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Portada:

El Reconocimiento Molecular por Mario Edgar Cruz Marquez.

El reconocimiento molecular es un proceso fundamental y determinante en los seres vivos, es el
inicio de muchos eventos moleculares y celulares y la especificidad es la que desencadena que el
engranaje biologico inicie sus funciones. El engranaje es capaz de reconocer a dos carbohidratos
1soméricos y es asi como la interaccion proteina carbohidrato inicia muchas funciones biologicas

como nuestro principio: la fecundacion.
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RESUMEN

(Existe la posibilidad de que los fendmenos de la Quimica se interpreten con base a modelos
propios de la Fisica? Si un principio fundamental es la indistinguibilidad de los electrones, ¢por

qué existen procedimientos para determinar la carga de un d&tomo en una molécula?

En Fisica existen varios conceptos definidos en términos de cantidades fundamentales como la
fuerza, la entalpia, el momento dipolar, etc. Sin embargo, en Quimica existen conceptos como la
electronegatividad, la aromaticidad y el enlace quimico que carecen de definicion, por lo que
cada modelo que los aborda genera mas que una definicion, una opinion. Todas son ciertas en su
contexto y erroneas fuera del mismo. Lo extrafio es que las discusiones alrededor de estos

conceptos indefinibles fisicamente generan numerosos articulos a nivel de inundar la literatura.

El objeto de estudio de la Quimica es la reactividad que no es otra cosa que el cambio de
conectividad que experimentan las moléculas cuando se les aplica energia. Esto es, los atomos
que estan conectados de una manera en un reactivo, aparecen conectados de otra manera en los
productos. La energia esta asociada al proceso y por eso hay algunos arreglos que se privilegian
sobre otros. En los arreglos estables es posible encontrar que los atomos tienen patrones
geométricos bien definidos y el cambio de conectividad obedece a la aplicacion de energia bien
medida que corresponde con la del estado de transicion. Por esto, la formacién y ruptura de

enlace es fundamental y de ahi la necesidad de definir enlace quimico.

Pero ;solo deben considerarse los enlaces fuertes en la definicion? Ademas de los llamados
enlaces covalentes, existen enlaces entre dtomos a larga distancia, que son estables y que se
producen por la acumulacién de densidad electronica entre nucleos. Estos constituyen un minimo
en la direccion de aproximacion de los dtomos enlazados, al igual que los enlaces fuertes,
cualquier cambio en la distancia nacleo-nicleo implica un aumento en la energia. Para no
llamarlos enlaces, porque con excepcion de la definicion del Prof. Richard Bader de enlace, éstos
no entran en las definiciones convencionales, algunos autores las llaman interacciones o
contactos, pero todas obedecen a un mismo fendmeno, la acumulacion de densidad electrénica

entre dos nucleos.



Asi, esta tesis presenta el trabajo relacionado con el estudio de tres tipos de enlace débil, que
son el corazéon de la quimica supramolecular. La interaccion CH/m, que ilustrada con la
interaccion de un carbohidrato y benceno en una primera etapa y el reconocimiento entre
carbohidratos y proteinas a nivel bioldgico. Esta interaccion se estudia en el Capitulo 2 y
comprende el desarrollo una metodologia que permite establecer la magnitud de la
interaccion y la region molecular donde se produce. Una segunda interaccion, es la
interaccion m—n que se estudid en complejos de transferencia de carga que aparecen en la
reaccion de Diels-Alder y se presenta en el Capitulo 3. El impacto de los resultados es tal,
que permite establecer que todas las explicaciones sustentadas en el estudio de los orbitales
HOMO-LUMO, interacciones secundarias, etc. son cuestionables y que los complejos se
originan por fuerzas de dispersion. Finalmente en el Capitulo 4, se aborda la interaccion
CH/n, un tipo de puente de hidréogeno no convencional, donde un par de electrones no
compartidos interactian con un 4atomo de hidrogeno polarizado. Nuestros resultados
permiten establecer que el llamado efecto anomérico generalizado en el segmento SCP(O) no
existe. Esta conclusion proviene de la aplicacion de una nueva metodologia para medir

barreras rotacionales distorsionadas por la aparicion de la interaccion CH/n.

II



ABSTRACT

Is there any possibility to get an interpretation of the chemical phenomena based on physical
principles? If one fundamental principle is the un-distiguishability of the electrons, why is it that

there exist procedures to determine the charge of an atom in a molecule?

In Physics there exist several concepts defined in terms of fundamental quantities like force,
enthalpy, dipolar moment, etc. However, in chemistry there are concepts like electronegativity,
aromaticity, and the chemical bond with lack of definition, reason why every model that makes
an attempt to generate a definition, becomes an opinion. They all are correct within the scope of
their context, but all are wrong out of that scope. What is odd is that among the discussions about
such indefinable concepts from the physical perspective are generated many publications that

flood the literature.

The key object of study of chemistry is the reactivity, which is nothing else but the change in the
connectivity that the molecules experiment when energy is applied. It’s that the atoms that are
connected in some way in a reactant appear connected in some other form as products. There is
the energy associated to the process and that’s why some arrangements are privileged among
others. In the stable arrangements it’s possible to find that the atoms show some very well
defined geometric patterns, and the change in connectivity obeys to the application of accurate
amount of energy which corresponds to the transition state. This is why the formation or

breakage of bonds is fundamental and it raises the need to define the chemical bond.

But, only strong bonds should be considered in this definition? Besides of the called covalent
bonds, there some long distance bonds between the atoms, which are stable and they are
produced by the accumulation of electronic density between the nucleous. They constitute a
minimum in the direction of approximation of the tied atoms, the same as the strong bonds, any
change in the distance nucleus to nucleus imply an increase in energy. In order for not to call the
bonds, because with exception of the definition of bond of Prof. Richard Bader, they don’t meet
the conventional definitions, some authors call them interactions or contacts, nevertheless they all

follow the same phenomenon, the accumulation of electronic density among the nucleus.
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Thus, this thesis shows the work related with the study of three types of weak bonds, which are
the hearth of the supramolecular chemistry. The CH/m interaction is illustrated with the
interaction of one carbohydrate and a benzene molecule in a first stage and the recognition
between carbohydrates and proteins at biological level. This interaction is studied on Chapter 2
and includes the development of a methodology which allows the determination of the magnitude
of the interaction and the molecular region where it is produced. A second interaction is the n—m,
which was studied in charge transference complexes that appear in Diels Alder reactions and it is
shown on Chapter 3. The impact of the results is such that it allows to establish that all the
explanations supported in the study of the HOMO-LUMO orbitals, secondary interactions, etc.
are questionable and that the complexes are originated by dispersion forces. Finally on Chapter
4, it is made an approach to the CH/n interaction, a kind of non conventional hydrogen bond,
where a pair of non shared electrons interacts with a polarized hydrogen atom. Our results enable
to set up that the called generalized anomeric effect of the segment SCP(O) does not exist. This
conclusion comes from the application of a new methodology to measure distortionated rotational

barriers by the appearance of the CH/n interaction.
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1. INTRODUCCION

La primera definicion de Quimica que aprendemos establece que es la ciencia que se encarga del

estudio de la composicidon de las sustancias y las transformaciones que éstas sufren.

Entendemos por composicion quimica el tipo y el nimero de 4&tomos que componen una molécula
y por conectividad la forma en la cual dichos 4tomos estan enlazados,' pero ja qué nos referimos
con transformaciones? El primer fenomeno quimico con el cual podemos definir transformacion
es la interaccion de los atomos, los cuales forman moléculas, que seran especies nuevas con
propiedades totalmente diferentes de aquellas de donde se originaron. De la misma forma dentro
de estas transformaciones se encuentran los cambios de estado fisico de las sustancias asi como
las reacciones que se puedan presentar entre ellas. Muchas de las reacciones quimicas requieren
la ruptura de los enlaces que unen los atomos para dar origen a otros nuevos, pero para que una
reaccion pueda comenzar, las entidades reaccionantes, comunmente llamadas reactivos, deben
aproximarse una a la otra hasta una distancia definida. La aproximacion entre los dtomos esta
controlada por las fuerzas entre ellos y son conocidas como interacciones intermoleculares; éstas
permitiran la distribucion y deslocalizacion de los electrones entre las moléculas reaccionantes
para dar origen a los nuevos enlaces a distancias mayores a las que corresponden a un enlace

quimico.

Los atomos y las moléculas pueden interaccionar por dos vias: la primera conduce el paso de
reactivos, a través de un estado de transicion a productos, por medio de interacciones covalentes;
la segunda via, donde pueden existir o no interacciones covalentes, conduce a la formacion de los

complejos moleculares y estd determinada por interacciones intermoleculares.

El estudio de estas interacciones ha generado gran expectativa pues el objetivo se centra en la
identificacion de éstas, asi como la cuantificacion de su energia. Desde el punto de vista
experimental, el desarrollo de nuevas técnicas espectroscOpicas ha permitido tener una mejor
comprension de estas interacciones; sin embargo, el estudio tedrico es el que tiene mayor
potencial para analizar la naturaleza de las interacciones intermoleculares. Los calculos

computacionales desde una perspectiva muy general, han buscado separar la energia de



interaccion en las fuerzas que la constituyen para llevar a cabo un analisis por separado de cada
una de sus componentes. De esta forma el desarrollo de las computadoras también permite
incrementar los recursos de computo que pueden mejorar las condiciones de célculo, es decir, el
método, la base y el ambiente en el que se simula la molécula, para lograr una descripciéon mas

precisa de las interacciones intermoleculares.

Las interacciones intermoleculares son también llamadas interacciones de van der Waals, ya que
J. D. van der Waals® (vide supra) fue quien las identific como las causantes del comportamiento
no ideal de los gases reales. Fue hasta 1930, cuando London’ realizd un estudio de estas

interacciones con lo cual se describieron e interpretaron de mejor forma.

Este tipo de interacciones juegan un papel muy importante dentro de la quimica, la fisica y todas
las biodisciplinas. Ejemplos de estas areas de estudio son la determinacion de la estructura de
liquidos, los fenémenos de solvatacion, el empaquetamiento cristalino o el reconocimiento
molecular asi como la estructura de biomoléculas como el ADN o las proteinas entre otras. La
sintesis de muchas supramoléculas esta determinada por el reconocimiento de diferentes especies
el cual se genera como resultado de diversas interacciones como puentes de hidrégeno,
interacciones de apilamiento, electrostaticas, hidrofobicas, de transferencia de carga o de

coordinacion.

A partir de este momento utilizaremos como nomenclatura los términos interacciones covalente y

no covalentes (para las interacciones de van der Waals) a lo largo de este trabajo.

Generalmente asociamos la Quimica con el enlace covalente, sin embargo la descripcion del
enlace covalente es realmente 1til si se consideran moléculas aisladas, pero cuando una molécula
se encuentra en fase condensada o bien en disolucion, la molécula de interés se encuentra rodeada
por més moléculas. Este entorno afecta tanto a los enlaces covalentes como al sistema electronico
de la misma a través de una perturbacion, dicha perturbacion depende de la fuerza asi como de la
cantidad de interacciones no covalentes que la rodean.

Las interacciones covalentes y las no covalentes tienen diferente naturaleza, como ya

mencionamos. Las interacciones covalentes comprenden la distribuciéon de los electrones de los



atomos para dar origen a nuevos enlaces, por lo cual consisten en pares de electrones compartidos
por los 4tomos, y las convierte en interacciones de corto alcance, generalmente menores a 2 A.
Por el contrario, las interacciones no covalentes se consideran de largo alcance ya que pueden
presentarse a varios angstroms de distancia, razon por la cual se genera la atraccion entre los
sistemas interactuantes, controlada por las propiedades electrénicas de los mismos, como son:

- Lainteraccion entre dos multipolos permanentes.

- Lainteraccion entre un multipolo permanente y un multipolo inducido.

- Lainteraccion entre dos multipolos inducidos.

La energia de las interacciones también es diferente, mientras que las interacciones no covalentes
comprenden interacciones no mayores a 20 kcal/mol, las interacciones covalentes tienen energias
de enlace cercanas a 100 kcal/mol de acuerdo a la ecuacion de energia Libre de Gibbs:

AG° = AH° — TAS®

La entropia juega un papel importante para la formacion de las interacciones no covalentes, el
cambio es negativo cuando se forma un complejo molecular, y el término TAS® es comparable (a
temperatura ambiente) con el término entalpico AH®, de tal forma que el cambio en la energia

libre de Gibbs que conlleva a la formacion de un complejo molecular es cercano a cero.

La existencia de una fase condensada es el ejemplo mds tangible de las interacciones no
covalentes, sin embargo es una realidad que la descripcion de los sistemas solvatados no resulta
facil, por ejemplo la solvatacion que efectua el agua atn sigue representando un reto para los
quimicos. De la misma forma, las interacciones no covalentes son las responsables de las
estructuras biomoleculares como el ADN, ARN o proteinas, la estructura de la doble hélice se
debe principalmente a interacciones tipo enlace de hidrogeno, interacciones m- que se presentan

del tipo en T, cara - cara o cara - borde*’ (Figura 1).



Figura 1. Interacciones n—m del tipo: A, arreglo en T. B, cara-borde. C, cara-cara.’

Las interacciones no covalentes juegan un papel determinante en los procesos de reconocimiento
molecular y este fendémeno es indispensable para los sistemas vivos ya que asegura la
selectividad en la formacion de los complejos proteinicos y en todos las reacciones que suceden
en los organismos vivos. Un ejemplo mas de la importancia de las fuerzas no covalentes se puede
observar en la habilidad que tienen los geconicos o también llamados con la designacion en
inglés geckos (Gekko gecko), reptiles que tienen la capacidad de subir en superficies
completamente lisas como puede ser el vidrio. Dicha capacidad de soportar su propio peso se
debe a la interaccion de los filamentos de queratina que se encuentran en sus setae con la

superficie de soporte a través de interacciones no covalentes’ (Figura 2).

A B

Figura 2. A. Gecko colgando de una superficie de vidrio. B. Ampliacion de la pata de un gecko.®
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Las interacciones no covalentes también determinan la solubilidad de las sustancias, por ejemplo
en los alcoholes de cadena corta el grupo hidroxilo domina sobre las interacciones no covalentes.
Sin embargo, conforme la cadena alifatica crece las propiedades del grupo no polar van siendo

mas importantes y estas se producen a través de interacciones no covalentes.

Una de las primeras clasificaciones de los componentes de la energia de interaccion fue llevada a
cabo por C. A. Coulson.’” En ella se distinguen las contribuciones electrostatica, de
deslocalizacion y de repulsion. Posteriormente se afiadidé una cuarta contribucion debida a la
dispersion.

. ., 10-13
Otra clasificacion muy usada

es aquella que divide las interacciones en dos grandes grupos:
las interacciones de largo alcance y las de corto alcance. La energia de las interacciones es

funcion de r", donde n es la distancia interatdmica.

1. Interacciones de largo alcance.

La energia asociada a estas interacciones es funcion de la potencia inversa de la distancia (r) que
separa las moléculas interactuantes. La componente atractiva es significativa cuando la
superposicion de las densidades electronicas es pequefa. Son interacciones especificas,
direccionales y pueden ser saturadas de tal forma que conducen a complejos moleculares
estequiométricos. Existen cinco contribuciones dentro de esta primera categoria: electrostatica, de
induccion, de dispersion, de resonancia y magnética. Las interacciones Coulombicas entre iones y
moléculas eléctricamente neutras (con momentos dipolares permanentes) pueden llegar a
considerarse dentro de esta categoria, aun cuando ¢éstas no pertenecen a interacciones

intermoleculares en sentido estricto.



1. 1 Interaccion Electrostatica.

Surgen de la interaccion clasica de cargas puntuales (monopolos) o distribuciones de carga
estaticas de dos moléculas (multipolos), pero s6lo debe limitarse a la distribucion de carga en las
moléculas libres.
Este tipo de interacciones son dominantes cuando se hacen interaccionar cuadrupolos como el
benceno, donde los dos anillos que interaccionan pueden hacerlo con tres arreglos diferentes,
como se describirda mas adelante en este trabajo. Lo importante es sefialar que este tipo de
interacciones juegan un papel muy importante en el reconocimiento intermolecular de
biomoléculas. Los dos tipos de interacciones electrostaticas, i.e. mas relevantes en las estructuras
de las macromoléculas bioldgicas son:

a) Interacciones idnicas: formacion de pares i0nicos o sistemas 16nicos de mas complejidad

(iones triples, etc.)

b) Interacciones dipolares: las cuales se describiran a continuacion.

Interaccion Ion-Dipolo.

Consideremos una molécula eléctricamente neutra con una distribucion asimétrica de la carga,
dicha molécula presenta un dipolo permanente m. Si las cargas opuestas de este dipolo se denotan

como ¢ y la distancia de separacion /, el momento dipolar se expresa como:

u=q-l Ecuacion 1

Soélo las moléculas con un momento dipolar permanente deben ser llamadas moléculas dipolares,
ademas de hidrocarburos como el n-hexano, ciclohexano y benceno, moléculas simétricas como
el disulfuro de carbono o tetracloruro de carbono carecen de p, pero la mayoria de los disolventes

orgénicos poseen un momento dipolar permanente.

Cuando el dipolo se coloca en un campo eléctrico, resultado de la interaccion con un i6n, el
dipolo se orientaréa de tal manera que exista atraccion entre el dipolo y la carga del i6n. La energia

potencial entre un ion y un dipolo estd dada por la siguiente expresion:



U _ 1 z-e-u-cosd Ecuacion 2
ion—dipolo — 2
4r - g, r

donde g . es permisividad en el vacio, z-e es la carga del i6n, r la distancia desde el i6n hasta el
centro del dipolo y 0 el angulo del dipolo respecto a la linea » que une el i6n con el centro del

dipolo.

Interaccion Dipolo-Dipolo.

Las fuerzas direccionales dependen de la interaccion electrostatica de moléculas que poseen
momentos dipolares permanentes debido a la distribucidon asimétrica de la carga en éstas; asi
cuando se hacen interaccionar dos moléculas dipolares éstas se colocan de tal forma que los
dipolos interactian a una distancia r, siendo asi la fuerza de atraccion proporcional a 1//°. Existen
dos formas de orientacion que pueden adoptar los dipolos, el primero es cabeza-cola y el segundo
es el arreglo antiparalelo; siendo este ultimo arreglo el mas estable. Ambos arreglos se presentan
si la energia de atraccion es mayor que la energia térmica (Figura 3). En caso de que ambas
orientaciones sean posibles, es decir, que los dipolos son moléculas que rotan libremente,
entonces la atraccion y la repulsion deben compensarse entre si y la orientacion de los dipolos
que conlleva a una atraccion entre si es dependiente de la temperatura tal que.
__ 1 . 2u' -y Ecuacion 3
dipolo—dipolo ( 472'-80)2 3 kB T .75

donde kg es la constante de Boltzmann y 7 es la temperatura absoluta. Asi a muy altas
temperaturas, todas las orientaciones de los dipolos son iguales y por lo tanto la energia potencial

€S CCro.

Las interacciones dipolo-dipolo son las responsables de la asociacion entre disolventes organicos

como ¢l DMSO y DMF.



Es importante mencionar que los dipolos representan una de las posibilidades de la distribucion
de la carga en los multipolos (n-polos), asi un monopolo (n=1) es una carga puntual (¢j. Na"), un
dipolo es una arreglo de cargas parciales (n=2 ej. H,0), un cuadrupolo no tiene ni carga puntual
ni momento dipolar (n=4 ej. benceno) y una molécula octupolar (n=8 CHy4) no tiene ni momento
dipolar ni cuadrupolar. En la Figura 3 se presentan algunas de las posibles orientaciones de los
momentos eléctricos.

T }

+ - —
carga-dipolo ¢

carga-cuadrupolo

—
= )
—-—1
-
dipolo-dipolo ;
cuadrupelo-cuadmpolo dipolo-cuadrupolo

Figura 3. Orientaciones preferidas entre los diversos momentos eléctricos.

1.2 Interacciones Inductivas.

Estos efectos se generan de la distorsion de una molécula provocada por el campo eléctrico
generado por las moléculas vecinas. Son interacciones atractivas y debido a que es generada por
la distorsion de la distribucion de carga como respuesta a un campo externo, es siempre negativa
para las moléculas en sus estados electronicos fundamentales y no es aditiva, debido a que la

interaccion de dos moléculas se ve afectada por la presencia de terceras (Figura 4).



Interaccion Dipolo — Dipolo Inducido.

El dipolo eléctrico de una molécula posee un momento dipolar p el cual puede inducir un dipolo
en una molécula vecina. Esta induccion siempre conlleva a una atraccion entre ambas moléculas
y es independiente de la temperatura. El momento dipolar sera tan grande como grande sea la
polarizabilidad (o) de la molécula que esta experimentando la induccion del dipolo permanente.
La energia de interaccion en este caso también es conocida como induccion o Interaccion de

Debye'™" y esta dada por la siguiente expresion:

1 2-a-u’
Udipolo—dipolo_inducido - (47[ e )2 ’ 6 Ecuacion 4
0

r

De la misma forma una carga puntual (monopolo) también puede generar un cambio en la
densidad electronica de las moléculas vecinas, siendo asi la energia de interaccion dependiente de

la polarizabilidad (o) asi como de la polarizacion que genere el i6n de carga Z- €

1 27t a
ion—dipolo _inducido == 2 4 Ecuacion 5
(4r-&,) 2-r

U

1.3 Interacciones Dispersivas.

Estas interacciones fueron descritas por London™'® y permitieron identificar la relacion entre este
tipo de interacciones y la dispersion optica de gases. Son interacciones que representan la
contribucion mas importante a las Interacciones de van der Waals. Su origen esta determinado
por la continua fluctuacion de las distribuciones de carga de las moléculas a causa del
movimiento de sus electrones. Estos movimientos estan correlacionados entre si y tienen como
resultado la disminucion en la energia, por lo que estas interacciones son atractivas y

practicamente aditivas (Figura 4).



Interaccion Dipolo instantaneo — Dipolo Inducido.

AuUn cuando los atomos o las moléculas no posean un momento dipolar permanente, el
movimiento continuo de los electrones genera pequefios momentos dipolares p, los cuales puede
polarizar el sistema electronico de la molécula vecina. Este acoplamiento genera movimientos
electronicos, los cuales se deben presentar de tal forma que exista una atraccion. La energia
resultante también es llamada dispersion de London y se puede expresar de la siguiente forma:

1 3o, 1,71,

U yiororsion = — . Ecuacion 6
ispersion
i 4r-g)> 2r° I, +1,

donde o y oy son las polarizabilidades, /; e I, son los potenciales de ionizacién de las dos
especies que interaccionan. Cuando interactian dos moléculas idénticas la expresion de la energia

se reduce a:

1 3a® -1
Udispersién =- 2 : 6 ECU&CI()I’I 7
4r-g,) 4r

Las fuerzas de dispersion son de corto alcance, ya que dependen de 1//°, son universales para
todos los 4tomos y moléculas, y son las responsables de la agregacion de las moléculas que no
poseen carga ni momento dipolar. Debido a que los electrones m son muy polarizables, se
encuentran en el sistema fuerzas de dispersion muy fuertes que contienen sistemas 7 conjugados,

como los hidrocarburos aromaticos.

Las fuerzas de dispersion aumentan conforme se incrementa el volumen molecular, asi como el
numero de electrones polarizables. La polarizabilidad o esta relacionada con la refraccion molar
asi como el indice de refraccion, de esta forma los sustancias mdas polarizables son las que

presentan mayor cantidad de fuerzas de dispersion.
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Figura 4. Descripcion de A carga puntual, B momento dipolar, C y D momentos cuadrupolares generados
por las cargas puntuales en el espacio.

Las interacciones de resonancia y magnéticas solo se presentan cuando la molécula se encuentra
en un estado degenerado, generalmente excitado o cuando ambas moléculas poseen espines
desapareados. La interaccion por resonancia no es aditiva, pero si la interaccion magnética.

Ambos efectos también operan a larga distancia.'

2. Interacciones de corto alcance.

Son interacciones que resultan del translape de orbitales y por ello sélo son importantes a corta
distancia, las contribuciones mas importantes son la interaccion de intercambio de repulsion,

transferencia de carga, penetracion de carga y el enlace de hidrogeno.

2.1 Interaccion de Intercambio de naturaleza repulsiva.

Es la mayor contribucion a las interacciones de corto alcance y es efecto de la combinacion de
dos fenémenos: la energia de intercambio es consecuencia del principio de Pauli, que debido a la
prohibicidn de colocar dos electrones en un sistema con los mismos nimeros cuanticos, reduce la

repulsion electrostatica entre pares electrénicos, de manera que es un término atractivo. La
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energia de repulsion entre dos moléculas proviene, en parte, de la repulsion electrostatica de los
electrones de las moléculas y, en parte, de los nucleos que no estan totalmente apantallados.
Cuando las nubes electronicas de dos moléculas se acercan la una a la otra lo suficiente para que
translapen, el principio de exclusion de Pauli prohibe a algunos electrones ocupar la misma
region del espacio, reduciendo asi la densidad electronica en dicha region; lo que genera que los
nucleos atémicos queden parcialmente desapantallados unos respecto a otros, provocando una

repulsion entre si.
2.2 Interaccion de Transferencia de Carga.

Es un efecto que puede considerarse parte de las fuerzas de induccion que actiian a corto alcance
aunque su contribucion es muy pequefia dentro de este grupo de interacciones. Este modelo fue

introducido por Mulliken'”"®

en complejos que poseen un componente rico en electrones (dador,
D) y uno deficiente (aceptor, A), por lo cual también se les conoce como complejos electronicos
donador-aceptor (electron donor-acceptor EDA, por sus siglas en inglés). Se pueden representar
como el siguiente hibrido de resonancia:

D: A =—>» DV A~'l Esquema 1

En la primera parte del Esquema 1 se representan las especies neutras, mientras que en la segunda
ya se llevo a cabo la transferencia de carga, es decir se ha transferido un electron. Los donadores
y aceptores se clasifican de acuerdo al orbital interaccionante: donadores o, m, n (par electronico
libre) y los aceptores como 6*, ', v (orbital vacio): las interaccion mas fuerte eslan — vy la

mas débil T — m*.
2.3 Penetracion de Carga.
Es un efecto atractivo que se origina a distancias tales en las que densidades electronicas de las

moléculas se translapan y se puede entender como la atraccion que experimentan los nucleos

parcialmente desapantallados hacia la densidad electronica asociada a otra molécula.
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3. Interacciones de van der Waals.

Al conjunto de interacciones restantes respecto a todas las descritas, se les conoce como fuerzas
de van der Waals. Son las responsables del comportamiento no ideal de los gases, no son
interacciones aditivas ya que la interaccion entre dos moléculas se ve afectada por la presencia de
otras moléculas, de manera que no se pueden sumar todos los pares potenciales de una molécula
para obtener la energia neta de interaccion con el resto de las moléculas. Pueden ser atractivas o
repulsivas y la expresion que mejor las describe es el potencial de Lennard-Jones' (Figura 5)
donde se establece que las interacciones de van der Waals se dividen en dos contribuciones, la
componente atractiva proviene de los efectos dispersivos y tiene su base en el término dominante
del modelo de Drube (r’®). En cambio la repulsiva (r''?), surge del cumplimiento del principio de
exclusion de Pauli cuando las densidades electronicas de dos 4tomos interpenetran una en la otra.

La ecuacion del potencial de Lennard-Jones se representa de la siguiente forma:

V(r) =4e¢ [(%)12 - (3)6] Ecuacion 8

r

Componente vepulsiva (r'?)

Figura 5. Energia potencial de Lennard-Jones.

Como se mostro, todas las interacciones anteriores son descritas en base a la particion de las

contribuciones energéticas que sustentan el analisis de interacciones débiles como las
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interacciones 7/n, CH/m o bien el propio enlace de hidrégeno. Estas interacciones débiles se
abordaran con mayor detalle en los proximos capitulos por lo que ahora s6lo se mencionara de
forma general el enlace de hidrégeno y las interacciones solvofobicas como parte de lo que se ha

clasificado como interacciones no covalentes.

Si bien desde un punto de vista riguroso, las interacciones débiles en quimica se describen
adecuadamente considerando interacciones electrostaticas (por ejemplo el Hamiltoniano de
Hartree-Fock y la de Kohn-Sham so6lo incluye la electrostitica como el término de energia
potencial), éstas no han pasado a la nomenclatura. Las interacciones débiles en quimica
corresponden a un puente de hidrogeno, las interacciones CH/mt, n—mt 6 CH/n. Es por lo tanto

posible que la energia de cualquier interaccion, fuerte o débil esté dada por:

_ 291192 q1t4qz q1t4qz q1t4qz q1t4q2
U=4 r +B r2 +C r3 +-D r6 +E riz Ecuacion 9

Cuando los coeficientes A y B son dominantes se puede hablar de un enlace covalente direccional

y cuando D 6 E dominan, de un enlace débil.

4. Interaccion Solvofobica.

Este tipo de interacciones hacen alusion al fendmeno de disolver un hidrocarburo en agua, la cual
se puede llevar a cabo a través de un incremento en la energia de Gibbs G del sistema (AG>0).
Experimentalmente se sabe que la disolucion de hidrocarburos en agua es exotérmica (AH<0) y
de acuerdo con la expresion AG® = AH°-TAS® la entropia del sistema debe disminuir. Como
consecuencia cada molécula de hidrocarburo requiere que las moléculas de agua se ordenen a su
alrededor, con lo cual el sistema adopta una forma definida. El orden se incrementa cuando las
moléculas organicas expulsan algunas de las moléculas que las rodean para interaccionar entre si

a través de lo que se denomina interaccion hidrofobica.
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5. Enlace de Hidrogeno.

Los liquidos que poseen grupos hidroxilo o grupos amino, es decir, grupos funcionales con un
atomo de hidrogeno enlazado a un atomo electronegativo X generalmente tienen puntos de
ebullicion elevados. Esta observacion llevd a pensar que existian intensas fuerzas
intermoleculares que operaban en el sistema. Estas interacciones fueron designadas como enlace
de hidrogeno y se caracterizan por la interaccion divalente del hidrogeno con el atomo

electronegativo.

El enlace de hidrogeno puede definirse como la interaccion entre un donador y un aceptor, donde
se ven involucrados atomos de hidrogeno. Es aceptado que cuando el hidrogeno se encuentra
unido en un enlace covalente A-H y A tiene un electronegatividad tal que deja al atomo de
hidrégeno desprotegido parcialmente, dicho 4&tomo es capaz de interaccionar con otro atomo B, el
cual debe poseer pares de electrones no compartidos o electrones 7 polarizables. Los enlaces de
hidrégeno pueden ser de tres tipos: fuertes, moderados o débiles. Los primeros son mas parecidos
a un enlace covalente pero los mas débiles se pueden clasificar como producto de la participacion
de las fuerzas de van de Waals. Algunas de las caracteristicas de los enlaces de hidrogeno se

encuentran descritas en la Tabla 1.%°

Se genera un enlace de hidrégeno fuerte cuando el grupo donador es deficiente en electrones o
cuando el grupo aceptor es rico en ellos. La diferencia de electronegatividades favorece la
interaccion con el atomo de hidrogeno desprotegido. Generalmente se les considera enlaces

16nicos.

Se producen enlaces de hidrogeno moderados, cuando el grupo donador es electronegativo y el
grupo aceptor tiene pares electronicos libres. Son los enlaces de hidrogeno mas comunes en la
naturaleza, son predominantes y esenciales para la estructura y funcion de las moléculas

biologicas.

Los enlaces de hidrégeno débiles, son aquellos que se presentan cuando los 4&tomos A, son menos

electronegativos respecto a los anteriores. Ejemplos como los enlaces C-H, Si-H (Tabla 1) o bien
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cuando el grupo aceptor B no tiene pares de electrones libres, pero si tiene electrones 7
polarizables como C=C o un anillo como el benceno. A pesar de que el flior es un &tomo muy
electronegativo, los enlaces F-C o F-S son aceptores débiles y tienen energias y geometrias

similares a los complejos de van der Waals.

Tabla 1. Propiedades de los enlaces de hidrogeno fuerte, moderado y débil.*°

Propiedad Enlace Fuerte Enlace moderado Enlace débil
A-H'B Fuertemente covalente Fuertemente Electrostatica
electrostatica
Longitud de enlace A-H=H"B A-H<H"B A-H<<H"B
H B (A) ~12-15 ~1.5-22 22-32
A"B(A) 22-25 25-32 32-4.0
Angulo de enlace (°) 175-180 130 -180 90 - 150
Energia de enlace 14 -40 4-15 <4
(kcal/mol)
Intensidad de la 25% 10-25% <10%
vibracion IR (cm™)
Desplazamiento 14-22 <14 a

quimico de RMN 'H

(ppm)
Ejemplos Sales acidas, Acidos, alcoholes, Dimeros de acidos o
complejos de HF, fenoles, moléculas bases débiles, enlaces
pseudohidratos, biologicas CH O/N, enlaces

dimeros de acidos o O/N-H...n

bases fuertes

a. No reportada.

Todas las interacciones hasta ahora descritas se manifiestan en los sistemas reactivos, sin
embargo como se menciond, la energia de ellas es baja, por lo cual su estudio a nivel
experimental resulta complicado. En los siguientes capitulos de este trabajo se abordard el estudio
de dos enlaces de hidrogeno débiles, uno de ellos determinado por la interaccion CH/m, el

segundo por la interaccion CH/n (CH ~OP) y por ultimo la interaccion /.
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OBJETIVOS GENERALES.

Estudiar las interacciones débiles que controlan la dindmica conformacional y la reactividad en

los siguientes sistemas modelo:

1.- Interaccion CH/m: desarrollar una metodologia que permita determinar la energia de
interaccion entre un carbohidrato y una molécula de benceno e identificar la region molecular en

la que se produce, aislando esta contribucion de otras.

2.- Probar la aplicacién de la metodologia desarrollada en el primer objetivo a otros sistemas

moleculares donde sea necesario identificar la region molecular de interaccion.

3.- Interaccion 7/x: determinar los estados estacionarios que hacen posible la existencia de un

estado de transicion en la reaccion de Diels-Alder.
4.- Interaccion CH/n (CH OP): desarrollar una metodologia que permita establecer

inequivocamente la existencia de una interaccion CH"OP en una serie de moléculas en las que se

module la acidez del &tomo de hidrogeno interactuante.
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CAPITULO 2
“Interaccion CH/n”
Desarrollo de una nueva metodologia para determinar el reconocimiento entre

carbohidratos y proteinas. La interaccion carbohidrato-benceno.

2.1 INTRODUCCION

En 1894 Emil Fischer estableci6: “...para que la reaccion quimica pueda tener lugar, la enzima y
el glucdsido tienen que amoldarse como una llave a una cerradura”?! y con ello abrid la puerta
para el estudio de la selectividad de las reacciones enzimaticas. Afios mas tarde, en 1958, Donald
Koshland® propuso el Modelo del Ajuste Inducido que establece que la proteina tiene una
estructura flexible que puede adaptarse al sustrato durante el proceso de reconocimiento. De esta
forma, se introducen dos conceptos que han sido considerados como determinantes para que el
reconocimiento molecular se lleve a cabo; el primero de ellos es la preorganizacion y el segundo

es la complementariedad.

El término reconocimiento molecular comenzé a tener popularidad al comienzo de la década de
1980. El reconocimiento molecular es determinante en procesos bioldgicos asi como en el
desarrollo de la quimica supramolecular (del latin supra, en que significa por encima), la cual se
ha descrito como la quimica del “huésped-anfitrion” o “del autoensamblaje”, que estan limitados
a procesos intermoleculares. El reconocimiento molecular puede tener importancia también de
forma intramolecular, lo cual permite llegar a la conclusion de que los sistemas moleculares
pueden responder a estimulos fisicos o quimicos, de alli que también se le llame la “Quimica mas

alla de la molécula.”?

p .y , . 24 . .
Y asi fue como J. M. Lehn definio el término supramolecular™ con el cual hizo referencia a los
arreglos ordenados de moléculas a través de interacciones no covalentes. De esta forma el
reconocimiento molecular permite que una molécula se una a otra generando un ensamblaje de

dos 0 mas moléculas con lo que se forma una supramolécula. La quimica supramolecular tiene su
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fase de uso practico en la construccion de receptores, agentes de transporte, modelos enzimaticos,

25
etc.

En el proceso de formacion de una supramolécula toman parte una molécula que actia como
anfitriona (host) y otra como huésped (guest), que se une a la primera para formar un complejo
anfitrion-huésped.”®*’ Comunmente, el anfitrion es una molécula grande o un agregado, como un
enzima o un compuesto ciclico con una cavidad central de tamafio adecuado para recibir un
huésped. El huésped puede ser un i6n inorganico sencillo o bien una molécula mas compleja,
como una hormona o un neurotransmisor. Las asociaciones entre las moléculas anfitrion y
huésped se basan en interacciones intermoleculares complementarias que son, en general, mas
débiles que los enlaces covalentes. Por ello, suelen establecerse varias interacciones, pues son

aditivas.

Retomando un poco los conceptos de preorganizacion y complementariedad, es bien sabido que
el reconocimiento molecular es determinante en sistemas bioldgicos y a nivel estratégico,
representa una via para sintetizar firmacos efectivos que generen la menor cantidad de efectos
adversos. Actualmente,” se considera que la interaccion de la proteina con un ligante en solucion
es un equilibrio, donde coexisten diversos conférmeros de ambos. Para que se forme la
supramolécula, el disolvente es desplazado del sitio de unioén para que las interacciones entre la
proteina y el ligante superen energéticamente las interacciones del ligante y las de las proteina
con el mismo disolvente, generandose asi el aumento de la entropia y una ganancia neta de

entalpia del sistema (Esquema 2).
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Esquema 2. Proceso de reconocimiento molecular entre una proteina y un ligante.

Este tipo de interacciones son el origen del reconocimiento celular a través del cual participan
proteinas que reconocen carbohidratos. La interaccidon proteina-carbohidrato desencadena
funciones biologicas relevantes como la embriogénesis, la respuesta alérgica, procesos de

, . .. . 29-
metastasis, crecimiento tisular, etc. 9-35

Otro ejemplo de interacciones proteina-carbohidrato son las lectinas,™ las cuales son proteinas
que interaccionan con carbohidratos de forma muy especifica a través de interacciones no
covalentes. Dado que carecen de actividad catalitica, no se les puede considerar enzimas y no son
producto del sistema inmune, por lo cual, tampoco se les considera anticuerpos. Son capaces de
generar la aglutinacion celular, por lo que se les emplea para identificar eritrocitos a través de la
hemoaglutinacién. Las lectinas pueden encontrarse desde bacterias y virus hasta plantas y

animales.

Las interacciones proteina-carbohidrato se caracterizan por ser polivalentes®’ lo que asegura su
eficiencia. Ademas, los carbohidratos tienen como caracteristica especial el tener un caracter
hidrofilico debido a los grupos hidroxilo que pueden interaccionar con los aminoacidos polares
de la proteinas.”® En contraste, los atomos de hidrogeno del anillo de pirano, tienen caricter

. . . . . . , . L. . 41
lipofilico lo que les permite interaccionar con los aminoacidos aromaticos de la misma.*
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Los complejos intermoleculares que contienen puentes de hidrogeno son quizd los mas
numerosos. Dichos complejos estan estabilizados por interacciones electrostaticas, de induccion y
de dispersion. Sin embargo, también hay una serie de interacciones mas débiles, que tienen
importancia tanto en la estructura de las proteinas como en su estabilidad. Ejemplos de esto son
las interacciones O-H/mn, N-H/m, y C-H/7t,42 las cuales decrecen energéticamente en el orden

anterior.

La interaccion C-H/m puede definirse como la interaccion atractiva entre un enlace C-H y un
sistema 1 donde el grupo alquilo resulta ser un grupo donador y la densidad electronica 7 el
atractor. Esta interaccion a pesar de ser el enlace de hidrogeno mas débil que se haya
identificado***° ha llamado la atencién pues es el origen de diversos fenémenos moleculares

como son las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de algunas sustancias.

Las interacciones CH/m tienen como caracteristica presentarse en medios polares y no polares. La
energia de la interaccion es de aproximadamente 1 keal mol™ y pueden existir debido a que varias
interacciones CH/mt pueden coexistir simultaneamente sin una pérdida considerable de entropia,
es decir, la energia de interacciéon aumenta conforme se tenga una estructura quimica organizada

y con ello la energia libre puede favorecer la formacion de la supramolécula.

La existencia de una interaccion atractiva entre los grupos alquilo y las bases m fue sugerida
como resultado de un estudio conformacional en una serie de sistemas R-X-Y-Tc,‘w’48 donde se
observo que los grupos alquilo (Figura 6) se colocan cerca del donador © (benceno). De forma
comparativa con los resultados experimentales, unos calculos de mecénica molecular® llevaron a
los autores a proponer que una interaccion débil de naturaleza atractiva estaba presente entre el

grupo alquilo y el sistema 7.

R

/7
“ //TE R
Figura 6. Conformacion preferida de los compuestos R-X-Y-x.
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Los célculos de estructura molecular determinaron que la geometria lineal es la mas estable para
que la interaccion CH/r se genere. (Figura 7). En esos arreglos, uno de los enlaces C-H se orienta

2 ‘o . . .
sobre el carbono sp” para llevar a cabo un méaximo translape entre los orbitales interaccionantes.

T

H——————Hinmn

@I
T
T
W
nnnT \

H

Figura 7. Geometria favorecida en la interaccion CH/nt

La disposicion geométrica del grupo C-H y del sistema © que interaccionan es importante, ya que
debe producirse un translape adecuado entre los orbitales involucrados. El orbital C-H de
antienlace vacio (c*c.i) se extiende desde el &tomo de hidrogeno a lo largo del eje C-H. La parte
n-orbital (esencialmente, el orbital 2pz del carbono) se dispone perpendicular al plano m. La

magnitud del translape es funcion de la distancia y la orientacion de estos dos orbitales.

A B

Figura 8 Disposicion geométrica de la interaccion entre el enlace C-H y el orbital 2p. A) Aproximacion
no-coaxial general. B) Aproximacion coaxial. Los 16bulos negros corresponden a los orbitales ocupados y
los blancos a los vacios.”
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En la Tabla 2 se muestra la comparacion de la participacion que tiene cada uno de los términos

energéticos de acuerdo al tipo de enlace de hidrogeno.

Tabla 2. Contribuciones energéticas de los enlaces de hidrogeno.

Enlace de Energia de interaccion
Hidrégeno
Deslocalizacion ~ Couldémbica Dispersion Repulsivav. d. W
CH/n Importante No importante Importante Constante
XH/7* Importante Débil Importante Constante
CH/n No importante Importante No importante Constante
XH/n* Variable Fuerte No importante Constante

a. Donde X =0 6 N; n: par electronico no compartido.

La interaccion CH/m tiene una mayor contribucion de la deslocalizaciéon generada por la
transferencia de carga n—c asi como por las fuerzas de dispersion comparada con el enlace de
hidrogeno tradicional. Los grupos que generalmente suelen participar en interacciones
CH/r incluyen al grupo metilo, isopropilo, grupos alquilo de cadena larga o grupos CH en anillos
aromaticos como donadores del &tomo de hidrogeno. Como aceptores 7 se cuenta con los enlaces
conjugados™ y los grupos aromaticos como los que se encuentran en los aminoacidos

fenilalanila, tirosina, triptéfano e histidina.

: . . : ., 51 .
El primero en identificar este tipo de interaccion fue Tamres,” quien propuso que el benceno y

, . . 52 ,
sus analogos se comportan como donadores al interaccionar con cloroformo. Reeves™ postulo,
mediante RMN, que la interaccion de cloroformo con benceno y olefinas era del tipo enlace de

hidrégeno.

La caracterizacion de la interaccidon es un tema de interés general, por lo que ha sido bien

abordada haciendo uso de diversas técnicas analiticas como calorimetria,*' analisis de difraccion

4748.53 1 54 55,56
9

de rayos X, dicroismo circular,” y medicion del momento dipolar.
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Muchos de los estudios de la interaccion CH/m se han hecho en sistemas alifaticos, como por
ejemplo Nishio’’ ez al. estudiaron el efecto del sustituyente en el anillo aromatico a través de
RMN con la medicion del Incremento del Efecto Nuclear de Overhauser (nuclear Overhauser
enhancement, NOE por sus siglas en inglés). Los autores concluyeron que la presencia de un
sustituyente electronegativo incrementa la interaccion CH/m y que el NOEe es una herramienta
util para poder medir la proximidad de los 4&tomos de hidrégeno de la cadena alifatica y los

atomos de hidrogeno orto en el anillo aromatico en la conformacion plegada (gauche), (Esquema

3).

Ro H

HRe Yy—.

XM'R1 Ha1 3
Ha

A B

Esquema 3. Conférmeros que propician (A) o no (B) la interaccion CH/m intramolecular.

Se ha identificado, mediante estudios por difraccion de rayos X que los enlaces C-H de los
azlcares interaccionan con los aminodcidos aromaticos de las proteinas a través de interacciones
CH/m. Un ejemplo lo constituyen la interaccion que se presenta en la proteina que enlaza D-
glucosa / D-galactosa, en la cual el anillo de la B-D-glucosa interacciona por la cara o con los

aminoacidos Phel6 y por la cara 3 con el residuo Trp183°* (Figura 9).
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Figura 9. Complejo de B-D-glucosa con la proteina de enlace D-galactosa/D-glucosa
(PDB codigo: 2GBP).*®

Otro ejemplo se observa en la distancia (3.3 — 4.1 A) existente entre el grupo isopropilo del
agente inhibidor de la trombina y los residuos aromaticos Tyr60A y Trp60D de la enzima. Las

interacciones CH/nt se muestran en lineas punteadas en la Figura 10.” K

8307\
Y60A ‘%wsw cavidad del
37A

R oxianion
saco D

970

Figura 10. Difraccion de rayos X del sitio activo del complejo formado entre la trombina y un inhibidor de
la misma.”
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En la actualidad se han descrito numerosos complejos proteina-carbohidrato® donde se puede
observar que en los sitios de reconocimiento de las proteinas predominan los aminoacidos
aromaticos como fenilalanina, triptéfano, histidina y tirosina. Algunos de los complejos se
describen a continuacion: en A, Figura 11, se puede observar la interaccion de la galactosa
presente en la silillactosa la cual interacciona con un anillo de tirosina de la hemaglutinina del
virus de la gripe a través de una interaccion 1, 3, 5 de los atomos de hidrégeno del carbohidrato.*
Otro complejo reportado es el formado por la galactosa la cual es reconocida por la lectina AAL
del hongo Agrocybe aegerita (B). Dicha lectina tiene actividad antitumoral y el reconocimiento
molecular es a través de los atomos de hidrogeno de las posiciones 4, 5, 6 del anillo de galactosa
con un anillo de triptéfano.®’ En C se reporta la interaccién de la galactosa con una sialidasa que
esta involucrada en la virulencia de Clostridium perfringens. La interaccion es de los atomos de
hidrogeno de la posicion 6 del carbohidrato con un anillo de histidina y de 3, 4, 5 con un anillo de
triptéfano.®> En D se puede observar el complejo de una lectina hemolitica de Laetiporus
sulphureus con el disacarido fGall14Glc. Las interacciones presentes son del anillo de galactosa
con un residuo de fenilalanina, mientras que la glucosa interactiia con un anillo de histidina.*’ En
E se muestra la lectina de la especie Erythrina corallodendron, la cual es capaz de unirse a N-
acetilgalactosamina, N-acetillactosamina y lactosa a través de la interaccion, 3, 4, 5 de los atomos
de hidrogeno del anillo de la galactosa.® Otro ejemplo F, es la fucosillactosa
(aFucl,2fGall,4Glc ) la cual interactia con un anillo de tirosina de la lectina de Ulex

65
europaeus.
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E F

Figura 11. Estructuras de los complejos carbohidrato-aminoacido de distintas especies.
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La naturaleza y el origen de la interaccion CH/m también fue estudiada por métodos
computacionales.®® En este caso los aminoacidos aromaticos fueron representados con el anillo de
benceno y el azucar con el que se estudid esta interaccion fue la fucosa, la cual es un analogo de
la galactosa, carbohidrato que ya se habia identificado por presentar la interaccion CH/m con las
galectinas. La idea de utilizar la fucosa fue eliminar grados de libertad, al sustituir el
hidroximetilo de la posicion 6 por un grupo metilo. Para llevar a cabo los célculos se utilizaron
diferentes métodos; se usod el método ab initio MP2/6-31G(d,p) y el funcional de la densidad
B3LYP/6-31G(d,p); con estos métodos se pudo optimizar el complejo carbohidrato-benceno.
También se hicieron los calculos en los que se incluyd la correccion por superposicion de bases

(BSSE) y de esta forma se obtuvieron los estados estacionarios que se muestran en la Figura 12.

Figura 12. Estados estacionarios del complejo fucosa-benceno. (A) MP2/6-31G(d,p); (B) B3LYP/6-
31G(d,p); (C) MP2/6-31G(d,p).*

En A (Figura 12) se observa la interaccion de los 4tomos de hidrogeno H;, H; y Hs del
carbohidrato con el anillo de benceno a nivel MP2/6-31G(d,p). Cuando se incluye la correccion
por superposicion de bases se puede apreciar que el anillo de benceno estd més cerca del anillo de
pirano y se ha desplazado en forma lateral, lo cual permite identificar la interaccidon con el 4&tomo
de hidrégeno Hy del carbohidrato (C) y por ultimo, en B se observa que con el método B3LYP

las distancias de interaccion son mayores, por lo cual no se aprecia la interaccion con el a&tomo de
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hidrégeno Hy del anillo de pirano y prevalece la interaccion con el atomo de hidrogeno

anomérico del carbohidrato.

Asi se confirmé que los métodos ab initio como el MP2, son los adecuados para estudiar
interacciones a larga distancia ya que permite evaluar de mejor forma la energia de dispersion. El
método B3LYP, no es util ya que no describe adecuadamente las itneracciones a larga distancia
ya que carece de términos que incluyan las fuerzas de dispersion. También se establece que es
importante incluir la correccion por superposicion de bases (counterpoise) en la optimizacion de
la geometria. El mejor calculo de este nivel permite establecer que la energia de interaccion para
el complejo fucosa-benceno es de 3 kcal mol™. Llama poderosamente la atencién el que atin
cuando el funcional B3LYP es inadecuado para estudiar este problema existan tantas

publicaciones arbitradas en donde se acepta su uso.

Este tipo de interaccion también fue estudiada en el mismo trabajo a través de RMN por medio
del cambio del desplazamiento quimico de las sefales de los 4&tomos de hidrogeno del anillo de
pirano. El estudio se llevo a cabo utilizando B-metil galactopirandsido como control positivo y a-
metil manopirandsido como control negativo. Cada uno de los compuestos se disolvid en agua
deuterada (D,0) y se obtuvo el espectro de RMN de 'H. Posteriormente se hizo una adicion de
benceno hasta saturacidon y posteriormente se agregd fenol (200 mM), adquiriendo para cada
adicién el espectro de RMN de 'H observando el cambio de desplazamiento quimico de los
atomos de hidrogeno de las posiciones 3, 4 y 5, los cuales presentaban un efecto de proteccion
debido a la interaccion con el anillo aromatico. En el caso del a-metil manopiran6sido no hay

cambios en el desplazamiento quimico, (Figura 13).%
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Figura 13. Espectros de RMN de 'H de B-metil galactopiranésido en D,O en presencia de benceno/fenol
(A) y en ausencia de benceno/fenol (B).*

Recientemente esta misma metodologia fue usada para los epimeros o y B del metil
galactopiranosido. Una de las conclusiones que obtuvieron los autores es que la presencia del
grupo metoxilo como sustituyente en la posicion 1 del anillo de pirano, hace que en el epimero

B, en donde el sustituyente se encuentra en posicion ecuatorial, el &tomo de hidrogeno H,; del

T T T

3.8 3.7 3.6

T
Ppm

anillo de pirano presente mayor efecto de proteccion respecto al epimero a., (Figura 14). ¢’
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Figura 14. Espectros de RMN de 'H de o-metil galactopirandsido (A) y p-metil galactopiranésido (B) en
ausencia de fenol (parte superior) y en presencia de fenol (parte inferior).®’

Hasta el momento, existe una incdgnita respecto al proceso que regula el reconocimiento de los
carbohidratos por las proteinas. La presencia de los residuos aromaticos en los sitios en donde las
proteinas reconocen carbohidratos, ;tienen como propdsito estabilizar al carbohidrato a través de
una interaccion que se produce en una region especifica del mismo? o bien ;su presencia tiene la
finalidad de estructurar la cavidad y el fendémeno se produce por la liberacion de moléculas de
agua del espacio que ocupara el carbohidrato, lo que controla la estabilidad del complejo? En el
primer caso, la entalpia debe tener un papel preponderante mientras que en el segundo lo es la
entropia. Para el primero de ellos debe existir una energia de interaccion asociada a una region
molecular. En este caso la preorganizacion es irrelevante pues solo la complementariedad es

necesaria.
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2.2 OBJETIVOS

1. Desarrollar una metodologia que permita determinar tanto la energia como la region molecular

de interaccion entre benceno (un modelo de proteina) y un carbohidrato cualquiera.

2. Desarrollar modificaciones en el carbohidrato que permita una aproximacion a la evaluacion

de la energia CH/rt y evaluarlas.

2.3 METAS

1. Sintetizar piranosas permetiladas como la galactosa, la glucosa y la manosa a partir de los oy

B-metil glicopiranodsidos.

2. Medir el calor de solvatacién los carbohidratos permetilados en compuestos aromaticos y

determinar la energia de interaccion.

3. Realizar las titulaciones anisotrdpicas de los carbohidratos permetilados en benceno y
hexaflourobenceno para identificar por RMN dichas interacciones por el efecto de proteccion y

desproteccion que produce el benceno.

2.4 ORIGINALIDAD

Hasta el dia de hoy no existe una metodologia que permita determinar directamente la energia de
la interaccién carbohidrato-compuesto aromatico, por lo que es relevante desarrollarla. El
desarrollo de esta metodologia permitird en una primera instancia estudiar sistemas sencillos pero

podra ser utilizada para el estudio de la interaccion CH/z en sistemas biologicos.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Sintesis y purificacion de los compuestos.

La sintesis descrita en la parte experimental se llevo a cabo con cinco diferentes piranosas:
o-metil galactopiranésido, [-metil galactopiranosido, a-metil  glucopirandsido, [-metil
glucopirandsido, y a-metil manopirandsido (Figura 15). La reaccion quimica se llevo a cabo de

acuerdo al Esquema 4. Los rendimientos quimicos oscilaron entre el 65 y el 75% (Ver Parte

Experimental).
HOH HOMe
HO o 1. NaOH al 50% DMSO MeO 'to
HO H feo H
H OHOMe igi:cjlon 24 horas H OMOMe
a--D-metil-glucopiranésido 2,3,4,6-Tetra-O-metil-a-D-metil-glucopiranésido

Esquema 4. Sintesis de los carbohidratos permetilados.

De esta forma se logrd la obtencion de los compuestos permetilados Figura 15: A partir de este
momento, los compuestos sintetizados seran denotados de la siguiente forma: andmero-

carbohidrato permetilado, €j. a-manosa permetilada (5).

Los compuestos permetilados fueron utilizados para estudios de RMN y de calorimetria, ésta
ultima técnica requiere compuestos con una pureza mayor al 99.9%, por lo que la purificacion de

los compuestos requirid de un proceso especial que esta descrito en la parte experimental.

El objeto de tener los compuestos permetilados fue que a través de la sustitucion de los grupos
hidroxilo por grupos metoxilo, se lograria su solubilidad en benceno, ademds de evitar
interacciones de tipo puente de hidrdégeno o interacciones OH/n de los azlcares con el anillo
bencénico. Como ya se mencion6 en la introduccion de este capitulo, este tipo de interacciones

son mas energéticas que la interaccion CH/m y por lo tanto podian enmascararla.
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Ho
I\A_éO H 2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-galactopirandsido. (1)
oM
H OMe
OMe OMe
Ho
M’éo OMe 2,3,4,6-Tetra-O-metil-B-D-metil-galactopiranésido. (2)
oM
H H
HOMe
Ho
Mﬁ/%o H 2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-glucopiranosido. (3)
Y oM
OMe
HOMe
Ho
Mﬁ/l%O OMe 2,3,4,6-Tetra-O-metil-B-D-metil-glucopiranosido. (4)
oM
H H
oM
H eonge
Mﬁ/lo 2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-manopiranosido. (5)
eO w H
H  MeO

Figura 15. Carbohidratos permetilados utilizados en el presente estudio.

2.5.2 Estudios de RMN.

2.5.2.1 ldentificacion de la region molecular en la que presenta la interaccion
CH/x.

La Resonancia Magnética Nuclear es una técnica espectroscopica que se basa en el siguiente
principio: una sustancia es introducida en un campo magnético homogéneo externo (By),
posteriormente la muestra es irradiada con una radiofrecuencia. Dicha radiacion genera
transiciones en el equilibrio de los diferentes estados poblacionales de los espines nucleares, que
se traducen como nucleos excitados. La energia de dichos nucleos se libera en pequenas

emisiones magnéticas a través de la descomposicion sin induccion (FID por sus siglas en inglés).
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La sefal es digitalizada y traducida a lo que se conoce como espectro de RMN, que generalmente

se representa como sefales en una escala de partes por millon (ppm).

Los estudios de RMN ya descritos sirvieron como antecedente® y permitirian resolver el primer
problema que comprende la identificacion de la region de la molécula en la cual se lleva a cabo la
interaccion. Uno de los parametros de la RMN que se us6 fue el cambio en el desplazamiento
quimico de las sefiales (AJ), el otro fue la medicion del incremento del efecto nuclear de
Overhauser (NOE por sus siglas en inglés nuclear Overhauser enhancement) y el tercero es el
cambio del efecto NOE por variacion del tiempo de mezclado. Estas determinaciones se han
empleado para el estudio de las interacciones en complejos como ciclodextrinas-trifluoroetanol®®
o ciclodextrinas-compuestos aromaticos.”” Por otro lado, el uso del procedimiento de titulacion
anisotropica ha permitido establecer que la B-galactosa y el benceno®' o fenol® interactiian en la

region del segmento C3-C6 de la galactosa, tal y como describen los célculos tedricos, como ya

se menciono en la introduccidn del presente capitulo.

Un tipo de estudios de RMN que se basan en los cambios de desplazamiento quimicos son las
llamadas titulaciones anisotropicas, las cuales tienen el siguiente fundamento: Cuando una
molécula es introducida en un campo magnético externo (By), los electrones de dicha molécula
circulan en ella generando pequefios campos magnéticos. Dichos campos magnéticos pueden
estar orientados a favor o en contra del campo magnético externo (By). Estas fluctuaciones
electronicas generan zonas diamagnéticas también llamadas zonas de proteccion, donde el campo
magnético de la molécula estd alineado con el campo magnético externo (Bg). También se
producen zonas paramagnéticas llamadas zonas de desproteccidon, en las cuales el campo
magnético de la molécula se opone al campo magnético externo (By). En la Figura 16 se muestra

la ubicacion de estas regiones en la molécula de benceno.
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CONO DE PROTECCION

Figura 16. Campos magnéticos anisotropicos inducidos en la proximidad del anillo de benceno.”

El benceno es una molécula aromatica en la cual los electrones m se encuentran distribuidos por
arriba y por debajo del esqueleto o. Una distribucion analoga de regiones de proteccion y
desproteccion se representa para el grupo carbonilo (Figura 17). Estas caracteristicas fueron
esenciales para el presente estudio, ya que cualquier atomo que por razones conformacionales o
por solvatacion se ubique en la zona de proteccidon tiende a desplazarse a campo alto en el
espectro de RMN, mientras que los 4&tomos que se ubican en la zona de desproteccion apareceran

a campo bajo (Figura 18).

ZONA DE PROTECCION
~ Densidad electrdnica

—___ Fragmentog _— R
5(+)
ZONA DE DESPROTECCION

Figura 17. Zonas de proteccion y de desproteccion para el anillo de benceno y el grupo carbonilo.
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Figura 18. Espectro simulado de RMN de 'H de tolueno.

Como ya se menciond en la introduccion del presente capitulo, en muchos sitios de
reconocimiento de los carbohidratos principalmente para la galactosa y la glucosa, las
interacciones CH/m se generan de la forma consecutiva 3, 4, 5 para la a-galactosa (Figura 19. a) o

de forma alternada 1, 3, 5 como en el caso de la B-glucosa (Figura 19. b).

oHOH

Figura 19. Interacciones CH/=m en arreglo consecutivo (a) y alternado (b).

De esta forma, a lo largo de este estudio, los epimeros de la galactosa permetilada (1 y 2) son
considerados control positivo, dado que se puede presentar 3 interacciones CH/m: mediadas por
los atomos de hidrogeno de las posiciones 3, 4 y 5, mientras que el control negativo es la o-
manosa permetilada (5) ya que en la posicion 4 se encuentra un grupo metoxilo en posicion

ecuatorial que genera un ambiente repulsivo que evita la aproximacion del benceno (Figura 20).
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Figura 20. Atomos de hidrégeno involucrados en la interacciéon CH/x.

La forma como se numeran las posiciones de los carbohidratos a lo largo de este trabajo se
muestra en la Figura 21.

Me4O OMe5

H3 OMe1

Figura 21. Numeracion de las posiciones de los carbohidratos permetilados.

La metodologia para llevar a cabo las titulaciones anisotropicas se describe en la parte

experimental. Los resultados para a-galactosa permetilada (1) se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la o-galactosa permetilada (1)
durante la titulacidon anisotropica.

a-Galactosa
Permetilada
Ensayo CDCl;| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | C¢Dg
a 0.00 [ 0.05/0.10/0.15]0.20 | 0.25|0.30 | 0.35]0.40 | 0.45| 0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H, 4.87 [4.8414.834.81 4.81]4.80]|4.7914.794.78 4.78 | 4.78 | 4.78 | 4.78 | 4.77
H, 3.63 |3.63]3.64|3.64|3.65|3.66|3.67|3.67|3.68|3.69|3.69|3.70|3.70 | 3.82
H; 3.70 |3.64]3.53/3.51[3.51|3.51|3.51]3.50]3.51]3.54|3.59|3.60]3.60| 3.62
H, 3.70 |3.64]3.61 |3.58|3.56|3.55|3.54|3.53]3.52|3.52|3.52|3.52]3.52|3.52
H; 3.85 13.83]13.81/3.80[3.80/3.79(3.79(3.79]13.7913.80|3.80|3.80 | 3.80 | 3.90
Hg, 3.58 3.52
Hgp, 3.58 3.60
Me, 342 1338]3.36/3.34[3.32/3.31[3.30]3.29|3.28|3.28|3.27[3.27]3.26| 3.20
Me, 3.51 [3.4813.45/3.4213.40/3.39|3.37/3.36]3.35]3.35/3.34|3.34]3.33|3.26
Me; 3.52 348|346 |3.44|3.42|3.40|3.39|3.38|3.38|3.37|3.36|3.36|3.35| 3.27
Me, 3.57 13.5413.5213.50[3.49/3.48|3.48|3.48|3.47|3.47|3.47(3.47|347|3.47
Mes 341 1336]3.33/3.30[3.2813.26[3.25]3.2413.23]3.22/13.2213.21]3.21|3.14

a. Fraccion molar carbohidrato:benceno.

Los desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno de la a-galactosa permetilada (1) se
resumen para las sefiales de los dtomos de hidrogeno H; Hs, Hs y Hs que se desplazan a campo
alto, con lo cual se puede asumir que dichos atomos de hidrogeno se encuentran frente a la cara
del benceno. Todos los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo también presentan un efecto
de proteccion, lo cual es de esperarse dado que durante la solvatacién es muy factible que dichos
grupos interactiien con una molécula de benceno, como se puede observar para la molécula de
benceno del lado derecho (Figura 22), la cual interactia con los grupos Me;, Me, asi como el H;
de la posicion anomérica. Los resultados anteriores se pueden apreciar mejor en las Gréaficas 1y
2. El atomo de hidrogeno H; tiene una pendiente pronunciada, que representa una proteccion de
0.9 ppm, los atomos de hidrogeno Hi, Hs y Hs muestran un efecto de proteccion, en el caso del
atomo de hidrégeno Hj la curva no es regular a lo largo de toda la titulacion anisotropica, ya que
cuando la relacion carbohidrato:benceno es 1:4 se muestra un cambio en sentido contrario de la

pendiente de la curva. Sin embargo ain cuando se puede pensar que este atomo de hidrogeno
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interactu6 con la zona de desproteccion del benceno, la diferencia respecto al desplazamiento
quimico inicial es de 1.0 ppm lo cual lo sigue manteniendo protegido respecto al inicio del
experimento. Como ya se menciond, todos los grupos metoxilo presentan un efecto de

proteccion, ya que presentan una pendiente negativa (ver Grafica 2).
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Grafica 1. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno anulares del compuesto 1.
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Grafica 2. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto 1.

Los desplazamientos quimicos de los dtomos de hidrogeno de las posiciones Hg, y Hgp no se
pudieron seguir a lo largo de la titulacion anisotropica ya que presentan una superposicion con

otras sefiales del espectro.
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Figura 22. Interaccion de los atomos de hidrogeno del anillo de pirano y de los grupos metoxilo con la
cara del benceno.

Para el caso de la -galactosa permetilada (2) los cambios en los desplazamientos quimicos a lo
largo de la titulacion anisotrépica se pueden apreciar en la Tabla 4. Debido a que las senales se
resuelven completamente, todas ellas se pueden seguir a lo largo de la titulacion anisotrépica

siguiendo dos criterios, la multiplicidad o la constante de acoplamiento (J)
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la B-galactosa permetilada (2)
durante la titulacidon anisotropica.

B-Galactosa
Permetilada
Ensayo CDCL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | C¢Dg
a 0.00 | 0.05]/0.10]0.15]0.20 | 0.25|0.30 | 0.35|0.40 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H, 4.14 14.1214.11 14.10]4.09 |4.094.08 |4.08 |4.08|4.084.08|4.08]4.08| 4.14
H, 330 [3.32[3.33]3.34[3.35/3.41]3.46|3.45]3.45|3.45 3.4513.46| 3.68
H; 3.15 [3.11]3.08|3.06[3.04]3.03]3.02]3.01]3.00]3.00]2.99|2.9912.99]| 2.97
H, 3.65 [3.65|3.57|3.54[3.53/3.51]3.50]|3.49|3.48 346|3.46|3.46| 3.45
H; 349 [345[3.42|3.40[3.38/3.37]3.35/3.34(3.33[3.33|3.3213.32|3.32| 3.33
Hs, 3.62 [3.59[3.59|3.58[3.57|3.57]3.56|3.56|3.56[3.56|3.56|3.57|3.57| 3.64
Hg, 3.55 [3.51[3.49|3.48(3.47/3.46|3.46|3.45/3.44|3.45|3.45]3.45 3.50
Me, 3.51 [3.48|3.45|3.42(3.40|3.39|3.37|3.36|3.35|3.34|3.34|3.33|3.33| 3.37
Me, 3.58 |3.57[3.56|3.56|3.55|3.55|3.55|3.55|3.55[3.55|3.55|3.55|3.55] 3.56
Me; 3.53 [3.48[3.47|3.45[3.44|3.43/3.4313.42|3.41|3.41|3.41/3.40]3.40] 3.27
Me, 3.56 |3.57[3.56|3.56[3.55|3.55]3.55|3.55|3.55[3.55|3.55[3.55|3.55]| 3.46
Mes 341 [3.36[3.33/3.30[3.28/3.26[3.25]13.24|3.23[3.2213.21[3.24|3.20] 3.11

a. Fraccion molar carbohidrato:benceno.

Los desplazamientos de interés son los que corresponden a los atomos de hidrégeno H;, Hs, Hy y
Hs. El 4tomo de hidrogeno de la posicion 1 presenta una proteccion de 0.9 ppm, mientras que
para los atomos de hidrogeno 3, 4 y 5, los cambios en el desplazamiento quimico van de 0.6 a 0.2
ppm, lo cual hace referencia a que nuevamente éstos son los atomos de hidrogeno que
interaccionan con la cara del benceno, ya que experimentan un cambio en el desplazamiento
quimico a campo alto. Estos cambios en los desplazamientos quimicos concuerdan con los del

epimero a.
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Grafica 3. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 2.
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Grafica 4. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno de los grupos metoxilo del compuesto 2.

Como se puede apreciar en la Grafica 3, son los atomos de hidrogeno de las posiciones Hs, Hs y
Hs los que presentan un efecto de proteccion. El dtomo de hidrogeno H, presenta el efecto
opuesto y como se puede apreciar en la Gréfica 3, es el unico que tiene una pendiente positiva.
Los grupos metilo de las posiciones 2 y 4 son los que presentan menos cambios en el
desplazamiento quimico, apenas de 0.03 y 0.01 ppm, respectivamente. Para el resto de los grupos
metilo el cambio es de aproximadamente 0.2 ppm. Nuevamente para todos los casos, los cambios

mas significativos se presentan cuando se alcanza una relacion 1:3 de carbohidrato:benceno en
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solucion. Asi se puede afirmar que nuevamente los dtomos de hidrogeno del anillo de pirano

estan interaccionando con las caras del benceno.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la a-glucosa permetilada (3) durante
la titulacion anisotrdpica.

a-Glucosa
permetilada
Ensayo CDClL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | C¢Dg
a 0.00 |0.05/0.10/0.15]0.20| 0.25|0.30 | 0.35/0.40 | 0.45| 0.50 | 0.55| 0.60 | 1.00
H, 4.82 |4.80[4.78 |4.7714.75|14.74 |4.74 1 4.73 | 4.73 |4.72 1 4.72 | 4.71 | 4.71 | 4.64
H, 3.19 |3.193.18 |3.183.183.16/3.16 |3.16 | 3.16 | 3.15 | 3.15|3.15| 3.15 | 3.12
H; 348 |3.493.51|3.52|3.52 3.53 3.5413.5913.60]3.60| 3.70
H, 3.18 |3.17|3.18 | 3.18 3.1913.1913.19]3.20|3.20|3.21 |3.21 | 3.21 | 3.26
H; 3.58 |3.5813.58|3.573.57]13.59/3.60]3.60|3.60]3.60]3.61]3.61|3.61| 3.71
Hg, 3.58 |3.57]3.56 3.56|3.563.56|3.55]3.55 3.47
Hg, 3.58 |3.57]3.56 3.56|3.56 3.56|3.55]3.55 3.55
Me, 342 |3.38|3.35|3.33|3.31|3.29|3.28|3.27|3.26|3.25|3.25|3.24|3.24| 3.14
Me, 3.51 |1347|34413.4213.40]3.38|3.36/3.35/3.34|13.33[3.3213.3213.31| 3.18
Me, 3.62 |3.62|3.61|3.59|3.58|3.58|3.58|3.58|3.58|3.57|3.57|3.57|3.57| 3.54
Me, 3.54 13.5213.5013.49|3.4813.47|3.47|3.46|3.46|/3.46[3.46|3.46|3.46| 3.45
Mes 342 13.3913.3513.3313.31]3.30/3.29(3.27[3.26]3.26[3.25]|3.24]3.24| 3.18

a. Relacion molar carbohidrato:benceno.

En el caso de la a-glucosa permetilada (3 Tabla 5), con excepcion del atomo de hidrogeno de la
posicion anomérica, los sustituyentes se encuentran en posicion ecuatorial. Los atomos de
hidrogeno de las posiciones H; y H, son los que presentan mayor efecto de proteccion, mientras
que el resto de los atomos de hidrogeno del anillo presentan un efecto de desproteccion, lo que
indica que se encuentran interaccionando con el fragmento ¢ del anillo de benceno y por lo tanto
en la grafica se observa una pendiente positiva de estas lineas (Grafica 5). Los atomos de
hidrégeno del grupo metilo de la posicion 6 no pueden seguirse hacia el final de la titulacion
debido al translape de las sefiales en el espectro de RMN de 'H. Nuevamente todos los atomos de

hidrogeno de los grupos metoxilo presentan un efecto de proteccion, lo cual se puede confirmar
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en la Gréfica 6. Los cambios mas notables en las pendientes de las lineas se observan cuando hay

tres moléculas de benceno por cada una de carbohidrato.
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Grafica 5. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno anulares del compuesto 3.
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Grafica 6. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto 3.

En el caso de la B-glucosa permetilada (4 Tabla 6), los efectos de proteccion se observan para los
atomos de hidrogeno de las posiciones H;, Hs Hgs, y Hg,. Por el contrario, los atomos de
hidrégeno H, y Hs presentan un efecto de desproteccion. Los efectos observados no son similares

a los del epimero .. Nuevamente los dtomos de hidrégeno de los grupos metoxilo interaccionan
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con la cara del benceno, por lo que todos ellos se desplazan a campo alto. Sin embargo los que

presentan mayor efecto de proteccion son los grupos metilo de las posiciones 1 y 5 (Grafica 8).

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la B-glucosa permetilada (4) durante
la titulacion anisotrdpica.

B-Glucosa
permetilada
Ensayo CDClL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | C¢Dg
a 0.00 |0.05/0.10/0.15/0.20 | 0.25|0.30 | 0.35|0.40 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H, 4.13 [4.124.10 [4.10 [4.09 | 4.08 | 4.08 | 4.08 | 4.07 | 4.07 | 4.07 | 4.07 | 4.07 | 4.07
H, 2.97 12.9812.993.00|3.00|3.013.02|3.02|3.03]3.04|3.04[3.05]3.05] 3.14
H; 3.27 3.24
H, 3.15 |3.17|3.18 | 3.18 3.1913.1913.1913.2013.20 | 3.21 [3.21|3.21| 3.24
H; 3.27 |3.25|3.22|13.21|3.21|3.27|3.19|3.19|3.18 |3.18 | 3.18 | 3.18 | 3.18 | 3.24
Hg, 3.55 |3.5313.5213.5113.50/3.4913.49/3.49/3.48|3.48[3.48|3.48|3.48] 3.51
Hg, 3.63 |3.60|3.58|3.56|3.55|3.54|3.54|3.54|3.533.523.52]3.52]3.51] 3.51
Me, 340 |3.37/3.3413.3213.30/3.30/3.29/3.28|3.28|3.27]3.26[3.25|3.25] 3.30
Me, 3.57 |3.55|3.54|3.53|3.53|3.52|3.52|3.52|3.52|3.52|3.52|3.52|3.52| 3.52
Me; 3.62 |3.60|3.59|3.57|3.57|3.57|3.56|3.56|3.56|3.56|3.56|3.56|3.56| 3.57
Me, 3.53 |13.50/3.4813.47|3.46/3.45|3.44/3.44/3.44|3.43[3.43]3.43/3.43| 3.42
Mes 340 13.3713.3413.3213.30/3.29/3.2813.27/3.26[3.25|3.25]3.24|3.24]| 3.18

a. Fraccion molar carbohidrato:benceno.
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Grafica 7. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 4.
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Grafica 8. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto 4.

En el caso de la a-manosa permetilada (5 Tabla 7), los &tomos de hidrogeno de las posiciones Hs,
H, y Hs presentan un efecto de desproteccion. Dicha region de la molécula es aquella en la que
podria presentarse la interaccion CH/m, sin embargo es claro que la presencia de un grupo
metoxilo en la posicion 4 impide la aproximacion de la molécula de benceno al anillo de pirano,
por lo cual estos atomos de hidrogeno interaccionan con el fragmento o de la molécula de

benceno. Los atomos de hidrégeno del grupo hidroximetilo no presentan cambios en el

Relacién Molar (benceno/carbohidrato)

desplazamiento quimico a lo largo de la titulacion anisotrdpica.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la o-manosa permetilada (5) durante
la titulacion anisotrdpica.

o-Maneosa
permetilada
Ensayo CDCL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | C¢Ds
a 0.00 |0.05/0.10|0.15|0.20 | 0.25|0.30 | 0.35| 0.40 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H; 479 1477 (4.75(14.7414.73 14.724.71 471 |4.714.704.70 | 4.70 | 4.70 | 4.64
H, 3.57 |3.57|3.56[3.56|3.56|3.55|3.55|3.55|3.55|3.55[3.55|3.55[3.55| 3.43
H; 3.50 |3.49 3.5113.523.52(3.53|3.5313.53|3.54|3.55[3.55|3.55]| 3.59
H, 343 |3.42|3.45 3.50(3.51]3.52 3.5713.57|3.5713.57|3.58| 3.62
H; 3.55 3.5813.59|3.59|3.60|3.61|3.61|3.62|3.63|3.64| 3.70
Hs, 3.60 |3.583.60(3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60]| 3.58
Hg, 3.60 |3.58|3.60(3.60{3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60|3.60]|3.60| 3.53
Me,; 3.38 13.34/3.31(3.29(3.27(3.26|3.25[3.24|3.23|3.22(3.21|3.21]3.20| 3.13
Me, 348 |3.44/3.4213.39(3.37(3.36|3.353.34|3.33|3.32(3.31|3.31]3.30| 3.23
Me, 349 |3.46|3.43(13.41|3.39|3.37|3.36/3.35|3.34|3.33(3.33|3.32(3.32| 3.22
Me, 352 [3.50/3.49(3.48|3.48|3.47|3.47|13.47|3.46|3.46|3.46|3.46|3.46| 3.41
Me;s 341 |3.38/3.36[3.34(3.3213.31|3.30(3.29|3.283.28(3.27|3.27(3.27| 3.21
a. Fraccion molar carbohidrato:benceno.
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S.

Como se puede apreciar en la Grafica 9, solo el atomo de hidrogeno de la posicion H; es el que se
desplaza a campo alto. En la Grafica 10 se observa que todos los dtomos de hidrogeno de los
grupos metoxilo se protegen, siendo el que menos lo hace el del Me;. Nuevamente los cambios

mas importantes en las pendientes se observan cuando la relacion benceno:carbohidrato es 1:3.

Todos los resultados mostrados hasta este punto dan una clara perspectiva de la region en la cual
una molécula de benceno es capaz de ubicarse para interaccionar con el carbohidrato, ya que es
capaz de desplazar las moléculas de cloroformo que rodean al carbohidrato para ubicarse en la
proximidad del anillo de pirano. Sin embargo el procedimiento de la titulacion anisotrdpica
resulta complejo por el tiempo de equipo de RMN que requiere, por lo que se ha considerado que
otra opcidén es determinar la diferencia de los desplazamientos quimicos considerando los
disolventes puros como extremos, con lo cual se pueden apreciar las mismas tendencias con la
diferencia de que la titulacidon anisotropica da una idea mas clara del proceso de solvatacion que
por supuesto es valioso. A continuacion se presentan las diferencias de desplazamientos quimicos
de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A = 8CDC13 - 8C6D6

Ecuacion 10
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Las diferencias en los desplazamientos quimicos (Ad) se obtuvieron al adquirir los espectros de
RMN de 'H de los diferentes compuestos en el correspondiente disolvente deuterado. Como se
puede apreciar en la Tabla 8, las diferencias de desplazamiento quimico (Ad) que presentan signo
positivo son aquellas sefiales que se desplazan a campo alto, debido a que interaccionan con la
cara del benceno. Es notorio que para el compuesto a-galactosa permetilada (1) las sefiales de los
atomos de hidrogeno H, y los Me; — Mes son los que presentan el mayor efecto de proteccion.
Los valores van de 0.17 a 0.27 ppm. El hidrégeno H,; practicamente no presenta cambio y lo
mismo ocurre con los dtomos de hidrégeno de las posiciones H; y Hs. Este tltimo efecto
contrasta con el de la B-galactosa permetilada (2), donde los atomos de hidrogeno Hs y Hs
presentan un efecto de proteccion o apantallamiento de 0.18 y 0.24 ppm, respectivamente. El
atomo de hidrégeno Hy presenta una proteccion de 0.20 ppm y nuevamente todos los grupos Me
presentan un cambio en el desplazamiento quimico que va de 0.02 a 0.30 ppm, lo que indica que

el efecto de proteccion es mas claro en el epimero B que en el a.

Tabla 8. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para los compuestos 1y 2.

o-galactosa permetilada (1) B-galactosa permetilada (2)
CDCl, CqDs A3 =3CDCL-3CD, | CDCly CDs A3 = 3CDCl,-5C¢D;
H, 4.78 4.77 0.01 4.15 4.14 0.01
H, 3.64 3.82 -0.18 3.31 3.68 -0.37
H; 3.54 3.62 -0.08 3.15 2.97 0.18
H, 3.69 3.52 0.17 3.65 3.45 0.20
Hs 3.85 3.90 -0.05 3.57 3.33 0.24
Hg, 3.51 3.52 -0.01 3.54 3.50 0.04
Hgy 3.56 3.60 -0.04 3.62 3.64 -0.02
Me, 3.42 3.20 0.22 3.50 3.37 0.13
Me, 3.51 3.26 0.25 3.58 3.56 0.02
Me; 3.52 3.27 0.25 3.52 3.27 0.25
Me, 3.57 347 0.10 3.56 3.46 0.10
Mes 341 3.14 0.27 3.40 3.10 0.30
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En el caso de los epimeros de la glucosa (Tabla 9), los efectos de proteccion se presentan para el
atomo de hidrogeno de las posiciones Hy, H¢, ¥ Hgp, asi como para todos los grupos Me. La
diferencia radica en que el epimero o presenta proteccion en el atomo de hidrogeno H, y el

epimero 3 presenta proteccion en el 4tomo de hidrogeno Hs.

Tabla 9. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para los compuestos 3 y 4.

o-glucosa permetilada (3) B-glucosa permetilada (4)
CDCl; CeDs AS = 3CDCl;-6C¢Dg CDCl; CeDs A8 = 8CDCl;-8C¢Ds
H, 4.81 4.64 0.17 4.14 4.07 0.07
H, 3.19 3.12 0.07 2.98 3.14 -0.16
H; 3.47 3.70 -0.23 3.16 3.24 -0.08
H, 3.15 3.26 -0.11 3.15 3.24 -0.09
Hs 3.58 3.71 -0.13 3.27 3.24 0.03
Hs, 3.57 3.47 0.10 3.56 3.51 0.05
Hgp 3.57 3.55 0.02 3.64 3.51 0.13
Me, 3.40 3.14 0.26 3.52 3.30 0.22
Me, 3.50 3.18 0.32 3.57 3.52 0.05
Me, 3.60 3.54 0.06 3.62 3.57 0.05
Me, 3.53 3.45 0.08 3.53 3.42 0.11
Mes 3.41 3.18 0.23 3.41 3.18 0.23

La o-manosa permetilada (5 Tabla 10), presenta el mismo efecto observado en la titulacion
anisotropica en la cual, solo los atomos de hidrégeno de las posiciones Hj, Hs y Hs presentan un
efecto de desproteccion, es decir que interaccionan con la region o del anillo de benceno, a
diferencia del resto de los atomos de hidrégeno anulares asi como de todos los grupos metoxilo,
los cuales se desplazan a campo alto por el efecto de proteccion que genera la nube de densidad

electronica m del anillo de benceno, (Figuras 23-27).
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Tabla 10. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 5.

o-manosa permetilada (5)

CDCL; CeDg Ad = 3CDCL;-6C4Dg
H, 4.79 4.64 0.15
H, 3.56 3.43 0.13
H;, 3.49 3.59 -0.10
H, 342 3.62 -0.20
H; 3.55 3.70 -0.15
Hg, 3.59 3.58 0.01
Hg, 3.59 3.53 0.06
Me, 3.37 3.13 0.24
Me, 3.47 3.23 0.24
Me; 3.48 3.22 0.26
Me, 3.51 341 0.10
Me; 3.40 3.21 0.19

Los resultados de los procesos de titulacion anisotropica, permiten la identificacién de las
regiones de proteccion del carbohidrato y hace posible apreciar que los cambios mas
significativos en los desplazamientos quimicos se producen cuando la relacion molar
carbohidrato:benceno es 1:3. Esto permite establecer que la primera esfera de solvatacion de los
carbohidratos estd constituida por tres moléculas de benceno. En este caso el uso de las
diferencias de desplazamientos quimicos permite proponer la distribucion de moléculas de

benceno alrededor del carbohidrato, haciendo corresponder las zonas protegidas con la cara del

benceno.

om&Me

AS =027 £A6proR = 0.04
LASproS =-0.01

Figura 23. Aproximacion a la primera esfera de solvatacion de la a-galactosa permetilada (1).

H  A8=0250Mme AS=022

A5 =-0.08
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om&Me | AdproS = -0.02

A3 =0.10

AS=0.20H

A8 =0.25 MeO QMe

H o A8=0.024 z5-0.01
AS=0.18

Figura 24. Aproximacion a la primera esfera de solvatacion de la B-galactosa permetilada (2).

[ AproR = 0.10

AS =023 ﬁASproS =0.02
OMe
= H
A3 =-0.11 )AS 007

= H
Ad=10.06 AS 2 -0.30 OMe
Ad = 0.32
A3 =-023 H OMe A6 =0.26

Figura 25. Aproximacioén a la primera esfera de solvatacion de la a-glucosa permetilada (3).

[ ASproR =0.13

AS =0.23 ﬁASproS =0.05 X
OMe
= H
A8 =-0.09 )/A6=-0.16 nllome
/
H_o

MeO

A8 =-0.08 H Th A8=0.07

Figura 26. Aproximacion a la primera esfera de solvatacion de la B-glucosa permetilada (4).
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[ AsproR = 0.08

AS=0.16 %LASPI'OS =0.02
OMe
= H
AS =-0.33 A—O.B H OMe
ove =

A8 =0.03 o
MeO 011 MeO \
MeO H MeO
AS =0.24 H
H OMe @ H /
Ad=-0.19 Ad=0.23

Figura 27. Aproximacion a la primera esfera de solvatacion de la a-manosa permetilada (5).

Asi, es posible tener una aproximacion cualitativa a la primera esfera de solvatacion del

carbohidrato.

2.5.2.1 Efecto del agua durante la solvatacién del complejo carbohidrato-

benceno.

Para complementar el estudio, se decidi6 introducir un puente de hidrégeno en competencia con
la interaccion CH/m. Se llevo a cabo el estudio de la solvatacion del carbohidrato en D>O. Estos
estudios consistieron en efectuar el proceso de titulacion anisotropica y determinar las diferencias
de los desplazamientos quimicos observados. En el disefio de estos experimentos se tiene a favor
la solubilidad de los compuestos en disolventes no polares como el benceno y en disolventes
polares como el agua deuterada. Sin embargo, para este caso uno de los inconvenientes es la poca

miscibilidad de benceno y el agua deuterada.

La metodologia para llevar a cabo las titulaciones anisotropicas se describe en la parte
experimental. Llama la atencién el hecho de que los resultados observados para todos los
carbohidratos fueron similares. La adicion de las moléculas de agua deuterada a los complejos
carbohidrato-benceno que se han discutido hasta ahora, debe en principio disociar el benceno
dado que la unica posicidon para la incorporacion de las moléculas de agua deuterada son los

atomos de oxigeno de los grupos éter. Sin embargo la adicion de agua deuterada no modifica el
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desplazamiento quimico. Esto se puede deber a dos factores: o bien la interaccion que introduce
el agua no sustituye al benceno de la proximidad del carbohidrato o el agua se distribuye sobre el

carbohidrato sin afectar la distribucion del benceno.

Lamentablemente solo es posible llegar a una relacion 1:4 carbohidrato:agua deuterada dado que

se producen emulsiones que impiden el ajuste del equipo de RMN.

Debido a que los resultados fueron similares para todos los carbohidratos, s6lo se presentan aqui
los resultados de la B-galactosa permetilada (2 Graficas 11 y 12) y a-manosa permetilada (5
Graficas 13 y 14), los resultados correspondientes a los demas carbohidratos se presentan en el

apéndice.

B-Galactosa permetilada

4.4 4
4.2 A — 9o —9o 9o o o o o o
4.0 4
—e— Hy
3.8 4 O Ho
—_ Q Qi QO QO Qe OO H
g & —-&0-50-pgp—8—-—95—0—o0—-0 |-—w%-— H3
S 3.6 —g— Ha
< 06— 90— 0 —0—¢—-0
] V- —V— N — =YV — Y — - —V — = — Hs
3.4 1 — a— % —8 52— 8% —8B— 82— & ——o— Hga
3.2 1 ——e— Hgp
3.0 A ¥ — ¥ — - ——F——§——¥
2.8 T T T T T )
0 1 2 3 4 5

Relacién Molar (D,O/carbohidrato)

Grafica 11. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 2.
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B-Galactosa permetilada
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Grafica 12. Desplazamientos quimicos de los dtomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto

2.

a-Manosa permetilada
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Grafica 13. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 5.
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a-Manosa permetilada
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Grafica 14. Desplazamientos quimicos de los dtomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto

5.

Tabla 11. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para los compuestos 1 y 2.

o-galactosa permetilada (1) -galactosa permetilada (2)
D,O CeDs A8 =3D,0-8C¢Ds D,O CeDs A3 =8D,0-8C¢Dy

H, 5.04 4.77 0.27 4.34 4.14 0.20
H, 3.52 3.82 -0.30 3.36 3.68 -0.32
H; 3.59 3.62 -0.03 3.40 297 0.43
H, 3.95 3.52 0.43 3.89 3.45 0.44
Hs 3.99 3.90 0.09 3.77 3.33 0.44
Hsa 3.68 3.52 0.16 3.70 3.50 0.20
Hgp 3.68 3.60 0.08 3.70 3.64 0.06
Me, 3.40 3.20 0.20 3.56 3.37 0.19
Me, 3.43 3.26 0.17 3.55 3.56 -0.01
Me, 3.50 3.27 0.23 3.51 3.27 0.24
Me, 3.52 3.47 0.05 3.51 3.46 0.05
Mes 3.41 3.14 0.27 3.42 3.10 0.32
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Tabla 12. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 5.

o-manosa permetilada (5)
D,0 CeDs Ad =8D,0 -6C¢Dy
H, 4.91 4.64 0.27
H, 3.80 3.43 0.37
H; 3.57 3.59 -0.02
H, 3.35 3.62 -0.27
H; 3.71 3.70 0.01
Hg, 3.67 3.58 0.09
Hg, 3.67 3.53 0.14
Me, 3.33 3.13 0.20
Me, 3.45 3.23 0.22
Me; 3.46 3.22 0.24
Me, 3.49 341 0.08
Mes 341 3.21 0.20

Como puede observarse, en el caso de los procedimientos de las titulaciones anisotrdpicas, los
desplazamientos quimicos no se ven modificados, sin embargo considerando los disolventes
puros, es posible apreciar que las diferencias de los desplazamientos quimicos muestran un efecto
de proteccion similar al observado para el benceno, ya que los atomos de hidrogeno Hy y Hjs
presentan un Ad positivo, en el caso del epimero 3 de la galactosa también se observa este mismo
efecto, lo que concuerda con los resultados observados con el benceno, es decir existe mayor
aproximacion con el anillo de benceno del epimero B que con el epimero a. Nuevamente todos
los grupos metilo presentan un valor positivo (Tabla 11). En el caso de la a-manosa permetilada
(5) son los atomos de hidrogeno Hs y Hy los que se desplazan a campo bajo por lo cual el valor de

Ad es negativo (Tabla 12).
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2.5.2.2 Efecto del hexafluorobenceno en la solvatacion del complejo

carbohidrato-benceno.

El proceso de solvatacion del complejo carbohidrato-benceno también fue estudiado usando
como disolvente hexafluorobenceno. La idea de comparar el benceno y el hexafluorobenceno, es
que en ambas moléculas la densidad electronica esta invertida, es decir mientras que en el
benceno (A) el fragmento del anillo es el rico en densidad electronica © y puede ejercer efectos
de proteccion diamagnética, como ya se explicd con anterioridad, la periferia, donde se ubican los
atomos de hidrogeno, es deficiente en densidad electronica. Para el hexafluorobenceno (B) la
densidad electronica se ubica en la periferia, es decir, ésta se concentra en los 4&tomos de fluor y

deja deficiente al esqueleto de carbonos (Figura 28).

MeQ

H OMe

Figura 28. Interaccion del benceno (A) y hexafluorobenceno (B) con la B-galactosa permetilada (2).

Por lo anterior, como se muestra en la Figura 28, si durante el proceso de reconocimiento, el
carbohidrato se ubica por encima del anillo de hexafluorobenceno, los atomos de hidrogeno del
anillo de pirano, presentaran un efecto de desproteccion y se desplazaran a campo bajo, por el
contrario si €stos interactian con los atomos de fluor presentardn un efecto de proteccion y se

desplazaran a campo alto.

Para estudiar el proceso de solvatacion se llevaron a cabo titulaciones anisotropicas, la
metodologia de las mismas, se encuentra descrita en la parte experimental. Al llevar a cabo el

estudio de solvatacion, es posible comprobar que para los carbohidratos [B-galactosa permetilada
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(2 Tabla 13) y a-manosa permetilada (5 Tabla 14), los resultados son similares, en todos los
casos todas las sefiales de RMN de 'H se desplazan a campo alto, lo que permite afirmar que los
atomos de hidrogeno estian interaccionando con los atomos de fliior, nuevamente se puede

identificar que en todos los casos, la interacciéon que predomina es la CH/n.

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de las sefiales RMN de 'H de la B-galactosa permetilada (2) durante
la titulacion anisotropica.

B-Galactosa
Permetilada
Ensayo CDCL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | CGFe
a 0.00 |0.05)|0.10 ] 0.15]0.20 | 0.25] 0.30 | 0.35 | 0.40 | 0.45 | 0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H, 4.14 14141413 4.124.11 |4.11 [ 4.10 | 4.09 | 4.08 | 4.07 | 4.06 | 4.06 | 4.05 | 3.49
H, 330 [3.27[3.24|3.22(3.19|3.17]3.14|3.123.11 | 3.09 | 3.06 | 3.05 [ 3.03 | 2.25
H; 3.15 [3.15]3.15|3.14|3.14|3.13|3.13 | 3.13|3.12 | 3.12|3.11 | 3.11 | 3.10 | 2.59
H, 3.65 [3.66[3.66|3.67|3.67|3.67|3.67|3.67[3.66|3.66|3.65|3.65|3.65] 3.15
H; 349 [349[3.49|3.49(3.48/3.48|3.48/3.47(3.47|3.46[3.45/3.45[3.44] 2.96
Hg, 3.54 |3.54[3.55|3.54[3.53/3.52|3.52|3.51[3.513.50[3.49|3.49[3.48] 2.98
Hgy 3.62 |3.63]3.63|3.63]3.63|3.63|3.63|3.62|3.62|3.62|3.62|3.62|3.59] 3.15
Me, 3.51 [3.52]3.53|3.53|3.54|3.54|3.54|3.54|3.55|3.55|3.54|3.54|3.54| 3.21
Me, 3.58 [3.58[3.59|3.69|3.60|3.61|3.61|3.62[3.62|3.62|3.62|3.62|3.62| 3.07
Me; 3.52 [3.54|3.56|3.57|3.57|3.57|3.56|3.56|3.55|3.55|3.55|3.55]|3.55] 3.25
Me, 3.56 |3.58|3.58|3.58|3.57|3.58|3.58|3.59(3.59|3.59|3.59|3.59|3.60| 3.26
Me; 340 [3.42[3.43|3.43[3.44/3.44|3.45/3.45(3.45|3.45[3.45/3.45[3.45] 3.11

a. Relacion molar carbohidrato:hexafluorobenceno.

Como se puede apreciar, el proceso de solvatacion muestra que en el caso del hexafluorobenceno,
los cambios mdas importantes se encuentran cuando la relacién carbohidrato:hexafluorobenceno
es 1:3, lo cual contribuye a la estimacion de la primera esfera de solvatacion. En las Graficas 15 y
16 se puede observar que las curvas que corresponden a los atomos de hidrégeno H; y H,
presentan una pendiente negativa, el resto de curvas presenta una pendiente positiva lo que
confirma que las sefiales se estdn desplazando a campo alto. Esta misma tendencia se puede

apreciar en los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo (Grafica 16).
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Grafica 15. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 2
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Grafica 16. Desplazamientos quimicos de los atomos de los grupos metoxilo del compuesto 2.

Para el caso del la a-manosa permetilada (5) también se observa esta misma tendencia, todos los
atomos de hidrogeno interaccionan con los d&tomos de fluor. Estos resultados se pueden observar

en las Graficas 17 y 18.

Tabla 14. Desplazamientos quimicos de las sefiales RMN de 'H de la a-manosa permetilada (5) durante la
titulacién anisotropica.
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o-Manosa

permetilada
Ensayo CDCL; | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | CFe
a 0.00 |0.05/0.10|0.15|0.20|0.25|0.30 | 0.35|0.40 | 0.45|0.50 | 0.55| 0.60 | 1.00
H,; 479 14.80(4.81|4.814.81|4.81[4.81|4.81|4.81|4.80|4.80(4.7914.79| 4.12
H, 3.57 |348|3.49(3.51|3.50(3.48|3.47|3.46|3.45|3.43|3.42|3.40|3.39| 3.06
H; 350 [3.50/3.47(13.46|3.46[3.45|3.44|13.43|3.42|3.4213.41|3.42|3.40| 2.76
H, 343 |3.66|3.66|3.67|3.67|3.67|3.67|3.67|3.42|3.41|3.40|3.40|3.39| 2.61
H; 3.55 |3.56|3.57|3.58|3.58(3.58|3.58(3.58|3.58|3.58(3.57|3.57|3.57| 2.65
Hs, 3.60 [3.60|3.60]3.61|3.60]3.60|3.60|3.60|3.60/|3.59|3.58|3.57|3.57| 2.97
Hg, 3.60 [3.60|3.60]3.61|3.60]3.60|3.60|3.60|3.60|3.59|3.58|3.57|3.57| 2.97
Me, 338 [338/3.39(340|3.41(3.42|3.4213.43|3.43|3.43|3.43|3.43|3.43| 3.06
Me, 348 |3.48|3.50(3.51|3.533.53|3.54|3.54|3.54|3.55|3.55|3.55|3.55]| 3.21
Me; 349 |349|3.51(3.52(3.53|3.54/3.54|3,55|3.55|3.56|3.56|3.56|3.56| 3.18
Me, 352 |352|3.5313.54|3.54]3.54|3.55/3.55|3.55|3.56[3.56|3.56|3.56| 3.11
Mes 341 3413421343 |3.44(13.44|13.45|13.45|3.45|3.45(3.45|3.45|3.45| 3.08
a. Relacion molar carbohidrato:hexafluorobenceno.
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Grafica 17. Desplazamientos quimicos de los 4tomos de hidrogeno anulares del compuesto 5.
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Grafica 18. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto

5.

Para confirmar que la metodologia desarrollada es util variando el tipo de disolvente, también se
llevd a cabo la comparaciéon de la diferencia de desplazamientos, es decir considerando los
limites de las titulaciones anisotrdpicas, nuevamente se confirmé que el uso de los
desplazamientos quimicos resulta igualmente efectivo y permite ahorrar tiempo del equipo de

RMN, si es que el proceso de solvatacion no es de interés.
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Tabla 15. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para los compuestos 1y 2.

a-galactosa permetilada (1) B-galactosa permetilada (2)
CDCl, C¢F, A8 =8CDCL-5CFs | CDCl, CoF, A8 = 5CDCl-5CFy

H, 4.15 3.49 0.66 4.78 4.20 0.58
H, 3.31 2.25 1.06 3.64 2.84 0.80
H; 3.15 2.59 0.56 3.54 2.87 0.67
H, 3.65 3.15 0.50 3.69 3.18 0.51
H; 3.57 2.96 0.61 3.85 3.22 0.63
Hs, 3.54 2.98 0.56 3.51 2.82 0.69
Hg, 3.62 3.15 0.47 3.56 2.92 0.64
Me, 3.50 3.21 0.29 3.42 3.10 0.32
Me, 3.58 3.07 0.51 3.51 3.08 0.43
Me; 3.52 3.25 0.27 3.52 3.19 0.33
Me, 3.56 3.26 0.30 3.57 3.20 0.37
Mes 3.40 3.11 0.29 341 3.08 0.33

Tabla 16. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 5.

o-manosa permetilada (5)
CDCl; CoFs Ad = 3CDCl;-86C¢F
H, 4.79 4.12 0.67
H, 3.56 3.06 0.50
H; 3.49 2.76 0.73
H, 3.42 2.61 0.81
H; 3.55 2.65 0.90
Hg, 3.59 2.97 0.62
Hg, 3.59 3.03 0.56
Me, 3.37 3.06 0.31
Me, 3.47 3.21 0.26
Me; 3.48 3.18 0.30
Me, 3.51 3.11 0.40
Mes 3.40 3.08 0.32

64




Los resultados anteriores pueden proporcionar una aproximacion a la primera esfera de
solvatacion la cual estd constituida por tres moléculas de hexafluorobenceno por una de
carbohidrato, sin embargo no existe una distribucidon especifica ya que todos los atomos de

hidrégeno interaccionan con los dtomos de fluor, pues la interaccion que predomina es la CH/n,

(Figura 29).
i
MeO

B %

Figura 29. Aproximacion de la primera esfera de solvatacion de los carbohidratos en hexafluorobenceno.

2.5.2.3 Efecto del ciclohexano en la solvatacion del complejo carbohidrato-

benceno.

El proceso de solvatacion del complejo carbohidrato-benceno también fue estudiado usando
como disolvente ciclohexano deuterado, la idea de de usar este disolvente, es que esta molécula al
ser un alcano, tiene como caracteristica que los doce 4&tomos de hidrogeno de la molécula tienen
la misma acidez, dicha acidez es menor que en el caso de cloroformo, lo cual permite controlar la
competencia por la interaccion CH/z entre los disolventes, es decir, mientras mas acido es el
atomo de hidrégeno del cloroformo, éste tiene preferencia por interaccionar con las moléculas de
benceno, asi al ser menos acidos los &tomos de hidrégeno en el ciclohexano, éstos favorecerian la

interaccion de los 4tomos de hidrogeno del anillo de pirano con las moléculas se benceno.

Para estudiar el proceso de solvatacion se llevaron a cabo titulaciones anisotrdpicas, la

metodologia de las mismas, se encuentra descrita en la parte experimental. Este estudio solo se
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llevé a cabo para la B-galactosa permetilada (2 Tabla 17) que experimenta interaccion con el
benceno, los resultados se describen a continuacion para el d&tomo de hidrégeno de la posicion
anomérica Hj, este a&tomo sufre un cambio en el desplazamiento quimico de apenas 0.05 ppm a
campo alto, lo que podria considerarse como un interaccion apenas perceptible con la cara del
benceno. Los 4&tomos de hidrogeno de las posiciones H; y Hy presentan un cambio a campos altos
de 0.04 y 0.03 ppm respectivamente, en este caso el atomo de hidrogeno de la posicion Hs no
presenta cambio en el desplazamiento quimico, lo que puede indicar que la molécula de benceno
estd un poco alejada de éste. Por el contrario los atomos de hidrégeno Hg, y Hep se encuentran
interaccionando con la zona de desproteccion del anillo de benceno (fragmento ) por lo cual se
desplazan a campo bajo. En este caso solo los Me; y Mejs interaccionan con la zona de proteccion

del benceno, mientras que los Me,, Mes y Mes lo hacen con el fragmento c.

Para poder apreciar mejor los resultados, se graficaron los datos que se presentan en la Grafica
19. En ésta se puede observar que los protones H; y Hy presentan un cambio apenas perceptible
con una pendiente negativa, por el contrario es muy apreciable que los &tomos de hidrogeno H; y
H, son los que interactian con la zona de desproteccion del anillo de benceno, por lo cual dichas

curvas presentan una pendiente positiva.
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos de las sefiales RMN de 'H de la B-galactosa permetilada (2) durante
la titulacion anisotrdpica.

B-Galactosa

Permetilada
Ensayo CeDy | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | CeDg
a 0.00 |0.05]/0.100.15/0.20 | 0.2510.30 | 0.35{0.40 [ 0.45|0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00
H, 4.00 14.01]14.01]4.02[4.02/4.03]14.03]14.04]4.04]4.04]4.05|4.05]4.05] 3.97
H, 3.21 |3.24(3.27(3.29|3.31|3.34|3.34|3.34|3.34/3.40|3.40|3.40|3.42| 3.22
H; 3.01 [3.00[3.00[2.9912.99]12.99|2.98[2.98]2.98|2.98|2.97|2.97|297| 297
H, 3.50 13.49(3.49(3.49/3.49|13.49|3.48|3.48|3.48|3.48|3.47[3.47|3.47| 348
H; 3.34 |3.35[3.35/3.34|3.33 3.35 3.3413.34/3.34/3.3413.34| 3.34
Hg, 3.39 |3.38|3.38|3.38|3.38|3.38|3.38|3.39 3.40|3.40|3.40| 3.32
Hep 3.55 |3.55[3.56|3.56|3.57|3.57|3.57[3.58]3.58]3.58/3.58]3.59|3.59]| 3.54
Me, 3.37 13.41[3.40/3.39|3.39]13.383.37[3.36/3.363.363.363.36|3.36| 3.36
Me, 346 |3.46[3.46|3.48/3.4813.48[3.4913.49]/3.49|/3.49|3.50[3.50]3.50] 3.45
Me; 345 |343(3.42| 3.4 |13.39|3.39|3.38|3.37|3.363.363.36 | 3.36 | 3.36 | 3.44
Me, 346 [3.46[3.46|3.48/3.4813.48[3.4913.49]/3.49|/3.49|3.50[3.50]3.50] 3.45
Me; 328 |3.27[3.26[3.25|3.3613.35|3.36[3.35]/3.35/3.35/3.34/3.34|3.34| 3.29

a. Relacion molar carbohidrato:benceno.

Como se puede apreciar, el proceso de solvatacion muestra que en el caso del ciclohexano, los

cambios mds importantes en las pendientes nuevamente se encuentran cuando la relacion

carbohidrato:benceno es 1:3, lo cual contribuye a la estimacion de la primera esfera de

solvatacion. En la Grafica 20 se puede observar que la solvatacion de los grupos metoxilo es muy

diferente, los grupos metoxilo Me; y Mes se desplazan a campo alto, por el contrario los

. ~ , 1
metoxilos Me, y Mey cuyas sefiales estdn muy cercanas en el espectro de RMN de H se

desplazan a campo bajo observandose un singulete ancho que integra para seis atomos de

hidrogeno. La sefial del Mes presenta un cambio 0.06 ppm hacia campo bajo, lo que significa que

interacciona con el fragmento ¢ del anillo bencénico.
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Grafica 19. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno anulares del compuesto 2.
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Grafica 20. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto

2.

Con el objeto de corroborar la metodologia, se llevdo a cabo el estudio por diferencia de
desplazamientos quimicos (Ad), con lo cual se puede observar que los atomos de hidrégeno de las
posiciones 3, 4 y 5 son los que practicamente no presentan cambio en el desplzamiento quimico,
por el contrario en el resto de las sefiales a excepcion del Mes se desplazan a campo bajo, estos
datos concuerdan con los de la titulacion anisotropica y se puede proponer la premisa de que la
molécula de benceno se ubica en la zona de los 4tomos de hidrogeno Hs, Hs y Hs, sin embargo el
anillo esta mas alejado que cuando se utiliza cloroformo como disolvente, por otro lado, también
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puede aceptarse que el anillo de benceno prefiere interaccionar con el ciclohexano que con el

anillo de pirano, dada su capacidad de incorporar en forma aditiva los grupos C-H.

Tabla 18. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 2.

a-galactosa permetilada (2)
CeD12 CeDs A3 =3C¢D;,-6C6Ds
H, 3.97 4.14 -0.17
H, 3.22 3.68 -0.46
H; 2.97 2.97 0.00
H, 3.48 3.45 0.03
H; 3.34 3.33 0.01
Hs, 3.32 3.50 -0.18
Hgp 3.54 3.64 -0.10
Me, 3.36 3.37 -0.01
Me, 3.45 3.56 -0.11
Me; 3.44 3.27 0.17
Me, 3.45 3.46 -0.01
Mes 3.29 3.10 0.19

2.5.3. Evaluacion de la interaccion CH/z empleando efecto nuclear de
Overhauser (NOE).

Como se puede observar el estudio del proceso de solvatacion se puede seguir con los
procedimientos de las titulacion anisotropica, sin embargo otra forma de medir las interacciones
intermoleculares es a través de la medicion del incremento del Efecto Nuclear de Overhauser
(NOE), el cual es definido como el cambio en la intensidad de la frecuencia de resonancia del
espin A cuando se perturban los estados de equilibrio del espin proximo B. Este fenomeno se
genera a través de la interaccion dipolo-dipolo denominada relajacion cruzada (cross relaxation)

con el cual se transfiere magnetizacion de un espin a otro a través del espacio.
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En la Figura 30 se muestran los cuatro niveles energéticos existentes cuando se considera un
sistema ideal de dos espines. En A se observan los cuatro niveles energéticos de acuerdo a cada
uno de los estados de dichos espines, las lineas descontiniias muestran las transiciones permitidas
para el espin A y las lineas s6lidas las transiciones permitidas para el espin B. En B se muestran
los diferentes mecanismos de relajacion permitidos para dicho sistema de espines: transiciones de

cero, uno y doble cuanto denominadas WoaB, Wia'y W2aB, respectivamente.

BB BB

e Wia T x Wgp
AN AN
\\ \\
W
Ba Ba a P i Ba
WO
‘\ ‘\
AN N
"% / Wi N / Wi

oo oo

A B

Figura 30. Niveles energéticos y mecanismos de relajacion para un sistema ideal de dos espines.

El cambio en la intensidad del espin A estd determinado por las transiciones de cero, uno y doble
cuanto y son aplicables a un sistema ideal de dos espines. El cambio en la intensidad del espin A

respecto al tiempo se define por la ecuacion de Solomon:

dAz
— = —(Az— AY) — (Woas + 2Wia + W2aB) — (Bz — B2)(W2a8 — Woas
dt Z Z

Ecuacion 11

donde Az y Bz son las componentes de la magnetizacion longitudinal para el espin A y B, A y
B? son las componentes a tiempo cero. La ecuacion de Solomon es aplicable a un sistema ideal
de espines (aislados, sin acoplamiento escalar, dentro de una molécula rigida que presenta
movimiento isotropico). El efecto NOE puede ser positivo o negativo y su signo depende de la
transicion de relajacion que predomine, dicha transicion estd asociada al movimiento de la
molécula. Las transiciones de cero cuanto (movimientos lentos) generan NOEs negativos

mientras que las de doble cuanto (movimientos rapidos) generan efectos NOE positivos.
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Existen dos formas de llevar a cabo la medicion del efecto NOE, la primera de ellas es a través de
la saturacion de una frecuencia de resonancia (steady state NOE), es decir se lleva a cabo la
irradiacion del espin A con una radiofrecuencia lo suficientemente débil de tal forma que el espin
B no se ve afectado. La irradiacion es aplicada por un tiempo tal que se llega a la saturacion A, =
0, lo que significa que se alcanzd el estado estacionario y con ello las magnetizaciones no
cambian a lo largo del tiempo. De esta forma se adquiere un primer espectro llevando a cabo la
generacion del estado estacionario saturando una sefial blanco (on-resonance, incremento) y
posteriormente se adquiere un espectro de donde se satura una zona donde no hay sefal (off-
resonance, referencia), ambos espectros se restan y entonces se puede observar la diferencia en
las intensidades de las sefiales debido a la transferencia de magnetizacion de un espin a otro a

través del espacio, Figura 31.

Incremento

Referencia _)k —)L

Diferencia L

\

Figura 31. Procedimiento para adquirir un espectro de NOE diferencial.

Con la idea de establecer la proximidad del benceno al carbohidrato y con ello demostrar
contundentemente la formacion del complejo de van der Waals se decidido emplear esta técnica.
Asi se estudiaron la o-galactosa permetilada (1), [-galactosa permetilada (2), o-manosa
permetilada (5) y la B-galactosa peracetilada (6). Este ultimo carbohidrato se utilizd para llevar a
cabo una comparacion de las propiedades de los grupos metilos y acetilo como sustituyentes, ya
que han sido descritos como grupos similares, lo que es extrafio porque su naturaleza quimica es

muy diferente.

71



Los espectros de los cuatro carbohidratos se presentan en la Figura 32, todos ellos se encuentran
graficados con la misma escala en el eje de las ordenadas, lo cual confirma la mayor o menor
proximidad de la molécula de benceno con el carbohidrato. A mayor proximidad mayor efecto
NOE. Como puede observarse para los epimeros a y B de la galactosa permetilada, las sefiales
que corresponden a los atomos de hidrogeno His, Hsy y Hs presentan una sefial positiva, es decir,
para ambos casos, existe una molécula de benceno proxima a estos dtomos de hidrogeno. Es
destacable que la intensidad de las senales es menor para el epimero a esto puede atribuirse al
hecho de que el benceno debe ubicarse mas distante por el efecto repulsivo del sustituyente en la
posicion anomérica. También puede apreciarse en todos los casos, que las sefiales de los grupos
metilo presentan efecto NOE, dado que como se habia discutido con las titulaciones anisotropicas
es muy probable que estos grupos interactiien con una molécula de benceno durante el proceso de

solvatacion dada su exposicion al medio.

En el caso de la B-galactosa peracetilada (6), son destacables dos aspectos. Las sefiales que
corresponden a los 4&tomos de hidrogeno del anillo de pirano presentan efecto NOE, sin embargo
¢éstas apenas puede apreciarse por encima de la linea base y es destacable que dichas sefiales estan
muy desplazadas a campo bajo, respecto a la de los derivados permetilados. Este fendémeno es
comun en los carbohidratos peracetilados. Por otro lado, las sefiales que corresponden a los
metilos del grupo acetilo estan muy desplazados a campo alto respecto a un grupo acetilo libre,

fenomeno contrastante respecto a los derivados permetilados.
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Figura 32. Espectros Steady-NOE de los carbohidratos permetilados 1, 2 y 5 y acetilado 6.

En el caso de la a-manosa permetilada (5), se observo un fendmeno que contrasta con el de los
otros carbohidratos. Como puede observarse en la Figura 32, las sefiales que corresponden a los
atomos de hidrogeno anulares presentan una sefial positiva apenas por encima de la linea base.
Este fendmeno estd asociado a la concentracion de la muestra, lo que contrasta con el resto de los
carbohidratos. En la Figura 33 se muestran los espectros Steady-NOE para diferentes
concentraciones de la manosa. Es importante sefialar que nuevamente todos los espectros estan
graficados con la misma escala en el eje de las ordenadas para poder comparar la interaccién con
las moléculas de benceno. La concentracion bajo la cual se llevaron a cabo las adquisiciones de

los espectros de la Figura 32 es 0.12 M.
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0.12M |

Figura 33. Espectros Steady-NOE de la a-manosa permetilada (5) a diferentes concentraciones.

Como puede apreciarse en la Figura 33 conforme disminuye la concentracion de la muestra, el
incremento del NOE se reduce aunque no de forma proporcional. De la misma forma es
destacable que a la concentracion 0.4 M, se puede identificar las sefiales de los cinco grupos
metilo. Cuando se adquiri6 el espectro en concentraciéon 0.24 M, ya sélo se identifican cuatro
sefiales, hasta que en concentracion 0.06 M, las sefiales de los grupos Me;, Mes y Mes aparecen

como un singulete ancho, que integra para nueve atomos de hidrégeno.
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El efecto de la concentracion, es un fendmeno que alin se encuentra en estudio, por lo cual
todavia no se pueden dar conclusiones al respecto. La Figura 33 muestra las graficas de la region
de sefiales que comprende a los atomos de hidrogeno del anillo de pirano y los grupos metilo. El
atomo de hidrogeno anomérico Hj, se excluyo con el objeto de hacer mas apreciable el fenomeno

descrito con anterioridad.

La B-galactosa permetilada (2) es un compuesto s6lido y la estructura obtenida por difraccion de
rayos X se presenta en la Figura 34. En esta se puede observar que todos los grupos metilo se
encuentran en una conformacion extendida tal, que existe una cavidad en la cara o del
carbohidrato, que hace posible disponer del espacio adecuado para que una molécula de benceno

se aproxime e interaccione con los atomos de hidrégeno Hs, Hy y Hs.

Figura 34. Conformacion en el estado sélido de B-galactosa permetilada (2).

Para corroborar que los sustituyentes acetilo y metilo presentaban una conformacion similar se
recurri6 a la sobreposicion de las estructuras del derivado permetilado (2) con aquellas
estructuras obtenidas por estudios de difraccion de rayos X de los epimeros a-galactosa
peracetilada " y P-galactosa peracetilada (6),” las cuales se encuentran descritas en la
literatura. Con dicha sobreposicion se pudieron obtener algunas conclusiones.

En la Figura 35, puede apreciarse en el modelo de “pelotas y palos™ a la B-galactosa permetilada,
y en el modelo de “alambres” a la galactosa peracetilada en la parte superior al epimero oy en la
inferior al epimero . Como se puede ver, los grupos metilo del derivado permetilado presentan

como ya se menciond una conformacidn extendida, aspecto que se contrapone a los derivados
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acetilados, donde los grupos acetilo presentan una conformacién tal que no existe una cavidad
que permita que la molécula de benceno pueda aproximarse, ya que los grupos carbonilo generan
un ambiente repulsivo para permitir dicha aproximacion. De la misma forma, puede observarse
que todos los grupos carbonilo se encuentran eclipsando a los 4tomos de hidrogeno del anillo de
pirano, de tal forma que estos atomos de hidrogeno se encuentran en la zona de desproteccion o
paramagnética del carbonilo. Esto explica el porqué dichos atomos de hidrégeno son
identificados en el espectro de 'H de RMN a campo mads bajo respecto a los compuestos
permetilados. También puede hacerse la consideracion de que durante el proceso de solvatacion,
los grupos metilo del grupo acetilo, (cuyos atomos de hidrogeno son donados de mejor manera,
dada su acidez) interaccionan fuertemente con las moléculas de benceno, lo que ocasiona que

dichas senales se encuentren desplazadas a campo alto.

Otro aspecto que se debe resaltar es que la presencia del sustituyente en la posicion anomérica
puede afectar de cierta forma la aproximaciéon de la molécula de benceno a los 4tomos de
hidrogeno Hj, Hs y Hs, manteniéndola un poco mas alejada para el caso del epimero o respecto al
[, donde el sustituyente en posicidon ecuatorial deja un atomo de hidrogeno (H;) que facilitaria

dicha aproximacion, lo que concuerda con los resultados del cambio del desplazamiento quimico.
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Figura 35. Superposicion de 3-galactosa permetilada (2) con a-galactosa peracetilada (7) y B-galactosa

peracetilada (6).

Es claro que en un sistema la relajacion dipolar no es el inico mecanismo de relajacion y es
sabido que el efecto NOE es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia

existente entre los nucleos involucrados.

Ecuacion 12

Dada esta dependencia del NOE con la distancia, existe un limite finito en el cual dos nucleos
pueden interaccionar a través del espacio por transferencia de magnetizacion. En el caso de las
macromoléculas la distancia es de hasta 6 A, pero para moléculas medianas (como péptidos) la

distancia es de hasta 4 A.

De acuerdo a la ecuaciéon de Solomon (Ecuacion 11) la diferencia entre las probabilidades
(W24 — Woas) se denomina constante de relajacion cruzada (cap) y representa la velocidad de

las transiciones dipolo-dipolo que tienen como consecuencia el dar origen al NOE. También
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permite la determinacion de cuan rapido crece el NOE entre los espines A y B. El otro término
(Woas + 2Wi1a + W2aB) se llama constante de relajacion dipolar longitudinal (pag) y define la
parte que corresponde al mecanismo de relajacion que se encarga de restablecer el equilibro A.
Cuando se incorporan dichas definiciones y si se considera la saturacion del spin B, en el estado
estacionario se debe cumplir la condiciéon dAz/dt = Bz= 0, con lo que:

oaB _ Az—AY
PAB BY

Ecuacion 13
Al inicio de los experimentos las componentes longitudinales de los spines A y B son idénticas,
(42 = BY), B? puede sustiturse y de esta forma calcular el NOE maximo para el espin A en el

estado estacionario tras la saturacion del espin B:

40 .
— # _0AB _ ¥YB Ecuacioén 14
Az PAB Ya

Para determinar si una molécula estd cerca de otra, es importante determinar la constante de
relajacion cruzada, la cual se obtiene cuando se construyen las curvas del crecimiento del NOE a
diferentes tiempos de mezlca (ty,). En dichas curvas, las pendientes son directamente
proporcionales a Gap; ejemplos de estas curvas se muestran en la Figura 36, en donde se describe
el comportamiento de diferentes dtomos de hidrogeno de la glucosa, ribosa, idosa y streptosa,

. . c i1 T3
dichos residuos forman parte de un tetrasacarido.
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Figura 36. Curvas del crecimiento del NOE variando el tiempo de mezcla, por inversion de un atomo de

hidrégeno del tetrasacarido.”

Con esta metodologia se llevd a cabo la construccion de las curvas del efecto NOE para la -
galactosa permetilada (2) y se adquirio el espectro TR-NOE (NOE transitorio) en una dimension
en el cual el espin escogido (sefal del benceno) se invirtid6 mediante un pulso selectivo de

radiofrecuencia y se sigui6 el crecimiento del NOE a diferentes tiempos de mezcla.

La Grafica 21 muestra el crecimiento del NOE para los atomos de hidrogeno H; y Hs de la
galactosa. Como se puede apreciar son las curvas caracteristicas que presentan una pendiente
positiva a tiempo de mezcla cortos y negativa a tiempos de mezcla largos. Estas curvas son
tipicas para sistemas que presentan interaccion, es decir, con esto se puede afirmar que el
benceno se encuentra préximo a estos atomos de hidrogeno. De la misma forma se pueden
apreciar en la Grafica 22 las curvas para los 4&tomos de hidrogeno H;, H, y Hey. En los tres casos

se espera que dichos atomos de hidrogeno se encuentren distantes respecto al benceno y como se
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puede identificar, las curvas son aleatorias a lo largo de todas las determinaciones, es decir,

dichos atomos de hidrégeno no interactuan con el benceno.

B-galactosa permetilada
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Grafica 21. Curvas de crecimiento del NOE para los atomos de hidrégeno con interaccion CH/x de la 3-

galactosa permetilada (2).
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Grafica 22. Curvas de crecimiento del NOE para los atomos de hidrogeno sin interaccion CH/x de la 3-

galactosa permetilada (2).
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2.6 Determinacion de la energia de interaccion.

Como se indicé en la introduccion de esta tesis, se puede considerar la existencia de
reconocimiento molecular cuando existe una region especifica de una molécula que origina la
complementariedad acompanada de una interaccion estabilizante.

Con los resultados mostrados hasta el momento se pudo determinar la region molecular en la cual
se presenta la interaccion CH/m. Sin embargo el andlisis riguroso de la interaccion debe
considerar la energia de solvatacion. El término de solvatacion involucra los cambios energéticos
y estructurales que ocurren en el sistema al transferir moléculas de soluto en el disolvente. Estos
cambios incluyen la ruptura de las interacciones intramoleculares del disolvente y del soluto, asi
como la formacion de nuevas interacciones intermoleculares que se originan entre el soluto y el
disolvente.”* En este caso, las diferencias en la entalpia de solvatacién, reflejan la magnitud de la
interaccion de cada uno de los isdmeros de los carbohidratos con las moléculas de disolvente. El
Esquema 5 muestra los términos necesarios a considerar para determinar esta propiedad
termodindmica. La entalpia asociada al cambio de fase asi como la entalpia de disolucién pueden

determinarse directamente en el calorimero.”' La entalpia de disolucién (A, H°) en benceno fue

determinada para los siguientes carbohidratos: a-galactosa permetilada (1), P-galactosa

permetilada (2), B-galactosa peracetilada (6) y o-manosa permetilada (5).

Los valores de A, H: pueden ser utilizados si se tienen las siguientes consideraciones: es

necesario determinar el calor liberado como consecuencia del rompimiento de las interacciones
intramoleculares asi como el calor liberado cuando cada una de las moléculas es rodeado por una
esfera de moléculas de disolvente.” De esta forma, se puede asumir que para los compuestos
solidos 2 y 6 se obtuvo un valor positivo de entalpia de disolucion, lo que indica que estos
compuestos son mas estables en estado solido que en la solucion. Estos valores son féciles de
explicar ya que la ruptura de la red cristalina requiere energia. Por el contrario para los
compuestos liquidos 1 y 5 se obtiene un valor negativo (exotérmico) de la entalpia de disolucion.

Todos estos resultados se encuentran descritos en la Tabla 19.
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Carbohidrato (gas)

Sublimacién o Vaporizacion Solvatacion
AGH;, 0 AH, Aty
Carbohidrato Disoluciéon Carbohidrato

(so6lido o liquido) Ay H > (solucion)

Esquema 5. Determinacion termodinamica del calor de solvatacion.

El derivado de la manosa (5) se us6 como referencia, ya que de acuerdo con resultados previos, el
anillo de piranosa no tiene el patron de sustitucion requerido (al menos tres enlaces C-H
expuestos en la misma regién molecular)®® para presentar la interaccion CH/m,*' por lo cual se
puede considerar que el compuesto 5 no puede interactuar con el benceno a través de un
complejo de van der Waals, pero si es solvatado por €. Por otro lado el compuesto 6 (B-galactosa
peracetilada) fue usado para evaluar el efecto del grupo acetilo en la interaccion. En este
compuesto la acidez de los atomos de hidrogeno del grupo O-acetilo es mayor que en el grupo O-

metilo (como en los compuestos 1, 2 y 5).

La entalpia asociada al cambio de fase refleja la energia cohesiva de la red cristalina en el caso de
los compuestos solidos. Por otro lado, las fuerzas dipolares intermoleculares deben ser
predominantes en el compuesto 6 debido a la presencia del grupo O-acetilo. Los resultados
obtenidos confirman lo anterior, ya que el calor de sublimacion de este compuesto tiene el valor
mas grande respecto a los cuatro compuestos estudiados. Para los compuestos 1, 2 y 5, las fuerzas
intermoleculares entre los grupos O-metilo deben ser originadas por las fuerzas de dispersion, lo
cual tiene consecuencias en el valor del calor de sublimacion de [-galactosa permetilada (2)
respecto al del compuesto -galactosa peracetilada (6) y ocasionando que los compuestos 1 y 5

sean liquidos.

Se debe hacer énfasis que para los compuestos solidos 2 y 5 se reporta el calor de sublimacion

A% H?, mientras que para los compuestos liquidos 1 y 5 se reporta el calor de vaporizacion ASH? .
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Tabla 19. Entalpia de solvatacién (en kJ mol™) de: a-galactosa permetilada (1), p-galactosa permetilada
(2), B-galactosa peracetilada (6), o.-manosa permetilada (5) en benceno (1:10, mol:mol. La entalpia de
disolucion fue determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K, y las entalpias de cambio de fase

determinadas por calorimetria de barrido.

o

st N Hyor AL o Ot (2)°
-0.67 88.37 -89.04 2.00
16.54 105.25 -88.71 5.54
-3.65 75.18 -78.83 3.91
12.10 144.64 -132.54 6.19

a - .
Para los compuestos solidos 2 y 6 se reporta el calor de sublimacion A% H? y para los compuestos

liquidos 1 y S se reporta el calor de vaporizacion ASH? L6, es la incertidumbre final de la entalpia de
solvatacion, calculada a partir de las incertidumbres en las entalpias de disolucion y de cambio de fase.

La energia de solvatacion A_, /° del derivado de la manosa 5, (-78.8 + 3.9 kJ mol™") demuestra

que este compuesto es el menos estable en solucion. Como se esperaba, debido a la

estereoquimica del anillo de piranosa, los valores de A H: son mdas grandes para los

solv
compuestos 1 (—89.0 + 2.0 kJ mol™") y 2 (-88.7 £ 5.5 kJ mol™). En principio, es posible inferir
que la diferencia energética entre los derivados 1 y 2 de la galactosa y su analogo de la manosa 5
se debe a la energia de interaccion CH/m pues se puede considerar que la solvatacion de los tres
compuestos es similar respecto a los sustituyentes, la cual puede ser estimada a través de la

S s 41
s1gulente ccuacion:

Energia CH/n = A Hy 62— Ay Hy 5)

solv: " m

Ecuacion 15

En la Ecuacion 15 se muestra la definicion formal de la energia de interaccion CH/.
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En este momento, es posible asumir que el término A H? del compuesto 5 solo incluye las

interacciones de los grupos O-metilo y el disolvente, mientras que este mismo término para los
compuestos 1 y 2 también incluye la interaccion CH/n. De acuerdo a esta aproximacion, la
interaccion CH/z de los epimeros de la galactosa con benceno corresponde a 10.2 'y 9.9 kJ mol™
para los compuestos 1 y 2 respectivamente. Estos valores estan de acuerdo con los valores
tedricos calculados a nivel MP2/6-31G(d,p) cuando se incluye la correccidén por superposicion de
bases (BSSE) durante el proceso de optimizacién que es de 12.5 kJ mol™ para el complejo 1%y

11.3 kJ mol™ para el complejo 2. (Figura 37).

Figura 37. Estructura del complejo benceno/B-fucosa (1)* y benceno/a-fucosa (2) al nivel de teoria
MP2/6-31G(d,p) incorporando la correccion BSSE durante la optimizacion de la geometria.

Las interacciones carbohidrato/residuo aromatico han sido estudiadas empleando métodos
computacionales. Los resultados obtenidos oscilan entre 10.5 y 20.9 kJ mol™ cuando se utiliza el
método MP2, ya que los diferentes métodos tedricos incluyen diferentes niveles de

aproximacion’®”’®

propiciados por las diferentes consideraciones que se asumen al elegir el nivel
de teoria. Es por ello que la obtencion experimental de 10.0 kJ mol™ brinda un parametro

experimental para la evaluacion del método tedrico utilizado.
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Para el compuesto peracetilado 6, la entalpia de sublimacion es de 144.6 kJ mol” lo cual
concuerda con la presion de vapor medida experimentalmente. De forma interesante, la
interaccion de esta molécula con benceno corresponde a una energia de interaccion de —
132.5 kJ mol™, lo cual la convierte en la molécula més estabilizada del presente estudio. Si la
energia de estabilizacion no correspondiera a la generada por una interaccion CH/m con los
atomos de hidrogeno del anillo de piranosa, entonces dicha estabilizacion corresponde a la
interaccion de los grupos acetilo con las moléculas de benceno; esto es razonable ya que, si al
valor de la entalpia de solvatacion del compuesto 6 se le resta el valor de solvatacion del
compuesto 5 existe una diferencia de —53.7 kJ mol™, lo que permite asumir que en promedio cada
grupo acetilo contribuye con —10.7 kJ mol™ a la interaccion total, que es un valor adecuado para
una interacciéon CH/m. Esto confirma una vez mas que son los grupos metilo del grupo acetilo los
que interaccionan con las moléculas de benceno y se corrobora con los desplazamientos quimicos

observados a campo alto.

2.7 CONCLUSIONES

La interaccion entre o-galactosa permetilada (1), P-galactosa permetilada (2), B-galactosa
peracetilada (6) y a-manosa permetilada (5) con benceno determinada por microcalorimetria fue
de —89.04 £ 2.00, kJ mol™', —88.71 04 + 5.54, kJ mol', ~132.54 £ 6.19, kJ mol”', y ~78.83 04 +
391, kJ mol'l, respectivamente. Dichos valores confirman que la naturaleza de esta interaccion

estabilizante es entalpica.

Desde el punto de vista estructural, se identificaron las regiones interactuantes empleando
experimentos de RMN. Mientras que para la 3-galactosa permetilada (2), la interaccidon se genera
en la cara (R-) a- del carbohidrato donde se presentan interacciones CH/7t con el benceno, para la
o-manosa permetilada (5) no se observaron interacciones de este tipo. Para el compuesto -
galactosa peracetilada (6), los desplazamientos quimicos y los datos de NOE demuestran que los
grupos metilo de los grupos O-acetilo son los que interacttian de forma eficaz con el anillo de

benceno. Los carbonilos generan un ambiente repulsivo alrededor del anillo de piranosa, lo cual
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impide la formacion eficiente de interacciones CH/m con la cara R del azucar. Las
determinaciones calorimétricas indican que cada uno de los grupos metilo contribuyen a la
estabilidad del sistema con aproximadamente —10.7 kJ mol™, sin embargo los grupos metilo de
los grupos O-acetilo tienen diferente comportamiento quimico respecto a los sustituyentes O-
metilo cuando interaccionan con el benceno, hecho que posiblemente tiene su origen en la
polarizacion de los atomos de hidrogeno del grupo acetilo, lo que contribuye a su bien conocida
acidez. El benceno puede reconocer y por tanto diferenciar a los anomeros o y 3 de la galactosa

permetilada (1 y 2), a la manosa permetilada (5) y a la galactosa peracetilada (6).”

A diferencia de lo descrito en la literatura, el estudio directo de los carbohidratos sustituidos con
grupos metilo o acetilo permiten establecer que estos grupos son muy diferentes cuando
sustituyen a la galactosa; mientras que el metoxilo no interactia de forma importante con el
benceno, el acetilo si lo hace de forma intensa y bloquea el acceso a la cara o del carbohidrato,
por lo tanto el efecto reportado puede ser una consecuencia de las interacciones entre el grupo

metilo del grupo acetilo con el residuo aromatico, en lugar de carbohidrato/residuo aromatico.

La metodologia presentada como resultado de la combinacion de RMN, calorimetria y célculos
computacionales permite la obtencion de argumentos experimentales para explicar la interaccion
del modelo de carbohidratos/residuo aromatico y la convierte en una metodologia aplicable en

estudios mas complejos.

En el caso de las esferas de solvatacion, los cambios del desplazamiento quimico observados
durante las titulaciones anisotropicas dan un indicio de que la primera esfera de solvatacion esta
constituida por tres moléculas de benceno por cada una de carbohidrato. En el caso de las
titulaciones con hexaflurobenceno nuevamente la primera esfera de solvatacion estd constituida
por tres moléculas de disolvente por cada una de carbohidrato, sin embargo dada la

electronegatividad de los atomos de fluor, la interaccion que predomina es la CH/n.
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2.8 PARTE EXPERIMENTAL

Todos los reactivos se obtuvieron comercialmente y se utilizaron directamente del envase que los
contenia, sin previa purificacion. La cromatografia en capa fina se desarrollé sobre cromatoplacas
de gel de silice 60 de 0.20 mm de espesor (ALUGRAM SIL G/UVjs4) Macherey-Nagel

utilizando luz ultravioleta (UV) para identificar y revelar los productos.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en CHCl; o bien en pastilla de KBr y con un equipo

Perkin Elmer Spectrum One (FT-IR), las frecuencias de absorcién se reportan en cm’.
Los espectros de masas se determinaron a 70 eV en un espectrometro Jeol JAS-Ax505

En los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se describen mas adelante, los
desplazamientos quimicos se reportan en la escala & (ppm), utilizando TMS como referencia
interna. Para indicar la multiplicidad de las sefiales de los espectros de RMN de proton se
utilizaron las siguientes abreviaturas: sefal (s) simple, (d) doble, (t) triple, (c) cuadruple, (m)

multiple y (sa) sefial ancha. Las sefiales complejas reportadas corresponden al centro de la senal.

Los puntos de fusion se determinaron empleando un aparato Fisher-Johns usando laminillas de

vidrio abierto y no estan corregidos.

La purificacion de los compuestos sintetizados se llevd a cabo mediante cromatografia en

columna tipo flash, utilizando silica gel Merck 230-400 mallas (0.040 — 0.063 mm).

2.8.1 Sintesis de los compuestos de interés.

Para llevar a cabo la sintesis de los compuestos permetilados se siguié la metodologia descrita
por Wang et al® A1 g (5.15 mmol) de metil-D-pirandsido se disolvié en 7 mL de sulfoéxido de
dimetilo, se adicionaron lentamente 10 mL (50 mmol) de una solucién al 50% de NaOH, de tal

forma que al terminar la adicion se formara una suspension de aspecto gelatinoso.
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Posteriormente, se adicionaron 3 mL (48.2 mmol) de CH;l. La reaccion se mantuvo en agitacion
durante 24 h, al término de las mismas la mezcla de reaccion adquiere un color blanco. Entonces
se adicionan 100 mL de agua y se extrae con CH,Cl, (3 x 100 mL). Los extractos orgdnicos se

combinan, se secan con Na,SQy, se filtran y se concentran al vacio.

La purificacion de los compuestos para las determinaciones de calorimetria requirié un proceso
diferente para los compuestos soélidos y liquidos, dado que esta técnica requiere de un grado de

pureza de al menos 99.9%.

Los compuestos [-galactosa permetilada (2) y B-glucosa permetilada (4) son compuestos solidos;
para la purificacion de éstos fue necesario llevar a cabo dos separaciones cromatograficas en
columnas consecutivas usando como soporte silica gel y como eluyente mezclas hexano:acetato
de etilo en proporciones 95:5, 90:10, 80:20. El compuesto puro que se recuperd de las fracciones
de la columna, se concentrd y posteriormente fue tratado dos veces consecutivas con el 10% en
peso de carbon activado; para ello, el compuesto se disolvid en acetato de etilo, se adicion¢ el
carbon activado y se dejo 3 minutos en agitaciéon bajo calentamiento. La mezcla se filtro, se
concentrd al vacio. De esta forma se obtuvieron dos compuestos solidos de color blanco, la
pureza de los mismos fue determinada por cromatografia de gases-masas y ésta fue del 100%

para ambos casos.

Para el caso de los anomeros o de la galactosa (1), glucosa (3) y manosa (5), los compuestos son
liquidos. Para su purificacion se utiliz6 cromatografia en columna. Se efectuaron dos columnas
consecutivas usando como soporte silica gel y como eluyente mezclas hexano:acetato de etilo en
proporciones 95:5, 90:10, 80:20. El producto puro recuperado en las fracciones de la columna se
concentr6 al vacio y después se pasd por una microcolumna que tenia como soporte carbon
activado, el eluyente fue hexano. El compuesto se concentro y se determiné su pureza a través de
cromatografia de gases-masas. La pureza de la a-galactosa permetilada (1) obtenida fue de
99.89%, de la a-manosa permetilada (5) 99.91% y de la a-glucosa permetilada (3) 99.23% por lo
cual este ultimo compuesto s6lo fue utilizado para los estudios de RMN y no para los de

calorimetria.
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2.8.2 Estudios de RMN.

En los estudios de RMN de cambio del desplazamiento quimico (Ad) se pesaron 30 mg (0.12
mmol) del carbohidrato los cuales se disolvieron en aproximadamente 0.5 mL del disolvente
deuterado. Se adquirieron los espectros de 'H, C, DEPT, COSY, NOESY, HSQC y HMBC para
confirmar la asignacion completa del carbohidrato. Los espectros se adquirieron en un equipo

Varian-Inova 500 MHz.

La metodologia para llevar a cabo las titulaciones anisotrdpicas fue la siguiente: se disolvieron
110 mg (0.44 mmol) de carbohidrato en 0.5 mL de CDCls, posteriormente se fueron adicionando
cantidades medidas (19.4 uL / 0.22 mmol) de C¢Ds, de tal forma que para la segunda adicion ya
se tuviera en el tubo de RMN una relacion 1:1 de carbohidrato:Ce¢Dg. Se efectuaron 12 adiciones
de C¢Dg, con lo cual se llegd a una relacion 1:6 carbohidrato:benceno. Al realizar cada una de las
adiciones se adquiri6 el espectro de 'H de RMN. Se empled trimetil silano (TMS) como
referencia interna. El procedimiento fue idéntico para la titulacion anisotropica usando
ciclohexano-d;,, salvo que el carbohidrato se disuelve en 0.5 mL de C¢Dj, y se efectuaron 12

adiciones de C¢Dg, también se empleo trimetil silano (TMS) como referencia interna.

Para la titulacion anisotrdpica en la que el agente titulante es D,0, la metodologia fue similar. Se
disolvieron 110 mg (0.44 mmol) de carbohidrato en 0.5 mL de C¢Ds, posteriormente se fueron
adicionando cantidades medidas (0.7 uL / 0.22 mmol) de D,0O, de tal forma que para la segunda
adicion ya se tuviera en el tubo de RMN una relacion 1:1 de carbohidrato:D,0. En esta ocasion
s6lo se efectuaron 8 adiciones de D,O, con lo cual lleg6 a una relacion 1:4 carbohidrato:D,0, ya
que con las adiciones consecutivas de agua deuterada, se propicia la formacion de una emulsion
que complica el ajuste en la homogeneidad del campo magnético (shimming). Al realizar cada
una de las adiciones se adquiri6 el espectro de 'H de RMN. Se usd como referencia interna un
capilar con una solucién de 3-(trimetilsilil) propionato de sodio (TSP) en D,0 para el espectro de

'H.

Para los estudios del incremento NOE, el carbohidrato permetilado (15 mg, 0.06 mmol) se

disolvi6 en una mezcla de disolventes C¢Dg-CsHg (0.25 mL-0.25 mL) y la determinacion se llevo
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a cabo usando un espectrometro de Bruker 500 MHz. Los espectros 1D NOE diferenciales fueron
obtenidos tras la irradiacion de la molécula de benceno posterior a la diferencia de espectros on-

resonance 'y off-resonance con irradiaciones selectivas en barridos alternados.
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2.9 APLICACIONES DE LA METODOLOGIA DESARROLLADA EN EL
PRESENTE TRABAJO

2.9.1 Estudio teorico de la conformacién de un producto natural estabilizada por

interaccion CH/x.

A menudo las interacciones débiles son subestimadas en procesos conformacionales, pero es
indudable que es importante considerarlas en la conformacion final de los compuestos. Por
ejemplo, es sabido, que la preferencia por la posicion axial del grupo hidroxilo en el 5-hidroxi-

1,3-dioxano es atribuida a un enlace de hidrogeno intramolecular que como ya se menciond, es

81,82

una de las interacciones mas fuertes e incluye interacciones como la CH-r, nt-m, etc. También

es aceptado que los grupos hidroxilo en los carbohidratos adoptan una disposicidon espacial tal,
que existe un arreglo cooperativo entre ellos.”’ También han sido identificadas interacciones

estereoelectronicas como la no —c*c.o como un posible origen del efecto anomérico en el

83-85

segmento O-C-O de los carbohidratos.”” " Es sabido que las interacciones CH/m tienen un papel

31,41,66

importante en el reconocimiento de los carbohidratos por las proteinas como el caso de la

galactosa por las galectinas.’® El compuesto que se muestra en la Figura 38, es denominado
acacetina 8-C-neohesperidédsida y/o C-glicosilflavona (7) que se aisla de la rutacea Fortunella

87

margarita,”® F. japonica, ®" asi como de la Amaranthaceac Alternanthera maritima™ y A.

tenella.” y se sintetiza a partir de la acacetina.*® Los datos espectroscopicos de dicho compuesto

no se han publicado completamente.***’

También se ha aislado de la especie Piper ossanum Trel.
a la que se le conoce como “Platanillo de Cuba”. Las hojas son usadas en la medicina tradicional

de Cuba como hemostatico, antiséptico, cicatrizante o diurético.”
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7,R=H

Figura 38. Estructura de la C-glicosilflavona (7) aislada de las hojas de Piper ossanum Trel.

En un estudio reciente’’ se dieron a la tarea de completar la asignacion de RMN de 'H'y °C de
dicho compuesto. Al analizar los espectros de RMN de 'H, se observé un comportamiento
andémalo en los atomos de hidrégeno del grupo metino de la posicion C-5 asi como de los 4&tomos
de hidrégeno del grupo metilo de la posicion C-6 del residuo de la ramnosa (H-5"" y H-6"""). El
fenomeno observado es que estos atomos de hidrogeno presentaban un efecto de proteccion
diamagnética. Los desplazamientos quimicos que presentan son de 06=2.11 y 0.46,
respectivamente. Este efecto se atribuyo al efecto de anisotropia que presenta el anillo aromético
del residuo de aglicona. Este mismo fendmeno puede ser observado en algunos productos
naturales como los derivados O-acetilados de la vitexina®® y C-8 y C-6 glicosilflavonoides; sin

embargo no ha sido explicado hasta el momento.”**

De acuerdo al tamafo de la molécula y considerando las interacciones estéricas, este tipo de
compuestos deberian adoptar una conformacion extendida, sin embargo es posible que algunas de
las interacciones débiles como las estudiadas en esta tesis jueguen un papel relevante propiciando
asi una conformacién plegada, en la que pueden ser afectados el residuo del azlcar

(principalmente H-5""" y H-6"""). Con el objetivo de corroborar y dar una explicacion al
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fenémeno ya descrito, se llevo a cabo un estudio tedrico de los dos rotdmeros del compuesto 7 los

cuales se generan por la rotacion alrededor del enlace C1°°(Glu)-C8(Ar) (A y B, Figura 39).

&

Figura 39. Conformeros del compuesto 7 generados con el giro del enlace C1°’-C8

El estudio consistid6 en llevar a cabo cdalculos teéricos a nivel mPWB95/6-31+G(d,p)

(desarrollado recientemente por Truhlar).”>”°

Los resultados obtenidos, permiten afirmar que el
compuesto 7 estd conformacionalmente restringido debido a la suma de muchas interacciones
débiles. En esta conformacion la a-L-ramnosa con su sustituyente de glucosa en posicion axial
muestra un efecto endo-anomérico, que produce que la distancia C1-Ocngo sea de 1.388 A y de
1.410 A para la distancia C1-Ocy,. En el conféormero A la distancia C1- Ogygo €s de 1.385 A
mientras que para el conférmero B es de 1.420 A para en enlace C1-O.,. Estas distancias

concuerdan y pueden ser atribuidas a la interaccion estabilizante no — 6*c.o

En ambos conformeros, el residuo de glucosa estd orientado de tal forma que un par electrénico
no compartido se mantiene de forma antiperiplanar respecto al enlace C-O endociclico, lo que
significa que presenta un efecto exo-anomérico.”™ El grupo hidroxilo de la posicion 2 (C-2""")
del residuo de ramnosa da origen al efecto A2, lo que incrementa el efecto anomérico en ca. 1

kcal/mol.””®
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Como se esperaba, el anillo aromatico tiene una orientacion ecuatorial y los grupos hidroxilo se
orientan de tal forma que presentan interacciones aditivas. Existe una diferencia en estabilidad
entre los dos conférmeros de 4.25 kcal/mol. Esta diferencia se atribuye a un enlace de hidrogeno
adicional entre el grupo hidroxilo de la posicion C-7 y el dtomo de oxigeno endociclico del
glucopirandsido en el conféormero A, lo que restringe la rotacion libre del atropoisomero. En
comparacion, la energia del rotdmero B se incrementa por la proximidad de dos atomos de

oxigeno y la pérdida de un enlace de hidrogeno.

La existencia de la interaccion CH/xt, de la cual ya se ha hablado con anterioridad, que se sabe
que tiene una energia de 1 a 3 kcal/mol y que en los espectros de RMN de 'H puede asociarse a

41,66
7 se presenta en la

efectos diamagnéticos por el efecto de proteccion del anillo aromatico
molécula estudiada. Los desplazamientos quimicos de los 4&tomos de hidrégeno asociados con el
glicésido fueron calculados usando el método GIAO (Gauge-Independent Atomic Orbitals por
sus siglas en inglés) a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p)/mPWB95/6-31+G(d,p), Figura 40. Los
resultados tedricos indican que los atomos de hidrégeno del grupo metilo (H-6"’) y el atomo de
hidrégeno del grupo metino (H-5"") presentan efecto de proteccion diamagnética, lo que tiene su
origen en la interaccion CH/m con el anillo aromdtico A de la flavona. Las distancias de
interaccion son de 2.60, 2.82, 2.64, 3.00, 3.02 y 2.83 A, similares a las obtenidas para el complejo

66 . . . )
fucosa-benceno.”” De forma interesante, las distancias son mayores para el conféormero B: 3.03,

2.67,2.73,3.25y3.31 A.

Glu
(4.76) (3.24)
5.35 3.66
(3.43) 4.41
5.65
5 (4.96)

434 371 398
404) (343 (59

Figura 40. Desplazamientos quimicos del residuo de glucosa para el compuesto 7. Calculados a nivel
B3LYP/6-311++G(2d,2p)// mPWB95/6-31+G(d,p) y reportados experimentalmente (en paréntesis).

94



Los resultados tedricos confirman que el compuesto 7 presenta una conformacion plegada,
estabilizada por interacciones como el efecto anomérico, el efecto A2 y la interaccion CH/z, lo
que propicia que el grupo metilo y metino se mantengan cerca de los residuos aromaticos de la
flavona, la cual ejerce un efecto de proteccion diamagnética sobre los dtomos de hidrogeno del
grupo metino de la posicion C-5 (H-5""") y del grupo metilo en la posicion C-6 (H-6’"") de la
ramnosa. Esta diferencia en desplazamientos quimicos puede observarse en el espectro de RMN

de 'H de la Figura 41.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H 500 MHz de la C-glicosilflavona.
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2.9.1.1 Metodologia.

Todos los calculos se llevaron a cabo utilizando el programa Gaussian 03. Las geometrias fueron
optimizadas a nivel mPWB95/6-31+G(d,p). El tensor de proteccion de RMN fue calculado
usando el método Gauge-independent atomic orbitals (GIAO) a nivel B3LYP/6-
311++G(2d,2p)//mPWB95/6-31+G(d,p). El valor para los &tomos de hidrogeno del TMS es 8.81.

2.9.2 Evaluacion de la metodologia con un sistema carbohidrato-proteina.

A manera de resumen, la interaccion CH/zm estudiada en la presente tesis, permite establecer que
para los epimeros a y 3 de la galactosa, existen tres interacciones CH/m, en el caso del epimero o
(1) la interaccidn es menor respecto al epimero B (2) ya que la presencia del grupo metoxilo en la
posicion 1 genera un ambiente repulsivo para la aproximacion de la molécula de benceno. En el
caso de la a-manosa permetilada (5), la presencia del grupo metoxilo en la posicion 4 no permite
la aproximacion de la molécula de benceno para interaccionar con los d&tomos de hidrogeno de las
posiciones Hs, Hy y Hs. En el caso del compuesto peracetilado (6), son los grupos acetilo los que

interaccionan con el benceno y no los 4tomos de hidrégeno del anillo de pirano. Figura 42.
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Figura 42. Origen de los NOEs observado para los compuestos 1y 2 (arriba), 6 y 5 (abajo).

Hasta el dia de hoy, han sido pocas las observaciones experimentales de las interacciones
carbohidrato-residuo aromatico. Recientemente Waters er al.””>'" estudiaron la interaccion
entre el triptofano y el residuo tetra-O-acetil-Glc-Ser, el cual es fundamental para la formacion de
una horquilla B de la proteina.” Los resultados de RMN demostraron la existencia de la
interaccion entre la cara o del carbohidrato y el residuo de triptéfano. Los autores afirman que
cuando se eliminan los grupos acetilo se pierde la interaccion con el triptéfano. Este resultado
contrasta con lo presentado en esta tesis, ya que se ha demostrado que la interaccion CH/z se
mantiene en carbohidratos libres de sustituyentes en la region polar y en solucién acuosa, por lo
que la ausencia de grupos acetilo deberia mantener la interaccion CH/m si ésta existiera. Es
posible que en lugar de un incremento en el costo de solvatacion de la glucosa no sustituida,
como sugieren los autores, lo que suceda es que la interaccion dominante suceda entre el metilo
de uno de los grupos acetilo y el triptéfano. Como se puede observar en la Figura 43, los grupos
acetilo presentan una mayor interaccion con las moléculas de benceno que los atomos de

hidrégeno del anillo de pirano, lo cual se aprecia en la intensidad de los picos de cruce de los
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grupos acetilo con el anillo de benceno. La energia asociada al fendmeno apunta en esta direccion

y concuerda con los resultados presentados en este estudio.

-‘ = o — —m——s - éﬁ

2 F1 [ppm]
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4 2 F2 [ppm]

Figura 43. Espectro NOESY del compuesto peracetilado 6, donde se observan picos de cruce de los
grupos metilo con el benceno.

Es claro que se necesita profundizar en el estudio de la interaccion carbohidrato/aromatico en
sistemas libres de otras interacciones para identificar bien su energética y dinamica; ya que en
moléculas complejas como los glicopéptidos mencionados anteriormente, el fenémeno de
interaccion puede ser consecuencia de diferentes procesos como el proceso de
solvatacion/desolvatacion. Sin embargo también se demuestra que los carbohidratos sin
sustituyentes pueden interactuar de forma especifica con los residuos aromaticos,*® por lo tanto
para cada caso particular se debe tomar en cuenta la interaccion carbohidrato/residuo aromatico,
metilo/residuo aromatico y el fendmeno de solvatacion que es caracteristico para moléculas

complejas como las biomoléculas.

De cualquier forma, es claro que la metodologia desarrollada en este trabajo permite aportar
conclusiones relevantes en sistemas mas complejos como las proteinas, remarca la importancia de

estudiar las interacciones entre carbohidratos/residuos aromaticos en sistemas donde no existan

98



interacciones adicionales, las cuales pueden en principio modificar las observaciones
estructurales, por lo que los carbohidratos permetilados introducidos en este estudio, asi como la

metodologia desarrollada tienen indudable utilidad.

2.9.3 Estudio de la interaccién CH/zen dos carbohidratos por medio del anélisis

de la diferencia de desplazamientos quimicos (A49).

Los compuestos estudiados en esta seccion fueron adquiridos a la empresa SynphaBase, el
objetivo de la adquisiciéon de estos productos, fue la de llevar a cabo la aplicacion de la
metodologia de la diferencia de desplazamientos quimicos (Ad) en derivados de la galactosa con
sustituyentes quimicos diferentes de los compuestos sintetizados en el presente trabajo. Los
compuestos adquiridos son tert-Butildimetilsilil ~ 3,4,6-tri-O-acetil-2-deoxi-2-azido-B-D-
galactopirandsido (8) 'y tert-Butildimetilsilil  4,6-di-O-benciliden-2-deoxi-2-(ftalimido)-f3-D-
glucopiranosido Las estructuras asi como la numeracion de los compuestos se muestran en la

Figura 44.

Como puede observarse en la Tabla 19, los 4tomos de hidrogeno Hs y Hys presentan un cambio en
el desplazamiento quimico a campo bajo, lo que podria oponerse a lo esperado, es decir, dichos
atomos de hidrégeno estan interaccionando con el fragmento o del anillo de benceno. Sin
embargo, estas observaciones concuerdan perfectamente con los resultados del compuesto [3-
galactosa peracetilada (6), donde ya se ha concluido que los grupos acetilo generan un ambiente
repulsivo que impide que el anillo de benceno se aproxime al anillo de pirano. También se puede
observar que los grupos metilo de los grupos acetilo son los que interaccionan con la cara del

anillo de benceno y por lo tanto son los que se desplazan a campo alto.
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Figura 44. Derivados comerciales de la galactosa utilizados para su estudio por diferencia de
desplazamientos quimicos (AJ).
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Tabla 19. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 8.

Compuesto (8)
CsDp2 CDs A8 =8 C4Dy,-86C¢Dg
H, 4.58 4.32 0.26
H, 3.60 3.70 -0.10
H; 4.75 4.82 -0.06
H, 5.31 5.32 -0.01
H; 3.84 3.13 0.71
Hg, 4.08 4.01 0.07
Hg, 4.15 4.06 0.08
Me, 0.95 0.98 -0.03
Meg 0.17 0.15 0.02
Mey 2.05 1.70 0.35
Meyy 2.16 1.59 0.57
Mey; 2.04 1.66 0.38

Tabla 20. Diferencias de desplazamientos quimicos (en ppm) para el compuesto 9.

a-galactosa permetilada (9)

CeD12 CeDg A3 =3 CD2-0CDs

H, 4.53 4.45 0.08
H, 3.65 3.69 -0.04
H; 3.65 3.38 0.27
H, 4.16 3.53 0.63
H;s 3.42 2.51 0.91
Hg, 4.04 3.32 0.72
Hg, 4.26 3.94 0.32
H, 5.52 5.20 0.32
Hyo, Hip 7.50 7.57 -0.07
Hy, Hir 7.37 7.16 0.22
Hy,, Hip 7.35 7.10 0.25
Me7 0.94 1.03 -0.09
Me8 0.17 0.24 -0.07
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En la Tabla 20 se muestras los cambios de desplazamientos quimicos para el compuesto 9, que en
este caso es un derivado de la glucosa, puede apreciarse que los cambios de desplazamiento
quimico para los atomos de hidrogeno H;, H; y Hs concuerdan con lo observado anteriormente,
es decir, dichos 4&tomos de hidrogeno presentan un cambio en el desplazamiento quimico a campo
alto, lo que significa que dichos dtomos estan interaccionando con la cara del anillo bencénico,
siendo el que menos cambio tiene el &tomo H3 con un cambio de 0.27 ppm y el que mayor efecto

tiene el &tomo Hs con un cambio de 0.91 ppm.
Estos resultados confirman que la metodologia desarrollada para los compuestos permetilados, es

aplicable a otros carbohidratos, con lo cual se pueden considerar sistemas mas complejos como

los bioldgicos.
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CAPITULO 3
“Interaccion m-1t”’

Estudio de los complejos estacionarios en la reaccion de Diels-Alder.

3.1 INTRODUCCION

La interaccion w/m ha sido definida como la interaccion que se genera entre dos sistemas
olefinicos sin otro requerimiento especifico. Existen varias combinaciones dependiendo del tipo
de olefina involucrada, por ejemplo, la que posiblemente es la mas comun, es aquella en la que
una de las olefinas es rica en electrones y la otra es pobre y ha sido considerado como un par de
transferencia de carga, ya que la molécula rica en electrones transfiere carga al sistema deficiente
en electrones. Esto ha sido observado experimentalmente a través de la obtencidén de espectros
caracteristicos. Es importante sefialar que la planaridad de los anillos favorece las interacciones

: . ., 101
de dispersion e induccion entre ellos.

. 102 . . .

En 1990, Hunter y Sanders propusieron'® un modelo para describir las interacciones llamadas
b

hasta ese momento “interacciones aromaticas”. Estudiaron los dimeros que forman las porfirinas

y observaron que cuando se colocaban dos anillos de porfirina uno por encima de otro, los anillos

se encontraban ligeramente desplazados. (Figura 45)

Figura 45. Apilamiento (stacking) de los anillos de porfirina.
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De esta forma se establecid que la hibridacion de los atomos de carbono en un sistema 7w esta
formado por un fragmento G con carga positiva el cual se encuentra entre dos regiones negativas,

las cuales corresponden a la densidad electronica w, (Figura 46).

Figura 46. Hibridacion de un carbono sp” en un sistema aromatico.

Asi cuando se consideran dos sistemas 7w, pueden presentarse diferentes interacciones

electrostaticas dependiendo de la orientacion que ambos sistemas adquieran, (Figura 47).

Angle (")

0 6 Distancia (A)
(O]
—G - B
© ©
© ®
© ®

Figura 47. Interacciones electrostaticas generadas por la interaccion n/carga en diferentes orientaciones.

Como puede observarse, existen tres orientaciones posibles, la primera de ellas cara-cara la cual
se emplea para describir un sistema apilado. Esta orientacion, de acuerdo a la Figura 47, puede
apreciarse que es la orientacion menos favorecida ya que la densidad electronica m de los dos

sistemas aromaticos se encuentra una encima de otra y predomina la repulsion (A). La segunda es

104



arista-cara la cual es usada para describir el arreglo en T y es una de las orientaciones
favorecidas (B). Y por ultimo la orientacion centro-arista o paralela desplazada, donde la
densidad electronica de uno de los anillos interacciona con el fragmento o del otro. Esta
interaccion es considerada una interaccion CH/m, C. El efecto de los sustituyentes también ha

. . . . o , 103,104
sido estudiado experimental y tedricamente, principalmente en el dimero del benceno,

(Figura 48).

Figura 48. Orientaciones de anillos aromaticos: apilada (A), en T (B) y paralela desplazada (C).

. . . . 1
Las interacciones m/m han sido estudiadas en fase gaseosa, donde Kemplerer'”

y col.
establecieron que el momento cuadrupolar del benceno favorece el arreglo paralelo desplazado
que se observa en estado sélido. El dimero benceno-hexafluorobenceno'**'"” ha sido difractado y
se ha podido observar que dicho dimero también presenta el mismo arreglo; sin embargo, debido
a la naturaleza de estas dos moléculas, el arreglo ha sido atribuido a los momentos cuadrupolares
de las mismas (Figura 49). Un estudio computacional de este mismo dimero determind que la

orientacion desplazada y el arreglo en T son los preferidos cuando se lleva a cabo el calculo con

el método MP2 el cual incluye la correlacion electronica. '™
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Figura 49. Representacion de los cuadrupolos del benceno y del hexafluorobenceno. '’

Las interacciones 7/m estan presentes en los sistemas biologicos. Uno de los ejemplos mas
importantes es el de la estabilizacion que presenta la doble hélice del DNA generada por el
apilamiento de las bases nucleicas. La energia asociada a la estabilizacion con la que contribuye
cada una de las bases a través de la energia libre de apilamiento, fue determinada a través de la
temperatura de fusion (melting temperature Tp,), es decir temperatura a la cual el 50% de la
cadena de DNA se disocia en dos cadenas. La energia asociada al apilamiento es de 7

kcal/mol,'%11°

Los acidos nucleicos juegan un papel muy importante en el metabolismo celular, por lo que son
el objetivo del disefio de las terapias que pretenden evitar la replicacion celular y por lo tanto las
interacciones m/m han sido utilizadas para el diseno de farmacos. En el complejo DNA-
acridina,''! por ejemplo, la acridina se puede ubicar entre los pares de bases sin modificar los
puentes de hidrogeno. La presencia de este intercalador de DNA cambia las propiedades de la
doble hélice impidiendo la replicacion de la cadena. Este principio de intercaladores ha sido
considerado como una herramienta en el disefio de los medicamentos anticancerigenos (Figura

50).
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Figura 50. DNA en ausencia (A) y en presencia (B) de un intercalador.'"’

El reconocimiento de muchas moléculas es favorecido por interacciones m/m, por ejemplo la
. ., . .. . . 112 , .

interaccion de naftalenos 2,6-disustituidos que son reconocidos por ciclofanos. “ Asi mismo las
propiedades fisicas y quimicas de algunos catenanos, éteres corona y rotaxanos son modificadas a

, . . 113,114
través de interacciones m/m.

3.1.1 Reaccidn de Diels-Alder.

Esta transformacion debe su nombre a los cientificos alemanes Otto Diels y Kurt Alder, quienes
obtuvieron el premio Nobel de Quimica en 1950 por sus contribuciones en el desarrollo de esta
reaccion. La reaccion de Diels-Alder constituye uno de los métodos sintéticos mas importantes
empleados en la formacion de anillos de seis miembros. Entre sus principales caracteristicas estan

- o : .2 115,116,
que proceden con buenos rendimientos quimicos y elevada regio- y estereoselectividad. ™

En las reacciones Diels-Alder se lleva a cabo una cicloadicion [4+2] donde se hace reaccionar un
dieno 1,3-conjugado con el doble enlace del diendfilo, con lo cual se genera un anillo de
ciclohexeno, donde los enlaces ¢ del aducto se forman a partir de los enlaces n de los reactivos.
El ejemplo més sencillo se puede observar cuando se hace reaccionar el butadieno 10 (dieno) y el
etileno 11 (diendfilo). Se obtiene como producto el ciclohexeno (12). La reaccion llevada a cabo

implica la conversion de tres enlaces m a dos enlaces ¢ y un enlace m. Se le denomina
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cicloadicion [4m + 27] ya que participan cuatro electrones del dieno y dos electrones del

dienofilo.'"” (Esquema 6)

( . 165 °C, 900 atm @
« >~

10 11 12

Esquema 6. Reactivos y producto de una cicloadicion [4w + 2mt].

3.1.1.1 Mecanismo de Reaccion.

18,119 by primero consiste en un

Se han propuesto dos mecanismos de reaccion para este proceso,
proceso concertado, en el cual los enlaces ¢ se forman simultdneamente, aunque no
necesariamente de forma sincronica, a través del estado de un transicion A. El segundo, se refiere
a un mecanismo por etapas, en el cual dos enlaces ¢ se generan en dos etapas consecutivas con

120

dos posibles intermediarios: un zwitterion B o un biradical C'*" (Esquema 7).

~ [ o/

B Cc

Esquema 7. Mecanismo propuesto para la reaccion de Diels-Alder.
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3.1.2 Reactividad Diels-Alder.

Una de las herramientas mas utilizadas para explicar la reactividad en las reacciones Diels-Alder
es la Teoria de Orbitales Moleculares Frontera (FMO),"?'"'* la cual establece que para que una
reaccion de Diels-Alder pueda llevarse a cabo es necesario que exista una interaccion de los
orbitales moleculares frontera HOMO (orbital molecular ocupado de mayor energia) y LUMO
(orbital molecular desocupado de menor energia) de los reactivos. Cuando interacciona el orbital
HOMOyieno con el LUMOyienssito, S€ dice que la reaccién procede por demanda electronica
normal (DEN); por el contrario si la interaccion ocurre entre el HOMO gienofio con el LUMOgieno,

entonces se dice que procede por demanda electrénica inversa (DEI)."!

La diferencia energética, AE, entre el orbital HOMOyien, ¥ €l LUMOgiensfio €n reacciones por
DEN determina la rapidez del proceso. Entre menor sea el valor de AE, la energia de interaccion

(perturbacion) entre HOMO y LUMO serd mayor y la rapidez de reaccion aumentara.

Los dienos con grupos electroatractores son también reactivos, ya que dichos grupos disminuyen
la energia del LUMO y por lo tanto pueden reaccionar por DEI con dienéfilos ricos en
electrones.'** Por el contrario los dienos sustituidos con grupos electrodonadores incrementan la

122
Por

energia del HOMO y con ello la reaccion procede por DEN de manera mas réapida.
ejemplo, si el alqueno esta sustituido con grupos de carécter electroatractor, como en el caso de la
acroleina o acrilato de metilo (14), existe una disminucion en la energia del HOMO y del LUMO,
dicha estabilizacion hace que la energia de interaccion entre el HOMO gieno Y €l LUMOyienofito S€

. . . 121
mayor y por eso la rapidez de reaccion se incrementa ~ (Esquema 8).
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13 11 14

LUMO AE > AE

o —— |

Esquema 8. Interacciones entre los orbitales HOMO y LUMO del ciclopentadieno (13), etileno (11), y

acrilato de metilo (14).

3.1.3 Estereoselectividad.
Se ha intentado explicar la estereoselectividad considerando varios aspectos como son:

3.1.3.1 Geometria de Aproximacion.
Esta considera los 16bulos de los orbitales reaccionantes. Para ello se establece que la reacciones
en las cuales los nuevos enlaces se forman en la misma superficie se describen como suprafacial
respecto a ese componente. Lo opuesto a la interaccion suprafacial se denomina antarafacial en

la que un enlace se forma en una de las superficies y el otro enlace se forma en la cara opuesta

(Figura 48).
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a) Formacion suprafacial de enlace b) Formacion antarafacial de enlace

Figura 51. Formacion de enlaces de forma suprafacial y antarafacial.

La mayoria de las cicloadiciones se llevan a cabo de forma suprafacial debido a la tensién que
deberd presentarse en el giro de uno de los reactivos para poder alcanzar la otra cara del orbital.
De esta forma el dieno y el diendfilo en las reacciones Diels-Alder reaccionan de forma
suprafacial, lo cual conlleva a consecuencias sintéticas muy utiles, pues ocasiona que la
estereoquimica de aproximacion se mantenga a lo largo de toda la reaccién.'*® De esta forma un
dieno con sustituyentes dard un aducto en el cual las relaciones estereoquimicas se mantengan a
lo largo de toda la reaccion. Por ejemplo al reaccionar los ésteres del 4cido maléico (15) y del
acidofumarico (16), con 1,3-butadieno (10), originan los aductos en los cuales los sustituyentes
retienen, como una consecuencia del traslape suprafacial, las configuraciones cis y trans que

tienen los dienofilos originales, (Esquema 9), por lo que, la reaccion es estereoespecifica.

5\ 150 °C, 16 hrs @ .CO,Et
Et0,C-; O
227 68% Eto CO,Et

EtO,C EtO,C
15
5\\ 200 °C, 3 hrs CO,Et
) CO,E 4§>Coa (:f
EtOch 95% EtO,C 2 CO,Et
16

Esquema 9. Retencion de la estereoquimica de los reactivos.
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3.1.3.2 Principio cis.

Dicho principio considera que la estereoquimica de los sustituyentes en el dieno y diendfilo se
mantiene en el aducto y es aplicable a todos los sustituyentes de ambos reactivos. Por ejemplo, si
se hace reaccionar los dos P-cianoacrilatos de metilo (17) se obtendran los dos aductos
posibles'?® (Esquema 10). La adicion cis, puede ser explicada por la formacion sincrénica de los
enlaces entre los dos reactivos en un solo paso de reaccion y explica de forma aceptable el porqué
los dienos ciclicos reaccionan mas facilmente que los dienos de cadena abierta, pues en los

. . . ., .. 127
primeros se mantiene siempre la conformacion cisoide.

" SOOI
H> CO,CHj CH, > CO,CH;
NC H / \

Coch3 CN
COZCH3
ji 1 ,ECHS
H3C
98% 100%

Esquema 10. Obtencion de los dos diasteroisémeros.

3.1.3.3 Regla endo de Alder.

La regla endo de Alder aplica no sélo para dienos ciclicos sino también para dienos de cadena
abierta y para dienofilos mono sustituidos. Inicialmente se considera que una vez que se ha
llegado a un acercamiento total de los reactivos que simula un “sandwich”,'*” el dienofilo se
adiciona de tal forma que se produce la méxima acumulacion de dobles enlaces en el estado de

transicion, lo cual no soélo incluye los sistemas © directamente involucrados, sino también el de
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los sustituyentes. La regla considera que cuando un diendfilo tiene un enlace m en su grupo
electroatractor, los orbitales p de éste se aproximan a los atomos que mantienen la instauracion
del dieno, originando una interaccion de tipo secundario entre los orbitales © del grupo
electroatractor con los orbitales p de los carbonos centrales del dieno. Se ha afirmado que esto
origina un estado de transicion estabilizado con energia menor a la del estado de transicion que
produce el aducto exo.'*® Por ejemplo, el 1,4-difenilbutadieno 18 y el acido acrilico 19 reaccionan
para generar una proporcion de aductos endo : exo de 9:1, donde el isémero favorecido mantiene
los sustituyentes en el ciclohexeno de forma cis (20). Después de permitir el equilibrio se llega a
la obtencion del aducto con el grupo carboxilo en forma trans respecto a los fenilos (21, aducto

exo). (Esquema 11). La regla endo de Alder también se aplica en reacciones de cicloadicion de

tipo DEL

é_{ ta ~_,..COH ~_»CO,H
Ph \\\ Ph - O - O/
HO.C7 "o, Ph Ph
19 20 21
aducto endo aducto exo

Esquema 11. Equilibrio de aductos endo:exo

Un ejemplo muy estudiado, es la adicién del anhidrido maléico (22) al ciclopentadieno (13). En
este caso existen dos orientaciones posibles de los reactivos, una de ellas da origen al aducto exo
y otra origina el aducto endo; en esta cicloadicion el aducto endo es el aducto mayoritario en
condiciones cinéticas. Este puede isomerizarse a 220 °C para obtener en el equilibrio una relacion
45:55 de aductos endolexo.'” "' De esta forma se ha concluido que el aducto endo es el producto

cinético auin cuando no es el mas favorecido desde el punto de vista termodinamico (Figura 52).

U

o{j
@)

>0 o
Lz%::f:f:

0

Exo Endo
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Figura 52. Posibles aproximaciones dieno-dienoéfilo.

La regla endo es solamente violada por la reacciones de furano con dienos ciclicos como el
anhidrido maleico y maleimida. En ambos casos el aducto se transforma por arriba de la

temperatura ambiente pasando del producto cinético (endo) al producto mas estable (exo).' '

3.1.4.4. Teoria de Conservacion de la Simetria Orbital.

La preferencia por el aducto endo también fue explicada por Woodward y Hoffman'** a través de
la denominada Teoria de Conservacion de la Simetria Orbital, que establece que los orbitales
moleculares de los reactivos, deben conducir a los orbitales moleculares de los productos sin
cambios drasticos en la simetria. De esta forma habra interacciones enlazantes que ayuden a
estabilizar el estado de transicion. Sin dichas interacciones enlazantes en el estado de transicion,
la reaccion periciclica no se lleva a cabo.'” Sin embargo, para dienofilos con enlaces 7
adicionales u otros orbitales disponibles se observan las interacciones de orbitales secundarios

(SOI) con las cuales se favorece el estado de transicion endo, Figura 53.

LUMO
HOMO

LUMO HOMO

Figura 53. Interacciones de Orbitales Secundarios.

Las interacciones en la Figura 53, se dedujeron cuando se estudiaron reacciones que utilizaban al

ciclopentadieno como dieno y como dienodfilo para dar lugar a sistemas biciclicos como el

18 Esta misma observacion la hicieron Caramella y col.

5

diciclopentadieno 23 (Esquema 12).

. . . A . o, . 13
quienes identificaron un estado de transicion bispericiclico.
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O+ 0 — 4

13 23

Esquema 12. Reaccion de dimerizacion del ciclopentadieno.

Recientemente,'*° se estudio la superficie de energia potencial de las siguientes cicloadiciones a)
la reaccion entre ciclopentadieno (13) y anhidrico maléico (22), donde es sabido que el aducto

o .. c . 129-131
endo es el aducto mayoritario en condiciones cinéticas.'*’

(b) la reaccion entre furano (23) y
anhidrido maléico (22) que inicialmente produce el aducto cinético endo, el cual puede ser
transformado en el aducto termodindmico exo al modificar las condiciones de reaccion.'*>!?"13*
(c) la dimerizacion del ciclopentadieno. (13) Estas tres reacciones fueron estudiadas por
Woodward y Hoffmann.''"**'* Ademas se estudio la cicloadicion de ciclopentadieno (13) y

. 1L . ;- 141
ciclopropeno (24). En las ultimas dos reacciones el aducto endo es el Gnico que se forma

(Esquema 13).
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0._9%_o O
13 22
endo OO exo 0
o
o o o o
o o
S e IR
23 22
endo OO exo O
@+@—Lb) Lb
13

endo
@*A—be Lb
13 endo

Esquema 13. Reacciones cuya superficie de energia potencial fue estudiada.

Los resultados que fueron obtenidos pueden resumirse de forma adecuada con los Esquemas 14 y
15. En todas las cicloadiciones fueron identificados estados estacionarios entre los reactivos y los
estados de transicion que correponden a lo que se denomina complejo de van de Waals. Para las
tres primeras reacciones fueron identificados un estado estacionario que conduce al ET endo y
uno al exo; para la tltima reaccion sélo fue identificado un solo estado estacionario y esto puede

confirmarse ya que experimentalmente el aducto exo no ha sido observado.
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(MP2)= - 571.58513 a.u E(MP2)= -571.58177 a.u
Frequency= -316.0 cm"’ Frequency=-328.8 cm™’
4

AE=10.29 kcal-mol’ AE=1.82 kcal-mol

Cyclopentadiene Anhydride Maleic
E(MP2)= - 193.37899 a.u E(MP2)= -378.20568 A.u |
AE=33.52 kcal-mol’

AE=36.01 kcal-mol*
AE=7.48

AE=8.00 kcal-mol"

T E(MP2)= -571.59614 a.u E(MP2)= -571.59453 a.u
AE=26.61kcal-mol’

AE=28.00 kcal-mol’

exo
E(MP2)= - 571.63915%.u

endo
E(MP2)= -571.63854 a.u

Esquema 14. Superficie de energia potencial de la reaccion de ciclopentadieno (13) con anhidrido maléico

22).

En el Esquema 14, puede observarse la presencia de los dos complejos de van der Waals, dichos
complejos conducen al estado de transicion y la estabilidad de los complejos esta de acuerdo a la
estabilidad de los estados de transicion, es decir, el complejo que conduce al estado de transicion

endo es mas estable que el exo. Dicha estabilidad se mantiene hasta la formacion de los aductos.

Para el caso de la cicloadicion del furano (23) al anhidrido maléico (22) también se identificaron
dos estados estacionarios andlogos a los anteriores. Como puede observarse en el Esquema 15, el
estado estacionario endo es mas estable que el exo y dicha estabilidad se mantiene en el ET y en

el aducto.
Estos minimos en la superficie de energia potencial son fundamentales pues garantizan la

existencia del estado de transicion que debe ser un punto de maxima energia en la trayectoria de

reaccion.

117



: E(MP2)= - 607.46373 a.u E(MP2)= - 607.46315 a.u
Frequency= - 487.9 cm™ Frequency=-485.3 ciim g

4 T X
’ !AE= 8.68 kcalinol

AE=8.32 kcalanol”!
Furan Anhydride Maleic
E(MP2)=-229.27130 a0 Ep2)= - 378.20568 a.u

AE=20.88 kcal-mol-
AE= 1577 kca ol AF= 15.60 kEal mol!

6.92 Kcalangl-!

¥ E(MP2)=-6
AF = 5.11 kcal mol!

E(MP2)= - 607.48801 a.u

y ¥y

AE= 8.02 kcal4nol”!

endo r 4
E(MP2)=-607.49701 a.u exo

E(MP2)=-607.50079 au

g ©

Esquema 15. Superficie de energia potencial de la reaccion de furano (23) con anhidrido maléico (22).

Los Esquemas que representan la superficie de energia potencial para la cicloadiciones de la
dimerizacion del ciclopentadieno (13) y del ciclopentadieno (13) - ciclopropeno (24) se muestran

en el apéndice del presente trabajo.

Este tipo de complejos previos al estado de transicion, ya habian sido identificados con
anterioridad, en un estudio tedrico de la cicloadicién de etileno y del iluro de azometino.'** Las
pruebas experimentales de este tipo de complejos son aquellas que corresponden a la cicloadicion
[5+2] que se presenta entre el etileno y el anillo de la 2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-3-hidroxi-5-metil-

143-145

1,4-benzoquinona (perezona) para dar origen a los o y B-pipitzoles (Esquema 16).
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Ay

B-pipitzol

Esquema 16. Estructuras de los dos conféormeros de la perezona estabilizados por interacciones mt/m
deducidas a través de datos de RMN.'*
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3.2. OBJETIVOS

1. Determinar el origen de la estabilizacion de los estados estacionarios presentes en la reaccion

de Diels-Alder.

2. Realizar un estudio comparativo del efecto de la distancia interanular sobre la energia

calculada por el método HF y por el método MP2.

3. Establecer la importancia de la existencia de estos complejos en los modelos que pretenden

explicar la selectividad de la reaccion.

3.3. PARTE COMPUTACIONAL

El estudio de los estados estacionarios asociados a las reacciones fueron estudiados con el nivel
de teoria MP2/6-31G(d,p). Todos los valores energéticos fueron corregidos con la energia de
punto cero (ZPE) usando factores de escalamiento vibracional calculados a través del

146

procedimiento descrito por Alcolea-Palafox. ™ El valor obtenido fue de 0.9365 para el método

MP2/6-31G(d,p). Los calculos se llevaron a cabo usando el programa Gaussian 03.'*

Las geometrias utilizadas de los estados estacionarios fueron optimizadas incorporando la

148 para obtener las

correccion por superposicion de bases (BSSE) descrita por Boys y Bernardi.
energias de interaccion, se modifico la distancia interanular a través del aumento o disminucién
de la distancia de los carbonos donde se presentan las interacciones primarias. Posteriormente se
grafico por separado la contribucion energética de la correlacion electronica y la contribucion

electrostatica de la energia Hartree-Fock.
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se menciond con anterioridad, para un calculo MP2, la energia electrénica total tiene
dos componentes, la componente de energia Hartree-Fock y la correccion MP2, que corresponde
a la energia de correlacion. La Grafica 23 muestra las curvas obtenidas para cada uno de los
términos (AEyr y AEcorr) en funcion de la distancia intermolecular de los complejos endo y exo.

Los valores de energia correspondientes se presentan en el apéndice del presente trabajo.

Ciclopentadieno - Anhidrido Maléico

—a— AE,. Aducto endo
15 4 0 AE qgg Aducto endo

—w— AE, . Aducto exo

v AEogg Aducto exo

AE kcal mol™

-5 T T T T T T |
2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Distancia C-C (A)

Grafica 23. Energias de interaccion para la cicloadicion de ciclopentadieno (13) y anhidrido maléico
22)

En las curvas que se muestran en la Grafica 23 se encuentran graficadas las energias de
interaccion a diferentes distancias C-C (para los carbonos involucrados en la formacion de los enlaces).
En dichas curvas puede observarse que para la aproximacion endo, el minimo en la superficie de
energia potencial para la curva que corresponde a la energia AEcorr se localiza a una distancia de
3.04 A entre los 4tomos de carbono responsables de los nuevos enlaces C-C. Para la
aproximacion exo el minimo se encuentra a una distancia de 3.17 A. En el caso de la component
HF, el minimo no fue localizado sino hasta 5.0 A para el complejo exo y a 4.0 A para el endo. Si
la interaccion tuviera inicamente un origen electostatico, los resultados HF deberian de tener una
descripcion correcta del complejo, es decir, deberian ser capaces de reproducir la profundidad del

minimo a la distancia a la cual ese minimo existe.
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Como puede apreciarse en la Grafica 23, la incorporacion de la energia de correlacion, la cual
incluye la dispersion, si reproduce adecuadamente los minimos en las curvas de la energia de
interaccion. Sin embargo es destacable que la contribucidon energética mayoritaria proviene del

término HF.

Para el caso de la cicloadicion de furano (23) y anhidrido maléico (22, Grafica 24) la
descomposicion de la energia total en la componente HF y el término de correlacion permite la
evaluacion de las contribuciones a mediano y largo alcance. Para la proximacion endo el minimo
correspondiente a la curva de energia potencial AEcorr se localiza en 3.13 A, para la
aproximacion exo la distancia es de 3.15 A. En el caso del componente AEyg, el minimo no se
localiza antes de 5.0 A para la aproximacion endo y exo. Nuevamente se puede concluir que la
interaccion no tiene solamente un origen electrostatico pues no describe correctamente las curvas.

Furano-Anhidrido Maleico

35 1

30 A

—e— AE,: Aducto exo

251 o AE

corr Aducto exo
20 4 —a— AE, Aducto endo

O AEgqrg Aducto endo

15 4

AE (kcal/mol)

10 { o

T T T T T T T 1

2.0 22 24 2.6 2.8 3.0 3.2 34 3.6
Distancia C-C (A)

Grafica 24. Energias de interaccion para la cicloadicion de furano (23) y anhidrido maléico (22).

La dimerizacion del ciclopentadieno (13) se presenta en la Grafica 25. Alli se muestra la energia
Hartree-Fock (AEpr) y la energia de correlacion electronica (AEcorr) como funcion de la
distancia intermolecular. Nuevamente se puede apreciar que es el término MP2 el responsable de
la existencia del minimo, el cual se presenta cuando la distancia C-C es de 3.30 A para el
complejo exo y 3.50 A para el aducto endo. Sin embargo, debe ser sefialado que el término HF es
el que proporciona la mayor contribucion a la estabilidad del complejo exo, que presenta su

minimo a 3.70 A. Para el complejo endo no se encontrd un minimo antes de 3.90 A. Un aspecto
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destacable y contrastante respecto a los anteriores, es que para este sistema la diferencia

energética AEr(endo) ® AEHF(exo) mientras que para este caso AEHr(endo) > AEHF(exo).(Grafica 25).

Dimerizacion del ciclopentadieno

—e— AE,. Aducto exo
0 ABgorg

—v— AE, Aducto endo

Aducto exo

v+ AEgqgg Aducto endo

AE keal mol™!

-2 T T T T T T |
2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0

Distancia C-C (A)

Grafica 25. Energias de interaccion para la dimerizacion del ciclopentadieno (13).

Como ya se habia mencionado, para la reaccion entre ciclopentadieno (13) y ciclopropeno (24),
solo se identifico uno de los minimos, el correspondiente a la aproximacion endo, dicho minimo
también se encuentra estabilizado por interacciones m/nt y la formacion de dicho aducto puede ser
atribuida a la diferencia energética en los estados de transicion la cual es de 4.7 kcal/mol en favor
de la geometria endo. En lo concerniente a los minimos localizados, nuevamente la curva de
AEcorr describe correctamente el minimo a una distancia de 3.00 A mientras que para AEyr el

minimo no se observa antes de 4.00 A (Grafica 26).

Ciclopropeno- Ciclopentadieno
25 4

20 A

—e— AE,. Aducto endo
<0 AE,

corr Aducto endo

AE kcal mol™

T T T T T T 1

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Distancia C-C (A)

Grafica 26. Energias de interaccion para la cicloadicion de ciclopentadieno (13) y ciclopropeno (24).
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Las observaciones hechas a los complejos Diels-Alder mencionados anteriormente se puede
comparar con lo que ya se habia observado experimentalmente, para ello, se decidid estudiar la
cicloadicion [5+2] entre el etileno (11) y la 2-hidroxi-6-metil-1,4-benzoquinona (25) (Esquema
17), el cual se escogié como sistema analogo a la cicloadicion intramolecular de la perezona.'*
En la superficie de energia potencial se puede apreciar la formacion de la supramolécula (27) que
se muestra en la Figura 54. La distancia C3-Cejjeno €s de 3.54 A, y C5-Cetiteno de 3.41 A. La
diferencia en las distancias puede ser atribuida a que C5 es mas electrofilico debido a la presencia
del puente de hidrogeno intramolecular entre el grupo hidroxilo en C2 y el grupo carbonilo de la
posicion Cl. La energia de interaccion de dicho complejo a nivel MP2/6-31G(d,p) es de -2.56

kcal/mol.

H2C=CH2 +
OH

12

Esquema 17. Cicloadicion [57 + 27t] entre etileno (11) y 2-hidroxi-6-metil-1,4-benzoquinona (25).

Figura 54. Supramolécula, 27, formada previa al ET de la cicloadicion [5+2].

Nuevamente se graficaron los valores AEgr y AEcorr ¥ como en los casos anteriores la energia

de correlacion es nuevamente la responsable del minimo observado con una distancia de 3.54 A
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entre C3 y Ceileno. Por el contrario la componente HF no permite encontrar un minimo antes de
4.5 A, por lo que nuevamente puede confirmarse que la energia de correlacion es la que describe

correctamente el minimo observado, Grafica 27.

16 - Etileno - Quinona
14 4
12 A —e— AE,
10 4 v 2B
s
E 8-
©
(&)
X 6 -
L
<
4 B
2 4
0 B
2.0 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0

Distancia C-C (A)
Grafica 27. Energia de interaccion en la cicloadicion de etileno (11) y 2-hidroxi-6-metil-1,4-
benzoquinona (25) variando la distancia C3-Ceeno.

3.5. CONCLUSIONES

Es importante considerar la existencia de las supramoléculas observadas en la superficie de
energia potencial de las cicloadiciones aqui estudiadas, ya que éstas permiten una mejor
comprension de la evolucion de la reaccion. También explica el hecho de que los estados de
transicion tengan en algunos casos menor energia que la suma de la energia de dieno y diendfilo.
El estado de transicién debe ser un maximo en la trayectoria de reaccion, por lo que la existencia

del complejo garantiza su existencia.

La existencia de dichas supramoléculas hace que la propuesta de las SOI sea cuestionable, ya que
al existir dichas moléculas la idea original de que los reactivos mantienen sus propiedades

individuales hasta llegar al ET es imposible, pues al momento de existir una supramolécula existe
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un solo conjunto de orbitales moleculares, es decir un solo HOMO y un solo LUMO, y no un

HOMO y un LUMO individuales.

La energia de dispersion debe ser considerada en la evaluacion de la estabilidad de los complejos,
ya que como se observo el método MP2 describe correctamente los minimos observados y éste
incluye la energia de dispersion. En todas las cicloadiciones observadas se confirm6 que el
aducto endo es mas estable que el exo, lo que de acuerdo a la presencia de las interacciones m/n
concuerda con la regla endo de Alder.'*’

Finalmente los funcionales de la densidad que carecen del término de dispersion, que son entre
otros los funcionales puros, no pueden ser empleados en estos estudios. Los funcionales ttiles

deben ser parametrizados para incluir la interaccidon exprofeso.
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CAPITULO 4
“Interaccion CH/n (CH "OP)”

4.1 INTRODUCCION

Como ya se ha hecho énfasis a lo largo del presente trabajo, el estudio de las interacciones
débiles resulta complejo debido la poca energia involucrada en las mismas. Actualmente se
llevan a cabo muchos esfuerzos para poder caracterizarlas completamente. Sin embargo, es claro,
que el que no exista un enlace covalente formal no implica que dichas interacciones no estés
presentes. Una manera de confirmar esto, es la diversidad de formas que existen para definirlas
graficamente, por ejemplo es bien aceptado que el producto de la dimerizacion del helio (He),
puede ser representada de las siguientes formas: He—He (guion largo), He "He (tres puntos), He;
o bien (He), Cada manera de escribirlas invoca un fenémeno fisico diferente, lo que lleva a
cuestionar el hecho de que si existen tantas formas de representarlas es claro que existen muchas
formas de estudiarlas y por lo tanto cada autor apoya su metodologia como la que mejor explica
el fenomeno. Sin embargo en muchas ocasiones es evidente que los criterios para la publicacion
de los resultados exigen criterios rigurosos al momento de la evaluacion de la metodologia

utilizada para estudiar las interacciones débiles.

Por ejemplo, la teoria de Atomos en Moléculas (AIM)'*’ desarrollada por el profesor Richard
Bader basada en el analisis de la topologia de la densidad electronica, establece como
condiciones para que una interaccion exista, la presencia de una trayectoria de enlace (bond path)
y un punto critico de enlace (bond critical point) (Figura 55), dado que esta teoria realiza un
analisis de la densidad electrénica, la existencia de los dos criterios anteriores se refiere a la
acumulacion de densidad electronica entre esos atomos; esto deberia ser suficiente para
considerar la interaccion. Sin embargo, los autores que no concuerdan con los fundamentos de

dicha teoria, simplemente asumen que son artefactos generados por la simetria.
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Figura 55. Puntos Criticos en la topologia de la densidad electronica de acuerdo a la Teoria de Atomos en

Moléculas.

Otro criterio que ha sido usado y que actualmente se cuestiona es la distancia interatomica. Se
considera que si ésta es menor que la suma de los radios de van der Waals de los 4tomos en
cuestion, existe una interaccion entre los mismos. Este fue uno de los modelos propuestos para
considerar que los atomos de hidrégeno de las posiciones 4 y 6 syn diaxiales interaccionaban con
el atomo de oxigeno del grupo difenilfosfinoilo en el 1,3-ditiano'**'>* 28 y originaban la

preferencia conformacional por la posicion axial (Figura 56).

.02 R
LT /
He \P"

Figura 56. Interaccion de los 4&tomos de hidrogeno con el &tomo de oxigeno en el 2-difenilfosinoil-1,3-

ditiano (28).

Dado que estos criterios que confirman la existencia de una interaccién débil del tipo CH:--OP
son  cuestionables, recientemente se  sintetiz6 una serie de  compuestos:'>
difenilfosfinoil(metilsulfanil)metano (29), difenilfosfinoil(metilsulfinil)metano (30),
difenilfosfinoil(metilsulfonil)metano (31) con el objeto de establecer si existe o no interaccion
entre los atomos de hidrégeno adyacentes al atomo de azufre y el oxigeno del grupo

difenilfosfinoilo (Figura 57). En este trabajo se llevd a cabo también un estudio tedrico de los
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mismos compuestos. El estudio tedrico consistio en el uso del andlisis de orbitales naturales
(NBO) y el uso de AIM, ambos resultados confirmaron la existencia de la interaccion entre los
atomos de hidrogeno y el a&tomo de oxigeno. El objetivo de usar esta serie de compuestos, radicod
en la posibilidad de oxidar el atomo de azufre. Esto modifica la acidez de los atomos de

hidrogeno involucrados en la interaccion y con ello se favoreceria la interaccion CH/n (CH ~OP).

Ph Ph Ph
O.l_Ph
0.l Ph O\FI,/F’h P
o
S ﬁ 77\
o)
29 30 31

Figura 57. Serie de compuestos sintetizados donde se modifica la acidez de los atomos de hidrogeno del

grupo metilo.

Por otro lado, la barrera rotacional ha sido definida como la energia potencial entre dos minimos
conformacionales, tras la rotacion de algun grupo sobre un enlace en funcién de un angulo de

-, 154
torsion.

Las barreras rotacionales se han estudiado empleando RMN, '°%1%

ya que a traveés de esta técnica
espectroscopica se pueden determinar los tiempos de relajacion de una molécula. Dichos tiempo
de relajacion dependen en gran parte del movimiento que tenga la molécula en solucion, por lo
que son una herramienta util para obtener informacion cinética de las propias moléculas. En un
principio, las barreras rotacionales se determinaron en funcion del tiempo de relajacion (T1) de
los atomos de 'H. Posteriormente se ha preferido la determinacion del tiempo de relajacion de los

atomos de "°C, ya que éste permite obtener informacion del movimiento global de la molécula en

.y , . : 157
solucién asi como de movimientos internos.
La idea se fundamenta en el hecho de que la existencia de la interaccion produce un aumento en

la magnitud de la barrera rotacional. Esto permite establecer una metodologia adecuada para

medir y establecer la existencia de interacciones débiles.
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4.1.1 Relajacion del espin nuclear

Cuando se aplica un pulso de radiofrecuencia a un sistema de espines, el equilibrio en el que se
encuentran éstos se perturba. Transcurrido un tiempo, la energia adquirida por los espines tras el
pulso debe disiparse. El tiempo que requiere este proceso es de algunos segundos o incluso
algunos minutos. La existencia de tiempos de relajacion tan grandes, permiten convertirlos en una

herramienta analitica util.

Uno de los métodos de relajacion es longitudinal, esto es, una vez que se ha perturbado el estado
de equilibrio, la recuperacion del vector de magnetizacion macroscopica a lo largo del eje z (de
alli su nombre longitudinal) permite la emision de energia por parte de los espines. La pérdida de
energia se manifiesta como calor transferido al medio, sin embargo los cambios de temperatura

son indetectables. Este proceso ha sido llamada tiempo de relajacion T1 o spin-lattice."™®

Otra forma de recuperacion del equilibrio es la relajacion transversal, ésta consiste en que una
vez que se ha aplicado el pulso de radiofrecuencia, habra espines que presenten la misma
frecuencia que el pulso aplicado, otros que presentaran una frecuencia mayor y otros menor,
respecto al campo externo (By); esto produce que los vectores individuales que componen el
vector de magnetizacidn macroscopica se disipe en multiples vectores que eliminan la existencia

de magnetizacion neta en el plano transversal. A este tipo de relajacion se le conoce como T2. '**

4.2. OBJETIVOS

1. Sintetizar el difenilfosfinoil-n-propano, compuesto que el carecer del atomo de azufre puede

considerarse como referencia para evaluar los cambios conformacionales.

2. Determinar la barrera rotacional del grupo metilo para la serie: sulfuro, sulfoxido, sulfona, n-

propano como prueba de la existencia de la interaccion CH ~OP
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION.

El compuesto difenilfosfinoil-n-propano (32), fue sintetizado de forma anéaloga a los compuestos
azufrados,153 con lo cual se obtuvo un sélido cristalino de color amarillo con un rendimiento del

86%, (Esquema 18).

CIPPhy —mM v\llpphz

1. Li%THF o
2. CH3CH,CH,l
3.1eq. NalO, 32

Esquema 18. Sintesis del compuesto difenilfosfinoil-n-propano.

Del estudio obtenido por difraccion de rayos X del compuesto 32 (Figura 58) puede observarse
que la conformacion del propilo es gauche, gauche en los segmentos CCCP y CCP(O) lo cual
confirma que la conformacion en el estado solido es gauche, es decir si existe la interaccion

CHOP.

Figura 58. Conformacion en el estado so6lido de 32.

Con el grupo alquilo sintetizado se completd la serie de compuestos sulfuro (29), sulfoxido (30),
sulfona (31) e hidrocarburo (32), de los compuestos 30 y 31 también se pudo obtener la estructura

: ) 153
por difraccion de rayos X.

En la Figura 59 se muestra la conformacion de los tres compuestos
en estado solido; como puede apreciarse, el compuesto 30 tiene dos conféormeros en la celda

unitaria, sin embargo al igual que 32, los tres compuestos presentan una conformacion gauche,
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gauche en los segmentos CCCP y CCP(O) por lo cual es importante establecer la conformacion

en solucion para compararla con la del estado sélido.

31 ¢

Figura 59. Conformacion en el estado so6lido de 30, 31 y 32.

Para confirmar la existencia o ausencia de la interaccion CH/n (CH "OP) y de esta forma
corroborar que la conformacion en solucidon es la misma que en el estado solido, se decidio
determinar la barrera rotacional del grupo metilo, de esta forma, se sabe que en ausencia de
interaccion el grupo metilo giraria libremente, por el contrario, si los atomos de hidrogeno del
metilo estan interaccionando con el 4tomo de oxigeno el giro se veria restringido y podria
obtenerse un valor de la energia involucrada en el giro del grupo metilo. En los compuestos
azufrados sintetizados, la acidez de los 4&tomos de hidrogeno aumenta conforme aumenta el grado
de oxidacion del atomo de azufre, por lo cual si s6lo opera este factor se espera tener un valor de

barrera rotacional: metileno < sulfuro < sulfoxido < sulfona.

Como primera consideracion, se obtuvo el TI de los carbonos de la molécula con el objetivo de
determinar cual era el carbono mas rigido y con menos posibilidades de giro, los valores
obtenidos de T1 para el metilo y el metileno se encuentran en la Tabla 21. De esta forma se
asignd el metileno como el carbono perteneciente al segmento més rigido. Un ejemplo de la
determinacion de los T1 para los 4&tomos de carbono del compuesto 32 se muestra en la Figura

60.
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Figura 60. Determinacion de los espectros de T1 para el compuesto 32.

Tabla 21. Valores de T1 para los carbonos representativos de los compuestos 29, 30, 31 y 32.

29 30 31 32
CH; 4.68 1.00 1.6 248
CH, 1.25 0.49 0.79 1.10
Cortho 3.70 1.45 2.63 2.74
Crneta 3.68 1.55 2.66 2.65
Cpara 1.94 0.77 1.36 1.48

La contribucion dipolar-dipolar (Tippcrz) al tiempo de relajacion spin-lattice del carbono del

metileno, fue calculada a partir de las determinaciones de NOE considerando solo la interaccion
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'H y *C. El efecto del acoplamiento *'P - *C se consideré igual para los tres compuestos y se

empleo la Ecuacion 16 para calcular el tiempo de relajacion dipolar:

7/HT1CH2

1, -
27C77CH2 Ecuacion 16

\DDCH, —

Se consideré que las moléculas 29-32 se comportaban como elipsoides con un movimiento

' ampliaron la expresion clasica de Woessner'*® para el calculo del

isotropico. Grant et. a
coeficiente global de difusion de moléculas usando el tiempo de relajacion de un carbono unido a
un nucleo diferente de 'H. En este caso, el grupo metileno se encuentra unido a un atomo de
fosforo y a dos hidrogenos, por lo que el coeficiente global de difusion (D) se calculd a través de

la Ecuacion 17.

1

1
((27c Vi herH )+(7c Vp herP )1: } Ecuacion 17

T 6D

1DDCH,

Se calculd el coeficiente de difusion interna del grupo metilo (D1) usando los modelos
estocastico y por saltos, a través de la Ecuacion 18. Las constantes de esta ecuacion fueron

tomadas de Keepers et al.'® y se considera n = 3.

1 As B, B, B3
= ny2yih rCH[ ( +—4 +
TicH, 2 6D 6D + aDl 6D +amDi 6D 6D +aDi 6D + amDi
C
Loy 3 )]
6D 6D + aDl 6D + amDi

Ecuacion 18

Ay = 1/8(1 — 3cos?a)?(3cos?A — 1)?

A, = 9/16sen?2asen?2A

A; = 9/16sen*Asen’a

B; = 3/8sen?2a(3cos?*A — 1)?

B, = 3/4(cos?2a + cos?a)sen?2A

B; = 3/4(sen’a + 1/4sen?2a)sen*A

C,; = 3/8sen*a(3cos?A — 1)

C, = 3/4(sen’a + 1/4sen’2a)sen?2A
C; = 3/16[(1 + cos?a)? + 4cos’a]sen*A
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Otra consideracion fue que se asumi6d que las moléculas aqui estudiadas se comportan como
elipsoides con un movimiento isotropico, ya que eso permite hacer menos consideraciones en los
valores de la barrera rotacional. Los elipsoides moleculares fueron considerados con un eje
principal de rotacion que coincide el enlace C-P; presentan en promedio un angulo o de 60° entre
el eje principal de rotacion y el vector C-H.'®' Se observo que los valores de la barrera rotacional
eran poco sensible a cambios en el valor del angulo a. El dngulo A entre el eje principal de
rotacion del grupo metilo y el vector C-H se consideré con un valor de 109.5°. Para el sulfuro
(29) el angulo A es de 110° y se obtuvo con un célculo a nivel MP2/6-31G(d,p). A este nivel de
teoria, el enlace C-H (rcy) para los grupos metilo tiene un valor entre 1.085 y 1.089 A, por lo que
el valor usado fue 1.09A para todos los compuestos, dado que se ha observado que la barrera

rotacional no se ve muy alterada con el valor rcp.

Por ultimo la barrera rotacional V se calculd a partir de una ecuacion tipo Arrhenius (Ecuacion
19):
Di = Di, exp (_ v, /RT) Ecuacion 19

Donde Dij es (KT/I)"%, T es el momento de inercia del grupo metilo. De esta forma se obtuvieron

los siguientes valores de barrera rotacional expresados en kcal/mol, Tabla 22.

Tabla 22. Valores de las barreras rotacionales para el grupo metilo de los compuestos 29-32 (kcal/mol).

Compuesto. Barrera Barrera
Rotacional™ Rotacional™
29 1.76 1.60
30 3.10 291
31 3.03 2.84
32 2.90 2.71

- 7 .- p I 162
[a] Cuando se considera un modelo estocastico. [b] Considerando una rotacion por saltos.

Como puede observarse el compuesto 29 tiene el menor valor de las barreras, esto puede
atribuirse a que los atomos de hidrogeno no estan muy polarizados; la distancia C-S es la mas

grande de todas sobre todo por encima de la distancia C-C del compuesto 32 que es de 1.5 A,
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ademds de que el volumen estérico aumenta conforme se incrementa el nivel de oxidacion del

atomo de azufre. Ademads de la acidez, la geometria es importante.

Por otro lado, la barrera mas grande de los compuestos azufrados es el sulfoxido 30, seguida de la
sulfona 31. El compuesto 32 tiene un valor de barrera que se encuentra entre los dos primeros
valores, sin embargo no es el mayor de todos, este resultado no es muy claro, sin embargo un
factor importante es el volumen del atomo de azufre y las distancias de enlace, como ya se habia

mencionado.

Estas barreras prueban la existencia de la interaccion, pero ademas la existencia de la interaccion
CH/n (CHOP) es sustentada por las observaciones en los espectros 'H de RMN de estos
compuestos. Al adquirir dichos espectros utilizando como disolvente CDCls, el compuesto 29
presenta una sefial simple en 2.22 ppm vy una sefial doble con una “Jyp = 13 Hz. (Figura 61). El
giro libre del grupo metilo permite observar en el espectro un promedio de las constantes de

acoplamiento. Esto concuerda con la barrera baja.

Por el contrario, el compuesto 30 tiene tres sefiales, una sefial doble para el grupo metilo (2.97
ppm, *Juw = 0.5 Hz), y dos sefales diferentes para cada uno de los atomos de hidrégeno
diasterotopicos del grupo metileno, un doble de dobles (dd) en 3.78 ppm, “Ji.u = 14 Hz, “Jip =
11 Hz y un ddd en 3.88 ppm, 2JH_H = 14 Hz, 2JH_p = 8 Hz, 4JH_H = (0.5 Hz. Este ultimo
acoplamiento no es usual en este tipo de atomos de hidrégeno. Entonces es importante sefialar
que si la barrera rotacional existe, el giro del grupo metilo se ve restringido por la interaccion
CH/n (CH "OP) y entonces puede generarse un anillo de seis miembros. De esta forma el grupo
metilo y el metileno separados por el dtomo de azufre tiene un acoplamiento adicional, un
acoplamiento Tun o en W. (Esquema 19). La sulfona (31) presenta dos sefales con
acoplamientos extras que pueden ser interpretados como un doble de cuartetos para el metileno
(Jur = 9 Hz, *Jiy = 0.75 Hz) y una sefial triple para el metilo (*Jyy = 0.75 Hz). Finalmente,
estos acoplamientos adicionales pueden ser también observados para el compuesto (32), donde el

grupo metilo presenta una sefial con dos acoplamientos, una T = 12 Hz y otra = 1.5 Hz
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Esquema 19. Origen de los acoplamientos extras observados en el espectro de RMN de 'H de los

compuestos 29-32.
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Figura 61. Sefiales de 'H NMR para el grupo metilo y metileno de los compuestos 26-32.
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4.4 CONCLUSIONES

Se demuestra la existencia de la interaccion CH/n en solucion a través de la determinacion
experimental de la rotacion de los grupos metilo en el segmento H3CSC para la serie sulfuro (29),
sulfoxido (30), y sulfona (31) con valores de 1.60, 2.91 y 2.84 kcal/mol respectivamente. La
existencia de dicha interaccion genera un anillo de seis miembros que en una conformacion de
silla mantiene la disposicion correcta para observar acoplamientos *Jy.i entre el grupo metilo y el
grupo metileno en la posicion a del atomo de azufre a través de un arreglo en W. En el estado

solido se observa la misma conformacion que en solucion.

Los resultados de estas barreras rotacionales, muestran la importancia de las interacciones
intramoleculares en la preferencia conformacional. La interaccion CH/n (CH ~“OP) confirmada a
través de la barrera rotacional es mayor conforme se incrementa el estado de oxidacion del atomo
de azufre, pues se incrementa la acidez de los atomos de hidrégeno del grupo metilo y con ello su

polarizacion.

También puede concluirse que el efecto anomérico generalizado en el segmento S-C-P(O) no
existe, debido a que el alcano muestra la misma preferencia conformacional que los anédlogos

heterosustituidos, ademds de presentar una barrera rotacional del grupo metilo de 2.71 kcal/mol.

4.5 PARTE EXPERIMENTAL

Los aspectos generales se describen en el Capitulo 2.

El tetrahidrofurano (THF) se seco utilizando sodio metélico (Na) y benzofenona como indicador,
manteniéndose en agitacion y reflujo en atmoésfera inerte hasta obtener un color azul intenso y
destilandose previo uso.

El litio fue cortado y limpiado con hexano para eliminar los restos de aceite mineral y

rapidamente se introdujo en el matraz de reaccion.
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4.5.1 Sintesis de los compuestos de interes.

La sintesis del difenilfosfuro de litio se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por
Luther III y col.,'”® En un matraz de dos bocas provisto de agitacion magnética, se colocaron 10
mL de THF seco via cdnula mediante presion positiva, utilizando nitrogeno gas. A dicho matraz
se adiciono con rapidez aproximadamente 80 mg de litio metélico, utilizando una corriente
continua de nitrégeno seco. Se adicionaron 2.28 mL (10.36 mmol, 1 eq.) de cloruro de
difenilfosfina con una jeringa. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion en un bafio de
hielo. Después de 10 minutos de haber realizado la adicion, la mezcla de reaccion adquiere un

color rojo; una vez que se adquiere este color, se deja en agitacion 1 h més.

Para llevar a cabo la sintesis del difenilfosfinoil-n-propano (32), el difenilfosfuro de litio descrito
en el paso anterior se tranfirié via canula usando presion positiva con nitrogeno, a una solucion
de 1 g (10.36 mmol, 1 eq.) de yodopropano en 10 mL de THF. Después de haber realizado la
adicion, la mezcla de reaccion se agita durante 1 h. Transcurrido el tiempo de reaccidon se
adiciona gota a gota 2.21 g. (10.36 mmol, 1 eq.) de una solucion acuosa de NalO4. Una vez que la
adicion concluye, la solucion se filtra y se elimina el disolvente en un rotavapor casi hasta
sequedad. El residuo se extrae con CH,Cl,. La fase orgénica se seca con Na,SO4 y se elimina el
disolvente al vacio. El producto se purifico usando cromatografia flash en columna, empleando
como soporte silica gel y como eluyente acetato de etilo. El producto fue cristalizado empleando

una mezcla de disolventes hexano-acetato de etilo.

4.5.2 Estudios de RMN.

Los experimentos de RMN para la determinacion de las barreras rotacionales se llevaron a cabo
en un espectrometro Varian Unity de 300 MHz, manteniendo la temperatura controlada 298 K (+
1K). Las muestras se prepararon de la siguiente forma, se colocaron en el tubo de RMN 0.5 mL
de una solucién 0.1 M del compuesto problema, la muestra se degasificé en todos los casos

durante 10 minutos burbujeando nitrogeno.
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El primer estudio que se llevd a cabo fue la determinacion del tiempo de relajacion spin-lattice
(T1) y el incremento debido al efecto nuclear de Overhauser de acuerdo a la técnica descrita por

Kliinery col.'®

La determinacién del coeficiente de difusion se llevo a cabo por la técnica que utiliza los datos de

L, o eoesd
relajacién (T1) del carbono més rigido.'*'¢>1%¢

141



142



5. APENDICE

Capitulo 2. Interaccion CH/x.
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Grafica 28. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno anulares del compuesto 1.
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Grafica 29. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto
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a-Glucosa permetilada
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Grafica 30. Desplazamientos quimicos de los 4&tomos de hidrégeno anulares del compuesto 3.
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Grafica 31. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto
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B-Glucosa permetilada
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Grafica 32. Desplazamientos quimicos de los 4&tomos de hidrégeno anulares del compuesto 4.
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Grafica 33. Desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno de los grupos metoxilo del compuesto
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Tabla 23. Diferencias de desplazamientos quimicos (ppm) para los compuestos 3 y 4.

a-glucosa permetilada (3) B-glucosa permetilada (4)
D,0 CeDs A8 = 8D,0-6C¢Dy D,O CeDs A8 = 8D,0-8C¢Dy
H, 4.98 4.64 0.34 4.38 4.07 0.31
H, 3.34 3.12 0.22 3.07 3.14 -0.07
H; 3.26 3.70 -0.44 3.39 3.24 0.15
H, 3.5 3.26 0.24 3.25 3.24 0.01
H; 3.68 3.71 -0.03 3.52 3.24 0.28
Ha, 3.66 3.47 0.19 3.74 3.51 0.23
Hg, 3.66 3.55 0.11 3.65 3.51 0.14
Me, 3.41 3.14 0.27 3.56 3.30 0.26
Me, 3.49 3.18 0.31 3.58 3.52 0.06
Me; 3.54 3.54 0.00 3.63 3.57 0.06
Me, 3.6 3.45 0.15 3.54 3.42 0.12
Mes 4.4 3.18 1.22 3.42 3.18 0.24

Tabla 24. Desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN de 'H de la B-glucosa permetilada (4).

B-Glucosa
permetilada

Ensayo | CDCL| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | CeFe
‘ 0.00 |0.05]0.10]0.15|0.20 | 0.25[0.30 | 0.35| 0.40 | 0.45]0.50 | 0.55 | 0.60 | 1.00

H, 413 [4.13|4.13[4.134.13[4.12|4.11]4.11 [4.10|4.10 | 4.09 | 4.09 | 4.08 | 3.56

H, 297 12961294293 1290|2.89|2.88]2.86|2.85]2.84|2.83|2.82|2.80] 2.18

H; 3.15 |3.1413.13]3.12|3.11]3.10{3.09]3.09|3.08|3.07]|3.06 | 3.05|3.04 | 2.50

H, 3.15 |3.1413.13]3.12|3.11]3.10[{3.093.09|3.08|3.07]|3.06 | 3.05|3.04 | 2.42

H; 326 |3.27)13.27]3.26(3.26|3.25[3.25|3.24|3.24|3.233.22|3.22|3.21| 2.67
Hg, 3.54 |3.57|13.56]3.56[3.59]3.59[3.59]3.59|3.58|3.583.583.58]3.57| 3.10
Hg, 3.64 |3.66|3.62]3.66|3.66|3.67|3.67|3.67|3.66|3.67|3.67|3.67|3.67| 3.22
Me;, 3.52 |3.5313.54|3.54|3.55]3.55[3.55|3.55|3.55|3.55]3.55[3.55]3.55]| 3.18
Me, 3.56 |3.57|3.57|3.57|3.57|3.57|3.57|3.57|3.56|3.56|3.563.55|3.55| 3.14
Me; 3.62 |3.623.62]3.63|3.63|3.63|3.63|3.63]3.63|3.63]|3.63|3.63|3.62] 3.23
Me, 3.53 |3.54|3.55|3.55[3.55]3.56[3.56|3.56|3.56|3.56|3.56|3.55|3.55| 3.17
Mes 341 134213.4313.44(3.45]13.45[3.46|3.46|3.46/3.4713.47|13.47]3.47| 3.12

a. Relacion molar carohidrato:hexafluorobenceno.
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Tabla 25. Diferencias de desplazamientos quimicos (ppm) para los compuestos 3 y 4.

a-glucosa permetilada (3)

B-glucosa permetilada (4)

CDCl, CeF¢ A8 =8CDCL-8CFs | CDCl; CsF¢ A8 =3CDCl;-8C4F,
H, 4.81 4.26 0.55 4.14 3.56 0.58
H, 3.19 2.48 0.71 2.98 2.18 0.80
H; 3.47 2.62 0.85 3.16 2.50 0.66
H, 3.15 2.34 0.81 3.14 2.42 0.72
H; 3.58 2.79 0.79 3.27 2.67 0.60
Hg, 3.57 3.01 0.56 3.56 3.10 0.46
Hgp 3.57 3.01 0.56 3.64 3.22 0.42
Me, 3.40 3.11 0.29 3.52 3.18 0.34
Me, 3.50 3.16 0.34 3.57 3.14 0.43
Me; 3.60 3.17 0.43 3.62 3.23 0.39
Me, 3.53 3.13 0.40 3.53 3.17 0.36
Mes 3.41 3.09 0.32 3.41 3.12 0.29
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Capitulo 3. Interaccién - .

E(MP2)= - 386.74093 a.u
Frequency= - 404.4 cm™!
E(MP2)= - 386.74736 a.u 4
requency= - 360.2 cm™' -l

4 4

AE= 10.70 kcal 4ol

¥ AE= 6.67 kcalmol
%

l Cyclopentadiene Cyclopentadiene

E(MP2} - 193.37899 au  E(MP2)=- 193.37899 a.u

AE= 34.54 kcal4nol”!

.18 kcal4mol”!

AF= 10.26 kcal

.35 kcalamol!

E(MP2)= - 386.76371 a.u E(MP2)= - 386.76380 a.u
AE[ 24.28 keal mol”!

l AE= 24.83 kcalmol*
X l bl

endo

E(MP2)= - 386.80240 a.u -
exo
v ¥ E(MP2)=- 386.80337 ¢ 4]

i
v o

A%

Esquema 20. Superficie de energia potencial de la reaccion de dimerizacion del ciclopentadieno (13).

E(MP2)= -309.55458 a.u E(MP2)= - 309.54709 a.u
Frequency=-315.3 cm™! Frequency=-349.7 cm™' [
AE=2.71 kealmol] y J AE$7.41 kealmoX,! ~
Cyclopentadiene Cyclopropene

E(MP2)= - 193.37899 4. E(MP2)= - 116.17991 a.u

c

AE=57,95 kealmol’

AE= 5157 kcal-mol!

AE=3.11kcal-mol’

|

E(MP2)= - 309.56385 a.u 1
AE= 45.75 kcal-mol!

4

endo

E(MP2)= - 309.63676 a.u
exo

E(MP2)= -309.63944 a.u

Esquema 21. Superficie de energia potencial de la reaccion de ciclopentadieno (13) con ciclopropeno (24).
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6. DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-galactopirandsido (1). Rendimiento quimico: 759 mg (59 %).
Liquido amarillo. IR (pelicula): 2979, 2910, 2829, 1450, 1359, 1252, 1199, 1098, 1053, 986, 954,
883, 764, 665. "H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 3.14 (s, 3H, Mes); 3.20 (s, 3H, Me,); 3.26 (s, 3H,
Me,); 3.27 (s, 3H, Mes); 3.52 (m, 1Hg,); 3.53 (m, 1H4); 3.60 (dd, J = 2.5, 9.0, 1Hgyp); 3.62 (m,
1H3); 3.82 (dd, T = 4.0, 10.5, 1Hg); 3.90 (m, 1Hs); 4.77 (d, J = 3.0, 1H,). *C-NMR (125 MHz,
CsDg): 55.0 (Me)); 58.2 (Me3); 58.4 (Me,); 58.8 (Mes); 61.0 (Mey); 70.0 (Cs); 71.8 (Cg); 77.0
(C4); 78.8 (C2); 81.0 (C3); 98.8 (C)). CI-MS: 251 ([M+H]"; [C11H,06]™).

2,3,4,6-Tetra-O-metil-B-D-metil-galactopirandsido (2). Rendimiento quimico: 875 mg (68 %).
Sélido blanco. p. f. 45-47 °C. IR (KBr): 2979, 2921, 2836, 1448, 1373, 1334, 1305, 1183, 1073,
1106, 957, 997, 957, 908, 876, 740, 660. "H-NMR (500 MHz, C¢D): 2.97 (dd J = 9.5, 3.0, 1H;);
3.11 (s, 3H, Mes); 3.27 (s, 3H, Mes); 3.33 (ddd, ] = 1.5, 5.5, 7.5, 1Hs); 3.37 (s, H, Me)); 3.45 (dd,
J=1.0, 3.0, 1H4); 3.46 (s, H, Mes); 3.50 (dd, J = 5.5, 9.0, 1Hg,); 3.57 (s, 3H, Me,); 3.64 (dd, J =
8.0, 9.5, 1Hgp); 3.68 (dd, T =7.5, 10.0, 1H,); 4.15 (d, J = 7.5, 1H,). >C-NMR (125 MHz, C¢Ds):
56.3 (Mey); 58.3 (Me3); 58.8 (Mes); 60.7 (Me,); 60.9 (Mey); 71.4 (Cs); 73.4 (Cs); 75.6 (Cy); 81.3
(C2); 84.9 (C3); 105.3 (Cy) CI-MS: 251 ([M+H]"; [C11Hx206]™).

2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-glucopiranésido (3). Rendimiento quimico: 862 mg (67 %).
Liquido amarillo. IR (pelicula): 2969, 2914, 2840, 1450, 1385, 1262, 1184, 1132, 1073, 994, 908,
632, 602. '"H-NMR (500 MHz, C¢D): 3.12 (dd, J = 4.5, 10.0, 1H,) 3.14 (s, 3H, Me,); 3.18 (s, 3H,
Me,); 3.18 (s, 3H, Mes); 3.26 (dd, J = 4.5, 10.0, 1Hy); 3.45 (s, 3H, Mey); 3.47 (m, 1Hg,); 3.54 (s,
3H, Mes); 3.55 (m, 1Hgy); 3.70 (m, 1Hs); 3.71 (m, 1Hs); 4.64 (d, J = 3.5, 1H,;). "C-NMR (125
MHz, C¢Dg): 54.7 (Me)); 57.9 (Mey); 58.9 (Mes); 60.2 (Mey); 60.6 (Mes); 70.8 (Cs); 71.9 (Co);
80.0 (C3); 80.1 (C3); 82.5 (C2); 97.8 (C)). CI-MS: 251 ([M+H]*; [C11Hpn06]™).
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2,3,4,6-Tetra-O-metil-B-D-metil-glucopiranosido (4). Rendimiento quimico: 759 mg (59 %).
Sélido blanco. p. f. 34-36 °C. IR (KBr): 2980, 2928, 2832, 1450, 1375, 1320, 1190, 1102, 1049,
995, 967, 897, 749, 672. '"H-NMR (500 MHz, C¢Ds): 3.14 (m, 1H,) 3.18 (s, 3H, Mes); 3.24 (m,
1Hs3); 3.24 (m, 1Hy4); 3.24 (m, 1Hs); 3.30 (s, 3H, Mey); 3.42 (s, 3H, Mey); 3.51 (m, 1Hg,); 3.51 (m,
1Hep); 3.52 (s, 3H, Mey); 3.57 (s, 3H, Mes); 4.07 (d, J = 3.5, 1H,). C-NMR (125 MHz, C¢Ds):
56.3 (Me)); 59.0 (Mes); 60.1 (Mes); 60.2 (Mes); 60.6 (Mes); 71.8 (Ce); 75.3 (Cs); 79.9 (Cy); 84.5
(C2); 87.1 (C3); 104.8 (Cy). CI-MS: 251 ([M+H]"; [C11H206]™).

2,3,4,6-Tetra-O-metil-o-D-metil-manopiranosido (5). Rendimiento quimico: 797 mg (62 %).
Liquido amarillo. IR (pelicula): 2980, 2909, 2829, 1451, 1377, 1291, 1191, 1114, 1065, 997, 971,
871, 795, 662. "H-NMR (500 MHz, C¢Ds) 3.13 (s, 3H, Me)), 3.12 (s, 3H, Mes); 3.22 (s, 3H,
Mes); 3.23 (s, 3H, Mey); 3.42 (s, Hy); 3.43 (dd, J = 2.0, 3.0, 1H,); 3.53 (dd, J = 2.0, 11.0, 1Hg,);
3.58 (m, 1Hep); 3.60 (m, 1H3); 3.62 (m, 1Hy); 3.70 (m, 1Hs); 3.68 (dd, J = 7.5, 10.0, 1H,); 4.64 (d,
J=2.0, IH)). "C-NMR (125 MHz, C¢Ds): 54.4 (Me)); 57.2 (Mes); 58.9 (Me,); 59.0 (Mes); 60.4
(Mes); 72.4 (Ce); 72.5 (Cs); 77.0 (Ca); 77.4 (Cy); 82.6 (C3); 99.0 (Cy). CI-MS: 251 ([M+H]";
[C11H206]™)

Difenilfosfinoil-n-propano (32). Rendimiento quimico: 2.21 g (86 %). Sélido cristalino amarillo.
p. £.99°C. IR: 1176 cm™ v (P=0) "H NMR: (500 MHz-CDCl;) & (ppm) 1.02 (td, 3H, *Jyy = 7.5
Hz, *Juu = 1 Hz CH3-CH,), 1.66 (m, 2H, CH;3-CH,-CHy(P)), 2.25 (m, 2H, CH3-CH,-CH,(P))
7.45-7.53 (m, 6H, aromaticos), 7.72-7.76 (m, 4H, aromaticos). °C NMR: (125MHz-CDCls) &
(ppm) 15.23 (d, *Jep = 3.63 Hz, CH3-CH,-CH,(P)), 15.63 (d, “Jc.p = 15.63 Hz, CH3-CH,-
CH,(P)), 31.82 (d, 'Jep = 71.37 Hz, CH3-CH,-CHa(P)), 128.56 (d, 'Jep = 11.38 Hz, Coro), 130.74
(d, *Je.p = 8.75 Hz, Cinera), 131.59 (d, *Jep = 2.25 Hz, Cpara), 133.15 (d, *Jep = 97.5 Hz, Cipso). ' P
NMR: (121.38 MHz-CDCls) & (ppm) 32.88. LRMS: (m/z) 244 (35%) [M]", 243 (45%), 243
(45%), 215 (100%), 201 (90%), 183 (10%). HRMS: (FAB+) mz calculado para C,sH;sOPS
245.2752 y el encontrado fue de 245.1093
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7. ESPECTROS DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

1. Espectro de RMN de "H 500 MHz de a-galactosa permetilada (1).
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2. Espectro de RMN de °C 125 MHz de a-galactosa permetilada (1).
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3. Espectro de RMN de 'H 500 MHz de [-galactosa permetilada (2).
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4. Espectro de RMN de °C 125 MHz de [-galactosa permetilada (2).
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5. Espectro de RMN de 'H 500 MHz de o-glucosa permetilada (3).
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6. Espectro de RMN de "°C 125 MHz de o-glucosa permetilada (3).
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7. Espectro de RMN de 'H 500 MHz de o-manosa permetilada (5).
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8. Espectro de RMN de "°C 125 MHz de a-manosa permetilada (5).
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Abstract: Specific interactions between molecules, including those produced by a given solute, and the
surrounding solvent are essential to drive molecular recognition processes. A simple molecule such as
benzene is capable of recognizing and differentiating among very similar entities, such as methyl 2,3 4,6-
tetra-O-methyl-a-p-galactopyranoside (1-MesGal), methyl 2,3,4,6-tetra-O-methyl-/i-n-galactopyranoside (/i-
MesGal), 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-fi-b-galactopyranose (/i-AcsGal), and methyl 2,3 4 6-tetra-O-methyl-a-
p-mannopyranoside (a-MesMan). In order to determine if these complexes are formed, the interaction energy
between benzene and the different carbohydrates was determined, using Calvet microcalorimetry, as the
enthalpy of solvation. These enthalpy values were —89.0 + 2.0, —88.7 4+ 5.5, - 1325 + 6.2, and 78.8 |
3.9 kJ mol ' for the four complexes, respectively. Characterization of the different complexes was completed
by establishing the molecular region where the interaction takes place using NMR. It was determined that
f-MesGal is stabilized by the CH/x interaction produced by the nonpolar region of the carbohydrate on the
u face. In contrast, a-MesMan Is not specifically solvated by benzene and does not present any stacking
interaction. Although a-MesGal has a geometry similar to that of its epimer, the obtained NMR data seem
to indicate that the axial methoxy group at the anomeric position increases the distance of the benzene
molecules from the pyranose ring. Substitution of the methoxy groups by acetate moieties, as in /I-AcsGal,
precludes the approach of benzene to produce the CH/x interaction. In fact, the elevated stabilization energy
of fi-AcsGal is probably due to the interaction between benzene and the methyl groups of the acetyls,
Therefore, methoxy and acetyl substituents have different effects on the protons of the pyranose ring.

Introduction proteins that recognize carbohydrates such as galectins” and
mediate the interaction between carbohydrates and the aromatic
residues of the side chains of Trp, Tyr, Phe. and His present in
the receptors. CH/ interactions have their origin in dispersion
forces, which have an impact on the enthalpic term of the free
energy.'" Depending on the chemical nature of the interacting
groups, the CH/Z7 interaction may contribute more stabilizing
energy than a hydrogen bond: therefore, it may become difficult
to evaluate the actual energy contribution of cach type of
interaction when they are competing, Because of the importance
of CH/ interactions and the intrinsic difficulty in their proper

Interactions between carbohydrates and proteins mediate
many fundamental and complex phenomena. such as allergic
reactions, embryogenesis. tissue development. fertilization,
metastasis, bacterial cell wall recognition, and protein hydration
and stability," 7 It has been demonstrated that these interactions
are facilitated by the formation of hydrogen bonds." However,
CH/n stacking is very common in the recognition sites of

Y Universidad Nacional Autdnoma de México,
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description. multiple efforts have been made to charucterize
them, When the C—H group is highly acidic, as is the case for
the € H group of chloroform, the CH/7 interaction is intense.
However, when the hydrogen group donor is not very acidic.
the participation of several C—H bonds in the proper orientation

(%) Scheiner. S, Malecular iteractions: From van der Waels to Strongly
Bound Complexes: Wiley: New York, 1997,
(9) Lis. H.: Sharon. N. Chem. Rev. 1998, U8, 637-674.
(101 Anslyn, E. V. Dougherty, D. A. Modern Physical Organic Chemisiry:
University Science Books: Sausalito, CAL 2008,

J. AM. CHEM. SOC. 2009, 1317, 18129-18138 = 18129



ARTICLES

Ramirez-Gualito et al.

Figure 1. Orientation of the three hydrogen atoms required 1o interact with
the aromatic molecule through the corresponding CH/T imteractions, The
hydrogen stoms marked with an asterisk estublish the molecular region
capable of stacking. The disposition indicated in a. a-galactose (positions
3. 4. 5) corresponds to a consecutive arrangement: that in b, [f-glucose,
(positions 1. 3. 5) belongs to an alternated arrungement.

is necessary for interaction. This is very relevant when
carbohydrates interact with aromatic compounds in the recogni-
tion site of a protein. Due to the lack of acidity of the hydrogen
atoms of the carbohydrate’s pyranose ring. at least three
hydrogen atoms must be located in the same molecular region,
and there must be enough space to allow their proximity to the
aromatic compound (Figure 1). This orientation can be of two
types: consecutive, as in a-galactose (a, Figure 1), or alternated,
as in fi-glucose (b, Figure 1). Previous studies of the CH/x
interaction have been based on the individual use of diverse
analytical, biochemical, and biophysical techniques, such as
calorimetry,'' X-ray analysis.'” " NMR.'* IR."® and molecular
modeling.'™"® These studies have been published as different
attempts to properly describe the interactions.'” ** However,
the method presented herein, with the combination of NMR,
calorimety. and theoretical calculations to adequately describe
the nature of the interaction, has not been reported before,
Knowledge of all the factors that control this interaction
would be of fundamental importance for modifing and modulat-
ing the affinity of natural receptors, depending on the process
under study, and should be instrumental in improving the design
of artificial receptors, as well as for the rational design of
carbohydrate- or glycomimetic-based pharmaceuticals.™
Undoubtedly, a rigorous way to establish the nature of a weak
interaction would be to determine its associated energy, as well
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as the molecular region where it is produced.'” Only with this
knowledge it is possible to avoid speculation, Thermodynamic
data may allow rescarchers to establish the magnitude of
interactions but do not provide direct evidence of their specific-
ity. The nuture and structure of the solvent molecules, behaving
as individuals or as o bulk, are also of paramount relevance o
determine the specificity or lack thercof of the interaction
between two different entities, or between any entity and the
solvent.

Experimental determination of thermodynamic binding daia
is essential for understanding the process itself, but also lor
evaluating the adequacy of the theoretical methods employed
to model and quantify molecular interactions. Theoretical data
strongly depend on the level of theory as well as on the
correction of intrinsic failures in methodology such as the basis
set superposition or the scaling of the zero-point energy. Some
of the corrections required have their origin in the fact that the
energy is usually calculated considering complex molecules as
ideal gases,

Simple models are very useful to understund moleculor
recognition processes. On this basis, we have decided to focus
on the investigation of isolated CH/7 interactions between sugius
and aromatic moieties by eliminating the possibility of hydrogen
bonding by using O-substituted sugars as well as the proper
solvents. In the study presented herein. the sugar hydroxyls have
been substituted by two common protecting groups: O-methyl
and Q-acetyl moieties, As solvent, we have chosen benzene o
mimic the nonpolar, hydrophobic. and aromatic character of the
lectin binding sites. Even if these madifications do not reproduce
the conditions of the biological systems. it is useful to isolate
the interactions to determine if the potential interaction between
carbohydrates and aromatic substrates has an enthalpic origin
or if it is purely entropic.

A key question arises: Can an aromatic molecule (benzene)
differentiate between two isomeric carbohydrates? It is generally
accepted that, besides solvation, two factors govern molecular
recognition: complementarity and preorganization.”*" Our study
shows that, in fact, the interacting groups should complement
each other but preorganization is not strictly essential for the
CH/ interaction to take place. Since weak interactions have
their origin in dispersion forces, they also have an impact on
the enthalpic term of the free energy: the existence of the CHZr
interaction can be demonstrated by measuring the energy
involved, which should be stabilizing and dependent on the
chemical nature of the interacting molecules. 1 be specific.' ™
To the best of our knowledge, this is the first time the interplay
of calorimetric solvation data, NMR shielding effects, intermo-
lecular NOEs, and theoretical caleulations is used to draw
conclusions about specific interactions between carbohydrates
and proteins, and this could be established as an adequate
methodology for this type of study.

Results and Discussion

a. ‘Theoretical Calculations. Benzene was chosen as a good
model to perform computational studies, since this molecule
maintains the essence of the interaction between an aromatic
moiety and a carbohydrate molecule. It is the simplest possible
model and could help answer a Key question: What is the
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Figure 2. Structures of the benzene/f-Tucose (1) complex'” and benzene/
o= fucose (2) complex at the MP2/6-31Gd,p) level of theory with BSSE
correction ineorporated during the full geometry optimization procedure,

relationship between molecular complementarities and  the
specificity of the interaction’?

At the beginning of this study, & nonsubstituted regular sugar
was employed. Using computer simulations. it is possible to
orient the aromatic group (benzene) toward the nonpolar region
of the carbohydrate, thus avoiding the participation of hydrogen
bonds, which prevails over CH/x interactions in rvacuo. To
simplify the conformational problems posed by the presence
of the sugar hydroxymethyl group, it was changed to a simple
methyl group, as in 6-deoxy sugars. Therefore, we used fucose
as the model for galactose. Moreover, to restrict the degrees of
freedom of the hydroxyl groups, intramolecular OH+++OH
hydrogen bonds were forced by orienting the hydroxyls in a
cooperative counterclockwise (from the perspective of the
carbohydrate’s f face) manner.

The supramolecular structures of the -(1) and a-fucose (2)
associated with benzene obtained at the MP2/6-31G(d.p) level
with the basis set superposition error (BSSE) correction
incorporated during the full optimization process of the geometry
are presented in Figure 2. The interaction energy reported for
the benzene/1 complex was previously described'” and is —12.5
kJ mol~', while we calculated that for epimer 2 in this study at
the same level of theory to be —11.3 kI mol '. Even when in
both supramolecules the benzene is oriented laterally, the
presence of a hydroxyl group in the anomeric position (C1) of
2 generates a repulsive environment that, on average, places
the benzene moiety more separated from 2 than from 1.
especially at this region. Following are the distances for
complexes 1 and 2, respectively: C1=C"1, 4.52 and 4.94 A:
C2—C"2.4.82 and 5.04 A: C3—C’3, both 3.96 A: C4-C"4. 4.05
and 3.97 A: and C5-C’5, 3.89 and 4.02 A.

b. Thermochemistry. Although factors such as the distuption
of the packing forces in the presence of a solvent (i.e., benzence).
the differences in the solvation of the solutes, and the degree
of solvation, among others, may play a role in the enthalpic
changes measured in an experiment. it is possible to estimate
the energy associated with the interaction generated by van der
Waals complexes because the system used as the reference (6)
lacks the interaction of interest but it can be assumed, through
the design of the experiment, that all the other conditions are
similar. Thus, by measuring the amount of heat exchanged when
benzene binds to the carbohydrate and comparing the systems,
it is possible to assume that the difference in energy is related
to the CH/Z7 interaction.

Nevertheless, since it is essential that the carbohydrate be
soluble in benzene, the direct experiment could not be per-

tormed. Therefore. substitutions at the hydroxyl groups were
introduced. In principle. the chosen substituent should not
interact with benzene 1o a significant extent: thus, methy! groups
were chosen as a first approximation. Morcover. this structural
modification has the advantage of removing the possibility of
hydrogen bonding. which could compete with the CH/ix
interaction,

To make the chemicul modifications to the compounds of
interest, permethylation was done according to the conditions
described by Wang et al.™ using iodomethane as the alkylating
agent. Compounds were purified and characterized by different
techniques (see Supporting Information). Compound /3-Me.Gal
(4) was crystallized. and its X-ray diffraction-based structure
is shown in Figure 3,

One more important issue that could arise is the fact that the
methyl groups could generate a congested environment that
would interfere with the interaction. Figure 3 shows the two
conformers present in the crystalline network of /-Me<Gal. In
the solid state. /-MesGal has an extended conformation where
there is enough space for the approach of a benzene molecule,
In fact, there are four C—H bonds on the a face of the
carbohydrate available for providing CH/z interactions. Mobility
of the O-methyl groups could challenge the approach of the
aromatic ring, and establishment of the interaction could. in
addition, constrain the expected motion of these pendant groups
in solution with the concomitant conformationul restrictions and
the corresponding entropic penalty,

Nevertheless, according to the X-ray structure for the putative
complex with benzene. in the key sugar regions where three
C- H vectors exist close in space to generate the pateh for
benzene interaction. the existing oxygen atoms are located in
such a way that they are not able to generate repulsive
environment to form the van der Waals complex,

Rigorous analysis of the interaction energy should also
consider the solvation energy. In the present context. the term
“solvation process™ refers to the energetic and structural changes
oceurring in a system upon transferring solute molecules into
the solvent. These changes could result in the disruption of
intramolecular interactions within the solvent and solute, as well
as the formation of new intermolecular interactions between the
molecules of solute and solvent.” In our case. when comparing
the different carbohydrates, the existing differences in the
solvation enthalpies should reflect the magnitude of the interac-
tion of cach sugar isomer with the solvent molecules. Scheme
| shows the terms required to determine this thermodynamic
property. The enthalpy of phase change as well as the dissolution
enthalpy can be determined by direct measurement in
calorimeter.'' The dissolution enthalpy values of a-MesGal (3).
[-Me.Gal (4), f-AcsGal (5), and o-MesMan (6) solutes in
benzene (AyHy,) were then determined.

When considering the obtained Ay 7 values, itis necessary
to take into account the heat of the broken intramolecular
interactions and the heat released when cach molecule of solute
gets in the bulk of the solution and is surrounded by a shell of
solvent molecules.™ It could be deduced that, for the solid
compounds 4 and 5, a positive value of this quantity was
observed, indicating that these compounds are more stable in

128) Wang, H.: Sun. L. Glazebnik. 8.2 Zhao. K. Tetrahedron Len. 1995,
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Figure 3. Conformation of fi-MeGal (4) in the solid state.

Scheme 1. Thermodynamic Determination of the Heat of Solvation
Carbohydrate (gas)

Sublimation or Vaporization Salvation

ALHE or AL A M
Carbohy drate Dissolution _ Carbohy drate
tsolid or liquid) A, T fsolution)

Table 1. Enthalpies of Solvation (in kJ mol ') of Methy!
2,3.4,6-Tetra-O-methyl-u-p-galactopyranoside {(o-MegGal, 3),
Methyl 2,3,4,6-Tetra-O-methyl-(i-p-galactopyranoside (/i-Me,Gal,
4), 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-jj-n-galactopyranose (ji-AcsGal, 5),
and Methyl 2,3 4,6-Tetra-O-methyl-a-0-mannopyranoside
(a-MesMan, 6) in benzene (1:10, mol:mol)®

AgeHy ALH; or AfHy® AsonHi thy, L°
3 0.67 88.37 89.04 2,00
4 16.54 105.25 - 88.71 5.54
5 12.10 |44.64 132,54 6,19
6 3.65 75,18 78.83 191

“Caleulated from the respective enthalpies of dissolution, determined
by Calvet microcalorimetry at 303,15 K. and the enthalpies of phase
change. determined by scanning calorimetry. " For solid compounds 4
and 5 it s reported the heat of sublimation ALML. and for Tiguid
compounds 3 and 6 it is reported the heat of vaporization AfH " oy s
the overall uncertainty on the enthalpy of solvation. caleulated from the
uneertainties on the enthalpies of dissolution and phase change (see
Supporting Information).

pure form than in solution. It can be anticipated that breaking
the crystalline form of these molecules is energy demunding,
In contrast, a negative, exothermic dissolution enthalpy can be
observed for the two liquid compounds, 3 and 6. The results
are gathered in Table 1.

The mannose derivative 6 can be used as a reference since.
according to our previous studies, the pyranose ring does not
have the substitution pattern required for establishing a CH/7
interaction'! (at least three C—H bonds exposed in the same
molecular region).'” Thus, compound 6 cannot interact with
benzene as a van der Waals complex. On the other hand, the

data for § (-AcsGal) were employed to estimate the effect of

the methyl group on the interaction. In this compound, the more
acidic hydrogen atoms of the O-acetyl group show a distinct
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chemical nature in comparison to those of the O-methyl group
(as in 3, 4. and 6).

The phase change enthalpies reflect the cohesive energy of
the crystalline lattice in the case of the solid compounds. Strong
dipolar intermolecular interactions must be predominant in
compound 5 due to the O-acetyl groups, In fact, the heat of
sublimation of this compound is the highest of the four
substances studied. In pure compounds 3. 4. and 6. intermo
lecular interactions between (-methy] groups must be generited
by dispersion forces, thus significantly reducing the heat of
sublimation of fi-MesGal (4) with respect to that of f-AcsGal
(5). and even making compounds 3 and 6 liguids.

It should be noted that, for solid compounds 4 and 5, the
heat of sublimation AEHY, is reported. On the other hand, for
liquid compounds 3 and 6, the heat of vaporization AfHY, is
reported. The solvation energy A, H), of the mannose deriva-
tive, 6 (—78.8 2= 3.9 kJ mol '), indicates that this is the least
stable system in benzene solution. As expected from the
stereochemistry of the pyranose ring. the A Hy, values are
higher for compounds 3 (+89.0 + 2.0 kJ mol ') and 4 (—88.7
+ 5.5 ki mol '). In principle, we can infer that the energy
difference between galactose derivatives 3 and 4. and the
mannose analogue, 6. is due mainly to the CH/zr energy. This
can be estimated through eq 1."

H(3ord) — A H,

CH/m energy — A, M, n(6) (1)

At this point, it is possible to assume that the A ) term
of 6 only includes the interactions between the (2-methy! groups
and the solvent. while the same term A for 3 and 4 also
includes the CH/ interaction. According to this approximation.
the CH/m interaction between the methyl galactopy ranoside
epimers and benzene amounts to 10.2 and 9.9 kI mol ! for 3
and 4, respectively. Although only an approximation, thesc
values are strikingly in agreement with the values calculated at
the MP2/6-31G(d.p) level when the BSSE correction is included
during the optimization process, 12,5 kJ mol ' for model
complex 1' and 11.3 kJ mol ! for 2.

Cuarbohydrate —aromatic interactions have been widely studied
using computational methods. The obtained energy values
oscillate between 10.5 and 20.9 k] mol ' when the MP2 method
is used. Since the different theoretical methods include different
levels of approximation,’’ ™ with diverse considerations of the
repulsive and attractive, it is of paramount importance to access
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the experimental reference values around 10.0 kJ mol ' in order
to estimate the quality of the different theoretical treatments.

For the penta-O-acetyl compound §, the heat of sublimation
is 144.6 kJ mol™!, in concordance with its vapor pressure,
Interestingly, the interaction of this molecule with bhenzene
amounts to — 132.5 kJ mol ', the most stabilizing one observed
in the present study. If there were no stabilization mediated by
the CH/x interaction with the hydrogen atoms at the ring. the
observed stabilization energy would have its origin in the
independent interaction of the acetyl groups with the benzene
molecules. If the solvation value of § is subtracted from the
solvation of compound 6, there is a difference of —53.7 ki
mol L. It is possible to contemplate that, on average, each of
the O-acetyl group interactions contributes with —10.7 kJ mol™',
a value expected for a CH/zr interaction,

¢. NMR Determinations. As mentioned above, thermody-
namic data can be used to establish the existence of the
interaction but not the region of the molecule where it happens,
NMR can be safely employed for this purpose. This technique
has been nicely used for the detection of intermolecular NOEs
to study interactions of specific complexes such as cyclodextrins
and wifluoroethanol™ or cyclodextrins and aromatic com-
pounds.* In this context, the use of an anisotropic titration
procedure has established that f-galactose and benzene'' or
phenol'” interact in the region of the C3—C6 segment of the
carbohydrate, basically as described by the theoretical caleulations.

Saccharides are amphipathic substances. " Substitution of the
carbohydrate hydroxyl with methyl groups increases its hydro-
phobic properties and, in principle, should facilitate the access
of aromatic molecules to the proximity of the pyranose ring.
However, a pattern originated by specific and stabilizing CH/7x
interactions would decrease the translational and rotational
degrees of freedom of the molecule. On the other hand, when
considering solvation, in the absence of specilic interactions,
the approach ol benzene molecules o the sugar would be
random.

Table 2 presents the differences in the 'H NMR chemical
shifts of the compounds under study in chloroform-d and
benzene-dy,. A positive value indicates shielding. thus protection,
and the possibility that the corresponding proton interacts with
the benzenc face. In other words, it is within the anisotropic
cone of the aromatic entity and allows the location of one
benzene molecule close Lo a specific region of the carbohydrate
ring.

A factor common to all the carbohydrates studied herein is
that all the methyl groups are shielded in the presence of
benzene. For the O-methyl sugars, the observed values oscillate
between 0,10 and 0.30 ppm, while for the acetylated systems,
the values are much larger, ranging from 0.34 1o 0.61 ppm,
These observations can be correlated with the different chemical
nature of the O-acetyl with respect to the (2-methyl group and
its tendency to interact in a much stronger manner with benzene
molecules.
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Table 2. Chemical Shift Difference, Ad = ACDCly
ppm), for Compounds 3-6

f‘lC.‘D., {!n

-Me,Gal, 3 [i-MesGal, 4 [-heGal, § (1-Me:Man, 6
HI 0.01 0,01 013 015
H2 0.8 0.7 1,38 013
H3 0.08 .08 1 010
H4 0,17 0.20 0.1 0.20
Hs 0,05 0.24 0,60 015
HoproS 0.0 0.04 0.06 0.0
HéproR 0.4 0.02 (OB (106
Meil) 0.22 0,13 0,56 0.24
Me(2) 0.25 0,02 042 0,24
Mei3) 025 .25 01 or0.29¢ .26
Meid) 010 1 0.61 010
Muis) 0,27 .30 046 or 0,347 019

“Chemical shifts of methvli3) and methylis) are interchangeable

If the ring protons are now considered for fS-galactoside 4,
the hydrogen atoms at positions 3, 4, and 5 are strongly shielded,
with values that range between 0.18 and 024 ppm. This
experimental fact contrasts with the observations for the
a-mannoside 6, where there is a luck of protection for the same
hydrogen atoms. Indeed. the observed differences are the
opposite. with values ranging between —0.10 and —0.20 ppm.
This is expected since the presence of an equatorial methoxy!
aroup at position 4 of mannose. just in the region of approach
of benzene, generates o repulsive environment. and thus. the
CH/x interaction does not take place.

Between these two cases, for 3 and 5 there are intermediate
observations. For 3, the protection of H-4 is high (Ad = 0.17
ppm). while there is lack of protection of H-3 and H-5 (—0.0%
and =005 ppm, respectively). The presence of one axial
methoxy group at the anomeric position should account for these
values.

The 'H NMR data of compound 5 are particularly relevant
The annular protons appear downfield from the methylated
compounds, although this is a regular behavior for O-acetylated
sugars. Besides the electron-withdrawing effect of the acetyl
groups, there are some structural features that deserve attention
In the solid-state X-ray structures of both f-AcsGal (5)"" ™ and
a- AcsGal™ (Figure 3), the OCOC segments (where the initial
O is that of the carbony! group and the final C is part of the
carbohydrate ring of the f3-AcsGal) have values of 1.61° for
C1, 7.19° for C2, 4.99° for C3, 3.13" for C4. and 1,477 for C5.
This shows that the different carbonyl groups eclipse the protons
that are part of the galactose ring: these protons are paramag-
netically shifted because they are located in the deshielding
region of the carbonyl group. These conformational preferences
have been studied before.*™! und it has been reported that the
preferred conformation is that where the C- O bond of the
carbonyl is parallel to the C=H bond of the pyrunose ring.
Indeed, our observations, including the chemical shifts, are in
accordance with those studies, suggesting that the conformations
in solution and in the solid state are similar. At the same time,
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Figure 4. Superposition of f-MeGal (4, ball and sticks) with the a-Ac.Gal
(top) and {1 AcsGal § unalogues (hottom) (wire [rame).

this conformational arrangement puts the oxygen atom in the
region needed for the interaction with benzene. Similar results
are observed in the a-AcsGal anomer. Therefore, the interuction
of the ring protons with the benzene moieties is geometrically
disfavored by the repulsive environment generated by the
carbonyl orientation. Figure 4 shows the superposition of one
of the f-MesGal conformers, 4 (balls and sticks), with the
anomers f-AcsGal, § (Figure 3a), and a-AcsGal (Figure 3b)
(wire frame), suggesting the difficulty of establishing proper
interactions between the ring protons of the acetylated sugars
and an approaching aromatic moiety.

Indeed, for §, only the region around H-5 on the side of the
hydroxymethyl group is availuble for the interaction with the
aromatic moiety. This explains the observed protection and thus
shielding of H-5.

The NMR results may also be satisfactorily integrated with
the calorimetry data. In fact, although in compound 5§ the
hydrogen atoms of the ring are not capable of participating in
CH/a interactions, the molecule can interact with the aromatic
compound through the O-acetyl groups. Again, on this basis, it
can be assessed that the nature of the O-methyl and O-acetyl
groups is rather different.

NOE experiments were also performed to try to detect the
possibility of close proximity between the carbohydrate and
benzene. The detection of intermolecular NOEs between solvent
and small organic molecules has been used to establish the way
in which solutes are solvated.""*~" For the modified carbo-

(42) Berger. S Diaz, M. Do Hawat, C, Pol. J. Chem. 1999, 73, 193-197,

(43) Bagno. A.: Rastrelh. F.; Scorrano. G. J. Magn. Reson. 2004, 167, 31
35,

(44) Angulo, M.; Hawat, C.: Hofmann, H.-J.; Berger. S. Org. Bioinol, Clem.
2003, 7, 1049 1052,

(45) Brand. T., Cabrita, E. J: Berger, S, Prog. Nucl, Magn. Reson.
Spectrose. 2008, 46, 159196,

18134 J. AM. CHEM. SOC. = VOL. 131, NO. 50, 2009

hydrates 35 at the same concentration (ca. 0.24 M), similar
experimental parameters were employed (Figure 5). The dif-
ferent behavior observed for those molecules is notorious, As
expected, for all the molecules, the methyl group showed
significant NOEs, indicating its direct interactions with benzene.

In contrast. the NOEs observed for the ring protons of the
different molecules are rather different. For /i-MesGal (4) there
are clear intermolecular NOEs on H-3, H-4. and H-5 based upon
the difference of the steady NOE spectra. supporting the
existence of interactions between the carbohydrate and the
aromatic moiety. The observed NOEs for a-MeiGal 3 are
smaller than those for 4, and those observed for fi-Ac.Gal (5)
are just above the noise signal,

Therefore, the experimental NOE data (supported by the
chemical shift perturbation analysis) seem o indicate that
benzene interacts with the different sugars, but much more
strongly with the bottom ring face of fi-MesGal (4), as also
indicated by the theoretical calculations. It is noticeable that
the ring protons of mannopyranoside 6 have very little interac-
tion with benzene. although it has been observed that this
interaction depends on the sample concentration (the study of
this effect is in progress. see Supporting Information). Finally,
for the peracetylated compound 5, very weak NOEs are
observed. This observation may be safely explained by the lack
of direct interaction between benzene and the sugar ring protons,
The tiny effects observed could be due to indirect reorientation
effects provoked by the interaction of benzene molecules with
the methyl groups of the (J-ucetyl substituents. The different
intensities of the NOEs observed in Figure 5 for each carbo-
hydrate can be associated with its proximity to the benzene ring.
In all cases, the methyl groups that are necessarily solvated and
close to the solvent show intense signals. The intensity of the
signals follows the order of approximation established by the
theoretical caleulations: higher intensities and thus closer
proximity of the f-galactose derivative, less for the o isomer,
and very small for the acetylated compound (Figure 6). For the
peracetylated compound f3-AcGal (5), the preferred interaction
of the benzene molecules with the acetyl groups could be
observed through NOESY cross peaks (see Supporting Informa-
tion).

A scheme representing the observed interactions is shown in
Figure 6. Very few experimental observations on the existence
of aromatic sugar interactions when exploring acetylated or
methylated carbohydrate molecules have been reported and
systematically compared. Recently, Waters et al." *™ studicd
the attractive interaction between one tryptophan residue and «
diagonally cross-stand tetra-O-acetyl-Gle-Ser. fundamental o
stabilize the folding of a f-hairpin.'™ NMR data were used to
demonstrate the existence of the interaction between the « face
of the carbohydrate and the wyptophan residue. The authors
stated that, when the acetyl groups are eliminated, the interaction
with tryptophan is lost. This result is not expected since CH/7
interactions do. indeed, take place for natural carbohydrates
(unsubstituted) in aqueous solutions.'’ Thus. the absence of the
acetyl groups should maintain the CHZ7 interaction if it exists.
Given the particular geometrical arrangement of the studied
glyeopeptides, it could be possible that instead of (or besides)

(46) Kiehna, S. E.: Laughreyv. 7. R Waters, M. L. Chem, Compmum. 2007
4026 4028,

(47 Tatko, C. D.: Waters, M. L. L A Chem. Soc. 2004, 126, 2028
2034,

(48) Laughrey, 7. R.: Kiehna. S. 12 Riemen. A J: Waters, M. L. 7, Ane
Chem. Soc. 2008, 130, 14625 14633,
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an increase in the cost of solvation of the unsubstituted glucose
suggested by the authors, additional dominant interactions
between the methyl group of one of the acetyl groups and
tryptophan take place. The energy associated with the phenom-
enon would certainly point toward this interaction and would
be in line with our results. A study of the interaction between
the carbohydrate and the aromatic in systems free of other
interactions would be needed to better identify its energy and
dynamics.

Obviously, in complex molecules, such as those glycopeptides
mentioned above, the interaction phenomenon would be a
consequence of different processes, including the solvation/
desolvation process. However. it has also been shown that
nonsubstituted sugars may also effectively interact with aromatic
moieties. in a nonambiguous manner.'” Thus, for each particular
case, many factors should be considered, including sugar ring-
to-aromatic interactions, methyl-to-aromatic interactions, and
the role of solvation, especially for complex biomolecules. In
any case, from our perspective, it is sound to systematically
study the interaction between carbohydrates and aromatic
moieties in systems free of additional interactions, which may
substantially modify and modulate the structural observations
and energy measurements.

Today, structures of various complexes formed by carbohy-
drates bound to the recognition sites of proteins determined by
X-ray are available in different databases. Many lectin/sugar
complexes relevant to this study have been described.* For
example, the complex formed by evulin 1 (a nontoxic protein
that inactivates ribosomes) and fi-galactose, where the relevant
interaction occurs with a tryptophan residue of the protein, is
in perfect agreement with the results described here.”' The same
is true for the interaction between the nonreducing residue of
the disaccharide aGal 1.3GalOMe and a tryptophan residue of
isolectin 1-B4 from Griffonia simplicifolia.” A good example
where the aromatic residuc is tyrosine is fucosyllactose
(aFucl.23Gall.4Glc), when this amino acid interacts with lectin
I of Ulex europaeus.” In light of the study presented, it is
possible to establish that the interactions between the carbohy-
drate and the aromatic residues of the proteins mentioned above
have a stubilizing nature and an effect on the enthalpic term of
the Gibbs free energy. It is noticeable that the CH/ interaction
is a key contribution, in addition to rest of the typical interactions
of the biological media that include hydrogen bonds, among
others,

Conclusions

The interaction energies of a-MesGal (3), -MeGal (4),
B-AcsGal (5), and a-MesMan (6) with benzene, computed as
the enthalpy of solvation determined using Calvet microcalo-
rimetry and differential scanning calorimetry, are —89.0 £ 2.0,
—88.7 + 5.5, —132.5 £ 6.2, and =788 + 3.9 Kkl mol ',
respectively. This confirms that the nature of these interactions
is enthalpic.

From the structural viewpoint, the interacting regions have
been determined by using NMR experiments. While for
f-Me:Gal, the interaction takes primarily place using the (R-)
a-face of the carbohydrate for establishing CH/m interactions
with benzene, for a-MesMan no interaction of this type is

detected. For acetylated sugars, chemical shifts and NOE data
demonstrate that the methyl groups of the O-acety] substituents
effectively interact with benzene. These methyl groups generate
a repulsive environment around the sugar ring that precludes
efficient CHZA7 interaction with the R-face of the sugar, Calo-
rimetry measurements indicate that every methyl group cor-
tributes to the stability of the system with an energy of ca, = 10.7
k] mol '. Morcover. methyl groups in O-acetyl substituents
behave differently from those in ()-Me moieties when interacting
with benzene. Although not completely substantiated. this fact
may have its origin in the polarization of the methyl hydrogens
in the -acetyl group, which contributes to its well-known
acidity., Benzene can recognize and differentiate the o- and
fFanomers of permethylated galactose from the muannose
analogue and from the corresponding per-O-acetylated galuctose2
derivatives. For the simple per-O-acetylated monosaccharids
models, such as those studied herein. the acetyl groups do
interact intensely with benzene and, in addition. block its access
to the (R-) wa-face of the carbohydrate. Previous reports
suggesting that a methyl from an acetyl group is similar to a
methyl group of a methoxy group were reinterpreted in terms
of our findings. The observed effect could be a consequence of
the methyl of the acetyl group—aromatic interaction instead of
a carbohydrate —aromatic one.

Our novel use of a combination of NMR meuasurements with
theoretical calculations and calorimetric data has satisfactorily
supported an interaction mode! forsubstituted carbohydrate —aromatic
interactions in simple models and could be adopted for other
similar studies, The role of solvent and osmolites for modulating
the observed interaction is now under study in our laboratories.

Experimental Section

General Procedure To Carry Out the Permethylation of
Carbohydrates. ™ Methyl-b-pyranoside (1 g. 5.15 mmol. 1.0
equiv) was dissolved in dimethyl sulloxide (7 mi.). NaOH aqueous
solution (50%., w/w) (10 ml., 50 mmol. 9.70 equiv) was added
slowly. The mixture was stirred to form a gel suspension. and CH,l
(3 ml.. 48.18 mmol. 9.35 equiv) was added dropwise. The reaction
mixture was stirred Tor 24 h, Water (100 mL) was added. and the
aqueous phase was extracted with CHACly (3 x 100 mL). The
combined organic phases were dried (Na.SOy), filtered, and
concentrated in vacue, All compounds were purilied by [lash
column chromatography (silica gel. hexane/ethyl acetate 9:1). The
product, methyl 2.3.4.6-tetra-0-methyl-fi-p-galactopyranoside (3).
wits dissolved in EtOAc (30 mL), activated charcoal was added
(20% . w/w). and the black suspension was stirred for 20 min. The
linal product was recrystallized from hexune/CH.Cl. (=99.9%),

Methyl 2.3.4.6-1etra-O-methyl-a-p-galactopyranoside  (4) and
methyl 2.3.4.6-tetra-O-methyl-a-p-mannopyranoside (§) were puri-
fied hy fash column chromatography (silica gel. hexane/ethy
acetate 9:1) and by activated charcoal column (CHLCly) 1o ge
=99.9% purity for each compound, NMR signals assignments lor
compound 4 were done using HSQC. HMBC. NOESY. and COSY
2D experiments are included in the Supporting Information.

Methyl 2,34,6-Tetra-0-methyl-f-n-galactopyranoside (3)."
Yield: 875 mg (68% ). White solid. mp 45 47 “C. IR (KBr): 2979,
2921, 2836, 1448, 1373, 1334, 1305, 1183, 1073, 1106, 957. 997,
957. Q08 876, 740. 660. 'H NMR (500 MHz. CDy,): 297 (dd. J =
0.5. 3.0, 1H;): 3,011 (s 3HL Mes)y: 3.27 (s, 3H. Mes): 3.33 (ddd. /
— 1.5. 5.5, 7.5. 1Hs): 3.37 (5. H. Mej )k 346 (dd. J = 1.0, 3.0

(49) hup://webenligne.cermav.cnrs fr/lectines.

(50) Templel, W.; Tschampel. S.: Woods, R. ). J. Biol. Chem. 2002, 277,
6015-6621.

(51) Loris. R. D. G. 11.; Dao-Thi. M.-1L; Messens, 1 Tmberty, A Wyns,
L. J. Mol Biol, 2000, 301, 987 1002,
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1521 Asres. D. D Perreault. H. Can. 1. Chem. 1999. 77, 319 325.

(53) Rathbone. E. B.; Stephen. A. M. Pachler, K. G. R, Carhofivdr. Res
1971, 20, 1-41-150.

(54) Rathbone, E. B.; Stephen. A, M Puchler, K. G. R, Carbofivdr, Res,
1972, 21, 73-R1.
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[H,): 3.50 (dd. J = 5.5. 9.0. 1Hy,): 3.57 (s. 3H, Mey): 3.04 (dd. /
= 8.0.9.5, IHw): 3.68 (dd. / = 7.5, 10.0. 1H.); 4.15 (d, J = 7.5,
IH). "C NMR (125 MHz, CiDy): 56.3 (Me ) 58.3 (Mes): S8.8
(Mes): 60.7 (Mea); 60.9 (Mey): 71.4 (Cy): 73.4 (Cs): 75.6 (Cy: 81.3
(Ca): 849 (C3); 105.3 (C)). CI-MS: 251 (IMAH| s [Cy HpO M),

Methyl 2,3,4,6-Tetra-0-methyl-o-b-galactopyranoside (4).”" '
Yield: 759 mg (59%). Yellow liquid, IR (film); 2979, 201(). 2829,
1450, 1359, 1252, 1199, 1098, 1053, 986. 954, 883. 764, 665.'H
NMR (500 MHz, CoDg): 3.14 (s, 3H. Mes): 3.20 (s, 3H. Me ) 3.26
(s. 3H. Me,): 3.27 (s. 3H, Me;): 3.52 (m. 1Hq,): 3.53 (m. 1Hy);
3.60 (dd. J = 2.5, 9.0, 1Hgn): 3.62 (m, TH;z): 3.82 (dd. J — 4.0,
10.5. IHep): 3.90 (m. IHg): 4.77 (d. J = 3.0, 1H)). “C NMR (125
MHz, CyIDg): 55.0 (Me)); 58.2 (Me;); 58.4 (Me,); S8.8 (Mes): 61.0
(Mey): 70.0 (Cs)y 718 (Cy)i 77.0 (Cyh 78.8 (Cads 81.0 (Cs); 8.8
(C). CI-MS: 251 (IM+H]'; |C HnO]").

Methyl 2,3,4,6-Tetra-O-methyl-a-p-mannopyranoside (6).”
Yield: 797 mg (62%). Yellow liquid. IR (film): 2980, 2909, 2829,
1451, 1377, 1291, 1191, 1114, 1065. 997, 971, 871, 795, 662. 'H
NMR (500 MHz, CyDg): 3.13 (5. 3H. Mej): 3,12 (s, 3H, Mey): 3.22
(s, 3H, Mes): 3.23 (s. 3H. Mey): 3.42 (5. Hy): 3,43 (dd. J = 2.0.
3.0. THa): 3.53 (dd. J = 2.0, 11.0. THy): 3.58 (m. [Hes): 3.60 (m,
1Hs): 3.62 (m, [Hy); 3.70 (m. 1Hs): 3.68 (dd, J = 7.5, 10.0. 1H.):
4.64 (d, J = 2.0, 1H)). "C NMR (125 MHz. CiDy): 54.4 (Me,);
57.2 (Mey): 58.9 (Mes): 59.0 (Mes): 60.4 (Mey): 72.4 (Cgh 72.5
(Cs)y 77.0 (Cyp: 774 (Ca)x 82,6 (Coh: 99.0 (C)). CI-MS: 251
(IM-+H]"; [CjiHa 04" ).

Compound  1,2.3.4.6-penta-O-acetyl-ff-p-galactopyranose (5,
=99.0%) was purchased from Aldrich and used without [urther
purification,

NMR Experiments. Modified methylpyranoside (15 mg. (.06
mmol) was dissolved in a mixture of C,Dy CHg (0.25 ml. (.25
ml.) to measure the NOE effect using a Bruker 500 MHz
spectrometer. [D NOE difference spectra were obtained upon
irradiation of the benzene signal and internal subtraction of duta
acquired by on-resonance and off-resonance selective excitation on
alternate scans,

X-ray Determination. Solid-state structure was resolved m u
Bruker Smart Apex CCD X-ruy diffractometer. See Supporting
[nformation for details.

General Procedure To Measure the Enthalpies of Dissolution
by Heat Flux Calorimetry. Dissolution experiments were performed
by heat flux calorimetry, using a dilferential Setaram C80 Calvel
calorimeter working in isothermal mode at 303,15 K. Sensitivily
and temperature control of the calorimetric device has been
described elsewhere.'" For dissolution experiments. stainless steel

mixing with membrane vessels were employed. and the mass of

each pyranoside and aromatic solvent was caleulated in order o
generate the maximal possible thermal signal but with a resulting
molar relation carbohydrate - solvent, after the dissolution process.
as near as possible o 1110, The masses of the substances involved
in each dissolution experiment were measured in an MC210 P
Sartorius balance sensitive to 10 pg. After loading of the mixing
vessels into the luxmeters of the Cualvet calorimeter. temperature
and heat flux were stabilized by 60 min. and then data acquisition
was started. Five minutes was enough to get a good initial baseline,
and then the aluminum membrane that separates carbohydrute from
the solvent inside of the mixing vessel was broken. and reversing
of the C80 calorimeter was performed during 15 min to promote 4
total dissolution process. Analysis of the amplified dissolution
curves. generated by the data treatment sofiwuare of the C80
calorimeter. showed that a lapse of 115 min was enough for a total
heat transfer from the dissolution cell to the fluxmeters. The C80
calorimeter works at constant pressure; consequently, integration
of the curve of heat flux as a function of time releases directly the
enthalpy of dissolution of each carbohydrate in the respective
aromatic solvent, Tables including all data of mass and heat

(55) Hunda, N Montgomery, R. Carbolivdr. Res. 1969, 1], A67 484,

involved in cach dissolution experiment are provided in the
Supporting Information.

General Procedure To Measure the Enthalpies of Sublimation
and Vaporization by Differential Scanning Calorimetry. The
calorimetric measurements ol the enthalpy associated with the change
from condensed to gas phase were performed using the isothermal
or scanning operation of & modilied Perkin -Elmer DSCT differentiul
scanning calorimeter.®®*" The sensitive element of this device is
DSCT calorimetric holder assembly. located inside ol a vacuum
chamber and connected 10 the DSCT analyzer by un electrical feed.
The vacuum chamber is evacuated with o rotary vacuum pump.
and residual pressure is monitored by a pressure gauge reluyed o
a Pirani gauge control, Perkin-Elmer 0219-0041 open standard
aluminum pans were utilized as vaporization or sublimation cells,

For isothermal vaporization experiments on the methyl 2.3,4.6-
wtra=Q-methyl-f-n-galactopyranoside. a temperature of 323,15 K
was established as the most suitable from preliminary tests, For
the measurement experiments, samples of around 10 mg of the
liquid substance were placed inside the vaporization pun and
weighed on a Sartorius 4503 microbalance sensitive o 1.0 gg. Once
the prepared sumple pans were loaded in the calorimetric sensor.
temperature and heat flux were stabilized and duta acquisition began.
Three minutes was enough (o get o good initial baseline, and then
a valve relaying the vacuum chamber Lo the vacuum pump wis
opened. the pressure mnside the chamber was downloaded guickly
1o promote the vaporization process, und the complete calorimetric
curve was registered in o lapse ol 30 min.

FFor the phase change experiments with the solid 1.2.3.4.6-penta-
O-acetyl-fi-p-galactopyranose, from preliminary tesis, seanning operi
tion and o range of temperature from 403,15 10 47315 were estublished
as the most appropriate. For the measurement experiments. samples
of around 11 mg of the solid carbohydrates were placed inside the
sublimation pan, and the set was weighed to 1.0 pg of sensitivity. The
prepared sample pans were loaded in the calorimetric sensor. and then
the pressure inside the vacuum chamber was lixed in the range ol
100=150 Pa. while the temperature of the sample was held at 403,15
K. Alter 3 min for stabilizing the calorimeter’s heat flux signal,
scanning the temperature at 4 rate ol 10 Kmin started. In the range ol
428443 K. each calorimetric curve showed a sharp peak due to the
melting ol the sample. immediaely followed by a wide rounded signal
in the interval of 443—455 K. due 1o the vaporization ol the melhed
substance.

In isothermal as well as in scanning methodology. throughout
loading and thermal stabilization of the calorimetric system, a small
fraction of the substance vaporizes or sublimes: therelfore. an
accurate  quantification of the mass lost in this part ol the
experimental  procedure s necessary and was performed by
independent experiments as previously described.

Data acquisition and integration ol the area under each calori-
metric curve were performed using the Pyris soltware ol the DSC-7
calorimeter. Prior to the measurements. the culorimetric system wis
calibrated for energy and emperaure using high-purity samples
ol indium and zine. Tables providing detailed experimental data
and the procedure to calculate the enthalpy ol the phase chunge
are supplied in the Supporting Information.
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Can a benzene molecule differentiate between two isomeric carbohydrates? It is generally accepted that
two factors govern molecular recognition: complementarity and preorganization. Preorganization requires
the presence of cavities for positioning the host's groups of complementary nature to those of the guest.
This study shows that, in fact, groups should be complementary to recognize each other (for the case
presented here, it is controlled by the CH/r interaction) but preorganization is not essential. Since weak
interactions have their origin in dispersion forces, they also have impact on the enthalpic term of the free
energy, 5o it was considered that their participation can be demonstrated by measuring the energy involved.
For recognition to happen, two conditions must be satisfied: specificity and associated stabilizing energy.
In this study we evaluated the heat of dissolution of different carbohydrates such as methyl 2,3.4,6-
tetra-O-methyl-a-p-mannopyranoside and methy! 2,3.4,6-tetra-O-methyl-f3-p-galactopyranoside using
different aromatic solvents, The solvation enthalpies in benzene were —~78.8 + 3.9 and —88.7 £ 5.5 kJ
mol ! for cach carbohydrate, respectively: and these values yielded a CH/a encrgy of interaction of 9.9
kJ mol '. In addition, NMR studies of the effect of the addition of benzene to chloroform solutions of
the two carbohydrates showed that benzene specifically interacts with the hydrogen atoms of the pyranose
ring at positions 3, 4, and 5 located on the o face of the methyl-fi-galactoside, so it is, in fact, able to
recognize it, Thus, the interactions between carbohydrates and the aromatic residues of proteins occur in
the absence of the confinement generated by the protein structure. By experimentally measuring the
energy associated with this interaction and comparing it to theoretical calculations, it was also possible
to unequivocally determine the existence of CH/mr interactions between carbohydrates and proteins.

Introduction

The so-called weak interactions such as the hydrogen bonds
or the interactions originating from dispersion forces are the
heart of Supramolecular Chemistry and have their origin in
electrostatic interactions such as dipole—dipole, dipole—quad-

" Universidad Nacionnl Auténoma de México.
* Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados.

10.1021/0701926r CCC: S40.75 €1 2008 American Chemical Socicty
Published on Web 01/04/2008

rupole, and quadrupole—quadrupole among others, This is the
origin of some noncovalent interactions that allow a specific
association between a host and its guest.' This phenomenon is
known as molecular recognition and it is generally accepted
that the existence ol host cavities in molecules of biological

(1) Anslyn, E. V.; Dougheny. D. A. Modern Plisical Orvganic Chemistry:
University Science Books: Sausalito, CA, 2006: p 207,

JoOrg. Chem. 2008, 73, 849 -857 849
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origin such as enzymes and antigens is essential for recognition.”
This phenomenon is known as preorganization. Emil Fischer! #
was the first scientist to explain the selectivity that is charac-
teristic of enzymatic reactions using the rigid lock and key
model.” In 1958, Daniel Koshland”* proposed that a protein
can show some flexibility that would allow an adaptation to
the substrate. This led to the establishment of the induced fit
model. The two models imply that preorganization plays a
central role. On the other hand, the term complementarity, where
the structure of the host is complementary to that of the guest,
is the other factor that influences molecular recognition,
Apparently, both factors are essential for recognition,

Sugar—protein interactions play an important role in o wide
range of fundamental biological processes that include metabolic
regulation, growth, embriogenesis, and apoptosis among many
others.” ! The determination of the mechanisms by which
carbohydrates recognize proteins (lecting, antibodies, and en-
zymes among others) remains a fundamental question in
biochemistry. This information will be uscful in the future to
control and manipulate the interactions and design structural
mimics of oligosaccharides of pharmaceutical interest.”” For this,
it is important to understand the structural, thermodynamice. and
kinetic phenomena that control the manner in which a carbo-
hydrate is attached to its receptor by the participation of an
aromatic molecule.

Interestingly it is usual to find aromatic amino acid residucs
(tryptophan, tyrosine, and phenylalanine) in the protein active
sites that recognize and bond carbohydrates.”* Carbohydrate-
protein complexes that have been studied by X-ray diffraction
show that the carbohydrate is positioned in such a way that at
lcast three hydrogen atoms of the hydrophobic region (that
includes the C—H bonds of the tetrahydropyran ring) are
oriented toward the amino acid aromatic nucieus (Figure 1).

FFor recognition to exist, two conditions should be satisfied:
specificity and stabilizing energy. Since the energy associated
with the recognition process of the system is important, the
evaluation of the encrgy was considered an extremely important
factor for the molecular recognition process. Thus, the evaluation
of the thermodynamic properties of the carbohydrate—aromatic
compound system is most relevant. Stabilizing weak interactions
play an important role on the enthalpic term of the firce Gibbs

(2) Smith, M. B.: March, ). March's Advanced Ovganic Cliemisory.
Reactions, Mechanisms and Strwcture; Wiley: New York, 2007

(3) Fischer, L. Ber. Disch. Chem. Ges, 1894, 27, 2985,

(4) Lichtenthaler, F. W, Angew. Chem., Int. Edl. 1994, 33, 2364

(3) Lemieux, R Spohr, UL Ade. Carbolivdr. Chem. Biochem 1994, 50,

(6) Lichtenthaler, F. W. Ewr. J. Org. Chem. 2002, 4083,

(7) Koshland D. . Proc. Natl Acad Sci, 1958, 44, U8,

(8) Koshland, D, F., Jr. Adwgew. Chem.. Ine Ed. Engl, 1994, 33, 2375,

(9) Simanek, E. B McGarvey, G, 1 Jablonowski, 1. A.: Wong, C, H.
Chem. Rep. 1998, 08, 833,

(10) Wies. W, L. Drickamer. K. Amn. Rer. 1996, 63, 441,

(11) Vyas. N. K. Cwrr. Opp. Strucr. Biol. 1991, 1. 732

(12) Lis, H.; Sharon, N. Chem, Rer, 1998, 98, 637.

(13) Sauter, N. K.: Hanson, J. E.: Glick, G. D Brown. J. H.: Crowther.
R. L. Park. 8. 1.; Skehel, J. 1 Wiley, D, C. Biochemistry 1992, 31, 9609,
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FIGURE 1. Supramoleculur structure of the fucose und benzene
complex determined at MP2/6-31G(d.p) including BSSE during the
optimization process.'”

cnergy. so it was considered that it this could be measured, it
would be a clear sign of their existence and relevance.

Recent studies demonstrated theoretically and experimentally
the existence of stabilizing interactions between fucose (a model
of galactose free of conformational implications duc to the
rotation of the CH>—OH segment) and benzene (Figure 1), The
determination of the stabilization energy was performed using
ab initio methods at the MP2/6-31G(d.p) level of theory
considering a counterpoise correction during optimization of
the supramolecule. This energy was on the order of 12,5 ki
mol ', approximately 4.16 kJ mol ' for cach ('=H bond
involved in the interaction. On the other hand, the structure of
the complex was very sensitive to the inclusion of the correction
for the basis set superposition error (BSSE) during the optimiza-
tion. It was, thus, demonstrated that the use of density
functionals that lack terms that adequately describe the long-
distance interaction is not good for evaluating the energy of
the system sinee it has its origin in the dispersion forees, '™ In
addition, the authors established that the interaction produced
by benzene (or phenol) on the hydrogen atoms of the @ face of
the methyl-fA-galactoside is the most important, because the
specific 'H NMR resonances undergo upficld shifting upon
addition of phenol. This behavior has been taken as direet proof
of the existence of CH/x interaction.' The fact that this
interaction does not require ¢ well-defined mold or a structured
rigid frame created by the protein where the conditions for
interaction are generated is notable,

A study published recently exposed experimental evidence
of the CH/7 interaction through the use of near-IR vibrational
spectra of individual carbohydrate conformers isolated under
molecular beam conditions in the gas phase.'” Sinee the analysis
of weak interactions 1s controversial'™ and it is important to
establish the mechanisms by which these interactions oceur, the
experimental determination of the interaction energy between
an aromatic compound and a carbohydrate where the energy

(13) Femiindez-Alonso, C. M. Cafada, ¥, J: Jiménes-Barbero, 1.
Cuevas, G,/ Am. Chem. Soc. 2008, 127, 7379,
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Interactions and on Pyranose Ring Distortion: Viiegenthart, ). I, Gl Woods.
R. J., Eds.s NMR Spectroscopy and Computer Modeling of Carbohydrates,
Recent Advances. ACS Svmp. Ser. 2006, 930, 60.

(17) Sereen, J: Stanca-Kaposta, C.2 Gamblin, 1. P L B Macleod,
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assuciated with the CH/zr interaction is evaluated is fundamental
and is the topic of the present study. Tryving to determine the
contribution of the enthalpic and entropic terms to the free
energy associated with the donor—aceeptor-complex equilibria
may prove challenging. This is because the first term includes
the effects of the covalent bonds, the noncovalent interactions
of electrostatic origin, the stercoclectronic effects, and hydrogen
bonds among others, while the second term encompasses the
evaluation of the change of degrees of freedom experienced by
the compounds that participate in the chemical equilibrium under
study. These include the changes in degrees of freedom of the
solvent, the host, and the guest as well as the product ol the
interaction, the supramolecule. The contribution of the enthalpic
term to the free conlformational energy has allowed the
understanding of conformational processes'2 as well as
molccular recognition.®! For the latter, it has been recently
demonstrated that the interaction between Amarantus caudatuy
Antimicrobial Peptide 2 (AcAMP2)-like peptides and the trimer
of N-acetylglucosamine (GIuNAc); is enthalpically driven and
that both hydrogen bonds and van del Waals forces contribute
to the stability of the complexes in aqueous solution.”* This is
in sharp contrast to the previous idea that suggested that the
liberation of the molecules from the solvents present at the
binding site would make entropy the dominating term.* In this
sense, it would be important to establish the role of the enthalpic
term in the interaction and evaluate its magnitude in order 1o
obtain fundamental information, This information would be quite
uscful for the understanding ol the selectivity of receptors toward
certain carbohydrates.™ * This information can be used to
rationally manipulate the carbohydrate—protein interaction to
improve the selectivity of compounds of pharmaceutical im-
portance. ™

There are two approaches to determine the interaction energy
of interest. The first one is based on the evaluation of the
solvation energy between the carbohydrate and the aromatic
substrate, The term solvation process refers to the energetic and

structural changes occurring in a system during the process of

transferring molecules from the gas phase into the liquid solvent.

Those changes are not only accompanied by disruption of

intermelecular bonds in the solvent but also involve the
formation of new interactions between the molecules of solute
and solvent.*! So, for both carbohydrates, the difference in the
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SCHEME 1. Thermodynamic Determination of the Heat of
Solvation

Carbohydrate (g)

Solvation

Sublimation or Vaporization &
Aol \‘-'i !

-5s|rh!r. or IIIl“\'nip"""‘\-‘

Disolution

Carbohvdrate Ag
(solid or liquid)

Carbohwdrate
{solution)

enthalpy of solvation must be proportional to the magnitude of
the interaction of each isomer with the solvent molecules,
Scheme | shows the terms required to determine this thermo-
dynamic property.

The enthalpy of phase change as well as the dissolution
enthalpy can be determined by direct measurement in a
calorimeter.™ However, these numbers can be useful to directly
quantity the interaction energy for solute and solvents through
a second approximation that can be established as:

AEy, =ZIE, = "IWE, ,+ £s5)] (1

where AEy; is the dissolution enthalpy. # is the number of
molecules in the carbohydrate solvation sphere, £ » is associated
with the molecular interaction between the carbohydrate mol-
ccules and the solvent, £ is the energy associated with the
intermolecular interaction of the carbohydrate in the condensed
phase and is directly proportional to the sublimation enthalpy.
and finally Eaa is the cohesive energy ol the liquid molecules
that is proportional to the vaporization enthalpy. The direct
interaction energy between the carbohydrate molecules and the
aromatic solvent can be caleulated through eq | and can be
casily quantified through the enthalpies of solution and of change
ol phases applied to the solvation model.

Results and Discussion

Two carbohydrate derivatives were used for this study. The
first, permethylated galactose,™ is a derivative of fucose that,
according to theoretical calculations and experimental results,
has a CH/7 interaction when combined with an aromatic
compound.' The second. a mannose derivative ! lacks the
interaction and was used as a reference. Sinee carbohydrates
have a polar region (hydroxyl groups). they are insoluble in
aromatic substrates that lack the groups that can form strong
hydrogen bonds. The energy associated with the CH/x interac-
tion is less than the energy associated with the hydrogen bonds.
Therefore, the use of aromatic compounds capable of forming
hydrogen bonds to determine the CLUz interaction is inadequate
because it is possible to mask the interaction of interest. Thus,
aromatic solvents such as benzene are useful to determine the
interaction energy of interest, To use benzene and its derivatives
as solvents, it was necessary 1o modity the carbohydrates
through permethylation using iodomethane (Scheme 2). This
reaction changes the amphiphilic character of the carbohydrate

(32) Berry, R. 8 Rice. 5. AL Ross. L Phvsical Chemistry: John Wiley
and Sons: New York, 1980.

(33) Asres, D, Dy Perecaule, 1 Ceon e, 1999, 77, 319, Rathbone.

15, Bz Stephen, A, Moz Pachler. K, Go R Carholnvde. Res. 1971 20, 141
(34) Harada, M. Montgomery, R. Carbolivdr. Res. 1969, 11, 467.
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SCHEME 2. Synthesis of the Modified Carbohydrates of
Interest

6
HO (o] 10Me MeO 0. _OMe
HO™ 3r 2 0H Mel, NaOH aq (50%) MeO OMe
OH DMSO, RT 2h OMe

by modifying the hydroxyl groups.*>* The use of the methyl
groups was considered adequate because it does not present
strapping problems due to the steric volume. The modification
was done using standard methods starting with the corresponding
methyl pyranosides. The theoretical calculations and the recently
published NMR experiments'™ were useful to find the stabiliza-
tion of methyl-f3-galactoside through a CH/r interaction.
However, this interaction was not found for methyl-c-manno-
side. During this study permethylation of the two carbohydrates
rendered methyl 2,3.4,6-tetra-O-methyl-o-d-mannopyranoside™
(1) and methyl 2.3.4.6-tetra-O-methyl-f-n-galactopyranoside
(2)™ with purity greater than 99.8% determined through the use
of gas chromatography.

Since the specific 'H NMR signals of a group of protons
attached to the pyran ring that undergo upficld shifting upon
addition of an aromatic compound has been taken as direct
evidence of the existence of CH/z interactions, the moditied
carbohydrates were used for the NMR study.?? Thus, the effect
of benzene on the chemical shift of the hydrogen atoms of the
molecules of interest was evaluated. Tables S1 and 82 (see the
Supporting Information) show the effect that consceutive
additions of the aromatic substrate have on the chemical shitts
of the different hydrogen atoms. Except for the hydrogen atom
at position H2, all other hydrogen atoms of” the methyl 2,3.4.6-
tetra-(-methyl-fi-p-galactopyranoside (2) show a shiclding effect
from the solvent. This effect can be cvaluated through the
difference Ad = o(CDCly) — (CeDyg), since the chemical shift
in the initial chloroform solution is slowly modified as the
proportion of benzene increases. A positive value in the shift
of the hydrogen atoms of molecule 2 shows a net shielding,
Thus, the H3 hydrogen atom goes from 3.15 to 2.97 ppm, H4
goes from 3.65 to 3.45 ppm, and HS goes from 3.57 to 3.33
ppm. This behavior is in sharp contrast to the effect that the
same solvent has over compound 1, where an opposed effect is
observed on the same hydrogen atoms, i.c., 113 goes from 3.49
to 3.68 ppm, H4 goes from 3.42 to 3.75 ppm. and 115 goes
from 3.55 to 3.82 ppm.

It is interesting to point out that a protective efteet of benzene
over the protons at position 6 of carbohydrate 2 is observed.
However, the effect is not protective for carbohydrate 1. All
methyl groups are exposed to the solvent and in all cases show
a protective effect that is increased as the benzene concentration
is increased in the solution. These results support previeusly
reported observations' and unequivocally confirm the presence
of' a CH/z interaction between benzene and the carbohydrate
only for compound 2 that substitutes chloroform from the first
solvation sphere.

Two important conclusions can be drawn from these results,
The first one is the fact that even when the solvent methyl
group interactions are approximately similar for both com-
pounds, the difference in the solvent—solute interaction encrgies,

(35) Quiocho, F. A, Biochem. Soc. Trans. 1993, 21, 442,

(36) Elgavish, 8.: Sanan, B, J. Mol Biol. 1998, 277, 917,

(37) Terranco, G.: Potenza, D Canales, Al Jiménee-Barbero. 1
Baldridge, K. K.; Bernardi, A, J. dm. Chem. Soc. 2007, /29, 2890,
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if existent, can be attributed to the CH/ interaction, The sccond
is that the solvation of compound 2 is not random, even when
there is no cavity or a preorganized site. In fact, the benzene
ring protects the region of positions 3 6 of the carbohydrate
as shown in Figure 2b. The benzene molecule is oriented due
to the presence of the CH bonds at positions 3, 4, and 5 as has
been determined by theoretical caleulations, '™ as a consequence
ol molecular recognition. This supramolecular arrangement does
not oceur in compound T (Figure 2a), which expericnces
solvation but not recognition. This can be observed through the
fact that the most protected proton at position 6 is the pro-R
that tends to orient itself toward the zone where benzene is
located.' The presence of the cquatorial methoxyl group at
position 4 of molecule 1 generates a repulsive environment for
benzene. The equatorial methoxy group at €4 prevents the
arrangement of the three C—11 bond pattern that is a condition
for the existenee of the CH/r interaction. '

Figure 3 shows the evolution of the chemical shift of the
carbohydrate’s ring protons when benzene is added. ‘These
results provide support to the model where o benzene molecule
approaches selectively to the o face of compound 2, The
negative slopes imply the shielding that is characteristic of
compound 2 while the positive slopes show the unshiclding of
compound 1.

With these results, a calorimetric study ot the dissolution
process of carbohydrates in aromatic solvents was designed to
determine the energy associated with the interaction. Table |
shows the solvation enthalpy data of compounds 1 and 2
obtained through the solvation model (Scheme 1). The solvents
used for this study were |-methoxy-4-methylbenzene (3),
o-xylene (4), m-xylene (8), p-xylene (6), 1.2-dimethoxybenzene
(7), 1.3-dimethoxybenzene (8). and benzene (9). In all cases.
the substituents make the aromatic compound a better donor in
comparison to benzene. It would be expected that if the
clectronic richness of benzene is increased. in the Hammett
sense. ™ the interaction would be stronger il it had a hydrogen
bond character. The solvents used to modily the term Ay /7,
can be observed in Table |. The data used 1o estimate the
enthalpies of dissolution for every solvent are deseribed in the
Supporting Information.

The term Agif,, is a measure of the amount of heat needed
to break the molecular interactions of compound 1 that has a
liguid nature and the crystalline network of compound 2. This
explains the magnitude of these values that is considerably larger
for the solid than for the liquid. A positive value of this quantity
is useful o establish that the compound 15 more stable in pure
form than in solution because breaking the crystalline structure
requires energy. An exothermic dissolution can be observed for
only two of the cases and both belong to solutions of
L.3-dimethoxybenzene and benzene.

On the xylene series (4—6) the dissolution is markedly
endothermic while the compounds that have oxygen (3, 7. 8)
make it less endothermic and cven exothermic. This trend is
also observed in the dissolution heat of compound 2 even when,
Tor these results, all observed cases are endothermic.

The solvation process is global, as described in the introdue-
tion of this paper. In this case, once the crystalline network is
broken, the solvent interacts with the solute and it is possible
to evaluate the energy exchanged in the process. Since both
compounds under study vary in the configuration of the

(38) Johnson, . 1. The Hammen Eguarion; Cambridge University
Press: Cambridge. England, 1973,



Muolecular Recognition of Saccharides }OC Article

| ABpros -0.08 _
801 Iﬂﬁm R= 0,02 Ad 0,30 _[r‘\Spm.\ =04
Mova o o om@Me/ | AdproR 002
AB=-33H Ve A8 010 I
I A8 =023 A8 037
OMe H_,...-Q

- e]
ARl = A8 - 0.20M AS 013
Lo A —S_ m Ad D25 MeO - OMe
48 024 [ug" 29 H AB 0.24
o ;= %l
s Ao-009 o ]xao B2H A5 001
Ab =019 AS 023
a b
No CHfn CH/® attractive

FIGURE 2, Effect of the CH/ interaction in the chemical shift in ppm of carbohydrates studied here measured by Ad — 0(CDCT) — (D).
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FIGURE 3. Dependence of the ring protons chemical shift of compounds 1 (a} and 2 (b) with respect to the addition of benzene in solutions of
CDCl.,

TABLE 1. Enthalpies of Solvation (in kI mol™ ') of Methyl 2.3.4.6-Tetra-0-methyl-a-p-mannopyranoside (1) and Methyl
2,3,4.6-Tetra-0-methyl-f-n-galactopyranoside (2) in Different Aromatic Solvents (1:10, mol:mol) Determined by Calvet Microcalorimetry at
303.15 K"

1 2
solvent Agdl), Aol 1o ()" At Dl H o ()
3 0,938 74230 3898 17.391 —87.854 5.655
4 2.623 —T72.554 3899 18914 ®6.331 5.536
L; 2.996 —T72,181 3.6897 19.386 —K5.859 5.547
[ 2.625 -T72,552 3897 19,2449 ®5.996 5.564
7 1.055 74.122 3.497 17.970 87.278 5.582
8 —1.069 —T6.246 3,899 16,175 —=80.070 5.545
9 3,649 TH.826 3.906 16,537 KE. 708 5.536

“The value of ATIS for 1 is constant: 75.177 kd mol ', A = 105.245 for 2. " o is the overall uncertainty., caleulated from the uncertainties on the
enthalpies of dissolution and phase change (see the Supporting Information).

stereogenic center at position 4, the region that shows the most A, values are considerably higher for compound 2
changes in the NMR study, compound 1 cannot have the CH/r (—88.7 £ 5.5 kJ mol '). For this solute, benzene does not
interaction, while compound 2 does have the interaction (Figure generate the most stable system, In fact, the most stable system
2). is generated by 13-dimethoxybenzene (Table 1), Xylenes

The solvation encrgy Amml‘ﬂ:r of compound 1 establishes a contribute to a lesser extent to stability, but m-xylene contributes
more stable system for benzene with a value of —78.8 + 3.9 the least stabilization energy. The energetic difference between
k1 mol ! in relation to the other aromatic solvents. This is the extremes is 3.2 kJ mol '

followed in terms of stability by solvation processes where
oxygenated solvents are present with the lcast stable systems
being those formed with xylene isomers. Of the xylene isomers.
the more stable interactions are those where o- and p-xylene
arc present. The energy difference between the least and the

IeoF i CH/menergy = A, H. 1, — A I (2)
most stable systems is of 6.6 kJ mol . As can be expected the AT energy sotel it salvi L2y 2

It is gencrally accepted that the energy difference between
compounds 1 and 2 is due mainly to the CllZr energy. This
can be estimated through eq 2.
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It is possible to take into account that the A /7)) term
includes only the interactions between the methyl groups and
the solvent, while the Ay /7)) term also includes the CH/x
interaction (due 1o recognition); thus, the interaction between
the carbohydrates and benzene gives a CH/x energy of 9.9 kJ
mol '. This is in agreement with the value calculated at the
MP2/6-31G(d.p) level when the base superposition correction
is included (12.5 kJ mol '),!" and with previous results showing
that enthalpy is a relevant contribution for the binding process.™

Recently, the protein—carbohydrate interaction was evaluated
using a simple model that was useful to establish that the energy
of interaction is approximately 20,9 kI mol '.Y7 This was done
using the B3LYP functional and the DZV(2d.p) basc for the
optimization of the molecular geometry followed by a single
point calculation using the MP2 method with the same basis.
This was done taking advantage of an intramolccular interaction
that is free of BSSE. The calculation ol the energy was done
using an isodesmic reaction where the energy difference hetween
the elements of the reaction is auributed only to the CH/z
interaction. Since the nature of the exo-anomeric effect present
in both molccular systems is different, it 15 possible that the
final value of the energy obtained at the MP2/DZV(2d.p)/
B3LYP/DZV(2d.p) level has some of this contribution. In
addition, the original geometries were caleulated at the B3LY P/
DZV(2d.p) level. However, it is well-known that this level does
not deseribe long-distance interactions adequately. thus the
geometry reported using this erroncous calculation is far from
the best. The carbohydrate—aromatic compound interactions
have been widely studied using computational methods and the
energy values oscillate between 10.5 and 20.9 kJ mol ' when
the MP2 method is used. Caleulations using the Hartree— Fock
method and hybrid functionals describe small and even repulsive
interactions.’ ! Therefore, the different levels of theory can
be used to somewhat justify the repulsive interactions as well
as different magnitudes of attractive interactions. So. it is very
important to have the experimental reference value of 9.9 Kl
mol ' to estimate the quality of the theoretical values available.

The presence of the substituents increases the interaction
energy because it increases the ring's donating capacity,
However, xylenes produce similar stabilizing interactions (13.8
kJ mol !ford, 13.4 for 6, and 13.7 for 5) with respect to ethers
(13.2kJ mol ! for 7and 12.8 kJ mol ' for 8). Lther 3 generates
a CH/z energy of 13.6 kJ mol ! similar to that of m-xylene 3.
This shows that benzene derivatives with strong donating groups
do not necessarily produce the more stabilizing interactions,
beeause the stronger methoxy group produces a weaker enthalpic
effect with respect to the methyl group, in contrast with the
previous suggestion.™

These results show that the enthalpic term is a relevant
contribution in the carbohydrate—aromatic compound recogni-
tion process. At 303 K with benzene being the molecule of
interaction, the entropic term would be the same as the enthalpic
term when it reaches 32.67 1 K mol !, which is possible because
high AS" values have been reported, ™ over 32,67 J K mol ',
The final interaction value would be the balance between both
terms and where the enthalpic term is present and is relevant

(39) Spiwok, Vi Lipovova, P Skalova, T.; Vondrackova. .- Dohnalek.
1 Hasek. 1: Kralova, B, J Comput-Adided Mol, [es. 2008, 19, 8R7.

(40) Sujatha, M. S.: Sasidhar, Y. U.: Balaji, P. V. Biochemisiy 2005,
44, 8554,

(41) Sujatha, M. 8. Sasidhar, Y. UL Balaji, P.V, Protein Sei 2004, [3,
2302.

(42) Kronis, K. A Carver. J. P. Binchemisne T985. 24, 834
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as is demonstrated here. and this has been deseribed already.=*
Nevertheless, entropic contributions evaluated by NMR 1ech-
niques must be carcfully interpreted, for example, in small
molecules their contribution to the conformational equilibrium
is very high and this cannot be casily explained.” However,
the clevated values have not been questioned in other processes
associated with proteins where the same technigues have been
used. Thus. the clevated entropices may be due to issues direetly
related to the determination and would not really represent the
physical phenomenon.

The model proposed by Berry, Rice, and Ross was used to
compare the interaction energy values obtained through the
solvation energy.* The results for both compounds are shown
in Table 2. The determination of the AfH), values is deseribed
on the Experimental Section, The vaporization enthalpy values
for aromatic solvents were taken from the literature.*** Since
this energy has not been determined ftor [-methoxy-4-methyl-
benzene and 1,3-dimethoxybenzene, values of the isomers
I-methoxy-3-methylbenzene and 1. 2-dimethoxybenzene were
used. so the values derived from either one of these compounds
arc only approximations.

The values deseribed are useful to contirm the participation
of the CH/a interaction in the stabilization of compound 2 since
E 2 is always higher for compound 2 in relation to compound
1. In this case, the dispersion of values is small, and different
from the previous case, the benzene yields the most stabilized
system. This fact can be justified il the steric size ol the aromatic
compounds is considered.

The use of the | to 10 ratio of the carbohydrate in relation to
the aromatic solvent guaranteed the saturation of the solvation
sphere. Tt can be aceepted that, in accordance with Figure 1
and Tables S1 and 82 (Supporting Information), this sphere is
saturated with three benzene molecules for each carbohydrate
molecule. At this point, most protons attached to the pyrane
ring stop suffering an important effect on the chemical shift
(Figure 3), This implics that the effect remains approximately
constant. Nevertheless, the methyl groups exposed to the solvent
suffer continuous shielding. The caleulation of the interaction
energy considering, in an extreme case, only three molecules
of solvent for cach one of the solutes is increased to practically
4,0 kJ mal ' when compared to 10 molecules for the case of
molecule 2. However. it remains practically constant for
molecule 1 (Table 2). This can be attributed to the fact that the
interaction energy is distributed between a smaller number of
neighboring molecules. In consequence. the difference i the
interaction energy between compounds 1 and 2 is also increased
to 4 kd mol ' making it more favorable by 20.5 kI mol ' for
compound 2. This is in comparison with the 16.6 kI mol '
obtained using 10 molecules in the solvation sphere. This for
benzene, for example, makes the energy go from 17.1 10 21.7
kJ mol !, These results are in line with the fact that compound
2 experiences a stabilizing interaction in accordance with
molccular recognition. This is followed by solvation while
molecule 1 only experiences solvation. This implics the interac-
tion ol a benzene molecule with one carbohydrate molecule'”
because both the energy observed experimentally and the
calculated cnergy where the carbohydrate interacts with only
one molecule of benzene are comparable. It is important 1o

{43) Majer, J.: Svoboda, Voo Lencka, M. Chem. Thermodva. 1985,
17, 365,

(44) Cox, ), Do Pileher, G, Thermochemistiy of Ovganic and Organo-
metaliic Congpomdy, Academic Press: New York, 1970,
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TABLE 2.
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Enthalpies of Interaction of Methyl 2,3.4,6-Tetra-0-methyl-g-n-mannopyranoside (1) and Methyl

2.3,4,6-Tetra-0-methyl-f-p-galactopyranoside (2) in Different Aromatic Solvents (1:3 and 1:10, mol:mol), Determined from Calvet

Microcalorimetry at 303.15 K (in kJ mol™!)

1
solvent N, ) £ O (1) AL,
3 31,5000 63432 63.65] 2121 51,500
4 43.450 59.576 60, 1 88 |.949 43,450
5 42.680 59,228 59,927 1,954 42650
[ 40.000 57851 SH.463 |.959 40,000
1 60,900 71,144 71.390 322 6,900
8 66.900¢ 70931 T0.682 T2 6 )
9 33.920 54.183 53.332 1.959 33,920

“Value for 10 molecules, " Value for 3 molecules
I.2-dimethoxybenzene, ¥ ¥

TABLE 3. Enthalpies of Dissolution and Solvation (in kd mol™') of
Methyl Acetate in Different Aromatic Solvents (1:10, mol:maol),
Determined by Calvet Microcalorimetry at 303,15 K*

solvent s (1) Ay, A FE),
3 1.72 0.642 2R.700 4 0.026
4 4.68 178 27570 £ 0018
5 4.8 1,83 —=27.490 £ 0.049
[ 442 1,725 =27.600 + (0.008
i 344 1.35 27.970 £ (L.035
9 4,21 1.073 —28.250 £ 0.007

[ s constant: Afly, (303.15) = 2932 k) mal |,

“The value of Aff

differentiate between the recognition and the solvation processes,
The former implies only one benzene molecule associated with
a specific region of the carbohydrate through weak interactions.
The latter includes several solvent molecules randomly associ-
ated with the carbohydrate.

In summary, the results are not affected importantly when
three or ten molecules are considered within the solvation sphere
because, in fact, regardless of the excess of solvent, the number
of molecules involved in the first solvation sphere of the
carbohydrate is three. Only one molecule is responsable for the
recognition process and, as a consequence, its main cnergetic
contribution,

During the NMR experiment, when benzene is added, the
methyl groups of both carbohydrates show a shift to the lower
field as was stated before, This led us to several questions: What
is the effect in energetic terms of the contribution of methyl
groups once it is solvated? Could this mask the CH/r interaction
of interest? In order to answer these questions, a study on the
effect of benzene over a methyl acetate in chloroform solution
was conducted (Table S18, Supporting Information) and the heat
of solvation of methyl acetate in different aromatic compounds
was also determined. The results are shown in Table 3.

The NMR study was useful to establish that both methyl
groups, of different chemical nature due to the acidic nature of
the hydrogens of the acetyl group, suffer equally the protective
effect of benzene. So, the methyl acetate is solvated by the
benzene and it orients itself toward the hydrogen atoms. This
behavior must be similar to that expected experimentally on
the five methoxy groups of the carbohydrates.

It can be observed that the Ay /7, value presented in Table
3 is slightly exothermic and has negligible variation with the
nature of the aromatic compound in this study. This is also
usually the case for the carbohydrates used in the study. Since
both methyl groups can be solvated in the same manner, for
the case of benzene, it can be considered that cach methyl group
contributes with approximately [4.1 kJ mol ', so it can be

2

I IR i () AL AL A

: 80,112 84,170 2 R93 | 5,080 20518
76.239 80652 2767 16,003 20404

73,901 B(.425 1774 [6.673 20,497

T4.547 79,039 2,778 16,696 20,575

o ®T.809 02,063 2,050 16,725 20,672
i/ 87600 91404 2058 16.759 20,782
71.236 T5.005 2774 17.053 21.763

2t The vadue is the value reported for the isomer T-methoxy=3-methylbenzene, =" 7 The value is from

concluded that the energy associated with the pyranoside 1
corresponds to five times this value, so the additivity principle
is preserved and undoubtedly, the value associated with
compound 2 has its origin on the stabilization that goes with
the CH/T interaction.®

Since saccharides may be considered as amphipathic sub-
stances. ' the substitution of the carbohydrate’s hydroxyl groups
with methyl groups increases the hydrophobic propertics and
facilitates the access of the aromatic compound to the proximity
of the pyrane ring. Solvation in the absence of specilic
interactions would be random. However, a pattern originated
by the specific and stabilizing CH/z interaction would make
the system orderly. NOE experiments were performed o detect
the possibility of close proximity between the carbohydrate and
benzene. For both carbohydrates the signal of a mixture of
benzene-o, and benzene (1:1) was inverted with a 180 selective
pulse, and the corresponding NOEs were monitored after mixing
periods of 1300 ms. The different behavior for both compounds
is notorious. For 2 small but detectable NOFs (Figure 4b) were
observed tor all the annular protons. The larger NOEs (integrated
in relation to the solventy are HI1 (0.28). H2 (0.15), H3 (0.56),
H4 (0.16), H5(0.32), Héa (0.15), and H6b (0.14), which confirm
a structured complex. For compound 1 the determined NOLs
of the ring protons were very small, close 1o zero or negative:
L3 (0.14), 14 (0.08). T3 (0.06), Héa (0.14), and Heb (0.07),
but (.67 for HI1 (Figure 4a). Interestingly, the HI proton of
compound 1 is the only one that suffers shiclding by adding
benzene (Figure 3a), a fact that is relevant to build the first
solvation sphere. As is expected, all the methyl groups showed
significant NOEs because of the direct interaction with benzene.

Conclusions

When the calorimetric and NMR results are combined with
the previously reported computational caleulations.'® it can be
demonstrated that the CH/7 interaction is stabilizing in a
magnitude that ranges from 9 to 13 kJ mol ', depending on the
aromatic substrate in use. and is of enthalpic nature. These
values were determined using the solvation energy method that
is useful to obtain an energy value that can be compared with
that caleulated using the MP2/6-31G(d.p) level of theory
including the BSSE during optimization. The calculation of the
interaction energy confirmed the existence of a carbohydrate

(45) For example, see: Kopp. H. as reported in: Glasstone, 8. fevthont
of Physival Chemistev, 2nd ed.: Van Nostrand: New York, 1946; p 525,
Rossini, F. DL L Res. Natl. Bur, Steond, 1931, 6, 37:7. 329, Rossim. F, D.
JoRes Natl Bur. St 1934, 13, 21, Prosen, 1, 1 Johnson, W, HL: Rossini.
Fo D Res, Nl Bur, Staind, 1946, 37, 51,

{46} Quiocho. F. AL Cirre T Micrabiol. Innnal. 1988, 139, 135,
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FIGURE 4. Comparative NOE ¢ffect of benzene-permethylated mannoside (4) and benzene-permethylated galactoside (b) at 298 K.

aromatic compound interaction that is stabilizing in energy and was dissolved in dimethy! sulfoxide (I8 mL). NaOT aq disolution
allowed to establish that at least three molecules ol benzene (30%, wiw) (1.8 mL, 8.75 mmol, 1.7 cquiv) was added slowly.
are associated with the solute. These values can be used to The mixture was stirred to form a gel-suspension and CH;1 (1.93
establish that the HI and B3LYP theoretical methods are not ml. 30.99 mmol. 6.00 equiv) was added dropwise. The reaction

mixture was stirred for 2 b, Water (100 mL) was added. The phases
were separated and the agueous phase was extracted with CHYCly
(3 % 100 mL).* The combined organie phases were washed with
sat. aq NuaS:0: disolution (200 mL), dried (NapSOy), filered. and
coneentrated in vacuo. The reaction mixture was dissolved in EtOAc
(30 mL.), activated charcoal was added (20%u, w/w), then the black

useful to approach this problem because the dispersion terms
are not included and should not be used for this purpose in the
future. The value of the magnitude of the CH/x interuction does
not vary with the clectronic nature of the benzene substituent
in the Hammett sense. Interestingly, the carbohydrate—aromatic

CDTT]puund ]nrcratftlnn does not require the ex ist.r.‘nce of a specitic suspension was stirred into a water-bath for 20 min. The mixture
cavity or an environment generated by protein residues (con- was filtered over celite after 8 h. Finally the product methyl 2.3.4.6-
finement, preorganization) to occur and has a relevant enthalpic tetra-O-methyl-f#-p-galactopyranoside was reerystallized from hex-
contribution. By experimentally measuring the energy associated ane (=90%) and the methy! 2,3.4.6-wetra-O-methyl-¢4-D-mannopy-
with this interaction and comparing it to theoretical calculations ranoside was treated with activated charcoal three more times, Lo
it was possible to unequivocally determine the existence of CHzr obtain 99.8% purity for cach compound. NMR signal assignments
interactions between carbohydrates and proteins, were done using HSQC. HMBC, NOESY. and COSY. 2D experi-
It is well-known that solvents in general have properties that ments are included in the Supporting Inlormation.
make them a macroscopic continuum characterized by physical Methyl 2,3.4,6-Tetra-O-methyl-g-np-mannopyraneside (1)."
propertics such as density, the dielectric constant, the refraction Yield: 3475 g (90%). Yellow oil. IR (film): 2980, 2910, 2829,

1451, 1377, 1325, 1291, 1191, 1114, 1065. 997, 972, 925, KK3,
844, 796, 663, 633 cm . 'H NMR (500 Mz CDy): 0 3014 (s

i ? AT EAREIEE e R i Plia bt . 3H), 3.24 (s, 3HL), 3.24 (5. 3H) 3.24(8, 3H). 347 (m. TH), 348 (s,
We show that these specific interactions are the origin ol 3H). 362 (A, o — 2.0, 10.5, 1H). 3.67 (dd, J — 5.5, 10.5, 1H),

mt.ﬂ%‘culnr rccugmufm anq these interactions in l'urn‘ have their 368 (dd. J = 3.0. 9.0, TH). 3.75 (L. = 9.5. 1H). 3.82 (ddd, J =
origin, at least partially, in clectrostatic interactions. 3.0, 5.5, 0.5, 111, 4.68 (d. = 2.0. [H). "C NMR (125 MHz
CoDad: O 54,4, 57.2, 58.9, 39,0, 60.3, 72.5, 72.6. 77.1, 774. 82.6.
99.0. CI-MS: 251 ([M -+ H]'L [C O],

index, ete.;¥ but as a discontinuum. it has individual molecules
that interact among themselves through specific interactions.

Experimental Section

General Procedure To Carry Out the Permethylation of
Carbohydrates. Methyl-nD-pyranoside (1 g. 5.15 mmol. 1.0 equiv)

— - - (%) Wang. H.: Sun. L. Glazebnik, 8. Zhao, Ko Terrahedvon Ledr 1995,
(47) Reichardt, C. Solvents and Solvemt Effects in Organic Chemistey. 36, 2933, Majer, J.: Svoboda, V.: Lencka. M, J. Chem. Thermodyn. 1985,
2nd ed.: VO Wemheim, Germany, 1990, 17. 365,
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Methyl 2,3,4,6-Tetra-0-methyl-f-n-galactopyranoside (2).%
Yield: 735 mg (73%). White solid. mp 43.34 “C. IR (KBr): 2932,
2824, 1551, 1388, 1256, 1185, 1124, 1079, 1050, 1000, 965, 754,
692 cm . "TH NMR (500 MHz, CiDg): & 2.97 (dd, J = 3.0, 9.5
IH), 3.10 (s. 3H), 3.27 (s, 3H), 3.33 (ddd. /= 1.5, 6.5, 13.0, 111,
3.37 (s. 3H), 3.45 (dd, J = 1.0, 3.0, [H), 3.46 (s. 3H). 3.50 (dd. J
= 5.5, 9.0, 1H). 3.56 (s. 3H), 3.64 (dd. J = 7.5, 9.5, 1H). 3.68.
(dd,.J= 7.5, 10.0, 1H), 4.14 (d. ./ = 7.5, IH). "C NMR (75 MHx.
CDCL): 0 56.6.58.2, 59.1.60.6. 61.1. 70.8, 73.1. 74.9. 80.6. 84.1.
104.5, CI-MS: 251 (M + H]'. [C||”::O.,]”‘ ).

General Procedure To Measure the Enthalpies of Disolution
by Heat Flux Calorimetry. Dissolution experiments were per-
formed by heat flux calorimetry, using a diflerential Setaram C80
Calvet calorimeter working in isothermal mode. The sensors of the
calorimeter are two Nuxmeters with a calorimetric resolution of
0.12 ¢W and a detection limit in power ol 2 10 5 #W. which are
assembled inside ol a calorimetric block with a temperature control
of at least £0,001 K. An adequate temperature control in the
environmental conditions of our laboratory is attained maintaining
the calorimetric block at 303.15 K. so all the dissolution experiments
were performed at this temperature. For this set ol experiments.
stainless steel mixing with membrane vessels was employed.
utilizing masscs around 50 mg for cach pyranoside and an amount
of 350 to 55 mg of aromatic solvent, which were the largest masses
able to be located in cach ol the containers ol the vessel, in order
to generate a maximal thermal signal, The resulting molar relation
of the carbohydrate:solvent, after the dissolution process, was 1:10,
The masses of the substances involved in a dissolution experiment
with this technique were measured ina MC210 P Sartorius balance
sensitive to 10 ug.

Onee the disolution vessels are loaded in the Auxmeters of the
Calvet Calorimeter, temperature and heat flux are stabilized by
around 60 min then data acquisition begins. Five minutes is enough
to get a good initial baseline, then the Teflon membrane of the
mixing vessel is broken and reversing of the C80 is performed
several times to promote the disolution process.

Analysis of the amplified dissolution curves, generated by the
data treatment software of the C8BO calorimeter. showed that for
the quantity of energy of 7.0 J involved in some ol the dissolution
experiments, the transfer of heat finished before 120 min. At the
end of the experiment of dissolution, the difference between the
initial and final baseline is not more than 0.01 mW. which
introduces a maximal uncertainty in the measurement ol the area
under the measured curve of £0.069 J. The C80 calorimeter works
at constant pressure, consequently the integration ol the curve ol
heat flux as a function of time releases dircetly the enthalpy of
dissolution of cach carbohydrate in the respective aromatic solvent.
In Table | the uncertainty associated with the average value of
enthalpy of dissolution represents the standard deviation. The tables
including all the experimental data involved in the dissolution
experiments are provided in the Supporting Information.

Enthalpies of Sublimation and Vaporization by Differential
Seanning Calorimetry. The calorimetric measurements of enthal-
pies of sublimation or vaporization of the curbohydrates were
performed using the isothermal mode operation of a modified DSC7
calorimeter. 0

The sensitive clement of this device s a Perkin-Elmer DSC7
calorimetric holder assembly within a vacuum chamber connected
to the DSC7 control device by an electrical feed. The vaporization
system iy evacuated with a rotary vacuum pump and residual
pressure inside of the chamber is monitored by a pressure gauge,
which iy relayed to a Pirani gauge control. The Perkin-Elmer
commereial aluminum open standard pans were utilized as sublima-
tion cells. A working temperature of 333.15 K was established as
the most recommendable from preliminary experiments,

(49) Rojas-Aguilar. A Orozeo-Guareno, 15 Martinez-Herrera. M.
Clrent. Thermodvn, 2001, 33 1405,
(30) Rojas, A Orozco, L. Thermoching Acta 2003, 405, 43,
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In cach experiment ol sublimation. samples of around 10.0 mg
of the solid carbohydrates were placed inside the sublimation pan
and were weighed on a Sartorius 4503 microbalance sensitive 1o
1.0 g,

Onee the prepared sample pans are loaded in the calorimetric
sensor, temperature and heat Mux are stabilized and data acquisition
begins. Five minutes is enough to get 4 good initial baseline, then
4 valve connected to the vacuum pump is opened., and the pressure
inside the vacuum chamber is downloaded quickly to promote the
sublimation process.

During loading. thermal stabilization and pressure change due
to initial evacuation and a small fraction of the substance sublimes
or vaporizes, therelore, the caleulation ol mass lost is necessary
and was performed by independent experiments as has been
previously described

Data acquisition and integration of the arca under the change of
phase curve were performed using the Pyris soltware ol the DSCT
calorimeter. Knowing the area under the sublimation curve, the
initial mass. the loss of mass during loading, and thermal stabiliza-
tion, the enthalpy of sublimation was obtained using the relation:

All

s o vap

change phase area (Wes)/{ initial mass (g)
lost mass (g)} (3)

The tables providimg detailed experimental data of the change
ol phase experiments are supplied in the Supporting Information.
There the uncertainty associated to the average value of enthalpy
of sublimation or vaporization of the pyranosides represents the
stundurd deviation,

Currently the calorimetric holder assembly associated with the
vaeuum system and that of the commercial DCS7 are calibrated
for energy and temperature using high-purity samples ol indium
and zine.

NMR Experiments. Modified methyl pyranoside (108 mg, 0.43
mmol) was dissolved in CDCls (0.5 mL) and the NMR spectrum
was measured in a 500 MHz spectrometer. After that CuDy, (194
pl, 0,42 mmol) was added several times starting {from 1:0.5
(carbohydrate/benzene) o get o carbohydrate saturated dissolution
with benzene (see Tables S| and S2. Supporting Information) and
in cach case the spectrum was recorded. NOL dilTerence were done
using the eyeling technique™ (eyelenOe) with mixing times of 1300
ms and internal subtraction of data acquired by on-resonance und
off-resonance selective excitation on alternate scans.
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Supporting Information Available: 'IT NMR chemical shifts
(ppm) of compounds 1 and 2 (Tables S1—52. pp S4 and S5).
enthalpies of solution of compounds 1 and 2 in solvents 39 (Tables
S3=SI5. pp S6—-S18). und enthalpies ol Vaporization ol com-
pounds 1 and 2 (Tables S16—=S17. pp 819~520), 'H NMR chemical
shifts (ppm) of methyl acetate and mixtures ol benzene and
chloroform (Table S8, p S21). '"H NMR chemical shifis (ppm) of
compounds 1 and 2 of benzene-d/, and chloroform-¢/ (Table SIS, p
$22). Sidgwick’s temperature correction (p $23). and 'H. M'C,
NOLESY. COSY. HMBC, and HSQC 500 MHz NMR spectra of
compounds 1 and 2, This material is availuble free of charge via
the Internet at http:/pubs.acs.org.
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