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N-ACETIL DESACETIL ANISOMICINA

M. Salmén,* E. Diaz y F. Walls

Contribucién No. 297 del Instituto de Quimica.
Recibido, junioc 20, 1969

La anisomicina, también denominada flagecidina, es un antibi-
tico aislado de dos especies diferentes de Streptomices* y que pre-
senta gran actividad contra Trichomonas vaginalis»® Trichomonas
foetus, Endamoeba histolitica y Candida albicans,® aunque también
se ha encontrado que inhibe la sintesis de proteinast al impedir la
reaccién de transferencia del amino acil-sRNA.

La estructura y estereoquimica de la anisomicina ha sido deter-
minada; dos grupos de investigadores lograron su sintesis antes que
el de este Instituto.

En el presente trabajo se da a conocer otro camino para lograr
su sintesis; ademas, se describen nuevos isémeros con sustituyentes
en el nitrégeno, los isémeros conformacionales que no se habian
detectado antes y, basindose en los datos proporcionados por la
resonancia magnética nuclear, se determina la estereoquimica de
los mismos.

La estructura y estereoquimica de la anisomicina, 1 fue pro-
puesta por Beereboom, Butler, Pennington y Solomons.®? Mas ade-
lante, utilizando rayos X en un derivado bromado Schaefer y Whea-
tley, corrigieron la estructura de acuerdo con la férmula 2.

* Tomado en parte de una tesis que presentard ¢l Quim. Manuel Salmén
a la Facultad de Quimica de la UNAM, para obtener el grado de Doctor en
Ciencias Quimicas.
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Posteriormente Wong determiné la configuracién absoluta de
los centros asimétricos del antibidtico, como 2R, 3S, y 4S por
correlacién quimica de un producto obtenido a partir de la L-tiro-

sina natural.”
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ESQUEMA III
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En cuanto a la sintesis total, Wong, en el mismo articulo,” da
un camino, partiendo de L-tirosina, de acuerdo con el esquema I.

Llega asi al derivado ciano, con el que logra la configuracién
antes indicada.
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Mis adelante, Oida y Ohki,® llegan a la dl-anisomicina utilizan.
do pricticamente el mismo camino (esquema II).

Poco tiempo después, Wong, Buccini y Te Raa, lograron la sin-
tesis de la desacetil anisomicina Opticamente activa,® a partir de
acido tdrtrico (4) — 2R 3R (esquema III).

Finalmente, Wong, Buccini, Chang, Te Raa y Schwenk lograron
obtener la () anisomicina y la (—) anisomicina.?* (Esquema IV).

Mientras tanto, en este Instituto se habia iniciado la sintesis
de anisomicina por caminos diferentes. En el primer intento (es-
quema V), se partié de pirrol, el cual, por medio de una reaccién
de Grignard seguida de una condensacién con cloruro de p-metoxi.
benzoilo, produjo el 2-anisoilpirrol 5. Se protegié el nitrégeno con
cloruro de bencilo en presencia de sodamida, obteniéndose asi
el producto 6, que por Wolf-Kishner dio el derivado 7. Por reduc-

_cién parcial se obtuvo el dihidro pirrol 8. Este no reacciond con dci-
do m-cloro perbenzoico ni con peracético para producir el epoxido
deseado, por lo que se cambi6 el camino de sintesis.

Primero se intent6 proteger al nitrégeno en forma de N-acetilo
(esquema VI) y, al obtener el dihidropirrol 10, se pudo oxidar con
perhidrol al 30% vy tetra-6xido de osmio, obteniéndose el isémero
cis de la N-acetil desacetilanisomicina 11.1* Es interesante hacer
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notar que solamente se obtiene ese isomero. Como comprobacién
de la estructura se obtuvieron tres derivados: el aceténido 12, que
se forma simplemente al tratar el diol 11 con acetona en presencia
de gel de silice; el diacetato 13 y el dibenzoato 14.

Este camino de sintesis tiene la desventaja de que posterior.
mente es dificil hidrolizar el grupo N-acetilo, por lo que entonces
se protegié al nitrégeno con el agrupamiento carbobenciloxi, de
acuerdo con el esquema VII: el 2-p-metoxibencilpirrol 9 se redujo
con amalgama de zinc e inmediatamente, el residuo seco se tratd
con cloruro de carbobenciloxi,’? obteniéndose el dihidropirrol 15,
el cual, al tratarlo con 4dcido m-cloroperbenzoico, produjo los epdxi-
dos 3 y 4, descritos por Oida y Ohki,® con lo cual queda completa
esta sintesis. Se prepardé el epdéxido 3 a partir de anisomicina* de
acuerdo con el método de Bereeboom et al.’, para comparar las
constantes espectroscépicas. El epdxido 4 se abrié por ebullicién

ESQUEMA VI
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_* Agradecemos al sefior N. Belcher de Medical Research Laboratories Chas.
Pfizer and Co., por su generoso donativo de la anisomicina natural, empleada
en este trabajo.
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con dcido acético, obteniéndose los productos 16 y 17 ya descritos
Yy que confirman la configuracién o del epdxido.

ESQUEMA VII
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Initerpretacion de la resonancia magnética nuclear.

Se determinaron a 60 MHz los espectros de los compuestos 2 al
17. También se determinaron los espectros de estos productos a 100
MHz, empleando las técnicas de doble y triple irradiacién para
determinar los valores de las constantes de acoplamiento. Utilizan.
do las férmulas de Williamson y Johnson,'® para determinar los
valores de los dos dngulos posibles entre protones vecinales y utili-
zando modelos de Dreiding, se construyeron las estereoquimicas
mds probables. Basindose en los valores asi acumulados, a conti-
nuacién se sugiere la estereoquimica de algunos de los compuestos
estudiados.

Anisomicina natural 2.

La estructura y estereoquimica de la anisomicina, originalmente
determinada por Schaefer y Wheatley mediante rayos X,® se compro.
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b6 mediante los espectros de rmn del compuesto natural y de algu-
nos de sus derivados. (Figuras 1.5, Tablas I al V). Con los datos
obtenidos, midiendo los dngulos en los modelos de cada uno de
los productos (de los que, en las tablas se subraya el dangulo pro-
bable) y con la ayuda de modelos de Dreiding, se propone la es-
tereoquimica de cada uno de los compuestos. Butler ha llevado a
cabo un estudio conformacional de la anisomicina el cual presenta
diferencias considerables a las propuestas en este trabajo.

En la Fig. 1 y en la Tabla I se encuentra el andlisis de la rmn
de la anisomicina 2 determinada a 100 MHz (grifica inferior) y
la localizacién de los hidrégenos del NH y del OH cuya sefial
desaparece al intercambiarse con D,O. En las gréficas A B C D
y E se muestra el cambio de las sefiales cuando se irradian con fre-
cuencias externas.*

N-Carbobenciloxi anisomicina. (Tabla II).

La Fig. 2 muestra primero el espectro a 100 MHz y la amplifi-
cacién de algunas de sus sefiales. Se debe hacer notar que la sefial
centrada a 2.78 de H;, y H;. queda perturbada por la presencia del
sustituyente N-carbobenciloxi; Cooper, recientemente’® ha sugerido
se debe a la imposibilidad de libre giro de ese sustituyente y, por
lo tanto, la presencia de rotdmeros conformacionales.*® En esa misma
regién se encuentra el H del OH lo cual se ve en la parte superior
al agregar D,0.

Acetato de N-carbobenciloxi anisomicina (Tabla III).

En la parte inferior de la Fig. 3 se ve el espectro normal a 100
MH:z e inmediatamente después algunas de las sefiales amplificadas.

* Para simplificar la descripcién de los cambios en el espectro, se utilizardn
los siguientes simbolos: { doble irradiacién, I triple irradiacién. Sigue luego la
frecuencia y, cuando se conoce, la seiial que se encontraba en ella (H, .. .H,,

Hg, ...etc.); — indica el efecto producido por la irradiacion en el H.,,

. .H,, ...Hy ...etc. Ho fl Hs significa interaccién entre H. y H..

Ejemplo: + 275 (H; y H.); 472 (H;) —» de multiple pasa a doble de

doble, H, ¢y H, y H,.
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A—1 275 (Hs y Hy.); 472 (H,) —> doble, H, ¥ 1 con H, y H,.

B.—t 4.72 (H,) — simplifica H, (8.51) y H.(4.09). Se observa H,
V1t H,yH, yH; 1V H; y Hy..

C.—f 472 (H,); 409 (H,) -» H, { * H, a 3.4 y un pequefio cam-
bio en 2.70 que se asigna a H,.

D.—t 409 (H,) — altera H, en 3.4 y a H,. en 2.70

E—t 2.75 (Hs, Hs. y H,) — simplifica y permite observar H, { 1

Hy, H;, V1 H,yH, | ™ H.
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Hidrdgeno

7y 8

6yll
SySs®
4'

10

4,72

4.09

3.75
3.51

Sefial y
Multiplicidad

dos dobles

doble de doble

doble de doble
de doble
simple

doble de triple

doble de doble
simple

doble

doble de doble

simple

1,2
T3

T2,4
12'4|

J3,s
13,5'

]4'41

J Hz 0°=< o < 90°

9

= 1 71° 34°
= 4.5 47° 52!
= 5.5 42° 08"
= 4 50° 46¢
= 7.5 30°

= 7.5 30°
=12

17

90° < o < 180°

104° 28'
122° 020

125° 54*
120°

133°12¢
133°12°

* Los hidrbgenos vecinos al nitrégeno sufren un desplazamiento

paramagnético aproximademente de 0.7 ppm, cuando el hidr-
geno del nitrégeno es sustituido por grupos garbonﬂicos.m
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A—} 278 (H; y Hy) - H, (4.38) H, { 1+ H,
B.—} 4.38 (H,) - (278) H, | * H,
C—t 896 (H,) » H, {1 H, a 4.87




RMN EN LA DETERMINACION... I

Hidrégeno
12
6y7
11

4.9

10
§,§*
]

7.36

6.90

5.11

4.87

4.38

3.96

3.72

3.45

3.05
2,78
2,06

TABLA 1I

Sefal y
Multiplicidad

simple
dos dobles
simple

doble de doble

miltiple
cuarteto

simple

doble de doble

ancha
mltiple

s{imple

Izl4v

Ta,4

] Hz

4.8
6.3

5’4
4.8

0°< g = 90°

46° 09'
37° 28

42° 43¢
46° 09*

19

90° < ¢ < 180°

123°13¢
128°852¢

125°31¢
123°13¢
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Figura 3

A.—f 512 (H,) — 4.44 (H,) de multiple pasa a doble de doble
H; VT H; y Hy»

B.—1 498 (H,) — simplifica la sefial multiple centrada a 3.57
haciéndola doble de doble H, { 1 H,.

C—f 2.8 (H; y H;)) - la sefial multiple centrada a 4.44 se
vuelve doble (H; V 1 H;)

D.—f 357 (H, y Hy/) — la sefial compleja de H, a 4.98 se sim-
plifica a doble (H, V T H,)
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Hidrégeno
12
6y?
11

4y q

Sys

Sylo

7.3

6,91
5,13
5.12
4.98

4.44

3.76

3.57

TABLA III

Seiial y
Multiplicidad

simple

dos dobles
simple
miltiple
mfltiple

doble de doble
de doble

simple

miitiple

miltiple

dos simples

JHz

'

:

»N
n
w

= 6.5
1'3'5 = 4.5
73‘5n =

1
©

T4,2
I4|12 = 5.5

T4,00 =13

0°s ¢ < 90°

21

90°= ¢ < 180°

123°59:

129°35»
122°02¢
135°

120°

e

125° 540
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Acetato de N-D anisomicina (Tabla IV).
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El espectro inferior en la Fig. 4 corresponde al acetato de la
N-D anisomicina; en la Tabla IV se da todavia la sefial a 3.01 del
H del NH, antes de intercambiarlo con D,0O. Después se encuen-
tran tres de las sefiales expandidas y amplificadas.
A—~t 276 (H,., H; y Hy,) — simplifica la sefial de H, a 5.04. Dis.

minuye multiplicidad de H; a 3.48.
B~} 276 (H,., Hy; y Hy) y 35 (H; y H,) - la seiial miltiple a
5.06 se convierte en doble (H, ¢ 1 H,).
C~t 5.06 (H, y H,) - simplifica la seiial miltiple a 3.57, se ve
H, {1 H,. y se muestra un cambio a 2.76 (H,.).
D~t 275 (H,, H; y H;.) — elimina la interaccién de H,. con

H, en 5.04.
Hidrégeno 3
7y8 6.96
1 5.12
2 5.04
S 3.75
4 3.57
3 3.48
6 3.01
4 2.76
Sys 2,75
lo 2.1
i 2.03

TABLA 1V

Sefial y
Multiplicidad

dos, dobles

doble de doble

doble de doble
de doble
simple

doble de doble

miltiple

simple

doble de doble
doble

simple

simple

J Hz

w0

11'2 -
11‘3 z 4

T2,4
T2,4

[{}
@ o
»
(-

14'4, =13

Tag =7
T,02 7

0°< p = 90°

33°13°
33°13

90°< ¢ = 180°

104° 29+
120°

127° 45’
117°53¢

131° 240
131° 240
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En la Tabla V y en la Fig. 5 se ve el espectro del mismo de-
rivado utilizando C; D, como disolvente, que produce el despla.

zamiento de las sefiales.

Ce0g

M - o M

i oS ':'.o‘pé‘r"n's'.oL ; '2fo'i5
Figura 5
A—t 518 (H, y H;) — cambia la sefial de Hy y H, a2 34; y la
de H,. en 2.73

B—f 34 (H, y H,) - sefial simple a 524 (H; { 1 H,) y seiial

doble a 5.13 (H, V * H,/)
C—~% 277 (H,, H; y Hy/) - La sefial multiple a 5.13 se vuelve

doble (H, ¥ 1 H,).
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D—f 278 (H,, Hy y Hy) vy 84 (H; y H,) - La sefial multiple
a 5.24 y 5.13 pasa a dos sefiales simples (H, y H,).

TABLA V
- 1°G
oW
T A0 i
o2 Q,;
A

e Sefal y o o ° °
d; 3
Hidrégeno Multiplicidad# THz 0°=<¢ <90 90° = ¢ <180
6y7 6.95 dos dobles 9
]112 = 1,5 67°13° 107°49:
1 5.24 doble de doble Il 5 = 4.5 47° 521 122° 02
= © 74 L)
o 5.13 doble de doble J3,4 = 6 39°14 127°45
de doble Ty 40 = 3.5 53° 44¢ 117° 53¢
3y4 3.4 miltiple
8 3.38 simple
Ty g = 7 33°13¢ 131°4¢
4'.5y5" 2,73 miltiple T3 50= 7 33°13: 131°%4¢
]4'4. =13
S 1,73 simple
10 1,63 simple

* Determinado en CgDg

N-Acetil-2.(p-metoxibencil)-A*-pirrolina 10. (Tabla VI).

El espectro inferior en la Fig. 6 estd tomado a 60 MHz; siguen
algunas de las seales a 100 MHz que estin en otra escala.
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Figura 6

A—7 399 (H, y H,) — simplifica la multiple a 5.60 (H, y H.)
B.—f 475 (H;) - da H; { 1 H; en 290 y simplifica la multiple
a 5.60.
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TABLA VI
s 2
6? 2 oH" I’{’
‘?"2. - Q,v
4 N
¢ He HE'A'C‘Z’
-]
Sedal y o . a 5
Hidrégeno 8§ Multiplicidad JHz 0°< ¢ <90 90°< ¢ < 180
6.96
6y7 6.63 dos dobles 9
I, = &3
ly2 5,60 miltiple ]'2 4 1.5
Tp,40 5 145
T35 = 3.5 53°44" 117° 53"
’
J3 5 = 7.5 30° 133°12*
3 P ,
4,75 miltiple ].3’1 - 1.
%)+ 1.8
8 3.69 simple
4,4 3.9 miltiple Ty 40 = 14
'
5,5 2.90 maltiple Jg g = 12
9 fgi dos simples*

* Todos los productos N-acetilados tienen impedimento
(]
a la libre rotacién en la ligadura 11 forman-
N—C—
do dos estructuras dipolares, 4

N-Bencil—Z.(p-metoxibencil)-A’-pirTolina 8. (Tabla VII).

La Fig. 7 muestra el espectro a 100 MHz y algunas sefiales
amplificadas y expandidas. Comparando este espectro con el an-
terior, se ve la proteccién que imparte el anillo bencénico a las
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sefiales de H,;, H,, H,, H; y H;. desplazindolas de 0.19 hasta
1.04 ppm hacia campos mis altos.

CClg

p ol

60 55 p[;;m —Z5 I 23

Figura 7

A—t 871 (Hy y H,) - simplifica la sefial H,. en 8.15 y deja
dos seiiales dobles para Hy y H..
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TABLA VII
8o
A oM Hg
Q,.Q et—— “‘
o A
¢ Hy Hy 1%
&
L4 ’
= 10
& Sefial y & 5
Hidrdgeno 6 Multiplicidad J 0°<sop <90
10 7.23 miltiple
7.03
6y7 6.68 dos dobles 39
ly2 5.61 simple
Sy9 3,73 dos dobles Tg,9:=13.2
3y4 3.71 maltiple
8 3.70 simple
4" 3.15 miltiple
J3 5 = 5.5 42°08®
’
Sys 2.67 miltiple* I3,50 = 7.6 29°21°
Ts, 50 =13.5

* Parte AB de un sistema ABX

29

90°< o < 180°

125°54*
133°34"

N.Acetil-2B-(p-metoxibencil)-3a,4o-dihidroxipirrolidina  11. (Ta-

bla VIII).

En Ia Fig. 8 se ve la rmn a 100 MHz después del intercambio

con D,O.
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30
., ' I CD30D
N
Ae
1
S| N
M. )
5.0 5.0 Fig:;ra 8 Ppm 3.0 . 15
A—} 2.85, 305 (H; y Hy) — cambia la sefial localizindose H,
en 4.03.

B.—t 8.9 (H;) — varia la posicion de H; y H; centrada a 2.85.

TABLA VIII

w ‘é‘o 5 HXD:O oD
e °

O, : ,Hg
>
N &w

e
Hs He' o
®
Hidrégeno 8 el y
Multtplictdad THz 0°< ¢ £90° 90°z ¢ < 180°
. 7.15
y 6.85 dos dobles 9
1.2v3 4,03 miltiple
8 877 simple
T = 7 33°131 %
b 131%4:
4y a4 3.47 miltiple 14,' .= 4 50° 46+ 120°
Ty g0 = 10.5
Js 3 = 8.5 53° 44 1i7®
) 7°53¢
Sys5St a
2.85 miltiple Tsi,3 = 8.5 22° 48 136° 46
T5,50 =14

9 1.87 dos simples
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Diacetato de N-Acetil-2B(p-metoxibencil)-3a,#a-dihidroxipirrolidi-
na 13. (Tabla IX).

T T T T T T T T
e T v = T T

T @
M | o

—
o w
—_
w
>
2]

g
JLb, .
P"*‘M‘A""""Jﬂ ot u.-

Figura 9

A.—7 4.11 (H;) — las dos sefiales dobles a 5.16 pasan a una sefial
doble (H, | 1T H,)

B.—f 344 (H, y H,) — la sefial doble de doble de doble pasa a
doble en 4.88 (H, { 1 H,).

C.—f 5.16 (H,) — multiple de H, a 4.11 pasa a dos dobles (H,
V1 H; y Hs)).

Acetonido de la N-acetil-2B-(p-metoxibencil)-3a,4a-dihidroxipirro-
lidina 12. (Tabla X).

La rmn de este compuesto (Fig. 10) muestra mayor compleji-
dad que la de los casos anteriores; la doble y triple irradiacién (A,
B, C y D) no dan resultados satisfactorios. En el espectro se ob-
servan 4 sefiales simples (1.40, 1.38, 1.28 y 1.25) para los dos
metilos del aceténido y dos sefales de igual intensidad que corres.
ponden al metilo del N-acetilo. Esto se debe a que este agrupamiento
no tiene libre rotacién, lo cual da por resultado la presencia de
dos conférmeros A y B.
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TABLA IX

Sefial y

- -] o -] o
Hidrégeno ) Multiplicidad JHz 0°< ¢ <90 90° < ¢ < 180
6y7 6.89 dos dobles 9
Ty, = 4.3 49°02' 121° 141
1 5.16 dos dobles i g = 2.5 60° 113°17°
doble de doble T, 4 = 6.5 36°16: 129° 35+
2 4.88 . S
de doble Tg o & B0 33°13: 131°24
J3 5 = 3.8 51°570 119° 10
3 4.1 miltiple Ty o= 7.3 31°18: 132°29+
8 3.73 simple
4y4 3.44 miltiple Ty 40 =10
S5y5! 2.86 miltiple Ts 5 = 13
2.05
11 1.93 dos simples
1.9
9y 10 1.92 dos simples

MeO
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Hidrdégeno

6,6'y7,7'

2y3
1

8

4y 4

Sy5

11

9y 10

2.75

2.05
1

1.40
1.38
1.28
1.25

BoOLETIN DEL INSTITUTO DE Quimica

TABLA X

® Me Me 10
>

8@ o] o
¢‘ :lelﬂls E Hy
a

o
N »

¢ Hg Hy' L <

11

>

'
Mulifglaif:i};ad THz 0°<¢=90° 90°< ¢ s 180°
miltiple* IG’7 =?
Tgv,7:= 9
maltiple
miltiole
simple
Ty, = 4.5 47°52" 122°02'
miltiple 14‘,2 =1 71°34¢ 104° 28
Iy, 4 =12
maltiple

dos simples**

cuatro simples**

* Los hidrbgenos 6y 6', parte A, del sistema ABp
dan sefiales separacJss produciendo una seial malti-
ple.

**E] andlisis de estas sedales se encuentra en la var-
te tedrica,
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Se asignan a la conformacién A, las sefiales que aparecen a
campo mds alto debido a la protecciébn que ejerce el anillo aro-
mitico sobre el CH, del acetilo. Se confirma mediante analisis a
altas temperaturas (Fig. 11) a 60 MHz (en la que no se diferencian
las 4 sefiales para los metilos del aceténido).

Se ve como al ir aumentando la temperatura, las dos sefiales
del metilo del N-acetilo primero pierden intensidad hasta dar una
sefial ancha a 100°; a mds altas temperaturas desaparece y luego se
empieza a diferenciar hasta que, a 160° es una sefial simple y fina
que es el promedio de los estados posibles (A y B) localizada a la
mitad de las dos sefiales de los acetilos y, al mismo tiempo, las
otras sefiales se afinan y simplifican, indicando que al girar libre.
mente el grupo N-acetilo se tiene ahora la rmn de un solo producto.

N-Carbobenciloxi-2p-(p-metoxibencil)-3u,da-epoxipirrolidinag 4. Ta-
bla XI).

A 100 MHz H, y H,, dan dos sefiales dobles centradas a 5.1 co-
rrespondientes a un sistema AB. Garner y Watkins?” han estudiado
las barreras torsionales del agrupamiento carbobenciloxi, demostran.
do que hay dos rotdmeros,*® de los cuales C es el que predomina
en este caso, ya que la sefial simple del otro rotdmero D no se de-
tecta. Se observa el sistema AB antes mencionado por la proximidad
del sustituyente en 2.

e o
o 0. N .o..
8 +
& +
i |
H C. :
R .C
© - o, - 7 Soen (D)
H
C
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Figura 12

Al irradiar esta muestra se observa:

A—t 285 (H)y H, y Hy)) > simplifica Hj (4.24)
B—f 2.85 y 3.39 (H, y H,) - da una sefial doble a 4.24 (H,
V1T OHy).

C—t 424 (H;) — cambia la sefial en 2.85 indicando la pre-
sencia de Hj..
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Hidrégeno
10
6,60y 7,7

Sy ®

ly2

4,4'y 5!

7.3
6.82

5.1

3.72
3.7
3.39

2.85

TABLA XI

SeAal y
Multiniicidad

simple
miltiole*
dos dobles**

tres dobles de
intensidad 1,2,1

no observable
simple
mbltinle

miltiple

BoLETiN DEL INSTITUTO DE QUIMICA

] Hz

n

13

0°s ¢ 5 30°

33°13!
33°13:

9c°®

< o = 180°

131° 24

131° 24"
123°59¢

* Los hidrégenos 6,6'y 7,7' presentan nequefias diferencias
en el desplazamiento qufmico y deforman la multiplicidad
del sistema AzBg haciéndolo anormal.

**E] andlisis de estas sedales se encuentra en la parte ted-
rica.

Diacetato de N-carbobenciloxi-2B-(p-metoxibencil)-3a,4a-dihidro-
xipirroliding 17. (Tabla XII).

La rmn a 100 MHz (Fig. 13) y la ampliacién de algunas de
las sefiales, muestran el mismo efecto que el sefialado en la Fig. 2, la

perturbacion en las sefiales de los hidrégenos H; y Hs..
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A—% 347 (H,) vy 395 (H; y H,) — la sefial multiple a 5.09 pasa

a doble (H, ¥ 1t H,).

B—} 509 (H,) — la sefial multiple a 3.95 y la sefial doble de
doble a 8.47 pasan a dos dobles (H, ¥ 1 H,).

C.—t 4.1 (H,) — la sefial doble de doble a 3.47 pasa a doble (H,
{ 1 H,.) y en 3.03 de multiple pasa a doble (H; ¥ T H;.) (par-

te observable).
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TABLA XII

O o Tt ¢ _OAc
) s
O« T
N w

Hidrégeno s Mulst(::?ilr::,dad JHz 0°< ¢ <90° '90°< ¢ < 180°

12 7.3 simple
6y7 6.86 dos dobles 9
11 5.18 simple

1 5.15 miltiple

2 5.09 miltinle Ji,2 = 2 63° 26" 110° 42°
3y 4 3.95 miltiple ]4,4, =13

3 3.71 simple

4 3.47 doble de doile Tgo 0= 2 63°26¢ 110° 42¢
Syst 3.03 miltipie IS,S' = 13.5
9y1lo0 f;é dos simples

PARTE EXPERIMENTAL*

2-anisoil pirrol 5. A 0.2 moles de bromuro de metil magnesio di-
sueltos en 80 ml de éter anhidro, se les agregaron, en atmosfera de
nitrégeno, 0.2 moles (13.4 g) de pirrol recién destilado, manteniendo
la temperatura entre 5 y 10°. Después se agregaron 0.2 moles (3.4 g)
de cloruro de anisoilo disueltos en 60 ml de éter y se dej6é durante

* Los puntos de fusién se determinaron en un bloque de Kofler. Cuando se
purificaron los compuestos por cromatografia en columna, al decir silice, se
entiende como gel de silice Grace Davison grado 922; cuando se dice alimina
se debe entender alumina Alcoa F-20 de 80-200 mallas. Para cromatoplacas o
cromatoplacas preparativas, cuando se dice silice se refiere a la gel de silice G
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12 horas a temperatura ambiente. Se agregé una solucién saturada
de cloruro de amonio y el producto se extrajo- con éter. Después de
proceder en la forma usual, se obtuvieron 28 g de cristales que se
cromatografiaron en 500 g de alimina. De las fracciones eluidas con
benceno se obtuvieron 20 g de 2-anisoilpirrol, (rendimiento 64.5%);
p- £ 111-112° (reportado, rendimiento 26%, p. f. 112-114°); A méx,
204 (11100), 217 (9450), 270 (8700) y 816 mp (21200); IR,
Fig. 14; rmn, Fig. 15, Tabla XIII; EM. Fig. 16, M* 201, Calculado
para C,,H,;NO,, PM 201.22.

3 4 [ [ g8 HHLJ?
T 1 T T T
rarkin Kimor 521 CHG!,
l { I i
& i
o & !
b ks sy ™
Figura 14

Merck de 10-40 micras o alimina a la alimina G Merck. Las cromatoplacas
se revelaron con yodo o con sulfato cérico al 1%, en H,SO, 2N o con los dos
reactivos uno después del otro. Cuando se trataba de revelar compuestos ce-
ténicos o- aldehidicos se utilizé una solucién alcohélica de 24-dinitrofenilhidra-
zina. Para las cromatoplacas preparativas se revel6 una orilla con Jos reactivos
antes enumerados, y se eluyeron las zonas correspondientes a las manchas que
aparecen.

Las determinaciones de resonancia magnética nuclear fueron efectuadas por
los quimicos Eduardo Diaz, Maria Cristina Rock y Leovigildo Quijano en apa-
ratos Varian A-60A y HA-100, utilizando tetrametilsilano como referencia in-
terna. Los valores de las sefiales estan dados en ppm (3). Las técnicas de doble
Y triple irradiacidn se llevaron a cabo utilizando audiosciladores Hewlett-Packard
200 AB y 200 CD.

Los espectros de masas los determinaron los qufmicos Eduardo Cortés, Ma.
nuel Jiménez y José Calderén en el aparato Hitachi Perkin-Elmer RMU-6D,

Los quimicos” Rosario Villamar y Noé Rosas determinaron los espectros en
€l ultravioleta en EtOH, en espectrofotémetros Perkin-Elmer modelos 450 o 202
Z los espectros en el infrarrojo, en espectrofotémetros Perkin-Elmer 521, 887 o

1. Los valores de los maximos estin dados en cm™. Los microandlisis los
efectué el Dr. Franz Pascher en Bonn, Alemania. Cuando se usa Ja expjresion
Analiza para C.H,0,, etc.” implica haber obtenido resultados congruentes.

. Los disolventes ‘estdn especificados por medio de letras de acuerdo com lo
Siguiente: B, benceno; MeOH, metanog AcOH, 4cido acético; AEt, acetato de
etilo; H, hexano.
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TABLA XIiII
7 @
(')? e Fa Ha
J I 1
= e W Oy TR
(o] H,
Hidrégeno 8 Sefial y =
multiplicidad TH
4 9.83 ancha
Sy6 7.50 dos dobles 8.8
T, =2.8
1 7.11  doble de triple Jy,3 =1.8
Ill4 = 2.8
Ta o =3.8
3 6.88 miltiple 3.2
J3,4 =3
2 6,28 triple de doble Ty 4 = 2.8
7 3.86 simple
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N-bencil-2-anisoil pirrol 6. A una suspensién de 0.02 moles (0.78
g) de amida de sodio en 15 ml de tolueno se agregaron 0.099 mo-
les (2 g) de 2-anisoil pirrol 5. Se elevé la temperatura a 50° durante
25 minutos, adquiriendo la mezcla un aspecto de jabén. Se agregaron
0.025 moles (3 g) de cloruro de bencilo y se calenté a ebullicién
durante 18 horas en atmoésfera de nitrégeno. Se evapord a sequedad
y €l residuo se extrajo con acetato de etilo. Después de lavar, etc.,
el residuo de la fase orgdnica se cromatografié en 300 g de alu-
mina. De las fracciones eluidas con B/H 30/70 hasta B 100, se
obtuvieron 1.7 g (R, 58.5%) de N.bencil-2-anisoil-pirrol 6; A méax.
208 (17 900), 270 (7700) y 301 mp (17 700); IR Fig. 17; rmn, Fig.

3 f 4 .5 § B g0 p 5 20
T T I I

1
{Perkin Elmer 521 Pelfcula

1 ) - 1 L
35501 3000 250 2000 1500 1000 500

Figura 17
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18, Tabla XIV; EM, Fig. 19 M* 291. Calculado para C,;,H;;NO,,
PM 291.33.

T w x = w cCly o
R
{1
o
Bttt ™ Ay & T
" : r‘. - Jl_ Lot '|_ '.'|_' 'l',";
30 7.0 5.0 55 4.0 X W R WO VR TN]
Figura 18
TABLA XIV
-] o H
§' ke eHg 3
1
> > { N Hy
(o]}
*$;‘
G .
32 Sefial v
Hidrbgen )
By o\ Multiplicidad I He
6y 7 7.30 dos dobles 8.8
4 7.15 simple
]’1'2 = 2,5
1 6.80 doble de doble 7 - 1.8
1,3 -
3 6.61 doble de doble ]'2 3 = 4
i
2 6.05 doble de doble
Sy5* 5.55 simple

8 3.73 simple
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N-bencil-2.(p-metoxibencil)}-pirrol 7. A 12.7 g de N-bencil-2-anisoil
pirrol crudo, se les afiadieron 15 ml de hidracina de 95%, 19 g de
hidréxido de potasio y 125 ml de dipropilenglicol y se calent6 a
150° durante 2 horas y 12 horas mds a 200-225°. Después de enfriar
se agregd agua y el residuo se cromatografié en 600 g de alimina.
De las fracciones eluidas con B 100 y B-EtOH 98-2, se obtuvieron
10 g (R, 48.3%) de N-bencil-2- (p-metoxibencil)-pirrol 7; A mdx. 207
(21 000), 222 (17200), 269 (1400), 277 (1600) y 285 mp (1 300);
IR, Fig. 20; rmn. Fig. 21, Tabla XV; EM, Fig. 22, M* 277. Calcu-
lado para C,,H;,NO, PM 277.34.

3l 4 5 6 8 10 12 1520
T T T
Perkin Elmer 521 I T 1 I
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Figura 20
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Figura 22

N-bencil-2(p-metoxibencil)-As-pirrolina 8. A 9 g (0.032 moles)
del producto anterior 7, disueltos en 300 ml de MeOH, se les agre-
garon 40 g de granalla de zinc, 10 g de polvo de zinc (previamente
amalgamado con cloruro de mercurio), 25 ml de HCI y se agitd
durante 12 horas. Se decantd el liquido y se evaporé a sequedad.
Se agregdé agua y se extrajo con acetato de etilo para eliminar la
fraccién neutra. La fraccidn acuosa se hizo alcalina con KOH al
10%, se evapord a sequedad y se extrajo con éter y acetato de etilo.
Después de evaporar los disolventes, el residuo aceitoso se croma-
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TABLA XV
(/]
go-é' 3 » H, Hg
I 1
e N H
Hy Ho 1

Sefial y

Rldsgemn s multiplicidad JHz

6 7.13 mfiltiple

7y 8 6.73 dos dobles 9

Ty,2=3

1 6.41 dos dobles T,3= 1.5
2 5,96 doble de doble Jo,3 = 3.5
3 5.82 mltiple*

4y 4 4.73 simple

Sy 5! 3.65 no observable
3 3.57 simple

*El hidrégeno 3 es la parte X de un sistema ABX
acoplado alflicamente con Hs vy 5'.

tografié en cromatoplaca preparativa de silice. Se eluyé la zona
principal, se evaporé a sequedad y el residuo se destilé a 185° y
0.02 mm. Se obtuvieron 2.9 g (R, 24.2 %) de N-bencil-2- (p-metoxi-
bencil)-pirrol 8; A max. 207 (17 700), 226 (13 500), 278 (1600) y
285 my (1400); IR, Fig. 23; rmn, Fig. 7, Tabla VII; EM Fig. 24,
M-2H, 277. Calculado para C,,H,,NO, PM 279.37.
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Figura 24

2p-metoxibencil)-pirrol 9. A 10 g de 2-anisoil pirrol 5, se les afia-
dieron 80 ml de dipropilenglicol, 20 g de KOH y 20 ml de hidracina
al 95% vy se calent6 durante 2 horas a 210°. Se extrajo con éter y
el residuo de la fase orgdnica se purificoé por destilacién a 118° y
0.05 mm. Se obtuvieron 7.7 g de 9 (R, 82.8%); IR, Fig. 25; rmn,
Fig. 26, Tabla XVI; EM, Fig. 27, M* 187. Calculado para C,,H,;NO,
PM 187.28.
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TABLA XVI
o
¥ o2 oHs Ha
| |
> N Hz,
e HB H!‘ 1'{4
2 Sefal vy T Hz
BB multiplicidad
4 7.80 ancha
6y7 6.96 dos dobles 9
Il,Z =2.8
1 6.61 doble de triple Ty,3 =1.5
Il,4 =2.8
J2,3 =3
2 6.11 cuarteto 12'4 - 2.8
3 5.96 mltiple
Sy St 3.88 simple
8 3.76 simple

N-Acetil-2(p-metoxibencil)-A%-pirrolina 10. A 6 g de 2. (p-metoxi-
bencil)-pirrol 9 y 50 g de zinc amalgamado, se les agregaron 150
ml de MeOH y 15 ml de HC] conc. en porciones de 5 ml cada 30
minutos, agitando fuertemente., Se agité una y media horas mdis.
Se decanté el zinc y la solucién, bajo presion reducida, se evapord.
Quedd un residuo amarillo aceitoso, al que se le agregaron 25 ml
de piridina y 25 ml de Ac.O. Se agit6 durante 12 horas; se evaporo
a sequedad al vacio y el residuo se cromatografié en 350 g de alu-
mina. Las fracciones eluidas con B y B-AEt 90-10 se juntaron y se
destilaron a 178° y 0.01 mm. Se obtuvieron 5 g de producto 10
(R, 67.5%); ) max. 218 (8920); 225 (11200), 276 (1400) y 284
mp (1200); IR, Fig. 28; rmn, Fig. 6 Tabla VI; EM, Fig. 29, M*
231. Calculado para GC,,H,;NO,, PM 231.28.
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N-Acetil-2p(p-metoxibencil)-3a,da-dihidroxi pirrolidina 11. Se di-
solvieron 2.5 g de 10 (0.01 mol) en 25 ml de acetona y 25 ml de
éter. Se afiadieron 5 ml de H;O; al 80% y 1.5 ml de catalizador.’®
Se dejé la mezcla a temperatura ambiente y se fue siguiendo el curso
de la reaccién con cromatoplacas. Cuando termind se evaporé a
sequedad al vacio y el residuo se cromatografi6é en cromatoplaca
preparativa de silice, desarrollando la placa con AEt MeOH 85/15.
La zona adecuada se eluyd, se evaporé a sequedad (aceite espeso)
y se cristalizé de acetona hexano (1.8 g, R, 63%). Cristales blancos,
p. f. 135.5-136°; IR, Fig. 30; rmn, Fig. 8, Tabla VIII. No se puede
determinar M* porque se descompone en el espectrémetro de masas.
Analiza para G,;H;NO,.
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Jafa-Acetonido de la N-acetil-2B-(p-metoxibencil)}3a,40-dihidro-
xipirrolidina 12. A 0.314 g (0.001 mol) de 11, disueltos en 30 ml
de acetona destilada de P,O;, se le afiadieron 1 mg de 4cido p-toluen.
sulfénico y un gramo de Na,SO, anhidro. Después de 48 horas se
filtré y la solucién se evaporé a sequedad; se purificé en cromato-
placa preparativa de silice y se desarrollé con AEt 100. Se eluyé
la zona adecuada y se cristalizé6 de éter-hexano, obteniéndose 0.34 g
de 12 (R, 94%); p. f. 98-99°; IR, Fig. 31; rmn, Figs. 10 y 11 Tabla
X; EM, Fig. 32 M+ 305. Analiza para C,;H,;NO,, PM 305.36.
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Figura 31
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Diacetato de N-acetil-28(p-metoxibencil)-3a,4a-dihidroxipirrolidi-
na 13. Se acetilaron 0.94 g (0.003 mol) de 11 con 2 ml de piridina
y 2 ml de Ac,0, calentando 1 hora en bafio de vapor. Se purifico
en cromatoplacas de silice desarrollando con AEt 100. Se obtuvie-
ron 100 mg de 13 (R, 81%); IR, Fig. 33; rmn, Fig. 9, Tabla IX;
EM, Fig. 34, M+ 349. Analiza para C,;H,,NO, PM 349.37.
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Figura 33
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Figura 34

N-Acetil-2B(p-metoxibencil)-3 4-dibenzoil-pirrolidina 14. A 0.06 g
(0.0002 mol) de 11 se les agregaron 8 ml de NaOH al 20% y 2 ml
de cloruro de benzoilo y se agit6 la mezcla durante 1 hora a tem-
peratura ambiente. Se forma un sélido blanco. Se agregd agua vy
extrajo con éter. El residuo se purific6 en cromatoplaca de silice,
desarrollando con AEt 100. Se obtuvieron 0.05 g de 14 (R, 46.7%);
IR, Fig. 35; rmn, Fig. 36, Tabla XVII; EM, Fig. 37, M-¢-COO, 352.
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Figura 35
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TABLA XVII
/s O o e
-4, 20
Alil 758 O\O O/o‘ gO'l ’
CoA Hi o : Hﬁ
22, o
& < 1
&
Hg Hg!
e A
Hidrogeno ] Sefgly ] 0°s 2 o
Multiplicidad Hz £ 9=90° 90°s o < 180°
6 7.88 miltiple
7 7.41 multiple
8y9 7.05 dos dobles 9
J = 4.5 47°52¢ P
1 5.65 dos dobles L2 P 1227022
T1,3 = 2.5 60° 113°17°
b = 6.5 36° 16" ° '
2 5.30  doble de triple 2.4 == TB"38
J2,40 = 6.5 36° 16 129° 35!
3 4,60 miltiple
4y 4 3.8 miltiple
10 3.75 simple
Sys: 3.05 miltiple
11 2.15 dos simples



56 BoreTiN DEL INSTITUTO DE Quimica

-
105 J OBz OBz
= z
- £20" 4 i
. | © QL
L. - e
- 135
AR \ * Qe: N
N s 136 e
151
L. st 1 B 1 N
68 M
. a 92 152 234
l 352 a73
| 1 — : :
100 200 300 400 m/e

Figura 37

N-Carbobenciloxi-2p-metoxibencil}-A*-pirrolina 15. Se redujeron
4 g de 9 (0.0213 moles) como se describié para 10 y al residuo que
qued6 después de evaporar a sequedad, a temperatura ambiente, se
le afiadieron 30 ml de piridina y 6 g de cloruro de carbobenciloxi.:2
Se agit6 la mezcla durante 2:30 horas a temperatura ambiente y se
evaporé al vacio a sequedad. El residuo se extrajo con benceno
(4.3 g) v a la parte no soluble en benceno se le afiadié agua y
NaHCO; y se extrajé con acetato de etilo y con éter. Estos extractos
se juntaron con el de benceno, que al evaporar a sequedad, deja.
ron un aceite (7.0 g) que se cromatografié en 300 g de alumina.
Las fracciones adecuadas se juntaron y destilaron a 200° y 0.001
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TABLA XVIII
8 @
Ol
A ?
° Hg Hy' |
C
/
[e]
T Sedal vy
Hidrogeno 6 multiplicidad
10 7.4 simple
6y 7 6.91 maltiple
ly2 5.66 simple
9 5.23 simple
3 4.76 miltiple
4y 4 3.96 miltipie
8 3.76 gimple
5y 5! 2,93 mialtiple
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mm, dando 2.34 g que se recromatografiaron en 230 g de alumina,
eluyendo con B 100. De nuevo se juntaron las fracciones adecuadas
y se destilaron a 200° y 0.005 mm, obteniéndose 1.47 g de producto
15 (R, 21.83%); IR, Fig. 88; rmn. Fig. 39, Tabla XVIII; EM, Fig.
40, M.-2, 321. Calculado para C,;,H;NO,, PM 323.38.
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Figura 40

N-Carbobenciloxi-2p(p-metoxibencil)3 4-B-epoxi pirrolidina 3 vy
3 4-a-epoxi 4.

Se disolvieron 1.1 g de 15 en 50 ml de cloruro de metileno, se
afiadieron 2.6 g de 4cido m-cloroperbenzoico y se dej6é a temperatura
ambiente durante 5 horas. Se afiadié bicarbonato al 5% vy se extrajo
con cloroformo. Se evaporé y el residuo se cromatografié en 80 g
de silice. Las fracciones eluidas con B-AEt 85:15, conteniendo los
epdxidos a y B, se juntaron y se separaron en cromatoplacas prepa-
rativas, desarrollando con B-AEt 90:10, dejando secar la placa y
volviendo a desarrollarla hasta lograr la separacién de los dos epd-
xidos: el mds polar, que corresponde al a-epéxido, 4 (200 mg).
[IR, Fig. 41; rmn, Figs. 12 y 42, Tabla XI; EM, Fig. 43, M* 339.
Calculado para C,,H;,NO,, PM 339.38] y el menos polar, que corres-
ponde al B-epoxido 3 (30 mg), idéntico al obtenido a partir de ani-
somicina natural; IR, Fig. 44; rmn, Fig. 45, Tabla XIX; EM, Fig.
46, M+ 339.
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TABLA XIX
e
O‘é' X OH"'-, .‘Hz
%3 “
» w A
¢ Hg Hy |
c=0
/
O
. Sefial y
Hidrdgeno 8 multiplicidad J Hz
10 7.3 simple
6y7 7.0 dos dobles 8.5
9 5.1 simple
8 3.73 simple
3,4,4'y5 3.70 mltiple
ly2 3.43 mfiltiple
5 2,76 milltiple

N-Carbobenciloxi-23<(p-metoxibencil)-3a-hidroxi-4f-acetoxipirroli-

dina 16 y 30,43-diacetoxi 17.

61

Se preparé de acuerdo con las indicaciones,® por ebullicién du-
rante 36 horas de 0.1 g de epéxido 4 con 10 ml de Ac.O. El producto

se purificé en cromatoplaca de silice, separdndose dos compuestos:
el menos polar (0.050 g) que corresponde a 17, [IR, Fig. 47; rmn,
Fig. 13, Tabla X1I; EM, Fig. 48, M* 441. Calculado para C,.H,,NO;,
PM 441.46] y el més polar (0.30 g), que corresponde a 16, IR, Fig.

49; rmn, Fig. 50, Tabla XX.
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N-Carbobenciloxi-23-(p-metoxibencil)-3 4f3-epoxi piﬂ'blidina 3, a
partir de anisomicina natural.

Se preparé el epoxido en la forma descrita® y luego el derivado
carbobenciloxi como se indicéd anteriormente. Los espectros en el
IR y de rmn fueron idénticos a los obtenidos con el producto sin-
tético correspondiente.
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Derivados de la anisomicina natural.

Se prepararon a partir de la anisomicina donada por Chas. Pflizer
and Co., siguiendo las indicaciones de la literatura.

RESUMEN

Se hace una revisién de las sintesis de anisomicina que se han
llevade a cabo, incluyendo los resultados obtenidos en el Instituto
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TABLA XX
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& H m
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simple
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simple
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5.5
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13

0°< ¢ < 9G°

42° 08"

60°

90°s ¢ < 180°

125° 54

113°17°

de Quimica. Luego, utilizando la rmn, las técnicas de doble y triple
irradiacién y la medicién de los 4ngulos entre los dtomos de hidro-
geno obtenidos de las constantes de acoplamiento, se determind la
estereoquimica de la anisomicina como 2j- (p-metoxibencil)3f-ace-
toxi-4g-hidroxipirrolidina. Estos resultados estdn de acuerdo con la
estereoquimica determinada anteriormente, basada en determinacio-
nes con rayos X de la anisomicina. En el curso de este estudio,
se sintetizé6 un isdmero de la anisomicina y se determiné su este-
reoquimica. Se estableci, también, la presencia de isémeros con-
formacionales. Se reproducen totalmente los espectros utilizados



RAMN EN LA DETERMINACION... I 65

para obtener la caracterizacién de estas substancias y la de sus in-
termediarios.

ABSTRACT

A review of the syntheses of anysomicin carried out up to now
is given, including the results obtained in the Instituto de Qui-
mica. Later on, using NMR determinations, double and triple
irradiation techniques and the measurement of the angles between
hydrogen atoms derived from their coupling constants, the stereo-
chemistry of anysomicin was determined as 2f- (p-methoxybenzyl)-8-
acetoxy-4g-hydroxypirrolidine. These results are in accord with the
previously determined stereochemistry (based on X-ray determina-
tions). During the course of this study, an isomer of anysomicin
was synthesized and its stereochemistry elucidated. The occurrence
of conformational isomerism was also established. The spectral in-
formation obtained for characterization of these substances and
their intermediates is reproduced in full.
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