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Configurational Study Based on the Analysis of Homonuclear and Heteronuclear Coupling Constants

ESTUDIO CONFIGURACIONAL
BASADO EN EL ANALISIS DE
CONSTANTES DE ACOPLAMIENTO
HOMONUCLEARES Y
HETERONUCLEARES

Francisco Cen-Pacheco”, Fernando C. lépez-Fentanes™

Un paso crucial para el descubrimiento de cualquier molécula nueva consiste en determinar
su estructura completa, que incluye determinar la estructura plana de la molécula y su
estereoquimica. Se ha visto que esta ultima esta fuertemente ligada a sus propiedades quimicas
y bioldgicas. Sin embargo, esto es particularmente dificil cuando el centro o centros quirales se
encuentran en porciones con alta flexibilidad que se intercambian facilmente entre diferentes
conformaciones, como es el caso de los fragmentos aciclicos o anillos con alta flexibilidad.
Las mejoras de los métodos de espectroscopia de RMN, han convertido a esta técnica en

una herramienta poderosa que permite determinar la estructura de moléculas orgéanicas. Una
de las estrategias mas populares desarrolladas en las Ultimas décadas para abordar muchos
problemas estructurales es el anélisis basado en constantes J (JBA), el cual consiste en el uso
de las constantes de acoplamiento heteronuclear (C—H) de larga distancia (dos o tres enlaces)
para determinar la estereoquimica, incluso en sistemas con flexibilidad.

Palabras clave: Compuestos organicos, estereoquimica, flexibilidad, constantes de
acoplamiento heteronucleares

A crucial step in the discovery of any new molecule is to determine its complete structure, which
includes determining the planar structure of the molecule and its stereochemistry. It has been
seen that the latter is strongly linked to its chemical and biological properties. However, this is
particularly difficult when the chiral center(s) are in portions with high flexibility that are easily
exchanged between different conformations, as is the case with acyclic fragments or rings with
high flexibility. Improvements in NMR spectroscopy methods have made it a powerful tool for
determining the structure of organic molecules. One of the most popular strategies developed
in recent decades to address many structural problems is J-constant-based analysis (JBA),
which consists of the use of long-distance heteronuclear (C—H) coupling constants (two or
three bonds) to determine the stereochemistry, even in systems with flexibility.
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Un aspecto de gran importancia en el desarrollo de
farmacos es conocer la configuracién/estereoquimica de las
moléculas bioactivas,! ya que esta caracteristica estructural
en muchos casos explica las propiedades bioactivas y/o
toxicas que poseen los compuestos organicos??. Una de las
primeras lecciones que aprende un estudiante de quimica
organica es establecer la forma de distinguir moléculas con
atomos de carbono quirales. Un carbono quiral es el que tiene
cuatro sustituyentes diferentes que solo pueden colocarse
en el espacio de dos maneras diferentes, una imagen
especular de la otra, que habitualmente conocemos como
isdmeros Ry S. La importancia de distinguir entre una forma
u otra de carbono, es decir, su configuracién espacial, puede
tener consecuencias criticas en los farmacos. El caso de la
talidomida ejemplifica con claridad lo anterior. La talidomida
fue sintetizada en 1953 por Wilhem Kunz en Alemania y cuatro
afos mas tarde se autorizé su venta para el tratamiento de las
nauseas y los vomitos durante el embarazo en mas de 50
paises. Sin embargo, en los primeros afios de la década de los
sesenta, McBride, un obstetra australiano, y Lenz, un pediatra
y genetista aleman, denunciaron las anomalias congénitas
detectadas en recién nacidos cuyas madres habian utilizado
talidomida durante el embarazo. El uso de este farmaco
genero entre los afios 1956 y 1963 mas de 10,000 casos de
recién nacidos con focomelia (ausencia de huesos y musculos
en las extremidades superiores o inferiores). Hoy se sabe que
esto se debié a que la talidomida en un organismo vivo se
encuentra como una mezcla de dos isdmeros, debida a una
rapida interconversién in vivo que genera los dos posibles
enantiomeros (R/S). Asi, mientras la (R)-talidomida es
responsable de la accion sedante o calmante de las nauseas
en mujeres embarazadas, su enantiéomero, la (S)-talidomida,
es el causante de las anomalias congénitas (Figura 1)*°.

El avance de la técnica de difraccion de rayos X
aplicada a cristales de moléculas organicas ha permitido
establecer la configuracion absoluta de manera rutinaria.
Sin embargo, este método requiere la obtencién de un
monocristal adecuado en tamafo, con bordes regulares y
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Figura 1. Izquierda:enantiémeros de la talidomida. Derecha: recien
nacido con focomelia atribuida a la (§)-talidomida (imagen editada del
Blog de Garcia-Tornel, S.: “La talidomida, 50 afios después”. Abril de
2011. Consultada en enero 2022).
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sin grietas, caracteristicas que son dificiles de conseguir con
muchas moléculas organicas®’. Asi, para moléculas organicas
que no cristalizan adecuadamente, la determinacion de su
configuracion es el principal problema para establecer su
estructura. Este hecho es particularmente cierto cuando
se trata de un compuesto de origen natural desconocido
o cuando se utiliza sintesis no estereoespecifica para
obtener una molécula. La espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) es el método mas utilizado para
la determinacion de la estereo-estructura de moléculas
organicas en disolucion®. En efecto, la RMN permite establecer
la disposicion espacial de los atomos en un carbono quiral
y asi determinar su estereoquimica, mediante el uso del
efecto nuclear Overhauser (NOE en inglés), el cual permite
determinar la cercania espacial de parejas de atomos de
hidrégeno que se encuentran a una distancia inferior a unos
4 A, esta cercania permite posicionarlos espacialmente y con
base a esta localizacion es posible determinar la configuracion
R/S de un carbono quiral, siempre que se encuentre en un
sistema con cierta rigidez (Figura 2). En complemento a las
correlaciones NOE, se utilizan las constantes de acoplamiento
"H-"H, las cuales indican el angulo de torsion/diedro (V) (por
ejemplo, una J = 2-4 Hz indica un angulo de torsion gauche
(~60°) y una J = 10-12 Hz indica un angulo de torsiéon anti
(~180°)) entre dos atomos de hidrégeno que se encuentran a
tres enlaces, tal como se muestra en el ejemplo de la Figura
3. Este enfoque se aplica con éxito en la asignacion de la
estereoquimica de carbonos quirales que se encuentran en
porciones rigidas de la molécula, como los anillos de seis
miembros. Si bien esta herramienta es muy poderosa, no es
posible su uso en aquellos centros quirales que se encuentran
en una porcion flexible de la molécula, como en los fragmentos
aciclicos o los anillos con alta flexibilidad®.

Figura 2. Algunas correlaciones del efecto nuclear Overhauser NOE
en inglés), que se observarfan en la conformacion de silla del ciclohexa-
no. En el grupo de atomos asignados como b, ¢ y d, se observaria un
efecto NOE entre ellos (distancias entre ellos de ~2.6 A), este efecto
los posiciona en el mismo plano del anillo de ciclohexano (“arriba”);
asimismo en los atomos de hidrégeno e, f y g se observaria un efecto
NOE entre ellos que los posiciona en el plano contrario al grupo ante-
rior (“abajo”). Por otro lado, entre la pareja de dtomos ay dyentre f y ¢
no se observarfa efecto NOE por estar a 4 A de distancia, lo cual indica
que estas patrejas de hidrégenos no se encuentran en el mismo plano.
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Figura 3. A modo de ejemplo
ilustrativo, se utilizé el 2-bro-
mo-1-fluoroetanodiol para ex-
plicar c6mo se miden las cons-
tantes de acoplamientos y efecto
NOE por RMN. Las flechas en

Jpequeiia verde indican la correlacion
2-4 Hz NOE que tiene el sistema S, (la
(gauche) distancia es inferior al 4 A) En

rojo se representa el angulo die-
dro gauche entre H y H, (sistema
5,8) y en azul el dngulo diedro
anti entre H y H_(sistema R,S).
A la derecha se muestra un es-
pectro de RMN 'H con los valo-
res de las [ que tienen un diedro
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Figura 5. Analisis configuracional del sistema 1,2-dimetino a
través de las constates de acoplamiento. Los cuatro rotimeros H,/
H.,-ganche tienen un patrén de constantes de acoplamiento homo
y heteronucleares diferentes que permiten diferenciatlos. Los dos
rotameros H /H -anti pueden distinguirse por las correlaciones
NOE de los sustltuyentes C-1 y C-4 («). Las orientaciones de los
conférmeros gauche, anti, ganche' se construyeron a partir de los
ngulos diedros entre H, y H..
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treo-2,3-dihidroxibutanoico

gauche y un diedro anti.
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Figura 4. En azul se muestra el diasterecoiséme-
ro eritro del acido eritro-2,3-dihidroxibutanoico
en donde se puede ver que los grupos -OH se
encuentran del mismo lado. En rojo se muestra
el diastereoisémero #reo del acido #reo-2,3-dihi-
droxibutanoico en donde se puede ver que los
grupos -OH se encuentran en lados opuestos.
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Determinar la estereoquimica de moléculas
organicas siempre ha sido complejo por lo que se han
desarrollado diversas técnicas para solventar dicho
problema'. En las Ultimas dos décadas, se ha introducido
y utilizado ampliamente la medicion de constantes de
acoplamiento heteronuclear (C—H) de larga distancia (dos
o tres enlaces), el llamado andlisis basado en constantes J
(JBA). Esta aproximacion fue desarrollada a mediados de los
afios noventa por Murata y col'. El principio de este método se
basa en la premisa de que un sistema formado por dos centros
quirales contiguos adopta la conformacién gauche-, anti o
gauche+ para el diastereoisémero eritro o para el treo. Se
usa el término eritro cuando, en la representacion de Fischer,
los dos sustituyentes iguales o parecidos de la molécula se
encuentran del mismo lado, mientras que el término treo hace
referencia al diastereoisémero con sustituyentes idénticos o
parecidos en lados opuestos (Figura 4). El analisis consiste
en comparar los valores experimentales de las constantes
i 3Je_ Y 2Js_,, con los valores esperados para cada uno
de los rotameros alternados (gauche-, anti o gauche+) de las
dos series diastereoisoméricas (eritro y treo). Asi, los valores
experimentales de las constantes °J, ,, °J, ,, vy 2J, , nos
permiten elegir uno de los cuatro conférmeros gauchet (A1,
A3, B1 y B3). Sin embargo, y debido a que los conférmeros
anti (A2 y B2) presentan el mismo patrén de valores para las
constantes *J, ., °J. ¥ ?J,_,, no es posible diferenciarlos
entre ellos. En estos casos es necesario recurrir a las
correlaciones NOE. Si se observa NOE entre los sustituyentes
C-1y C-4 se elige el conférmero anti de la serie treo (A2) y
si no se observa el NOE se opta por el conformero anti de la
serie eritro (B2) (Figura 5)'2.
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Notas:

NC: No hay constante." No hay constante por qué no hay un itomo electronegativo.” No hay constante por qué no hay carbono en la
posicién d. En términos generales, las constantes de acoplamiento con valor negativo son caracteristicas de los acoplamientos a dos
enlaces, como es el caso de los protones geminales de los metilenos (H-C-H)y las constantes heteronucleares a dos enlaces (H-C-C); los
valores de estas constantes dependen de la hibridacién del atomo de carbono, del dngulo de enlace H-C-C/H-C-H y del efecto inductivo
de sustituyentes electronegativos/electropositivos en las posiciones oy f.

La comparacion de las medidas experimentales
con los valores esperados depende fundamentalmente de la
correcta definicion de las categorias “pequefia” y “grande”. En
el caso de las constantes a tres enlaces (*J,_,, y *J._,)), que
se relacionan directamente con el angulo de torsion/diedro (y)
a través de la ecuacion de Karplus, se define “grande” como
todos aquellos valores de J que se correspondan al intervalo
de angulos de torsion de 180 + 15° (disposicion anti). De igual
forma, todos aquellos valores de J que se correspondan a
angulos de torsion en torno a 60 + 15° (disposicion gauche)

ISSN: 1012-3946 (impreso) ISSN: 2518-2803 (en linea)

se definen como J “pequerias” (Figura 6). Por otro lado, las
constantes heteronucleares a dos enlaces (%J._,) también
proporcionan restricciones geométricas, siempre que el
carbono que interviene en el acoplamiento esté unido a un
atomo muy electronegativo (oxigeno, nitrégeno y halégenos
principalmente). El valor de la 2J,_,, nos daria informacion del
angulode torsion que forma el protdny el atomo electronegativo.
En estos casos, un valor de 2J__, correspondiente a angulos
de torsion de 60 + 15° (disposicion gauche) se define como
“grande”, mientras que valores de 2J._, correspondientes a
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Figura 7. Anilisis configuracional de sistemas en equilibrio conformacional a través de las constates de acoplamiento. En el centro de la imagen
se puede ver que los equilibrios gauche’—ganche o ganche—ganche® de la configuracion eritro y freo poseen el mismo patréon de constantes de
acoplamiento y por tanto ese equilibrio es indiferenciable.
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Figura 8. Medicién de las constantes de acoplamiento 'H—'H por RMN. Izquietda: segmento de un espectro 'H—'H J-resuelto. Derecha
arriba: segmento de un espectro de RMN 'H con desacoplamiento de protén (sefial simplificada de H-14). Derecha abajo: segmento de un

espectro de RMN 'H sin desacoplar (sefial mas compleja de H-14).

angulos de torsion de 180 + 15° (disposicion anti) se definen
como “pequenas” (Figura 6). Es importante destacar que,
aunque el valor de las constantes de acoplamiento depende
principalmente del angulo de torsion (¥), la presencia o
ausencia de sustituyentes y el efecto de estos en el segmento
analizado es fundamental para establecer la amplitud de cada
intervalo (Tabla 1)".

Es muy frecuente encontrar, en sistemas flexibles, la
coexistencia de dos o tres conférmeros en equilibrio. Cuando
los conférmeros minoritarios contribuyen de una manera
importante (J = 1 Hz), ademas de los valores “pequefios” y
“grandes” de las constantes de acoplamiento, se observan
valores “medios”. Para la resolucién de estos sistemas en
equilibrio se ha desarrollado una ampliacién del método JBA.
Sin embargo, este analisis solamente nos permite diferenciar
sistemas con un equilibrio entre los conférmeros alternados
anti—gauche* o anti—gauche- de la serie freo o eritro, ya
que estos sistemas en equilibrio poseen patrones diferentes
(“pequeno” “medio” o “grande”) para sus constantes de
acoplamiento (Figura 7)"'.

Como es de suponer, el analisis basado en constantes
de acoplamiento J (JBA) requiere una precisa determinacion
de las constantes de acoplamiento '"H—'H y *C—'H. Aunque
las constantes J, ,, se pueden extraer del espectro de RMN
'H, esto puede ser dificil cuando las sefales estan parcial o
totalmente solapadas. En estos casos es necesario recurrir a
otros experimentos. El '"H—'H J-resuelto es un experimento
que incluye los desplazamientos quimicos de RMN 'H
en la F, (eje horizontal) y los valores de las constantes de

ISSN: 1012-3946 (impreso) ISSN: 2518-2803 (en linea)

acoplamiento (en Hz) en F, (eje vertical). Otra alternativa
para establecer las constantes de acoplamiento '"H—'H es
el experimento TOCSY-1D (Tabla 2), el cual consiste en
excitar un hidrogeno especifico. El resultado es un espectro
1D en el cual aparece Unicamente el sistema de hidrégenos
vecinos al que pertenece el hidrégeno irradiado. Para este
fin, también se utilizan experimentos de desacoplamiento
homonuclear (desacoplamiento selectivo). Estos espectros se
basan en saturar la frecuencia de precesion de un protén para
desacoplarlo, lo que permite simplificar sefales complejas
y, por tanto, ayuda a descartar alguna de las constantes de
acoplamiento que conforman el multiplete (Figura 8)'23.

Asimismo, el avance de las técnicas bidimensionales
de resonancia magnética nuclear y el desarrollo de
secuencias de pulsos con gradiente de campo magnético
(PFG) han permitido desarrollar varios métodos practicos
para medir las constantes heteronucleares (*°J._,). Una de
las técnicas mas utilizadas para determinar los acoplamientos
heteronucleares es el HSQC-HECADE. En términos
generales, este experimento es muy similar a un espectro de
HSQC-TOCSY en el que evoluciona el acoplamiento *C—'H.
Asi, la distancia en F, (5,) representa la magnitud de las
constantes de acoplamiento 22J__,, mientras que la distancia
en F1 es debida al acoplamiento 'J__,,. Ademas, el HSQC-
HECADE aporta informacion sobre el signo de las constantes
de acoplamiento, en este caso a través de la variacion de
la “inclinacion” de las sefales. Hay que destacar que este
experimento se basa en la transferencia de magnetizacion
a través de sistemas de espin '"H—'H (tipo TOCSY), esto
impide obtener informacién en aquellos diedros que incluyan
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Figura 9. Medicion de las constantes de acoplamiento *C—'H por RMN. Izquierda “C—'H HSQC-HECADE. Detecha: 13C—1H JHMBC.

Tabla 2. Principales experimentos de RMN para medir constantes de acoplamiento.

TOCSY-ID

Total Correlation Spectroscopy in one dimension Espectroscopia de correlacion
total en una dimension. Permite correlacionar hidrogenos que se encuentran
sobre carbonos vecinos, asi como sus constantes de acoplamiento (3/,_y). Al ser
selectivo, solamente de un grupo de hidrogenos, haciendo que el espectro sea
menos complejo que el espectro de RMN-'H y por tanto mas facil de analizar.
Esta secuencia de correlaciones se termina cuando se presenta en la cadena un
carbono cuaternario.

HSQC

Heteronuclear Single Quantum Coherence: Coherencia cuantica

heteronuclear. Permite correlacionar cada hidrégeno de un compuesto con su
respectivo carbono. Debido a que los carbonos cuaternarios no tienen
hidrogenos, estos no se observan en este experimento.

simple

HSQC-TOCSY

Es un experimento que consta de un tren de pulsos HSQC inicial seguido de una
secuencia de mezcla TOCSY. Permite correlacionar un hidrégeno con su
carbono y con todos los carbonos siguientes, siempre que estos contengan al
menos un hidrégeno. Esta secuencia de correlaciones se termina cuando se
presenta en la cadena un carbono cuaternario.

HSQC-HECADE

Es un experimento con una secuencia de pulso similar al HSQC-TOCSY.
Permite correlacionar un hidrégeno con todos sus carbonos vecinos, al igual que
el HSQC-TOCSY, pero en este experimento en la escala horizontal (F2) se mide
el valor de las constantes de acoplamiento 23/-_,, mientras que en la escala
vertical (FI) se mide el valor del acoplamiento 'J-_,.. Ademads, este experimento
nos indica el signo () de las ). .. Hay que puntualizar que al ser un
experimento de tipo TOCSY, no se puede obtener informacién de carbonos
cuaternarios.

HMBC

Heteronuclear Multiple Bond Correlation: Correlacion de enlaces multiples
heteronucleares. Permite correlacionar cada hidrogeno de un compuesto con
carbonos separados por dos y tres enlaces, incluyendo carbonos cuaternarios.

J-HMBC

Es un experimento similar al HMBC, es decir, correlaciona cada hidrégeno de
un compuesto con carbonos separados por dos y tres enlaces, incluyendo
carbonos cuaternarios, aunque también nos da el valor de las constantes de
acoplamiento 23J_.

HSQMBC

Es un experimento similar al HMBC, pero con un rango de alcance superior a
los 3 enlaces. Al mismo tiempo que nos da la correlacion de un hidrégeno con
carbonos a mas de tres enlaces, nos da el valor de las constantes de
acoplamiento 23J_.
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un carbono cuaternario sp®. Esta dificultad se puede salvar a
través del uso de experimentos como el HSQMBC y J-HMBC;
sin embargo, tienen la desventaja de ser menos sensibles y
de no informar del signo de la constante (Tabla 2 y Figura
9)1213,

COMENTARIOS FINALES

En este texto se ha mostrado que un punto clave
para comprender las propiedades de las moléculas bioactivas
es conocer su configuracion/estereoquimica. Esto puede
ser muy desafiante cuando la medicion de las restricciones
clasicas de RMN (NOE y constantes de acoplamiento)
solamente aporta informacion util en sistemas rigidos. En este
articulo, se describe un protocolo de analisis conformacional
para moléculas con flexibilidad, que incluso se encuentran
en equilibrio conformacional. Ademas, se menciona algunas
de las técnicas de RMN que se utilizan rutinariamente para
medir constantes de acoplamiento homonucleares (°J,,_,) y
heteronucleares (*°J,_,)).
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