geometria de cada uno, utilizando la
funcional B3LYP con la base 6-31G(d). Posteriormente, se realizd el calculo de
frecuencias vibracionales para cada geometria optimizada utilizando la misma
funcional y base, y tanto las fuerzas dipolares como rotacionales obtenidas fueron
convertidas a unidades de absortividad molar (M'em™). Finalmente, estas intensidades
fueron graficadas como bandas de forma Lorentziana, para dar paso a los espectros

calculados de IR y DCV de cada conférmero por separado (figuras 11y 12).
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Figura 11. Espectros de IR (abajo) y DCV calculados (arriba) para los ocho conformeros de
menor energia de (3R,6R)-6B-hidroxihiosciamina ((3R,6R)-14) usando B3LYP/6-31G(d).
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Figura 12. Espectros de IR (abajo) y DCV calculados (arriba) para los ocho conférmeros de
menor energia de (3S,6S5)-63-hidroxihiosciamina ((3S,6S)-14) usando B3LYP/6-31G(d).
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Como se aprecia, los espectros calculados de IR no muestran cambios
significativos entre los diferentes conférmeros. Por el contrario, los espectros de DCV
de los conférmeros considerados muestran una serie de bandas que dependen de las
preferencias conformacionales, particularmente del éster tropico. Ya que estas
vibraciones estan relacionadas con una parte mas flexible de la molécula, se espera
que la correlacién entre las bandas calculadas tedéricamente y las experimentales sea
de menor calidad que la surgida de partes mas restringidas conformacionalmente. Esto
es especialmente cierto cuando se han utilizado bases de bajo nivel para calcular tanto

las propiedades geomeétricas como espectrales de la molécula.

Por otra parte, la dificultad de distinguir dos especies diasterecisomeéricas
mediante DCV, reside principalmente en que no todas las bandas en este espectro son
imagenes especulares, como es el caso de un par de enantiomeros. Esto implica la
necesidad de identificar las bandas vibracionales que se encuentran relacionadas con
los centros asimétricos que difieren entre los dos diastereoisémeros. También es
necesario que tanto el calculo de busqueda conformacional, como el de espectros
vibracionales, se realicen para ambos isomeros, ya que esta informacion no puede ser

inferida desde una molécula a la otra, como en el caso de enantiomeros.

Por consiguiente, y debido a que el centro asimétrico del éster tropico tiene una
configuraciéon absoluta igual para ambos isémeros, las bandas relacionadas a este
centro no pueden ser usadas para la determinacién de la configuracién absoluta de

éstos.
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Sin embargo, es posible apreciar que en el intervalo de entre 950 y 1100 cm’”
se encuentran a lo menos tres bandas que se mantienen sin cambios importantes en
todos los conféormeros de baja energia. Ademas, como se muestra en la figura 13,

estas bandas pueden ser asignadas principalmente a vibraciones en el biciclo.

De éstas, la mas intensa (1040 y 1041 cm™ para (3R,6R)-14 y (3S,6S)-14,
respectivamente) se debe a la interaccion entre cuatro vibraciones de estiramiento

asimétrico entre C1-N-C5, N-C1-C2, N-C5-C4 y O-C6-C7.

En ambas moléculas, la banda en 1084 cm™ es producida por el estiramiento
asimétrico de O-C6-C7 y N-C1-C2, mientras que la banda en 1125 cm” se debe a los
estiramientos asimétricos de C2-C3-C4, C1-C2-C3 y C3-C4-C5, junto con el
estiramiento simétrico de O-C6-C7. Entre cada isémero, estos movimientos son
imagenes especulares, y por lo tanto sus respectivas bandas muestran intensidades
opuestas cuando se comparan en sus espectros de DCV. Consecuentemente, estas
bandas pueden ser usadas para determinar la configuracion absoluta de ambos

isomeros.

Luego utilizando las energias de las geometrias optimizadas de cada
diasterecisémero de baja energia, se gener6 una distribucion de Boltzmann con el
objetivo de conocer las abundancias relativas en cada equilibrio. A su vez, estas
abundancias se utilizaron en la generacion de espectros ponderados de IR y DCV que

pudiesen ser comparados con los respectivos espectros experimentales.
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Figura 14. Comparacion de los espectros calculados y los observados de IR (abajo) y DCV
(arriba) de (3R 6R)-6B-hidroxihiosciamina ((3R,6R)-14).
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Figura 15. Comparacion de los espectros calculados y los observados de IR (abajo) y DCV
(arriba) de (3S,6S5)-6B-hidroxihiosciamina ((35,65)-14).
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Finalmente, al realizar esta comparaciéon (figuras 14 y 15), fue posible
diferenciar ambos diasterecisémeros de forma clara. Las bandas en cada espectro
calculado, previamente asignadas a vibraciones dentro del biciclo, muestran una clara
correlacién con uno u otro espectro experimental, mostrando que la configuracion

absoluta de (+)-14 es (3R,6R,2'S) y (-)-14 es (35,65,2°S).

3.6. Determinacion de la configuracion absoluta de ambos
diastereoisémeros de 6B-hidroxihiosciamina mediante el

calculo de corrimientos quimicos

Durante la asignacién de los espectros de '"HRMN y "CRMN de 2 y 3, fue
posible apreciar diferencias importantes de corrimientos quimicos entre pares de
nucleos equivalentes en el biciclo (i.e. H-1 / H-5). Por otra parte, ambos
diastereoisémeros de 14 también presentan notables diferencias entre nucleos
equivalentes entre ellos (i.e H-5 / H-5). Ejemplos representativos de este fendmeno son
las diferencias de corrimiento quimico entre las sefiales de H-6 y H-7 en 2 (0.7 ppm) y
3 (0.5 ppm). De la misma manera, los corrimientos quimicos de las sefiales de H-6ax

en (3R,6R)-14 y (3S,6S)-14 se diferencian en 0.6 ppm.

Al analizar las preferencias conformacionales de (3R,6R)-14 y (3S5,6S)-14 se
puede observar (Sec. 3.5.) que la porcion de éster trépico de estas moléculas tiene una
marcada tendencia a dejar el grupo fenilo en la zona inferior del biciclo. Considerando

el conocido efecto de proteccion magnética producido por grupos aromaticos tales
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como éste, es posible inferir que este efecto es el responsable de las diferencias de

corrimiento quimico observadas.

Tales diferencias pueden ser usadas para discriminar entre ambos
diastereoisémeros de 14, en la medida que éstas puedan ser predichas con la
precision necesaria. En este sentido, los cdlculos de corrimientos quimicos utilizando
técnicas ab initio (GIAO, IGLO, etc.) han tenido un gran avance en los ultimos 20 afios
(Helgaker y col., 1999), llegando a ser utilizados en una gran variedad de aplicaciones

(Czinki y col., 2007; Bassarello y col., 2007 y Vailikhit y col., 2006).

Es por esto que con el objetivo de explicar este fenémeno desde un punto de
vista conformacional, y para evaluar la capacidad de estos calculos de diferenciar
ambos diastereoisdémeros, se procedid a realizar calculos de prediccion de corrimientos
quimicos mediante DFT-GIAO para (+)-14 y (-)-14, considerando dos bases diferentes
(6-31G(d) y 6-311G++(d,p)). Para esto se utilizaron las distribuciones conformacionales
ya conocidas de estos isomeros, usando cada conférmero como geometria de entrada.
Como resultado se obtuvieron los apantallamientos magnéticos de cada hidrégeno y
carbono presente en la molécula, los que fueron ponderados segun las abundancias
relativas de cada conférmero ya conocidas de la seccién anterior. Estos
apantallamientos nucleares magnéticos son una medida del campo magnético
producido por los electrones en la molécula y son inversamente proporcionales a los
corrimientos quimicos experimentales. Por consiguiente, una excelente forma de
convertir estos apantallamientos teéricos en corrimientos quimicos teéricos, es realizar
un procedimiento de escalaje lineal entre estos valores teéricos y los correspondientes

experimentales. Para este efecto se utilizaron corrimientos quimicos descritos
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previamente en la literatura (Ishimaru y Shimomura, 1989).

El procedimiento matematico utilizado consisti6 en obtener una correlacion
lineal entre los apantallamientos tedricos ya ponderados para ambos
diastereocisémeros y los corrimientos quimicos experimentales de (+)-14 y (-)-14.
Cuando esta correlaciéon se realizd para '°C entre los apantallamientos tedricos de
(3R,BR)-14 y los corrimientos quimicos experimentales de (+)-14, esta entregd una
pendiente de -0.9701, un intercepto de 188.34 y un coeficiente de correlacion (") de
0.9990 para la base 6-31G(d), y una pendiente de -1.0671, un intercepto de 182.13 y
un coeficiente de correlacion (r’) de 0.9995 para la base 6-311G++(d,p). Por otra parte,
la correlacion entre los apantallamiento tedricos de (3S,6S)-14 y los corrimientos
quimicos experimentales de (-)-14 entregd una pendiente de -0.9701, un intercepto de
188.34 y un coeficiente de correlacion (r?) de 0.9990 para la base 6-31G(d), y una
pendiente de -1.0671, un intercepto de 182.13 y un coeficiente de correlacion (r’) de
0.9995 para la base 6-311G++(d,p). Luego de esto, los apantallamientos teoricos
fueron convertidos en corrimientos quimicos tedricos utilizando las ecuaciones lineales

derivadas de cada correlacion.

Finalmente, se procedio a realizar el calculo de la desviacion cuadratica media
(rms) de cada grupo de valores tedricos con sus respectivos experimentales. Estos
valores, junto con los apantallamientos tedricos, los corrimientos quimicos teéricos y

los corrimientos quimicos experimentales se muestran en la tabla 11.

De los valores de los coeficientes de correlacion (r’) y la desviacion cuadratica

media (rms), obtenidos para °C se concluye que para ambos diastereoisémeros
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Tabla 11. Valores de apantallamientos tedricos, corrimientos quimicos tedricos (ppm),
corrimientos quimicos experimentales (ppm) y desviaciones cuadraticas medias (rms) (ppm)
para carbonos en la correlacién entre (+)-14 y (3R,6R)-14, y entre (-)-14 y (35,65)-14.

(+)-14 vis (3R6R)-14

Base B3LYP/6-31G(d) B3LYP/6-311G++(d,p)
Carbono  Exp AT cQT ms AT cQr ms
1 58.0 131.8976  58.18 120.3147 57.93
2 30.1 160.7625  28.43 150.9254 29.24
3 67.9 121.2506 69.16 108.7119 68.80
4 284 162.7444  26.38 153.4995 26.83
5 66.6 123.1079 67.24 1.4304 111.1800 66.49 0.8018
6 75.5 115.4041 75.18 102.2602 74.85
7 40.2 147.9407 4164 137.3788 41.94
1 172.0 22.2509 171.21 -1.1655 171.77
2’ 544 1356982  54.26 123.6234 54.83
3 64.0 1247453 65.55 113.2991 64.50

(-)-14 v/s (35,65)-14

Base B3LYP/6-31G(d) B3LYP/6-311G++(d,p)
Carbono  Exp AT cQT rms AT caQrT rms
1 57.9 1322597 57.89 120.6846 57.53
2 29.8 161.6946  27.58 151.9684 28.19
3 67.9 121.1116  69.37 108.3447 69.11
4 28,5 162.6034 26.64 153.0022 27.22
5 66.7 122.9017  67.53 1.7276  110.5990 66.99 1.1212
6 75.8 115.0045 75.66 101.7785 75.27
7 39.9 148.1536  41.52 137.1865  42.05
1 1721  22.3664 171.06 -1.0005 171.67
2 544 1358340  54.21 123.6538 54.75
3 64.1 124.7681 65.60 113.4051 64.36

AT: Apantallamientos Tedricos; CQT: Corrimientos Quimicos Tedricos

existe una buena correlacion entre los valores de corrimientos quimicos experimentales

y los apantallamientos calculados tedricamente, observandose una desviacion
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Tabla 12. Valores de coeficientes de correlacion (%) y de desviaciones cuadraticas medias
(rms) (ppm) obtenidos para las correlaciones entre los valores de corrimientos quimicos tedricos
de (3R,6R)-14 y (3S,6S)-14 con los valores experimentales de (+)-14 y (-)-14 para carbonos.

(3R6R)-14 (35,65)-14
BASE 6-31G(d) 6-311G++(d,p) 6-31G(d) 6-311G++(d,p)
(+)-14 (14  (+)14 (14 (+)14 ()14 (+)14 ()14
2 09990 09990 09995 09994 0.9988 0.9988 0.9993 0.9993
ms 14304 14680 08018 09469 1.7897 1.7276 1.0751 1.1212

cuadratica media (rms) del orden de 1 ppm. Para conocer la capacidad de la técnica de
diferenciar cada uno de los isémeros, y asi poder realizar una asignacién de su
configuracién absoluta, se decidié realizar el mismo procedimiento anterior pero
comparando los valores tedricos obtenidos para (3R,6R)-14 y los experimentales de
(-)-14, y de la misma forma para los obtenidos para (3S,6S)-14 y los experimentales de

(+)-14.

Como resultado de estas correlaciones, se observd que en el primer caso se
obtuvo una pendiente de -0.9689, un intercepto de 188.25 y un coeficiente de
correlacion (r’) de 0.9990 para la base 6-31G(d), y una pendiente de -1.0657, un
intercepto de 182.03 y un coeficiente de correlacién () de 0.9994 para la base 6-
311G++(d,p). Por otra parte, el segundo caso arroj6 una pendiente de -0.9721, un
intercepto de 188.56 y un coeficiente de correlacién () de 0.9988 para la base 6-
31G(d), y una pendiente de -1.0675, un intercepto de 182.12 y un coeficiente de
correlacién (r?) de 0.9993 para la base 6-311G++(d,p). Finalmente se calcularon los
valores de desviacion cuadratica media (rms), los que se muestran en la tabla 12 junto

con los valores de r? de todas las correlaciones anteriores.
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Al analizar los resultados obtenidos, se observa que en general los valores de r
se mantienen invariables en todas las correlaciones, por lo que éstos no son un buen
indicador del nivel de parecido entre los valores experimentales y los tedricos. Por otra
parte, el valor de desviacion cuadratica media (rms) aumenta en 2% y 18%, para las
bases 6-31G(d) y 6-311G++(d,p), respectivamente, cuando los valores de los
corrimientos quimicos teéricos del isémero (3R,BR) son correlacionados con los
experimentales de (-)-14, en comparacion a cuando son correlacionados con (+)-14.
Sin embargo, aunque también existe un aumento del 3% en la desviacién cuadratica
media (rms) para la base 6-31G(d), cuando los corrimientos quimicos tedricos del
isémero (3S,6S) son correlacionados con los experimentales de (+)-14, en
comparacién a cuando son correlacionados con (-)-14, este valor disminuye en un 4%
para la base 6-311G++(d,p). Adicionalmente, los valores de desviacion cuadratica
media (rms) en todos los casos son mayores que las diferencias de corrimiento

quimico entre carbonos equivalentes en cada isomero.

Por lo anterior, se deduce que la metodologia, cuando es aplicada a
corrimientos quimicos de '*C, no arroja resultados concluyentes en la tarea de
distinguir ambos isémeros, debido a que las diferencias entre carbonos equivalentes

son demasiado pequefas.

Por otra parte, cuando el mismo analisis planteado para los corrimientos
quimicos de "°C es realizado para protones, éste arroja los resultados resumidos en las
tablas 13 y 14. Los valores de %, a diferencia de aquellos para '3C, muestran una clara

disminucién cuando los corrimientos quimicos para 'H teéricos son comparados con
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Tabla 13. Valores de apantallamientos teéricos, corrimientos quimicos teéricos (ppm),
corrimientos quimicos experimentales (ppm) y desviaciones cuadraticas medias (rms) (ppm)
para hidrogenos en la correlacion entre (+)-14 y (3R,6R)-14, y entre (-)-14 y (3S,65)-14.

(+)-14 vis (3R6R)-14

Base B3LYP/6-31G(d) B3LYP/6-311G++(d,p)
Hidrogeno Exp AT caQr rms AT cQT ms
1 317  29.2172 3.12 28.8923 3.14
2ax 211 30.2156 2.1 29.8301 222
2ec 1.40 30.9846 1.34 30.6978 1.38
3 500 27.2504 5.11 26.8780 5.10
4ax 2.03 30.3571 1.97 0.0261  30.0284 2.03 0.0236
dec 1.33 31.0576 1.26 30.8591 1.22
5 2.80 29.5867 2.75 29.4215 262
6 3.70 28.5852 3.76 28.4999 3.52
7ax 1.73 30.5114 1.81 30.2897 1.77
Tec 2.31 29.7432 2.59 29.4803 2.56
2 3.79 28.9460 3.39 28.4477 3.57
3'a 3.79 28.3164 4.03 27.9203 4.09
3'b 419 282433 410 27.8722 413

(-)>-14 v/s (35,6S)-14

Base B3LYP/6-31G(d) B3LYP/6-311G++(d,p)
Hidrégeno Exp AT car rms AT caQrT rms
1 3.05 29.4032 2.96 29.0712 2.96
2ax 2.01 30.3695 1.99 29.9627 2.09
2ec 120 31.2118 1.15 30.9351 1.15
3 5.01 27.2441 5.11 26.8580 511
4ax 211 30.1893 217 0.0183 29.7751 227 0.0140
4ec 153  30.8375 1.53 30.5323 1.54
5 292  29.4406 292 29.1931 2.84
6 431 28.0163 4.34 27.8125 4.18
7ax 1.55  30.8225 1.54 30.5976 1.47
Tec 1.76  30.4590 1.90 30.2696 1.79
2 3.78 28.9573 3.40 28.4512 3.56
3'a 3.78 28.3588 4.00 28.0014 4.00
3'b 414  28.2008 415 27.8154 4.18

AT: Apantallamientos Teoricos; CQT: Corrimientos Quimicos Teoricos
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Tabla 14. Valores de coeficientes de correlacion (rz) y desviaciones cuadraticas medias (rms)
(ppm) obtenidos para las correlaciones entre los valores de corrimientos quimicos tedricos de
(3R,6R)-14 y (35,65)-14 con los valores experimentales de (+)-14 y (-)-14 para protones.

(3R,6R)-14 (35,65)-14

BASE 6-31G(d) 6-311G++(d,p) 6-31G(d) 6-311G++(d,p)
(+)14 ()14  (+)14 ()14 (+)14 ()14 (+)}14  (-)-14

? 09795 09244 09814 0.9079 0.9501 09875 0.9567 0.9904
s 0.0261 0.1185 0.0236 0.1469 0.0653 0.0183 0.0564 0.0140

los corrimientos quimicos experimentales incorrectos, es decir el isémero (6R,6R) con
(-)-14 y el isdbmero (3S,6S) con (+)-14. Consecuentemente, los valores de desviacion
cuadratica media (rms) muestran a su vez un aumento considerable, de entre 6 y 10
veces para el isémero (3R,6R), y entre 2 y 3 veces para el isomero (3S,6S), cuando se
hace la misma comparacion anterior. También, y en contraste con el caso de "°C, estos
errores tienen una magnitud de entre 0.01 y 0.02 ppm, los que son notablemente
menores que las diferencias experimentales observadas entre hidrégenos equivalentes

de ambos diastereoisdomeros (0.6 ppm aprox.).

Es interesante también reconocer que los corrimientos quimicos teoricos
predicen de muy buena forma las diferencias experimentales en los corrimientos
quimicos de hidrogenos equivalentes. Por ejemplo, se encuentra que los hidréogenos
geminales a OH en el biciclo (H-6) muestran experimentalmente una diferencia de 0.61
ppm, mientras que los calculos predicen una diferencia de 0.58 ppm, cuando se utiliza
el nivel de teoria GIAO/DFT-B3LYP/6-311G++(d,p). En todos los casos, estas
diferencias estan de acuerdo con una conformacién en donde los hidrogenos y

carbonos en las posiciones C-6, C-5 y C4 para (3R,6R)-14 y C-7, C-1 y C-2 para
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(3S,6S)-14 del anillo del tropano se ven afectados por el efecto anisotropico del grupo
fenilo, como se observa en todos los conférmeros de baja energia de ambos isémeros

(figuras 8y 9).

3.7. Exploracion de la reactividad diferencial para Ila

esterificacion selectiva de los hidroxilos presentes en (3S,6S)-

(-)-6B-hidroxihiosciamina

Con el objetivo de conocer la reactividad diferencial de los dos hidroxilos
presentes en 14 para la esterificacion, se realizaron reacciones de acetilacién bajo
diferentes condiciones de reaccion. Como materia prima se utilizé (-)-14 debido a sus
caracteristicas espectrales. En primer lugar, se realizé la reaccion de acetilacion
utilizando piridina como disolvente y anhidrido acético en exceso como agente
acetilante. La reaccion se realizé durante 14 h bajo refrigeracion (2 — 3 °C). El espectro
de '"HRMN de la mezcla de reaccion, una vez terminada afadiendo agua destilada,
ajustando el pH a 10, extrayendo los productos 10 veces con CHCI; y eliminando los

disolventes con un flujo de N,, se muestra en el espectro 25.

Como se puede apreciar, existen diversos cambios entre el espectro de la
mezcla de reaccion y el de la materia prima. En primer lugar, se puede observar un
aumento en el corrimiento quimico de la sefial de H-6 desde 4.36 hacia 5.30 ppm.
Asimismo, se produjo un aumento en el corrimiento quimico de las sefiales de los

hidrégenos H-2'a y H-2'b desde 3.78 a 4.35 ppm y 4.15 a 4.62 ppm, respectivamente.
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Adicionalmente, se puede apreciar la aparicién de dos sefiales simples practicamente
juntas en 2.03 y 2.04 ppm, asignables a los grupos metilo de cada acetilo. Estas
evidencias espectroscopicas muestran de manera clara la acetilacion de ambos
hidroxilos presentes en (-)-14, llevando a la formacién de (3S,6S)-3a-acetiltropoiloxi-6(3-

acetoxitropano.

Por otra parte, se realizd una nueva reaccion de acetilacién bajo las mismas
condiciones de disolvente y temperatura, pero disminuyendo la cantidad de anhidrido
acético hasta una proporcion de 1.5 mol de agente acetilante por mol de materia prima.
Ademas, la reaccion fue monitoreada a las 2 y 5 h de comenzada, tomando alicuotas y
procesandolas como se describié anteriormente. Los espectros de 'HRMN de las

mezclas de reaccion a 2 y 5 h de comenzada, se muestran en los espectros 26 y 27.

Como se puede apreciar en el primer caso, la reaccion tiene sélo una pequefia
evolucion evidenciada por una ligera aparicion de la sefial en 4.62 ppm
correspondiente a H-2’b, sugiriendo una acetilacién mas rapida del hidroxilo del éster
trépico por sobre el perteneciente al biciclo. Esto es confirmado cuando se analiza el
espectro de '"HRMN de la mezcla de reaccion una vez pasadas 5 h de comenzada. En
este caso, se puede ver una evidente diferencia de intensidad entre la sefial de H-2'b
en 4.62 ppm y la sefial de H-6 en 5.30 ppm, ambas testigos de la acetilacion en sus
respectivos hidroxilos. Esta diferencia de intensidad es reflejada en las integrales de
cada sefial, donde se puede deducir que la proporcién entre la acetilacion del hidroxilo

en C-2" y el hidroxilo en C-6 es de aproximadamente 3 veces.
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Se descubrié también que usando tanto cloruro de acetilo ("HRMN, espectro 28)
como anhidrido acético, con tiempos de reaccién prolongados y proporciones grandes
de los agentes acetilantes, se produce la esterificacion en ambas posiciones, siendo la

reaccion con anhidrido acético en piridina la mas limpia y de mayor rendimiento.

3.8. Preparacion y analisis estructural mediante RMN del

(3S,6S)-3a,6pB-tropanodiol

Con el objetivo de preparar (3S,65)-3a,6B-tropanodiol ((3S,6S)-5) a partir de (-)-
14, se realizd la hidrolisis basica del segundo utilizando Ba(OH),, obteniéndose
ademas acido trépico ('"HRMN, espectro 29). Posteriormente, se analizaron sus
espectros de RMN ('HRMN, espectro 30; "CRMN, espectro 31; COSY, espectro 32;
HSQC, espectro 33; NOESY, espectro 34) y se obtuvieron datos de rotacion optica e

IR.

3.8.1. Analisis de los espectros de RMN de (3S,6S)-3a,6B-tropanodiol

El espectro de '"HRMN (3S,6S)-5 muestra once sefales, las que en su conjunto
corresponden a trece hidrégenos unidos a carbonos alifaticos. La multiplicidad y
corrimiento quimico caracteristicos de la sefiales en 2.63, 3.92 y 4.80 ppm indican que
éstas corresponden al grupo N-Me y a H-3 y H-6, respectivamente. Por otra parte, la
sefial en 3.92 ppm muestra en el espectro de COSY correlacion con dos sefiales en
212 y 2.03 ppm. Como ha sido sefialado anteriormente, la sefial de H-3 tiende a

mostrar correlacion sélo con las sefiales de los hidrégenos con orientacion axial en las
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posiciones 2 y 4. Por lo anterior, las sefiales en 2.12 y 2.03 ppm pueden ser asignadas
a H-4ax y H-2ax, respectivamente. Adicionalmente, |la sefial de H-4ax correlaciona con
las sefiales en 1.80 y 3.17 ppm, las que por su evidente diferencia de corrimiento
quimico pueden ser asignadas como H-4ec y H-5, respectivamente. Asimismo, la sefal
de H-2ax se correlaciona con dos sefiales en 1.66 y 3.44 ppm, las que por las mismas
razones pueden ser asignadas a H-2ec y H-1, respectivamente. Por otra parte, la sefal
de H-1 muestra una correlacién adicional con la sefial en 2.00 ppm. Como ya se ha
establecido, H-1 y H-5 sélo se correlacionan con los hidrégenos con orientacién
ecuatorial en las posiciones 6 y 7. Por lo tanto la sefial en 2.00 ppm puede ser
asignada a H-7ec. Como era de esperarse, la sefial en 2.71 ppm se correlaciona con

las sefiales debidas a H-6 y H-7ec, indicando que corresponde a H-7ax.

Finalmente, los espectros de HSQC y NOESY confirman todas las asignaciones
anteriores y permiten la asignacion del espectro de "CRMN. Estas asignaciones se

encuentran resumidas en la tabla 15.
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Tabla 15. Asignacion de las sefiales en los espectros de 'HRMN y ®CRMN de (35,6S)-3a,6B-
tropanodiol ((3S,6S)-5).

H 5 (ppm) C & (ppm)
H-1 3.44 C-1 63.5
H-2ax 2.03 C-2 38.1
H-2ec 1.66 C-3 64.8
H-3 3.92 C-4 37.0
H-4ax 2.12 C-5 71.2
H-4ec 1.80 C-6 76.8
H-5 3.17 Cc-7 39.8
H-6 4.80 N-Me 411
H-7ec 2.00
H-7ax 2.71
N-Me 2.63

3.9. Preparacion y analisis estructural mediante RMN del

(3S,6S)-3a,6B-diacetoxitropano

Con el objetivo de obtener una muestra de un derivado diesterificado del
(35,65)-3a,6B-tropanodiol ((3S,6S)-5), se realizd la esterificacion de este compuesto
mediante su reaccién con anhidrido acético. Posteriormente, se analizaron sus
espectros de RMN ("HRMN, espectro 35; *CRMN, espectro 36; COSY, espectro 37;
HSQC, espectro 38; HMBC, espectro 39; NOESY, espectro 40) y se obtuvieron datos

de rotacion optica e IR.
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3.9.1. Analisis de los espectros de RMN de (3S,6S)-3a,6B-diacetoxitropano

El espectro de 'HRMN (3S,6S5)-3a,6B-diacetoxitropano ((3S,6S)-10) muestra
trece sefales, las que en su conjunto corresponden a diecinueve hidrogenos unidos a
carbonos alifaticos. Como ya ha sido sefalado, la sefial en 5.01 ppm, cuya integral
corresponde a un hidrogeno, es caracteristica de este tipo de compuestos, y
corresponde a H-3. Esta sefial muestra correlacion en el espectro de COSY con las
sefiales multiples en 2.17 y 2.12 ppm, correspondientes a un hidrégeno cada una.
Tomando en cuenta que este atomo tiende a correlacionarse principalmente con los
hidrégenos axiales, por sobre las sefiales de hidrogenos con orientacion ecuatorial,
debido a sus angulos diedros, es posible asignar las sefiales en 2.12 y 2.17 ppm como
H-2ax y H-4ax, respectivamente. Por otra parte, las sefiales correspondientes a H-2ax
y H-4ax muestran correlacion con las sefiales en 3.30 y 3.14 ppm respectivamente, por
lo que pueden ser asignadas como H-1 y H-5 respectivamente. Ademas, ambas
sefiales asignadas a H-1 y H-2ax se correlacionan con la sefial en 1.56 ppm, asi como
también ambas sefales asignadas a H-5 y H-2ax se correlacionan con la sefial en 1.77
ppm. Esto indica que las sefiales en 1.56 y 1.77 ppm corresponden a H-2ec y H-4ec
respectivamente. Adicionalmente, la sefial de H-1 se correlaciona con la sefial en 2.08
ppm, la que se encuentra solapada con las sefales simples en 2.07 y 2.05 ppm. Esto
indica que esta sefal corresponde a H-7ec, ya que la sefial de H-1 tiende a
correlacionarse  preferentemente con esta posicion, que con H-7ax.
Consecuentemente, la sefial en 5.42 ppm, asignable a H-6 debido a su corrimiento
quimico caracteristico, muestra correlaciones con las sefiales en 2.08 ppm (solapada
con la sefal simple en 2.49 ppm) y 2.51 ppm, indicando que esta Ultima corresponde a

H-7ax.
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Acet””

Acet’

Finalmente, los espectros de HSQC, HMBC y NOESY confirman todas las
asignaciones anteriores, permitiendo la asignacién del espectro de "*CRMN.
Adicionalmente, la sefial simple en 2.49 ppm se correlaciona intensamente en el
espectro HMBC con las sefiales en 64.9 y 58.8 ppm del espectro de "CRMN, ambas
asignables a C-5 y C-1 respectivamente en el espectro de HSQC. Esto indica que esta
sefial simple corresponde a los hidrégenos del grupo N-Me. Por otra parte, la sefial de
H-3 en 5.01 ppm muestra correlacion en el espectro de HMBC con la sefial en 170.1
ppm del espectro de "*CRMN, indicando que esta ultima corresponde a la sefial de
Ccarb’. En consecuencia, la segunda sefial de carbonilo en 171.0 ppm corresponde a
Ccarb’’. Ademas, las sefiales simples en 2.07 y 2.05 ppm muestran correlacién en el
espectro de HSQC con las sefiales de Ccarb” y Ccarb” respectivamente, lo que
permite asignar estas sefiales a los hidrégenos en los metilos Acet” y Acet”

respectivamente. Estas asignaciones se encuentran resumidas en la tabla 16.
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Tabla 16. Asignacion de las sefiales en los espectros de 'HRMN y "CRMN de (3S,6S5)-30,6p-
diacetoxitropano ((3S,65)-10).

H & (ppm) C S (ppm)

H-1 3.30 C-1 58.9
H-2ax 2.12 C-2 324
H-2ec 1.56 C-3 67.0

H-3 5.01 C-4 30.8
H-4ax 217 C-5 64.9
H-4ec 1.77 C-6 79.0

H-5 3.14 C-7 36.3

H-6 542 N-Me 38.2
H-7ec 2.08 Acet’ 216
H-7ax 2.51 Acet” 21.4
N-Me 2.49 Ccarb’ 170.1
Acet’ 2.07 Ccarb™ 171.0
Acet”’ 2.05
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?

La estereoquimica de un importante grupo de alcaloides del tropano ha
permanecido en controversia o indefinida por casi 60 afios. Durante el desarrollo de
este trabajo, se intentd aportar a esta area de la fitoquimica mediante la preparacion y
determinacion estructural y estereoquimica de algunos de estos alcaloides derivados
del 3a,6p-tropanodiol (5). Con este propésito se realizd la hidrogendlisis del alcaloide
comercialmente disponible (-)-escopolamina (2), lo que llevé a la obtencion de una
mezcla de ambos diastereoisdémeros de la 6B-hidroxihiosciamina ((3R,6R)-14 y
(3S,65)-14) junto con (-)-hiosciamina (3). Esta reaccion fue optimizada variando el tipo
de catalizador utilizado encontrandose que con el catalizador Ni-Raney W-1, el
rendimiento de la reaccién fue de 75.6%, lo que corresponde a un aumento del 51%
con respecto al rendimiento informado en la literatura usando el catalizador de Ni-
Raney W-4. Posteriormente, se evalubé la separacién de esta mezcla mediante
cromatografia de pares idnicos sobre una fase estacionaria de gel de silice C18,
observandose que la fase movil dptima fue una solucidn 85:15 de acido 1-
heptanosulfénico 10 mM en tampén acido acético / acetato de sodio 0.1 M a pH 4.
Aunque estas condiciones permitieron la separacién de los tres componentes de la
mezcla de alcaloides, esta s6lo mostré un rendimiento del 10% debido a las
dificultades en la recuperacién de las muestras una vez terminada la cromatografia.
Esto impidié que esta metodologia fuese usada con el objetivo de obtener materia
prima para reacciones que eventuaimente llevasen a la preparacion de otros derivados

de 5. Sin embargo las muestras obtenidas mostraron una alta pureza, por lo que fueron
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usadas en su determinacion estructural mediante espectroscopia de RMN y en la
determinacion de su configuracion absoluta. Para esto, era necesario utilizar una
metodologia moderna e independiente que permitiese llegar a la configuracion absoluta
de (+)-14 y (-)-14 de forma definitiva y asi disipar las dudas provocadas por trabajos

anteriores.

Para este propésito la metodologia elegida fue la espectroscopia de dicroismo
circular vibracional, debido a la gran utilidad que ésta ha mostrado en la determinacion
de la configuracion de moléculas quirales. Esta técnica, en conjunto con calculos
mediante DFT, permiti6 conocer las preferencias conformacionales de ambos
diastereoisémeros de 14, observandose una marcada tendencia de ambas moléculas a
la formacién de puentes de hidrogeno intramoleculares. Estas interacciones se
formaron entre el atomo de nitrégeno del grupo N-Me y el grupo hidroxilo en el anillo
del tropano, y entre el grupo carbonilo y el grupo hidroxilo presentes en el éster tropico.
La primera de éstas lleva a la preferencia del grupo N-Me para tener una orientacion

axial, en desmedro de la orientacion ecuatorial que evita la formacion de la interaccion.

La comparacién de los espectros de IR y DCV calculados de esta forma con los
obtenidos experimentalmente, permitié finalmente la determinacién de la configuracion
absoluta de estos diastereoisomeros, llegandose a la conclusion que al isomero (+) le

corresponde la configuracion (3R,6R) y al isémero (-) la configuracion (3S,6S).

Por otra parte, al inicio de esta investigaciéon se observé que los espectros de
'HRMN y "*CRMN de (3R,6R)-14 y (3S,6S)-14 muestran importantes diferencias que

no pueden ser explicadas de forma simple por sus diferencias estructurales. Esto junto




Conclusiones

a la informacién obtenida anteriormente sobre sus preferencias conformacionales, llevo
a la conclusién que tales diferencias debian ser generadas por el efecto anisotropico
del grupo fenilo posicionado en la parte inferior del biciclo del tropano. Adicionalmente,
también se concluyé que estas diferencias podrian ser de utilidad para discriminar
entre ambos diastereoisdémeros, y por tanto determinar su configuracién absoluta. Por
esto, se decidio utilizar la prediccion de corrimientos quimicos mediante la técnica
GIAO. El uso de esta metodologia mostré que los corrimientos quimicos calculados
para '°C presentan una buena correlacion con sus pares experimentales, pero los
valores de desviacion cuadratica media (rms) entre éstos mostraron ser mayores que
las diferencias observadas entre los espectros experimentales de cada
diastereoisémero. Estos resultados indican que esta técnica no es lo suficientemente
precisa para distinguir los corrimientos de *C cuyas diferencias son muy pequefas.
Sin embargo, los resultados obtenidos para 'H mostraron valores de desviacion
cuadratica media (rms) de entre 0.014 y 0.026 ppm. Esta desviacion sufrié6 un aumento
de 622 % cuando los corrimientos quimicos tedricos del isdémero (3R,6R) fueron
comparados con los experimentales del isémero (-). Consecuentemente, cuando los
corrimientos quimicos tedricos del isémero (3S,6S) fueron comparados con los
experimentales del isomero (+) el valor de desviacién cuadratica media experimento un
aumento del 402 %. De estos resultados se pudo concluir que la técnica es capaz de
diferenciar ambos diastereoisomeros, corroborando la asignacion previamente
determinada por DCV y por tanto confirmando las bases conformacionales detras de

las diferencias observadas.

Como fue explicado anteriormente, la metodologia cromatografica de pares

idnicos no permitié la separacion de cantidades suficientes como para ser utilizadas en
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reacciones posteriores. Por esto se decidio realizar la separacion de la mezcla de
hidrogendlisis utilizando la técnica de cristalizaciones fraccionadas. Para esto se
recurrié a condiciones previamente descritas en donde se utilizaba el acido (-)-O,0’-

dibenzoil-L-tartarico como fuente de contraion en la formacién de las sales.

Una vez realizadas estas cristalizaciones se pudo observar que los resultados
publicados no se reprodujeron bajo las condiciones descritas. Entre estas
discrepancias, particularmente importante fue la ausencia de un precipitado durante la
ebullicién en acetona de la mezcla de bromhidratos producidos por la hidrogendlisis
catalitica de 2. Este fenémeno puede deberse a la menor proporcién de (-)-hiosciamina
(3) presente en la mezcla de bromhidratos, impidiendo su cristalizacion bajo las
condiciones descritas. Sin embargo, la misma cristalizacién a una menor temperatura
llevé a la separacion de una mezcla de bromhidratos de (3R,3R)-14 y 3. Por otra parte,
de la mezcla obtenida de las aguas madres aceténicas fue posible separar O,0'-

dibenzoil-L-tartrato de (3S,6S)-14.

Como etapa final de esta investigacion, se realizé la evaluaciéon de diferentes
vias de sintesis para la preparacion de derivados de 3a,6B-tropanodiol (5)
enantioméricamente puros, utilizando ambos diasterecisémeros de 14 como materia
prima. En una primera etapa se evalud la posibilidad de realizar una esterificacion
regioselectiva del hidroxilo en C-6 evitando la esterificacion del hidroxilo en C-3". De las
experiencias realizadas se pudo determinar que la posicién en C-3" es alrededor de
tres veces mas susceptible a la esterificacion que la posicion en C-6, descartando esta
via de sintesis. Sin embargo, fue posible obtener (3R,6R)-3a-acetiltropoiloxi-6p-

acetoxitropano.
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Por otra parte, se realizé también la hidrélisis en medio basico de (3R,6R)-14,
con la consecuente produccion de (3R,6R)-5 y acido trépico, el primero obtenido como
sulfato. Ademas, cuando el mismo proceso se utilizé con (3S,6S)-14, y el sulfato
resultante fue liberado, se obtuvo (3S,6S)-5, que mostré rotacion optica levorotatoria.
Este resultado confirma la configuracion absoluta establecida para estos
diastereoisomeros como (-)-(3S,6S)-14 y (+)-(3R,6R)-14. Finalmente, se realizd la
esterificacion de (3S,6S)-5 utilizando anhidrido acético en reflujo, produciendo

(-)-(3S,6S)-3a,6B-diacetiloxitropano (-)-(3S,6S)-10.
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