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Resumen

Las quitinasas representan una alternativa terapéutica para el tratamiento de micosis
invasivas ya que participan en la remodelacion de la pared celular de los hongos; por lo tanto,
se planted el disefio de nuevos inhibidores de quitinasas a partir del ion oxazolinio
intermediario generado en la hidrolisis de la quitina. Para lograr lo anterior, se realiz6 un
analisis bioinformatico de la quitinasa de Aspergillus fumigatus B1 (AfChiBl) y la
quitotriosidasa (CHIT1), de acuerdo con la longitud y conservacion de las cadenas de
aminoacidos, para obtener secuencias representativas de proteinas en diversas especies de
hongos y de Homo sapiens. Posteriormente, se construyeron las estructuras tridimensionales
de las secuencias consenso por modelado por homologia y se determinaron sus diferencias

en el sitio catalitico.
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La siguiente etapa del proyecto consistio en la exploracion del ndcleo de la
octahidroisoindolona como un andamio potencial, a través del analisis de sus caracteristicas
electrénicas y estructurales, tomando como referencia al ion oxazolinio. Asi, se propusieron
una serie de octahidroisoindolonas, utilizando célculos de docking (acoplamiento molecular)
y se evalu6 su interaccion con la quitinasa AfChiB1, la cual esta altamente conservada en los
hongos del género Aspergillus y Cryptococcus. A los mejores ligandos 1-5, se les realizaron
calculos de acoplamiento molecular para evaluar su selectividad sobre la quitinasa CHIT1.
Para la seleccion de los mejores candidatos, se consideraron la energia de interaccion



(MolDock score) y un parametro lipofilico (aLogP); ademas, mediante estos descriptores se
construyd un modelo matematico para predecir la potencia de los ligandos propuestos,
utilizando valores experimentales reportados de Clso de inhibidores de AfChiB1 (60-200
uM). Finalmente, se determinaron las propiedades ADME de los mejores candidatos,

seleccionando al ligando 5 debido a sus caracteristicas farmacodinamicas y farmacocinéticas.

R, H O "Inhibicion selectiva de AfChiB1"
HO., :
Ry ” :
1R, © .\CiNH
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cis-Octahidroiscindolonas
(114 derivados)

R = NBnjy, NHBn (n = 2)
R = NHBn, NHCy, OBn (n = 1)
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Disefio de farmacos

Una vez concluido el disefio, se estableci6 un protocolo para la sintesis de
octahidroisoindolonas enantioméricamente puras. De esta manera, bajo condiciones
optimizadas, la ciclocondensacién cinéticamente controlada entre una mezcla tautomérica
anillo-cadena de la (x)-hidroxilactona 40 y 0.5 equiv. de (R)-fenilglicinol, genero la lactama

triciclica (3R,5aS,9aR,9bS)-41a con un rendimiento quimico del 55%.

H O o5 eq.
0O
PhMe, 18 h :l
H 5y 60 °C
(£)-40 55% (3R,5aS,9aR,9bS)-41a

(8:3:1:1:0:0:0:0 d.r.)

Para demostrar la utilidad sintética de la lactama triciclica (3R,5aS,9aR,9bS)-41a, se
utilizé6 como intermediario quiral avanzado en la obtencién de las octahidroisoindolonas

(3aR,7aS)-42 y (3S,3aR,7aS)-54, a través de reacciones estereocontroladas.
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(3aR,7aS)-42 (3R,5aS,9aR,9bS)-41a (3S,3aR,7aS)-54

Finalmente, se extendid esta metodologia para la sintesis del derivado 5,6-
dihidroxilado (3aR,5R,6S,7aS)-43. Asimismo, se obtuvieron los enantiomeros (3aS,7aR)-44

y (3aS,5S,6R,7aR)-45, haciendo uso del reactivo quiral de configuracién opuesta [(S)-

fenilglicinol].
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HO ' Ho.,, H
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(3aR,5R,6S,7aS)-43 (3aS,7aR)-44 (3aS,58,6R,7aR)-45



Summary

Chitinases represent a therapeutic alternative for the treatment of invasive mycoses
since they are necessary for fungal cell wall remodeling. Therefore, the design of new
chitinase inhibitors was proposed from the oxazolinium ion generated as reaction
intermediate during chitin hydrolysis. Then, bioinformatic analysis of Aspergillus fumigatus
B1 chitinase (AfChiB1) and chitotriosidase (CHIT1) was performed, according to the length
and conservation of the amino acid chains, to obtain representative protein sequences in
various species of fungi and Homo sapiens proteins. Next, 3D structures of consensus
sequences chains were constructed by homology modeling, and their differences in the
catalytic site were determined.

Human consensus
chitinases

Molecular
electrostatic
potential

AfChiB1

Fungi consensus
chitinases

The next step explored the octahydroisoindolone moiety as a potential scaffold by
analyzing its electronic and structural characteristics by comparison with the oxazolinium
ion. Then, octahydroisoindolones derivatives were proposed and submitted to docking
calculations to estimate their interaction with chitinase AfChiB1 (a highly conserved fungi
chitinase of Aspergillus and Cryptococcus genera). For the best ligands 1-5, extra docking
calculations were performed to assess their selectivity over chitinase CHIT1. The best
candidate’s selection considered the interaction energy (MolDock score) and a lipophilic
parameter (aLogP); these descriptors were employed to construct a mathematical model to

predict ligand potency by using reported experimental values of 1Cso of AfChiB1 inhibitors



(60-200 pM). Finally, the ADME properties of the best candidates were determined,
concluding that ligand 5 showed the best pharmacodynamic and pharmacokinetic
characteristics.
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Once the design was completed, a protocol was established for the synthesis of
enantiomerically pure octahydroisoindolones. In this way, under optimized conditions, the
kinetically controlled cyclocondensation between a ring-chain tautomeric mixture of (£)-
hydroxylactone 40 and 0.5 equiv. of (R)-phenylglycinol gave the tricyclic lactam
(3R,5aS,9aR,9bS)-41a in 55% yield.

H O o05eq.
O
PhMe, 18 h j
H oy 60 °C
(£)-40 55% (3R,5aS,9aR,9bS)-41a

(8:3:1:1:0:0:0:0 d.r.)

To further explore the synthetic value of tricyclic lactam (3R,5aS,9aR,9bS)-41a, it
was employed as an advanced chiral intermediate to obtain octahydroisoindolones (3aR,7aS)-
42 and (3S,3aR,7aS)-54 through stereocontrolled reactions.
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(3aR,7aS)-42 (3R,5aS,9aR,9bS)-41a (3S,3aR,7aS)-54

Finally, this methodology was extended for the synthesis of the 5,6-dihydroxy
derivative  (3aR,5R,6S,7aS)-43.  Likewise, the enantiomers (3aS,7aR)-44 and
(3aS,5S,6R,7aR)-45 were obtained by using (S)-phenylglycinol reagent.

nﬂcﬂcd

(3aR.5R, 68 7aS)-4 (3aS,7aR)-44 (3aS,5S,6R,7aR)-45
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Capitulo 1. El nucleo de octahidroisoindolona como un andamio para la
inhibicidn selectiva de la Quitinasa B1 de Aspergillus fumigatus: un estudio
in silico de disefio de moléculas bioactivas.

1.1. Introduccion

Las enfermedades fungicas invasivas son una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, tales como los receptores de
trasplantes, pacientes con neoplasias hematoldgicas, y de manera mas reciente los casos mas
severos de COVID-19, causados por el virus SARS-Cov-2.* En este sector de la poblacién
de alto riesgo, los patégenos flangicos oportunistas son los pertenecientes al género

Aspergillus que son la causa mas frecuente de enfermedades flngicas invasivas.?

A pesar de que los triazoles son los farmacos de primera linea para el tratamiento de la
aspergilosis invasiva, hay varios efectos secundarios reportados clinicamente como
neurotoxicidad, nausea, vomito y nefrotoxicidad. Asimismo, los triazoles pueden actuar
como inhibidores de la Citocromo P450 14a-esterol demetilasa (CYP51), una enzima
esencial en la biosintesis de ergosterol en los hongos. Por otro lado, estos farmacos también
pueden interferir con el Citocromo P450 3A4 (CYP3A4) de humano, una de las enzimas mas
importantes involucradas en el metabolismo de xenobidticos en el organismo, lo que
incrementa la toxicidad y el riesgo de interacciones farmaco-farmaco en pacientes
inmunocomprometidos.®> Ademas, el desarrollo de farmacorresistencia por parte de los
hongos patdgenos es un problema clinico significativo; por ejemplo, Aspergillus fumigatus

ha mostrado resistencia a productos agroquimicos.*

! Marr, K. A,; Platt, A.; Tornheim, J. A.; Zhang, S. X.; Datta, K.; Cardozo, C.; Garcia-vidal, C. Emerg.
Infect. Dis. 2021, 27, 18-25.

2 (a) Firacative, C. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2020, 115, 1-9; Brown, G. D.; Denning, D. W.; Gow,
N. A. R.; Levitz, S. M.; Netea, M. G.; White, T. C. Sci. Transl. Med. 2012, 4, 1-10.

%(a) Frangois, I. E. J. A.; Cammue, B. P. A.; Borgers, M.; Ausma, J.; Dispersyn, G. D.; Thevissen, K.
Antiinfect. Agents Med. Chem. 2006, 5, 3-13; (b) Groll, A. H.; Townsend, R.; Desai, A.; Azie, N.;
Jones, M.; Engelhardt, M.; Briiggemann, A. S. R. J. M. Transpl. Infect. Dis. 2017, 19, e12751.

4 (@) Mohamed, A.; Rogers, T. R.; Talento, A. F. J. Fungi 2020, 6, 115; (b) Resendiz-sharpe, A.;
Mercier, T.; Lestrade, P. P. A.; Beek, M. T. Van Der; Borne, P. A. VVon; Cornelissen, J. J.; Kort, E.
De; Rijnders, B. J. A. J. Antimicrob. Chemother. 2019, 74, 2759-2766.




Asi, existe interés particular en el descubrimiento de nuevos agentes antifingicos y en
encontrar blancos terapéuticos novedosos.® En este contexto, las quitinasas de la familia de
las glicosil hidrolasas 18 (GH 18) son un grupo de enzimas que se encargan de la hidrolisis
de los enlaces B-1,4 de las unidades de N-acetil-B-D-glucos-2-amina que constituyen la
quitina, uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza, interfiriendo asi en la

morfogenesis, remodelacion y rigidez dindmica de la pared celular de los hongos.®
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0 n
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Por ejemplo, el pseudotrisacérido alosamidina es un inhibidor selectivo de la familia
GH 18 de las quitinasas, cuyo fragmento alosamizolina, mimetiza al ion oxazolinio
intermediario que se genera durante la hidrdlisis de la quitina;” sin embargo, a pesar de la

potencia de la alosamidina, no se encuentra disponible comercialmente y su sintesis es

compleja.®
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Considerando lo anterior, las quitinasas son un blanco bioldgico relativamente nuevo,
que representan un area de oportunidad en la bdsqueda de inhibidores enzimaticos con

posible aplicacion como insecticidas, antifingicos, antinflamatorios y nuevos tratamientos

® (a) Vahedi-Shahandashti, R.; Lass-Florl, C. J. Fungi 2020, 6, 213; (b) Madan, K.; Madan, M.;
Sharma, S.; Paliwal, S. Inflamm. Allergy Drug Tagets 2020, 14, 46-57; (c) Mazur, M.; Zielinska, A.;
Grzybowski, M. M.; Olczak, J.; Fichna, J. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 6966.

® Hartl, L.; Zach, S.; Seidl-Seiboth, V. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2012, 93, 533-543.

"Sakuda, S.; Inoue, H.; Nagasawa, H. Molecules 2013, 18, 6952-6968.

8Huang, G.; Huang, H. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2019, 34, 1226-1232.
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contra el asma. Desafortunadamente, la mayoria de los compuestos activos que actian sobre
las quitinasas son productos naturales, los cuales presentan la desventaja de ser de dificil
acceso, lo que limita su disponibilidad comercial. Por otra parte, los inhibidores sintéticos
suponen una alternativa a los productos naturales; sin embargo, los que se han disefiado y
probado hasta el momento han tenido una pobre actividad bioldgica, siendo escasas las
moléculas “hit” reportadas. Considerando lo anterior, en este trabajo de investigacion se
realizo el disefio de una serie de potenciales inhibidores de la quitinasa de Aspergillus
fumigatus B1 (AfChiB1), principal especie responsable de la aspergilosis, un problema grave
en pacientes inmunocomprometidos. El punto central del disefio consiste en proponer el
ndcleo de la octahidroisoindolona como un nuevo anélogo del ion oxazolinio intermediario

que se genera durante la hidrolisis de la quitina.




1.2. Antecedentes

La capacidad inhibitoria de la alosamidina, se atribuye a la presencia del nucleo de la
alosamizolina, el cual actia como un analogo del ion oxazolinio que se genera durante la
hidrolsis de la quitina. En el Esquema 1 se muestra el mecanismo de la hidrolisis de los
enlaces B-1,4 de las unidades N-acetil-D-glucos-2-amina que integran la quitina.
Inicialmente, el sustrato sufre un ataque nucleofilico intramolecular, donde el oxigeno de la
acetamida ataca al carbono anomérico, rompiendo el enlace glucosidico para dar paso la
formacion del ion oxazolinio; entonces el intermediario sufre un ataque nucleofilico por una
molécula de agua para obtener la unidad de N-acetil-D-glucos-2-amina con retencion de la

configuracién.®
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Esquema 1.

Asi, en cuanto a su actividad bioldgica, en la Figura 1 se muestra la alosamidina y su
efecto en la separacion en el crecimiento de levaduras de Candida albicans, generando
aglomerados de células.’® Ademas, su derivado, la demetilalosamidina (DMT) también

produce la formacion de aglomerados anormales de células de Saccharomyces cerevisiae.!!

®(a) Brameld, K. A.; Shrader, W. D.; Imperiali, B.; Goddard 111, W. A. J. Mol. Biol. 1998, 280, 913-
923; (b) Jitonnom, J.; Limb, M. A.; Mulholland, A. J. J. Phys. Chem. B 2014, 118, 4771-4783; (c)
Sakuda, S.; Inoue, H.; Nagsawa, H. Molecules 2013, 18, 6952-6968; (d) Fadel, F.; Zhao, Y.; Cachau,
R.; Cousido-Siah, A.; Ruiz, F. X.; Harlos, K.; Howard, E.; Mitschler, A.; Podjarny, A. Acta Crys.
2015, 71, 1455-1470; (e) Bortone, K.; Monzingo, A. F.; Ernst, S.; Robertus, J. D. J. Mol. Biol. 2002,
320, 293-302.

10 Gooday, G. W.; Wei-Yun Zhu; O’Donnell, R. W. FEMS Microbiol. Lett. 1992, 100, 387-391.

11 Sakuda, S.; Nishimoto, Y.; Ohi, M.; Watanabe, M.; Takayama, S.; Isogai, A.; Yamada, Y. Agric.
Biol. Chem. 1990, 54, 1333-1335.




Figura 1. Efecto de aglomeracion de la alosamidina sobre C. albicans. A) Grupo control de levaduras

de C. albicans. B) Tratamiento con 632 uM de alosamidina en un periodo de 12 h a 25 °C (pH =4.5).

Taambién, existe evidencia de otros inhibidores que se constituyen por el ndcleo de
las metilxantinas como la pentoxifilina (PTX), la cual tiene un efecto dréstico sobre su
morfologia de las hifas en A. fumigatus, lo que podria sugerir un efecto protector en la

aspergilosis pulmonar invasiva (Figura 2).*
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Figura 2. Microscopia de fluorescencia de la morfologia de las hifas de A. fumigatus con tratamiento
con 10 mM de PTX (magnificacion x200).

12 Tsirilakis, K.; Kim, C.: Vicencio, A. G.; Andrade, C.; Casadevall, A.; Goldman, D. L.
Mycopathologia 2012, 173, 83-91.




Asimismo, existen otros inhibidores con la capacidad de inhibir a A. fumigatus®y a
C. albicans.'?!* sin embargo, al considerar su potencia farmacolégica, pocos exhiben
caracteristicas de compuestos hit o lideres. Por ejemplo, Argifina, y Argadina son
macrociclos naturales que inhiben a la quitinasa B1 de A. fumigatus (AfChiB1) con valores
de Clsode 1.1y 0.5 uM, respectivamente.® Ademas, se pueden encontrar diversas estructuras
que incluyen derivados de metilxantinas como la Cafeina (Clso = 469 uM) y la Teofilina
(TFL, Clsp = 1500 uM) que muestran capacidad inhibitoria para AfChiB1 (Figura 3).
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Figura 3. Productos naturales que inhiben la quitinasa AfChiB1

13 (@) Rao, F. V.; Houston, D. R.; Boot, R. G.; Aerts, J. M. F. G.; Hodkinson, M.; Adams, D. J,;
Shiomi, K.; Omura, S.; Van Aalten, D. M. F. Chem. Biol. 2005, 12, 65-76; (b) Schuttelkopf, A. W.;
Andersen, O. A.; Rao, F. V.; Allwood, M.; Lloyd, C.; Eggleston, I. M.; Van Aalten, D. M. F. J. Biol.
Chem. 2006, 281, 27278-27285; (c) Lockhart, D. E. A.; Schuettelkopf, A.; Blair, D. E.; Van Aalten,
D. M. F. FEBS Lett. 2014, 588, 3282-3290; (d) Schittelkopf, A. W.; Andersen, O. A.; Rao, F. V.;
Allwood, M.; Rush, C. L.; Eggleston, I. M.; Van Aalten, D. M. F. ACS Med. Chem. Lett. 2011, 2,
428-432; (e) Rao, F. V; Andersen, O. A.; Vora, K. A.; Demartino, J. A.; Van Aalten, D. M. F. Chem.
Biol. 2005, 12, 973-980; (f) Rush, C. L.; Schittelkopf, A. W.; Hurtado-Guerrero, R.; Blair, D. E.;
Ibrahim, A. F. M.; Desvergnes, S.; Eggleston, I. M.; Van Aalten, D. M. F. Chem. Biol. 2010, 17,
1275-1281; (g) Schittelkopf, A. W.; Gros, L.; Blair, D. E.; Frearson, J. A.; Van Aalten, D. M. F.;
Gilbert, I. H. Bioorganic Med. Chem. 2010, 18, 8334-8340.

14 (a) Dickinson, K.; Keer, V.; Hitchcock, C. A.; Adams, D. J. J. Gen. Microbiol. 1989, 135, 1417—
1421; (b) Takayama, S.; Sakuda, S.; Yasuhiro, Y. J. Antibiot. (Tokyo). 1991, 44, 716-722; (c) Batran,
R. Z.; Khedr, M. A.; Abdel Latif, N. A.; Abd EIl Aty, A. A.; Shehata, A. N. J. Mol. Struct. 2019, 1180,
260-271.

S Hirose, T.; Sunazuka, T.; Omura, S. Proc. Jpn. Acad. Ser. B 2010, 86, 85-102.
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Por ejemplo, recientemente, Yang, Q. y colaboradores®® desarrollaron una serie de
inhibidores con forma y propiedades similares al sustrato (unidades N-acetil-D-glucos-2-
amina). Para lograr lo anterior, realizaron un cribado virtual (virtual screening) con ensayos
bioldgicos de quitinasas de distintas especies, encontrando dos tipos de estructuras andamio
basadas en los nucleos de tienopiridina y furoquinolina. Algunos de estos compuestos,
presentaron un rango de concentracion inhibitoria media de orden micromolar para la

quitinasa AfChiB1, por ejemplo, las tienopiridinas 1 y 2 (Figura 4).

Me
H NH, Me H
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H N /
cl H
1 2
IC50 = 92.9 mM IC50 = 51.8 mM

Figura 4. Inhibidores de tienopiridinas de la quitinasa AfChiB1

Por otra parte, a través de un cribado virtual (virtual screening) se logré identificar
una serie de inhibidores basados en el andamio de la metilxantina, los cuales también tienen
valores de inhibicion (Clso) en el rango micromolar. Ademas, por estudios de cristalografia
de rayos X, se encontré que los ligandos se estabilizan con residuos bien conservados de la
quitinasa AfChiB1, a través interacciones z-mt con los residuos de triptéfano expuestos al
disolvente como Trp52, Trpl37, y Trp384. Como resultado del estudio, se seleccioné a la
Dicafeina como un candidato importante para la inhibicién de quitinasas de la familia GH
18, la cual mostrd propiedades farmacocinéticas deseables. Por su parte, otros compuestos
como 3y la PTX demostraron una reduccion sustancial de la actividad inhibitoria (Figura
5)_13b

18 Jiang, X.; Kumar, A.; Liu, T.; Zhang, K. Y. J.; Yang, Q. J. Chem. Inf. Model. 2016, 56, 2413—
2420.
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Figura 5. Inhibidores de la quitinasa AfChiB1 que incluyen el ndcleo de las metilxantinas.

En un estudio posterior, con la finalidad de optimizar la estructura de la Dicafeina,
se realizaron homologaciones de la cadena hidrocarbonada que une los dos fragmentos de
cafeina. Los derivados obtenidos mostraron valores de Clso menores de 10 uM para AfchiB1,
y a la vez, mayor selectividad sobre quitinasas de humanos, como la quitotriosidasa de
macréfago (HCHT, por sus siglas en inglés) y la quitinasa acida de mamifero (AMCase, por

sus siglas en inglés) (Figura 6).%

Me 0 o} Me
\ /
Me Me

n=3 (IC50 =0.2 HM)
n =4 (ICs = 9.0 uM)
n=5 (IC50 =57 uM)

Figura 6. Homologaciones de la Dicafeina para inhibir la quitinasa AfChiBL1.

Por otra parte, se exploré la Argifina que ha mostrado alta capacidad inhibitoria de la
familia GH 18, por lo que se realiz6 un analisis de “diseccion” estructural, sintetizando los
péptidos que constituyen a la Argifina hasta llegar a la dimetilguanilurea (DGU). Los
estudios permitieron identificar el fragmento de DGU como necesario para la inhibicion
competitiva de la quitinasa AfChiB1 a través de la interaccion con los residuos de aminoacido
Aspl75, Glul77, Tyrl78, Asp246 y Tyr245 del sitio activo (Figura 7).18

17 Schittelkopf, A. W.; Andersen, O. A.; Rao, F. V.; Allwood, M.; Rush, C. L.; Eggleston, I. M.; Van
Aalten, D. M. F. ACS Med. Chem. Lett. 2011, 2, 428-432.

18 Andersen, O. A.; Nathubhai, A.; Dixon, M. J.; Eggleston, I. M.; van Aalten, D. M. F. Chem. Biol.
2008, 15, 295-301.
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Figura 7. Péptidos que constituyen a la Argifina, los cuales tienen la capacidad de inhibir a la

quitinasa AfChiBL1.
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1.2.1. Disefio de inhibidores analogos a intermediarios y estados de transicion.

Los inhibidores analogos al estado de transicién e intermediarios de reaccion son
compuestos que se unen fuertemente a las enzimas debido a la formacion de un complejo de

mayor estabilidad a través de interacciones intermoleculares especificas, siendo una

herramienta Gtil en el disefio de farmacos para hacer potentes inhibidores.*®

Por ejemplo, se ha propuesto como analogo del ion oxazolinio al dipéptido ciclico
CI-4, proveniente de los aminoacidos L-arginina y D-prolina, el cual ha generado cambios
morfoldgicos en hongos y levaduras, de manera similar a la alosamidina. Asi, en la quitinasa

B de Serratia marcescens (SmChiB1), el anillo de prolina ocupa la cavidad hidrofdbica,

19°:2) Schramm, V. L. ACS Chem. Biol. 2013, 8, 71-81; b) Wolfenden, R. Bioorg. Med. Chem. 1999,

7, 647-652.




mientras que la cadena de arginina se orienta de manera similar a la cadena de N-
acetilglucosamina de la alosamidina, manteniendo enlaces de hidrégeno con los residuos de
aminoacido Glul44, Trp97, Tyr214 y Asp215, que se encuentran conservados en la familia

GH 18 (Figura 8).%°

Asp215 Tyr214
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Figura 8. El inhibidor CI-4 como un analogo del ion oxazolinio y la alosamidina.

Asimismo, se han sintetizado varios ligandos que incorporan el ndcleo de la 2,5-
dicetopiperazina, a partir de los aminoacidos L-arginina, L-histidina, L-tirosina y glicina,
favoreciendo la formacion de agregados de levaduras de Saccharomyces cerevisiae (Figura

9)_21
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Figura 9. Inhibidores de quitinasas de S. cerevisiae como analogos del ion oxazolinio.

Por otra parte, la neuraminidasa es una enzima que se encarga de escindir la glicoproteina

hemaglutinina del virus de la influenza, la cual desempefia un papel clave en la replicacion

20 Houston, D. R.; Eggleston, I.; Synstad, B.; Eijsink, V. G. H.; Van Aalten, D. M. F. Biochem. J.

2002, 368, 23-27.
21 Houston, D. R.; Synstad, B.; Eijsink, V. G. H.; Stark, M. J. R.; Eggleston, I. M.; Van Aalten, D. M.

F. J. Med. Chem. 2004, 47, 5713-5720.




viral. En el proceso de hidrolisis se genera un oxocarbocation en el estado de transicion, que
posteriormente da lugar al &cido siélico (Figura 10). Lo anterior, junto con el anélisis de las
estructuras de rayos Xy las interacciones en el sitio activo del &cido siélico, condujo al disefio

del Oseltamivir, como un analogo del estado de transicion.??

Me

| OH * OH
Me E HO con HO CO,
i o 2 o
O;@ N "o —2 > o “OH
AcHN T i AcHN E AcHN ?
NH2 | OH OH
Oseltamivir Oxocarbocatién Acido sialico

Figura 10. El Oseltamivir como analogo del estado de transicién durante la hidrolisis de la
glicoproteina hemaglutinina.

2 Lew, W.; Chen, X.; Kim, C. U. Curr. Med. Chem. 2000, 7, 663-672.




1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Realizar el disefio de potenciales inhibidores de la quitinasa de Aspergillus fumigatus B1

(AfChiB1) con base en la estructura del ion oxazolinio intermediario que se genera durante

la hidrdlisis de la quitina.

1.3.2. Objetivos especificos

Seleccionar la proteina adecuada para realizar los estudios in silico.

Disefar el nuevo andamio de los potenciales inhibidores de la enzima AfChiBL1.
Disefar derivados tomando como referencia el andamio propuesto y seleccionar los
mejores, tomando como criterios las energias de interaccion enzima-ligando y el
coeficiente de particion n-octanol/agua.

Construir un modelo matematico para estimar la capacidad inhibitoria de los mejores

candidatos frente a la enzima AfChiB1.




1.4. Detalles computacionales

1.4.1. Anélisis bioinformatico

Inicialmente, se selecciond la secuencia de la proteina de AfChiB1 porque se contaba
con el cocristal (PDB:3CH9).% Se realizé una busqueda en el servidor del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) de secuencias con longitudes similares a AfChiB1,
adquiriendo 4254 secuencias de hongos. A continuacion, se utilizo el software JalView
2.11.1.3% para hacer alineamientos con las diferentes secuencias, separandolas en clUsteres
a partir de la generacion de un érbol filogenético (ver Apéndice tedrico). A partir de lo
anterior, se obtuvieron dos clusteres que incluyeron secuencias del hongo del género de
Aspergillus con 22 secuencias, y uno adicional con variantes de los hongos del género
Cryptococcus. Asi, de cada cluster se obtuvieron secuencias representativas, es decir,
secuencias consenso (Figura 11), las cuales estan compuestas por los aminoécidos mas
abundantes dentro de cada grupo. Por otro lado, a partir de las secuencias de hongos, se
realizd una segunda busqueda en el servidor del NCBI con el fin de identificar secuencias
parecidas en el ser humano, lo que nos permitié generar tres secuencias consenso de homo

sapiens.
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Figura 11. Secuencias consenso de hongos. En rojo se marcan los residuos de aminoacidos del sitio
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activo que estan altamente conservados en varios hongos. El grado de conservacion esta sefialado por

la intensidad del color.

23 Andersen, O. A.; Nathubhai, A.; Dixon, M. J.; Eggleston, I. M.; van Aalten, D. M. F. Chem. Biol.
2008, 15, 295-301.

24 Waterhouse, A.M.; Procter, J.B.; Matin, D.M.A.; Clamp, M.; Barton, G.J. Bioinformatics 2009,
25, 1189-1191.




1.4.2. Modelado por homologia de proteinas

Se generaron las estructuras proteinicas de las secuencias consenso encontradas, para
contrastar las quitinasas de humano y hongos. Para lograr lo anterior, se utilizé el servidor I-
TASSER. De acuerdo con las evaluaciones que realiza The Critical Assessment of Protein
Structure Prediction (CASP), I-TASSER predice con bastante precision la estructura de
proteinas tomando como plantilla secuencias similares para su construccion 3D.% De esta
manera, en las estructuras generadas se encontraron valores aceptables, tales como Z-score
normalizado (Z-score), el cual indica buenos alineamientos con la base de datos protein data
bank (PDB, por sus siglas en inglés) y C-score (rango de valores de -5 a 2) que entre méas
alto sea el valor, indica que la prediccion del modelo es mejor. Por otro lado, el TM-score

sefiala qué tan adecuado es el alineamiento estructural con diferentes especies de quitinasas.?®

Por otra parte, las plantillas que utilizé I-TASSER para construir las estructuras de
las secuencias consenso del género Aspergillus (grupo 1), se basaron en las especies A.
fumigatus, C. immitis, C. rosea y Y. entomophaga. La cobertura de alineamiento de cada
plantilla fue mayor a 0.96 y el porcentaje de identidad fue alrededor de 93% para las plantillas
utilizadas, mientras que el Z-score fue mayor a 1. Asi, el TM-score tuvo una similitud con
diferentes quitinasas mayor a 0.9; estos valores indican que el modelo producido es aceptable
y puede ser utilizado. Por otro lado, la construccion del modelo por homologia del género
Aspergillus (grupo Il) y de Cryptococcus utilizd plantillas similares; obteniendo valores
adecuados para la construccion de la proteina 3D, como la cobertura de alineamiento mayor
a 0.87, porcentaje de identidad con las secuencias utilizadas como plantillas entre 51% vy
63%, valores de Z-score mayores a 1.0 y de TM-score mayores a 0.77.

Por otra parte, I-TASSER generé los modelos 3D de las proteinas de Homo sapiens
con una cobertura de alineamiento mayor a 0.91, mientras que porcentaje de identidad de las
secuencias utilizadas se encontré entre el 40 y el 100% para las tres secuencias consenso, 10s

valores de Z-score fueron mayores a 1.28 y el TM-score mayor a 0.85. De esta blsqueda se

% (a) Roy, A., Kucukural, A., Zhang, Y. Nature Protocols 2010, 5, 725-738; (b) Yang, J., Yan, R.,
Roy, A., Xu, D., Poisson, J., Zhang, Y. Nature Methods 2015 12, 7-8; (c) Zhang, Y. BMC
Bioinformatics 2000 9, 1.-8.

% |-TASSER. Zhang Lab. Visitado el 07 de octubre del 2021. Recuperado de
https://zhanggroup.org/lI-TASSER/about.html.




lograron identificar diferencias entre los residuos de aminoacidos en el sitio activo de las

quitinasas de las especies de hongos y de humano.

1.4.3. Disefio del andamio

Los andamios se disefiaron con base en el ion oxazolinio intermediario que se forma
durante la hidrolisis de la quitina, considerando que el inhibidor alosamidina incorpora un
anillo de oxazolina, analogo de este intermediario de reaccion. Asi, el disefio se baso en la
geometria y en el reemplazamiento bioisostérico del ion oxazolinio. Nuestra propuesta se
centrd en el nacleo de la octahidroisoindolona, que consiste en un anillo de ciclohexano [c]-
fusionado a una y-lactama. Inicialmente, se propusieron diez estructuras (Tabla 1), a las
cuales se les realizaron célculos de busqueda de conférmeros con un nivel de teoria

semiempirico PM6.%

Tabla 1. Propuestas de andamios y nimero de conformaciones por célculo.

Andamio Estructura Numero de
conférmeros

ent-A H O 4
T N—H
q
B H O 1
e
E,
ent-B H o 2
[ N—H
H
0 14

2 Stewart, J. J. P. J. Mol. Model. 2007, 13, 1173-1213.




ent-C H O 16

ent-D H O 6

ent-E H O 8

Se compard el conformero de minima energia del intermediario de reaccion (Figura
12) con cuatro conférmeros de los andamios A, ent-A, C y ent-C, los cuales presentaron
angulos diedros ¢,, y angulos 8,, similares (Figura 13). Ademas, se hicieron céalculos de punto
sencillo, utilizando la teoria de funcionales de la densidad? con el funcional MO06 y la base

6-31+G™*,% para correlacionar propiedades electronicas con el intermediario de reaccion.*

1.4.4. Célculos y parametros de acoplamiento molecular o docking
Los ligandos se construyeron en SPARTAN 18 y la optimizacion de la geometria se
Ilevé a cabo usando un nivel de teoria semiempirico AML1. Se evaluaron dos tipos de cargas

parciales para el calculo de docking: electrostatico y Mulliken.

28 Becke, A. D. J. Chem. Phys. 1993, 98, 5648-5652.

29 MacKie, I. D.; Dilabio, G. A. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 6092-6098.

% Wavefunction, Inc. Spartan’18. Disponible online: https://www.wavefun.com/ (acceso el 27
noviembre del 2017).




Por otra parte, se utilizo el cristal AfChiB1 (PDB:3CH9) con una resolucion de 2.20
A. Con el software Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0, se removieron las moléculas de agua
y sulfatos, y se realizaron las correspondientes correcciones de la estructura. El ligando
cocristalizado de 3CH9 se establecio como plantilla para los calculos (ver especificaciones
de plantilla en la Figura 12), considerando la orientacion del fragmento de la urea hacia el
barril (a/B)s donde se ubica el sitio activo de la quitinasa, el volumen de esta cavidad fue de
386.11 A3, Se probaron diferentes funciones de scoring y algoritmos de blsqueda tales como
numeros de corridas, el nimero maximo de iteraciones y el tamafio de la poblacion, con el
objetivo de lograr reproducir el conférmero de DGU en el cocristal. Finalmente, los mejores
pardmetros para reproducir el conférmero fueron el uso de cargas parciales electrostaticas, la
funcion de scoring MolDock score [GRID]? con una resolucion de grid de 0.2 A 'y una esfera
de blsqueda de 12 A; por otro lado, el algoritmo de busqueda MolDock Optimizer se utilizo
con 20 corridas, un méaximo de 4,000 iteraciones y un tamafio de poblacion de 200 individuos.
Este método de docking fue validado por su capacidad de reproducir el conformero de DGU
con valores de error raiz media cuadratica (RMSD, por sus siglas en inglés) menores a 1 A.
Por otro lado, el criterio de seleccion de los célculos de docking de los ligandos tomé en
consideracion la orientacion en la cavidad. Todos los célculos de docking se realizaron en
MVD 6.0.

81 Thomsen, R.; H. Christensen, M. J. Med. Chem. 2008, 49, 3315-3321.




Figura 12. A) Plantilla para los calculos de docking del ligando cocristalizado. Las esferas indican
aceptores de enlaces de hidrogeno (verde), donadores de enlaces de hidrdgeno (azul) y atomos
hidrofdbicos (gris). B) Reproducibilidad del ligando DGU en 4 corridas independientes en el sitio

activo.

1.4.5. Construccion de los ligandos

Las propuestas de andamios se discriminaron por inspeccion visual; esto considera la
orientacion, choques intra- e intermoleculares.®? Se realizaron una serie de modificaciones
sobre los cuatro andamios considerando la posibilidad de funcionalizar la posicion C-3 del
nucleo de la octahidroisoindolona, originando 76 posibles estructuras como se describe en
las Figuras 19 y 20. Se utilizaron célculos de docking rigido, logrando identificar una
configuracion preferida por la enzima AfChiB1. Esto simplificd sustancialmente el disefio,
utilizando sélo el andamio ent-C incorporando en C-3 diferentes cadenas alifaticas [(CH2)2R]
y sus homdlogos [(CH2)3R], donde R es un anillo de heterociclico o heteroaromatico,
obteniendo 38 derivados. Por otro lado, se utilizaron el coeficiente de particion n-
octanol/agua (aLogP)* y la energia de interaccion para seleccionar los mejores ligandos. En
contraste, se evalud la selectividad de los mejores ligandos frente a las quitinasas de hongos
y humano, mediante el uso de la quitotriosidasa-1 (CHIT1, PDB: 5NR8) con un enfoque de

docking rigido y con los pardmetros de docking utilizados para AfChiB1. CHIT1 resulta

32 Ljll, M. A.; Fischer, A.; Smiesko, M.; Sellner, M. J. Med. Chem. 2021, 64, 2489-2500.
3 Tetko, I. V.; Tanchuk, V. Y. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2002, 42, 1136-1145.
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relevante porque es producida principalmente por macréfagos, relacionando su funcion de

defensa contra infecciones fungicas.

1.4.6. Célculos de docking flexible (re-docking) y construccién del modelo matematico
para estimar Clso.

Por otra parte, para los mejores candidatos como inhibidores de AfCHiB1, se realizé
un docking flexible, estableciendo como plantilla la pose adquirida del docking rigido para
cada ligando. Asi, se seleccionaron los residuos de aminoacidos modificando el parametro
de tolerancia a 0.9 para todos los ligandos y la fuerza de acuerdo con lo descrito en la Tabla
2. El pardmetro de fuerza se ajusta a cero si la cadena lateral es muy flexible.>* Asimismo,
este método de aplico al cocristal de CHIT1, analizando las energias de interaccion y cambios

de la cavidad. Adicionalmente, el valor de aLogP se determin para todos los candidatos.

Tabla 2. Valores de fuerza de las cadenas laterales para el calculo del docking flexible.

Residues in Fuerza Residues in Fuerza
AfChiB1 CHIT1

Trp52 1 Trp3l

Arg57 0 Phe58

Phe76 1 Trp99 0
Trpl37 1 Aspl38 0.5
Aspl75 0.5 Gu140 0.5
Glul77 0.5 Tyrl41

Tyrl78 1 Tyrl90

Lys224 0 Met210
Met 243 1 Asp213 0.5
Arg301 0 Arg269

Trp384 1 Asp213

34 (a) Labadaridis, I.; Dimitriou, E.; Theodorakis, M.; Kafalidis, G.; Velegraki, A.; Michelakakis, H.
Arch. Dis. Child. Fetal Neonatal Ed. 2005, 90, 531-532; (b) Van Dyken, S. J.; Locksley, R. M. J.
Allergy Clin. Immunol. 2018, 142, 364-369.

ssPérez, D. J.; Zakai, U. |.; Guo, S.; Guzei, I. A.; Gébmez-Sandoval, Z.; Razo-Hernandez, R. S.; West,
R.; Ramos-Organillo, A.. Aust. J. Chem. 2016, 69, 662—671.
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Con la misma metodologia de docking establecida, se realizaron calculos sobre los
inhibidores (cafeina, dicafeina, PTX, TFL, DGU, 1, 2 y 3), obteniendo los valores de
MolDock score y el aLogP calculado, que correlacionan con los valores del logaritmo de la
concentracion inhibitoria media LogClso para la construccion del modelo matematico. Este
modelo se construyé con el software Excel (Microsoft Office 365). Los parametros
estadisticos que se usaron para la validacion del modelo matemaético fueron la desviacién
estandar (s), la prueba de Fischer (F) y el coeficiente de correlacion (R2). Para evaluar la
habilidad predictiva, se utilizé el coeficiente de validacion cruzada (Q%.oo) y el método de

“Dejar-Uno-Afuera” (One-Leave-Out).3®

% Hernandez-Lopez, H.; Leyva-Ramos, S.; Azael Gémez-Duran, C. F.; Pedraza-Alvarez, A.;
Rodriguez-Gutiérrez, I. R.; Leyva-Peralta, M. A.; Razo-Hernandez, R. S. ACS Omega 2020, 5,
14061-14068.




1.5. Resultados y Discusion

1.5.1. Andlisis de las estructuras 3D de las quitinasas

Se construyeron modelos 3D de las quitinasas para cada secuencia consenso. Se
obtuvieron valores positivos de C-score, lo que indicé que la calidad del modelo es aceptable.
Por otro lado, los valores de C-score para el grupo de Cryptococcus, el grupo | de Aspergillus,
y el grupo Il de Aspergillus fueron 0.16, 1.5, y 0.98, respectivamente. Se realizd un
alineamiento estructural de los modelos de hongos con la estructura de AfChiB1 (RMSD
menor a 1 A) y se hizo el alineamiento estructural de las secuencias consenso de humano.
Por otra parte, el sitio catalitico se encuentra muy conservado y esta expuesto al disolvente.
De acuerdo con su superficie de potencial electrostatico molecular (MEP, por sus siglas en
inglés), muestra mayormente un valor negativo, y solo una pequefa region tiene un valor
positivo, donde se ubican los residuos de aminoacidos Arg57 y Arg301 (Figura 13A). Por
otro lado, hay una gran similitud estructural entre los grupos de hongos y humanos
(Figural3B). Sin embargo, hay diferencias entre los grupos de Aspergillus, por ejemplo, los
residuos del grupo de Cryptococcus como Thrl38 que cambid por Ser140, y Tyrl39 por
Phel41 (Figuta 13C). En la Figura 13D se muestran las diferencias cerca del sitio activo,
marcando los siguientes residuos de aminoécidos mutantes en AfChiB1 y las secuencias
consenso de humano: Thr138 (cambi6 en todas las secuencias por Asn), Tyr139 (cambid en
todas las secuencias por Phe), Aspl175 (solo cambid Alal36 en humano de la secuencia
proveniente del grupo | de Aspergillus), Glu177 (cambi6 Leul38 del grupo | de Aspergillus)
y Phe251 (cambiaron todas las secuencias por Trp).




Secuencias consenso
de humanos

Secuencias consenso
de hongos

Figura 13. Estructura cristalografica de AfChiB1 (PDB: 3CH9) y alineamiento estructural del
modelado por homologia de las secuencias consenso. A) Superficie de MEP vy sitio catalitico
(marcado en forma rectangular) de la quitinasa AfChiB1; los colores azul, rojo y blanco indican las
regiones con valores positivos, negativos y cero de MEP, respectivamente. B) Alineamiento
estructural de los modelos construidos a partir de las secuencias consenso de hongos y humanos. C)
Diferencias predichas de los residuos de aminodcidos en el sitio catalitico de las quitinasas de hongos
(3CH9 esta indicado en color cian). D) Alineamiento estructural de los modelos de las secuencias
consenso de humano contra la estructura AfChiB1 en color cian. Los residuos mutantes estan

representados como varillas.

1.5.2. Disefio del andamio
Se analizé el intermediario de reaccion propuesto para el mecanismo de hidrdlisis de
las quitinasas de la familia GH 18, el ion oxazolinio. El esqueleto de carbonos del

intermediario se mantuvo con un anillo de seis miembros y una lactama de cinco miembros.

Se propuso el reemplazo bioisostérico de la oxazolina por una y-lactama, la cual se

consider6 como un anélogo del ion oxazolinio, tomando en cuenta la deslocalizacion en el
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grupo amida. Por otro lado, se decidi6 incluir hidroxilos vecinales en los carbonos C-5y C-

6 para emular la estructura de un glucido (Figura 14).

Fragmento del ion oxazolinio

OH

6

(1) /Me
HO'-'-S />2—N\
4

NH + Me
3

R =H or OH
Andamios

HO

Fragmento de
la alosamizolina

Figura 14. Comparacion del ion oxazolinio, el fragmento alosamizolina y la estructura general de

los andamios propuestos.

Después, se llevd a cabo un analisis conformacional del ion oxazolinio, usando un
nivel de teoria PM6, generando 19 conférmeros. De estas geometrias, se analizaron sus
angulos, y considerando un disefio basado en el ligando, se seleccioné la conformacion de
minima energia (ver conformacion B-10X de la Tabla 3), la cual presentd una geometria
parecida a un “bowl”. Ademas, se examinaron las propiedades electronicas como los orbitales
moleculares de frontera y la superficie de potencial electrostatico, utilizando la teoria de
funcionales de la densidad.*

%7 (a) Raftani, M.; Abram, T.; Azaid, A.; Kacimi, R.; Bennani, M. N.; Bouachrine, M. Mater. Today
Proc. 2021, 45, 7334-7343; (b) Bourass, M.; Touimi Benjelloun, A.; Hamidi, M.; Benzakour, M.;
Mcharfi, M.; Sfaira, M.; Serein-Spirau, F.; Lére-Porte, J. P.; Sotiropoulos, J. M.; Bouzzine, S. M.;
Bouachrine, M. J. Saudi Chem. Soc. 2016, 20, S415-S425; (c) Kerru, N.; Gummidi, L.; Bhaskaruni,
S. V. H. S.; Maddila, S. N.; Singh, P.; Jonnalagadda, S. B. A. Sci. Rep. 2019, 9, 1-17; (d) Marquina,
S.; Maldonado-Santiago, M.; Sanchez-Carranza, J. N.; Antlnez-Mojica, M.; Gonzalez-Maya, L.;
Razo-Herndndez, R. S.; Alvarez, L. Bioorg. Med. Chem. 2019, 27, 43-54; (e) Zhao, Y.; Truhlar, D.
G. Chem. Phys. Lett. 2011, 502, 1-13.




Tabla 3. Resultados del analisis conformacional del ion oxazolinio.

Conférmeros del ion Conférmero Energia (kJ/mol)
- AlOX 7.59
\Rﬁ\r
B-10X 0
¥
C-10X | 24.22
?‘f\
D-10X [ 22.45
E-10X 7@ 14.99
F-10X d 31.02
G-10X 33




H-10X E 51.75
I-10X E 50.21
J-10X 61.48
K-10X % 15.32
L-10X 41.9
M-10X %\( 27.46
N-10X %Y 28.56




O-10X %‘ 36.9

P-1OX E : 50.64

Q-10X | ? 43.28

R-10X % 64.35

S-10X %\r 61.28
Y

Por otro lado, el fragmento alosamizolina se utiliz6 como ligando de referencia
experimental, dado que comparte caracteristicas estructurales con el ion oxazolinio (Figura
15%), siendo considerado un analogo (Figura 15B).%® Por otra parte, se encontré que el

conformero de minima energia B-10X tiene un &ngulo diedro de la fusion cis de ¢, = 8.75°

% Rao, F. V; Andersen, O. A.; Vora, K. A.; Demartino, J. A.; Aalten, D. M. F. Van. Brief. 2005, 12,

973-980.




(H-3a-7a-H) y dos angulos 68; = 105.82° (04-C3a-03) y 6, = 110.03° (C7-C7a-N1) que

son similares al ligando del cocristal con la alosamizolina.

@, = 8.75° @, = 4.06°

@z = 79.50° ¢, = 136.23°

@3 = —75.46° \ @3 = —143.77°

B, = 105.82° (&0, = 109.26°
O g, =111.03° ./ 8, = 108.82°

Figura 15. Valores de los angulos diedros: A) ¢,(H —3a —7a—H), ¢,(C5— 04— C3a—
03) y ¢3(C6 — C7 — C7a — N1) para el conférmero B-1OX de minima energiay B) ¢,(H — 6a —
3a—H), p,(C5—C6—C6a—01)y @3(C5—-C5—C3a—N3) del fragmento de Ila
alosamizolina (PDB:2A3E) y sus angulos 6 de la fusién cis.

Por lo tanto, a partir del analisis conformacional comparativo entre el ion oxazolinio,
el fragmento de la alosamizolina y los andamios de fusion cis y sus enantiomeros, tuvieron
angulos similares; ademas, los angulos ¢4, 6; y 6, de los andamios, orientan la lactama tal

como lo hace el anillo del oxazol del ion oxazolinio (Figura 16).




@, = —8.04° @, = 8.13°
G =T7470° @; = —74.74°
3 = —67.23° @3 = 67.13°
8, = 110.15° 8, = 110.14°
8, = 112.78° 8, = 112.77°
@1 = 5.64° @, = —5.67°
@, = —TL79° @, =7181°
@3 = 68.75° @3 = —68.76°
0, = 110.77° 0, = 110.78°
8, = 112.24° B, = 112.24°

Andamio ent-C

Figura 16. Valores de los éangulos diedros: ¢,(H—-3a—7a—H), ¢,(C6—C7—C7a—
C1) y ¢3(C5— C4 — C3a — €3) y angulos 6 de la fusion para cada andamio similar al conférmero

del ion oxazolinio y al fragmento de la alosamizolina.

Por otro lado, con respecto a las propiedades electronicas, se encontré que el ion
oxazolinio ubica en la regidn del anillo de oxazol a los orbitales moleculares desocupados de
mas baja energia (LUMO, por sus siglas en inglés) como se encuentra en los andamios (sitio
aceptor de electrones). Esto concuerda con lo descrito en el mecanismo de hidrolisis, que
describe un ataque intramolecular del oxigeno de la acetamida al carbono anomérico

(Esquema 1).

En la Figura 17, se muestran los mapas de densidad de LUMO, donde el anillo de la
lactama mimetiza electronicamente la region electrofilica del anillo de cinco miembros del

ion oxazolinio.




Andamio C Andamio ent-C

180°

Ton oxazolinio

Figura 17. Mapas de densidad de LUMO de las propuestas de andamios en comparacion con el ion
oxazolinio. El color rojo indica menor densidad y el azul mayor densidad de LUMO.
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Adicionalmente, se muestran los orbitales LUMO en la Figura 18, ubicandolos en

los anillos de cinco miembros.

% s
180°

Andamio A Andamio ent-A

180° ‘ ‘

Andamio C Andamio ent-C

3 X

180°

<>

180°

180°

Ion oxazolinio
Figura 18. Orbitales de LUMO para cada andamio y del ion oxazolinio.

Para ampliar el estudio, se analizaron las cargas parciales de Mulliken de los tres tipos
de 4tomos de la oxazolina: el carbono con hibridacion sp? tuvo valores positivos, mientras
que el nitrégeno y el oxigeno fueron negativos para los andamios y el ion oxazolinio (Tabla
4).

Tabla 4. Cargas parciales de los andamios A, ent-A, C, ent-C y el ion oxazolinio

Atomo A ent-A C ent-C lon oxazolinio
C(sp?) 0.277 0.277 0.23 0.23 0.599

O -0.510 -0.510 -0.494 -0.494 -0.245

N -0.483 -0.483 -0.477 -0.477 -0.460

En resumen, del disefio basado en el ligando, los conformeros de los andamios

tuvieron una geometria similar al ion oxazolinio. Asimismo, algunas propiedades




electronicas de las estructuras propuestas se correlacionaron, sugiriendo que los atomos del
anillo de cinco miembros podrian presentar interacciones similares. Por lo tanto, en la
siguiente seccion se realizaron las modificaciones de estos andamios a través de un disefio

basado en la estructura por medio de célculos de docking.

1.5.3. Disefio basado en la estructura

Inicialmente, se realizé un estudio con docking rigido; en las Figuras 19 y 20, se
muestra el método que se utilizd, considerando la sustitucion en la posicion C-3, debido a
que se propuso la obtencion de estos compuestos via adicion nucleofilica a iones N-
aciliminio. En la primera etapa se explord el efecto de la incorporacion de cadenas alquilicas
de uno, dos o tres carbonos, sosteniendo en la porcion terminal una amina, tiol, alcohol o
acido carboxilico (grupo I, Figura 19). Por otra parte, se exploraron homdlogos de cadenas
hidrocarbonadas de uno a seis carbonos para buscar posibles choques estéricos o la
estabilizacion de la cadena por interacciones con los residuos aromaticos en el sitio activo,
como Trpl37, Tyrd8 y Trp384 (grupo Il, Figura 19). Los derivados se seleccionaron de
acuerdo con las energias de interaccion e inspeccion visual de los modos de union, asi como
la orientacion del bioisostero hacia el barril (a/p)s. Por lo tanto, del grupo | de la Figura 19,
se observé una ligera preferencia por los derivados del andamio ent-C, establizados por la
interaccion con Gly136, Trpl37, Aspl75, Glul77, Asp246, Tyr245, Met243 y Trp384.
Ademas, las poses mas estables de los derivados fueron aquellas que presentaban cadenas
con aminas primarias, seguidas por los tioles y alcoholes. Esto Gltimo, sugiere que la
protonacion de las aminas a pH fisioldgico brinda estabilidad al complejo enzima-ligando.
Por otra parte, los sustituyentes con carboxilatos (ionizados a pH fisioldgico) tuvieron mayor
estabilidad por la interaccion hidrofébica entre el anillo de la lactama y Trp384. En
comparacion, el andamio ent-C con sustituyentes hidrofébicos del grupo Il mostré una
preferencia por la enzima AfChiB1 y mayor estabilizacion por los residuos de aminoéacido
Trpl37y Trp384, asi como la formacion de enlaces de hidrégeno con Glul77 y Tyr245.




Grupo |
R =—(CHy)p —Z
Z = funcional group,n=1a3

Grupo Il
R=—(CH,),CH;n=1a6

Figura 19. Modificaciones de los andamios A, ent-A, C, y ent-C en la posicién C-3 de los grupos |
y II. La superficie del sitio catalitico muestra la aromaticidad de los residuos de aminoacidos. El color
verde indica una interaccién de cara-cara entre los residuos aromaticos, y el color magenta muestra

orientaciones no coplanares entre los residuos no aromaticos a la superficie de la proteina.

Una vez identificada la preferencia del andamio ent-C por la quitinasa AfChiB1, se
decidieron probar diversos grupos como posibles auxéforos, por lo que se probaron aminas,
éteres y cadenas hidrocarbonadas para la construccién de los derivados de los grupos Il a V.
Por lo consiguiente, en los ligandos del grupo 111 se homologaron las cadenas de siete a diez
carbonos, pero esto no mejoro la energia de interaccion en comparacion con el grupo I1. Por
otro lado, los grupos IV y V, con aminas, presentaron mejores energias de interaccion, en
comparacion con los grupos I-111. Por otra parte, los derivados unidos a anillos alifaticos o
aromaticos presentaron estabilizacion a través de interacciones con los residuos de Phe76,
Trpl37, Thrl38, Tyr 139, Glul77, Tyr245y Trp384 (Figura 20).
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Modificaciones principals del disefio:

» El andamio enr-C es preferido por la quitinasa AfChiB1.
» Laenergia de interaccion es favorecida por aminas y
sustituyentes no polares.

Aromatic i
Edge : Grupo III Grupo IV E
'R=—(CHy)4CH3,n=7t09 R=—(CHy),—Z |

: Z = aminas and éteres E
Grupo V |

R = —(CH2)3 -7 |

Z = aminas and éteres |

Face

Figura 20. Modificaciones en la posicion C-3 del andamio ent-C para los grupos IlI, IVy V. . El
color verde indica una interaccion de cara-cara entre los residuos aromaticos, y el color magenta

muestra orientaciones no coplanares entre los residuos no aromaticos a la superficie de la proteina.

Adicionalmente, se propuso tomar en consideracién el perfil farmacocinético de las
moléculas propuestas, utilizando el aLogP como segundo criterio (Figura 21). De esta
manera, se considerd que los compuestos con valores de aLogP entre 0 y 3, presentarian una
absorcion aceptable, seleccionando los ligandos 4, 5, 6, 7, y 8 como los mejores candidatos
(Tabla 5).
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Figura 21. MolDock score (kcal/mol, eje x) vs aLogP (eje y). La region marcada sefiala a los

mejores candidatos.

1.5.4. Analisis de la selectividad por la quitinasa AfChiB1 sobre CHIT1.

Cada pose de la Tabla 5 fue analizada a través de un segundo célculo de docking con
enfoque flexible, identificando los posibles enlaces de hidrdgeno y otras interacciones de tipo
no covalente. En la Figura 22, se muestra la superposicion de las poses de los diferentes
ligandos y su orientacion similar. De esta manera, 4 presentd interacciones con Trp384,
Asp246, Glul77, Trpl37, Thrl38, Tyr 139, Gly136, Phe76, Tyr245, Met243, Tyr48, y
Aspl75; asimismo, se formo un enlace de hidrdgeno entre el NH de la amida y el carboxilato
del residuo Aspl75. Ademas, el carbonilo de la amida interaccion6 por medio de un enlace
de hidrogeno con el hidroxilo del residuo Tyr245. Por otro lado, el hidroxilo de la posicion
C-5 del ligando 4 present6 un enlace de hidrégeno con el residuo Asp246. Por otra parte, el
anillo de fenilo A se orientd hacia Trp137, exponiéndose al disolvente. Ademas, el anillo B

se posiciond cercano a los residuos Phe76, Trp52, Gly136, Thrl38, y Tyr139.

El anillo aromatico del ligando 5 se oriento hacia los residuos no polares como lo hizo
el anillo B del ligando 4, y se formaron, de igual manera, los enlaces de hidrégeno con
Aspl75 y Tyrd5; y los hidroxilos C-5 y C-6 interactuaron con Glul77 y Asp246,

respectivamente. Por otro lado, el ligando 6 formd enlaces de hidrogeno con Tyr245, Asp246




y Glul77, pero el sustituyente de fenilo se orientd hacia Trp52 y Trp284. Después, se analizd
el ligando 7, que mantuvo los enlaces de hidrégeno con Tyr245 y formé enlaces de hidrégeno
con Asp246, mientras que el sustituyente de ciclohexilo se orientd de manera parecida a los
ligandos 4 y 5. Finalmente, el ligando 8 generé una pose similar al ligando 2, con una
orientacion similar del sustituyente de fenilo y formando enlaces de hidrégeno con Aspl75,
Glul77, Tyr245 y Asp246.

Figura 22. Pose de cada derivado obtenido del segundo analisis de docking: 4 (verde), 5 (amarillo),
6 (naranja), 7 (café) y 8 (rosa) para AfChiB1.

Tabla 5. Mejores poses de los derivados del andamio ent-C en la quitinasa AfChiB1.

Ligando Pose en la cavidad Interacciones

Gly136
Thr138
Trp137




Asp246 ’,O
1O

). 256 A
O~ Tyr139

“H-o.,
o177 _o-PA o
(0
o

Asp246. O 2684\
‘e H
0-..2384 \
TUH—0., G
N—H
Glu177. /o,?.‘}f‘,,, o 7
1 H
o
HN
~
384Trp
Tyr245
(6} Phe76
3384\ @
H
\ Phe76
o ; Gly136
Asp246~—o 2494 H O Thr138
\‘6‘@ 170, NS Tyr139
0:” N—H /H @
sk TH=OU Yy
H \/@\H HO
Trp384

Phe76

Gly136 Phe76

Thr138
Tyr139

Trp137

La siguiente etapa fue la evaluacion de la selectividad de los ligandos 4-8 por la
quitinasa CHIT1 a través de un estudio de docking rigido, y de acuerdo con el criterio de
seleccion, no se logré encontrar una pose para el ligando 8. Por lo tanto, a los ligandos 4-7

se les realizaron célculos de docking flexible, con los residuos del sitio activo que se hicieron
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flexibles de manera equivalente a la quitinasa AfCHiIB1, esto se consiguié con un
alineamiento estructural de las quitinasas de ambas especies. Por otro lado, del analisis
bioinforméatico se identificaron las mutaciones entre hongos y humano, donde las
interacciones con los residuos mutantes en AfChiB1 mostraron interacciones nulas en el
docking flexible con Phe251 y Tyr247, mientras que los ligandos 4-7 tuvieron una
interaccion significativa con los residuos analogos mutantes Trp218 y Phe214 para CHIT1
(PDB:5NRS).

Asi, las principales interacciones de los ligandos con CHIT1 fueron con Asp213,
Trp99, Trp458, Met210, Tyrl41l, Tyr267, Trp218, Tyr212, Alal86, Phe214, Glu140, Tyr190,
Pro185 y Gly187. Inicialmente, se analizo el ligando 4, y la amina presentd un puente salino
con el residuo Tyr141, mientras que el carbonilo del derivado formd un enlace de hidrogeno
con Tyr212. Por otro lado, el anillo aromatico A se aproximd a los residuos Gly187, Alal86,
Tyrl41, Phe214, y Tyrl190, y el anillo B se orientd hacia el residuo Trp218, expuesto al
disolvente. El ligando 5 también present6 el puente salino con Tyrl4l, ademéas presento
enlaces de hidrégeno con Trp358 y la orientacion del sustituyente de manera similar al anillo
A. Por otro lado, el ligando 6 tuvo interacciones similares como 4, pero el hidroxilo en C-5
formd un enlace de hidrégeno con el residuo Asp213, asi como una orientacion parecida del
anillo de fenilo. Por Gltimo, el ligando 7 formé un puente salino entre la amina y el residuo
Asp213y un enlace de hidrégeno con el hidroxilo en C-5, mientras que el carbonilo presentd
la misma interaccion y orientacién del sustituyente de ciclohexilo en C-3 como los ligandos

4y 6 (ver superposicion de poses en la Figura 23 y las interacciones en la Tabla 6).




Figura 23. Pose de cada derivado obtenido del segundo analisis de docking: 4 (verde), 5 (amarillo),

6 (naranja) y 7 (café) para CHITL.

Tabla 6. Mejores poses de los derivados del andamio ent-C en la quitinasa de humano CHIT1.

Ligando ‘ Pose en la cavidad Interacciones

Phe214

Ala186

Tyr190

Phe214
Ala186

Tyr190

Trp218
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La Tabla 7 resume las energias de interaccion de los candidatos finales con las
quitinasas AfChiB1 y CHIT1. Por un lado, la estabilidad con AfChiB1l se debe a las
interacciones con los residuos Trp384, Trp137, Phe76, Thrl38, Trp52, Tyrl39 y Asp246.
Asi, 5, 7'y 8 mostraron energias similares, pero menores al ligando 4. El ligando 6 s6lo tuvo
interacciones con Trp384, Trpl37, Glul77 y Tyr245. En contraste, en la quitinasa CHITL, 4
tuvo mayor interaccion con los residuos Asp213, Trp99, Trp358, Tyr212, Met210, Tyrl141,
Tyr267 y Ala 186, mientras que los ligandos 5-8 tienen menor interaccion con Asp213,
Trp99, Trp358, y Tyr212; asi contrastando con el DGU, que es el ligando del cocristal 3CH9,
hay un incremento sustancial en la estabilidad del complejo enzima-ligando y mayor
lipofilicidad de los candidatos finales. Sin embargo, las energias que despliega el software
Molegro no se pueden correlacionar con la energia de union tal y como lo hace Glide o Vina.
Dicho lo anterior, se desarroll6 un modelo predictivo, usando los valores experimentales de

Clso de los inhibidores de AfChiB1 con sus respectivos valores de MolDock score y aLogP.




Tabla 7. Valores de la energia de interacciéon (kcal/mol) de los candidatos finales en el docking

flexible con la quitinasa AfChiB1 y CHITL, asi como los valores de aLogP.

Ligando MolDock score MolDock score
(AfChiB1) (CHIT1)
o N -63.86 N. D. -0.472
Me\N)kN)LN/Me
Lol
DGU
ho. B P -161.06 -172.91 2.28
. N—H Bn
HO™ = 7
H \/_N\
4 Bn
o, B P -140.51 -131.316 1.11
e
HO i N
5 Bn
o, B P -117.14 -141.49 0.25
HO™
-
N—H
Bn
6
o, P -135.19 -145.50 0.66
Ho”‘:izifN_HN/H
H 7\/ \Cy
o, B P -135.851 No encontrada 0.39
Qf_
HO™ |i| :'-\/O\Bn

8

2 Calculado en Molinspiration LogP predictor. Recuperado de
https://www.molinspiration.com/docu/mipc/index.html
N. D. no determinado.

1.5.5. Modelo matematico para la prediccion de los valores de Clso en AfChiB1
De manera similar como se realizaron los calculos de docking para los mejores

candidatos, se aplicaron los mismos parametros para un primer calculo de docking rigido,
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seguido de un célculo con enfoque flexible (se considero el ligando DGU como plantilla,
como se establecio con los célculos anteriores). Las poses del docking se analizaron y
contrastaron con los cristales (los datos para la construccion del modelo se presentan en el
Apeéndice teorico), con el objetivo de mantener la mayoria de las interacciones
intermoleculares, mientras que para los inhibidores 1, 2 y 3 se seleccionaron las poses que

orientaron la lactama hacia la cavidad.

En la Figura 24, se hizo la transformacion de la variable de respuesta como el
logaritmo del Cls,, el cual tuvo una correlacion lineal con las variables MolDock score y
aLogP como variables independientes, generando la ecuacién 1. Por otro lado, el parametro
Q%00 tuvo un valor aceptable en su capacidad predictiva (los valores predichos de Cls, se
muestran en el Apéndice teorico). De acuerdo con la ecuacion 1, la energia de interaccion
con la quitinasa AfChiB1 se relaciona con el coeficiente MolDock score con valores mas
negativos, formando complejos mas estables; mientras que el coeficiente de aLogP indica
que la hidrofilicidad de los compuestos incrementa la potencia de los inhibidores. Sin
embargo, se necesita considerar que las pruebas bioldgicas de Clso no consideran atravesar
membranas bioldgicas. Por lo que, en este disefio, los ligandos seleccionados fueron con un
valor cercano a 1. Ademas, es importante mencionar que este modelo esta limitado a
derivados biciclicos y moléculas rigidas, y que permite analizar las moléculas en el especto
farmacocinético (MolDock Score) y farmacodinamico (aLogP). Por lo tanto, se lograron
predecir los valores de Cl5, para los ligandos disefiados 4-8, que se presentan en la Tabla 8,

estimando concentraciones alrededor de 60-200 puM.

Log(ICsy) = 0.01843MolDdock score + 0.1609aLogP + 4.3994 (D

s =026,F = 29.11,R? = 92.1,Q%, = 78.9,n = 8
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Figura 24. Correlacion lineal entre los datos experimentales de Clso vs los valores de Clso predichos.
En el grafico se muestran las estructuras de los inhibidores para la construccion del modelo predictivo:
Cafeina PDB (2A3B), PTX (PDB: 2A3C), DGU (PDB: 3CH9), inhibidores 16, 216, 313 y TFL
(PDB: 2A3A).

Tabla 8. Estimacién de los valores de Cls a partir de la ecuacion 1.

Ligando Clso predicho (uM

4 62.78
5 97.36
6 190.86
7 103.25
8 90.86

Con el objetivo de presentar un esquema completo para el disefio de moléculas
bioactivas, se determind la toxicidad y las propiedades de similitud de farmacos, utilizando
el servidor SwissSADME.* Los resultados que se obtuvieron para los candidatos finales

indican que no inhibiran a las isoformas del citocromo p450 y pueden ser sustratos de la

» Antoine, D., Michielin, O., Zoete, V. Scientific Reports, 2017, 7:42717

42



glicopreoteina P-gp, la cual participa en la expulsién de los xenobidticos de la célula.*® Por
otro lado, el ligando 4 presentd permeabilidad hacia la barrera hematoencefalica y baja
solubilidad en agua. Ademas, respecto a la biodisponibilidad, los ligandos presentaron un
valor alrededor del 55%, y de forma general, aprobaron las principales reglas para el disefio
de moléculas bioactivas como las reglas de Veber, Lipinski y Ghose.

En resumen, los calculos de docking sobre las quitinasas de hongos y humano,
sugieren que 8, podria ser un potencial inhibidor selectivo para AfChiB1, porque este ligando
podria adoptar una orientacion diferente en el sitio activo de CHIT1. Por otro lado, el ligando
4 tendra la mayor potencia para las quitinasas AfChiB1 y CHIT1, y ademas, presenta buenas
propiedades similares a un farmaco; asi como, un aceptable perfil farmacocinético, pero con
la limitacion de que puede atravesar la barrera hematoencefalica, lo cual no es deseable
considerando la actividad biolégica objetivo (los datos de SwissADME se muestran en el

Apéndice tedrico).

1.6. Conclusiones
e Se selecciono la quitinasa AfChiB1 del cocristal 3CH9 que tiene un sitio catalitico
altamente conservado. Ademads, se encontraron diversas quitinasas del género
Aspergillus tales como A. fumigatus, A. novofumigatus, A. niger, A. candidus, A.
fischeri, A. flavus, y el género Cryptococcus de la variante grubii que tienen similitud
en su secuencia de aminoacidos y longitud de la cadena, construyendo las secuencias
consenso de hongos, que mostraron alta similitud en su estructura tridimensional con
la quitinasa AfChiB1, lo que determind que esta enzima era adecuada para realizar
un disefio basado en la estructura (calculos de docking). Ademas, se reportaron las
mutaciones de los residuos de aminoacidos alrededor del sitio activo entre las

quitinasas de hongos y humano.

e Se desarroll6 el disefio de los andamios considerando el ndcleo de la
octahidroisoindolona cis-fusionada como el apropiado para mimetizar

estructuralmente al conférmero de minima energia del ion oxazolinio. Asi también,

*© Elmeliegy, M.; Vourvahis, M.; Guo, C.; Wang, D. D. Clin. Pharmacokinet. 2020, 59, 699—
714,




se establecid, por medio del analisis del descriptor LUMO, que el anillo de la lactama
de cinco miembros es capaz de mimetizar electrénicamente al anillo de oxazolina del

ion oxazolinio.

Con base en lo anterior, se realizé un disefio basado en la estructura en la quitinasa
AfChiB1, proponiendo 144 moléculas a partir de los andamios, y se modifico la
posicion C-3 del ndcleo de la octahidroisoindolona. Posteriormente, se logré
seleccionar los ligandos 4-8 con valores apropiados de los descriptores de aLogP y
energia de interaccion. También se contrasto la selectividad sobre la quitinasa CHIT1,

sugiriendo que el ligando 8 podria ser un inhibidor selectivo.

Finalmente, se construyé un modelo matematico para poder estimar la potencia

farmacoldgica de los ligandos disefiados, obteniendo valores de 62 a 190 uM.




Capitulo 2. Sintesis estereocontrolada de octahidroisoindolonas cis-

fusionadas a través de oxazoloisoindolonas quirales.

2.1. Introduccién

La sintesis de moléculas organicas complejas tiene como objetivos: la obtencién de productos
naturales o sintéticos de interés particular, la busqueda de métodos de preparacion mas
eficientes que involucren menores costos de produccidn y realizar modificaciones especificas
a estructuras moleculares, con la finalidad de mejorar su actividad biolégica o aplicacion
industrial, sin olvidar la generacidn de conocimientos sobre la reactividad quimica en el area
de ciencia basica.** Con respecto a la sintesis de productos naturales y derivados, el desarrollo
de nuevas rutas estereoselectivas para la construccidn de nacleos heterociclicos quirales ain
representa un reto para la industria farmacéutica y los quimicos sintéticos.*> En este sentido,
el trabajo pionero de Meyers ha establecido la utilidad de las lactamas biciclicas como
bloques quirales de construccidn en la sintesis estereoselectiva de heterociclos nitrogenados,
permitiendo acceder a una amplia variedad de productos naturales y sintéticos con alta pureza
enantiomérica.** Recientemente, la metodologia de Meyers se ha extendido a la preparacion
de lactamas triciclicas de tipo oxazoloindolona, a través de la reaccién estereoselectiva de
ciclocondensacion entre un aminoalcohol quiral y derivados de 2-oxociclohexanoacetatos,
las cuales actGan como precursores sintéticos del nucleo de la octahidroindolona (Figura
25).4

41 Baran, P. S. J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 4751-4755

42 (a) Amat, M.; Pérez, M.; Bosch, J. Synlett 2011, 2, 143-160; (b) Amat, M.; Pérez, M.; Bosch, J.
Chem. Eur. J. 2011, 17, 7724-7732; (c) Escolano, C.; Amat, M.; Bosch, J. Chem. Eur. J. 2006, 12,
8198-8207.

43 (a) Groaning, M. D.; Meyers, A. |. Tetrahedron 2000, 56, 9843-9873; (b) Groaning, M. D.; Meyers,
A. |. Tetrahedron 2000, 56, 9843-9873; (c) Meyers, A. I.; Brengel, G. P. Chem. Commun. 1997, 1-
8; (d) Romo, D.; Meyers, A. I. Tetrahedron 1991, 47, 9503-9469

# (a) Viveros-Ceballos, J. L.; Martinez-Toto, E.; Eustaquio-armenta, C.; Cativiela, C.; Ordoéfiez, M.
Eur. J. Org. 2017, 6781-6787; (b) Ghirardi, E.; Griera, R.; Picciche, M.; Molins, E.; Ferna, I.; Bosch,
J.; Amat, M. Org. Lett. 2016, 18, 5836-5839; (c) Ennis, M. D.; Hoffman, R. L.; Ghazal, N. B.; Old,
D. W.; Mooney, P. A. J. Org. Chem. 1996, 61, 5813-5817.
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Figura 25. Comparacion de la metodologia cléasica de Meyers y una modificacion reciente para la

sintesis de lactamas triciclicas quirales.

Por otra parte, el ndcleo de la octahidroisoindolona (isémero de la octahidroindolona) se
encuentra frecuentemente en numerosas moléculas bioldgicamente activas®y también son
intermediarios sintéticos valiosos.** Por mencionar algunos ejemplos, el compuesto 9 ha
demostrado actividad inhibitoria contra la fosfatasa 1 y la cinasa fosfatidilinositol-3, ambas
relacionadas con varios tipos de cancer.*” Adicionalmente, el compuesto 10 forma parte de
una familia de metabolitos fungicos denominados citocalasanos, los cuales han mostrado
propiedades anticancerigenas, antivirales e inmunosupresoras.*® El exiguaquinol 11 es un
inhibidor selectivo de la glutamato racemasa, enzima que interviene en la construccién de la

pared celular de Helicobacter pylori.#5¢4%

Por otra parte, en cuanto a la utilidad de las octahidroisoindolonas como intermediarios
sintéticos, se ha descrito la sintesis estereoselectiva de la concavina 12 y el acido (-)-

isodémico F 13, a través de estos precursores (Figura 26).462:46

4 (a) Spare, L. K.; Harman, D. G.; Aldrich-Wright, J. R.; Nguyen, T. V.; Gordon, C. P. Adv. Synth.
Catal. 2018, 360, 1209-1217; (b) Yang, M. H.; Gu, M. L.; Han, C.; Guo, X. J.; Yin, G. P.; Yu, P;;
Kong, L. Y. Org. Lett. 2018, 20, 3345-3348; (c) Schwarzwalder, G. M.; Scott, D. R.; Vanderwal, C.
D. Chem. Eur. J. 2016, 22, 17953-17957; (d) Wan, M.; Yao, M.; Gong, J. Y.; Yang, P.; Liu, H.; Li,
A. Chinese Chem. Lett. 2013, 15, 6014-6017; (e) Haidle, A. M.; Myers, A. G. Proc. Natl. Acad. Sci.
2004, 101, 12048-12053.

46 (a) Lemiere, G.; Sedehizadeh, S.; Toueg, J.; Fleary-Roberts, N.; Clayden, J. Chem. Commun. 2011,
47, 3745-3747; (b) Saint-Dizier, F.; Simpkins, N. S. Chem. Sci. 2017, 8, 3384-3389. (c) Arizpe, A,;
Sayago, F. J.; Jiménez, A. |.; Orddfiez, M.; Cativiela, C. European J. Org. Chem. 2011, 6732-6738.
47 (@) Wright, D. L.; Robotham, C. V.; Aboud, K. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 943-946; (b) Gordon,
C.P.; Young, K. A.; Robertson, M. J.; Hill, T. A.; McCluskey, A. Tetrahedron 2011, 67, 554-561.
(@) Lin, Z. J.; Zhang, G. J.; Zhu, T. J.; Liu, R.; Wei, H. J.; Gu, Q. Q. Helv. Chim. Acta 2009, 92,
1538-1544; (b) Ding, G.; Song, Y. C.; Chen, J. R.; Xu, C.; Ge, H. M.; Wang, X. T.; Tan, R. X. J.
Nat. Prod. 2006, 69, 302—304.




12; Concavina 13; Acido (-)-isodémico F

Figura 26. Ejemplos de moléculas bioldgicamente activas que incorporan el ndcleo de la

octahidroisoindolona y su utilidad como intermediarios sintéticos.

Resulta interesante que a pesar de las multiples aplicaciones bioldgicas y sintéticas de los
compuestos que incorporan el nucleo de la octahidroisoindolona, se encuentran descritos
pOCOS Procesos para su sintesis estereoselectiva y, hasta donde sabemos, alin no se ha descrito

su obtencion en forma enantioméricamente pura.®6¢,4°

Considerando lo anterior, la utilidad de las lactamas policiclicas quirales como intermediarios
sintéticos y el interés reciente de nuestro grupo de investigacion en la preparacion de
octahidroisoindolonas quirales como potenciales agentes antifungicos, en este trabajo
proponemos expandir la metodologia de Meyers para la generacion de lactamas triciclicas
quirales de tipo oxazoloisoindolona, como precursores de octahidroisoindolonas

enantiopuras.

49 (a) Laborda, P.; Sayago, F. J.; Cativiela, C.; Gotor, V. Lett. Org. Chem. 2018, 15, 404-411; (b)
Punniyamurthy, T.; Katsuki, T. Tetrahedron 1999, 55, 9439-9454; (c) Punniyamurthy, T.; Miyafuiji,
A.; Katsuki, T. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8295-8298.
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2.2. Antecedentes

Existen pocos métodos en la literatura que describen la sintesis estereoselectiva de
octahidroisoindolonas, y de estos, la mayoria involucra procesos diastereoselectivos. Por
ejemplo, Ordoriez y colaboradores,*®¢ describieron la sintesis de la y-lactama biciclica 17 cis-
fusionada con alta diastereoselectividad. Asi, a partir de la ftalimida 14, se llevo a cabo la
reduccion de uno de los grupos carbonilo, utilizando tricloruro de aluminio (AICIls) en
ciclohexano a 110 °C, generando la isoindolin-1-ona 15 con un rendimiento quimico del
88%. A continuacion, se realizd la reaccion de N-proteccion de 15 por reaccion con
dicarbonato de di-ter-butilo [(Boc).0] y cantidades cataliticas de 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) en tetrahidrofurano (THF) a temperatura ambiente, obteniendo 16 con un
rendimiento quimico del 95%. Finalmente, la hidrogenacion catalitica del anillo aromatico
de 16 con PtO2 y AcOH a 45 °C, permiti6 obtener la lactama 17 como Unico diastereoisémero

y con un rendimiento quimico cuantitativo (Esquema 2).

(6]
(6]
AICI5
N—H >
Ciclohexano, 110 °C N—H
(o] 88%
14 15
o (Boc),0, DMAP
95% THF, 25°C, 12 h
H O o)
Hy, PtO,
N—Boc <= _
ACOH, 45 °C, 24 h N—Boc
H 100 %
17 16

Esquema 2.

Por otra parte, Cativiela y colaboradores,*®® desarrollaron un método para la obtencion
diastereoselectiva de la octahidroisoindolona trans-fusionada 24, como parte de su linea de
investigacion enfocada en la sintesis estereoselectiva de analogos conformacionalmente
restringidos de a-aminodcidos naturales. De esta forma, la reaccion de metandlisis del
anhidrido cis-ciclohexano-1,2-dicarboxilico a reflujo, produjo el éster 19 con un rendimiento

quimico cuantitativo, el cual por reaccion de epimerizacion catalizada con metoxido de sodio
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(MeONa) en metanol a reflujo, proporciond el éster trans-20 con un rendimiento quimico del
94%. EI tratamiento de 20 con cloroformiato de isobutilo y trietilamina (EtsN) en THF a -20
°C, dio lugar a la formacién de un anhidrido mixto intermediario que, después de la reduccion
con borohidruro de sodio (NaBH4) en agua a temperatura ambiente por 2 horas, origino el
alcohol 21 con un rendimiento quimico del 77%. Posteriormente, se prepar0 el mesilato 21,
a través de la reaccion con cloruro de metansulfonilo (MsCI), N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) y cantidades cataliticas de DMAP en diclorometano (CH2Cl2) a temperatura
ambiente, generando el mesilato 22 con un 89% de rendimiento quimico, que al reaccionar
con azida de sodio (NaNs) en N,N-dimetilformamida (DMF) a temperatura de reflujo por 2
horas, produjo el compuesto 23 con un rendimiento quimico del 95%. En la siguiente etapa,
el compuesto 23 se sometio a las condiciones de la reaccion de reduccion de Staudinger con
trifenilfosfina (PPhz) en dioxano a 130 °C y posterior hidrdlisis del iminofosforano
intermediario, obteniendo la lactama trans-fusionada 24 con un rendimiento quimico del
91% (Esquema 3).

H O
COzMe COzMe
MeOH MeONa O/
O —» —_—
A, 1h MeOH, A, 5h """,
H o
18

100% COH 94% COH
19 20
1. -BUOCOCI, TEA,
THF, -20 °C, 1 h

7%
2. NaBHj, H,0, 25 °C, 2 h

MsClI, DIPEA,
CO,Me NaNs CO,Me OMAP O/COZMe
- P
[ ] ,,,,,, N, DMF, A, 2h [ ],,%/OMS CH,Clz, 25 °C, 5 h “,, _OH
95% 89%
23 22 21
91% 11. PPhj, dioxano, 130 °C, 24 h
2.Hy0,130°C, 72 h
H O
H
24
Esquema 3.

Considerando la importancia de las lactamas policiclicas quirales como intermediarios

sintéticos, también se han descrito algunas rutas enantioselectivas para la obtencion de
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octahidroisoindolonas. Por ejemplo, la hidrogenacion catalitica de la imida 25 con Pd/C en
metenol a 25 °C, seguido de la reaccion con hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) en THF a
reflujo, y posterior reaccion con cloruro de 2-fenilacetilo y EtsN en CH.Cl, a 25 °C, generd
el compuesto meso N-acilado 26 con un rendimiento quimico del 71%. Después se realizo la
reaccion oxidacion utilizando el complejo Mn(lll)-salen 30 y pentafluoroiodosilbenceno
(CeFslO) en acetonitrilo a 25 °C, para obtener el alcohol quiral 27 que, sin purificacion
adicional, se sometio a las condiciones de oxidacion de Jones [CrOs(ac) en acetona a 10 °C],
para obtener la lactama 28 con un 76% de exceso enantiomérico (e.e.) y un rendimiento
quimico del 65% a partir de 26. Finalmente, la reaccion de 28 con hidroxido de litio en una
mezcla THF/H20 (1:1), gener6 la molécula objetivo 29 con un 76% de e.e. y un rendimiento

quimico cuantitativo (Esquema 4).494%¢

1.10% Pd/C, MeOH,
25°C,12h H CgF5I0

H

2. LiAHy, THF, A, 30 h : Y 30@mol%) O:/\

gon 3

o 2 —/<_Ph MeCN, 25 °C
Ph .

3. CI)J\/ , EtN H

CH,CH,, 25 °C, 8 h 26
0,
e CrOj(ac)
Acetona, 10°C
H O H
: LiOH le
L N7 THF/H20 (1:1) —/<_
H
100%
29; 86% e.e. 28;76% e.e.

65% a partir de 26

Esquema 4.

Por otra parte, en este trabajo de investigacion se propone la preparacion de lactamas
triciclicas quirales de tipo oxazoloisoindolona como intermediarios clave en la sintesis de
octahidroisoindolonas enantiopuras, por lo que a continuacion se presentan algunos ejemplos

representativos de la preparacion de estos sistemas. En uno de los trabajos pioneros en la




sintesis estereoselectiva de estos heterociclos, Allin y colaboradores,* realizaron la reaccién
del orto-ftalaldehido 31 (en equilibrio tautomérico anillo-cadena con la hidroxilactona 32)
con el (S)-fenilglicinol, en tolueno a reflujo durante 12 horas, obteniendo la
oxazoloisoindolona 33 como Unico diastereoisdmero y con un rendimiento quimico del 70%,
a través de un proceso controlado cinéticamente que determina la configuracion en el nuevo

centro estereogénico que se forma (Esquema 5).

HoN Ph

(0] j/ 0
cC, = O "
4> N
PhMe, A. 12 h A j/
o]

CHO
OH 70%

31 32 33

Esquema 5.

El proceso se ha extendido para ejercer control en la formacién de dos nuevos centros
estereogénicos. De esta manera, la oxazoloindolona 35 fue obtenida a través de la reaccion
de ciclocondensacion entre el y-cetoéster racémico 34y (R)-fenilglicinol, en tolueno a reflujo
durante 18 horas, obteniendo un Unico producto con un rendimiento quimico del 93%.
Estudios demostraron que el proceso de lactamizacién se encuentra controlado cinéticamente
y favorece la ciclocondensacion de wuna de las cuatro posibles oxazolidinas
diastereoisomeéricas, las cuales se encuentran en equilibrio entre si a través de una enamina

intermediaria (Esquema 6).%<

HaN__,.-Ph Br
Br j H
HO
—_— [e)
CO.Et  PhMe, A, 18 h N
o 93% SN
“Ph
(+)-34 35
Esquema 6.

0 Allin, S. M.; Northfield, C. J.; Page, M. L.; Slawin, A. M. Z. A. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3627—
3630.




Por otro lado, Ghirardi y colaboradores,*® lograron generar simultaneamente tres centros
estereogénicos contiguos a través de un proceso de resolucion cinética y dinamica. De esta
manera, llevaron a cabo la reaccion de ciclocondensacion de diversos y-cetoésteres racémicos
(x)-36a-e con (R)-fenilglicinol, en presencia de acido acético como catalizador, en benceno
a reflujo, obteniendo en todos los casos un unico producto 37a-e con buenos rendimientos
quimicos (53-75%). Ademas, lograron identificar la formacion del producto de isomerizacion

38a-e con rendimientos quimicos del 8 al 13% (Esquema 7).

HoN.__.-Ph
) ; S0
COMe  HO™ | AcOH o N
AcOh, PhMe, R .,
R A, 48h O v pn Ph
R
53-75% OH
(£)-36 37 38
37a = Me (75%) 38a = Me (8%)
37b = Et (57%) 38b = Et (10%)
37¢ = Bn (65%) 38c = Bn (13%)
37d = Ph (53%) 38d = Ph (0%)

37e = CH,CO,Me (62%)  38e = CH,CO,Me (10%)

Esquema 7.




2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Desarrollar un método préactico y eficiente para la sintesis estereoselectiva de lactamas
triciclicas quirales de tipo oxazoloisoindolona y su aplicacién como precursores sintéticos en

la preparacion de octahidroisoindolonas cis-fusionadas enantiopuras.

O Resolucion H O R’ H O
cinética
- . NS Ph — > N—H
] R
OH H O H R

Mezcla estereoisomérica

2.3.2. Objetivos especificos
Sintetizar la hidroxilactona (£)-40 a partir del anhidrido cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico
(£)-39.

H O H O
O = CF
H o H oH
cis-39 (+)-40

Disefiar y establecer las condiciones Optimas para la reaccion de ciclocondensacion
controlada cinéticamente entre la hidroxilactona (£)-40 (mezcla de estereoisomeros y
tautomeros anillo-cadena) y (R)-fenilglicinol, para obtener la lactama triciclica quiral tipo
oxazoloisoindolona (3R,5aS,9aR,9bS)-41a con alta diastereoselectividad.

H O

O —»
disolvente, tiempo :l

H OH temperatura
(%)-40 3R, SaS 9aR,9bS)-41a

Explorar la utilidad sintética de la lactama triciclica quiral (3R,5aS,9aR,9bS)-41a como
precursor de la octahidroisoindolona enantioméricamente enriquecida (3aR,7aS)-42, a

través de reacciones estereocontroladas.




H O
Ph —
(:Iié“j“ — (:I;(N_H
H O H

(3R,5aS,9aR,9bS)-41a (3aR,7aS)-42

Extender la metodologia desarrollada para realizar la sintesis de la octahidroisoindolona cis-

fusionada (3aR,5R,6S,7aS)-58a en forma enantioméricamente pura, la cual incorpora grupos

hidroxilos en las posiciones C-5y C-6.

H O H O
HO
O —> Ph —> N—H
disolvente, tiempo :l HO
H OH temperatura H
(£)-56 (3R, 5aS 9aR,9bS)-58a (3aR,5R,6S,7aS)-43

Preparar las octahidroisoindolonas enantioméricas (3aS,7aR)-44 y (3aS,5S,6R,7aR)-45

haciendo uso del reactivo quiral de configuracion opuesta [(S)-fenilglicinol].

H O H O
H HO.., :
N—H N—H
: HO™ :
H H
(3aS,7aR)-44 (3aS,5S,6R,7aR)-45




2.4. Resultados y Discusion

Para la sintesis de las oxazoloisoindolonas triciclicas quirales, se planted la hipdtesis
que se presenta en el esquema 8. Asi, la reaccion de ciclocondensacion del (R)-fenilglicinol
con la hidroxilactona (z)-40, la cual se encuentra en un equilibrio tautomérico anillo-cadena
con el acido (z)-cis-2-formilciclohexano-1-carboxilico, daria lugar a la formacion de ocho
oxazolidinas diastereoisoméricas, cuatro a partir de cada aldo-acido enantiomerico, las cuales
se encontrarian en equilibrio a través de un tautomerismo imina-enamina, previo a la etapa
de ciclacion intramolecular. Por lo tanto, en principio, un proceso de lactamizacion
irreversible controlado cinéticamente, selectivamente proporcionaria una de las ocho
posibles oxazoloisoindolonas triciclicas diastereoisoméricas, estableciendo simultaneamente

hasta tres centros estereogénicos bien definidos, via resolucion cinética.




:_CO,H
Ph + _— Nj ~Ph
HO
CO,H H CO,H
H O 2 = 2
0 A A
HN._ Ph HN__ Ph
H AN AW
OH Resolucién j j
cinética HO HO
l HoN__.Ph H H
Hoj H H
CO,H 0.5 eq. CO,H £ _CO,H
+ N
CHO " '

Esquema 8.




Considerando lo anterior, inicialmente se propuso sintetizar la hidroxilactona (x)-40
a partir del anhidrido 39. Con esta intencidn, el anhidrido 39 se hizo reaccionar con NaBHa
en THF a -50 °C; sin embargo, bajo estas condiciones no se observd la formacion del
compuesto deseado, aislando la lactona (x)-46 con un rendimiento quimico del 62% (Tabla
9, ensayo 1). Con la finalidad de tener un mayor control sobre el proceso de reduccion, se
decidio cambiar el agente reductor. Asi, cuando la reaccion se llevé a cabo con super hidruro
(LiBHEt3) en THF a -78 °C, se obtuvieron la hidroxilactona (£)-40 y la lactona (z)-46, con
rendimientos quimicos de 13 y 44%, respectivamente (Tabla 9, ensayo 2). En un dltimo
ensayo, el uso de un agente reductor mas débil como el hidruro de tri(t-butoxi)aluminio y
litio [LiIAIH(Ot-Bu)s], favorecio la formacion de (x)-40, la cual logré aislarse con un

rendimiento quimico del 87% (Tabla 9, ensayo 3).

Tabla 9. Sintesis de la hidroxilactona ()-40, a partir del anhidrido 39.

H O H O H O
(:I:é Agente reductor CI:? (:Ij(/
O —» 0 + o]
THF, -78 °C
H o H OH H
39 (2)-40 (2)-46
Ensayo Agente Reductor (£)-40 (%) (x)-46 (%)

1 NaBH; 0 62
2 LiBHEt3 13 44
3 LiAIH(Ot-Bu)z 87 ND

Una vez obtenida la hidroxilactona (£)-40,% sehizo reaccionar con 0.5 equivalentes
de (R)-fenilglicinol a 40 °C, la cual procede con alta diastereoselectividad en un amplio rango

de disolventes no polares (disolventes etéreos, Tabla 10, ensayos 1y 2; halogenados, Tabla

5 Moser, W. H.; Hegedus, L. S. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 7873—7879.




10, ensayos 3-5; aromaticos, Tabla 10, ensayo 6); sin embargo, el rendimiento quimico mas
alto de las y-lactamas triciclicas (52%), se registré al utilizar PhMe como disolvente (Tabla
10, ensayo 6). Después de evaluar diferentes tiempos y temperaturas de reaccion para esta
transformacion, con las condiciones optimizadas, se observd que al realizar la reaccion de
ciclocondensacion en PhMe a 60 °C durante 18 horas, Unicamente se detectaron cuatro de
las ocho posibles oxazoloisoindolonas diastereoisoméricas (4la-d) con un rendimiento
quimico de 90% y en una relacion 8:3:1:1, respectivamente. Es de llamar la atencion que la
oxazoloisoindolona (3R,5aS,9aR,9bS)-41a se form6 con un amplio exceso y logro aislarse

diastereoisoméricamente pura con un rendimiento quimico del 55% (Tabla 10, ensayo 7).

Tabla 10. Reaccién de ciclocondensacién diastereoselectiva.

df@ Ci%

(3R,5aS,9aR,9bS) 41a (3R,5aR,9aS,9bR)-41b

H O 05eq

e
solvent, 18 h

H OH temp.
(+)-40 j j

(3R, SaR 9aR,9bS)-41c (3R, SaR 9aR,9bR)-41d

Ensayo  Solvente Temp. (°C) Rendimiento (%)

1 THF 40 8 8:2:1:4:0:0:0:0
2 TBME 40 19 9:3:1:3:0:0:0:0
3 CHCI3 40 23 9:1:1:1:0:0:0:0
4 CH:Cl; 40 24 15:2:1:1:0:0:0:0
5 CICH2CH:CI 40 28 20:1:3:3:0:0:0:0
6 PhMe 40 52 11:2:1:2:0:0:0:0
7 PhMe 60 90 8:3:1:1:0:0:0:0

@ L_os rendimientos estan basados en el (R)-fenilglicinol como reactivo limitante.
b E relacion diastereoisomérica fue determinada por RMN *H del crudo de reaccion.

Por otra parte, la asignacion de la configuracion de las oxazoloisoindolonas (41a-d)

se realiz6 a través del andlisis de los experimentos de RMN de dos dimensiones. Ademas, se




corrobord la configuracion absoluta de (3R,5aS,9aR,9bS)-41a y (3R,5aR,9aR,9bS)-41c por
cristalografia de difraccién de Rayos X (Figura 27).5

Figura 27. Estructuras de Rayos X de (3R,5aS,9aR,9bS)-41a y (3R,5aR,9aR,9bS)-41c.>

Tal como se habia anticipado en nuestra hipoétesis, la formacion diastereoselectiva de
(3R,5aS,9aR,9bS)-41a podria explicarse al considerar que la fusion cis del anillo del
ciclohexano es mas estable debido a una menor tension anular,*<>* y que el paso de
lactamizacion irreversible y determinante de la velocidad de la reaccion, ocurre mas
rapidamente a partir de la oxazolidina intermediaria (1S,2R)-2-(2S,4R)-46a, que permite una

aproximacion con menor impedimento estérico del &tomo de nitrégeno al grupo carboxilico,

2 Los datos cristalograficos de CCDC 2094227 y 2094228 para (3R,5aS,9aR,9bS)-41a vy
(3R,5aR,9aR,9bS)-41c, se encuentran en el Apéndice Experimental. Asi, estos datos se pueden
obtener de la base de datos The Cambridge Crystallographic Data Centre.

%3 Las representaciones de las estructuras cristalograficas fueron procesadas en el software
Chemcraft. graphical software for visualization of quantum chemistry computations. Recuperado de
https://www.chemcraftprog.com

% (a) Pinto, A.; Griera, R.; Molins, E.; Fernandez, I.; Bosch, J.; Amat, M. Org. Lett. 2017, 19, 1714~
1717; (b) Amat, M.; Navio, L.; Llor, N.; Molins, E.; Bosch, J. A. Org. Lett. 2012, 14, 210-213; (c)
Jida, M.; Deprez-Poulain, R.; Malaquin, S.; Roussel, P.; Agbossou-Niedercorn, F.; Deprez, B.;
Laconde, G. Green Chem. 2010, 12, 961-964.




evitando la interaccion repulsiva con el grupo fenilo (Esquema 9). Por otra parte, como se
puede observar en la Figura 27, los tres anillos fusionados y el grupo fenilo en el producto
mayoritario (3R,5aS,9aR,9bS)-41a adoptan una conformacion plegada favorecida por

consideraciones estéricas.

HN o
CO,H CO,H

H —
N Ph (:I:/i j
o—/\

(3R, 5aS 9aR,9bS)-41a

(1S,2R)-2-(2S,4R)-46a

Esquema 9.

Una vez que se consiguid obtener el intermediario avanzado de tipo
oxazoloisoindolona (3R,5aS,9aR,9bS)-41a, se evalud su utilidad sintética en la preparacién
de octahidroisoindolonas enantioméricamente puras. Por lo consiguiente, se realizé la
apertura reductiva del anillo de la oxazolidina en (3R,5aS,9aR,9bS)-41a al hacerse reaccionar
con hidruro de trietilsilano (EtsSiH) y trifluoruro de boro eterato (BF3'OEt2) en CH2Cl, a
temperatura ambiente, obteniendo la octahidroisoindolona (3aR,7aS)-2-(1R)-48 cis-
fusionada con un rendimiento quimico del 98% (Esquema 10).>> La configuracién absoluta
de (3aR,7aS)-2-(1R)-48 se logrd corroborar por cristalografia de difraccion de Rayos X
(Figura 28).

H O
Et;SiH, BF3 OEt, Fh
- —_— N N
j CH20|2, -78 OC OH
98% H
(3R,5aS,9aR,9bS)-4 (3aR,7aS)-2-(1R)-48

Esquema 10

% Ragan, J. A.; Claffey, M. C. Heterocycles 1995, 41, 57-70.




Figura 28. Representacion ORTEP al 50% de probabilidad de (3aR,7aS)-2-(1R)-48.5

En la siguiente etapa, se realizd la remocion del fragmento del fenilglicinol sin
comprometer la integridad estereoquimica del resto de la molécula. De esta manera, el grupo
hidroxilo en (3aR,7aS)-2-(1R)-48, se convirtio en el correspondiente cloruro con un
rendimiento quimico practicamente cuantitativo (99%), al hacerse reaccionar con cloruro de
tionilo (SOCI2) en THF a reflujo, durante 1.5 horas. A continuacion, se realizd una [-
eliminacién inducida por t-BuOK/t-BuOH bajo condiciones de reflujo durante 1.3 horas,
generando la enamina (3aR,7aS)-50, la cual por una reaccién de hidrolisis con 1.0 N HCl en
THF a reflujo durante 2 horas, proporcioné la octahidroisoindolona (3aR,7aS)-42 con un
rendimiento quimico del 94% a partir de (3aR,7aS)-2-(1R)-49 (Esquema 11).°° La
octahidroisoindolona (3aR,7aS)-42 presentd una rotacion Optica especifica de [a]3’ =
+18.04° (c = 1.0, CHCIy) consistente con la descrita en la literatura para su enantiomero
[a]2® = —24.00° (c = 0.5, CHCls, 88% e.e.),**¢ y ademas su estructura fue confirmada por
cristalografia de difraccion de Rayos X, donde se encontré que en el estado sélido, con
respecto a la posicion relativa de los sustituyentes del ciclohexano, el carbonilo de la amida
adopta una posicion axial y el metileno, la ecuatorial (Figura 29).

> (@) Amat, M.; Arroniz, C.; Molins, E.; Escolano, C.; Bosch, J. Org. Biomol. Chem. 2011, 9,
2175-2184; (b) Bragg, R. A.; Clayden, J.; Bladon, M.; Ichihara, O. Tetrahedron Lett. 2001, 42,
3411-3414.




H O
Fh _socl, __tBUOK (:li/«
N N
oy THRA _\_C| oA CH2
H

99%
(2'R,3aR,7aS)-48 (2'R,3aR,7aS)-49 (3aR,7aS)-50

0 1N HCI
94% THF, A

(3aR,7aS)-42

Esquema 11.

Figura 29. Representaciéon ORTEP al 50% de probabilidad de (3aR,7aS)-42.%

De forma paralela, se realizé la alilacion de la lactama (3R,5aS,9aR,9bS)-41a al
hacerse reaccionar en presencia de BF3'OEt2 en CH:Cl, a -78 °C y aliltrimetilsilano (alil-
TMS) como nucledfilo, obteniendo la octahidroisoindolona sustituida en la posicion C-3
(3S,3aR,7aS)-2-(1R)-52 con un rendimiento quimico del 95%, con retencion de la
configuracion y como unico diastereoisomero.” La alta diastereoselectividad de esta
transformacion, se puede explicar al considerar la formacion de un ion N-aciliminio

intermediario 51, el cual sufre el ataque nucleofilico controlado cinéticamente por la cara

" Allin, S. M.; Northfield, C. J.; Page, M. L.; Slawin, A. M. Z. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 2000,
1715-1721.




convexa del sistema biciclico (cara si).*® Finalmente, utilizando las condiciones previamente
establecidas, se consiguio remover el fragmento del fenilglicinol, a través de la generacion e
hidrélisis de una enamina intermediaria, lo que produjo la octahidroisoindolona sustituida

(3S,3aR,7aS)-54 enantioméricamente pura con un rendimiento quimico 91% (Esquema 12).

ANF
Me3S| >¢H
[e) +N
BF3 OEt, -
» OBF; | — _\—OH
:l CHCly, -78 °C

95%

(3R,SaS,9aR,9bS) -41a
51 (3S,3aR 7aS) -2-(1R)-52

1. SOCly, THF, A
91% | 2. +-BuOK, t-BuOH, A
3.1 N HCI, THF, A

(3S,3aR,7aS)-54

Esquema 12.

Por otra parte, con el objetivo de explorar el potencial sintético de la metodologia
desarrollada, se planted la sintesis del compuesto (3aR,5R,6S,7aS)-58a, el cual es una
octahidroisoindolona cis-fusionada hidroxilada en las posiciones C-5 y C-6, que constituye
el nacleo de un grupo de productos naturales conocidos como citocalasanos.>® Asi, para la
sintesis de la hidroxilactona ()-56 de partida, se extrapold la metodologia optimizada
previamente y se llevo a cabo la reaccion del anhidrido cis-1,2,3,6-tetrahidroftalico 55 con
hidruro de tri(t-butoxi)aluminio y litio [LiIAIH(Ot-Bu)s] en THF a -40 °C, obteniendo el
compuesto (x)-56 con un rendimiento quimico del 24%. Cuando la reaccion se realizd a -78

°C, la hidroxilactona (z)-56 logré obtenerse con un rendimiento quimico del 30% (Tabla 11).

% (a) Chen, M. D,; He, M. Z.; Zhou, X.; Huang, L. Q.; Ruan, Y. P.; Huang, P. Q. Tetrahedron 2005,
61, 1335-1344; (b) Hoffmann, R. W. Chem. Rev. 1989, 89, 1841-1860.
% Scherlach, K.; Boettger, D.; Remme, N.; Hertweck, C. Nat. Prod. Rep. 2010, 27, 869-886
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Tabla 11. Condicion de reaccion para obtener la hidroxilactona (z)-56.

LiAIH(Ot- Bu)3
THF 6h

Temperatura
(%) (+)-57
Temperatura +
1 -40 °C 24 N.D.
2 -78 °C 30 N.D.

N.D.= No determinado.

Una vez obtenida la hidroxilactona (£)-56 (mezcla de esterecisdmeros y
tautomerismo anillo-cadena), se hizo reaccionar con 0.5 equivalentes de (R)-fenilglicinol
bajo las condiciones optimizadas, obteniendo selectivamente cuatro y-lactamas triciclicas
58a-d con un rendimiento quimico del 81% y en una relacion diastereocisomérica de 3:1:1:1,
mostrando el mismo patron estereoquimico que sus analogos 4la-d, y aislando la
oxazoloisoindolona (3R,5aS,9aR,9bS)-58a diastereoisoméricamente pura como producto
principal (41% de rendimiento quimico) (Esquema 13). La disminucion de la
diastereoselectividad de la reaccién, a diferencia de su andlogo saturado (+)-40 que puede
adoptar una conformacion de silla, se debe a que en la hidroxilactona (+)-56 se genera un
menor impedimento estérico al adoptar una semisilla,®® lo que incrementa la proporcion de

los otros diastereoisomeros durante el paso de lactamizacion irreversible.

H O o05eq.

)
PhMe, 60°C, 18h j

H' on 81%
(£)-56 3R, 5aS 9aR,9bS)-58a
3:1:1:1:0:0:0:0 d.r.

Esquema 13

60 Jensen, F. R.; Bushweller, C. H. J. Am. Chem. Soc. 1969, 91, 5774-5782.
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Con la oxazoloisoindolona (3R,5aS,9aR,9bS)-58a en mano, se realizo la apertura
reductiva del anillo de la oxazolidina utilizando Et3SiH y BF3.0OEt> en CHCl, a temperatura
ambiente durante 6 horas, obteniendo la y-lactama biciclica (3aR,7aS)-2-(1R)-59 con un
rendimiento quimico del 94%. Inesperadamente, la remocion del fragmento del auxiliar
quiral a partir de (3aR,7aS)-2-(1R)-59, generé una mezcla de las y-lactamas epiméricas
(3aR,7aS)-63 y (3aR,7aR)-62, con un rendimiento quimico del 73% y en una relacion
diastereoisomérica 3:1, respectivamente; presumiblemente, a través de un proceso de

isomerizacion termodindmico promovido por la base (Esquema 14).

Et3S|H BF5OEt, socl2 ;Ph
N—
j CHZCIZ rt. _\_ OH THF cl
H

94% 95%
(3R, 5as 9aR,9bS)-58a (3aR 7aS)-2-(1R)- (3aR,7aS)-2-(1R)-60

l t-BuOK, t-BuOH, A

(6]
H Ph
1 N HCl
N—H =-—— N~<
THF, A
73% H
3aR 7aS)-63 3:1 3aR ,7aR)-62 61

Esquema 14.

Lo anterior logro resolverse al modificar las condiciones de reaccion asociadas a la
etapa de eliminacion inducida por la base. Asi, el cloruro (3aR,7aS)-2-(1R)-60 se hizo
reaccionar con 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU), en PhMe a 90 °C durante 1.5
horas,®? seguido de una hidrolisis acida, para obtener la y-lactama (3aR,7aS)-63 con un
rendimiento quimico del 90%. El compuesto (3aR,7aS)-63 presentd una rotacién especifica

de [a]?¢ = —29.10° (c 1.0, CHCIs) que concuerda con lo descrito previamente en la

51 Noth, J.; Frankowski, K. J.: Neuenswander, B.; Aubé, J.; Reiser, O. J. Comb. Chem. 2008, 10, 456—
459.
62 Quick, M. P.; Frohlich, R.; Schepmann, D.; Wiinsch, B. Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 7265-7281.
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literatura {[]3°°¢ = —24.0° (c 0.5, CHCls, 88% e.e.)}, confirmando asi la asignacion de la
configuracion absoluta en (3R,5aS,9aR,9bS)-58a (Esquema 15).4%¢

H O H O

Ph 1N HCI
S « -
Cl  PhMe, 90 °c THF A
95% H
(3aR 7aS)-2-(1R)-60 (3aR 7aS)-6 (3aR,7aS)-63
Esquema 15.

La dihidroxilacion de la y-lactama (3aR,7aS)-63 se realizd por reaccion con oxido de
la N-metilmorfolina (NMO) y cantidades cataliticas de tetradxido de osmio (OsOa), en una
mezcla de THF/H2O durante 4 horas, obteniendo diastereoselectivamente la
octahidroisoindolona (3aR,5R,6S,7aS)-43 con un rendimiento quimico del 80% (Esquema
16).%%

H O H O
0Os0O4, NMO HO
N—H —» N—H
THF/H,0 (1:1) HO
H 80% H
(3aR,7aS)-63 (3aR,5R,6S,7aS)-43
Esquema 16.

Por otro lado, con la finalidad de preparar los enantiomeros de las octahidroisoindolonas
(3aR,7aS)-42 y (3aR,5R,6S,7aS)-43, se utilizaron las condiciones ya optimizadas, pero
haciendo uso del reactivo quiral de configuracion opuesta, el (S)-fenilgicinol. Por lo tanto, la
hidroxilactona (£)-40 se hizo reaccionar con 0.5 equivalentes de (S)-fenilgicinol, obteniendo
las y-lactamas triciclicas 64a-d con un rendimiento quimico del 90% y una relacion
diastereoisomérica de 8:3:1:1, aislando el compuesto (3S,5aR,9aS,9bR)-64a en forma
diastereoisoméricamente pura con un rendimiento quimico del 55%. A continuacion, se

realizd la apertura reductiva del anillo de la oxazolidina por tratamiento con Et3SiH y

8 Amon, T.; Irifune, Y.; Tanaka, T.; Yoshimitsu, T. Org. Lett. 2011, 13, 2674-2677.




BFs.OEt, en CH:Cl,, generando la y-lactama biciclica (3aS,7aR)-2-(1S)-65 con un
rendimiento quimico del 82%. Finalmente, utilizando las condiciones optimizadas, se
elimind satisfactoriamente el fragmento del fenilglicinol, a través de la generacion e hidrdlisis
de la enamina intermediaria, obteniendo el enantidémero (3aS,7aR)-44 con un rendimiento del
88% a partir de (3aS,7aR)-2-(1S)-65 (Esquema 17).

H O o5 eq.
. 0
PhMe, 60 °C, 18 h j/
H oHn 90%
(+)-40 (3S, SaR 9aS,9bR)-64a
8:3:3:1:0:0:0:0 d.r.
82% l Et;SiH, BF3OEt,
CH2C|2, ta.
H O 1. SOCly, THF, A H O
2. t-BuOK, t-BuOH, A : Ph
o =
5 3.1 N HCI, THF, A OH
H 88% H
(3aS,7aR)-44 (3aS,7aR)-2-(15)-65
Esquema 17

Asi mismo, se llevd a cabo la reaccién de la hidroxilactona (+)-56 con 0.5
equivalentes de (S)-fenilglicinol en PhMe a 60 °C, obteniendo las y-lactamas triciclicas 67a-
d con un rendimiento quimico del 90% y una relacién diastereocisomérica de 8:3:1:1, aislando
la lactama de interés (3S,5aR,9aS,9bR)-67a con un rendimiento quimico del 41%. A
continuacion, se realizo la apertura del anillo de oxazolidina a través del tratamiento con
EtsSiH y BF3-OEt, en CH2Cl», generando la y-lactama biciclica (3aS,7aR)-2-(1S)-68 con un
rendimiento quimico del 96%, que, a través de la secuencia optimizada de halogenacion, -
eliminacién e hidrdlisis de la enamina intermediaria, permitié remover el fragmento del
fenilglicinol, dando lugar al compuesto (3aS,7aR)-71 con un rendimiento quimico del 80% a
partir de (3aS,7aR)-2-(1S)-68. Posteriormente, la reaccién de dihidroxilacion de (3aS,7aR)-
71 con OsOs4 y NMO en una mezcla de THF/H20, proporcioné la octahidroisoindolona
(3aS,5aS,6R,7aR)-45 en su forma enantioméricamente pura con un rendimiento quimico del
71% (Esquema 18).
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H O o05eq. )/
*o
PhMe, 60 °C, 18 h j/

H on 81%
(%)-56 (3S, SaR 9aS,9bR)-67a
3:1:1:1:0:0:0:0 d.r.
969 | EtsSiH. BF3OEt,
CH2C|2, r.t.
1. S0Cl,
(j:‘f o THRA £
< <\ 2. DBU : OH
PhMe, 90 °C
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80% i 1 N HCI, THF, A

H O H O
H oso,Nnmo 1O, H
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< THF/H,0 <
H HO H
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2.5. Conclusiones

2.5.1. Se logro desarrollar un método eficiente para la sintesis de lactamas triciclicas
enantioméricamente puras a partir de la correspondiente hidroxilactona y un aminoalcohol
quiral, a traves de un proceso de resolucion cinética, generando las oxazoloisoindolonas
(3R,5aS,9aR,9bS)-41a y (3R,5aS,9aR,9bS)-58a.

@ij Qij

(3R,5aS,9aR,9bS)-41a (3R,5aS,9aR,9bS)-58a

2.5.2. Se removio el auxiliar quiral sin afectar la integridad de los centros

estereogénicos, aislando las octahidroisoindolonas (3aR,7aS)-42 y (3aR,7aS)-63.

le Sol

3aR 7aS)- 3aR ,7aS)-63

2.5.3. Se aprovechd la arquitectura de los intermediarios sintetizados
(3R,5aS,9aR,9bS)-41a 'y (3R,5aS,9aR,9bS)-58a, para realizar transformaciones
estereoselectivas y obtener las octahidroisoindolonas (3S,3aR,7aS)-54 y (3aR,5R,6S,7aS)-43,

respectivamente.

H O
H O
HO N—H
N—H
HO ! H
\
(3aR,5R 6S,7a5)-43 (35,3aR,7aS)-54

2.5.3. Se logré extender la metodologia optimizada para la obtencion de las
estructuras enantioméricas (3aS,7aR)-44 y (3aS,5S,6R,7aR)-45, haciendo uso del reactivo

quiral de configuracion opuesta [(S)-fenilglicinol].
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3. Parte experimental

3.1. Informacién general
Los reactivos utilizados se adquirieron de Sigma-Aldrich y no se manipularon de ninguna

forma antes de su uso. El material para las reacciones en condiciones anhidras fue secado
con antelacion. Por otro lado, los disolventes usados en condiciones anhidras tuvieron un
tratamiento; el disolvente THF se seco con sodio metalico y benzofenona como indicador,
mientras que las reacciones que utilizaron CH2Cl. se removio la humedad remanente con
CaHo..

La purificacion de los productos obtenidos se llevo a cabo por cromatografia en columna

flash, empleando como fase estacionaria gel de silice Merck 60® (malla 230-400). Las
reacciones se monitorearon por cromatografia en capa fina usando cromatofolios 60 F2s4 de
Merck y como reveladores se utilizaron radiacion ultravioleta (254 nm), vapores de |2, 0
disolucion de KMnO4/K2CO3/NaOH/H:O0.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns utilizando cubreobjetos y
no estan corregidos. Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) se
determinaron en los espectrofotometros Varian Mercury 200 MHz para *H, en un INOVA
400 MHz para *H, *3C, en un Brucker Avance 11l HD 500 MHz para *H, *3C y en un JOEL
600 MHz para H, 3C. Los desplazamientos quimicos (8) se reportaron en partes por millon
(ppm) con respecto a la referencia interna tetrametilsilano (TMS) o las sefiales residuales del
disolvente como metanol deuterado para *H; las constantes de acoplamiento (J) se reportan
en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales se denota con los siguientes simbolos: sa (sefial
ancha), s (singlete), d (doblete), dd (doble de doble), ddd (doble de doble de doble), dddd
(doble de doble de doble de doble), ddddd (doble de doble de doble de doble de doble), t
(triplete), dt (doble de triples), m (multiplete), g (cuadruplete), quin (quintuplete), Harom
(sefiales de proton en un anillo aromatico). Las rotaciones Opticas fueron medidas a
temperatura ambiente en un polarimetro Perkin-Elmer 341 y los valores de rotacion
especifica [a]3° son dados en deg-mL-g~t-dm™. Se utilizaron CDCl3, MeODy D-O como

disolventes deuterados durante el analisis de RMN.

Los andlisis de masas de alta resolucién se determinaron en un equipo JEOL HM-MStation

MS-700. Las técnicas de ionizacion fueron por bombardeo de atomos rapidos (FAB™) que




utiliza una matriz de alcohol 3-nitrobencilico y la ionizacién quimica (CI*) con metano a 250
°C. Las estructuras de rayos X se adquirieron en un equipo Bruker D8 con detector PHOTON
Il CPAD.




4. Métodos sintéticos
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4.1. (£)-3-Hidroxihexahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 40.

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un agitador magnético bajo atmdsfera de
nitrégeno, se colocaron 0.25 g (1.62 mmol) del anhidrido cis-ciclohexanodicarboxilico 39 en
7 mL de THF anhidro y se enfrié a -78 °C en un bafio de acetona/CO,. Entonces, se le
adiciond gota a gota una disolucion de 14 mL de THF que contenia 0.64 g (2.12 mmol) de
LiAIH(Ot-Bu)z a -78 °C a traves de una canula. Después de la adicion, la mezcla de reaccion
se dejo en agitacion durante 6 horas. Al transcurrir el tiempo de reaccion, se le adicion6
lentamente una disolucion 1.0 N HCI hasta disolver el precipitado de la mezcla de reaccion,
y se dejo calentar a temperatura ambiente con agitacion durante 12 horas. Transcurrido este
tiempo, se extrajo con CH2Cl (4 x 15 mL), se combinaron las fases organicas resultantes, se
lavaron con salmuera (1x15 mL), y la fase organica se seco sobre Na>SO4 anhidro. Se filtrd
y removid el disolvente bajo presion reducida, produciendo un aceite amarillo que fue
purificado por cromatografia en columna, utilizando como eluyente una mezcla de
AcOEt/Hexano (1:1) para aislar la (£)-3-hidroxihexanohidroisobenzofuran-1(3H)-ona 40
(0.22 g, 87%) como un sélido blanco. p.f. 78 °C. RMN 'H (600 MHz, CDCls) ¢ 0.88-1.31
(m, 3H, ciclohexano-CH,), 1.51-1.72 (m, 3H, ciclohexano-CH2), 1.79-1.96 (m, 1H,
ciclohexano-CHy>), 2.00-2.21 (m, 1H, ciclohexano-CH>), 2.32-2.48 (m, 1H, H-3a), 2.94-3.04
(m, 1H, H-7a), 4.04 (sa, 1H, OH), 5.30-5.60 (m, 1H, H-3) ppm. RMN 23C (151 MHz, CDCl3)
0 22.8 (ciclohexano-CHy), 23.2 (ciclohexano-CH,), 25.8 (ciclohexano-CH2), 37.4
(ciclohexano-CHy), 41.6 (C-7a), 51.0 (C-3a), 101.0 (C-3), 178.7 (C=0) ppm. HRMS (CI"):
calculado para CgH1303 [M+H]" m/z 157.0865; encontrado m/z 157.0867.




4.2. (3aR,7aS)-Hexahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 46.

En un matraz redondo de 25 mL provisto de un agitador magnético bajo atmdsfera de
nitrégeno, se colocaron 0.308 g (2.00 mmol) del anhidrido cis-ciclohexanodicarboxilico 39
en 6 mL de una mezcla MeOH/H-0, seguido de la adicion de 0.227 g (6.00 mmol) de NaBHa
en un bafio de acetona a -50 °C durante 4 horas. Al terminar el tiempo de reaccion, la mezcla
de reaccion se filtro y se evapor6 a presion reducida. El residuo resultante se diluy6 en 20
mL de CH2Cl; y se lavd con 3 mL de una disolucion saturada de NH4Cl (ac) y una disolucion
saturada de NaCl (5 mL), posteriormente se seco la fase organica con Na;SO4 anhidro y se
evaporo la fase organica a presion reducida, obteniendo un aceite amarillo que fue purificado
por cromatografia en columna, utilizando como eluyente una mezcla de AcOEt/Hexano (3:7)
para aislar (3aR,7aS)-hexahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 46 (0.193 g, 62%) como un aceite
transparente. RMN *H (500 MHz, CDCl3) 6 1.15-1.31 (m, 3H, H-5, H-4), 1.52-1.70 (m, 3H,
H-6, H-7), 1.75-1.86 (m, 1H, H-4), 2-05-2.15 (m, 1H, H-7), 2.43-2.50 (m, 1H, H-3a), 2.64
(ddd, J=6.5, 6.4, 3.0 Hz, 1H, H-7a) ppm. RMN 13C (126 MHz, CDCls) 6 22.5 (ciclohexano-
CH2), 22.9 (ciclohexano-CHy), 23.4 (ciclohexano-CHy), 27.2 (ciclohexano-CHy), 35.4 (C-
3a), 39.5 (C-7a), 178.5 (C=0) ppm. HRMS (CI™): calculado para CgH1202 [M+H]* m/z
141.0910; encontrado m/z 141.0916.

4.3. 3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-onas 41a-d.

En un matraz redondo de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador
se agregaron 0.087 g (0.64 mmol) de (R)-Fenilglicinol a una disolucién que contenia 0.2 g
(1.28 mmol) de (£)-3-hidroxihexanohidroisobenzofuran-1(3H)-ona 44 en 12 mL de PhMe.
La mezcla de reaccion se calent6 a 60 °C en un bafio de aceite durante 18 horas. Transcurrido
el tiempo de reaccion, la mezcla se dejo enfriar y se concentrd bajo presion reducida.
Mediante el anlisis de espectroscopia de *H RMN del crudo de reaccion, se determind que

la mezcla de reaccién tenia cuatro diastereoisomeros 41a-d con un radio diastereoisomérico
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de 8:3:1:1, respectivamente. Posteriormente, se purificO el crudo de reaccion por
cromatografia en columna, utilizando como eluyente AcOEt/Hexano (85:15) hasta
AcOEt/Hexano (7:3), obteniendo cuatro y-lactamas triciclicas (desde la menos polar hasta la
mas polar): 41d, 41b, 41c y 41a (0.147 g, 90%).
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4.3.1. (3R,5aS,9aR,9bS)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 41a.

El aceite amarillo se logré cristalizar por evaporacion lenta en una disolucion de
EtOH/hexano (1:3), obteniendo un solido cristalino transparente. p.f. 109-111°. [0]*b = —
124.26 (c = 1.0, CH2Clz). RMN H (500 MHz, CDCls) ¢ 1.29-1.41 (m, 1H, ciclohexano-
CH?2), 1.45-1.56 (m, 1H, ciclohexano-CH>), 1.56-1.80 (m, 5H, ciclohexano-CH>), 1.94-2.08
(m, 1H, H-6), 2.46 (dddd, J=7.8,5.1, 5.1, 4.3 Hz, 1H, H-9a), 2.67 (ddd, J = 9.2, 7.8, 6.5 Hz,
1H, H-5a), 3.90 (dd, J = 8.7, 6.7 Hz, 1H, H-2), 4.55 (dd, J = 8.7, 7.4 Hz, 1H, H-2), 5.10 (dd,
J=7.0,6.7 Hz, 1H, H-3), 5.15 (d, J = 4.3 Hz, 1H, H-9b), 7.22-7.30 (m, 3H, H-Ar), 7.32-7.38
(m, 2H, H-Ar) ppm. RMN C (126 MHz, CDCls) 6 22.4 (ciclohexano-CHy), 23.2
(ciclohexano-CHy), 24.9 (ciclohexano-CH>), 26.4 (ciclohexano-CH), 39.2 (C-9a), 45.0 (C-
5a), 57.7 (C-3), 75.5 (C-2), 95.4 (C-9b), 125.9 (C-Ar), 127.8 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 139.8 (C-
Ar), 181.5 (C=0) ppm. HRMS (CI"): calculado para CisH20NO2 [M+H]" m/z 258.1494;
encontrado m/z 258.1497.
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4.3.2. (3R,5aR,9aS,9bR)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 41b.

Solido blanco. p.f. 107-109 °C. [0]*°> = —236.07 (¢ = 1.0, MeOH). RMN *H (500
MHz, CDCl3) ¢ 1.03-1.19 (m, 2H, ciclohexano-CH), 1.25 (ddddd, J = 12.8, 12.8, 12.8, 3.4,
3.4 Hz, 1H, ciclohexano-CH>), 1.43 (dddd, J = 14.0, 12.8, 6.1, 4.6 Hz, 1H, H-6), 1.54-1.62




(m, 1H, ciclohexano-CH>), 1.68-1.81 (m, 2H, ciclohexano-CH>), 2.11-2.18 (m, 1H, H-6),
2.67 (dddd, J = 11.3, 5.6, 5.5, 5.1 Hz, 1H, H-9a), 2.94-3.04 (m, 1H, H-5a), 4.02 (dd, J = 8.6,
6.3 Hz, 1H, H-2), 4.55 (dd, J = 8.6, 7.1 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 7.1, 6.3 Hz, 1H, H-3),
549 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-9b), 7.25-7.30 (m, 3H, H-Ar), 7.31-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm.
RMN 13C (126 MHz, CDCls) 6 22.5 (ciclohexano-CHy), 22.7 (ciclohexano-CHy), 22.8
(ciclohexano-CHy>), 23.5 (ciclohexano-CHy), 40.8 (C-9a), 44.2 (C-5a), 56.5 (C-3), 76.6 (C-
2), 93.0 (C-9b), 126.2 (C-Ar), 127.8 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 139.6 (C-Ar), 175.8 (C=0) ppm.
HRMS (CI%): calculado para C16H20NO2 [M+H]" m/z 258.1494; encontrado m/z 258.1497.
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4.3.3. (3R,5aR,9aR,9bS)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 41c.
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El sélido blanco se logré cristalizar por evaporacion lenta en una disolucién de
AcOEt/hexano (1:3), obteniendo un solido cristalino transparente. p.f. 103-104 °C. [a]*% =
-139.12 (¢ = 1.0, CH2Cl2). RMN H (500 MHz, CDCls) ¢ 1.17-1.47 (m, 4H, ciclohexano-
CHy), 1.78 (dddd, J = 13.2, 11.9, 6.6, 3.2 Hz, 1H, H-9a), 1.82-1.89 (m, 2H, ciclohexano-
CH>), 2.08-2.17 (m, 2H, ciclohexano-CH>), 2.40 (ddd, J =13.4, 12.1, 3.3 Hz, 1H, H-5a), 4.01
(dd, J=8.8, 6.0 Hz, 1H, H-2), 4.50 (dd, J = 8.8, 6.9 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 6.9, 6.0 Hz,
1H, H-3), 5.20 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-9b), 7.23-7.29 (m, 3H, H-Ar), 7.31-7.37 (m, 2H, H-Ar)
ppm. RMN C (126 MHz, CDCls) 6 25.3 (ciclohexano-CHy>), 25.4 (ciclohexano-CHy>), 25.7
(ciclohexano-CHy), 28.0 (ciclohexano-CHy), 49.5 (C-9a), 52.0 (C-5a), 56.1 (C-3), 75.9 (C-
2), 95.4 (C-9b), 126.1 (C-Ar), 127.8 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 139.6 (C-Ar), 176.5 (C=0) ppm.
HRMS (CI"): calculado para C16H20NO2 [M+H]* m/z 258.1494; encontrado m/z 258.1488.
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4.3.4. (3R,5aR,9aR,9bR)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 41d.

Aceite transparente. [0]*p = -132.90 (c = 0.8, CHCl3). RMN 'H (500 MHz, CDCls)
0 1.22-1.41 (m, 3H, ciclohexano-CH), 1.43-1.55 (m, 1H, ciclohexano-CH), 1.86-1.97 (m,
2H, ciclohexano-CH>), 1.98-2.08 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 2.13 (ddd, J = 11.6, 11.4, 3.1
Hz, 1H, H-5a), 2.22-2.28 (m, 1H, H-9a), 3.81 (dd, J = 8.5, 6.4 Hz, 1H, H-2), 4.51 (dd, J =
8.5, 8.3 Hz, 1H, H-2), 4.93 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-9b), 5.09 (dd, J = 8.3, 6.4 Hz, 1H, H-3),
7.25-7.31 (m, 3H, H-Ar), 7.33-7.38 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN 13C (126 MHz, CDCls) § 25.9
(ciclohexano-CH), 26.2 (2C, ciclohexano-CH), 26.4 (ciclohexano-CHz), 41.4 (C-9a), 45.7
(C-5a), 60.4 (C-3), 74.7 (C-2), 93.0 (C-9b), 126.0 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 140.7
(C-Ar), 184.6 (C=0) ppm. HRMS (CI™): calculado para C16H20NO2 [M+H]" m/z 258.1494;
encontrado m/z 258.1499.
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4.4. (3aR,7aS)-2-((R)-2-Hidroxi-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 48.

En un matraz redondo de 100 mL provisto de un agitador magnético bajo atmosfera
de nitrégeno se adicionaron gota a gota 1.48 g, 2 mL (12.69 mmol) de EtsSiH y 5.42 g, 4.7
mL (38.22 mmol) de BF3'OEt> a una disolucion que contenia 0.66 g (2.56 mmol) de
(3R,5aS,9aR,9bS)-41a en 20 mL de CHCI; seco. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se detuvo la
reaccion por la adicion de 10 mL de disolucion saturada de NaHCOs. La mezcla de reaccion
se extrajo con CH2Cl> (3 x 15 mL). Se combinaron los extractos organicos y se lavaron con
salmuera (1 x 5 mL) y se secaron sobre Na,SO4 anhidro. La mezcla se filtrd y se concentro
bajo presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, usando
como eluyente AcOEt/Hexano (7:3) para obtener la (3aR,7aS)-2-((R)-2-hidroxi-1-




feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 48 (0.668 g, 98%) como un solido blanco. p.f. 103-
104 °C. [0]*°p = -138.90 (¢ = 1.0, MeOH). RMN H (500 MHz, CDCl3) § 1.02-1.12 (m, 1H,
ciclohexano-CHy), 1.13-1.27 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 1.46-1.62 (m, 4H, ciclohexano-
CH>), 2.00-2.08 (m, 1H, ciclohexano-CHy), 2.28 (ddddd, J = 12.5, 5.9, 3.7, 3.0, 2.3 Hz, 1H,
H-3a), 2.60 (ddd, J = 6.6, 6.5, 3.7 Hz, 1H, H-7a), 2.66 (dd, J = 9.6, 2.3 Hz, 1H, H-3), 3.34
(dd, J = 9.6, 5.9 Hz, 1H, H-3), 3.77 (dd, J = 6.6, 4.7 Hz, 1H, OH), 4.05 (ddd, J = 11.8, 4.7,
4.6 Hz, 1H, H-2),4.13 (ddd, J =11.8, 8.8, 6.6 Hz, 1H, H-2"), 4.98 (dd, J = 8.8, 4.6 Hz, 1H,
H-17), 7.22-7.26 (m, 2H, H-Ar), 7.27-7.31 (m, 1H, H-Ar), 7.32-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm.
RMN 3C (126 MHz, CDCls) 6 23.0 (ciclohexano-CHy), 23.5 (ciclohexano-CHy), 23.7
(ciclohexano-CHy), 27.9 (ciclohexano-CHy), 32.7 (C-3a), 42.8 (C-7a), 50.3 (C-3), 60.4 (C-
1°), 63.1 (C-2"), 127.6 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 137.3 (C-Ar), 177.4 (C=0) ppm.
HRMS (FAB*): calculado para C16H22NO> [M+H]" m/z 260.1651; encontrado m/z 260.1617.
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4.5. (3aR,7aS)-2-((R)-2-Cloro-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 49.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador y bajo
atmosfera de nitrégeno, se adicioné gota a gota 0.2 g, 0.12 mL ( 1.70 mmol) de SOCI; a una
disolucién que contenia 0.22 g (0.84 mmol) de (3aR,7aS)-2-(1R)-48 en 10 mL de THF
anhidro a 0 °C y se dej6 en agitacion por 15 minutos. La mezcla de reaccion se calenté a
temperatura de reflujo de THF en bafo de aceite durante 1.5 horas. La reaccion se finalizo al
agregar 2 mL de una disolucién saturada de NaHCO3 y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL).
Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na>SOs, se filtraron y se concentraron a
presién reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, empleando
como eluyente AcOEt/Hexano (3:7) para asilar la (3aR,7aS)-2-((R)-2-cloro-1-
feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 49 (0.236 g, 99%) como un sélido blanco. p.f. 104-
106 °C. [0]*°p = —121.50 (¢ = 1.0, MeOH). RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 0.91-1.01 (m, 1H,
ciclohexano-CHy), 1.10-1.23 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 1.43-1.60 (m, 4H, ciclohexano-
CH>), 1.98-2.09 (m, 1H, ciclohexano-CHy), 2.26-2.35 (m, 1H, H-3a), 2.58 (ddd, J = 6.5, 6.4,




3.6 Hz, 1H, H-7a), 2.67 (dd, J = 9.1, 2.3 Hz, 1H, H-3), 3.38 (dd, J = 9.1, 5.9 Hz, 1H, H-3),
3.98 (dd, J=11.4,5.7 Hz, 1H, H-2*),4.07 (dd, J = 11.4, 9.7 Hz, 1H, H-2"), 5.45 (dd, J = 9.7,
5.7 Hz, 1H, H-1), 7.28-7.40 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN 13C (126 MHz, CDCls) § 23.1
(ciclohexano-CHy), 23.4 (ciclohexano-CH.), 23.7 (ciclohexano-CH.), 27.8 (ciclohexano-
CH>), 32.6 (C-3a), 42.1 (C-7a), 43.2 (C-2°), 47.7 (C-3), 56.3 (C-17), 127.6 (C-Ar), 128.3 (C-
Ar), 128.9 (C-Ar), 137.0 (C-Ar), 176.4 (C=0) ppm. HRMS (FAB"): calculado para
C16H2:CINO [M+H]" m/z 278.1312; encontrado m/z 278.1305.

4.6. (3aR,7aS)-Octahidro-1H-isoindol-1-ona 42.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador se
colocaron 0.065 g (0.57 mmol) de t-BuOK a una disolucién que contenia 0.08 g (0.28 mmol)
de (3aR,7aS)-2-(1R)-49 en 2 mL de t-BuOH. La mezcla de reaccidn se calentd en un bafio de
aceite a temperatura de reflujo de t-BuOH durante 2.5 horas. Transcurrido el tiempo de
reaccion, la mezcla se dejo enfriar y el disolvente se evaporo bajo presion reducida. El sélido
resultante se disolvio en 3 mL de H20 y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL). Se combinaron
las fases organicas, se secaron sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron bajo
presion reducida para obtener un aceite transparente. Posteriormente, en un matraz de 50 mL
provisto de un agitador magnético y un condensador, se disolvio el aceite en 4 mL de THF y
1mL de 1.0 N HCI. La mezcla de reaccion se calentd en un bafio de aceite a temperatura de
reflujo de THF durante 2 horas. Después se dejo enfriar, y el disolvente se elimind bajo
presion reducida. Asi, el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna,
utilizando como eluyente AcOEt para aislar (3aR,7aS)-octahidro-1H-isoindol-1-ona 42
(0.031 g, 94%) como un sélido blanco. p.f. 95-97 °C. [0]® b = +18.04 (c = 1.0, CH2Cl,).
RMN H (500 MHz, CDCls3) § 1.17-1.40 (m, 3H, ciclohexano-CHy), 1.46-1.63 (m, 3H,
ciclohexano-CHy), 1.66-1.75 (m, 1H, ciclohexano-CH2), 1.96-2.06 (m, 1H, ciclohexano-
CHy), 2.32-2.50 (m, 2H, H-3a, H-7a), 2.95 (ddd, J = 9.4, 1.9, 1.9 Hz, 1H, H-3), 3.37 (dd, J =
9.4, 5.5 Hz, 1H, H-3), 6.44 (sa, 1H, NH) ppm. RMN 3C (126 MHz, CDCl3) ¢ 23.1




(ciclohexano-CHy), 23.3 (ciclohexano-CH.), 23.8 (ciclohexano-CH.), 27.9 (ciclohexano-
CHy), 35.0 (C-3a), 41.1 (C-7a), 46.4 (C-3), 179.9 (C=0) ppm. HRMS (CI™): calculado para
CsH14NO [M+H]* m/z 140.1075; encontrado m/z 140.1075.

4.7. (3S,3aR,7aS)-3-Alil-2-((R)-2-hidroxi-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 52.

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un agitador magnético bajo atmdsfera de
nitrégeno se adicionaron gota a gota 0.44 g, 0.62 mL (3.85 mmol) de aliltrimetilsilano y
51.64 g, 1.43 mL (11.58 mmol) de BF3s'OEt2 a una disolucion que contenia 0.2 g (0.77 mmol)
de (3R,5aS,9aR,9bS)-41a en 5 mL de CH>Cl2 seco. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante 20 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se detuvo la
reaccion por la adicion de 10 mL de disolucion saturada de NaHCOs. La mezcla de reaccion
se extrajo con CH2Cl> (3 x 15 mL). Se combinaron los extractos organicos y se lavaron con
salmuera (1 x 5 mL) y se secaron sobre Na,SO4 anhidro. La mezcla se filtrd y se concentro
bajo presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, usando
como eluyente AcOEt/Hexano (1:1) para obtener la (3S,3aR,7aS)-3-alil-2-((R)-2-hidroxi-1-
fenyletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 52 (0.22 g, 95%) como un sélido café claro. p.f. 105-
106 °C. [0]®p = +82.98 (c = 1.0, CHCI3). RMN H (400 MHz, CDCls) § 0.95-1.20 (m, 3H,
ciclohexano-CHy), 1.38-1.52 (m, 1H, ciclohexano-CH), 1.52-1.63 (m, 3H, ciclohexano-
CH>), 2.05-2.23 (m, 4H, ciclohexano-CHz, H-3a, H-7a, H-1""), 2.78 (ddd, J = 6.5, 6.4, 2.3
Hz, 1H, H-3), 2.86-2.91 (m, 1H, H-1""), 4.08 (dd, J = 11.5, 4.7 Hz, 1H, H-2), 4.24 (dd, J =
115, 7.8 Hz, 1H, H-2"), 4.82 (dd, J = 7.8, 4.7 Hz, 1H, H-1°), 4.92-5.04 (m, 2H, H-3""), 5.59
(dddd, J =17.0, 10.3, 6.9, 6.9 Hz, 1H, H-2""), 7.25-7.37 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN %3C (100
MHz, CDCls) ¢ 23.1 (2C, ciclohexano-CH), 24.0 (ciclohexano-CHz), 29.1 (ciclohexano-
CH2), 36.5 (C-1""), 37.0 (C-3a), 40.0 (C-7a), 62.1 (C-3), 64.4 (C-1"), 65.6 (C-2"), 118.0 (C-
3’"), 127.9 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 134.1 (C-2*"), 137.7 (C-Ar), 177.4 (C=0)




ppm. HRMS (FAB™): calculado para CigH26NO2 [M+H]" m/z 300.1964; encontrado m/z
300.1970.

4.8. (3S,3aR,7aS)-3-Alil-2-((R)-2-cloro-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 53.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético, un condensador y bajo
atmosfera de nitrogeno, se adiciono gota a gota 0.139 g, 0.08 mL (1.17 mmol) de SOCI; a
una disolucion que contenia 0.176 g (0.58 mmol) de (3S,3aR,7aS)-2-(1R)-52 en 6 mL de THF
anhidro a 0 °C y se dej6 en agitacion por 15 minutos. La mezcla de reaccion se calentd en un
bafio de aceite a temperatura de reflujo de THF durantel.5 horas. La reaccion se finalizo al
agregar 2 mL de una disolucion saturada de NaHCOs y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL).
Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na>SQOg, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna, empleando
como eluyente AcOEt/Hexano (3:7) para aislar la (3S,3aR,7aS)-3-alilo-2-((R)-2-cloro-1-
feniletil)octahodro-1H-isoindol-1-ona 53 (0.186 g, 99%) como un aceite transparente. [0]%p
= +75.65 (¢ = 1.0, CHCI3). RMN H (600 MHz, CDClIs) ¢ 1.06-1.23 (m, 3H, ciclohexano-
CH>), 1.39-1.49 (m, 1H, ciclohexano-CH>), 1.51-1.63 (m, 3H, ciclohexano-CH>), 2.07-2.23
(m, 4H, ciclohexano-CH2, H-3a, H-7a, H-1""), 2.70 (ddd, J = 6.6, 6.6, 2.4 Hz, 1H, H-3), 2.94-
2.98 (m, 1H, H-1""), 3.86 (dd, J = 11.0, 6.4 Hz, 1H, H-2"), 4.67 (dd, J = 11.0, 9.4 Hz, 1H, H-
2%), 4.84 (dd, J = 9.4, 6.4 Hz, 1H, H-1°), 4.96 (dd, J = 17.1, 1.6 Hz, 1H, H-3""), 5.01 (dd, J =
10.3, 1.6 Hz, 1H, H-3>"), 5.59 (dddd, J = 17.1, 10.3, 7.4, 6.5 Hz, 1H, H-2""), 7.29-7.44 (m,
5H, H-Ar) ppm. RMN C (151 MHz, CDCls) § 23.2 (2C, ciclohexano-CHy), 24.1
(ciclohexano-CHy>), 29.0 (ciclohexano-CHy), 36.9 (C-1""), 37.2 (C-3a), 40.2 (C-7a), 44.5 (C-
2%), 61.8 (C-3), 65.6 (C-17), 118.2 (C-3"), 128.1 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 134.0
(C-2%), 138.0 (C-Ar), 176.4 (C=0) ppm. HRMS (FAB™): calcd. for C19H2sCINO [M+H]*
m/z 318.1625; found m/z 318.1625.




4.9. (3S,3aR,7aS)-3-Aliloctahidro-1H-isoindol-1-ona 54.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador se
colocaron 0.1 g (0.44 mmol) de t-BuOK a una disolucion que contenia 0.14 g (0.44 mmol)
de (3S,3aR,7aS)-2-(1R)-53 en 2 mL de t-BuOH. La mezcla de reaccién se calentd en un bafio
de aceite a temperatura de reflujo de t-BuOH durante 2.5 horas. Transcurrido el tiempo de
reaccion, la mezcla se dejo enfriar y el disolvente se evaporo bajo presién reducida. El sélido
resultante se disolvio en 3 mL de H2O y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL). Se combinaron
las fases organicas, se secaron sobre Na.SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron bajo
presién reducida para obtener un aceite transparente. Posteriormente, en un matraz de 50 mL
provisto de un agitador magnético y un condensador, se disolvio el aceite en 4 mL de THF y
1mL de 1.0 N HCI. La mezcla de reaccién se calentd a en un bafio de aceite temperatura de
reflujo de THF durante 2 horas. Después se dejo enfriar, y el disolvente se elimind bajo
presion reducida. Asi, el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna,
utilizando como eluyente Hexano/i-PrOH (9:1) para aislar (3S,3aR,7aS)-3-aliloctahidro-1H-
isoindol-1-ona 54 (0.072 g, 92%) como un solido blanco. p.f. 40-41 °C. [a]*%> = -3.05 (¢ =
1.0, CHCIs). RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 1.25-1.56 (m, 5H, ciclohexano-CHy), 1.59-1.69
(m, 1H, ciclohexano-CHy), 1.68-1.75 (m, 1H, ciclohexano-CH), 1.84-1.91 (m, 1H,
ciclohexano-CHy), 2.06-2.20 (m, 2H, H-3a, H-17), 2.29-2.39 (m, 1H, H-17), 2.51 (ddd, J =
6.3, 6.3, 6.3 Hz, 1H, H-7a), 3.21-3.27 (m, 1H, H-3), 5.09-5.12 (m, 1H, H-3"), 5.13 (t, J = 1.2,
1.2 Hz, 1H, H-3"), 5.70-5.81 (m, 2H, NH, H-2") ppm. RMN 3C (126 MHz, CDCls) ¢ 23.3
(ciclohexano-CHz), 23.5 (ciclohexano-CHz), 23.7 (ciclohexano-CHz), 27.6 (ciclohexano-
CHy), 38.6 (C-17), 39.4 (C-3a), 39.9 (C-7a), 57.3 (C-3), 118.2 (C-3”), 134.4 (C-2°), 179.2
(C=0) ppm. HRMS (FAB): calculado para C11H1sNO [M+H]* m/z 180.1388; encontrado
m/z 180.1371.
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4.10. (£)-3-Hidroxi-3a,4,7,7a-tetrahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 56.

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un agitador magnético bajo atmosfera
de nitrégeno, se colocaron 1.0 g (6.57 mmol) del anhidrido cis-1,2,3,6-Tetrahidroftalico 55
en 80 mL de THF anhidro y se enfrié a -78 °C en un bafio de acetona/CO>. Entonces, se le
adiciond gota a gota una disolucion de 60 mL de THF que contenia 2.19 g (8.61 mmol) de
LiAIH(Ot-Bu)z a -78 °C a través de una canula, y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion
durante 6 horas. Al transcurrir el tiempo de reaccion, se le adicion6 lentamente una disolucion
1.0 N HCI hasta disolver el precipitado de la mezcla de reaccién, y se dejo calentar a
temperatura ambiente con agitacién durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, se extrajo
con CHxCl> (4 x 60 mL), se combinaron las fases orgénicas resultantes, se lavaron con
salmuera (1x50 mL), y la fase organica se sec sobre Na;SO. anhidro. Se filtrd y removié el
disolvente bajo presion reducida, produciendo un aceite amarillo que fue purificado por
cromatografia en columna, utilizando como eluyente una mezcla de AcOEt/Hexano (1:1)
para aislar el ()-3-hidroxi-3a,4,7,7a-tetrahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 56 (0.334 g, 33%)
como un aceite transparente. RMN H (500 MHz, CDCl3) 6 2.26-2.42 (m, 3H, H-4, H-7),
2.43-2.54 (m, 1H, H-7), 2.61-2.74 (m, 1H, H-3a), 3.04-3.17 (m, 1H, H-7a), 5.70-5.77 (m,
3H, H-3, H-5, H-6) ppm. RMN *3C (126 MHz, CDCls) 6 23.0 (C-4, C-7), 36.5 (C-3a, C-7a),
102.2 (C-3), 124.7 (C-6), 125.7 (C-5), 179.3 (C=0) ppm. HRMS (FAB"): calculado para
CsH1103 [M+H]" m/z 155.0708; encontrado m/z 155.0699.

4.11. 3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-onas 58a-d.

En un matraz redondo de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador
se agregaron 0.132 g (0.96 mmol) de (R)-Fenilglicinol a una disolucion que contenia 0.297
g (1.92 mmol) de (£)-3-hidroxi-3a,4,7,7a-tetrahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 56 en 12 mL
de PhMe. La mezcla de reaccion se calent6 en un bafio de aceite a 60 °C durante 18 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se dejo enfriar y se concentrd bajo presion

reducida. Mediante el andlisis de espectroscopia de *H RMN del crudo de reaccion, se
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determind que la mezcla de reaccion tenia cuatro diasteredmeros 58a-d con un radio
diastereoisomérico de 3:1:1:1, respectivamente. Posteriormente, se purificd el crudo de
reaccion por cromatografia en columna, utilizando como eluyente AcOEt/Hexano (85:15)
hasta AcOEt/Hexano (7:3), obteniendo cuatro y-lactamas triciclicas (desde la menos polar
hasta la mas polar): 58d, 58b, 58c y 58a (0.206 g, 81%).
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4.11.1. (3R,5aS,9aR,9hS)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-

5(5aH)-ona 58a.

Aceite transparente. [a]?°p = -39.33 (¢ = 1.0, CHCIl3). RMN H (400 MHz, CDCls3) ¢
2.26-2.33 (M, 2H, H-9), 2.33-2.42 (m, 2H, H-6), 2.72 (dddd, J = 9.5, 6.6, 3.6, 3.1 Hz, 1H, H-
9a), 2.96 (ddd, J = 9.4, 7.6, 5.8 Hz, 1H, H-5a), 3.80 (dd, J = 8.7, 6.9 Hz, 1H, H-2), 4.54 (dd,
J=8.7,7.6 Hz, 1H, H-2), 4.90 (d, J = 3.1 Hz, 1H, H-9b), 5.11 (dd, J = 7.6, 6.9 Hz, 1H, H-
3), 5.85-6.06 (M, 2H, H-7, H-8), 7.15-7.41 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN %3C (100 MHz, CDCls)
0 24.5 (C-6), 25.0 (C-9), 37.8 (C-9a), 43.3 (C-5a), 57.9 (C-3), 74.8 (C-2), 98.4 (C-9b), 125.9
(C-Ar), 126.7 (C-7), 127.7 (C-Ar), 128.1 (C-8), 128.9 (C-Ar), 139.8 (C-Ar), 181.9 (C=0)
ppm. HRMS (FAB™): calculado para CisH1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado m/z
256.1343.
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4.11.2. (3R,5aR,9aS,9bR)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-

5(5aH)-ona 58b.

Sélido blanco. p.f. 82-83 °C. [0]%b = ~102.73 (¢ = 1.0, CHCls). RMN H (400 MHz,
CDCls) 6 1.92-2.15 (m, 2H, H-9), 2.15-2.27 (m, 1H, H-6), 2.49-2.60 (m, 1H, H-6), 2.78-2.90
(m, 1H, H-9a), 3.15 (ddd, J = 8.1, 8.0, 2.8 Hz, 1H, H-5a), 3.98 (dd, J = 8.7, 6.6 Hz, 1H, H-
2), 453 (dd, J = 8.7, 7.2 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 7.2, 6.6 Hz, 1H, H-3), 5.51 (d, J = 5.4
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Hz, 1H, H-9b), 5.71-5.86 (m, 2H, H-7, H-8), 7.24-7.31 (m, 3H, H-Ar), 7.31-7.38 (m, 2H, H-
Ar) ppm. RMN 3C (100 MHz, CDCls) § 20.0 (C-6), 21.8 (C-9), 36.5 (C-9a), 42.5 (C-5a),
57.0 (C-3), 75.9 (C-2), 93.4 (C-9b), 125.8, 126.1 (2C), 127.9, 129.0, 139.5, 177.7 (C=0)
ppm. HRMS (FAB™): calculado para CisH1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado m/z
256.1343.

4.11.3. (3R,5aR,9aR,9bS)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-
5(5aH)-ona 58c.

Sélido blanco. p.f. 97-99 °C. [a]*°p = —255.47 (c = 1.0, CHCI3). RMN 'H (500 MHz,
CDCls) 6 2.06 (dddd, J = 13.5, 11.2, 6.3, 5.0 Hz, 1H, H-9a), 2.18-2.30 (m, 2H, H-9), 2.35-
2.52 (m, 2H, H-6), 2.72 (ddd, J = 13.3, 11.2, 5.4 Hz, 1H, H-5a), 4.02 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz,
1H, H-2), 4.54 (dd, J = 8.8, 7.0 Hz, 1H, H-2), 5.08 (dd, J = 7.0, 6.2 Hz, 1H, H-3), 5.27 (d, J
= 6.3 Hz, 1H, H-9b), 5.67-5.81 (m, 2H, H-7, H-8), 7.25-7.31 (m, 3H, H-Ar), 7.32-7.37 (m,
2H, H-Ar) ppm. RMN 3C (126 MHz, CDCls) § 25.7 (C-6), 28.3 (C-9), 45.5 (C-9a), 46.9 (C-
5a), 56.2 (C-3), 76.0 (C-2), 95.9 (C-9b), 126.1, 126.2, 126.7, 127.8, 128.9, 139.4, 176.2
(C=0) ppm. HRMS (FAB): calculado para C16H1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado
m/z 256.1343.

4.11.4. (3R,5aR,9aR,9bR)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-
5(5aH)-ona 58d.

Aceite transparente. [a]?°p = —20.87 (¢ = 1.0, CHCIl3). RMN H (400 MHz, CDCl3) ¢
2.15-2.62 (m, 6H, H-5a, H-6, H-9, H-9a), 3.83 (dd, J = 8.5, 6.4 Hz, 1H, H-2), 4.53 (dd, J =
8.5, 8.1 Hz, 1H, H-2), 5.03 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-9b), 5.14 (dd, J = 8.1, 6.4 Hz, 1H, H-3),
5.75-5.85 (m, 2H, H-7, H-8), 7.24-7.32 (m, 3H, H-Ar), 7.33-7.40 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN
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13C (100 MHz, CDCl3) 6 26.2 (C-6), 26.3 (C-9), 37.2 (C-9a), 41.9 (C-5a), 60.5 (C-3), 74.6
(C-2), 92.6 (C-9b), 125.9, 126.9, 127.4, 127.7, 129.0, 140.6, 184.2 (C=0O) ppm. HRMS
(FAB™): calculado para C16H1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado m/z 256.1343.
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4.12. (3aR,7aS)-2-((R)-2-Hidroxi-1-feniletil)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona
59.

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un agitador magnético bajo atmdsfera de
nitrégeno se adicionaron gota a gota 0.36 g, 0.49 mL (3.08 mmol) de EtsSiHy 1.31 g, 1.14
mL (9.25 mmol) de BF3:-OEt> a una disolucion que contenia 0.16 g (0.61 mmol) de
(3R,5aS,9aR,9bS)-58a en 5 mL de CHCl. seco. La mezcla de reaccidn se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se detuvo la
reaccion por la adicion de 10 mL de disolucion saturada de NaHCOs. La mezcla de reaccion
se extrajo con CH2Cl> (3 x 15 mL). Se combinaron los extractos organicos y se lavaron con
salmuera (1 x 5 mL) y se secaron sobre Na;SO4 anhidro. La mezcla se filtro y se concentro
bajo presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, usando
como eluyente AcOEt/Hexano (7:3) para obtener la (3aR,7aS)-2-((R)-2-hidroxi-1-feniletil)-
2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 59 (0.15 g, 94%) como un solido blanco. p.f. 109-
111 °C. [a]®°p = —207.70 (c = 1.0, MeOH). RMN H (400 MHz, CDCls) 6 1.56-1.70 (m,
1H, H-4), 1.98-2.12 (m, 1H, H-4), 2.23-2.52 (m, 3H, H-7, H-3a), 2.72 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz,
1H, H-3), 2.77 (ddd, J = 8.6, 7.6, 3.0 Hz, 1H, H-7a), 3.48 (dd, J = 9.5, 6.0 Hz, 1H, H-3), 3.93
(sa, 1H, OH), 4.02-4.17 (m, 2H, H-2"), 5.08 (dd, J = 8.4, 5.3 Hz, 1H, H-1"), 5.62-5.70 (m,
1H, H-5), 5.70-5.80 (m, 1H, H-6), 7.20-7.37 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN 23C (100 MHz,
CDCls) 0 22.1 (C-7), 25.8 (C-4), 29.4 (C-3a), 40.4 (C-7a), 50.8 (C-3), 59.3 (C-1"), 62.5 (C-
2%), 125.4 (C-6), 126.1 (C-5), 127.6 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 137.1 (C-Ar), 177.9
(C=0) ppm. HRMS (CI"): calculado para C16H20NO2 [M+H]" m/z 258.1494; encontrado m/z
258.1493.
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4.13. (3aR,7aS)-2-((R)-2-Cloro-1-feniletil)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona
60.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador y bajo
atmosfera de nitrogeno, se adicion6 gota a gota 0.124 g, 0.076 mL (1.04 mmol) de SOCI; a
una disolucion que contenia 0.135 g (0.52 mmol) de (3aR,7aS)-2-(1R)-59 en 6 mL de THF
anhidro a 0 °C y se dejo en agitacion por 15 minutos La mezcla de reaccion se calentd en un
bafio de aceite a temperatura de reflujo de THF durantel.5 horas. La reaccién se finalizoé al
agregar 2 mL de una disolucion saturada de NaHCOs3 y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL).
Se combinaron las fases orgénicas, se secaron sobre Na>SOg, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, empleando
como eluyente AcOEt/Hexano (3:7) para aislar la ((3aR,7aS)-2-((R)-2-cloro-1-feniletil)-
2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 60 (0.138 g, 95%) como un sélido blanco. p.f.
110-112 °C. [a]*p =-120.33 (c = 1.0, CHCIl3s). RMN *H (400 MHz, CDCls) 6 1.47-1.60 (m,
1H, H-4), 1.93-2.09 (m, 1H, H-4), 2.21-2.36 (m, 1H, H-7), 2.38-2.55 (m, 2H, H-7, H-3a),
2.68-2.80 (m, 2H, H-3, H-7a), 3.49 (dd, J =9.1, 5.9 Hz, 1H, H-3), 3.99 (dd, J = 11.4, 5.8 Hz,
1H, H-2), 4.06 (dd, J = 11.4, 9.7 Hz, 1H, H-2"), 5.46 (dd, J = 9.7, 5.8 Hz, 1H, H-1"), 5.57-
5.67 (m, 1H, H-5), 5.68-5.78 (m, 1H, H-6), 7.21-7.43 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN 13C (100
MHz, CDCls) 6 22.0 (C-7), 25.6 (C-4), 29.3 (C-3a), 39.8 (C-7a), 43.1 (C-2"), 48.7 (C-3), 56.2
(C-17), 125.1 (C-6), 126.0 (C-5), 127.4 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 136.8 (C-Ar),
176.9 (C=0) ppm. HRMS (FAB™): calculado para CisH1sCINO [M+H]" m/z 276.1155;
encontrado m/z 276.1155.




4.14. (3aR,7aS)-2,3,3a,4,7,7a-Hexahidro-1H-isoindol-1-ona 63.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador se
colocaron 0.06 g (0.39 mmol) de DBU a una disolucion que contenia 0.09 g (0.32 mmol) de
(3aR,7aS)-2-(1R)-60 en 2 mL de PhMe. La mezcla de reaccidn se calento en un bafio de aceite
a 90 °C durante 1.5 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se dejo enfriar y el
disolvente se evapor6 bajo presion reducida. El sélido resultante se disolvié en 3 mL de H20
y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL). Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre
Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida para obtener un aceite
transparente. Posteriormente, en un matraz de 50 mL provisto de un agitador magnético y un
condensador, se disolvié el aceite en 4 mL de THF y 1mL de 1.0 N HCI. La mezcla de
reaccion se calentd en un bafio de aceite a temperatura de reflujo de THF durante 2 horas.
Después se dejé enfriar, y el disolvente se elimind bajo presion reducida. Asi, el residuo
resultante se purificd por cromatografia en columna, utilizando como eluyente AcOEt para
aislar (3aR,7aS)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 63 (0.043 g, 95%) como un
sélido blanco. p.f. 112-114 °C. [a]*°0 =—29.10 (c = 1.0, CHCI3). RMN 'H (500 MHz, CDCls)
0 1.84-1.98 (m, 1H, ciclohexeno-CHy), 2.16-2.34 (m, 2H, ciclohexeno-CHy), 2.38-2.49 (m,
1H, ciclohexeno-CHy), 2.52-2.64 (m, 2H, H-3a, H-7a), 3.00 (dd, J = 9.5, 2.6 Hz, 1H, H-3),
3.49 (dd, J = 9.5, 5.8 Hz, 1H, H-3), 5.65-5.86 (m, 2H, H-5, H-6), 6.60 (sa, 1H, NH) ppm.
RMN 13C (126 MHz, CDCls) 6 21.8 (C-7), 25.9 (C-4), 31.6 (C-3a), 38.9 (C-7a), 47.8 (C-3),
125.6 (C-6), 126.0 (C-5), 180.6 (C=0) ppm. HRMS (FAB™): calculado para CgH12NO
[M+H]* m/z 138.0919; encontrado m/z 138.0909.




4.15. (3aR,5R,6S,7aS)-5,6-Dihidroxioctahidro-1H-isoindol-1-ona 43.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético se le adicionaron 0.055 g
(0.47 mmol) de NMO a una disolucion que contiene 0.043 g (0.31 mmol) de (3aR,7aS)-63
en una mezcla de 4 mL THF/H0 (1:1). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion por 10
minutos, y se enfrid a 0 °C, entonces se agregaron 2.4 mg, 0.24 mL, 0.04 M de OsO4 (0.0094
mmol) gota a gota por 15 minutos. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion durante 4 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciond 0.051 g (0.4 mmol) de Na>SO3z y se dejo6
en agitacion por 1 hora. Después, se filtrd y se concentr6 la mezcla de reaccion a presion
reducida, y el residuo resultante fue purificado por recristalizacion por evaporacion
(Hexano/MeOH), obteniendo (3aR,5R,6S,7aS)-5,6-dihidroxioctahidro-1H-isoindol-1-ona
43. (0.064 g, 80%) como un solido cristalino. p.f. 186-187 °C (decomp.). [0]*°o = —34.66 (c
= 1.0, MeOH). RMN 'H (600 MHz, CDs0OD) ¢ 1.47 (ddd, J = 14.2, 9.9, 2.6 Hz, 1H,
Ciclohexeno-CHy), 1.84-2.07 (m, 3H, Ciclohexeno-CHy), 2.54-2.67 (m, 2H, H-3a, H-7a),
2.92 (dd, J =9.9, 1.3 Hz, 1H, H-3), 3.42 (dd, J = 9.9, 6.0 Hz, 1H, H-3), 3.48 (ddd, J = 10.7,
4.8, 2.4 Hz, 1H, H-5), 3.85 (ddd, J = 4.8, 2.2, 2.2 Hz, 1H, H-6) ppm. RMN 3C (151 MHz,
CD30D) ¢ 26.1 (C-4), 31.5 (C-3a), 33.3 (C-7), 41.8 (C-7a), 46.9 (C-3), 69.5 (C-5), 69.8 (C-
6), 181.2 (C=0) ppm. HRMS (FAB®): calculado para CsH1sNOs [M+H]" m/z 172.0974;
encontrado m/z 172.0944.

4.16. 3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-onas 64a-d.

En un matraz redondo de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador
se agregaron 0.092 g (0.67 mmol) de (S)-fenilglicinol a una disolucion que contenia 0.21 ¢
(1.34 mmol) de (£)-3-hidroxihexanohidroisobenzofuran-1(3H)-ona 44 en 12 mL de PhMe.
La mezcla de reaccion se calento en un bafio de aceite a 60 °C durante 18 horas. Transcurrido
el tiempo de reaccion, la mezcla se dejo enfriar y se concentrd bajo presion reducida.

Mediante el anlisis de espectroscopia de *H RMN del crudo de reaccion, se determind que
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la mezcla de reaccion tenia cuatro diasteredomeros 64a-d con un radio diastereoisomérico de
8:3:1:1, respectivamente. Posteriormente, se purificé el crudo de reaccion por cromatografia
en columna, utilizando como eluyente AcOEt/Hexano (85:15) hasta AcOEt/Hexano (7:3),
obteniendo cuatro y-lactamas triciclicas (desde la menos polar hasta la mas polar): 64d, 64b,
64cy 64a (0.153 g, 88%).
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4.16.1. (3S,5aR,9aS,9bR)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 64a.

Aceite amarillo. [0]*p = +133.3 (¢ = 1.0, MeOH). RMN H (500 MHz, CDCls) ¢
1.29-1.40 (m, 1H, ciclohexano-CHy>), 1.45-1.57 (m, 1H, ciclohexano-CHy), 1.57-1.80 (m, 5H,
ciclohexano-CHy), 1.97-2.0 (m, 1H, H-6), 2.42-2.50 (m, 1H, H-9a), 2.67 (ddd, J =9.06, 7.7,
6.4 Hz, 1H, H-5a), 3.89 (dd, J = 8.7, 6.6 Hz, 1H, H-2), 4.55 (dd, J = 8.7, 7.2 Hz, 1H, H-2),
5.09 (dd, J=7.0, 6.7 Hz, 1H, H-3), 5.15 (d, J = 4.3 Hz, 1H, H-9b), 7.23-7.32 (m, 3H, H-Ar),
7.32-7.40 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN 3C (126 MHz, CDClIs) 6 22.4 (ciclohexano-CH>), 23.3
(ciclohexano-CHy), 24.9 (ciclohexano-CH>), 26.5 (ciclohexano-CH), 39.3 (C-9a), 45.1 (C-
5a), 57.8 (C-3), 75.5 (C-2), 95.4 (C-9b), 125.9 (C-Ar), 127.8 (C-Ar), 129.0 (C-Ar), 139.9 (C-
Ar), 181.6 (C=0) ppm. HRMS (FAB*): calculado para C16H20NO2 [M+H]" m/z 258.1494;
encontrado m/z 258.1493.

4.16.2. (3S,5aS,9aR,9bS)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 64b.

Sélido blanco. p.f. 114-116 °C. [0]?% = +152.8 (¢ = 0.95, HCCl3). RMN H (500
MHz, CDCls) ¢ 1.03-1.19 (m, 2H, ciclohexano-CH), 1.22-1.30 (m, 1H, ciclohexano-CHy),
1.43 (dddd, J = 14.0, 12.8, 6.1, 4.6 Hz, 1H, H-6), 1.55-1.63 (m, 1H, ciclohexano-CH>), 1.69-
1.79 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 2.11-2.18 (m, 1H, H-6), 2.67 (dddd, J = 11.4, 6.0, 5.8, 5.3




Hz, 1H, H-9a), 2.97-3.02 (m, 1H, H-5a), 4.02 (dd, J = 8.7, 6.3 Hz, 1H, H-2), 4.55 (dd, J =
8.7, 7.1 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 6.6, 6.5 Hz, 1H, H-3), 5.49 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-9Db),
7.25-7.30 (m, 3H, H-Ar), 7.31-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN C (126 MHz, CDCls) § 22.5
(ciclohexano-CHy), 22.7 (ciclohexano-CH.), 22.9 (ciclohexano-CH.), 23.5 (ciclohexano-
CH>), 40.8 (C-9a), 44.2 (C-5a), 56.5 (C-3), 76.6 (C-2), 93.0 (C-9b), 126.2 (C-Ar), 127.9 (C-
Ar), 128.9 (C-Ar), 139.6 (C-Ar), 175.9 (C=0) ppm. HRMS (CI"): calculado para C16H20NO>
[M+H]* m/z 258.1494; encontrado m/z 258.1495.
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4.16.3. (3S,5aS,9aS,9bR)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 64c.

||II

Sélido blanco. p.f. 101-103 °C. [0]*p = +156.2 (¢ = 1.06, HCCl3). RMN *H (500
MHz, CDCls) § 1.17-1.47 (m, 4H, ciclohexano-CHy), 1.77 (dddd, J = 13.2, 11.9, 6.6, 3.2 Hz,
1H, H-9a), 1.82-1.89 (m, 2H, ciclohexano-CH), 2.09-2.16 (m, 2H, ciclohexano-CHz), 2.39
(ddd, J=12.9, 11.9, 3.3 Hz, 1H, H-5a), 4.0 (dd, J = 8.8, 6.0 Hz, 1H, H-2), 4.49 (dd, J = 8.8,
6.9 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 6.29, 6.33 Hz, 1H, H-3), 5.19 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-9b), 7.24-
7.29 (m, 3H, H-Ar), 7.31-7.36 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN %3C (126 MHz, CDCls) § 25.3
(ciclohexano-CHy), 25.4 (ciclohexano-CH), 25.7 (ciclohexano-CH.), 28.0 (ciclohexano-
CH>), 49.5 (C-9a), 52.0 (C-5a), 56.2 (C-3), 75.9 (C-2), 95.4 (C-9b), 126.2 (C-Ar), 127.8 (C-
Ar), 128.9 (C-Ar), 139.6 (C-Ar), 176.5 (C=0) ppm. HRMS (CI*): calculado para C16H20NO>
[M+H]* m/z 258.1494; encontrado m/z 258.1508.
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4.16.4. (3S,5aS,9aS,9bS)-3-Feniloctahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-ona 64d.

Aceite transparente. [a]?’p = +134.7 (¢ = 1.18, CHCI3). RMN *H (500 MHz, CDCls)
0 1.22-1.41 (m, 3H, ciclohexano-CHy), 1.43-1.54 (m, 1H, ciclohexano-CH2), 1.86-1.97 (m,




2H, ciclohexano-CH>), 1.98-2.06 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 2.13 (ddd, J = 11.6, 11.4, 3.2
Hz, 1H, H-5a), 2.21-2.28 (m, 1H, H-9a), 3.81 (dd, J = 8.5, 6.4 Hz, 1H, H-2), 4.50 (dd, J =
8.3, 8.2 Hz, 1H, H-2), 4.93 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-9b), 5.09 (dd, J = 7.4, 6.9 Hz, 1H, H-3),
7.25-7.30 (m, 3H, H-Ar), 7.33-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN 13C (126 MHz, CDCls) 6 25.9
(ciclohexano-CH), 26.2 (2C, ciclohexano-CH), 26.4 (ciclohexano-CHz), 41.5 (C-9a), 45.7
(C-5a), 60.4 (C-3), 74.8 (C-2), 93.0 (C-9b), 126.0 (C-Ar), 127.7 (C-Ar), 128.9 (C-Ar), 140.8
(C-Ar), 184.6 (C=0) ppm. HRMS (CI™): calculado para C16H20NO2 [M+H]" m/z 258.1494;
encontrado m/z 258.1508.
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4.17. (3aS,7aR)-2-((S)-2-Hidroxi-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 65.

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un agitador magnético bajo atmdsfera de
nitrégeno se adicionaron gota a gota 0.46 g, 0.63 mL (3.99 mmol) de EtsSiHy 1.70 g, 1.5
mL (11.99 mmol) de BFs'OEt, a una disolucion que contenia 0.2 g (0.79 mmol) de
(3S,5aR,9aS,9bR)-64a en 5 mL de CH2Cl, seco. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se detuvo la
reaccion por la adicion de 10 mL de disolucion saturada de NaHCOs. La mezcla de reaccion
se extrajo con CH2Cl> (3 x 15 mL). Se combinaron los extractos organicos y se lavaron con
salmuera (1 x 5 mL) y se secaron sobre Na,SO4 anhidro. La mezcla se filtrd y se concentr6
bajo presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, usando
como eluyente ACcOEt/Hexano (7:3) para obtener (3aS,7aR)-2-((S)-2-hidroxi-1-
feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 65 (0.169 g, 82%) como un solido blanco. p.f. 93-
95 °C. [a]*% = +138.3 (¢ = 1.0, MeOH). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 6 ‘0.98-1.10 (m, 1H,
ciclohexano-CHy), 1.11-1.27 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 1.45-1.61 (m, 4H, ciclohexano-
CHy), 1.98-2.05 (m, 1H, ciclohexano-CHy), 2.28 (ddddd, J =12.5, 6.1, 6.09, 3.0, 2.9 Hz, 1H,
H-3a), 2.60 (ddd, J = 6.5, 6.2, 4.1 Hz, 1H, H-7a), 2.65 (dd, J = 9.6, 2.3 Hz, 1H, H-3), 3.36
(dd, J = 9.5, 5.8 Hz, 1H, H-3), 3.94-5.09 (m, 1H, OH), 3.94-5.09 (m, 1H, H-2), 3.94-5.09
(m, 1H, H-2"), 5.02-5.09 (m, 1H, H-17), 7.22-7.26 (m, 2H, H-Ar), 7.27-7.31 (m, 1H, H-Ar),




7.32-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN 3C (100 MHz, CDClIs) ¢ 23.0 (ciclohexano-CH>), 23.5
(ciclohexano-CHy>), 23.7 (ciclohexano-CHy), 27.8 (ciclohexano-CHy), 32.7 (C-3a), 42.7 (C-
7a), 49.8 (C-3), 59.7 (C-17), 62.7 (C-2), 127.7 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 137.3
(C-Ar), 177.5 (C=0) ppm. HRMS (FAB): calculado para C16H22NO2 [M+H]" m/z 260.1651;
encontrado m/z 260.1551.
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4.18. (3aS,7aR)-2-((S)-2-Cloro-1-feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 66.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador y bajo
atmosfera de nitrogeno, se adiciono gota a gota 0.12 g, 0.07 mL (0.9 mmol) de SOCI; a una
disolucién que contenia 0.128 g (0.49 mmol) de (3aS,7aR)-2-(1S)-65 en 6 mL de THF
anhidro a 0 °C y se dejé en agitacion por 15 minutos. La mezcla de reaccion se calent6 a
temperatura de reflujo de THF en bafio de aceite durante 1.5 horas. La reaccion se finalizé al
agregar 2 mL de una disolucion saturada de NaHCOs y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL).
Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na>SOs, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna, empleando
como eluyente AcOEt/Hexano (3:7) para asilar la (3aS,7aR)-2-((S)-2-cloro-1-
feniletil)octahidro-1H-isoindol-1-ona 66 (0.132 g, 96%) como un solido blanco. p.f. 103-
105 °C. [0]*p = -129.7 (¢ = 1.0, MeOH). RMN H (400 MHz, CDCls) ¢ 0.88-1.01 (m, 1H,
ciclohexano-CHy), 1.12-1.23 (m, 2H, ciclohexano-CHy), 1.43-1.60 (m, 4H, ciclohexano-
CHy), 1.98-2.09 (m, 1H, ciclohexano-CHy), 2.24-2.35 (m, 1H, H-3a), 2.58 (ddd, J = 6.5, 6.4,
3.8 Hz, 1H, H-7a), 2.67 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H, H-3), 3.37 (dd, J = 9.1, 5.8 Hz, 1H, H-3),
3.97 (dd, J=11.4,5.8 Hz, 1H, H-2"), 4.07 (dd, J = 11.4, 9.8 Hz, 1H, H-2"), 5.45 (dd, J = 9.7,
5.8 Hz, 1H, H-1"), 7.27-7.40 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN %3C (100 MHz, CDCl3) § 23.0
(ciclohexano-CHy), 23.4 (ciclohexano-CHy), 23.7 (ciclohexano-CHy), 27.8 (ciclohexano-
CHy), 32.6 (C-3a), 42.1 (C-7a), 43.2 (C-2"), 47.6 (C-3), 56.3 (C-17), 127.5 (C-Ar), 128.3 (C-
Ar), 128.9 (C-Ar), 137.0 (C-Ar), 176.4 (C=0) ppm. HRMS (FAB"): calculado para
C16H21CINO [M+H]* m/z 278.1312; encontrado m/z 278.1307.
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4.19. (3aS,7aR)-Octahidro-1H-isoindol-1-ona 44.

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador se
colocaron 0.085 g (0.75 mmol) de t-BuOK a una disolucién que contenia 0.105 g (0.37 mmol)
de (3aS,7aR)-2-(1S)-66 en 2 mL de t-BuOH. La mezcla de reaccion se calent6 en un bafio de
aceite a temperatura de reflujo de t-BuOH durante 2.5 horas. Transcurrido el tiempo de
reaccion, la mezcla se dejo enfriar y el disolvente se evaporo bajo presién reducida. El sélido
resultante se disolvio en 3 mL de H2O y se extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL). Se combinaron
las fases organicas, se secaron sobre Na.SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron bajo
presion reducida para obtener un aceite transparente. Posteriormente, en un matraz de 50 mL
provisto de un agitador magnético y un condensador, se disolvio el aceite en 4 mL de THF y
1mL de 1.0 N HCI. La mezcla de reaccién se calentd en un bafio de aceite a temperatura de
reflujo de THF durante 2 horas. Después se dejo enfriar, y el disolvente se elimind bajo
presion reducida. Asi, el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna,
utilizando como eluyente AcOEt para aislar (3aS,7aR)-octahidro-1H-isoindol-1-ona 44
(0.046 g, 92%) como un solido blanco. p.f. 98-99 °C. [a]*’p = -24.92 (c = 1.0, CHCI3). RMN
'H (500 MHz, CDCls) 6 1.18-1.39 (m, 3H, ciclohexano-CH,), 1.45-1.63 (m, 3H,
ciclohexano-CHy), 1.66-1.75 (m, 1H, ciclohexano-CH2), 1.96-2.04 (m, 1H, ciclohexano-
CHy), 2.35-2.47 (m, 2H, H-3a, H-7a), 2.95 (ddd, J = 9.4, 1.8, 1.7 Hz, 1H, H-3), 3.37 (dd, J =
9.5, 5.7 Hz, 1H, H-3), 6.74 (sa, 1H, NH) ppm. RMN 3C (126 MHz, CDCl3) § 23.1
(ciclohexano-CHz), 23.3 (ciclohexano-CHyz), 23.8 (ciclohexano-CHy), 27.9 (ciclohexano-
CH?2), 35.0 (C-3a), 41.2 (C-7a), 46.5 (C-3), 180.0 (C=0) ppm. HRMS (FAB™"): calculado para
CsH14NO [M+H]" m/z 140.1075; encontrado m/z 140.1053.




4.20. 3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-onas 67a-d.

En un matraz redondo de 25 mL provisto de un agitador magnético y un condensador
se agregaron 0.094 g (0.69 mmol) de (S)-Fenilglicinol a una disolucién que contenia 0.2 g
(1.38 mmol) de (z)-3-hidroxi-3a,4,7,7a-tetrahidroisobenzofuran-1(3H)-ona 56 en 12 mL de
PhMe. La mezcla de reaccion se calentd a 60 °C durante 18 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion, la mezcla se dejé enfriar y se concentrd bajo presion reducida. Mediante el anélisis
de espectroscopia de *H RMN del crudo de reaccion, se determind que la mezcla de reaccion
tenia cuatro diasteredbmeros 67a-d con un radio diastereoisomérico de 3:1:1:1,
respectivamente. Posteriormente, se purifico el crudo de reaccion por cromatografia en
columna, utilizando como eluyente AcOEt/Hexano (85:15) hasta AcOEt/Hexano (7:3),
obteniendo cuatro y-lactamas triciclicas (desde la menos polar hasta la mas polar): 67d, 67D,
67cy 67a (0.143 g, 81%).
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4.20.1. (3S,5aR,9aS,9bR)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-
5(5aH)-ona 67a.

Aceite transparente. [a]?% = +39.96 (c = 0.96, CHCls). RMN H (500 MHz, CDCls)
§ 2.27-2.35 (m, 2H, H-9), 2.36-2.43 (m, 2H, H-6), 2.71 (dddd, J = 9.5, 6.7, 3.5, 3.4 Hz, 1H,
H-9a), 2.96 (ddd, J = 9.4, 7.7, 5.8 Hz, 1H, H-5a), 3.80 (dd, J = 8.7, 6.9 Hz, 1H, H-2), 4.54
(dd, J=8.7, 7.6 Hz, 1H, H-2), 4.90 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H-9b), 5.11 (dd, J = 7.2, 7.0 Hz, 1H,
H-3), 5.90-6.02 (m, 2H, H-7, H-8), 7.20-7.36 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN 23C (126 MHz,
CDCls3) 6 24.6 (C-6), 25.1 (C-9), 37.8 (C-9a), 43.3 (C-5a), 58.0 (C-3), 74.8 (C-2), 98.4 (C-
9b), 125.9 (C-Ar), 126.7 (C-7), 127.8 (C-Ar), 128.1 (C-8), 129.0 (C-Ar), 139.8 (C-Ar), 182.0
(C=0) ppm. HRMS (FAB): calculado para C1sH1sNO2 [M+H]* m/z 256.1338; encontrado
m/z 256.1328.




4.20.2. (3S,5aS,9aR,9bS)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-
ona 67b.

Sélido blanco. p.f. 82-83 °C. [0]®p = +104.3 (¢ = 0.98, CHCl3). RMN *H (500 MHz,
CDCl3) 6 1.94-2.05 (m, 1H, H-9), 2.05-2.13 (m, 1H, H-9), 2.16-2.25 (m, 1H, H-6), 2.51-
2.59 (m, 1H, H-6), 2.81-2.88 (m, 1H, H-9a), 3.15 (ddd, J = 8.2, 8.1, 2.8 Hz, 1H, H-5a), 3.98
(dd, J=8.7, 6.6 Hz, 1H, H-2), 4.53 (dd, J = 8.7, 7.2 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J = 7.2, 7.1 Hz,
1H, H-3), 5.51 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H-9b), 5.74-5.83 (m, 2H, H-7, H-8), 7.25-7.30 (m, 3H, H-
Ar), 7.32-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN %3C (126 MHz, CDClIs) 6 20.0 (C-6), 21.9 (C-9),
36.6 (C-9a), 42.6 (C-5a), 57.0 (C-3), 75.9 (C-2), 93.5 (C-9b), 125.9, 126.2 (2C), 127.9, 129.0,
139.6, 177.8 (C=0) ppm. HRMS (FAB™): calculado para C16H1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338;
encontrado m/z 256.1324.
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4.20.3. (3S,5aS,9aS,9bR)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-5(5aH)-
ona 67c.

Solido blanco. p.f. 100-102 °C. [a]*%b = +264.18 (¢ = 1.04, CHCI3). RMN H (500
MHz, CDCl3) 6 2.01-2.10 (m, 1H, H-9a), 2.18-2.30 (m, 2H, H-9), 2.37-2.52 (m, 2H, H-6),
2.72 (ddd, J =13.1, 11.2, 5.4 Hz, 1H, H-5a), 4.02 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz, 1H, H-2), 4.54 (dd, J
=8.8, 7.0 Hz, 1H, H-2), 5.08 (dd, J = 6.8, 6.7 Hz, 1H, H-3), 5.27 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H-9Db),
5.70-5.80 (m, 2H, H-7, H-8), 7.25-7.30 (m, 3H, H-Ar), 7.32-7.37 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN
13C (126 MHz, CDCls) § 25.8 (C-6), 28.3 (C-9), 45.6 (C-9a), 47.0 (C-5a), 56.3 (C-3), 76.0
(C-2), 95.9 (C-9b), 126.2, 126.2, 126.7, 127.9, 128.9, 139.4, 176.3 (C=0) ppm. HRMS
(FAB™): calculado para C16H1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado m/z 256.1345.
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4.20.4. (3R,5aR,9aR,9bR)-3-Fenil-2,3,6,9,9a,9b-hexahidrooxazolo[2,3-a]isoindol-
5(5aH)-ona 67d.

I

Aceite transparente. [a]?°> = +20.98 (c = 0.74, CHCI3). RMN *H (600 MHz, CDCl3)
6 2.17-2.59 (m, 6H, H-5a, H-6, H-9, H-9a), 3.83 (dd, J = 8.5, 6.4 Hz, 1H, H-2), 4.53 (dd, J =
8.5, 8.4Hz, 1H, H-2), 5.02 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-9b), 5.14 (dd, J = 7.5, 7.4 Hz, 1H, H-3),
5.76-5.84 (m, 2H, H-7, H-8), 7.26-7.31 (m, 3H, H-Ar), 7.34-7.38 (m, 2H, H-Ar) ppm. RMN
13C (151 MHz, CDCls) ¢ 26.3 (C-6), 26.4 (C-9), 37.2 (C-9a), 41.9 (C-5a), 60.5 (C-3), 74.7
(C-2), 92.6 (C-9b), 125.9, 126.9, 127.5, 127.7, 129.0, 140.6, 184.2 (C=0) ppm. HRMS
(FAB™): calculado para C16H1sNO2 [M+H]" m/z 256.1338; encontrado m/z 256.1324.
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4.21. (3aS,7aR)-2-((S)-2-Hidroxi-1-feniletil)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona
68.

En un matraz redondo de 100 mL provisto de un agitador magnético bajo atmosfera
de nitrégeno se adicionaron gota a gota 0.93 g, 1.28 mL (8.02 mmol) de EtsSiH y 3.41 g, 2.9
mL (24.08 mmol) de BFs'OEt, a una disolucion que contenia 0.41 g (1.6 mmol) de
(3S,5aR,9aS,9bR)-67a en 20 mL de CHCl> seco. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
a temperatura ambiente durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se detuvo la
reaccion por la adicion de 15 mL de disolucion saturada de NaHCOs. La mezcla de reaccion
se extrajo con CH2Cl> (3 x 20 mL). Se combinaron los extractos organicos y se lavaron con
salmuera (1 x 5 mL) y se secaron sobre Na,SO4 anhidro. La mezcla se filtrd y se concentro
bajo presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna, usando
como eluyente AcOEt/Hexano (7:3) para obtener la (3aS,7aR)-2-((S)-2-hidroxi-1-feniletil)-
2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 68 (0.398 g, 96%) como un sélido blanco. p.f.
111-112 °C. [a]*®°p = +148.3 (c = 1.04, MeOH). RMN H (600 MHz, CDCls3) 6 1.60-1.68
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(m, 1H, H-4), 2.01-2.123(m, 1H, H-4), 2.24-2.33 (m, 1H, H-3a), 2.40-2.52 (m, 2H, H-7),
2.67-2.74 (m, 1H, H-3), 2.75-2.81 (m, 1H, H-7a), 3.47 (dd, J = 9.5, 6.0 Hz, 1H, H-3), 3.93
(sa, 1H, OH), 4.03-4.15 (m, 2H, H-2"), 5.00-5.09 (m, 1H, H-17), 5.63-5.70 (m, 1H, H-5),
5.73-5.80 (m, 1H, H-6), 7.20-7.36 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN 3C (151 MHz, CDCl3) § 22.0
(C-7), 25.7 (C-4), 29.3 (C-3a), 40.4 (C-7a), 51.0 (C-3), 59.6 (C-1°), 62.6 (C-2°), 125.3 (C-6),
126.0 (C-5), 127.5 (C-Ar), 127.9 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 137.0 (C-Ar), 177.8 (C=0) ppm.
HRMS (CI"): calculado para C16H20NO2 [M+H]* m/z 258.1494; encontrado m/z 258.1479.
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4.22. (3aS,7aR)-2-((S)-2-Cloro-1-feniletil)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona
69.

En un matraz de 100 mL provisto de un agitador magnético y un condensador y bajo
atmosfera de nitrogeno, se adicion6 gota a gota 0.39 g, 0.23 mL (3.28 mmol) de SOCI, a una
disolucién que contenia 0.0.42 g (1.64 mmol) de (3aS,7aR)-2-(1S)-68 en 18 mL de THF
anhidro a 0 °C y se dej6 en agitacion por 15 minutos. La mezcla de reaccion se calentd en un
bafio de aceite a temperatura de reflujo de THF durantel.5 horas. La reaccién se finalizé al
agregar 5 mL de una disolucion saturada de NaHCOs y se extrajo con CH2Cl, (3 x 15 mL).
Se combinaron las fases organicas, se secaron sobre Na>SOs, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna, empleando
como eluyente AcOEt/Hexano (3:7) para aislar la ((3aS,7aR)-2-((S)-2-cloro-1-feniletil)-
2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 69 (0.42 g, 93%) como un so6lido blanco. p.f. 94-
95 °C. [a]?°% = +120.67 (¢ = 1.03, CHCI3). RMN 'H (600 MHz, CDCl3) 6 1.50-1.57 (m, 1H,
H-4), 1.98-2.07 (m, 1H, H-4), 2.24-2.33 (m, 1H, H-7), 2.43-2.54 (m, 2H, H-7, H-3a), 2.71-
2.78 (m, 2H, H-3, H-7a), 3.49 (dd, J = 9.1, 5.9 Hz, 1H, H-3), 3.99 (dd, J = 11.4, 5.7 Hz, 1H,
H-2"), 4.06 (dd, J = 11.4, 9.8 Hz, 1H, H-2"), 5.46 (dd, J = 9.7, 5.7 Hz, 1H, H-1"), 5.60-5.65
(m, 1H, H-5), 5.71-5.76 (m, 1H, H-6), 7.25-7.40 (m, 5H, H-Ar) ppm. RMN *3C (151 MHz,
CDCls) 0 21.9 (C-7), 25.6 (C-4), 29.3 (C-3a), 39.7 (C-7a), 43.0 (C-27), 48.6 (C-3), 56.1 (C-
17), 125.0 (C-6), 125.9 (C-5), 127.4 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.8 (C-Ar), 136.7 (C-Ar), 176.8




(C=0) ppm. HRMS (FAB™): calculado para C16H19CINO [M+H]* m/z 276.1155; encontrado
m/z 276.1155.
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4.23. (3aS,7aR)-2,3,3a,4,7,7a-Hexahidro-1H-isoindol-1-ona 71.

En un matraz de 100 mL provisto de un agitador magnético y un condensador se
colocaron 0.212 g (1.39 mmol) de DBU a una disolucién que contenia 0.32 g (1.16 mmol)
de (3aS,7aR)-2-(1S)-69 en 8 mL de PhMe. La mezcla de reaccion se calentd en un bafio de
aceite a 90 °C durante 2.5 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se dejo enfriar
y el disolvente se evaporo bajo presion reducida. El sélido resultante se disolvié en 5 mL de
H>0 y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Se combinaron las fases organicas, se secaron
sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida para obtener un
aceite transparente. Posteriormente, en un matraz de 25 mL provisto de un agitador
magnético y un condensador, se disolvio el aceite en 6 mL de THF y 2 mL de 1.0 N HCI. La
mezcla de reaccion se calentd en un bafio de aceite a temperatura de reflujo de THF durante
2 horas. Después se dejo enfriar, y el disolvente se elimind bajo presién reducida. Asi, el
residuo resultante se purificé por cromatografia en columna, utilizando como eluyente
AcOEt para aislar (3aS,7aR)-2,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona 71 (0.139 g, 87%)
como un solido blanco. p.f. 107-109 °C. [a]®p = +35.78 (c = 0.9, CHCIl3). RMN H (600
MHz, CDCl3) ¢ 1.85-1.95 (m, 1H, ciclohexeno-CHy>), 2.16-2.34 (m, 2H, ciclohexeno-CH>),
2.40-2.48 (m, 1H, ciclohexeno-CHy), 2.51-2.63 (m, 2H, H-3a, H-7a), 3.00 (dd, J = 9.5, 1.24
Hz, 1H, H-3), 3.49 (dd, J = 9.5, 5.8 Hz, 1H, H-3), 5.70-5.81 (m, 2H, H-5, H-6), 6.58 (sa, 1H,
NH) ppm. RMN *3C (151 MHz, CDCls) ¢ 21.9 (C-7), 26.0 (C-4), 31.8 (C-3a), 38.9 (C-7a),
47.8 (C-3), 125.7 (C-6), 126.2 (C-5), 180.6 (C=0) ppm. HRMS (FAB™): calculado para
CsH12NO [M+H]* m/z 138.0919; encontrado m/z 138.0915.




4.24. (3aS,5S,6R,7aR)-5,6-Dihidroxioctahidro-1H-isoindol-1-ona 45

En un matraz de 25 mL provisto de un agitador magnético se le adicionaron 0.157 g
(1.34 mmol) de NMO a una disolucién que contiene 0.123 g (0.898 mmol) de (3aS,7aR)-71
en una mezcla de 4 mL THF/H.0 (3:1). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion por 10
minutos, y se enfrié a 0 °C, entonces se agregaron 6.8 mg, 0.6 mL, 0.04 M de OsO4 (0.02
mmol) gota a gota por 15 minutos. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion durante 4 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adicion6 168 g (1.33 mmol) de Na>SOs y se dejo
en agitacion por 1 hora. Después, se filtrd y se concentr6 la mezcla de reaccion a presion
reducida, y el residuo resultante fue purificado por recristalizacién (Hexano/MeOH),
obteniendo (3aS,5S,6R,7aR)-5,6-dihidroxioctahidro-1H-isoindol-1-ona 45 (0.108 g, 71%)
como un sélido cristalino. p.f. 182-183 °C (descomp.). [0]?*°o = +35.77 (¢ = 1.0, MeOH).
RMN !H (600 MHz, CDs0D) ¢ 1.47 (ddd, J = 14.7, 9.6, 2.3 Hz, 1H, Ciclohexeno-CH),
1.87-2.02 (m, 3H, Ciclohexeno-CH>), 2.58-2.65 (m, 2H, H-3a, H-7a), 2.92 (dd, J = 9.8, 1.0
Hz, 1H, H-3), 3.42 (dd, J = 9.9, 5.5 Hz, 1H, H-3), 3.47 (ddd, J = 10.6, 4.5, 2.2 Hz, 1H, H-5),
3.84 (ddd, J = 4.9, 2.4, 2.4 Hz, 1H, H-6) ppm. RMN 13C (151 MHz, CDsOD) § 26.3 (C-4),
31.7 (C-3a), 33.4 (C-7), 41.9 (C-7a), 47.0 (C-3), 69.7 (C-5), 69.9 (C-6), 181.3 (C=0) ppm.
HRMS (FABY): calculado para CsH14aNO3 [M+H]" m/z 172.0974; encontrado m/z 172.0958.
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5. Apéendice Teorico

Informacion de I-TASSER sobre la construccion de la estructura 3D de la secuencia
consenso de los hongos del género Aspergillus (grupo I).

Tabla 12. Secuencia consenso del género Aspergillus (grupo I).

SGYRSVAYFVNWAIYGRNHNPQDLPIDQLTHVLYAFANVRPETGEVYMTDSWADIEKH

YPGDSWSDPGNNVYGCIKQMYLLKKKNRNLKVLLSIGGWTYSPNFAPAASTDAGRKNF
ADTSVKLLQDLGFDGLDIDWEYPENDQQANDFVLLLKEIRTALDSYSAANAGGQHFLLT
VASPAGPDKIKKLHLKDMDAQLDFWNLMAYDYAGSLFSSLTGHQANVYNDTSNPLSTP
FNTQTAIDLYLAGGVPANKIVLGMPLYGRSFANTDGLGKPYNGVGQGSWENGVWDYK

ALPQAGAEEHVMENIMASYSYDATNKRLISYDNPKVAQLKAGYIKKLGLGGAMWWES

SSDKTGTSDSLITTVVNAL

Tabla 13. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score
identidad 1° identidad 2° cobertura® normal®
1 2a3eA 0.93 0.92 0.99 3.33
2 1d2kA 0.68 0.68 0.99 5.09
3 3chcA 0.93 0.92 0.99 4
4 3g6l 0.55 0.56 0.99 1.75
5 30a5 0.26 0.29 0.96 1.29
6 3g6IA 0.56 0.56 0.99 3.89
7 30a5 0.24 0.29 0.98 1.93
8 1w9pA 0.92 0.92 0.99 7.5
9 3g6IA 0.56 0.56 0.99 3.41
10 1w9pA 0.93 0.92 0.99 5.23

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

c Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).

Tabla 14. Estructuras identificadas como anéalogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSDP Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad®
1 3chcA 0.989 0.51 0.926 0.995
2 1116A 0.983 0.72 0.678 0.992
3 3g6IA 0.982 0.7 0.562 0.992
4 1itxA 0.945 1.37 0.373 0.975
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5 lctn_ 0.935 1.56 0.326 0.973
6 3b9dA 0.934 1.55 0.321 0.97
7 5dezA2 0.933 1.64 0.329 0.973
8 1rd6A2 0.932 1.65 0.326 0.973
9 1kfwA 0.932 1.6 0.349 0.97
10 30a5A 0.906 2.02 0.256 0.962

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.

Tabla 15. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=1.50

Estimated TM-score = 0.92+0.06
Estimated RMSD = 3.6+2.5A

Informacién de I-TASSER sobre la construccion de la estructura 3D de la secuencia
consenso de los hongos del género Aspergillus (grupo I1).

Tabla 16. Secuencia consenso del género Aspergillus (grupo I1).

LQPNPAPTTDTNATIPAMSSGLKSVAYFVNWAIYGRNYNPQDIPADKLTHVLYAFANVR
PDSGEVYLSDTWSDIEKHYPTDSWNDVGTNVYGCVKQLFLLKQQNRKLKVLLSIGGWT
YSPNFAQAASTDAGRTKFAETATKLVTDLGFDGIDIDWEYPKDDTEAQNMVLLLQKCR
ETLDAAAGANRKFLLTIACPAGPANYTKLKLSQMTPYLDFYNLMAYDYAGSWDTVAG
HQANLYPSADKPASTPFSTNEAVNYYIQKGGVPSSKIILGMPLYGRAFTNTDGPGTAFSG
VGEGSWEQGVWDYKALPRPGATEYVDANLGASWSYDPTARTMVSYDTVAMGEMKLD
FITKHQLGGGMWWETSGDKGGKTANKADGSLIGTFVEGIGGV

Tabla 17. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score

identidad 1? identidad 2° cobertura® normal®
1 2a3eA 0.62 0.59 0.94 3.07
2 1d2kA 0.63 0.6 0.93 5.18
3 3chcA 0.62 0.59 0.94 3.82
4 396l 0.58 0.55 0.93 1.71
5 4txg 0.29 0.37 0.99 1.31
6 3g6IA 0.59 0.55 0.93 3.62
7 4dws 0.27 0.33 0.93 1.93
8 litxA 0.36 0.37 0.94 6.47
9 3g6IA 0.59 0.55 0.93 3.17
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| 10 | IwovA | 0.63 | 0.59 | 0.94 | 4.94

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

c Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).

Tabla 18. Estructuras identificadas como anéalogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSD® Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad®
1 3chcA 0.933 0.66 0.62 0.939
2 11178 0.925 0.56 0.634 0.931
3 3g6mA 0.923 0.65 0.584 0.931
4 lctn_ 0.916 1.71 0.307 0.959
5 3arpA 0.914 1.9 0.293 0.962
6 1rd6A2 0.914 1.69 0.306 0.956
7 5dezA2 0.904 1.78 0.295 0.949
8 LitxA 0.89 1.65 0.36 0.926
9 4txgA 0.875 2.5 0.27 0.941
10 4dwsA 0.87 2.45 0.267 0.939

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.

Tabla 19. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=0.98

Estimated TM-score = 0.85+0.08
Estimated RMSD = 4.7+3.1A

Informacién de I-TASSER sobre la construcciéon de la estructura 3D de la secuencia
consenso del grupo de hongos del género Cryptococcus.

Tabla 20. Secuencia consenso del género Cryptococcus.

FLAVLLLAAIVFLFAQTDFAFPSRPWKAVGEPLKGDEIEMNNPKRTVGYFVNWGIYGRK
FFPQNIPGQHLTHINYAFGNVKADSGEVVLSDTWADVEIHYDGDSWDEPPGTNLYGCFK
AIYLMKKQNRNLKVLLSIGGWSFSPNFAGIVHPAKWRSTFVQSAVKLVEDVGLDGLDID
YEYPKTPRDAEAYVDLLRELRQGLEQLAQSKGKPQGQYQLTVAAPCGWEQMQVLRVR
EMDQVLDFWNLMAYDFAGPSWDSVAGHQANLYSDKPDGQATDFSVDRSVRFYLEAG

GVHPTKLVIGLPVYGRAFANTKGIGSPFSGTGESAGGSWEAGMWDYKALPQPGTNAQE
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TNDHRLGASYSYDPAKRLLITYDTQAIAHQKASYIAYHGLGGAMWWELDSDKPEEQTG
QSLVRTVREALGGCAQLEWRENELDYPGSKYDNLRRRMEDE

Tabla 21. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score

identidad 1*° | identidad 2° cobertura® normal®
1 2a3eA 0.51 0.47 0.88 3.26
2 1d2kA 0.52 0.47 0.87 5.24
3 3chcA 0.52 0.47 0.88 3.9
4 1116 0.53 0.47 0.87 1.86
5 3g6l 0.43 0.4 0.87 1.28
6 2a3eA 0.52 0.47 0.88 3.93
7 2a3e 0.52 0.47 0.88 1.97
8 1w9pA 0.51 0.47 0.88 7.82
9 2a3eA 0.51 0.47 0.88 3.33
10 1WOVA 0.51 0.47 0.88 4.9

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

¢ Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).

Tabla 22. Estructuras identificadas como analogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSD® Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad®
1 3chcA 0.88 0.49 0.514 0.884
2 114D 0.872 0.62 0.52 0.877
3 3g6mA 0.859 0.77 0.443 0.868
4 4ixgA 0.79 2.89 0.226 0.859
5 1kfwA 0.787 2.37 0.326 0.837
6 LitxA 0.782 1.67 0.312 0.81
7 leibA 0.781 2.18 0.283 0.821
8 1rd6A2 0.779 1.99 0.299 0.814
9 3b9%eA2 0.778 1.88 0.272 0.812
10 5gztB 0.765 3.27 0.245 0.848

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.
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Tabla 23. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=0.16

Estimated TM-score = 0.73+0.11
Estimated RMSD = 6.7+4.0A

Informacion de I-TASSER sobre la construccion de la estructura 3D de la secuencia
consenso de humanos como resultado de una segunda busqueda en el servidor Web
NCBI a partir de la secuencia consenso de los hongos del género Aspergillus (grupo I).

Tabla 24. Secuencia consenso de humanos a partir del género de Aspergillus (grupo I).

SAAKLVCYFTNWAQYRQGEARFLPKDLDPSLCTHLIYAFAGMTNHQLSTTEWNDETLY
QEFNGLKKMNPKLKTLLAIGGWNFGTQKFTDMVATANNRQTFVNSAIRFLRKYSFDGL
DLDWEYPGSQGSPAVDKERFTTLVQDLANAFQQEAQTSGKERLLLSAAVPAGQTYVDA
GYEVDKIAQNLDFVNLMAYDFHGSWEKVTGHNSPLYKRQEESGAAASLNVDAAVQQW
LOQKGTPASKLILGMPTYGRSFTLASSSDTRVGAPATGSGTPGPFTKEGGMLAYYEVCSW
KGATKQRIQDQKVPYIFRDNQWVGFDDVESFKTKVSYLKQKGLGGAMVWALDLDDFA
GFSCNQGRYPLIQTLRQEL

Tabla 25. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score

identidad 1* | identidad 2° cobertura® normal®
1 11g0A 1 0.99 0.99 3.82
2 1vf8A 0.48 0.48 0.99 5.06
3 4wjxA 1 0.99 0.99 4.21
4 1vf8 0.48 0.48 0.99 1.78
5 1vf8 0.48 0.48 0.99 1.3
6 11g0A 1 0.99 0.99 4.23
7 3fxy 0.58 0.57 0.99 1.99
8 3fylA 0.58 0.57 0.99 9.15
9 11g0A 1 0.99 0.99 3.7
10 3fxyA 0.58 0.57 0.99 5.32

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

c Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).
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Tabla 26. Estructuras identificadas como analogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSD® Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad?
1 2ybuA 0.994 0.41 0.575 0.997
2 1vf8A 0.991 0.42 0.484 0.995
3 1hkkA 0.991 0.42 0.997 0.995
4 5wWupA 0.979 0.72 0.525 0.989
5 5wusA 0.97 0.85 0.475 0.984
6 1la7A 0.97 0.67 0.531 0.978
7 daylA 0.958 1.12 0.532 0.981
8 3warA 0.957 1.06 0.419 0.978
9 1ljyA 0.956 0.98 0.525 0.973
10 5y2aA 0.947 1.15 0.408 0.97

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.

Tabla 27. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=1.82

TM-score estimado = 0.97+0.05
RMSD estimado = 3.0+2.1A

Informacion de I-TASSER sobre la construccion de la estructura 3D de la secuencia
consenso de humanos como resultado de una segunda busqueda en el servidor Web
NCBI a partir de la secuencia consenso de los hongos del género Aspergillus (grupo I1).

Tabla 28. Secuencia consenso de humanos a partir del género de Aspergillus (grupo I1).

VKASQTGFVVLVLLQCCSAYKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHITYSFANIS
NDHIDTWEWNDVTLYGMLNTLKNRNPNLKTLLSVGGWNFGSQRFSKIASNTQSRRTFIK
SVPPFLRTHGFDGLDLAWLYPGRRDKQHFTTLIKEMKAEFIKEAQPGKKQLLLSAALSA
GKVTIDSSYDIAKISQHLDFISIMTYDFHGAWRGTTGHHSPLFRGQEDASPDRFSNTDYA
VGYMLRLGAPASKLVMGIPTFGRSFTLASSETGVGAPISGPGIPGRFTKEAGTLAYYEICD
FLRGATVHRILGQQVPYATKGNQWVGYDDQESVKSKVQYLKDRQLAGAMVWALDLD
DFQGSFCGQDLRFPLTNAIKDAL
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Tabla 29. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score

identidad 1* | identidad 2° cobertura® normal®
1 1ljyA 0.82 0.78 0.95 3.57
2 lowgA 0.83 0.79 0.95 5.36
3 4daylA 0.52 0.49 0.95 3.84
4 1vf8 0.47 0.45 0.95 1.76
5 3fxy 0.51 0.49 0.95 1.28
6 1ljyA 0.82 0.78 0.95 4.03
7 4ayl 0.52 0.49 0.94 1.92
8 3fylA 0.52 0.49 0.95 8.06
9 4aylA 0.52 0.49 0.95 3.58
10 4daylA 0.52 0.49 0.95 5.13

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

¢ Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).

Tabla 30. Estructuras identificadas como analogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSD® Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad®
1 SwupA 0.946 0.71 0.446 0.955
2 2ybuA 0.943 0.61 0.515 0.95
3 lowgA 0.941 0.57 0.835 0.947
4 1vf8A 0.938 0.69 0.469 0.947
5 1nwtA 0.939 0.92 1 0.95
6 1hkkA 0.938 0.61 0.549 0.944
7 5wusA 0.934 0.84 0.441 0.947
8 4daylA 0.934 0.95 0.518 0.95
9 3wWArA 0.915 1.05 0.365 0.934
10 5y29A 0.906 1.45 0.448 0.934

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.
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Tabla 31. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=0.22

TM-score estimado = 0.74+0.11
RMSD estimado = 6.2+3.8A

Informacién de I-TASSER sobre la construccion de la estructura 3D de la secuencia
consenso de humanos como resultado de una segunda busqueda en el servidor Web
NCBI a partir de la secuencia consenso de los hongos del género Cryptococcus.

Tabla 32. Secuencia consenso de humanos a partir del género de Cryptococcus.

MTKLILLTGLVLILNLQLGSAYQLTCYFTNWAQYRPGLGRFMPDNIDPCLCTHLIYAFAG
RONNEITTIEWNDVTLYQAFNGLKNKNSQLKTLLAIGGWNFGTAPFTAMVSTPENRQTFI
TSVIKFLRQYEFDGLDFDWEYPGSRGSPPQDKHLFTVLVQEMREAFEQEAKQINKPRLM
VTAAVAAGISNIQSGYEIPQLSQYLDYIHVMTYDLHGSWEGYTGENSPLYKYPTDTGSN
AYLNVDYVMNYWKDNGAPAEKLIVGFPTYGHNFILSNPSNTGIGAPTSGAGPAGPYAKE
SGIWAYYEICTFLKNGATQGWDAPQEVPYAYQGNVWVGYDNVKSFDIKAQWLKHNKF
GGAMVWAIDLDDFTGTFCNQGKFPLISTLKKALGLQSASCTAPAQPIEPITAAPSGS

Tabla 33. Plantillas utilizadas por I-TASSER.

Rango PDB hit Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Z-score

identidad 12 identidad 2° cobertura® normal®
1 3fxyA 0.99 0.92 0.92 3.46
2 3fxyA 0.99 0.92 0.92 5.23
3 3fylA 0.99 0.91 0.92 4.01
4 3fxy 0.99 0.92 0.92 1.88
5 3fxy 0.99 0.92 0.92 1.33
6 3fxyA 0.99 0.92 0.92 4.02
7 3fxy 0.99 0.92 0.92 2.04
8 3fylA 0.99 0.91 0.92 11.52
9 5wusA 0.47 0.43 0.91 3.53
10 3fxyA 0.99 0.92 0.92 5.22

a Porcentaje de identidad 1 de la secuencia consenso con cada plantilla.

b Porcentaje de identidad 2 de la secuencia consenso con todas las plantillas.

c Porcentaje de cobertura viene dado por el alineamiento del nimero de residuos divididos por la
longitud de la secuencia consenso.

¢ Z-score normal es el valor normalizado del Z-score con los alineamientos; un adecuado valor es
mayor 1 (mejor alineamiento).
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Tabla 34. Estructuras identificadas como analogos en PDB.

Rango PDB Hit TM-score? RMSD® Porcentaje de | Porcentaje de
conversion® identidad®
1 3fxyA 0.921 0.29 0.992 0.922
2 1vf8A 0.902 0.6 0.686 0.907
3 5wWupA 0.884 0.93 0.486 0.895
4 1hkjA 0.883 0.57 0.573 0.888
5 5wusA 0.875 1.07 0.468 0.888
6 1la7A 0.872 0.75 0.511 0.881
7 3wiarA 0.862 1.25 0.428 0.883
8 daylA 0.859 1.24 0.506 0.881
9 1ljyA 0.858 1.21 0.522 0.876
10 5y2aA 0.857 1.3 0.392 0.878

a TM-score es una medida global de la similitud estructural entre la secuencia consenso y la plantilla.
b RMSD es el alineamiento de los residuos por TM-align (conjunto de proteinas similares
estructuralmente a la secuencia consenso).

¢ Porcentaje de identidad de la secuencia estructuralmente alineada.

d Porcentaje de cobertura del alineamiento por TM-align que viene dado por el nimero de residuos
alineados estructuralmente dividido por la longitud de la secuencia consenso.

Tabla 35. EI mejor modelo predicho por I-TASSER.

Modelo 1

C-score=0.31

TM-score estimado = 0.75+0.10
RMSD estimado = 6.2+3.8A

Figura 30. Arbol filogenético de los hongos.
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Tabla 36. Resultados del docking rigido en AfChiB1 con los ligandos disefiados.

Ligando NUmero de Promedio de aLogP
poses MolDock score
encontradas (kcal/mol)
en cada
corrida
H O 2 -58.1533 1.08
N—H
3 -80.3685 -0.01
3 -65.4547 0.19
3 -64.8757 1.47
2 -81.255 0.41
3 -69.3732 0.62
3 -63.8972 1.83
3 -73.7296 0.77
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H O 2 -123.233 0.39
HO.,, B
NH
HO B OBn
° H =_ /
H O 4 -91.450875 -0.63
HO.,, N
NH
HO™ B OEt
H ~__/
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H O 4 -87.2996 -1.01
HO., H
HO i "_—/OMe
H O 4 -109.0805 -0.14
HO.,, N
o8
HO™ : %, oH
H O 4 -98.42235 -0.72
HO.,, N
o8
HO™ : %,/ OMe
Tabla 37. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 4 en el complejo de AfChiBL1.
Residuo ID Total EPair EElec (r > EElec (r <
4.5) 4.5)
Trp 384 -29.0818 -29.0818
Trp 137 -17.527 -17.527
Phe 76 -15.7162 -15.7162
Glu 177 -13.4926 -10.4461 -1.03823 -2.0083
Thr 138 -12.1323 -12.1323
Trp 52 -11.5397 -11.5397
Tyr 139 -10.8028 -10.8028
Asp 246 -10.0862 -9.50607 -1.5513 0.971138
Asp 175 -7.56112 -7.4445 -1.1953 1.07868
Gly 136 -7.5581 -7.5581
Met 243 -6.69166 -6.69166
Tyr 245 -5.18425 -5.18425
Tyr 48 -5.15289 -5.15289
Glu 322 -5.13877 -3.32816 -1.8106
Gly 135 -2.16696 -2.16696
Asp 385 -0.98667 0 -0.98667
Ala 217 -0.966115 | -0.966115
Tyr 299 -0.805855 | -0.805855
Tyr 178 -0.583219 | -0.583219
Met 382 -0.445702 | -0.445702
Arg 57 0.688037 0 0.688037

124



Tabla 38. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 5 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec(r<
4.5) 4.5)

Trp 384 -21.1793 -21.1793

Trp 137 -16.9929 -16.9929

Phe 76 -16.4578 -16.4578

Thr 138 -12.5796 -12.5796

Tyr 139 -10.6595 -10.6595

Glu 177 -9.84444 -8.02492 -1.06017 | -0.759355

Tyr 245 -9.51937 -9.51937

Trp 52 -9.02308 -9.02308

Asp 175 -8.15766 -7.43463 | -0.605857 | -0.117174

Gly 136 -8.05947 -8.05947

Asp 246 -5.27243 -4.97304 | -0.805846 | 0.506462

Tyr 48 -5.08551 -5.08551

Met 243 -4.63916 -4.63916

Gly 135 -1.55817 -1.55817

Glu 322 -1.35444 0 -1.35444

Ala 217 -0.905758 | -0.905758

Asp 385 -0.876229 0 -0.876229

Tyr 178 -0.830515 | -0.830515

Met 382 -0.510592 | -0.510592

Arg 57 0.6738 0 0.6738

Arg 301 0.851369 0 0.851369

Tabla 39. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 6 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Trp 384 -30.4486 -30.4486

Trp 137 -14.2574 -14.2574

Glu 177 -11.6066 -7.32135 -2.27611 -2.00913

Tyr 245 -9.5998 -9.5998

Asp 175 -7.64883 -6.82407 | -0.147902 | -0.676867

Phe 76 -6.20945 -6.20945

Glu 322 -5.79197 -3.9232 -1.52883 | -0.339936

Met 243 -5.30891 -5.30891

Trp 52 -5.26909 -5.26909

Asp 246 -5.03691 -4.49123 -1.57314 1.02746

Tyr 48 -4.86504 -4.86504

Gly 136 -3.86255 -3.86255

Asp 385 -1.68281 | -0.515937 | -1.16688

Thr 138 -1.31347 -1.31347
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Tyr 178 -0.793236 | -0.793236
Ala 217 -0.78956 -0.78956
Met 382 -0.496319 | -0.496319
Val 50 -0.443876 | -0.443876
Arg 57 -0.434485 | -0.434485
Arg 301 0.462819 0 0.462819

Tabla 40. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 7 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec(r<
4.5) 4.5)

Trp 384 -21.9013 -21.9013

Trp 137 -15.2879 -15.2879

Phe 76 -12.8413 -12.8413

Glu 177 -11.786 -8.28824 | -0.767571 | -2.73016

Thr 138 -11.0739 -11.0739

Tyr 139 -10.7439 -10.7439

Asp 246 -9.11196 -8.66937 -1.38043 0.937835

Tyr 245 -8.53967 -8.53967

Trp 52 -71.57687 -7.57687

Gly 136 -7.47833 -7.47833

Met 243 -5.47695 -5.47695

Asp 175 -4.74932 -4.12859 -2.43385 1.81312

Tyr 48 -3.25918 -3.25918

Gly 135 -2.10734 -2.10734

Glu 322 -1.23188 0 -1.23188

Asp 385 -0.910039 0 -0.910039

Tyr 178 -0.823499 | -0.823499

Ala 217 -0.528891 | -0.528891

Arg 57 0.637264 0 0.637264

Arg 301 0.833902 | -0.0258415 | 0.859744

Tabla 41. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 8 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec(r<
4.5) 4.5)
Trp 384 -21.4893 -21.4893
Trp 137 -16.645 -16.645
Phe 76 -15.6587 -15.6587
Thr 138 -12.798 -12.798
Tyr 139 -10.9705 -10.9705
Glu 177 -9.90266 -7.69997 -0.375085 -1.8276
Tyr 245 -9.82267 -9.82267
Trp 52 -8.83312 -8.83312
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Gly 136 -8.21529 -8.21529
Asp 175 -7.31786 -7.54054 1.31687 -1.09419
Met 243 -5.23135 -5.23135
Tyr 48 -5.03628 -5.03628
Asp 246 -3.58222 -4.36767 0.037445 0.748006
Gly 135 -1.47181 -1.47181
Ala 217 -0.85295 -0.85295
Tyr 178 -0.735283 | -0.735283
Met 382 -0.518115 | -0.518115

Tabla 42. Contribucién de los residuos de aminoéacidos de 4 en el complejo de CHIT1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)
Asp 213 -33.4181 -29.0185 -1.03325 -3.3664
Trp 99 -27.8759 -27.8759
Trp 358 -17.3255 -17.3255
Tyr 212 -14.6678 -14.6678
Met 210 -12.7853 -12.7853
Tyr 141 -11.3983 -11.3983
Tyr 267 -11.2183 -11.2183
Ala 186 -10.1261 -10.1261
Phe 214 -8.8203 -8.8203
Trp 218 -8.29445 -8.29445
Tyr 190 -6.65345 -6.65345
Glu 140 -5.85524 -3.43638 -2.51199 0.093123
Pro 185 -5.66524 -5.66524
Gly 187 -4.33288 -4.33288
Asp 138 -0.755269 | -0.364759 | -0.39051
Glu 219 -0.717877 0 -0.717877
Leu 241 -0.536074 | -0.536074
Met 300 -0.459899 | -0.459899
Leu 362 -0.31709 -0.31709
Lys 253 0.377347 0 0.377347
Lys 343 0.446324 0 0.446324

Tabla 43. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 5 en el complejo de CHITL.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Trp 99 -33.1063 -33.1063
Asp 213 -24.9518 -20.7377 -3.22875 | -0.985356
Trp 358 -15.4112 -15.4112
Tyr 267 -14.1911 -14.1911
Glu 140 -13.3553 -7.53858 -1.40943 -4.40728
Met 210 -12.1978 -12.1978
Tyr 141 -9.54924 -9.54924
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Tyr 212 -0.01046 | -9.01046

Pro 185 5.66591 | -5.66591

Ala 186 357854 | -3.57854

Val 184 141866 | -1.41866

Asp 138 -0.999762 | -0.14069 | -0.859072

Tyr 190 -0.011348 | -0.911348

Gly 187 -0.710759 | -0.710759

Leu 362 -0.63994 | -0.63994

Glu 297 -0.348929 - -0.347082
0.00184695

Lys 253 0.339007 0 0.339007

Lys 343 0.432074 0 0.432074

Arg 269 0.551869 0 0.551869

Met 300 1.99947 | 1.99947

Tabla 44. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 6 en el complejo de CHITL.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)
Trp 99 -22.4892 -22.4892
Asp 213 -20.8316 -17.4773 -1.90671 -1.44763
Trp 358 -18.8656 -18.8656
Tyr 212 -17.3011 -17.3011
Met 210 -13.5573 -13.5573
Tyr 267 -10.2605 -10.2605
Glu 140 -9.71609 -6.19552 -2.20811 -1.31246
Phe 214 -7.16865 -7.16865
Ala 186 -6.61337 -6.61337
Tyr 141 -5.63077 -5.63077
Pro 185 -5.15822 -5.15822
Gly 187 -3.28651 -3.28651
Tyr 190 -2.52143 -2.52143
Asp 138 -1.40696 | -0.509549 | -0.897406
Met 300 -1.30312 -1.30312
Glu 219 -0.616962 0 -0.616962
Lys 253 0.368472 0 0.368472
Lys 343 0.488932 0 0.488932
Arg 269 0.864277 0 0.864277

Tabla 45. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 7 en el complejo de CHITL.

Residuo

ID

Total

EPair

EElec (r >
4.5)

EElec (r <
4.5)
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Asp 213 -28.8588 -22.2599 | -0.683194 | -5.91573
Trp 99 -25.8435 -25.8435

Trp 358 -18.6255 -18.6255

Tyr 212 -17.2824 -17.2824

Met 210 -14.8065 -14.8065

Tyr 267 -11.3155 -11.3155

Glu 140 -8.65371 -4.8129 -1.2326 -2.60821
Pro 185 -4.89694 -4.89694

Tyr 141 -4.83949 -4.83949

Ala 186 -3.10926 -3.10926

Gly 187 -1.53145 -1.53145

Phe 214 -1.18177 -1.18177

Asp 138 -1.16051 | -0.263148 | -0.897366

Val 184 -1.05398 -1.05398

Met 300 -0.482245 | -0.482245

Tyr 190 -0.312125 | -0.312125

Glu 219 -0.300206 0 -0.300206

Lys 253 0.337956 0 0.337956

Arg 269 0.42259 -0.983544 1.92331 -0.517179
Lys 343 0.476754 0 0.476754

Tabla 46. Datos utilizados para la construccion del modelo.

Ligando Clsp MolDock score aL.ogP
Cafeina 469 -68.3453 -1.78
PTX 126 -129.992 -1

THP 1500 -67.5685 -1.22
Dicaffeine 4.8 -185.573 -1.26
DGU 500 -68.2 -1.05

3 520 -125.137 2.07

1 92.9 -154.145 3.13

2 51.8 -175.6 419

Tabla 47. Contribucion de los residuos de aminoacidos de Cafeina en el complejo de
AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair
Trp 137 -14.7543 -14.7543
Glu 177 -12.9188 -12.9188
Tyr 245 -11.7931 -11.7931
Trp 384 -10.2368 -10.2368
Asp 246 -7.67069 -7.67069
Met 243 -6.90224 -6.90224
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Asp 175 -4.06906 -4.06906
Phe 76 -2.28276 -2.28276
Gly 136 -1.30334 -1.30334
Tyr 178 -1.12867 -1.12867

Tabla 48. Contribucién de los residuos de aminoacidos de PTX en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec(r<
4.5) 4.5)

Trp 137 -19.4407 -19.4407

Trp 384 -12.4779 -12.4779

Glu 177 -11.847 -11.4025 1.68571 -2.1302

Asp 246 -11.7394 -12.2205 | -0.738627 1.21976

Met 243 -9.04744 -9.04744

Asp 175 -8.44357 -7.60456 | -0.574233 | -0.264776

Tyr 48 -7.31853 -7.31853

Arg 301 -5.1076 -3.90797 | -0.622204 | -0.577419

Phe 251 -3.82638 -3.82638

Tyr 245 -3.68348 -3.68348

Gly 136 -2.85439 -2.85439

Ala 217 -0.774556 | -0.774556

Met 382 -0.54296 -0.54296

Tyr 178 -0.454263 | -0.454263

Phe 76 0.355588 | 0.355588

Tabla 49. Contribucion de los residuos de aminoacidos de DGU en el complejo de AfChiB1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Trp 384 -13.0256 -13.0256

Trp 137 -9.42954 -9.42954

Glu 177 -8.57023 -9.06635 1.03895 -0.542824

Tyr 245 -6.31521 -6.31521

Met 243 -5.12098 -5.12098

Tyr 48 -4.24297 -4.24297

Asp 175 -3.97196 -4.21733 | -0.376202 | 0.621571

Phe 76 -3.24909 -3.24909

Asp 246 -1.65218 -1.37531 0.415706 | -0.692578

Gly 136 -0.899272 | -0.899272

Ala 217 -0.720333 | -0.720333

Tabla 50. Contribuciédn de los residuos de aminoacidos de TFL en el complejo de AfChiB1.
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Residuo ID Total EPair
Trp 137 -13.2897 -13.2897
Glu 177 -12.6916 -12.6916
Trp 384 -12.0463 -12.0463
Met 243 -7.21599 -7.21599
Asp 175 -6.70417 -6.70417
Tyr 245 -4,72696 -4.72696
Asp 246 -3.80021 -3.80021
Tyr 48 -3.72834 -3.72834
Gly 136 -3.36767 -3.36767
Phe 76 -2.97139 -2.97139
Ala 217 -0.500805 | -0.500805

Tabla 51. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 3 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Trp 137 -34.9374 -34.9374
Phe 251 -16.5709 -16.5709
Glu 177 -13.6533 -13.2409 1.42487 -1.83724
Tyr 245 -13.181 -13.181
Asp 246 -11.3111 -11.1518 1.17631 -1.3356
Trp 384 -10.8192 -10.8192
Met 243 -4.83062 -4.83062
Asp 175 -4.20281 -3.84319 0.83266 -1.19229
Phe 76 -2.0928 -2.0928
Tyr 178 -1.22348 -1.22348
Arg 301 -0.731935 | -0.696286 | -0.03565
Gly 136 -0.408465 | -0.408465

Tabla 52. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 1 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Asp 246 -26.6469 -23.9636 -1.39038 -1.29288
Trp 137 -16.4748 -16.4748
Trp 384 -15.5906 -15.5906
Glu 177 -15.2386 -10.9332 -1.93999 -2.36543
Tyr 247 -11.0955 -11.0955
Phe 273 -10.9115 -10.9115
Tyr 245 -10.5104 -10.5104
Tyr 178 -10.4277 -10.4277
Met 243 -9.38134 -9.38134
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Ala 220 -6.18543 -6.18543

Phe 251 -6.13878 -6.13878

Phe 76 -2.87919 -2.87919

Gly 221 -2.30278 -2.30278

Gly 136 -2.29873 -2.29873

Pro 219 -2.24794 -2.24794

Lys 224 -1.37386 -1.32875 | -0.0451065
Tyr 48 -1.06001 -1.06001

Glu 322 -0.931856 0 -0.931856
Asp 385 -0.902851 0 -0.902851
Asp 173 -0.82098 0 -0.82098
Ala 248 -0.401551 | -0.401551

Ala 217 -0.303865 | -0.303865

Arg 57 0.331846 0 0.331846
Lys 369 0.40519 0 0.40519
Arg 301 0.490135 0 0.490135

Tabla 53. Contribucion de los residuos de aminoacidos de 2 en el complejo de AfChiBL1.

Residuo ID Total EPair EElec (r> | EElec (r<
4.5) 4.5)

Asp 246 -23.5734 -21.198 -2.14784 | -0.227577

Met 243 -15.9 -15.9

Tyr 245 -15.725 -15.725

Trp 384 -12.2138 -12.2138

Trp 137 -11.4885 -11.4885

Glu 177 -9.00304 -7.47583 -1.47912 | -0.0480973

Tyr 178 -5.79061 -5.79061

Tyr 247 -5.46925 -5.46925

Tyr 48 -5.24261 -5.24261

Phe 76 -5.22875 -5.22875

Phe 251 -4.61487 -4.61487

Phe 273 -3.53128 -3.53128

Gly 136 -1.58066 -1.58066

Lys 224 -1.27584 -2.04321 0.693146 | 0.0742283

Gly 221 -1.24643 -1.24643

Asp 173 -1.01986 0 -1.01986

Asp 385 -1.00436 0 -1.00436

Glu 322 -0.854423 0 -0.854423

Ala 217 -0.817627 | -0.817627

Ala 248 -0.58401 -0.58401

Tyr 299 -0.43768 -0.43768

Ser 252 -0.372601 | -0.372601
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Ala 220 -0.315677 | -0.315677
Arg 57 0.336843 0 0.336843
Lys 369 0.367628 0 0.367628
Arg 301 1.06002 0 1.06002
Asp 175 2.30133 6.12296 -1.85074 -1.97089
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Figura 31. Estructuras utilizadas para la construccion del modelo: Cafeina (PDB: 2A3B),
PTX (PDB: 2A3C), DGU (PDB: 3CH?9), inhibidores 6, 7, 8y TFL (PDB: 2A3A)

Tabla 54. Pardmetros estadisticos de la construccion del modelo.

Variables | Q2loo | R2 | R2adj | Kx Kxy S
2 78.88 | 92.09 | 88.93 | 57.37 | 56.59 0.2606
Object Y Y- Y- Hat | Err.Calc. | Err.Pred. | Std.Err.Calc. | Std.Err.Pred.
Exp. | Calc | Pred
6 272 | 243 | 234 |0.223 | -0.29 -0.37 -1.26 -1.63
Cafeina | 2.67 | 2.85 | 294 | 0.314 0.18 0.27 0.84 1.23
DGU 27 | 297 | 3.09 |0.297 0.27 0.39 1.25 1.78
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Dicafeina | 0.68 | 0.78 | 1.19 | 0.813 0.09 0.51 0.84 4.48
*
PTX 2.1 184 | 1.77 | 0.229 -0.26 -0.33 -1.13 -1.46
TFL 3.18 | 296 | 2.86 | 0.301 -0.22 -0.31 -1 -1.44
7 171 | 1.84 | 1.96 | 0.504 0.12 0.25 0.67 1.35
8 197 | 206 | 211 | 0.319 0.09 0.14 0.44 0.64
Tabla 55. Valores del servidor Swiss ADME para los ligandos 4-8.
Ligando 4 5 6 7 8
MW 408.53 318.41 304.38 296.41 305.37
Nimero de atomos 30 23 22 21 22
pesados
Nimero de atomos 12 6 6 0 6
pesados aromaticos
Fraccidn Csp® 0.48 0.61 0.59 0.94 0.59
Numero de enlaces 8 6 5 4 5
rotacionales
Numero de aceptores de 4 4 4 4 4
enlaces de hidrégeno
Numero de donadores 3 4 4 4 3
de enlaces de hidrégeno
Refractividad molar 121.49 92.1 87.29 84.73 85.58
Area de superficie polar 72.8 81.59 81.59 81.59 78.79
topoldgica
iLogP 3.36 2.07 2.17 2.31 1.99
XLogP3 2.6 0.64 0.28 0.6 0.56
WLogP 2.03 0.27 -0.12 0.16 0.31
MLogP 2.31 1.02 0.78 0.83 0.78
Silicos-IT Log P 2.98 1.54 1.16 0.89 1.48
Log P consenso 2.65 1.11 0.86 0.96 1.02
ESOL Log S -3.78 -2.01 -1.78 -1.79 -1.96
ESOL Solubilidad (mg/ml) 6.80E-02 3.08E+00 | 5.11E+00 | 4.79E+00 | 3.36E+00
ESOL Solubilidad (mol/I) 1.66E-04 9.67E-03 1.68E-02 1.62E-02 1.10E-02
ESOL Clase Soluble Soluble Muy Muy Muy
soluble soluble soluble
AliLog S -3.78 -1.93 -1.56 -1.89 -1.79
Ali Solubilidad (mg/ml) 6.81E-02 3.75E+00 | 8.48E+00 | 3.84E+00 | 4.99E+00
Ali Solubilidad (mol/1) 1.67E-04 1.18E-02 2.79E-02 1.30E-02 1.63E-02
Ali Clase Soluble Muy Muy Muy Muy
soluble soluble soluble soluble
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Silicos-IT LogSw -6.04 -3.9 -3.51 -2.02 -3.19
Silicos-IT Solubilidad 3.68E-04 3.97E-02 9.49E-02 2.80E+00 1.95E-01
(mg/ml)
Silicos-IT Solubilidad 9.02E-07 1.25E-04 3.12E-04 9.44E-03 6.38E-04
(mol/l)
Silicos-IT clase Pobremente Soluble Soluble Soluble Soluble
soluble
Gl absorcién Alto Alto Alto Alto Alto
BBB permeabilidad Si No No No No
Pgp sustrato Si Si Si Si Si
CYP1A2 inhibidor No No No No No
CYP2C19 inhibidor No No No No No
CYP2C9 inhibidor No No No No No
CYP2D6 inhibidor Si No No No No
CYP3A4 inhibidor No No No No No
log Kp (cm/s) -6.95 -7.79 -7.96 -7.68 -7.77
Lipinski (violaciones) 0 0 0 0 0
Ghose (violaciones) 0 0 0 0 0
Veber (violaciones) 0 0 0 0 0
Egan (violaciones) 0 0 0 0 0
Muegge (violaciones) 0 0 0 0 0
Biodisponibilidad 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
PAINS (alertas) 0 0 0 0 0
Brenk (alertas) 0 0 0 0 0
Similitud a un farmaco 2 0 0 0 0
(violaciones)
Accesibilidad sintética 3.93 3.41 3.34 3.74 3.67
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6. Apéndice Experimental
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I) Datos cristaolograficos de rayos X para los compuestos:

Datos cristalograficos de rayos X para los compuestos (3R,5aS,9aR,9bS)-41a,
(3R,5aR,9aR,9bS)-41c (3aR,7aS)-2-(1R)-48 and (3aR,7aS)-42.

Compuesto (3R,5aS,9aR,9bS)-41a (amgf3_a)

= 5
Temp = 44

-38 Y

- (70316)

PLATON-Aug 13 16:24:42 2019

|
—
I~
—

amgf3_a

Datos del cristal

C16H19NO; F(000) = 828

M, = 257.32 Dy =1.270 Mg m?3

Monoclinica, P2; Radiacion Sincrotron, A = 0.7288 A
a=13.3423 (6) A Parametros de celda de 14780 reflexiones.
b=6.4831(3) A 0=1.0-1.0°

¢ =23.9636 (10) A p=0.09 mm?
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B =103.120 (2)°
V =2018.73 (16) A3
Z=6

Coleccion de datos

Bruker D8 con detector PHOTON Il CPAD
difractometro

Fuente de radiacion: Advanced Light Source,
Beamline 12.2.1

Resolucion del detector: 7.39 pixels mm-
¢ Y o escaneos sin obturador

Correcion de absorcién: multi-scan
SADABS2016/2 - Bruker AXS, Madison WI

84027 reflexiones medidas
Refinamiento

Refinamiento sobre F2

Matriz de minimos cuadrados: completo

R[F? > 25(F?)] = 0.033
WR(F?) = 0.088

$=1.09
15279 reflexiones
514 pardmetros

1 restriccion

T=446 K
Barras, incoloras.
0.20 x 0.04 x 0.02 mm

15279 reflexiones independientes.
14780 reflexiones con | > 26(1)

Rint = 0.037
emax = 34.10, emin = 0.90
h =-20—20

k=-9-9
| =-36—36

Ubicacion del sitio del &tomo secundario:
diffmap

Ubicacién del sitio de hidrégeno: inferido de
sitios vecinos

Parametros del atomo de H restringidos

w = 1/[c%(Fo2) + (0.0549P)2 + 0.1184P]
donde P = (Fo? + 2F)/3

(A/G)max < 0001
Admax = 0.34 ¢ A3
A>min = '038 e A-S

Estructura absoluta: Flack x determinado
usando 6562 cocientes [(I1+)-(1-)J/[(1+)+(1-)]
(Parsons, Flack and Wagner, Acta Cryst. B69
(2013) 249-259).

Ubicacion del sitio del &tomo primario: espacio  Pardmetro de estructura absoluta: -0.01 (12)

dual

Detalles especiales

Geomtria. Todas las esds (excepto la esd en el angulo diedro entre dos planos I.s.) se estiman utilizando la
matriz de covarianza completa. Los esds de celda se tienen en cuenta individualmente en la estimacion de esds
en distancias, angulos y angulos de torsién; las correlaciones entre los esds en los pardmetros de la celda solo

se utilizan cuando estan definidas por la simetria del cristal. Se utiliz6 un tratamiento aproximado (isotrpico)

de las celdas esds para estimar las esds que involucran los planos I.s.
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Coordenadas atomicas fraccionales y pardmetros de desplazamiento isotrépico o

isotropico equivalente (A% para (amgf3_a)

X y z Uise*/Ueq

o1 0.69905 (6) 0.51385 (16) 0.16439 (4) 0.02154 (17)
02 0.45626 (7) 0.06782 (14) 0.17860 (4) 0.02073 (16)
03 0.76867 (7) 1.36900 (13) 0.42925 (4) 0.01932 (15)
04 0.95348 (6) 0.84936 (15) 0.49243 (4) 0.01982 (16)
05 0.27480 (7) 0.23624 (13) 0.25978 (4) 0.02010 (16)
06 0.23797 (6) -0.18489 (14) 0.13322 (3) 0.01862 (15)
N1 0.54244 (7) 0.36106 (15) 0.16232 (4) 0.01455 (15)
N2 0.82911 (7) 1.03507 (14) 0.43335 (4) 0.01382 (15)
N3 0.17388 (7) 0.04532 (14) 0.18714 (4) 0.01340 (14)
c1 0.63405 (8) 0.45114 (17) 0.18898 (4) 0.01523 (17)
c2 0.63714 (8) 0.45408 (16) 0.25285 (4) 0.01441 (17)
H2 0.708158 0.442062 0.275210 0.017*

c3 0.58586 (9) 0.64910 (17) 0.27028 (5) 0.01711 (18)
H3A 0.630690 0.766876 0.270245 0.021*
H3AB 0.521815 0.675101 0.242618 0.021*

C4 0.56424 (9) 0.62311 (19) 0.33006 (5) 0.0196 (2)
H4A 0.628545 0.602187 0.357949 0.024*
H4AB 0.532346 0.747475 0.340429 0.024*

c5 0.49320 (9) 0.4392 (2) 0.33115 (5) 0.0205 (2)
H5A 0.427755 0.463627 0.304561 0.025*
H5AB 0.480401 0.425331 0.369234 0.025*

cé 0.54031 (9) 0.23900 (18) 0.31486 (5) 0.01891 (19)
H6A 0.598702 0.201666 0.345349 0.023*
H6AB 0.489789 0.129378 0.311391 0.023*

c7 0.57564 (8) 0.25619 (16) 0.25880 (4) 0.01452 (17)
H7 0.620070 0.137629 0.256471 0.017*

cs8 0.49124 (8) 0.26193 (16) 0.20346 (4) 0.01483 (17)
H8 0.432959 0.345593 0.208808 0.018*

c9 0.51122 (10) 0.02443 (18) 0.13497 (5) 0.0210 (2)
HIA 0.470758 -0.062975 0.105406 0.025*
HIAB 0.576024 -0.043730 0.151134 0.025*

C10 0.52967 (8) 0.23739 (17) 0.11044 (4) 0.01568 (17)
H10 0.594786 0.234670 0.098045 0.019*
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Cl1
C12
H12
C13
H13
C14
H14
C15
H15
C16
H16
C17
C18
H18
C19
HI19A
H19B
C20
H20A
H20B
C21
H21A
H21B
C22
H22A
H22B
C23
H23
C24
H24
C25
H25A
H25B
C26
H26
c27
C28
H28
C29

0.44479 (8)
0.39257 (8)
0.405788
0.32042 (9)
0.286568
0.29914 (9)
0.251130
0.34992 (9)
0.335237
0.42248 (9)
0.456585
0.77332 (8)
0.71739 (8)
0.705675
0.61493 (8)
0.565057
0.625579
0.57212 (8)
0.557213
0.508363
0.64928 (9)
0.662574
0.620594
0.75020 (9)
0.738088
0.799875
0.79565 (8)
0.848941
0.84443 (8)
0.812894
0.99000 (8)
0.984867
1.061265
0.91994 (8)
0.951489
0.89629 (7)
0.91255 (9)
0.939641
0.88877 (11)

0.31224 (17)
0.49657 (17)
0.572144
0.5685 (2)
0.692723
0.4548 (2)
0.502900
0.2685 (2)
0.191268
0.19834 (19)
0.074560
1.19331 (16)
1.10424 (16)
1.210824
1.00680 (17)
1.115225
0.933070
0.85808 (19)
0.933006
0.798339
0.68638 (19)
0.608675
0.592739
0.77666 (19)
0.836330
0.666147
0.94173 (17)
1.014904
0.86576 (17)
0.737268
0.8879 (2)
0.764333
0.932383
1.06089 (17)
1.195163
1.04602 (17)
1.21796 (19)
1337729
1.2128 (2)

0.06139 (4)
0.06428 (4)
0.098151
0.01654 (5)
0.018552
-0.03395 (5)
-0.065695
-0.03692 (5)
-0.070507
0.01038 (5)
0.008158
0.44854 (4)
0.49210 (4)
0.518914
0.46038 (4)
0.447253
0.426980
0.49869 (5)
0.530901
0.477136
0.52072 (5)
0.488563
0.544562
0.55551 (5)
0.590511
0.566156
0.52300 (4)
0.550843
0.47484 (4)
0.457754
0.44167 (5)
0.418368
0.451398
0.40912 (4)
0.420862
0.34450 (4)
0.31280 (5)
0.331725
0.25313 (5)

0.01447 (17)
0.01647 (18)
0.020*
0.0200 (2)
0.024*
0.0219 (2)
0.026*
0.0220 (2)
0.026*
0.01848 (19)
0.022*
0.01428 (17)
0.01459 (17)
0.018*
0.01551 (17)
0.019%
0.019*
0.01905 (19)
0.023*
0.023*
0.01920 (19)
0.023*
0.023*
0.01899 (19)
0.023*
0.023*
0.01520 (17)
0.018*
0.01416 (16)
0.017*
0.0202 (2)
0.024*
0.024*
0.01499 (17)
0.018*
0.01494 (17)
0.0207 (2)
0.025*
0.0269 (2)
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H29
C30
H30
c31
H31
C32
H32
C33
C34
H34
C35
H35A
H35B
C36
H36A
H36B
C37
H37A
H37B
C38
H38A
H38B
C39
H39
C40
H40
c41
HA41A
H41B
C42
H42
C43
C44
Ha4
C45
H45
C46
H46
C47

0.899097
0.84973 (9)
0.834188
0.83365 (10)
0.807795
0.85625 (9)
0.844623
0.24252 (8)
0.27449 (8)
0.342853
0.28461 (9)
0.328826
0.316902
0.18057 (9)
0.139351
0.190806
0.12395 (11)
0.165810
0.059903
0.10154 (10)
0.055731
0.066315
0.19932 (9)
0.233692
0.16807 (8)
0.098091
0.21324 (9)
0.155088
0.271472
0.18599 (8)
0.245150
0.09226 (8)
0.09985 (8)
0.161610
0.01628 (9)
0.022208
-0.07632 (9)
-0.132099
-0.08466 (9)

1.329095
1.0341 (3)
1.030000
0.8606 (2)
0.740308
0.8669 (2)
0.751154
0.07041 (16)
-0.14089 (17)
-0.168932
-0.15520 (19)
-0.270634
-0.030488
-0.18330 (19)
-0.059921
-0.204093
-0.3686 (2)
-0.491555
-0.390264
-0.3311 (2)
-0.213689
-0.450596
-0.29028 (17)
-0.419845
-0.17151 (17)
-0.208250
-0.00516 (19)
-0.032172
0.035957
0.16829 (17)
0.260725
0.29333 (17)
0.43178 (18)
0.443573
0.55226 (19)
0.643232
0.5370 (2)
0.618954
0.3984 (2)

0.232399
0.22483 (5)
0.185001
0.25581 (5)
0.236694
0.31543 (5)
0.336017
0.23950 (4)
0.26473 (4)
0.257849
0.32947 (5)
0.344447
0.347461
0.34491 (5)
0.334717
0.385902
0.31316 (5)
0.322580
0.325021
0.24867 (5)
0.239416
0.229079
0.22642 (5)
0.220943
0.17033 (4)
0.149919
0.09812 (5)
0.066463
0.082731
0.13781 (4)
0.149549
0.11024 (4)
0.06684 (5)
0.055301
0.04064 (5)
0.011556
0.05785 (5)
0.040781
0.10076 (5)

0.032*
0.0270 (3)
0.032*
0.0260 (2)
0.031*
0.0209 (2)
0.025*
0.01402 (16)
0.01540 (17)
0.018*
0.01928 (19)
0.023*
0.023*
0.0206 (2)
0.025*
0.025*
0.0253 (2)
0.030%
0.030*
0.0232 (2)
0.028*
0.028*
0.01773 (18)
0.021*
0.01583 (17)
0.019*
0.01905 (19)
0.023*
0.023*
0.01442 (17)
0.017*
0.01423 (16)
0.01723 (18)
0.021*
0.0207 (2)
0.025*
0.0231 (2)
0.028*
0.0253 (2)
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H47 -0.146486 0.386858 0.112248 0.030*
C48 -0.00079 (8) 0.2763 (2) 0.12677 (5) 0.0210 (2)
H48 -0.007210 0.183137 0.155272 0.025*
Parametros de desplazamiento atémico (A?) para (amgf3_a)

Ull U22 U33 U12 U13 U23
01 0.0204 (3) 0.0271(4) 0.0172(3) -0.0076 (3) 0.0045(3)  0.0015 (3)
02 0.0283 (4) 0.0156 (4) 0.0188 (3) -0.0089 (3) 0.0062 (3)  -0.0029 (3)
03 0.0248 (4) 0.0116 (3) 0.0212 (4) 0.0007 (3)  0.0044 (3)  0.0028 (3)
04 0.0157 (3) 0.0250 (4) 0.0177(3) 0.0034 (3) 0.0013(3)  0.0063 (3)
05 0.0264 (4) 0.0136(4) 0.0180(3) -0.0028 (3) 0.0003 (3) -0.0029 (3)
06 0.0226 (3) 0.0173(4) 0.0165(3) 0.0030 (3) 0.0057 (3)  -0.0026 (3)
N1 0.0174 (4) 0.0144 (4) 0.0118 (3) -0.0038 (3) 0.0033 (3)  -0.0015 (3)
N2 0.0159 (3) 0.0122(4) 0.0131(3) 0.0011(3) 0.0029 (3)  0.0018 (3)
N3 0.0164 (3) 0.0117 (4) 0.0114(3) 0.0003(3) 0.0018 (3)  -0.0007 (3)
c1 0.0173(4) 0.0135(4) 0.0140 (4) -0.0020 (3) 0.0018 (3)  0.0004 (3)
C2 0.0156 (4) 0.0138 (4) 0.0128 (4) -0.0007 (3) 0.0012 (3)  0.0006 (3)
c3 0.0205(4) 0.0127 (4) 0.0168(4) -0.0007 (3) 0.0014 (3)  -0.0009 (3)
c4 0.0240 (5) 0.0175(5) 0.0160 (4) 0.0002 (4) 0.0017 (4)  -0.0043 (4)
C5 0.0242 (5)  0.0226 (5) 0.0158 (4) -0.0012 (4) 0.0066 (4) -0.0029 (4)
C6 0.0256 (5) 0.0170 (5) 0.0145(4) -0.0016 (4) 0.0054 (4)  0.0028 (4)
c7 0.0182 (4) 0.0113(4) 0.0139(4) 0.0000(3) 0.0032(3) 0.0014 (3)
c8 0.0183 (4) 0.0124(4) 0.0139(4) -0.0032(3) 0.0040(3) -0.0006 (3)
C9 0.0298 (5) 0.0141(5) 0.0185(4) -0.0006 (4) 0.0042 (4) -0.0024 (4)
C10 0.0186 (4) 0.0151 (4) 0.0134 (4) -0.0012 (3) 0.0040 (3) -0.0032 (3)
c11 0.0167 (4) 0.0150 (4) 0.0125(4) -0.0030 (3) 0.0047 (3)  -0.0016 (3)
C12 0.0195 (4) 0.0158(4) 0.0148(4) -0.0017 (3) 0.0054 (3) -0.0012 (3)
C13 0.0197 (4)  0.0219(5) 0.0190 (4) 0.0003 (4)  0.0055 (4)  0.0020 (4)
Cl4 0.0192 (4) 0.0303(6) 0.0154 (4) -0.0033(4) 0.0023(4) 0.0015 (4)
C15 0.0227 (5) 0.0295(6) 0.0138(4) -0.0062 (4) 0.0039 (4)  -0.0049 (4)
C16 0.0209 (4) 0.0205(5) 0.0150 (4) -0.0033 (4) 0.0060 (3)  -0.0049 (4)
C17 0.0165(4) 0.0121(4) 0.0129 (4) -0.0005(3) 0.0004 (3) -0.0006 (3)
C18 0.0204 (4) 0.0115(4) 0.0119(4) 0.0019 (3) 0.0039 (3)  -0.0005 (3)
C19 0.0171 (4) 0.0156 (4) 0.0145(4) 0.0018 (3) 0.0050 (3)  0.0013 (3)
C20 0.0192 (4) 0.0191(5) 0.0204(5) 0.0019 (4) 0.0076 (4)  0.0040 (4)
c21 0.0219 (5)  0.0153(4) 0.0217 (5) 0.0009 (4)  0.0075 (4)  0.0040 (4)
C22 0.0224 (5) 0.0195(5) 0.0150(4) 0.0018 (4) 0.0041(3)  0.0054 (4)
c23 0.0188 (4) 0.0144 (4) 0.0116 (4) 0.0003(3) 0.0018 (3)  0.0007 (3)
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C24
C25
C26
ca7
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
Car
C48

0.0155 (4)
0.0165 (4)
0.0150 (4)
0.0136 (4)
0.0247 (5)
0.0319 (6)
0.0220 (5)
0.0228 (5)
0.0225 (5)
0.0156 (4)
0.0174 (4)
0.0220 (5)
0.0274 (5)
0.0343 (6)
0.0275 (5)
0.0252 (5)
0.0196 (4)
0.0219 (4)
0.0150 (4)
0.0152 (4)
0.0201 (4)
0.0267 (5)
0.0236 (5)
0.0188 (5)
0.0178 (4)

0.0119 (4)
0.0242 (5)
0.0152 (4)
0.0168 (4)
0.0191 (5)
0.0312 (7)
0.0446 (8)
0.0355 (7)
0.0218 (5)
0.0129 (4)
0.0130 (4)
0.0195 (5)
0.0189 (5)
0.0204 (5)
0.0208 (5)
0.0111 (4)
0.0135 (4)
0.0210 (5)
0.0158 (4)
0.0148 (4)
0.0159 (4)
0.0160 (5)
0.0241 (6)
0.0351 (7)
0.0278 (6)

0.0141 (4)  0.0013 (3)
0.0197 (5)  0.0034 (4)
0.0144 (4)  -0.0022 (3)
0.0146 (4)  -0.0024 (3)
0.0196 (5)  -0.0023 (4)
0.0199 (5)  -0.0007 (5)
0.0153 (4)  -0.0040 (5)
0.0197 (5) -0.0111 (5)
0.0186 (5)  -0.0082 (4)
0.0130 (4)  0.0010 (3)
0.0150 (4)  0.0030 (3)
0.0148 (4)  0.0033 (4)
0.0160 (4)  0.0006 (4)
0.0224 (5)  -0.0065 (5)
0.0208 (5)  -0.0084 (4)
0.0164 (4)  0.0004 (4)
0.0140 (4)  -0.0008 (3)
0.0147 (4)  0.0036 (4)
0.0123 (4)  0.0003 (3)
0.0121 (4)  -0.0001 (3)
0.0150 (4)  -0.0022 (4)
0.0168 (4)  0.0005 (4)
0.0184 (4)  0.0078 (4)
0.0223 (5)  0.0076 (4)
0.0182 (5)  0.0036 (4)

0.0014 (3)  0.0022 (3)
0.0035 (4)  0.0039 (4)
0.0023 (3)  0.0003 (3)
0.0034 (3)  -0.0003 (3)
0.0081 (4)  0.0024 (4)
0.0106 (4)  0.0056 (5)
0.0060 (4)  -0.0018 (5)
0.0052 (4)  -0.0080 (5)
0.0055 (4)  -0.0029 (4)
0.0019 (3)  -0.0006 (3)
0.0018 (3)  0.0002 (3)
0.0008 (3)  0.0019 (4)
0.0061 (4)  0.0013 (4)
0.0089 (4)  0.0029 (4)
0.0041 (4)  -0.0003 (4)
0.0037 (4)  -0.0017 (3)
0.0029 (3)  -0.0034 (3)
0.0051 (3)  -0.0012 (4)
0.0029 (3)  0.0008 (3)
0.0018 (3)  -0.0002 (3)
0.0024 (3)  0.0018 (3)
-0.0008 (4)  0.0022 (4)
-0.0017 (4)  -0.0003 (4)
0.0053 (4)  0.0031 (5)
0.0060 (4)  0.0060 (4)

Parametros geométricos (A, ©) para (amgf3_a)

01—C1
02—C8
02—C9
03—C17
04—C24
04—C25
05—C33
06—C40
06—C41
N1—C1
N1—C10

1.2234 (13)
1.4248 (13)
1.4345 (14)
1.2255 (13)
1.4239 (13)
1.4313 (14)
1.2176 (13)
1.4300 (13)
1.4311 (15)
1.3743 (13)
1.4565 (13)

C20—H20B
C21—C22
C21—H21A
C21—H21B
C22—C23
C22—H22A
C22—H22B
C23—C24
C23—H23
C24—H24
C25—C26

0.9700
1.5301 (17)
0.9700
0.9700
1.5278 (16)
0.9700
0.9700
15293 (15)
0.9800
0.9800
1.5520 (16)
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N1—C8
N2—C17
N2—C24
N2—C26
N3—C33
N3—C40
N3—C42
C1—C2
C2—C3
C2—C7
C2—H2
C3—C4
C3—H3A
C3—H3AB
C4—C5
C4—H4A
C4—H4AB
C5—C6
C5—H5A
C5—H5AB
C6—C7
C6—H6A
C6—H6AB
C7—C8
C7—H7
C8—H8
C9—C10
C9—H9A
C9—H9AB
C10—C11
C10—H10
C11—C12
C11—C16
C12—C13
Cl2—H12
C13—C14
C13—H13
C14—C15
C14—H14

1.4690 (13)
1.3646 (14)
1.4638 (13)
1.4674 (13)
1.3848 (13)
1.4595 (14)
1.4650 (13)
1.5219 (14)
1.5398 (15)
1.5469 (15)
0.9800
1.5335 (16)
0.9700
0.9700
1.5269 (18)
0.9700
0.9700
15310 (17)
0.9700
0.9700
1.5254 (15)
0.9700
0.9700
1.5330 (14)
0.9800
0.9800
1.5421 (17)
0.9700
0.9700
1.5151 (15)
0.9800
1.3929 (15)
1.4010 (14)
1.3976 (16)
0.9300
1.3898 (17)
0.9300
1.3949 (19)
0.9300

C25—H25A
C25—H25B
C26—C27
C26—H26
C27—C28
C27—C32
C28—C29
C28—H?28
C29—C30
C29—H29
C30—C31
C30—H30
C31—C32
C31—H31
C32—H32
C33—C34
C34—C35
C34—C39
C34—H34
C35—C36
C35—H35A
C35—H35B
C36—C37
C36—H36A
C36—H36B
C37—C38
C37—H37A
C37—H37B
C38—C39
C38—H38A
C38—H38B
C39—C40
C39—H39
C40—H40
C41—C42
C41—H41A
C41—H41B
C42—C43
C42—H42

0.9700
0.9700
1.5114 (14)
0.9800
1.3935 (16)
1.3966 (16)
1.3930 (17)
0.9300
1383 (2)
0.9300
1.391 (2)
0.9300
1.3922 (16)
0.9300
0.9300
1.5190 (15)
15292 (15)
1.5390 (16)
0.9800
1.5265 (17)
0.9700
0.9700
1.5271 (18)
0.9700
0.9700
1.5254 (17)
0.9700
0.9700
1.5403 (17)
0.9700
0.9700
1.5228 (15)
0.9800
0.9800
1.5678 (16)
0.9700
0.9700
1.5108 (14)
0.9800
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C15—C16
C15—H15
Cl6—H16
C17—C18
C18—C19
C18—C23
C18—H18
C19—C20
C19—HI19A
C19—H19B
C20—C21
C20—H20A

Cc8—02—C9
C24—04—C25
C40—06—C41
C1—N1—C10
C1—N1—C8
C10—N1—C8
C17—N2—C24
C17—N2—C26
C24—N2—C26
C33—N3—C40
C33—N3—C42
C40—N3—C42
01—C1—N1
01—C1—C2
N1—C1—C2
Cl1—C2—C3
c1—Cc2—Cv7
c3—Cc2—Cv
Cl1—C2—H2
C3—C2—H2
Cr—C2—H2
C4—C3—C2
C4—C3—H3A
C2—C3—H3A
C4—C3—H3AB
C2—C3—H3AB

1.3895 (17)
0.9300
0.9300
1.5275 (15)
1.5407 (15)
1.5484 (15)
0.9800
1.5288 (15)
0.9700
0.9700
1.5268 (16)
0.9700

107.75 (8)
104.92 (8)
102.73 (8)
123.37 (9)
111.96 (8)
110.49 (8)
112.52 (8)
124.71 (9)
110.72 (8)
110.24 (8)
119.72 (9)
108.07 (8)
124.77 (10)
128.31 (10)
106.92 (8)
111.76 (8)
100.86 (8)
112.23 (8)
1105
1105
1105
110.64 (9)
109.5
109.5
109.5
109.5

C43—C48
C43—C44
C44—C45
C44—Ha4
C45—C46
C45—H45
C46—C47
C46—H46
C47—C48
C47—H47
C48—H48

H22A—C22—H22B

C22—C23—C24
C22—C23—C18
C24—C23—C18
C22—C23—H23
C24—C23—H23
C18—C23—H23
04—C24—N2
04—C24—C23
N2—C24—C23
04—C24—H24
N2—C24—H24
C23—C24—H24
04—C25—C26

04—C25—H25A
C26—C25—H25A

04—C25—H25B

C26—C25—H25B
H25A—C25—H25B

N2—C26—C27
N2—C26—C25
C27—C26—C25
N2—C26—H26
C27—C26—H26
C25—C26—H26
C28—C27—C32

1.3905 (14)
1.3948 (15)
1.3891 (16)
0.9300
1.3921 (17)
0.9300
1.3889 (19)
0.9300
1.3969 (16)
0.9300
0.9300

107.8
116.45 (9)
114.69 (9)
102.39 (8)
107.6
107.6
107.6
103.46 (8)
112.45 (8)
104.68 (8)
111.9
111.9
111.9
105.72 (9)
110.6
110.6
110.6
110.6
108.7
113.51 (8)
100.13 (8)
115.51 (9)
109.1
109.1
109.1
118.85 (10)
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H3A—C3—H3AB
C5—C4—C3
C5—C4—H4A
C3—C4—H4A
C5—C4—H4AB
C3—C4—H4AB
H4A—C4—HAAB
C4—C5—C6
C4—C5—H5A
C6—C5—H5A
C4—C5—H5AB
C6—C5—H5AB
H5A—C5—H5AB
C7—C6—C5
C7—C6—H6A
C5—C6—H6A
C7—C6—H6AB
C5—C6—H6AB
H6A—C6—H6AB
C6—C7—C8
C6—C7—C2
C8—C7—C2
C6—C7—H7
C8—C7—H7
C2—C7—H7
02—C8—N1
02—C8—C7
N1—C8—C7
02—C8—H8
N1—C8—H8
C7—C8—H8
02—C9—C10
02—C9—H9A
C10—C9—HIA
02—C9—H9AB
C10—C9—H9AB
H9A—C9—HIAB
N1—C10—C11
N1—C10—C9

108.1
110.55 (9)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
111.42 (9)
109.3
109.3
109.3
109.3
108.0
112.92 (9)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
116.77 (9)
114.72 (9)
101.60 (8)
107.7
107.7
107.7
105.30 (8)
116.54 (9)
103.24 (8)
110.4
110.4
110.4
104.75 (9)
110.8
110.8
110.8
110.8
108.9
114.07 (9)
99.51 (8)

C28—C27—C26
C32—C27—C26
C29—C28—C27
C29—C28—H28
C27—C28—H28
C30—C29—C28
C30—C29—H29
C28—C29—H29
C29—C30—C31
C29—C30—H30
C31—C30—H30
C30—C31—C32
C30—C31—H31
C32—C31—H31
C31—C32—C27
C31—C32—H32
C27—C32—H32
05—C33—N3
05—C33—C34
N3—C33—C34
C33—C34—C35
C33—C34—C39
C35—C34—C39
C33—C34—H34
C35—C34—H34
C39—C34—H34
C36—C35—C34
C36—C35—H35A
C34—C35—H35A
C36—C35—H35B
C34—C35—H35B
H35A—C35—H35B
C35—C36—C37
C35—C36—H36A
C37—C36—H36A
C35—C36—H36B
C37—C36—H36B
H36A—C36—H36B
C38—C37—C36

119.04 (10)
122.09 (10)
120.88 (12)
119.6
1196
119.73 (12)
120.1
120.1
120.16 (11)
119.9
119.9
120.00 (12)
120.0
120.0
120.37 (12)
119.8
119.8
124.52 (10)
126.55 (9)
108.84 (9)
114.25 (9)
104.12 (8)
117.55 (9)
106.8
106.8
106.8
112.18 (9)
109.2
109.2
109.2
109.2
107.9
110.33 (10)
109.6
109.6
109.6
109.6
108.1
109.90 (10)
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C11—C10—C9
N1—C10—H10
C11—C10—H10
C9—C10—H10
C12—C11—C16
C12—C11—C10
C16—C11—C10
C11—C12—C13
Cl1—C12—H12
C13—Ci12—H12
Cl4—C13—C12
C14—C13—H13
C12—C13—H13
C13—C14—C15
C13—C14—H14
C15—C14—H14
Cl16—C15—C14
C16—C15—H15
C14—C15—H15
C15—C16—C11
C15—C16—H16
C11—C16—H16
03—C17—Nz2
03—C17—C18
N2—C17—C18
C17—C18—C19
C17—C18—C23
C19—C18—C23
C17—C18—H18
C19—C18—H18
C23—C18—H18
C20—C19—C18
C20—C19—H19A
C18—C19—H19A
C20—C19—H19B
C18—C19—H19B
H19A—C19—H19B
C21—C20—C19
C21—C20—H20A

115.25 (9)
109.2
109.2
109.2
119.08 (10)
122.03 (9)
118.78 (10)
120.32 (10)
119.8
119.8
120.16 (11)
119.9
119.9
119.88 (11)
120.1
120.1
119.88 (11)
120.1
120.1
120.67 (11)
119.7
119.7
125.60 (10)
128.19 (10)
106.19 (9)
109.52 (8)
101.71 (8)
112.55 (9)
110.9
110.9
110.9
111.90 (8)
109.2
109.2
109.2
109.2
107.9
110.66 (9)
109.5

C38—C37—H37A
C36—C37—H37A
C38—C37—H37B
C36—C37—H37B
H37A—C37—H37B
C37—C38—C39
C37—C38—H38A
C39—C38—H38A
C37—C38—H38B
C39-—C38—H38B
H38A—C38—H38B
C40—C39—C34
C40—C39—C38
C34—C39—C38
C40—C39—H39
C34—C39—H39
C38—C39—H39
06—C40—N3
06—C40—C39
N3—C40—C39
06—C40—H40
N3—C40—H40
C39—C40—H40
06—C41—C42
06—C41—H41A
C42—C41—H41A
06— C41—H41B
C42—C41—H41B
H41A—C41—H41B
N3—C42—C43
N3—C42—C41
C43—C42—C41
N3—C42—H42
C43—C42—H42
C41—C42—H42
C48—C43—C44
C48—C43—C42
C44—C43—C42
C45—C44—C43

109.7
109.7
109.7
109.7
108.2
113.04 (10)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
102.66 (9)
107.98 (9)
112.97 (9)
111.0
111.0
111.0
103.22 (8)
115.57 (9)
104.88 (8)
110.9
110.9
110.9
106.36 (8)
1105
1105
1105
1105
108.6
114.38 (8)
100.51 (8)
113.74 (8)
109.3
109.3
109.3
118.96 (10)
122.46 (9)
118.57 (9)
120.81 (10)
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C19—C20—H20A
C21—C20—H20B
C19—C20—H20B

H20A—C20—H20B

C20—C21—C22

C20—C21—H21A
C22—C21—H21A
C20—C21—H21B
C22—C21—H21B

H21A—C21—H21B

C23—C22—C21

C23—C22—H22A
C21—C22—H22A
C23—C22—H22B
C21—C22—H22B

C10—N1—C1—01

C8—N1—C1—01
C10—N1—C1—C2
C8—N1—C1—C2
01—C1—C2—C3
N1—C1—C2—C3
01—C1—C2—C7
N1—C1—C2—C7
Cl—C2—C3—C4
C7r—C2—C3—C4
C2—C3—C4—C5
C3—C4—C5—C6
C4—C5—C6—C7
C5—C6—C7—C8

C5—C6—C7—C2
C1—C2—C7—C6

C3—C2—C7—C6

C1—C2—C7—C8

C3—C2—C7—C8

109.5
109.5
109.5
108.1
110.51 (10)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
113.09 (9)
109.0
109.0
109.0
109.0

31.72 (17)
167.57 (11)
-147.85 (10)
-12.01 (12)
92.77 (14)
-87.68 (10)
-147.80 (12)
31.76 (10)
165.02 (9)
52.54 (11)
-59.52 (12)
59.05 (12)
-51.70 (13)
-73.11 (12)

45.59 (13)
-165.27 (9)

-46.17 (12)
-38.35 (9)

80.75 (10)

C45—Ca4—H44
C43—C4d4—Hda4
Cl44—C45—C46
C44—CA45—H45
C46—C45—H45
C47—C46—C45
C47—C46—H46
C45—C46—H46
C46—C47—C48
C46—C47T—H47
C48—C47T—H47
C43—C48—C47
C43—C48—H48
C47—C48—H48

C26—N2—C24—C23
C22—C23—C24—04
C18—C23—C24—04
C22—C23—C24—N2
C18—C23—C24—N2
C24—04—C25—C26
C17—N2—C26—C27
C24—N2—C26—C27
C17—N2—C26—C25
C24—N2—C26—C25
04—C25—C26—N2

04—C25—C26—C27

N2—C26—C27—C28
C25—C26—C27—
C28
N2—C26—C27—C32
C25—C26—C27—
C32
C32—C27—C28—
C29
C26—C27—C28—
C29
C27—C28—C29—
C30

119.6
119.6
120.10 (11)
119.9
119.9
119.39 (11)
120.3
1203
120.43 (11)
119.8
119.8
120.29 (11)
119.9
119.9

141.02 (8)
-98.61 (11)
135.45 (9)
149.77 (9)
23.82 (10)
38.21 (11)
-97.19 (12)
123.33 (10)
139.11 (10)
-0.37 (11)
-22.58 (11)
-144.88 (9)
116.53 (11)
-128.62 (11)

-61.88 (14)
52.97 (14)

0.46 (17)
-178.01 (11)

-0.84 (19)
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C9—02—C8—N1

C9—02—C8—C7

C1—N1—C8—02

C10—N1—C8—02

Cl1—N1—C8—C7

C10—N1—C8—C7
C6—C7—C8—02
C2—C7—C8—02
C6—C7—C8—N1
C2—C7—C8—N1
C8—02—C9—C10
C1—N1—C10—C11
C8—N1—C10—C11
C1—N1—C10—C9

C8—N1—C10—C9

02—C9—C10—N1

02—C9—C10—C11

N1—C10—C11—C12

C9—C10—C11—C12

N1—C10—C11—C16

C9—C10—C11—C16

C16—C11—Ci12—
C13

C10—C11—C12—
C13

Cl11—C12—C13—
C14

C12—C13—C14—
C15

C13—C14—C15—
C16

17.45 (11)
-96.25 (10)
-135.99 (9)
5.62 (11)

-13.28 (11)

128.32 (9)
-87.50 (11)
146.93 (9)
157.64 (9)
32.07 (10)
-32.78 (11)
-124.29 (11)
99.32 (10)
112.44 (11)

-23.95 (11)
33.86 (10)
-88.58 (10)
7.00 (14)
121.26 (11)
-176.82 (9)
-62.56 (13)
-1.23 (15)
174.94 (10)
0.98 (17)
0.03 (17)

-0.76 (17)

C28—C29—C30—
C31
C29—C30—C31—
C32
C30—C31—C32—
c27
C28—C27—C32—
C31
C26—C27—C32—
C31
C40—N3—C33—05
C42—N3—C33—05
C40—N3—C33—C34
C42—N3—C33—C34
05—C33—C34—C35
N3—C33—C34—C35
05—C33—C34—C39
N3—C33—C34—C39
C33—C34—C35—
C36
C39—C34—C35—
C36
C34—C35—C36—
C37
C35—C36—C37—
C38
C36—C37—C38—
C39
C33—C34—C39—
C40
C35—C34—C39—
C40
C33—C34—C39—
C38
C35—C34—C39—
C38
C37—C38—C39—
C40
C37—C38—C39—
C34

C41—06—C40—N3

C41—06—C40—C39

0.4 (2)
0.4 (2)
-0.79 (19)
0.36 (17)
178.78 (11)

168.07 (10)
41.84 (15)
-8.60 (11)
-134.83 (9)
42.76 (15)
-140.65 (9)
172.28 (11)
-11.13 (11)
80.49 (12)

-41.97 (13)
54.15 (13)
-62.81 (13)
58.03 (15)
25.11 (10)
152.62 (9)
-90.92 (11)
36.59 (13)
-156.94 (10)
-44.13 (14)
-44.12 (10)

-158.00 (9)
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C14—C15—Cl6—
Cl1

C12—C11—Cl6—
C15

C10—C11—C16—
C15

C24—N2—C17—03

C26—N2—C17—03

C24—N2—C17—C18
C26—N2—C17—C18
03—C17—C18—C19
N2—C17—C18—C19
03—C17—C18—C23
N2—C17—C18—C23

C17—C18—C19—
C20

C23—C18—C19—
C20

C18—C19—C20—
cz21

C19—C20—C21—
C22

C20—C21—C22—
C23

C21—C22—C23—
C24

C21—C22—C23—
C18

C17—C18—C23—
C22

C19—C18—C23—
C22

C17—C18—C23—
C24

C19—C18—C23—
C24
C25—04—C24—N2
C25—04—C24—C23

C1l7—N2—C24—04

C26—N2—C24—04

0.50 (17)
0.50 (16)
-175.79 (10)

162.78 (10)
23.92 (16)
-18.79 (11)
-157.65 (9)
91.94 (13)
-86.43 (10)
-148.79 (11)
32.84 (10)
161.91 (9)

49.55 (11)
-58.28 (12)
59.84 (12)
-53.72 (12)
-73.32 (12)
46.19 (13)
-160.85 (9)
-43.74 (12)
-33.77 (10)
83.33 (10)
-37.44 (11)
-149.82 (9)
-121.60 (9)

23.08 (11)

C33—N3—C40—06
C42—N3—C40—06
C33—N3—C40—C39
C42—N3—C40—C39
C34—C39—C40—06
C38—C39—C40—06
C34—C39—C40—N3
C38—C39—C40—N3
C40—06—C41—C42
C33—N3—C42—C43
C40—N3—C42—C43
C33—N3—C42—C41
C40—N3—C42—C41
06—C41—C42—N3
06— C41—C42—C43
N3—C42—C43—C48
C41—C42—C43—
C48
N3—C42—C43—C44
C41—C42—C43—
Ca4
C48—C43—Ca4—
C45
C42—C43—Ca4—
C45
C43—C44—C45—
C46
C44—CA45—C46—
ca7
C45—C46—CAT—
c48
C44—C43—C48—
c47
C42C43—C48—
c47

-96.34 (9)
36.20 (10)
25.08 (11)

157.61 (8)
82.55 (11)
-157.89 (9)
-30.38 (11)
89.19 (10)
36.07 (10)
-123.80 (10)
108.96 (10)
113.95 (10)

-13.29 (10)
-13.88 (10)
-136.58 (9)
-6.25 (15)
108.46 (12)
173.35 (9)
-71.93 (12)
0.45 (17)
-179.17 (10)
0.48 (17)
-0.94 (19)
05(2)
-0.93 (18)

178.68 (11)
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C17—N2—C24—C23 -3.65(11) C46—C47—C48— 0.5(2)
C43
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Compuesto (3R,5aR,9aR,9bS)-41c (amgf2a_a)

- Prob = 50
© Temp = 100
e}
©
™
o
=
|
fo))
=
~
o))
™
N
L
)
o
P
@
=
)
—
fon
|
o
Z -23  amgf2a_a P 21 R = 0.03 RES= 0 42 X

Datos del cristal

C16H19NO; F(000) = 276

M, = 257.32 Dy =1.276 Mg m™

Monoclinica, P2, Radiacion sincrotron, A = 0.7288 A
a=8.1125(5) A Parametros de celda de 4905 reflexiones
b =9.6253 (6) A 6=1.0-1.0°

c=8.8493 (5) A p=0.09 mm

B =104.230 (2)° T=100K

V =669.80 (7) A3 plato, incoloro

=2 0.15x 0.10 x 0.02 mm

Colecciéon de datos
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Bruker D8 con detector PHOTON Il CPAD
difractometro

Fuente de radiacién: Advanced Light Source,
Beamline 12.2.1

Resolucion de detector: 7.39 pixeles mm
¢ Y o escaneos sin obturador

Correccion de absorcion: multi-scan
SADABS2016/2 - Bruker AXS, Madison WI

26326 Reflexiones medidas
Refinamiento

Refinamiento sobre F2

Matriz de minimos cuadrados: completo

R[F? > 25(F?)] = 0.029
WR(F?) = 0.083

S=1.07
5106 reflexiomes
172 parametros

1 restriccion

5106 reflexiones independientes

4905 reflexiones con | > 2¢(1)

Rint = 0.030
emax = 34.10, emin = 2.70
h=-12—-12

k=-14-14
1=-13—13

Ubicacion del sitio del atomo secundario:
diffmap

Ubicacién del sitio de hidrégeno: inferida de
sitios vecinos

Parametros del atomo de H restringidos

w = 1/[c%(Fe?) + (0.0529P)? + 0.034P]
donde P = (Fo? + 2F?)/3

Admax = 0.23 e A3
A)min = '025 e A-3

Estructura absoluta: Flack x determinado
usando 2226 cocientes [(1+)-(I-))/[(1+)+(1-)]
(Parsons, Flack and Wagner, Acta Cryst. B69
(2013) 249-259).

Ubicacion del sitio del &tomo primario: espacio  Pardmetro de estructura absoluta: -0.08 (19)

dual

Detalles especiales

Geomtria. Todas las esds (excepto la esd en el angulo diedro entre dos planos I.s.) se estiman utilizando la
matriz de covarianza completa. Los esds de celda se tienen en cuenta individualmente en la estimacion de esds
en distancias, &ngulos y angulos de torsion; las correlaciones entre los esds en los pardmetros de la celda solo

se utilizan cuando estan definidas por la simetria del cristal. Se utilizé un tratamiento aproximado (isotrépico)

de las celdas esds para estimar las esds que involucran los planos I.s.
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Coordenadas atomicas fraccionales y pardmetros de desplazamiento isotrépico o

isotrépico equivalente (A%) para (amgf2a_a)

X y z Uiso*/Ueq

01 0.48620 (10) 0.55480 (10) 0.70074 (9) 0.02161 (16)
02 0.12101 (10) 0.29723 (9) 0.38278 (10) 0.01984 (16)
N1 0.28285 (11) 0.48574 (9) 0.48309 (10) 0.01529 (15)
C1 0.33799 (12) 0.53016 (10) 0.63461 (12) 0.01604 (17)
C2 0.18046 (12) 0.54080 (10) 0.69760 (11) 0.01590 (17)
H2 0.121117 0.629737 0.659118 0.019*

c3 0.19883 (13) 0.53236 (12) 0.87248 (12) 0.01930 (18)
H3A 0.264791 0.612780 0.925144 0.023*
H3AB 0.259588 0.446174 0.914673 0.023*

c4 0.01945 (13) 0.53284 (13) 0.90122 (12) 0.0212 (2)
H4A -0.032677 0.625230 0.873005 0.025*
H4AB 0.028848 0.518144 1.013748 0.025*

C5 -0.09821 (15) 0.42083 (14) 0.80792 (14) 0.0238 (2)
H5A -0.213978 0.433176 0.823685 0.029*
H5AB -0.056772 0.328146 0.848818 0.029*

Cé -0.10773(13)  0.42571 (13) 0.63199 (13) 0.0211 (2)
H6A -0.174344 0.345840 0.578720 0.025*
H6AB -0.164209 0.512434 0.586100 0.025*

7 0.07286 (12) 0.41997 (11) 0.61130 (11) 0.01561 (16)
H7 0.125230 0.331756 0.660491 0.019*

Cs8 0.10882 (12) 0.42908 (10) 0.45053 (11) 0.01574 (17)
H8 0.025450 0.490748 0.378994 0.019*

Co 0.24957 (13) 0.31168 (11) 0.29797 (12) 0.01863 (18)
H9A 0.201811 0.354509 0.194774 0.022*
H9AB 0.298340 0.220046 0.282450 0.022*

c10 0.38645 (12) 0.40660 (10) 0.39960 (11) 0.01523 (17)
H10 0.469788 0.348334 0.475555 0.018*

c11 0.47989 (12) 0.48999 (11) 0.30224 (11) 0.01528 (16)
c12 0.45197 (14) 0.63133 (11) 0.27357 (13) 0.01820 (18)
H12 0.375179 0.680147 0.319888 0.022*

c13 0.53680 (15) 0.70156 (12) 0.17667 (14) 0.0223 (2)
H13 0.517851 0.798112 0.157802 0.027*

C14 0.64864 (16) 0.63076 (13) 0.10792 (14) 0.0240 (2)
H14 0.705529 0.678606 0.041612 0.029*

ci5 0.67709 (15) 0.48960 (14) 0.13645 (14) 0.0241 (2)
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H15 0.754094 0.441100 0.090091 0.029*

C16 0.59278 (14) 0.41911 (12) 0.23301 (13) 0.02081 (19)

H16 0.612122 0.322599 0.251816 0.025*
Parametros de desplazamiento atémico (A?) para (amgf2a_a)

Ull U22 U33 U12 U13 U23

o1 0.0161 (3) 0.0281(4) 0.0212(3) -0.0056 (3) 0.0057 (3) -0.0044 (3)

02 0.0192 (3)  0.0190 (3)  0.0246 (4) -0.0053 (3) 0.0116 (3)  -0.0061 (3)

N1 0.0140 (3) 0.0172 (3) 0.0165(4) -0.0014 (3) 0.0071 (3) -0.0023 (3)

C1 0.0162 (4) 0.0163(4) 0.0171(4) -0.0017 (3) 0.0068 (3)  -0.0009 (3)

c2 0.0150 (4) 0.0177 (4) 0.0165(4) 0.0004 (3) 0.0067 (3)  -0.0007 (3)

c3 0.0170 (4) 0.0261(5) 0.0158 (4) 0.0015(4) 0.0059 (3)  -0.0015 (4)

C4 0.0187 (4) 0.0289 (5) 0.0179 (4) 0.0046 (4) 0.0085 (3)  0.0018 (4)

c5 0.0185 (4) 0.0344 () 0.0216 (5) -0.0014 (4) 0.0108 (4) 0.0018 (4)

Cé 0.0141 (4) 0.0305(5) 0.0205(4) -0.0015(4) 0.0076 (3) -0.0013 (4)

c7 0.0134 (4) 0.0182(4) 0.0164 (4) -0.0010 (3) 0.0057 (3) -0.0002 (3)

c8 0.0137 (4) 0.0179 (4) 0.0167 (4) -0.0008 (3) 0.0057 (3) -0.0017 (3)

c9 0.0188 (4) 0.0189 (4) 0.0208 (4) -0.0028 (3) 0.0099 (3)  -0.0041 (4)

C10 0.0150 (4) 0.0162 (4) 0.0164 (4) 0.0004 (3) 0.0073(3)  0.0002 (3)

C11 0.0141 (4) 0.0183(4) 0.0146 (4) -0.0012 (3) 0.0056 (3)  -0.0003 (3)

C12 0.0187 (4) 0.0182(4) 0.0188(4) -0.0025(3) 0.0068 (3) -0.0002 (4)

C13 0.0248 (5) 0.0215(5) 0.0214(5) -0.0073 (4) 0.0073(4) 0.0008 (4)

Cl14 0.0257 (5) 0.0297 (5) 0.0191(5) -0.0101(4) 0.0101(4) -0.0004 (4)

C15 0.0239 (5) 0.0305(5) 0.0223(5) -0.0041(4) 0.0141(4) -0.0032 (4)

C16 0.0212 (4) 0.0222(5) 0.0221(5) 0.0000 (4) 0.0113 (4) -0.0005 (4)
Parametros geométricos (A, ©) para (amgf2a_a)

01—C1 1.2241 (12) C6—H6AB 0.9900

02—C8 1.4174 (13) C7—C8 1.5234 (14)

02—C9 1.4335 (12) C7—H7 1.0000

N1—C1 1.3733 (13) C8—H8 1.0000

N1—C10 1.4621 (12) C9—C10 1.5445 (15)

N1—C8 1.4743 (13) C9—H9A 0.9900

Cci1—C2 1.5181 (13) C9—H9AB 0.9900

Cc2—C3 1.5200 (14) C10—C11 1.5107 (13)

C2—C7 1.5395 (14) C10—H10 1.0000

C2—H2 1.0000 C11—C12 1.3922 (15)

C3—C4 1.5376 (14) C11—C16 1.3983 (14)
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C3—H3A
C3—H3AB
C4—C5
C4—H4A
C4—H4AB
C5—C6
C5—H5A
C5—H5AB
C6—C7
C6—H6A

C8—02—C9
C1—N1—C10
C1—N1—C8
C10—N1—C8
01—C1—N1
01—C1—C2
N1—C1—C2
C1—C2—C3
c1—Cc2—Cv
c3—C2—C7
Cl—C2—H2
C3—C2—H2
C7—C2—H2
C2—C3—C4
C2—C3—H3A
C4—C3—H3A
C2—C3—H3AB
C4—C3—H3AB
H3A—C3—H3AB
C3—C4—C5
C3—C4—H4A
C5—C4—H4A
C3—C4—H4AB
C5—C4—H4AB
H4A—C4—H4AB
C4—C5—C6
C4—C5—H5A
C6—C5—H5A

0.9900
0.9900
15387 (17)
0.9900
0.9900
1.5404 (15)
0.9900
0.9900
15215 (14)
0.9900

105.66 (7)
124.46 (8)
111.86 (8)
11051 (8)
124.96 (9)
128.90 (9)
106.14 (8)
119.31 (8)
101.11 (7)
111.50 (8)
108.1
108.1
108.1
107.96 (8)
110.1
110.1
110.1
110.1
108.4
113.37 (9)
108.9
108.9
108.9
108.9
107.7
113.04 (9)
109.0
109.0

C12—C13
Cl2—H12
C13—Ci14
C13—H13
C14—C15
Cl4—H14
C15—C16
C15—H15
C16—H16

C6—C7—H7
C8—C7—H7
C2—C7—H7
02—C8—N1
02—C8—C7
N1—C8—C7
02—C8—HS8
N1—C8—H8
C7—C8—Hs8
02—C9—C10
02—C9—H9A
C10—C9—H9A
02—C9—H9AB
C10—C9—H9AB
H9A—C9—H9AB
N1—C10—C11
N1—C10—C9
C11—C10—C9
N1—C10—H10
C11—C10—H10
C9—C10—H10
C12—C11—C16
C12—C11—C10
C16—C11—C10
Cl11—C12—C13
Cl1—Ci12—H12
C13—Cl12—H12
C14—C13—C12

1.3985 (15)
0.9500
1.3889 (17)
0.9500
1.3909 (18)
0.9500
1.3949 (16)
0.9500
0.9500

107.3
107.3
107.3
104.53 (8)
113.13 (8)
103.46 (8)
111.7
111.7
111.7
105.31 (8)
110.7
110.7
110.7
110.7
108.8
116.28 (8)
100.49 (7)
111.84 (8)
109.3
109.3
109.3
119.45 (10)
122.77 (9)
117.72 (9)
120.11 (10)
119.9
119.9
120.28 (11)
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C4—C5—H5AB
C6—C5—H5AB
H5A—C5—H5AB
C7—C6—C5
C7—C6—H6A
C5—C6—H6A
C7—C6—H6AB
C5—C6—H6AB
H6A—C6—H6AB
C6—C7—C8
C6—C7—C2
c8—Cr—C2

C10—N1—C1—01
C8—N1—C1—01
C10—N1—C1—C2
C8—N1—C1—C2
01—C1—C2—C3
N1—C1—C2—C3
01—C1—C2—C7
N1—C1—C2—C7
Cl—C2—C3—C4
C7—C2—C3—C4
C2—C3—C4—C5
C3—C4—C5—C6
C4—C5—C6—C7
C5—C6—C7—C8
C5—C6—C7—C2
Cl1—C2—C7—C6
C3—C2—C7—C6

C1—C2—C7—C8

C3—C2—C7—C8

C9—02—C8—N1

C9—02—C8—C7

C1—N1—C8—02

109.0
109.0
107.8
108.06 (9)
110.1
110.1
110.1
110.1
108.4
121.43 (9)
110.99 (8)
101.79 (8)

27.24 (16)
164.40 (11)
-152.69 (9)
-15.54 (11)
-23.41 (16)
156.52 (9)
-145.99 (11)
33.94 (10)
-175.00 (9)
-57.70 (11)
53.14 (12)
-53.04 (13)
53.54 (13)
-177.37 (9)
-57.97 (12)
-169.24 (8)
62.91 (11)

-38.65 (9)

-166.50 (8)
-32.49 (10)
-144.33 (8)

-128.44 (9)

C14—C13—H13
C12—C13—H13
C13—C14—C15
C13—C14—H14
C15—C14—H14
C14—C15—C16
C14—C15—H15
C16—C15—H15
C15—C16—C11
C15—C16—H16
Cl1—C16—H16

C10—N1—C8—C7
C6—C7—C8—02
Cc2—C7—C8—02
C6—C7—C8—N1
C2—C7—C8—N1
C8—02—C9—C10

C1—N1—C10—C11
C8—N1—C10—C11

C1—N1—C10—C9
C8—N1—C10—C9
02—C9—C10—N1

02—C9—C10—C11

N1—C10—C11—C12
C9—C10—C11—C12
N1—C10—C11—C16
C9—C10—C11—C16

Cl6—C11—Cl12—
C13

C10—C11—C12—
C13

Cl1—C12—C13—
Cl4

C12—C13—C14—
C15

C13—C14—C15—
C16

C1l4—C15—C16—

119.9
119.9
119.80 (10)
120.1
120.1
120.13 (11)
119.9
119.9
120.24 (11)
119.9
119.9

133.43 (8)
-93.51 (11)
142.69 (8)
153.99 (9)
30.19 (9)
37.96 (10)
-94.05 (12)
128.31 (9)
145.06 (9)
7.43 (10)
-27.06 (10)
-151.06 (8)
-0.08 (14)
105.54 (11)
173.98 (9)
-71.40 (12)
-0.21 (16)

-177.10 (10)
0.31 (17)
-0.41 (18)
0.41 (18)

-0.31 (18)
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Cl1

C10—N1—C8—02  14.79 (10) C12—C11—C16— 0.21 (17)
C15

C1—N1—C8—C7 -9.80 (11) C10—C11—C16— 177.25 (10)
C15
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Compuesto (3aR,7aS)-42 (amgr26_a)

B2 Y

- (7031.)

PLATON-Aug 13 17:28:55 2018

™~
—
(@]
—

amgr?b_a

P21 21 21

R =

o1

0.04 RES=

Prob
Temp

0

nn
—

O
oo

-32 X

Datos de cristal

CsH1sNO

M, = 139.19
Ortorrémbica, P212121
a=5.0702 (2) A
b=8.1758 (3) A
c=18.1903 (7) A

V =754.04 (5) A3
Z=4

F(000) = 304

Colleccion de datos

Dy = 1.226 Mg m*

Radiacion sincrotron, A = 0.7288 A
Parametros de celda de 2821 reflexiones
0=1.0-1.0°

u=0.08 mm

T=100K

Tablata, incoloro

0.22 x 0.10 x 0.04 mm
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Bruker D8 con detector PHOTON Il CPAD
difractometro

Fuente de raciacion: Advanced Light Source,
Beamline 12.2.1

Resolucion del detector: 7.39 pixeles mm-
¢ Y o escaneos sin obturador

Correccion de absorcion: multi-scan
SADABS2016/2 - Bruker AXS, Madison WI

16539 reflexiones medidas
Refinamiento
Refinamiento sobre F2

Matriz de minimos cuadrados: completo
R[F? > 2c(F?)] = 0.038

wR(F?) = 0.090
S=1.17
2861 reflexiones

92 reflexiones

0 restricciones

Ubicacién del sitio del &tomo primario: espacio
dual

Ubicacion del sitio del &tomo secundario:
diffmap

Detalles especiales

Geomtria. Todas las esds (excepto la esd en el angulo diedro entre dos planos 1.s.) se estiman utilizando la
matriz de covarianza completa. Los esds de celda se tienen en cuenta individualmente en la estimacion de esds
en distancias, &ngulos y angulos de torsion; las correlaciones entre los esds en los pardmetros de la celda solo

se utilizan cuando estan definidas por la simetria del cristal. Se utilizé un tratamiento aproximado (isotrépico)

2861 reflexiones independientes

2821 reflections with | > 26(1)

Rint = 0.044
emax = 34.10, emin = 2.80
h=-7-7

k=-12-12
1=-27-26

Ubicacién del sitio de hidrégeno: inferida de
sitios vecinos

Parametros del atomo de H restringidos

w = 1/[c¥(Fs2) + (0.0512P)2 + 0.0604P]
donde P = (Fo? + 2F?)/3

(A/G)max <0.001
Admax = 0.44 e A3
Admin = -0.37 e A3

Correccion de extincién: SHELXL2018/3
(Sheldrick 2018),
Fc™=kFc[1+0.001xFc?A%/sin(20)] 4

Extinction coefficient: 0.15 (2)

Estructura absoluta: Flack x determinado
usando 1156 cocientes [(1+)-(1-))/[(1+)+(1-)]
(Parsons, Flack and Wagner, Acta Cryst. B69
(2013) 249-259).

Pardmetro de estructura absoluta: 0.2 (2)

de las celdas esds para estimar las esds que involucran los planos I.s.

Coordenadas atomicas fraccionales y paradmetros de desplazamiento isotrépico o

isotrépico equivalente (A% para (amgr26_a)
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X y z Uiso*/Ueq

01 0.94711 (14) 0.58344 (9) 0.23973 (4) 0.01757 (16)
N1 0.80625 (17) 0.79237 (9) 0.31425 (5) 0.01619 (16)
H1 0.926830 0.864631 0.301757 0.019*
C1 0.79756 (17) 0.63900 (10) 0.28697 (5) 0.01311 (16)
C2 0.56602 (17) 0.55062 (10) 0.32225 (5) 0.01291 (16)
H2 0.410351 0.564976 0.289113 0.015*
C3 0.60531 (19) 0.36703 (10) 0.33354 (5) 0.01507 (17)
H3A 0.431142 0.314844 0.340970 0.018*
H3AB 0.684302 0.319717 0.288538 0.018*
C4 0.7815 (2) 0.32750 (11) 0.39888 (5) 0.01925 (19)
H4A 0.964050 0.363474 0.388344 0.023*
H4AB 0.783989 0.207791 0.407036 0.023*
C6 0.6812 (2) 0.41316 (12) 0.46797 (5) 0.0216 (2)
H6A 0.498943 0.377001 0.478758 0.026*
HE6AB 0.794048 0.383632 0.510363 0.026*
c7 0.68598 (19) 0.59801 (11) 0.45669 (5) 0.01640 (17)
H7A 0.870112 0.633488 0.448110 0.020*
H7AB 0.622685 0.652221 0.502047 0.020*
c8 0.51500 (17) 0.65310 (11) 0.39189 (5) 0.01449 (17)
H8 0.323926 0.649926 0.405441 0.017*
C9 0.5947 (2) 0.82611 (11) 0.36668 (5) 0.01700 (18)
H9A 0.445414 0.883225 0.342769 0.020*
H9AB 0.658888 0.892783 0.408441 0.020*
Parametros de desplazamiento atémico (A?) para (amgr26_a)

Ull U22 U33 U12 UlS U23
01 0.0188 (3) 0.0144(3) 0.0195(3) 0.0018 (2) 0.0059 (2)  -0.0001 (2)
N1 0.0179 (3) 0.0104 (3) 0.0202 (3)  -0.0009 (3) 0.0035(3) -0.0001 (3)
C1 0.0130 (3) 0.0111(3) 0.0152(3) 0.0009 (3) -0.0003 (3) 0.0009 (3)
c2 0.0117 (3) 0.0120(3) 0.0151(3) -0.0004 (3) -0.0007 (3) -0.0011 (3)
C3 0.0171(4) 0.0111(3) 0.0170(4) -0.0025(3) -0.0003 (3) -0.0018 (3)
C4 0.0266 (4) 0.0128 (4) 0.0184 (4) 0.0030(3) -0.0026 (3) -0.0003 (3)
C6 0.0333(5) 0.0156 (4) 0.0158 (4) 0.0001 (4) 0.0001 (4) 0.0015 (3)
c7 0.0193(4) 0.0148(3) 0.0151(3) -0.0003(3) -0.0002(3) -0.0024 (3)
C8 0.0127 (3) 0.0134(3) 0.0173(4) 0.0004 (3) 0.0021(3) -0.0023 (3)
C9 0.0194 (4) 0.0115(3) 0.0201(4) 0.0027 (3) 0.0027 (3) -0.0016 (3)

Parametros geométricos (A, ©) para (amgr26_a)
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01—C1
N1—C1
N1—C9
N1—H1
C1—C2
C2—C3
C2—Cs8
C2—H2
C3—C4
C3—H3A
C3—H3AB
C4—C6

C1—N1—C9
Cl1—N1—H1
C9—N1—H1
01—C1—N1
01—C1—C2
N1—C1—C2
C1—C2—C3
Cl1—C2—C8
C3—C2—C8
Cl1—C2—H2
C3—C2—H2
C8—C2—H2
C4—C3—C2
C4—C3—H3A
C2—C3—H3A
C4—C3—H3AB
C2—C3—H3AB
H3A—C3—H3AB
C3—C4—C6
C3—C4—H4A
C6—C4—H4A
C3—C4—H4AB
C6—C4—H4AB
H4A—C4—H4AB

C9—N1—C1—O01

1.2327 (11)
1.3492 (11)
1.4617 (13)
0.8800
1.5206 (12)
15280 (12)
1.5407 (12)
1.0000
15215 (13)
0.9900
0.9900
15258 (14)

113.04 (7)
123.5
123.5
125.36 (8)
126.44 (8)
108.16 (7)
115.02 (7)
102.60 (7)
116.46 (7)
107.4
107.4
107.4
112.97 (7)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
11051 (8)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1

176.79 (9)

C4—H4A
C4—H4AB
C6—C7
C6—H6A
C6—H6AB
C7—C8
C7—H7A
C7—HT7AB
C8—C9
C8—H8
C9—H9A
C9—H9AB

C7—C6—C4
C7—C6—H6A
C4—C6—H6A
C7—C6—H6AB
C4—C6—H6AB
H6A—C6—H6AB
C6—C7—C8
C6—C7—H7A
C8—C7T—HT7A
C6—C7—H7AB
C8—C7—H7AB
H7A—C7—H7AB
Cr—C8—C2
C7—C8—C9
Cc2—C8—C9
C7—C8—H8
C2—C8—H8
C9—C8—HS8
N1—C9—C8
N1—C9—H9A
C8—C9—H9A
N1—C9—H9AB
C8—C9—H9AB
H9A—C9—H9AB

C4—C6—C7—C8

0.9900
0.9900
1.5254 (14)
0.9900
0.9900
15309 (13)
0.9900
0.9900
1.5409 (13)
1.0000
0.9900
0.9900

109.80 (8)
109.7
109.7
109.7
109.7
108.2
112.71 (8)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
112.21 (7)
11053 (8)
102.15 (7)
110.6
110.6
110.6
102.32 (7)
111.3
111.3
1113
1113
109.2

59.44 (11)
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C9—N1—C1—C2
01—C1—C2—C3
N1—C1—C2—C3
01—C1—C2—C8
N1—C1—C2—C8
Cl—C2—C3—C4
C8—C2—C3—C4
C2—C3—C4—C6
C3—C4—C6—C7

-0.92 (10)
34.67 (12)
-147.65 (8)
162.12 (9)
-20.20 (9)
77.00 (10)
-43.07 (11)
52.89 (11)
-61.17 (11)

C6—C7—C8—C2
C6—C7—C8—C9
Cl1—C2—C8—C7
Cc3—C2—C8—C7
C1—C2—C8—C9
C3—C2—C8—C9
C1—N1—C9—C8
C7—C8—C9—N1
C2—C8—C9—N1

-47.99 (10)
-161.30 (8)
-86.52 (8)
40.02 (10)
31.87 (8)
158.41 (8)
21.62 (10)
87.28 (8)
-32.30 (9)
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Compuesto (3R,7aS)2-(1R)-48 (amgf2a_a

Prob = 50
> emp = 100
N

[aN]

|

©

o

(e8]
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|
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[en]

[aN]

(an)

o

S

[Wp]

9

o

o3

<

=

[an]

'_

a

|

o

7 176 amgf23.a P 21 R = 0.05 RES= 0 -79 X

precisidédn de enlace: C-C = 0.0018 A Longitud de onda=0.72880

Celda: a=8.7174 (4) b=6.1836(3) c=12.9840 (6)
alfa=90 beta=102.879(2) gamma=90

Temperatura: 100 K
Calculado Reportado

Volumen 682.29 (6) 682.29(6)

Grupo espacial P 21 P 21

Hall group P 2yb P 2yb

Férmula Clée H21 N 02 ?

Suma de Cle H21 N 02 Cl6 H21 N 02

Mr 259.34 259.34

Dx,g cm-3 1.262 1.262

Z 2 2

Mu (mm-1) 0.086 0.086
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F000 280.0 280.0
F000’ 280.13

h, k, lmax 13,9,19 13,9,19
Nref 5209[ 2809] 5020

Tmin, Tmax 0.985,0.986 0.689,0.747
Tmin’ 0.985

Método de correcidén= # Reportados limites T: Tmin=0.689
Tmax=0.747

AbsCorr = MULTI-SCAN

Completitud de los datos = 1.79/0.96 Theta (max)= 34.076
R(reflexiones)= 0.0492 (4889) wR2 (reflexiones)= 0.1191(5020)
S =1.124 Npar= 175
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Stervocontrol aff
throe chival cantors
ABSTRACT: Kinetically controlled cyclocondersation of sterenisomeric and ring—chain tautomeric mixture of (+ -hpdroxylactone
1 and 0.5 equiv of (R }-phenylglycinol provided tricyclic oxeologoindolone lactam (IR5a59R9hS)-2a, a veratile intermediate for
further stereocontrolled trangdformations to access emantiopure ci-hused octabydroisoindolones. An extersion of this methodology
was successfully applied to the synthesis of the 56-dihpdroxy derivative (3aR,5R,65,725)-17.

(38R Tag-B R =H
(35.3aR.TaS-10, R = allyl

B INTRODUCTION Scheme 1. Chiml Tricydic Lactams as Advanced Chiral

The dewelopment of new routes for the sterecselective Materials

comstruction of complex organic framewors stll remains as fy Fravious work: staraocontral of twa chiral coniars

a clallenging area in both academic and phamaceutical i } =
research’ In this regard, Meyers' pioneering work has CK.\{:GJR qFU N Q\Fn
established the synthetic wiity of bicydic bwtams as ciral o M "'.
bullding blocks for the stereoselective synthesis of nitrogen \-"'J‘“-ph H ol
containing beterocyces.” Recently, this methodology has been axnzoloindolone lsstam ootahydmindolone

extended to tHeydic omzoloindolone botams, easily obtained
by sterecselective cyclocondemsation reaction between a chiral
nonracemc aminoaloohol and 2-oxocydohexaneacetate derv-
atives, x templates of the octahydmindaolone nuclens.”
Interestingly, the bomeric octahydroboindolone core is
frequently found in numerows biologeally active maolecules*
and valuable synthetic intermediates;” however, only a few
processes are avallible for its stereoselective preparation.™™
With this in mind, we envisaged to expand the scope of

iy This work: steregconinol of three chiral centers

! H 2 P
. /
CLp — Gy =CR
. j/ —_—
:in H o H B

sxaralyisgindalons laclam aclafydraisaindalang

Meyers' methodology to the generation of a clirl, nonracemic
tricyclic cxxrolosoindolone lictam & precusor of enantiopure
octahpdrokoindolones (Scheme 1.

In this work, we describe a highly sterecselective reaction
that simultanecwsly generates three contiguous stereogenic
centers via kinetic resolution of a sterecisomeric and
tautomerc mixture of (4 )cishpdroxfactones with (R)-
phenylglyanol through disterecselective cydocondensation
This methodology has been applied for the stereocontrolled
access to natural product-like [ 3aR5R657a5)-17.

& 00N, Ao (hwisiocall Sty

v ACS Publications

W RESULTS AND DISCUSSION

The syntheds of the key chiral tdeydic oxazololsoindolone was
hypothestred as depicted in Scheme 2. Cydocondensation

Received: July 24, 2021

Fompricfeiod oy 0 0 s e A7 57
£ Org. Chem D00 06, S00-000
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Scheme 2. Predicted Synthesis of the Key Chiral Tricyclic
Oaoloisoindolone

H oL !
OH ginane
Fwaniubicn HO Ho
| i
H "

o]
O 3.5eg
- e

:r "y
H

Oj:]/ P

reaction of (R)-phenylglycinal with (+)-ds-2-fomyoydohes-
ane-l-carboxylic add in equiibrium with its hydroxylactone
form (dAng—duain tatomedsm) would aford eight diaster
eoomeric oxgolidines, bur from each enantiomedc ado-
acid, which would be in equilibrivm through imine-enamine
tautomertsm before the intramolecular cydization. Therefore,
in princple, the irreversible and kinetically controlled
botamization process would slectively humih one of the
eight possible disgtereckomeric tricyclic oxazolaisoindolones,
establishing up to thee well-defined stereogenic centers via
kinetic resolution in a single tansformation

Consequently, according to our observations, cydoconden-
satlon of stereclsomenc and tutomerls mivtere of (4 )by
droxylactone 17 with 0.5 equiv of (B }-phenylglycinol proceeds
at 40 °C i a wide mnge of nonpolar solvents, such a5 ethereal
(Table 1, entries | and 2}, chlorinated ( Table 1, entdes 3=5),
and aromatic solvents (Table 1, entry &) with very high
dizsterecselectivities, whereas higher wields of tacydic
lictams were obtained in toluene (Table 1, entry 6). After
screening the reaction tme and temperature, when the
condensation was performed in toluene at 60 *C for 18 k
only four of the eight possible diagereoisomeric axaolokoin-
dolones (2a—d) could be detected in %0% yield and &:3:1:1
ratio, respectively; one stereaisomer (3R 5a5%aR9bS)- 2 was
formed in large excess and isolated dixstereomerically pure ina
satisBetory 55% vield (Table 1, entry 7).

Configurational asignment of 2a—d was established on the
hags of two-dimensional NMR amlyss (see Supporting
Information ). In addition, the absolute configuration of 2a
a:mi 2 was corroborated by X-my orystal difiraction (Figure
1)."

As anticipated, the highly disterecselective formation of
(AR, 52592 R9b5)-2a could be explined by sssuming that cis-
fused tricyclic lactams are more stable due to reduced ring
strain™ and that the rte-determining and irreversible

pubsacsongioc
Table 1. Diastereoselective Ep:locand.ensﬂhn Beaction
‘'
Ct -,
21:[‘ "_J.Ph
5 ag " H l:)"'
[REEEEEET TSI L:Iﬂ'.:uﬁ.hs.ahm-dl-
1 sakant, 1Bh H E
H g, N
W "]‘ " N ™
) H - {D"’
[AA.5aR 3R AbS12e  [3A,54R SaR.00F)-2d
entry salvent SE % dr*
1 THF 40 El R PR R
1 TEME 40 19 B30 3k 04k 0
3 CHCL, 440 s } S 1:0: 10k 0:0: 0
4 CHyCly 40 4 15:2:1: 1a0: 04000
3 CICHCH,C1 40 b= ] 00 13 3k 0400
& FhMie 40 52 1121 2 04000
7 Fhive ] L) £:30: 100 0:0:0

“Chemicd vields ar= based on (R)-phenylghcina as the Emiting
reagent. "Diastereameric mtio was determined by NME anabis of

crude product.

'fﬂ AP

(3R 543 38R 3b 528

o

(3R 5aR BaR A5

Figure 1.

ORTEFP drawing of (3R.525%R9b5)-2a and

(3R52R, %R Ib5) 2 showing thermal clipscids at the 50%

probubility level

bctamization step

ocours more rapidly from intermedite

omazolidine (15,2 R)-2-(254R)-3a, which allows a less stedcally
hindered approach of the nitrogen atom to the carboxylic
modety, avolding the repulive interaction with the phenyl
group (Scheme 3) As can be seen from Figure 1, the three
rngs sequence and the pheny substituent in the major product
(AR 5a59aR9b5)-2a adopt a pleated shape favored by steric

corsiderations.

Scheme 3. Origin of the Stereochemical Cutcome of the

"o
?[::A:E_T,Ph

Cyclocondensation

C: '\-—""=

1 52R2- 2T AR)-3

- Ph

(AR Saf 0aR 065120

ook org B (0 (21 facsifror ) cONP A7
£ Grg. Chem X0, K08, SOE-EEE
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Having the advanced chirl oxsolooindolone intermediate
(3R, 559aR9b5)-2a in hand, we next examined its synthetic
utility in the prepamation of dhallenging enantiopure octay-
drotsoindolones Accordingly, the reductive csazolidine ring-
opening of (IRS5259aR,9h5)-2a, by h:eatment with Et,SiH/
BFDEL, in CHLCL, at room tempe:arum ga'l.re the cis-fused
octahydroisaindolone ([3aR,7aS)2-(IR)4 in 98% vield
Removal of the phenylgyanol fragment was addeved without
loss of serecchemical integrity by the conversion aof the
aleobol modety in (3aR,7a5)2-(IR)-4 to the comesponding
chlorde, followed by the base-induced elimination to generate
an eramide, which by acid hydrolysds gave the octahydroi-
soindolone (3aR7a85)6 in 93% overall vield for the three
stepe.’’ Most importantly, (3R 72806 obtained in this
manner displiyed an optical rotation consistent with that
reported in the literature for its enantiomer’™ and its structure
was confimed by X-my crstallographic analysie ™ Addition-
ally, the BFOEt, mediated allylation of (3R5a55aR9bS)-2a
with allfl (trmetlyl)dlane (alyl TMS) in CHyCly at =78 “C
provided the desired 3-substituted octahydrosoindolone
(35,3aR,Ta8)-2- (1R)-B in 95% weld a5 a dngle diagereoisomer
with retention of configuration.” The high diastereoselectivity
of this tamsformation can be mtiomlized by consdenng the
formation of intermediste N-acfliminium species 7, which
undergoes a kinetic controlled mudeophilic at't::k from the less
lindered comves face of the bicyclic system Fhu]}!.r, removal
of the phenylgyanol ausiliary via enamide hydrolyss gave the
enantiomerdcally pure substituted lactam (353aR7a5)-10 in
91% yield (Scheme 4).

To further explore the synthetic value of this protocol, we
extended it to the synthesis of natural product-like
(3aR5RA65,7a5)-17, which can be comsidered s a C-5 and

Scheme 4. Synthesis of Enantiopure Octahydroisoindolones
from (3R, 5a89aR9b5)-2a

HoO Bingts ™ A J
‘i:_ BFEyOE, —’“‘N
e Ph : DE-
4, _’r/ Myl 78 G
LI 98%
(3R, 585 0aR S0 528 -
EgEIH, BFOEL 7
FE%
l CHyCl, o1 1‘

i _J:‘ Ph
P

(SaR Ta 2104

1. 80CKL, THF, &
93% | 2. -BolK, HBudH, A
3.1 W HCI, THF, &

(35,38, Ta5)r2-{1R}-8

1. 80CkKL. THF. &
9% | 2 HBaOK, HBuoH, A
3 1 MHCLTHF &

b

'\z}'-'{-,
|
I

[3af.Tak)H6

(3%, 3aR.7a5H10

C-6 hydroxy disubstituted ds-fised octahydrotsoindolone ™
Thus, the requisite unsturated (+)-dshydmoxylactone 117 (a
mixture of fereckomeric and tautomeric structures) was
reacted with 0.5 equiv of (R)-phenylglycinol under the
optimized conditions to dissterecselectively provide only four
tcyclic ylactams 12a—d in B1% wield, 3:1:1:1 mato and with
the same stereochemical pattern, isolating the required
(IR 5a59aR9bS)-12a in 41% weld. Then, the reductive
cazolidine ring opening of [IR,545,0aR 9b35)-12a by treat-
ment with Et,5H and BF,OEL, & activating Lewis acid
proceeded smoothly in 94% weld Surprisingly, the course of
the chiral ausliary removal from [ 3aR,7a8 )-2-( 1R)-13 differed
from that observed in the previows examples, providing a 3:1
epimeric mixture of bicyclic bictams in 73% y]e]d,jguﬂmnab]y
via base-promoted thermodymamic Bomertation.” This was
overcome by changing the reaction conditions ssociated with
the base-induced elimimation sep (DBU, PliMe, 90 *C),"*
obtaining the plactam (JaR7a5)-16 in 90% yield Com pound
(3aR,Ta5)-16 had an optical rotation that matched the
previowsly reported values, thereby further confirming the
ahsoltte configuration of (3R5a59aR9b5)-12a™ Dilydrox-
dation of the 56-double bond in (3aR,7a5)-16 by catalvtic
Os0y oxidation led diastereoselectively to the target
octahydroisoindolone [3aRSR65,7a5)-17 in 80% wield
(Scheme ).

Scheme 5. Stereoselective Sythesis of (3aR,5R68,7a8)-17

H O nfieg )’ oo
o L’- ] ~Fh
-% PhMa, 60°C, 18h ,_{ "']’
oo -
OH 1% H O
(211 (AR, 5a5,8aR 9b5-12a
3110000 dr,
EbSiH, BF g DEl;
4%
] GHCh, L
1. S0CI;
fx TEL {N—<_
2 DU oM
P, 50 °C
r_a.a.n_raa-].ﬂ mn.?as:-z [RH3

ml1NHDI'I'HF.n

H H B
A =
H— Mt
THF M2
H 0% H
{388, 725116 (3aR 5RA5TaSIT

B CONCLUSION

In summary, cydocondemsation of a fereolsomedc and
tautomeric misture of (% )-cs-bydrocdactones with half
equivalent of (R)-phenyglydno] diasterenselectively provided
advanced chiml oxeoloboindolone intermediates via kinetic
resolution, establishing three fereogenic centers in a single
step, while subsequent stereocontroled synthetic manipulation
gave acces o emantiopure ci-fused ocabydroisoindolones
Studies aimed at further exploration of the sythetic potential
of this approach are currently undesway.
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W EXPERIMENTAL SECTION

General Remarks. Commercially sourced materials were used as
received unless otherwise noted All moisture sensitive reactions were
carried out under 2 nitrogen with freshly distilled and
dried solvents wing standard Flsh chromatgraphy was
carried out with 230—400 mesh Silica Flash 60, Thin-layer
chromatography wa camied out on TLC with silica
ﬁ[mFmPh!}:iﬂd];thmm wed with UV light or by
staining with potasdum permanganate solution, ninhydrin, or iodine
wvapor. Melting paints were determined with a Fisher—johns apparats
and are uncomected NMR spectra were recorded with a Varian
instrument (400 ME:z for 'H), Broker Avance I HD (500 ME: for
'H} or JEOL (600 MHz for 'H), and were calibrated using
tetramethylslane and the resduwl solvent signal 25 intemnal sendards.
Chemical shifts (§) are expresed in parts per milion (ppm), and
coupling constants (J) in Hertz. Stereochemical determinations are
derived from two-dimensional NME analmis (NOESY, COSY,
HSQC). Optical rotations were measured with 2 PerkinElmer 341
pobrimeter and [i2]% values are given in deg-mlg'-dm~". High-
resalution FAB® and CT" mass spectra (HEMS ) were reconded with 2
JEOL M5ation MS-700.

(& )-3-Hydrowyh exah ydroi sob enzofuran- 1(3H one (1), cis-Cydo-
hexanedicarboxylic anhydride (25 g, 162 mmol) was taken up in
dry THF (7 ml} and conled to —78 °C in an acetone/ OOy, bath This
was added to 278 “C soution of LIAIH(Of-Bu), (0.54 g, 212
mmal) in dry THF (14 ml) via cannula, and the remltant soltion
was stimed for & h. Aqueons 10% HCl solution was then added until
all salids were disohed and the mixture was dlowed to sowly warmm
to room & with sfiming over 12 h The solfion was
extracted with CH,(J; (4 x 15 mL} and the combined organic layers
were washed with brine (1 % 15 mL) and dried over Na S0,
Filtration and removal of salvents under reduced presmre gave the
crude product as 2 yellow il Purification via fhsh chromatography
(1:1 hexane AcOE) afforded (£)-1 (022 g, 87% yield) as 2 white

mp 78 °C. 'H NMR (800 MHz, CDCL) § 5.60-530 (m,
1H, H-3), 4.04 (bs, 1H, OH), 3.04—294 (m, 1H, H-7a), 248—232
[m, 1H, H-3a), 221 -2 [m, 1H, cyclohexane £H, ), 1.96—179 (m,
1H, cyclohexane-CH,), L72-1.51 (m, 3H, cyclohexane-CH, ), 131—
088 (m, 3H, cydohemneCH,) ppm PC{'H} NMR (151 MHz,
CDCL) 8 1787 (C=0), 1010 (C-3), 510 (C-3), 415 (C-7a), 374
[cyclohexane-CH,), 258 (cpcdlohexane-CH,), 232 (cycohexane.
CH;), 228 (cycdohexaneCH;) ppm. HEMS (CI7) caled for
CoHyy [M + H]* mfz 157.0865, found m/z 1570867
3-Phenyloctahydrooxazolof2, 3-alisoindol-5(5aHl-ones  2a-
d. (B)}-Phenylglycinel (0.087 g, 64 mmal ) was added to 2 solution
of (£} (0.2 g 128 mmol) in toluens (12 mL). The mirture was
heated in an ol bath at & °C for 18 b After coding, the volatiles
were evaporated. Spectroscopic 'H NME analysis of reaction cude
mixture indicates the presence of dizstersoisomeric 2a—d in
an 8:3:1:1 ratio, repectively. Flash chromatography (from 85:15 to
73 hexane:AcOEt) afforded tricydic p-lactams (from least to most
polar): 2d, 2b, 2c and Ja (0,147 g 90% yield).

(3R, 5a5,%a R, 9b 5)-3- Phenyloc tahyd rooxazo ko[ 2, 3-ajisaind ol- 5-
(5aH}-one 2al Crystals suitable for Xemy diffrnction studies were
obtzined from an acetone—hexane salution (1:3 ) by slow evaporation.
White powder. mp 109-111 *C. [z ]§ = —124.26 (£ = 1.0, CH,(1,).
'H KMR (500 MHz, CIMCL) & 738-732 (m, 2H, H—Ar), 730—
722 (m, 3K, H—Ar), 515 (4, ] = 43 Hz, 1H, H.3%), 510 (44, ] =
T4 &7 Hz, 1H, H-3),4.55 (dd, ] = 8.7, 7.4 Hz, 1H, H-2), 390 (dd,
=87, 6.7 Hz, 1H, H.2), 267 (&4, ] = 92, 78 &5 Hz 1H, H-5a),
2.46 (dddd, ] = 78 &1, 5.1, 4.3 Hz, 1H, H-%), 2.08—1.94 (m, 1H, H-
6], LA0—156 (m 5H, cycloheraneCH,), 1.56—145 (m, IH,
cyclohexane-CH), 141-12 (m, 1H, cycohexaneCH;) ppm.
BC'H} BME (126 Mz, CDCL) & 1815 (C=0), 138 (-
Ar), 1200 (C—Ar), 1778 (C—Ar), 125.9 (C—ar), 954 (C9b), 755
(C-2), 57.7 (C-3), 450 (C-5a), 392 (C-9a), 26.4 [cycloherane-CH,),
24.9 [ cyclchexane-CH,), 23.2 |cyclohexane-CH, ), 224 (cyclohexane-
CH.) ppm. HEMS (CI°) caled for CuHpNO, [M + HI miz
258.1434, found m/z 2581487,

(3R, 5aR, 9a5, 9bR }-3-Phen o cta hyd roo xazolo [2 3-afisoind of- 5-
(5aH lone (2b). Whits .mp 107—109 % [a]f = —236.07 (¢
= L0, MeOH ). 'H NME (500 MHz, CDCL) & 7.37-7.31 (m, 2H,
H-Ar), 7.30-7.25 (m, 3H, H-Ar), 5.49 (d, ] = 5.1 Hz, 1H, H.9b),
505 (dd, J = 7.1, 6.3 Hz, 1H, H-3), 4.55 (dd, = 86, 71 Hz, 1H, H-
Z), 4 (dd | = 86, &3 Hz, 1H, H2), 204—294 (m, 1H, H-5a),
267 (dddd, [ = 113 56,5.5, &1 Hz, 1H, H-9a), 218-2.11 (m, 1H,
H-6), 181-168 (m 2H, cpclohenneCH,), L62-154 (m 1H,
cycloherans-CH,), L43 (dddd, [ = 140, 12.8 6.1, 4.6 Hz, 1H, H-6],
125 (ddddd, J= 12.8, 12.86, 128, 34, 14 Hz, 1H, grclohexans CH, |,
L19—103 (m, 2H, cycohexne{H. ) ppm. “C{'H} NMR (128
Mz, D1} 5 175.8 (C=(), 139.6 (C—Ar), 1289 (C—Ar), 1278
(C—Ar), 1262 [C—Ar), 930 (C9b), T6.6 (C2), 565 (C3), W2
[C-5a), 408 (C9a), 235 [cycdohemne.CH,), 228 [cycdohexane.
CH,), 227 (cycdohexane-CH;), 225 (cycohexane-CH;} ppm.
HEMS (CF) caled for © HoNO, [M + H|® m/z 2581484,
found mi'z 258.1497.

(3R, 5aR, %ak, 9b5)-3-Phenyio cta hyd rooxazolo [2 3-ajisoind of- 5-
(SaHkone 2c) Crystals suitable for Xemay diffraction studies were
obtained from an ethyl acetate—hexane soduion (1:3) by sow
evaponation. White powder. mp 103-104 *C [2]F = —139.12 [ =
L0, CH,Cl,). "H NMME (500 MHz, CIHCL) & 737—7.31 (m. 2H, H—
Ar), 729-723 (m, 3H, H—Ar), 530 (d, [ = 6.6 Hz, 1H, H-9b), 505
(dd J = 69, 6.0 Hz, 1H, H.3), 450 (44, ] = 8.8 69 Ha, 1H, H2),
401 (dd, ] = &8, 6.0 He, 1H, H-2), 2.40 (ddd, [ = 134, 12.0, 3.3 Hz,
1H, H-5a), 2.17—2.08 {m, 2H, cycloherane CH,), L89—1.82 (m, 2H,
cycloherans-CH, ), 178 (dddd | = 13.2, 120, &6, 32 Hz, 1H. H-9a],
L47-117 (m 4H, cycohensCH,) ppm. PC{'H} NMR (126
MHz, CIN1,) & 176.5 (=0}, 1396 [C—Ar), 1289 {C—Ar), 127.8
(C—Ar), 1261 [C—Ar), 954 (C9h), 75.9 (C2), 56.1 (C-3), 520
[C-5a), 495 (C9a), 280 [cycdohemne.CH,), 257 (cycdohexane.
CH,), 254 (cydohexane-CH,), 253 (cycohexaneCH,) PPm-
HEMS (CI°) caled for © HpoNO, [M + H]" m/z 2581494,
found mi'z 2581488

(3R, 5aR, %ak, Sb R)-3-Phenyocta hydrooxa zolo [2, 3-ajisoind ol- 5-
(SaHkone 2d). Clear oil [2]® = —13290 (c = 0.8 CHO,). 'H
NME (500 MHz, CDC)L) & 7.38—733 (m, 2H, H—4ar), 731—-7.25
(m. 3H, H—Ar), 509 (dd, ] = 83, 64 Hz, 1H, H-3),493 (4, ] =38
Hz, IH, H9b), 451 (dd, J= 8.5, 8.3 Hz, 1H, H-2), 3.81 (dd, ] = 8.5,
&4 Hz, 1H, H2), 2.28-2.22 (m, 1H, H-%), 213 (ddd, = 116 11.4,
il Hz, 1H, H-5a), 208—1.98 (m, 2H, cyclohexane CH, ), 197— 186
[m, 2H, cyclohexane-CH,), 155—143% (m, 1H, cycdohexans{H, ],
141-122 (m 3H, cycloherneH,) ppm. BCUH} NMR (126
MHz, CIN1,) & 184.6 (C=C0), 140.7 (C—ar), 1289 [C—Ar), 1276
(C—Ar), 1260 [C—Ar), 930 (C9b), 7.7 (C-2), 604 (C3), 4657
[C-5a), 41.4 (C-9a), 26.4 (cyclohexane-CH, ), 26.2 (20, grdohexane-
CH,), 259 (cycohewane-CH,) ppm. HRMS (CIM) cald for
€ gHag0; [M + H" m/z 2581494, found m/z 258.1499.

(3aR, 7a S)-2-{{R }-2-Hydroxy-1-phenylethyloc tahydro- 1 H-isoin-
dol-1-one (4). Et5H (148 g 2 ml, 1269 mmol] and BE,-OE:,
(542 g 47 ml, 38.22 mmaol) were addsd dropwise to a solution of
(3R,525920 9b5)- 2 (066 g 256 mmol) in dry CEHRCL (20 mL)
under nitogen atmosphers. The mixture was stimed at room
temperature for & by then the reaction was quenched by the addifion
of mturated aqueons NaHCO, solution (10 mL ). The mivture was
extracted with CH (1, (3 » 15 mL). The combined organic layers
were wathed with brine (1 x 5 mL), dried over anhydrows MNa S50,
filter=d, and concentrated under 2 vacuum. The residue was porified
by flash chromatography (3.7 hevane: AcOBt) © afford (3R, 7as)-2-
[1R)-4 (0668 g 8% yield) as 2 white powder. mp 95-98 *(_ [z [3=
—138.90 (¢ = L0, MeOH ). "H NME (500 MHz, CINI, ) § 7.37—7.32
(m, ZH, H—Ar], 731-7.27 (m. 1H, H—Ar), 726—7.22 (m, 2H, H—
Ar), 498 (dd, ] = &8, 46 Hz, 1H, H1'), 413 (ddd, [= 115 8.8, 6.6
Hz, 1H, H-2'), 4.05 (ddd, ]= 118 47, 46 Hz, 1H, H-Z'), 177 (dd. ]
= &6, 4.7 Hz, 1H, OH), 334 (dd, ] =9.6, 5.9 Hz, 1H, H-3), 266 (dd,
J =94 13 Hz, 1H, H3), 260 (ddd, | = 6.6, &5, 37 Hz, 1H, H-7a),
228 (ddddd, ] = 125, 5.9, 3.7, 3.0, 2.3 Hz, 1H, H-3%), 208—200 (m,
1H, cyclohexane-CH, ), 1.62—1.46 (m, 4H, cpclohexane-CH,), 127—
L13 (m, 2H, cycohexane £H,), 1.12-102 (m, 1H, grdohexane.
CH,) ppm. "C{'H} NMR (126 MHz, CDCL) & 1774 (C=0),

il argy ) (0 (21 s e NP 57
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1373 (C—Ar), 1288 [C—Ar), 1280 (C—Ar), 1276 (C—ar), 611
(C:27), 64 (-1, 503 (C-3), 428 (C-7a), 327 (C&), 279
[cpclohexane-CH,), 217 ([cyclohexaneCH,), 235 |

CH,), 230 (cycdoherneCH,) ppm. HEMS (FABT) caled fr
€ HaMN Oy [M + HF m/z 2601651, found m/z 2601667

FaR, 7a8)-2-{{R}-2-Chioro-1-phenylet hyd Jo ctahydro- 1 H-isoindol -
1-ane (5). 50CL (02 g 0.12 mL, 1.70 mmal ) was added dropwise to
2 solufion of (328,725 24 1R)-4 (0.2 g, 0.84 mmel) in dry THE (10
ml.} at @ *C under nitrogen atm The mixture was stirred a 0
*C for 15 min, and then it was heated in an il bath at reflix for 1.5h
The mixture was cooled, by the addifon of saturated
aqueons MaHCQ, solution (2 mL) and extracted with CHCL (3 x
10 mL). The combined organic hyers were dried over anhydrous
MNa 50y, fitered, and concentrated under 2 vacuum The resulting
residue was by flash phy (73 herane:AcO Et) to
afford (3aR,7a5 }-2-(1R])-5 (0236 g 99% yiell) as 2 white powder. mp
1M—106 *C. [2]F = —121.50 (¢ = 1.0, M=OH). '"H NMR (500
MHz, CDEL) & 740728 (m, SH, H—Ar), 545 (dd, ] = 97, 57 Hz,
1H, H-1'), 407 (&, ] = 114, 9.7 Hz, 1H, H-2'), 398 (dd, ] = 114,
5.7 Hz, 1H, H-2'), 338 (dd, J = 9.1, 39 Hz, 1H, H-3]), 267 (dd, | =
9.1, 23 Hz, 1H, H-3), 258 (ddd, | = 6.5, &4, 16 Hz, 1H, H.7a),
235226 (m, 1H, H-%), 209—198 (m, 1H, cycloheane-CH,),
1A0—143 (m, 4H, cycloheraneCH,), 123—110 [m, 2H, cyco-
hexane-CH,), L01—0.91 (m, 1H, cycloherans-CH,) ppm. “C{'H}
NME (126 MHz, CDCL) 8 1764 (C=0), 1370 (C—Ar), 128.9
(C—Ar), 1283 (C—Ar), 127.6 (C—Ar), 563 (C-1'), 47.7 (C-3), 432
(G2, 421 (C72), 326 (C-3a), 278 (cyclohemansCH,), 237
[cyclohexane-CH,), 234 [cpclohemane-CH,), 23.1 ([cycohexane.
CH,) ppm. HEMS (BAB") caled. for CH, CING [M + H]” miz
278.1312, found m/z 2781305,

BaR, fa §-Octahydro-1H-isoindo-1-one (6). +BoDK (0.065 g,
057 mmol} was added to 2 sduion of (R 7a8)-2{1R)-5 (0.08 g,
028 mmol) in #-BuldH (2 ml). The reaction mivture was heated in
an oil lath & reflur for 2.5 b The mixture was then cooled and the
solvent was evaporated in vacuo. The resuling solid was dissobved in
HyO (3 mL) and the mivture was extracted with CH, (3, (3 = 10
mL). The combined organic layers were dried over ashydrous
MNa 50, fliered, and concentrated under 2 vacuum to obain a dear
odl that was dissolved in THF (4 mL} and aqueons 10% HClsolution
(1 mL). The reaction mivture was then heated in an oil bath at reflux
ﬁwzh,mdadmdﬂtsdmwum ated under reduced
pressure. The residue was purified dﬂmﬁogmphy [AcOEL)
to afford (3aR7a8)-6 (031 g M% }'JEH.] a5 3 white powder. Crystaks
suitable for Xy diffaction studies were obtained from an ethyl
acetate—hexane solufion [1:3) by shw saponation. mp -7 “C.
[2]® = +18.04 (c = L0, CHoCY;) "H NME (500 MHz, CDCL) &
644 (bs, 1L NH), 337 (dd, = 9.4, 5.5 Hz, 1H, H-3), 2.95 (ddd, =
9.4, 19, 1.9 Hz, 1H, H-3), 250—2.32 (m, 2H, H-3a, H-Ta), L06— 196
(m 1H, cyclohexane-CH,), 1.75—166 (m, 1H, cyclohexane-CH,),
163—146 (m, 3H, cycloheaneCH,), L40—117 [m, 3H, cyclo-
hexane-CH,) ppm. BC{'H} NMR (126 MHz CD1;) § 179.9 (C=
), 4.4 (C-3), 411 (0-72), 350 (C-%), 279 (odoherzne-CH,),
218 (cyclchexane-CH, ), 23.3 | cyclohexane-CH,), 23.1 {cyclohexane-
CH;) ppm. HEMS (CI7) calod for CgH,MNO [M + H]" m/z
140.1075, found m/fz 1401073,

35, 3aR, Fas)-3-ATRd -2 2 henyleth dro-
T ey gyt
mmal) and BEOEt, (164 g 143 ml, 1158 mmal) wers 2dded

ise to 2 solufon of (3R525%R 905)-2a (02 g @77 mmel) in
dry CHy(3, (5 mL) under ni The miztre was
stirred at room temperature for 20 h, then the reaction was
by the addition of sturated aqueous NaHCO, solution (10 mL). The
mizture was extracted with CH,CL (3 % 10 mL). The combined
organic layers were dried over anhpdrous Na 80, fitersd, and
concentrated wnder 2 vacmm. The residue was porified by fhsh
P]i}’[l!l hexane: A Et) to afford (35,38, 7a5)-2-( 1R )-8
(0.2 g, 95% yield) uishq]iﬂthmmhd.mplﬂi—lm L [a]F =
+82.98 (o= 10, CHCL). TH NME (400 MHz, CDCL) & 737-725
(m, SH, H—Ar), 559 (4d4d, ] = 17.0, 10.3, &9, 6.9 Hz, 1H, H2"),
S.04—492 (m 20L FL37), 4.2 (44 ] = 78 47 Hz, 1EL H.1°), 424

(dd J= 115,78 He, 1H, H-7'), 408 (dd, J = 115, 4.7 Hz, 1H, H-2'),
291285 (m, 1H, H-17), 278 (ddd, ] = 65, &4, 2.3 Hz, 1H, H-3),
223-205 [m, 4H, cyclohexane-CH,, H-3a, H-7a, H-1"}, L63—152
[m, iH, cyclohexane-CH,), 1.38—1.52 (m, 1H, cydohexans{H, ),
120-095 (m 3H cydohexaneH,) ppm. “C{'H} NMR (100
MEz, CDCL) 8 177.4 (C=0), 137.7 (C—Ar), 134.1 (C-27), 128.7
(C—Ar), 1280 (C—Ar), 1279 (C—Ar), 1180 (C37), 5.6 (027,
644 (17, 621 (C-3), 400 (C-7a), 370 (C-3a), 365 (C-17), 21
[cpclohexane-CH, ), 24.0 ( WCHL, ), 23.1 (20, grdohexane.
CH,) ppm. HEMS (FAB~) cakd. for CHoNO, [M + H] miz
H00.1964, found m/z H0.1970

(35 3aR, FaS)-3-AllyF-2-{{R}-2-chloro- T-phenylet hyllo cta iy diro-
1H-isoingol-T-one @) 500, (2139 g, 008 mL, 117 mmol) was
added dropwise © 2 solution of (35,3R,725)-2-(1R )-8 (0.176 g, (58
mmal) in dry THF (8 mL) 2t 0 *C under nitrogen atmosphers. The
mixture was stired at 0 *C for 15 min, and ﬁmﬁ?ﬂs heated in an od
bath at reflux for 1.5 h. The mirture was cooled quenched by the
addition of sturated MNaHCO, soldion (2 mL) and
extracted with CH,(, (3 % 10 mL). The combined oTgAnic layems
were dried over anhydrous MNa 50, flered, and concentrated under a
vacuum. The remlting resdue was purified by flash chromatography
(7:3 heane: ACOES) to afford (35328,725)-2-(1R)9 (0.186 g, 99%
yield) as a cear odl. [2]7] = +75.65 (¢ = 10, CH(,). "H NMR (800
MHz, CDEL,) & 744729 (m SH, H—Ar), 559 (dddd | = 17.1,
03, T4, &5 Hz, 1H, H-2"), 5.00 (dd, ] = 103, L6 Hz, 1H, H-3"),
496 (dd, [ = 171, 1.6 Hz, 1H, H-3"), 484 (dd, ] = 94, 6.4 Hz, 1H,
H-17), 467 (dd, [ = 110, 9.4 Hz, 1H, H-2'), 3.86 (44, ] = 110, 6.4
Biz, 1H, H-2'), 2.98-294 (m, 1H, H-17), 2.70 (ddd, | = 6.4 6.6 2.4
Bz, 1H, H-3), 223207 (m, #H, cyclohexane-CH,, H-Ja, H-7a, H-
1"}, 163—-151 (m 3H cploheaneCH,), 148-139 (m 1H,
cyclohene-CH,), 123—106 (m 3H, cycdohenne-CH;) ppm.
BE{H} MR (151 MHz, CDCL) 8 1764 (C=0), 1380 (C—
Ar), 1340 (C-27), 1289 (C—Ar), 128.4 (C—Ar), 1281 (C—Ar),
1182 (C-37), 656 (C-1'), 518 [C-3), 445 (0427, 402 (C-7a), 372
(C:3a), 369 (C17), 290 (cydohemne£H,), 24.1 (cyclohexane.
CH,), 23.2 (20, cyclohexane CHL) ppm. HEMS [FAB) caled for
o o CING [M + H]* myfz 318.1625, fund m/z 318.1625

35, 3aR, Fas|-FAlyloctahydro- 1H-soindol-1-one  (10). +BuOK
(21 g, 088 mmol} was added to 2 solwion of (35,%R,7a8)-2-
{1R)-9 (0.14 g, 044 mmol) in $ BulH (2 mL). The reaction mixture
was heated in an od bath at reflix for 2.5 b The mivture was then
cooled and the solvent was evaporated in vacuo. The resulting solid
was dissolved in HyO (3 mL) and the mixture was extracted with
CH(1; (3 % 10 mL). The combined organic layers were dried over
anhydroas  Na 50, filtered, and concentrated wmder a2 vammum to
obtain a clear oil that was diselved in THF (4 mL) and aquecs 10%
HC] sohution (1 ml ). The reaction mixture was then heated in an od
bath at reflux for 2 h, cooled and the sovent was concentrated wnder
reduced pressure. The residue was by flash chromutography
{91 hexaned-PrOH ) to afford (35,32R725)-10 (0.072 g 92% yield)
a5 2 white . mp 4041 *C [2]f =—3206 (¢ = 10, CHO,). 'H
NMR (500 MHz, CICL) 5 5.81-5.70 (m, 2H, NH, H-2'], 5.13 (t,]
= 12, 12 Hz, 1H, H-3'), 5.12—-509 (m, 1H, H-3'), 3.37-321 (m,
1H, H-3), 251 (ddd J = 6.3, 6.3, 6.3 Hz, 1H, H-Ta), 239229 (m,
1H, H-1'), 28206 (m 2H, H-3a, H-1'), 191—184 (m 1H,
cyclohexane.CH, ), L75— 168 [m, 1H, cyclohexane-CH, ), L69—159
[m 1H, cycdohexane-CH,), 156—1.25 (m, 5H, cydohexane{H, )

. PO THE NMER (126 MHz, CD1,) & 1722 (C=0), 134.4 [C-

2%, 1182 (C-3'), 573 (C-3), 0.9 (C-7a), ¥4 (C-3a), 386 (C-1'),
1746 |cyclchexane-CH, ), 23.7 | cpclohexane-CH, ), 235 | cpclohexane.
CH,), 233 (cyclohenane CFL) ppm. HEMS [(FABT) caled for
€, HgNO [M + H]* m/z 180.1388, fund m/z 1801371

(L)-3-Hydroxy-3a,4, 7, 7a-tetrahyd roisobenzofuran-1{3Hl-one
{11}, cis- 1.2 3 6 Tetrahy drophthalic anhydride (1.0 g 6.57 mmol) was
taken up in dry THF (80 mL) and cooled to —78 *C inan acetone/
0 bath. This was added to a—78 *C solution of LiAlH({Of-Bu),
(2192 g, 861 mmel) in dry THF (160 mL} via cannub, and the
resultant solution was stimed for & h Aqueous 10% HCl solution was
then added until all solids were dissolved and the mivture was allowed
to dowly warm to room temperaturs with stiming over 12 h The
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sohution was extractsd with CH,C1, (3 % 60 mL) and the combined
organic Liyers were washed with brine (1 % 50 mL.) and dried over
Nz 50, Fitration and removal of solvents under reduced pressurs
gave the oude product as 2 yellow oil Purfication via fhsh
chromatography (1:1 hemne:AcOEt) afforded ()11 (033 g,
33% yield) a5 2 dear oil "H NMR (500 MHz, CDCL,) & 5.77—570
(m 3H, H-3, H-5, H-6), 3.17—3.04 (m, 1H, H72), 274—261 (m,
1H, H-3a), 254—2.43 (m, 1H, H-T), 242—2.36 (m, 3H, H-4, H.7)
ppm. UC{'H} NME (126 MHz, CDCL) 8 1793 (C=0), 125.7 (C-
5), 1347 (C6), 1022 (C-3), 365 (Cda, C-Ta), 230 (C-4, C7)
ppm. HEMS (FAB) caled. for CgH, 0, [M + H]|" m/z 155.0708,
found m/z 1550689,

3-Phenyl-2,3 6,993 9b-hexahydrooxazolo] 2, 3-a]isoindol-5-
[5aHl-ones 12a—d. (1) Phenyigiycinol (0132 g 0.96 mmol) was
added to 2 sohution of (+)-11 (0297 g 192 mmol) in toluene (12
ml). The mixhwre was heated in an oi at 60 *C for 18 h. After
cooling, the vobtiles were svaporated Spectroscopic 'H NMR
analysis of reaction crude mivture indicates the presence of
dizsterepisomeric products 12a—d in 2 3:1:1:1 ratio, respectively.
Flash chromatography (from 85:15 ®© 7:3 hexane: AcQEt) afforded
tricyclic p-lactams (from least to most polar): 124, 12b, I2c, and 122
(0.206 g, 81% yield).

R, 505 9aR, 965)-3-Phenyl-2,3,6,,9a,9b-hexah ydraoxazalof2,3-
alisoindol-5EaH one (12a). Clear ol [a]® = —3933 [ = 10,
CHOL,). "H MR (400 MHz, CINC1) & 741—7.15 (m, 5H, H—Ar),
6.06—585 (m, 2H, H-7, H-8), 5.11 (dd, | = 74 6.9 Hz, 1H, H-3),
480 (d, ] = 31 Hz, 1, H8b), 454 (dd, ] = &7, 7.6 Hz, TH, H-2),
3.80 (dd, ] =87, 6.9 Hz, 1H, H.-2), 2.96 (ddd, [ = 94, 76, 5.8 Hz,
1H, H-52), 272 (dddd, = 9.4, 66, 3.6, 3.1 Hz, 1H, H-9a), 242—233
(m, ZH, H-6), 233-226 (m, 2H, H9) ppm. “C{'H} NMR (100
MHz, CIN1,) & 1819 (C=0), 139.8 [C—Ar), 1289 (C—Ar), 1281
(C-8), 127.7 (C—Ar), 1267 (C-7), 1259 (C—Ar), 984 (C-9h), 748
(C2), 579 (C-3), 43.3 (C-52), 37.8 (C-9a), 250 (C-9), 24.5 (C-6)
pm- HRMS (FAB) calod. for C H, N0, [M + H]" m/z 256.1338,
found m/z 256.133.

(R, 50R, 905, 9 R)-3 Phenyi-2,3,6,9,9a,95-h exah ydracxazalof2,3-
alisoindol5(5aH -one (12b). White sobd mp 83-83 “C [a]® =
—102.73 (£ = 1.0, CHCL,). 'H NMR (400 MHz, CDChL) 5 738—7.31
(m. 2H, H—Ar), 7.31-7.24 (m. 3H, H—Ar), 586—5.71 (m, 2H, H.7,
H-8),5.51 (d, ] = 54 Hz, 1H, H-9b), 5.05 (dd, | =7.2, 6.6 Hz, 1H, H-
3),453 (dd. ] = 87,72 Hz, 1H, H-2), 398 (dd, ] = 87, &6 Hz, 1H,
H-2), 115 (ddd ] = 8.1, 8.0, 28 Hz, 1H, H-5), 290—278 (m, 1H,
H-9a), 260— 249 (m 1, H-6), 237—2.15 (m 1H, H4), 2.15-192
(m, 2H, H-9) ppm. "AC{"H} NME (100 MHz, CDCL) 8 177.7 (C=
0, 1395, 1290, 127.9, 126.1 (2C), 125.8 93.4 (C-9h), 759 (C-2),
570 (C-3), 425 (C-5a), 365 (C-%), 218 (C-9), 200 (C-6) ppm.
HEMS [FABR) caled. for O H, N0, [M+ H] m/z 2561338, fund
mfz 2561343

(3R 53R %aR 9b5})-3 Phen Jl"..‘?ﬁ? 9, 9b-h exah ydro cxazolof 2, 3-
alispindol-55aH Fone (1 2c). White solid mp 97-99 *C. [af =
—255.47 (£ = 1.0, CHCL,). 'H NMRE (500 MHz, CDCL) 8 737—7.32
(m. ZH, H—Ar), 7.31-7.25 (m. 3H, H—Ar), 581567 (m, 2H, H.7,
H-8), 5.27 (d, ] = &3 Hz, 1H, H-9b), 5.08 (dd, | =7.0, 6.2 Hz, 1H, H-
3),4.54 (dd, ] = 8.8, 7.0 Hz, 1H, H-2), 402 (dd, ] = &8, &2 Hz, 1H,
H-2), 272 (ddd, J = 133, 11.2, 5.4 Hz, TH, H-52), 252235 (m, 2H,
6], 230—218 (m. 2H, H-9), 206 (dddd, ] = 13.5 11.2, 6.3 50 Haz,
1H, H8a) ppm. C{'H } NMR (126 MHz, CIMC1,) & 1762 (C=0),
139.4, 128.9, 1778, 1267, 1262, 126.1, 95.9 (-9, 76.0 (2], 56.2
(C-3), 46.9 (C-5a), 45.5 (C-%a), 283 ((-9),25.7 (C-6) ppm. HEMS
(FAB™) caled. for Oy H M0, [M + H]™ m/z 2561338, found m/z
256,133,

‘3R, 5aR, 9aR, SbR}-3-Phemd-2,3,6,9, %0, 8b-heea hydrooxazo lof2,3-
ajisoindol-55aHone (12d). Qlear oil [a]® = —20.87 (¢ = 10,
CH,). "H NMR [IMME{Q CCL) & 740-733 (m, 2H, H-Ar),
732724 (m 3H, H—Ar), 5.85—5.75 (m. 2H, H-7, H-8), .14 (dd,
=41, &4 Hz, 1H, H-3), 5.03 (d, J= 3.7 Hz, 1H, H-%), 453 (dd, J=
8.5 8.1 Hz, 1H, H-2), 385 (d4d, ] = &5, 6.4 Hz, 1H, H2), 262—215
(m, &, H-52, H-6 H-9, H-%) ppm. "C{'H} NMR (100 MHz,
COCL) & 1842 (C=0), 14004 1290, 1277, 1274, 1369, 1259,
L6 (C-9b), 746 (C-2), 605 (C-3), 41.9 (C-52), 372 (C-%), 263

(9], 262 (C-6) ppm. HEMS (FAR) caled for € H N0, [M +
H]™ m/z 256.1338 found m/z 256.134%

(FaR, fas)-2-{{R}-2-Hy drowy- 1-p henylethyl)-2,3, 30,4, 7, Fa-hexahy-
dro- 1H-spindol-1-one (13). EtSEH (036 g 0.9 mL, 108 mmel)
and BF;-OEt; (131 g 1.14 ml, 925 mmol) were added dropwizse 0 2
solution of [ IR525928,965)-12 (0,16 g 061 momal ) in dry CHLCL,
(5 mL} under nitrogen atmosphers. The mirture was stired at room
temperature for & h, then the reaction was quenched by the addifion
of mturated aqueous NaHOO,; solution (10 ml). The mirture was
extracted with CH,(1; (3 % 15 mL). The combined organic layers
were washed with brine (1 ®% 5 mL), dried over anhydroas Na 50,
filtered, and concentrated under 2 vacuum. The reddue was purified
by flash chromatgrphy (37 heane: AcOEt) © afford (3R, 725)-2-
(1R)-13 (L15 g 94% yield) = 2 whit powder mp 109-111 *C.
[2]F = —20770 (c = 1.0, M=OH). "H NMER (400 MHz, CD{CL,) &
737720 (m, SH, H—Ar), 5.80-5.70 (m, 1H, H-8), 570542 (m,
1H, H.-5), 508 (4d, ] = 84, 53 Hz, 1H, H-1'), £17—4.02 (m, 2H, H-
'), 393 (bs, 1H, OH), 348 (dd, | = 95, &0 Hz, 1H, H-3), 277
(dad, [ = 8.4 76, 3.0 Hz, 1H, H-Ta), 272 (dd [= 9.5 25 Hz, 1H, H-
3), 252-223 (m, 3H, H-7, H3a), 212198 (m, 1H, H-4), L70—
156 (m, 1H, H4) ppm PC{H} NMR (100 MEz, CDCL) § 177.9
(C=0), 1371 (C—Ar), 1288 [C—Ar), 128.0 (C—ar), 1276 (C—
Ar), 12361 (C05), 125.4 (C-6), 625 (C-2'), 593 (C-1'), 50.8 (C-3),
404 (072, 2.4 (C-32), 25.8 (C-4), 22.1 (C7) ppm. HEMS (L)
caled for © oM Oy [M o+ H]* m/z 2581494, fund m/'z 258.1493.

FaR Fas)-2-((Rl-2-Chioro-1-phenylethyll-2,3, 30 4,7, Fa-hexahy-
dro- 1 H-isoindol-1-one (14). SOCL (0.124 g 0.076 mL, 104 mmel)
was added ise to 2 solution of (RR,7a8)-2{1R)-13 (0135 g,
052 mmal } in dry THF (6 mL} at 0 °C under nitrogen
The mixture was stimed at 0 *C for lﬁmm,m.d.&m:ﬂ:wuhmmdm
an ol bath at reflux for 15 h. The mixture was cooled, quenched by
the addition of stumted ag MNaHOD, sdution (2 mL) and
extracted with CH,(1; (3 % 10 mL). The combined organic layers
were dried owver anhydrous Na 50, flered, and concentrated under a
vacuum. The remlting residue was purified by flash chromatography
{7:3 hexane:AcOE) to afford (3aR,725)-2-(1R)-14 (0138 g, 95%
yield) as 2 white .mp 110-112 *C [e]f = —12033 (£ = 1.0,
CHOL,). 'H NMR (400 MHz, CDCL) 8 7.43-7.21 (m, SH, H—Ar),
S78—5.68 (m, IH, H-6), 5.67—557 (m, 1H, H-5), 546 (dd, ] = 2.7,
58 Hz, 1H, H-1'), 406 (dd, ] = 11.4, 9.7 Hz, 1H, H-2'),3.99 (dd, | =
114, 5.8 Hz, 1H, H-2'), 3.49 (dd ] = 21, 5.9 Hz, 1H, H-3), 280
268 (m, 2H, H-3, H-7a), 2.55—238 (m, 2H, H.7, H-3a), 236—221
(m, 1H, H-7), 209—193 (m, 1H, H4), 160—147 (m 1H, H-4)
prm. BC{H } NME (100 MHz, CINCL) § 1769 (C=0]), 1368 (C—
Ar), 1289 (C—Ar), 1283 (C—Ar), 1274 (C—Ar), 1260 [C-5), 125.1
(C-6), 56.2 (C-17), 487 (C-3), 431 (C2'), 39.8 (C-7a), 203 (C-3a),
256 (C4), 220 (C-7) ppm. HEMS (FAB”) caled fir CisHipCING
[M + H]* m/z 276.1155, found m/z 276.1155

BaR, Fa5)-2,3,30,4,7 7a-H exa hydro- 1 H-isoindol - 1-one (16} DEU
(006 g 039 mmal) was added to 2 solution of (R 725)-2-(1R)-14
(009 g 032 mma} in tolene (2 mL). The reaction mixture was
heated in an odl bath at 90 *C for 1.5 b The mixture was then cooled
and the solvent was evapomated in vacuo. The reslting ol was
dissolved in THF (4 mL} and aquemns 10% H( sohfion (1 mL).
The reaction mizture was then heated in an 0il bath at reflux for 2 b,
coled and the sohent was ev under reduced ure. The
residue was puwified by flash chromaogrphy (AcOEL) to afford
(3R, 728)-16 (0.043 g, 95% yield) as 2 white powder. mp 112—114
* [a]® = —29.10 (o= L0, CHCL). "H NME (500 MHz, CIMCL) &
660 (bs, 1H, NH), 86—5.65 (m, 2H, H-5, H-6), 149 (dd, [ =95,
58 He, 1H, H-3), 100 (dd, | = 95, 26 Hz, 1H, H-3), 264—2.52 (m,
2H, Heda, H-7a), 249—2.38 (m, 1H, cyclohevene-CH,), 234—216
[m, IH, cydohexene-CH,), 1.98—184 (m, 1H, cyclohexens{H; )
ppm. UC{'H} NME (126 MHz, CD{1,) & 1806 (C=0), 126.0 (C-
5), 1256 (C-6), 478 (C-3) 389 (C-Ta), 316 (C-3a), 25.9 (C-4),
218 (C-7) ppm. HEMS (FAB®) @lod for CH,NO [M+ HF m/z
1380919, found m/z 1380909

(3aR,5R,65 7a 5} -5, 6-Dihydroxyo ctahydro-1 H-isoindok- T-one
(17). To a stirred solution of (3aR,725)-16 (0043 g 031 mmol) in
THEF (2 mL) and HO (2 mL) was added NMO (0055 5 047
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mmual ). The mixture was stirred for 10 min, then it was cooled at 0 *C
and Os0, (004 M in THE, 2.4 mg 0.24 mL, 0.0094 mmal) was
a.d.d.udd:upwiseﬁu’ 15 r:ﬁmﬁfbﬂﬁ]icfﬂiwhgummnmnpum,
Na 50y (0,051 g 040 mmol ) was added and the mirture was stimed
hﬁ:ﬂﬂlhﬁhﬂuﬂ,mﬂmﬂn&duﬁﬂi\mT}:
resulfing residne was reaystallized by o fom hexane/
methanol to afford [3aRL5RA5,725)-17 (0064 5 80% yield) as a
cnystalline solid mp 186—187 *C (decomp.). [e]f = —34.66 (<= 1.0,
MeOH). "H NMR ($00 MEz, CDLOD) & 185 (ddd, J= 4.8,2.2,22
Hz, 1H, H-6), 3.48 (ddd, J = 10.7, 4.8 24 Hz, 1H, H-5), 342 (dd | =
9.9, 6.0 Hz, 1H, H-3), 2.92 (4, ] = 99, 1.3 Hz, 1H, H-3), 2.67—254
[m, IH, H-3a, H7a), 207-184 (m 3H, cydohexene-CH,), 147
{ddd J = 142, 98, 26 Hz, 1H, cycdchexene-CH,) ppm. “C{'H}
NME (151 MHz, CD,0D) 5 1812 (C=0), 6.8 (C-8), 625 (C-5),
469 (C-3), 418 (C-72), 3.3 (C-7), 315 (C-32), 26.1 (C4) ppm.
HEMS (CT°) caled for CgH N0y [M + H mfz 172097, fund
mz 1720875
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Abstract Chitinases represent an ale mative therapeutic target for opportunistic v asive my cosis
since they are necessary for fungal cell wall emodeling. This study presents the design of new chiti-
nase inhibiters from a known by drolysis inkeome diate. Firstly, a bivinformatic analysis of Aspargillus
fromigat us chitinase B (AfChiB1) and chitotricsidase (CHIT1) by length and conservation was done
to obtain consensus sequences, and mokcular homology models of fungs and human chitinases wene
bruilt to determine their stroctural differences. We exploed the octahy droiscindolone scaffold as a
potential new antibungal seres by means of its structural and electronic featumes. Therefore, we eval-
uaked several spathesas-sate octahydmosoimdalone denvatives by molecular docking and evaluated
their A fChiB] e rackion profile. Addibionally, conpounds with the best interaction profile (1-5)
wens docked withim the CHIT L*ata.}_vljc aite bo evaluake their uhcl!i.‘l-‘il?( over AChiB]. Furthermons,
we considersd the inkeraction energy (MolDock scom) and a lipophdlic parameter (alogP) for the
sebection of the best candidates. Based on these descriptors, we constructed a mathematical model for
the 1Tz prediction of our candidates (60200 pM), wsing experimental known inhibitors of ARChiB1.
As a final step, ADME characteristics wene obtained for all the candidates, showing that 5 is our best
designed hit, which possesses the best pharmacedy namic and pharmacokinetic character

Keywords: bioinformatic analysis; chitinase ARChiBl; molecular docking: molecular similarty;
oo azolinium on

L. Introeduction

Invasive fungal diseases are a significant cause of morbidity and mortality in the
growing population of immunosuppressed patients, such as transplant recipients, patients
with hematological malignandes, and mome recently, patients with severe COVID-19 [1]. In
this high-risk population, the opportunistic pathogens of Aspergillus genera have emerged
as the most frequent cause of invasive fungal diseases [2,3]. Although triazole drugs are
commonly used as the first line of dinical therapy for invasive aspergillosis [4], numerous
adwverse clinical effects, such as neurotoxicity, nausea, vomiting and kidney damage, have
been reported. Triazoles are inhibitors of the cytochrome P450 14a-sterol demethylase
(CYF51), an essential erzyme in ergosterol biosynthesis in fungi. Still, they also interfere
with the human CYT'3A4 enzyme, ingeasing toxicity and the risk of drug-drug interactions
in immunocompromised patients [5,6]. In addition, the occurmence of drug resistance in
fungal pathogens is still a significant clinical problem, and ubiquitous fungi like Aspergilus

Sfumigatus have exhibited drug resistance due to agrochemicals [7,8]
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Hence, attention has turned to the discovery of new antifungal agents and finding
other possible therapeutic targets. In this context, glycosyl hydrolase family 18 (GH 18)
chitinases are enzymes that hydrolyze N-acetyl- f-D-glucosaminide (1-4} f-linkages, of
the highly abundant biopolymer chitin, interfering in fungal cell wall morphogenesis,
remadeling and dynamic rigidity [9). For example, the pseudotrisaccharide allosamidin
is a transition-state mimetic and a selective inhibitor of family 18 [10,11] that inhibits cell
separation in growing yeast of O albicans, giving rise to clumps of cells [12], while its
derivative, demethylallosamidin (DMT), causes an abnormal cell cluster formation affect-
ing the growth of 5. ceremisiae [13). However, despite the potency of allosamidin, it is not
commercially available and its synthesis 'emains complex and challenging [14]. Further
evidence points out that some other chitinase inhibitors can also affect the hyphae morphol-
ogy drastically in A. furggeius, having a significant protective effect in imvasfre pulmonary
aspergillosis [15], and also several inhibitors have been reported against chitinases from
A funnigatus |16-20] and C. albicans [21-23].

Unfortunately, few inhibitors exhibit good “hit-" or * lead- like” features. Fecently, a
virtual screening identified bioisosteric inhibitors with similar shape and electronic prop-
erties to the chitinase substrate, B-1,4-linked N-acetylglucosamine. Employing structure-
based virtual screening combined with bioactivity assays, two new scaffold series were
discover d—thienopyridine and furoquinoline—which exhibited inhibitory activity to-
ward AfChiB1 at the micromolar range [24]. On the other hand, a virtual screening-based
approach identified a nowvel purine-based AfChiB1 inhibitor, acting in the low micromaolar
range in a competitive mode. X-ray structural studies revealed that ligand stabilization
relies on extensive mm stacking interactions with conserved, solvent-exposed tryptophan’s
(Trpl37, Trp384, and Trp52). Thus, compound C2-dicaffeine exhibited favorable chemi-
cal properties and proved to be a valuable scaffold for the design of family 18 chitinase
inhibitors [17]. In addition, ligands consisting of two linked caffeine mojeties with a differ-
ent number of methylene groups in the linker connecting the twio xanthine ring systems
showed ICy; values lesser than 10 pM for AFChiB] and were selective compared to other
human chitinases [1%]. Moreover, the fungal natural product argifin is a broad-spectrum
inhibitor of several family 18 chitinases [25]. Additionally, a structure-based dissection
study identified dimethylguanylurea (IMGU) as the minimal fragment of argifin necessary
for competitive inhibition of a bacterial type chitinase through hydrogen bond formation,
with the highly conserved residues Asp175, Glul?77, TyTl78, Asp246 and Tyrr245. Indeed,
all the DGU-containing peptides showed [Cs; values in the micromolar range [26].

This study presents the hydrolysis intermediate and AfChiB] structure-based drug
design of potential inhibitors, employing molecular docking—in a well-conserved crystal
binding site and physicochemical properties of sobvation—for selection of the best ligand,
through energy stability in the binding site and selectivity over CHIT1. Thus, this scaffold
proposal could serve as a basis for the future modification of the octahydmisoindolone
bicyclic core to make promising chitinase inhibitors.

L Computational Details
21. Biomformatic Anafysis

The protein sequence was chosen from the crystal structure of the ARChiBl-inhibitor
complex [24]. We used this amino add sequence to search in the Protein-NCBl webserver
for similar length sequences and metrieved 4254 results. JalView 2.11.1.3 softwarne [I7] was
used for multiple sequence alignment and clustering, All the sequences of chitinases were
clustered in two Aspergillus genera and one Cryptococcus variant, with 22 and 7 sequences
respectively (Figure 51, see Supplementary Data). As described in Figure 1, the active site is
highly conserved for all consensus sequences, except for the Cryptococcus group. Then, we
submitted each fungi consensus sequence in the Protein-NCBI webserver for Homo sapiens
searching; these afforded three clusters, generating three human consensus sequences.
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Figure 1 Fungi consensus sequences and highlighted main amino acid residues in the binding site. Aspogillis consensus
sequence group | and Il represents various Aspergllus species, and the Cryplococcus group is composed of neoformans variant
grub and gathi species. * Refers to low conservated sequences and  §  refers to high conservation in sequences

2.2. Hamology Structure Modeling

We generated all structures of the found consensus sequences to contrast between
fungi and human chitinases. To resolve this task, we employed the I-TASSER server;
according to CASP competitions, this webserver makes accurate predictions for structure
protein modeling based on a template by sequence similarity [28,29]. Summarizing the
model results, we found acceptable values that the server utilizes to validate protein
structure. The normalized Z-score (Z-score) indicated good alignments with PDB library,
the C-score (range of —5 to 2) had higher values in the range for the quality of predicted
models, and the TM-score indicated a good structural similarity to different chitinases
organisms. Templates used by [-TASSER for consensus sequence-structure assembly of
Aspergillus group [ were based on chitinases from A. fumigatus, C. immitis, C. rosea and
Y. entomophaga. The coverage of the alignment of the threading template was more than
0.96 and the percentage sequence identity was around 0.93 for A. fumigatus, while the
Z-score was greater than one. In addition, identity by TM-alignment showed structure
similarity to different chitinases species (TM-score > 0.9). Similarly, for the homology
model construction of consensus sequences of Aspergillus group Il and the Cryptococcus
group, chitinases were employed as templates. On the other hand, the coverage of the
threading alignment (>(0.57), percentage sequence identity (0.51 to 0.63), Z-score (>1.0) and
TM-score (>0.77) were suitable for template assembly.

I-TASSER constructed Homio sapiens proteins mostly from chitinases with values of
threading alignment (>0.91), percentage sequence identity (from 0.4 to 1.0 for the three
sequences), Z-score (>1.28) and TM-score (>0.85). As a result, amino acid residues in the
binding site showed differences with the examined fungi chitinases.

2.3. Scaffold Proposal

Scaffolds were designed based on the oxazolinium ion formed during chitin hydrolysis;
its known analog is the allosamidin that contains an oxazoline ring. Thus, geometry and
the bioisosteric replacement approach were used for the construction of the intermediate
fragment. Our proposals consisted of a cyclohexane ring [c}-fused to a y-lactam, giving
ten possible structures, which were submitted to a conformer analysis calculation, using
the semiempirical PMé approximation [30], generating four bowl-like conformers with
similar dihedral angles for the reaction intermediate. Hence, four scaffolds were selected
according to the dihedral angles of the reaction intermediate. Additionally, a single-point
calculation using the density functional theory approach [31] with the functional and basis
set M06/6-31 + G* [32] was employed. SPARTAN'18 was used for calculations [33].

2.4. Molecular Docking Calculations

All the ligands used for these calculations were constructed and geometrically op-
timized using semiempirical AM1 theory. Two partial charges schemes were evaluated:
electrostatic and Mulliken. All these calculations were performed with SPARTAN"1S.
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We used the crystal structure of AfChiB1 from the protein data bank (PDB) with
code 3CH9, and a 2.20 A wmesolution. All water molecules were removed, and structure
details were corrected. The co-crystallized ligand of 3CH9 was set up as a template for
molecular docking (atoms were specified as in Figure 2), considering the amide group
orientated to (o/ f)8-barrel fold in the binding site (volume cavity is 386.11 A3). Different
scoring functions and search algorithm parameters (such as the number of runs, maximum
iterations, and population size) were tried, to reproduce the structural conformation of the
ligand in the coctystal complex. Finally, the ligand electrostatic partial charges, as well as
the MolDock score (GRID) scoring function (with 0.2 A (grid resolution), 12 A radius of
search sphere) and the MolDock optimizer search algorithm (with 20 runs and a maximum
of 4000 iterations for a population size of 200 individuals) were the best to reproduce
DGU’s conformation. The docking process was validated with conformer reproducibility
of DGU with a root mean square deviation (RMSD) less than 1 A, and the poses selected
according to orientation at the cavity, as described in Figure 2. Molegro Virtual Docker
(MVD)) 6.0 was used to perform all the docking calculations [34].

Figure 2 (A) Ligand template set up for docking; spheres indicate hydrogen acceptor (green), hydro-
gen donors (purple) and steric (gray ). (B) Dimethylguany lurea (DGU) conformer reproducibility of
four independent runs in the AfChiB1 active site.

2.5. Construction of Ligands Derivatives

On the other side, to discriminate scaffold proposals, poses were inspected visually by
considering orientation, and intramolecular and intermolecular clashes. Several modifi-
cations of the four scaffold proposals (easily accessible through organic synthesis, mainly
C-3 substituted derivatives) gave 76 structures. As a result, from these rigid docking
calculations, we identified a preferred scaffold stereochemical configuration in the AfChiB1
complex. Next, we designed new (-3 substituents with the aliphatic chain (CHz);R and its
homolog structure (CH;)3R, where R represents a heterocyclic or heteroaromatic fragment,
giving 38 derivatives. Partition coefficient octanol-water (aLogP) was also employed to
select the best ligands in correlation with their interaction energy [35]. To contrast chitinase
selectivity, the best ligands were evaluated in human chitotriosidase-1 (CHIT1, PDB: 5NR8)
using the same rigid docking method as described above. This chitinase is relevant because
it is produced mainly by macrophages and could play a roke in defense against fungal
infections [36,37].

2.6. Re-Dockmg and Selectinity Analysis over CHIT1

The best poses from our previous analysis were submitted to a flexible docking
calculation by setting a template based on the best results obtained in the first docking.
Then, amino acid residues were selected to be flexible and parameters such as tolerance
were set to 0.9 for all residues and strength was applied as described in the Supplementary
Data (Table 529). The strength parameter points out that zero values are set to very flexible
sidechains [38]. This approach was extended to CHIT1, then the resulting interaction
energies and cavities were analyzed. Additionally, the aL.ogP value was determined for all
candidates.
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2.7. Mat henmatical Modd for 1Csp Prediction

The same approach was applied to AfChiB1 inhibitors (caffeine, dicaffeine, PTX,
DGU, TPH, 6, 7 and 8), and their MolDock score and alogl® [39] values were used for
the construction of a mathematical model for the ICy, prediction. Therefore, these values
were considered as independent variables, and experimental ICs values as the dependent
variables. Nevertheless, to generate a quality model, a logarithmic transformation over
ICs was done; this model was constructed with Excel Microsoft Office 365. Standard
deviation (s), Fishers F-test (F), and the coefficient of determination (Rz) were used for
the model validation. For the predictive ability evaluation of the model, we used the
cross-validation coefficient (@_oo) with the Leave-One-Out (LOO) method; due to the
small number of compounds used for this model, Q2L00 gives us a quality evaluation of its
prediction ability [40].

3. Results and Discussion
3.1. 3D Structure Protem Analysis

We constructed chitinase 31 homology models for each consensus sequence, with
good FTASSER C-scores, within positive values indicating good quality. C-score values
for the Cryptococcus group, Aspergillus group [, and Aspergiius group Il were 0.16, 1.5, and
0.98, respectively. The three structures were aligned with the crystal structure of AfChiB1
(RMSD less than 1 A). The catalytic site is very conserved and is exposed to the solvent.
According to its molecular electrostatic potential (MEP) surface, most of the cavity display
a negative MEP value, and only a small region displays a positive MEP value, where Arg57
and Arg301 are located (Figure 3A). After the structural alignment of the Cryptococcus
group, there were two residue differences detected: Thr138 changed to Ser140 and Tyr139
to Phe141 (Figure 3C); aside from these, there were no significant changes in amino acids
between the two groups.

Al

Figure 3. AfChiB1 crystal structure protein data bank with code 3CH9 (PDB: 3CHY) and structural
alignment with consersus homology models. (A) Molecular electrostatic potential (MEP) surface and
catalytic cavity (highlighted by a rectangular form) of chitinase AfChiB1; blue, red and white colored
regions indicate positive, negative and zero values of MEF, respectively. (B) Structural alignment of
the fungi consensus model, and human consensus chitinases. (C) Catalytic site of fungi-predicted
structures; 3CHY representation is colored in blue. (D) Structural alig t of 1 3
model against 3CHY colored in blue. Key residue differences are highlighted by ball and stick
representation
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Figure 31 shows the structural alignment of human consensus chitinases with AfChiB1
{3CH9), and some differences in amino acid residues close to the binding site, heightening
mutants in AfChiB1 and the three human consensus structures: Thrl3s (all sequences
had Asn), Tyr139 (all sequences had Phe), Aspl75 (only Ala 136 in human sequence from
Aspergilins group II), Glul?77 (Leu 138 from Aspergilins group II) and Phe251 (all sequenes
had Trp).

32 Scaffold Design

We analyzed the reaction intermediate proposed during the hydrolysis mechanism
in the GH 18 family, given by an acetamide intramolecular nucleophilic attack at the C-3a
position (ghyoosidic bond carbon) that generates an intermediate cxazolinium ion, giving
rise to a constrained pyranose ring fused to an oxazole ring (Figure 4). This skeleton was
maintained with cyclohexane and a five-member ring lactam. The bioisosteric replacement
to an amide group was thought to electronically mimic the oxazolinium ion formed due to
ghycosidic bond rupture. Then, some scaffolds could have hydrogyl groups in carbon C-5
and C-6 to maintain a ghycosidic- like structure (Figure 5).

-‘wviﬂH

Figure 4 Hydrolysis mechanism for GH 18 chitinases.
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Figure 5 Reaction intermediate, allosamiz oline crystal structure, and scaffold structunes.

We performed a conformer analysis of this hydrolysis intermediate, using PM& ap-
proximation, obtaining 19 conformers. From these geometries, the angles were analyzed
and considened for the ligand-based design, and the minimal energy conformation was
selected which had a geometry-like bowl (Figure & and Table 525, see Supplementary
Data). Besides, electronic properties were examined by single-point energy calculations
of each conformer with DFT, used to explore frontier molecular orbitals and molecular
electrostatic potential of organic compounds [41-45]. Thus, we used the allosamizoline
ligand (PDE: 2ZASE) as a reference because it shares structural characteristics with the
oxazolinium ion intermediate (Figures 5 and &) [46]. We found the molecular geometry of
the exazolinium ion in its minimum energy conformation with dihedral angles of g =
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875", 8y = 105.82° (04-C3a-03) and 8; = 110,03 (C7-C7a-N1), which were similar to the
allosamizoline conformation.

gy = B.T5E"
g1 = TA.50°
gy m —T546°
#, = 105.62°
By = 111.03°

Figure 6. Vahwes for dihedral angles: @q (H-3a-7a-H), g7 (C5-04-C3a-03) and g5 (C6-C7-C7a-N1) for oxazolinium ion
minimum energy (A), and @y (H-6a-3a-H), @7 (C5-C6-Cha-01) and 3 {C5-C4-C3a-N3) for allesamizoline crystal mosety
(B, PDB: 2A3E) and 8 fused ring angles.

O the other side, scaffold design was performed on the basis of reliable synthetic
methods, like those described in Meyers's lactams synthesis for the preparation of cis and
transfused lactams [47—49). As a result, from conformational analysis in comparison to
oxazolinium ion and allosamizoline meiety, only in Figume 7, the as-fused scaffolds and
their enantiomers had similar angles (Table 526, see Supplementary Data). Geometry gets
closer to the oxazolinium ion because scaffolds and intermediates had stc-five fused rings
and allosamizoline had a five-five fused system. Further, gy, 8, and 8; angles indicate
similar amide orientation in scaffolds, as oxazole shows in the structure references.

g, = —BD47 ~ nh4e
ya = PETO = 71707
iy = —67.23° = 68,75°
B, = 110.15" = 110.77"
B, = 11Z2.78° N
@ = B3 e @y = —5.67"
Py = —T4.74° ' = 71.81°
g = 6713 o) g = —0B.76"
B, = 110.14° . ¥ 8, = 110.76*
By = 112,77 By = 112.24°
Scaffold cr-A Scaffold enr-C

Figure 7. Values for dibedral angles: @ (H-32-7a-H), g5 (C8C7-C7a-Cl) and @ {C5-C4-C3a-C3) and 0 fused ring angles of
each scaffold conformer, similar to the allosanyzoline moiety and the oxazolinium on fragment
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Additionally, electronic properties were explored. We found similarity of the oxazolin-
ium ion by the lowest molecular orbital (LUMO) region located in oxazole ring, same region
for the electron acceptor site. This agreedwith the chitinase GH 18 hydrolysis mechanism,
that involves an intramolecular nucleophilic attack by the oxy gen of the acetamide to the
anomeric carbon (Figure 4) [50-53].

Moreover, the scaffold proposals had a similar LUMO map in Figure 5, depicted by the
amide group that mimics the oxazole ring electronically, forming the electrophilic region
on the five-membered ring-like intermediate.

Scaffold A Scaffold enr-A

£ »
&%ﬁ »

Scaffold € Scaflold em-C

E Oxazolinium ion i .

Figure 8 Lowest molecular orbital (LUMO) map of scaffo Id propesals in comparison with the
oxazolinsum ion fragment. Colors go from red (minimum value) to blue (maximum v alue) according
to the absolute value of the LUMO on the electron density surface.

This electronic similarities are more evident when LUMO orbital graphics are dis-
played, as illustrated in Figure 9. LUMO graphics are located in the five membered ring.

On the other hand, sca(foldsandouazolennphm three types of atoms that showed
correlated Mulliken partial charges; carbon (sp® hybridization) had positive charges,
thereby nitrogen and oxygen had negative charges for all scaffolds and the oxazolinium
ion (Table 527, see Supplementary Data). In summary, the scaffold conformers presented
similar geometry to the oxazolinium ion. Some electronic parameters correlate our pro-
posals with the reaction intermediate, suggesting similar interactions on the atoms in
the five-membered rings. Thus, the next step was to seek scaffold derivatives through a
structure-based design that relied on docking calculations.

3.3. Structure-Based Drug Design

For this set analysis we employed a rigid docking approach; hence, Figure 10 shows
the scaffold derivatives design that consisted of the substitution in the (-3 position, because
the access to enantiomerically pure compounds was rationalized by a nucleophilic attack
via the acy liminium ion as a reaction intermediate furnishing the substituted lactams [48,54).
The first design step explored the functional groups effect by placing hydrocarbon chains
by one to three carbons, and bound to functional groups like amines, thiols, alcohols, or
carboxylic acids (group I). On the other hand, the hydrophobic substituents were set by
one to six carbons homologation to seek possible clashes or to increase chain stability
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through interactions with aromatic residues like Trp137, Tyr48, and Trp384 in the active

site (group II).

Scaffold A Scaffold enr-A

-@ 9

Scaffold C Scaffold ent-C

e

Oxazolinium ion
Figure 9. Lowest Unoccupied Molecular Orbital graphic of the scaffold pro pesals and the oxazolin-
ium ion. Shape and size of the graphics shows the contribution to the LUMO of each atom in the
molecule.

<

15

Figure 10. Scaffold modifications A, at-A, C, and emt-C in the C-3 position for group 1 and IL Surface
plot of the catalytic site, showing the aromatic interaction profile. Group I(R= —(CHyn - Z, n=1
to 3, Z = functional group) and group I(R = —(CHyn-CHy, n = 1to 6). The face label indicates a face
inkeraction between amino acd residues and ligands’ hydrophobic fragments, and the edge label
shows the noncoplanar amino acid residues orientation to the protein surface.
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7 -

Ligands were discriminated according to their interaction energies and selected by
visual inspection of their binding modes [55], as well by the ligand orientation of the
bicisosteric group towards the («/ B )s barrel fold. As mentioned above, ent-C derivatives
from group I in Figure 10 had a slight preference by AfChiB1 interacting mainly with
Tyrds, Gly136, Trpl37, Asp175, Glul77, Asp246, Tyr245, Met243 and Trp384. Hence,
most stable poses were derived from scaffolds with primary amines, followed by thiol
and alcohol chains; this suggests that protonation at the physiological pH of amines
provides stability. In addition, ent-C substituted carboxy lates showed more stability by
hydrophobic interaction enhancement between Trp384 and the scaffold lactam ring, than
the previously mentioned derivatives. Additionally, in Figure 10, the scaffold modification
of ent-C presented a noticeable preference of AfChiB1 in group II, since they showed better
interaction through Trp384 and Trp137 stabilization, and hydrogen bonds with Glul177 and
Tyr245.

From this screening, we identified a stereochemical preference of AfChiB1 and promis-
ing auxophoric groups like amines, ethers, and non-polar chains, by constructing group II1
to V of derivatives based on scaffold ent-C In Figure 11, the derivatives in group Il were
designed to elongate the hydrocarbon chain to 7-10 carbons; nevertheless, they showed
similar affinity energies to group IL

Main Modifications considered in the design:

* Scaffold enr-C is preferred by AfChiB1
+ Interaction energy is favored by amines and

non-polar substituents

Seomatic

H Group 111 Group IV
B0 g R = —(CH,),CHun=7ta9 R=—(CH,), - Z

: Z = amines and ethers |

Group V :

' R~- ‘(CHJ)! -z H

Face . Z = amines and ethers H

Figure 11. Scaffold ot -C modifications in the -3 position for groups [, IV and V. Surface plot of the cataly tic site, showing
the aromatic interaction. The face label indicates a face inte raction between amino acid residues and ligands” hy drophobic
fragments, and the edge label shows the noncoplanar amino acid residues orientation to the profein surface.

Furthermore, structures of Figure 11 showed groups IV and V with amine substituents
generally with better energies than groups FIIL Then, derivatives with amines directly
bonded to aromatic or aliphatic rings presented the lowestenergy, predominantly through
stronger interactions by Phe76, Trp137, Thr138, Tyr 139, Glu177, Tyr245 and Trp384.

Then, all proposed derivatives constituted a large set to discriminate based on their
interaction energy, without considering the pharmacokinetic criteria. Therefore, al.ogP was
considered for the selection of the final candidates, taking the best value range between
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0 and 3 for acceptable drug absorption, as was highlighted in Figure 12, identifying five
structures as the best candidates.
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Figure 12. Moldock score (kcal/mol, x-axis) vs. aLogP (y-axis). The marked region indicates the final candidates

3.4. Selectivity Analysis over AfChiB1 and CHIT1

Each pose from the previously selected five structures was submitted to a second
docking calculation and examined, identifying hydrogen bonds and other important non-
covalent interactions (Table 1). In this way, 1 had interactions with Trp384, Asp246, Glul77,
Trpl37, Thr138, Tyr 139, Gly136, Phe76, Tyr245, Met243, Tyr48, and Asp175. Ligand 1
showed a hydrogen bond from amide NH and the carboxylate Asp175. Furthermore,
amide carbonyl interacts through hydrogen bonding to the hydroxyl Tyr245, and hydroxyl
in the C-5 position of 1 forms a hydrogen bond to Asp246. The phenyl ring A was
orientated towards Trp137 and exposed to the solvent. On the other hand, aromatic
ring B was orientated to Phe76, Trp52, Gly136, Thr138, and Tyr139 residues. Ligand 2
had a phenyl ring proximity identical to aromatic non-polar residues as the orientation
of ring B in pose 1 and hydrogen bonds with Asp175 and Tyr245, besides C-5 and C-6
hydroxyl groups interacted with Glu177 and Asp246, respectively. On the other side, 3
only presented hydrogen bonding to Ty1245, Asp246 and Glul77, but the phenyl was
exposed to solvent and orientated to Trp52 and Trp384. Thus, 4 kept the hydrogen bond
to Tyr245 and hydroxyls formed two hydrogen bonds with Asp246, and the cyclohexyl
ring was orientated, as 1 and 2 did. Finally, 5 presented a similar pose as 2, keeping
hydrogen bonding to Asp175, Glul77, Tyr245 and Asp246, as well as the pheny| orientation
(Tables S30-534, see Supplementary Data).
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Table L Best pose of the best scatfold derivatives (ligands) in ARChiB1.

Ligands Pose in Cavity Interactions

The next step was to evaluate the best ligands for CHIT1 by a rigid docking approach;
however, pose crientation criteria was not found for 5. Then, flexible docking calculations
were performed for set 1, 2, 3, and 4, employing some flexible residues equivalent to
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the AfChiB1 sequence by structural alignment near the active site. Furthermore, from
bicinformatic analysis, mutations between A. fumigatus and human were identified since
there were null interactions in flexible docking for AfChiB1 with Phe251 and Tyr247. In
contrast, 1, 2, 3 and 4 had non-polar stabilization interactions by residues Trp218 and
Phe214, which are the analogue mutants’ residues for CHIT1 (PDB: 5NRS).

The main interactions in the docking calculations of all the tried ligands with CHIT1
were Asp213, Trp99, Trp458, Met210, Tyr141, Tyr267, Trp218, Tyr212, Alalsé, Phe214,
Glu140, Tyr190, Pro185 and Gly187. In Table 2, we inspected 1, thereby amine presented
a salt bridge with Tyr141, and carbonyl formed a hydrogen bond to Tyr212. Its phenyl
ring A was positioned close to Gly187, Ala186, Tyr141, Phe214, and Tyr190, while phenyl
ring B was near Trp218 and exposed to solvent. 2 presented a salt bridge with Tyr14],
besides hydrogen bonding to Trp358 with the same substituent orientation. On the other
side, 3 had the same carbonyl interactions as 1, but hydroxyl C-5 made a hydrogen bond to
Asp213, and the phenyl substituent had a similar orientation to the phenyl ring A. For the
last ligand, 4, Asp213 presented a salt bridge between amine and hydrogen bonding with
hydroxyl C-5, and carbonyl kept the same hydrogen bond interaction, while cyclohexyl
had a similar orientation to 1, 2 and 3 (Tables 535-538, see Supplementary Data).

Table 2. Best pose of scaffold derivatives (ligands) in Homo sapiens CHITL.

Ligand

Pose in Cavity Interactions
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On the other hand, A furmigatus had the major interaction energy because of stronger
interactions with Trp384, Trp137, Phe?6, Thrlds, TrpSZ, Tyrl39 and Asp246 residues; 2,
4 and 5 displayed similar complex energy but lesser that 1, while 3 only had the main
interactions with Trp384, Trp137, Glul77 and Tyr245. In comparison, 1 in CHIT1 showed
slightly stronger interactions with Asp213, Trp29, Trp35ss, Tyr212, Met210, Tyrl4l, Tir2b7?
and Ala 186 residues, while 2-4 kept lesser strong interactions with Asp213, Trp99, Trp35s,
and Tyr212 (energy interaction values of the final candidates from flexible docking with
AfChiB] and chitotriosidase with aLogP values are displayed in Table 547, see Supplemen-
tary Data). However, we cannot correlate these designed ligands” binding energies for the
estimation of drug potency; like Glide or Vina can perform. Then, a predictive model was
developed, using the experimental ICy values of AChiB] inhibitors and their MolDock
score and alogP values.

3.5, Mathemat ical Modd for the 1Cq Prediction over AfChiB1

Flexible docking parameters were set up in an identical way for reported inhibitors
(considering the ligand DG as a template, like was established for the drug-based design
in AfChiB1), inferactions were reviewed and verified for inhibitors with xanthine moleties
(Tables 539548, see Supplementary Data). For example, available crystals and calculated
poses kept most of interactions (Caffeine, FTX, DGU and TFH), while 6, 7 and 8 were
checked for amide orientation towards the active site.

Then, using logarithm transformation over ICsy helped us to find alinear cormelation with
MolDockscome (interaction energy) and alogl as independent variables, generating Equa-
tion (1}. The linear correlation between ICsy.eg and ICyy is displayed in Figure 13. According
to Qf pgy. our model has a gpod predictive capability (1C sypreq values are shown in Table 548,
see Supplementary Data). From Equation (1), the importance of the interaction energy with
AfChiB1 is displayed; according to its coefficient, highly negative MolDockscore values
(more stable compleces) will increase the potency of the inhibitors. In addition, the aLogl
coefficient indicates that hydrophilic compounds are preferred to increase the potency of
the compounds. Nevertheless, we need to consider the ty pe of the biological test for the
determination of the ICs; values, which do not consider a biological barrier. Therefore,
we propose values of aLogl® close to 1 for the design of this class of inhibitors. It is worth
mentioning that the presence of these two variables in our model allowed us to study the
inhibitors potency in two separated ways, its pharmacody namic (MolDockscore), and the
pharmacokinetic (al.ogP) character.

Log{ICs) = 0.01843M ol Dockscare + 0.1608aLogP + 4.3994 Il

s=02 F=2011 ER*=921 Hn=789 n=8
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Figure 13. Inhibitors stroctures wsed for the mode] construction: caffeine (PDB: 2A38), pentoxifylline
(FTX; PDE 2A3C), DGU (PDE: 3CHY), inhibitors 6 [15], 7 [22), 8 [22] and theophy line (TPH; FDE
2A3A), and the linear relationship between 154 and 1.

MNewvertheless, the model is limited to bicyclic derivatives, and rigid molecules, prefer-
ably. This assumption is based on the ability of our mode] to predict, in a better way, [ Cy;
values for caffeine, TPH, 7 and 8 (Figure 13, vide supra). Then, using Equation (1), we
predicied the [Csy values for our designed ligands in Table 1, estimating the concentrations
of them to be around &0-200 pM for 1-5.

For a complete drug design scheme, we determined the toxicity and drug-likeness of
these candidates through the SwissA DME webserver [56]. According to these caloulations,
final designed ligands will not inhibit oytochrome p450 isoforms and can be substrates for
P-gp, a glycoprotein invobved in pumping xenobiotics out [57]. Only 1 could permeate the
blood-brain barrier (BBB), and it is predicted to be poorly soluble in water. Further, the
expected bioavailability would be around 55% for all ligands; in general, they satisfied the
main rules for drug design, like Veber, Lipinski, and Ghose.

In summary, docking in fungi and human chitinase suggests that 5 is a potential
inhibitor of AfChiB1, since 5 could have a different orientation in the CHIT] active site. At
the same time, 1 will have the highest potency for A fChiB1 and CHIT1, and also possesses
a good drug-likeness and pharmacokinetic profile, but the possibility of crossing the BBEB
will not be desirable for its biological application (Table 550, see Supplementary Data).

4. Conclusions

The bicinformatic analysis revealed that chitinases from different pathogenic As-
pergilus taxa, including A. funigatus, A. novofurigatus, A niger, A candidus, A fischers, A
flavus, and the Crypfococous texcon of the grubii variant, are well conserved. A comparison
of amino acid changes around the active site reported in human chitinases have also been
documented. Eventually, we showed that the proposed scaffolds could mimic the oxa-
zolinium ion concerning its conformation and electronic properties. On the other hand,
we made a structure-based drug design, identifying the ent-C scaffold as preferred by the
enzyme AfChiB1, allow ing the selection of 1 to 5 ligands according to their aLogP values.
In contrast, analysis with human chitotriosidase indicated that the most promising inhibitor
is 5 for AfChiBl. The employed structure-based drug design and virtual screening protocol
not only demonstrates its efficiency, but also provides novel and selective compounds for
developing AfChiBl inhibitors to protect against opportunistic invasive mycosis.
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