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Ligrusticm porteri (Umbelliferacy 'y Myroxylon balsamium (Leguminosae) son las
especies vegetales que constituyen ¢l complejo “chuchupate”. Este complejo es amplimnente
ubilizado por los Tarahumaras en el tratamiento de enfermedades como reumatismo, vitiligo,
colicos, infecciones y disturhios gastrointestinales y ginecologicos -3 L estudio quimico de L.
por i ha permitido deteriminar que los constituyentes quiniwos mayoritarios presentes en la
misma son los ftilidos monoméricos Z-ligustitido (1), senkyundlido F (89) y senkyundlido |
(64), y los ftalidos diméricos diligustilida (3), toguinolido B (8) y ritigustilido (11).15.18
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Recientemente, el estudio de estos compuestos ha adguirido un gran interés ya que se
han evaluado una gran cantidad de propiedades farmacolégicas que los hacen candidatos iddneos
pars su uso en medicina de patente. Asi, se ha informado su actividad como relajantes
muscufares, 31 franquilizantes,3?-3 antiinflamatorios,35-38 inhibidores de crecimiento celular,3%-
60 en el tratamiento de arterioesclerosis,5! de la hipertension,62 de problemas cardiovasculares, 3
de isquemia y desordenes circulatorios,t4 de la enfermedad de Alzheimer,65 en profilaxis
dental,66 como promotores del crecimiento de cabello,67 como agentes que favorecen la
absorcidn en piel68 y como antioxidantes.59 Sin embargo, a pesar de su importancia, se conoce
nity poco acerca de la reactividad quimica y la sintesis de estos compuestos.

El objetivo principal de este trabajo es la generacidn de conocimiento referente a Ia
reactividad quimica y la actividad bioldgica de los Rdlidos mediante la realizacidn de ciertas
correlaciones quimicas y la formacién de derivados, ast como la obtencién de la informacion
sobre la biocevaluacion de las sustancias obtenidas.

Bajo catdlisis con dcidos de Lewis, el Z-ligustilido (1) presenta las siguientes reacciones:
deshidrogenacion  para  generar 24,  deshidrogenacidn-isomerizacion  produciendo 34,
deshidrogenacidn-hidrogenacion gencrando 35, y dimerizacion, obteniéndose los compuestos 30-
33. 30 y 33 son los constituyentes mayorilarios de las mezclas de dimerizacion.
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La hidrolisis alcaling de diligustilido (3) provoca ia apertura regioselectiva de Ia lactona
fusionada al biciclo, lo que permite obtener desmetilwallichilido (41). La reduccidn de 41 con
NalBBH, en MeOH produce el hidroxidcido 43.
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La lactonizacién de 43 utilizando SOCH penmite generar el comrespondiente 3 8-
dibidroderivado. Es notable la importancia del disolvente en esta reaccion. Cuando ésta se
efectiia en CH,CL, o C,H,, se obtiene rel-(3°5)-3",8 -dihidrodiligustilido (4%), en tanto gue cuando
se Meva a cabo en THF se obtiene rel-(3'R)-V 8 -dihidrodiligustilido (4). Esto indica dos
mecanismos de lactonizacion diferentes, dependientes del disolvente utilizado.
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La regio-selectividad en la reaccidn de metandhisis alcahina en MeOH de 3 v
dependiente de la temperatura. A 65°C se efectina la apertura regio-selectiva de la lactona
a,B,y,8-insaturada presente en el compuesto, generando 53 como producto mayoritario, en tanto
que a 0°C reacciona preferentemente la lactona fusionada al biciclo, obteniéndose 5 en mayor
proporcion. Esta reaccion también muestra una marcada dependencia ded disolvente. Cuando se
efectia en THF o i-PrOH, reacciones de condensacidn tipo aldélica generan el producto de €
alquilacion 49, en tanto que cuando se efectin en la mezcla de disolventes H,O-Me, CO, ademis
de 49, se generan sus corespondientes productos de O-alquilacion y epimerizacion 50 y 51,
respectivanients. '
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Los productos naturales y algunos derivados obtenidos  han  sido  evaluados
preliminarmente como sedantes, relajantes de musculo liso y agentes citotdoxicos. Los resultados
obtenidos indican que 8, 40, 41 y 42 potencializan ¢ efecto sedante del pentobarbital sodico en
un 70.8, 101.0, 66.0 y 52.3 % respectivamente; mientras que 1, 8 y 39 provocan una relajacion en
ileon de aislado de cobayo del 41.5%, 32.4% y 54.6 % respectivamente a una concentracion da
0.05 mg/ml. El compuesto 8 ¢s citotdxico para las lineas celulares de KB y HCT- 13,



Ligusticum porteri (Umbelliferae) and Myroxvion balsamm (Leguminosae) ave the
species that comprise the “Chuchupate” complex which 1s used by the Tarabumara in the
treatment of reumatisin, vatiligo, colics, skin infections and gastrointestnal and ginecologic
atiments. -5 Previons chemical analysis of L. porteri have established that the monomeric
phthalides Z-ligustilide (1), scukymolide P (39) ol senkyunolide T (60, and the dimeric
phthadides difigustilide (3), tokynolide B (8) and riligustilide (11) are its major constituents, t5,1%

Recently, the study of these compounds has acquired interest due to their biolagical
activities, and they may be considered as candidates to be used w patent medicine. It has been
reported they have bioactivity as muscle relaxants, 3! contral nervous system tranquilizers, 52-54
therapeutic agents lor treatment of inflammation, 3338 cefl growth inhibitors,5%-60 oy the
treatment of arteriosclerosis, 0! antihypertensives and  antispasmodics, 02 for the  treatment
cardiovascular diseases, 63 ischemia and circulatory disorders 64 for ihe treatment of Alzheimer’s
disease,5 for prophylaxis of periodontal diseases, 66 W hair growth preparations,t? as skin
penetiation enhancero® and as inhibitors for peroxidation of tipids.6¥ However, tn spite of their
mmporiance, liftle is known regarding their syathesis and chemical reactiviiy.

The aim of this study is to provide knowledge on the chemical reactivity of phthalides,
carrying out several chemical correlations and obtaining some derivatives. In addition, some
preliminary bioevaluations of phthalides have been performed.

Under Lewss acid  catalysis,  Z-ligustilide (1) gave the following  reactions.
dehydrogenation to afford 24, dehydrogenation-isomerization o give 34, dehydrogenation-
hydrogenation to produce both 38 and dimerization, to afford the compounds 3433, with 30 and
33 as the major dimeric constituents.

The alkaline hydvolysis of diligustilide (3) afforded the chemoselective 1actone ring
opening of the bicyclic system to give demethylwallichilide (41), Reduction of 41 with Nahil,
i MeOH afforded 43. The lactonization of this last compound, vsing SOCH,, led to obtain the
3* 8'-dihydroderivative. However, the reaction product is solvent dependent. In CH,Cl, or C 1,
rel-(3'5)-3', 8 -dihydrodiligustilide  (45) is  obtained; while in THF  rel(3°R)-37,8°-
dihydrodiligustitide (4} is produced. This results indicates that are two routes for lactonization,
and that they are selvent dependent,

The regioselectivity in the methanolysis of 3 depends on the temperature just for the
reaction. At 65°C a regioselective ring opening of the o, f),y,5-insaturated lactone system was
observed, 1o afford 43 as the major product; while at 0°C the o, insaturated lactone systen
reacted to form 5 as the major product. This reaction displayed a remorkable dependence on the
solvent used. In THF or i-PrOH, aldolic condensations were abserved to afford the C-alquilation
product 49, while in H,0-Me,CO, in addition to 49, the O-alquilation aund epimerization products
50 and 51 were obtained.

Some of these compounds were evaluated as sedatives, muscle relaxants and cytotoxic
agents. 8 and 41 enhanced the sedative effect of pentobarbital in 71% and 66 %, respectively, i,
B and 59 relaxed the tleon in 41.5%, 32.4% and 54.6 %, respectively, al concentration of 0.05
mg/ml, and 8 was cytotoxic to KB and HCT-15 cell lines.



Explorar la reactividad quimica de algunos ftalidos naturales, tanto monomcéricos
como diméricos, con el proposito de contribune a un mejor conocimiento de los niusmaos.

1) Obtener los cicloaductos naturales diméricos [4ars + 2ns] a pavtie del mondmero Z-

ligustilido (1).

2). Realizar la correlacion quimica de los fidlidos diméricos diligustilido (3) a 3°(K)-37.8"-
dihidrodiligustilido (4) y diligustilido (3) a wallichilido (8) con el propdsito de conlirmay
sus estructuras.
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3). Realizar las bicevaluaciones pertinentes que permiian ponderar el potencial
farmacologico de estos productos naturales v sus denivados,



Myroxyvlon balsaman (Leguminosae) v Ligusticum porteri (Umbelliferaey son las
especies  vegelales que constituyen el complejo “Chuchupate™. Lste complejo s
ampliamente utilizado por los Tarahumiaras en el tratamiento de enfermedades  como
reumatismo, vitiligo, colicos, infecciones, disturbios gastrointestinales y ginecologicd .

Hasta ahora, solo dos especies han sido incluidas en el género Myroxvion: M
balsamum y M. peruifolivm. Ambas son endérmeas del continente americano, localizandosc
desde México hasta Peri, ¥ se caractenzan por estar constitidas gquinicamente  por
isoflavonoides.*®

El género Ligusticum presenta mayor distribucion que Miroxplon. Sus especies
pueden ser localizedas en la zona norte de México, en Japdn y en China, paises donde son
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional. EI aprecio que tienen estas plantas ha
motivado un gran interds por su estudio, vy los resultados de sus andlisis quimicos han
permitido determinar que los principales constituyentes en las mismas son los {latidos."

L. porteri ¢s una planta originaria del estado de Chihuahua, Es la dnica especic de
este género que se localiza en México y los estudios quimicos efectwados a fa misima

indican que entre sus constituyentes se encuentran también algunos fialidos

Los ftalidos son un grupo de productos naturales derivados biosintéticamente del
Acido acético."™" Se encuentran distribuidos principalmente en plantas pertenccientes a las
tribus Ammiae y Peucedaneae de la familia Umbelliferae” La mayoria de las especies
incluidas en estas tribus se utilizan en la medicina tradicional en diversas partes del mundo.
Entre los usos populares atribuidos a las mismas pueden mencionase su empleo como
antiespasmadicos, anticonvuisivantes, sedantes, analgésicos, en el tratamientc  del
reumatismio y de algunos disturbios pinecoldgicos, ' PM 8o considera que Ia
presencia de los flalidos es la responsable de Ta actividad bioldgica de las preparaciones
obtemdas de estas plantas.”

Recientemente, ¢l estudio de estos compuestos ha adquirido un natable interés, y
han sido evaluadas una amplia variedad de propicdades farmacoldgicas que los hacen
candidatos idoneos para ser utilizados en medicina de patente. Asi, se ha informado su
aclividad  como  relajantes  musculares,”  ranquilizantes ™' antiinflamatorios,**
inhibidores de crecimiento celular,”™™ en ¢l vatamiento de arterivesclerosis,” de la
hipertension,” de problenas cardiovasculares,®® de isquemia y desordenes circulatorios,® de
fa enfermedad de Alzheimer,” en profilaxis dental”® como promotores del crecimiento de
cabello,” como agentes que favorecen la absorcién de sustancias a través de la piel™ y
como antioxidantes.®

Como productos naturales, os ftalidas se han mslado como mondmeros y dimeros.
A la fecha sutnan treinta y seis mondmeros y diez dimeros caracterizados en la naturaleza,

{



Fstos altimos pueden ser considerados, de acuerdo i sus caracteristicas estructurales. como
¢l resultado de reacciones biogenéticas andlogas a las cicloadiciones [n2s + w2s) y jids
n2s) de los mondimeros -y Z-ligustilido. Las estructuras de alganes mondmeros y de Jos
dimeros se ilustran en los esquemas 1y 2, respectivamente.
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Fsquema 2. Fedlidos diméricos naturales

Seis de estos dimeros dernivan de 1, dos de ellos como aductos [n2s + n2s], el
riligustilido (11), que resolta de la unidn entre los carbonos 3 con 77 y B con 6 y el
toquindlido A (12), donde la unién de ambos mondomeros es a través de los carbonos 6 con
7'ay 7 con 3a (esquema 3).
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Fsquema 3. Hipétesis de dimevizacion de 1 en el vegetal para producir 11y 12



Los cuatro dimeros restantes del Z-ligustilido (1) son aductos |mds + x2s); «l
ditigustilido (3) y el 3.8 -dihidrodihigustilido (4) representan aductos endo de la umon
entre los carbonos 6 com 6 v 7 con Ya: el walhichilido (8) presenta los mismos sitios de
union que 3 y 4, y es considerado un andlogo del diligustitido, en ¢l que en lugar de
lactona fusionada al biciclo, se encuentra el cetoéster metilico correspondiente; Analmente,
¢l toquinélido B (8) corresponde al aducto endo que resalta de fa union entre los carbonos 3
con 3'ay 3 con 6’ (esquema 4).

Esquema 4. Hipétesis de dimerizacion de 1 en Ia biosintesis de 3, 4, Sy 8.



El levistolido B (6) y el senkyundlido O (7) resultan de fa combinacion [nds + a2y
enddo entre fos carbonos 6 con 6’ v 7 con 3a de una unidad 2~ (1) v una unidad - (2) del
ligustilido, en tanto que el angeolido (9) se ongina de esta misma comhinacton entre los
carbonos 3 con Vay 8 con 6. Finalimente, e dimero £-232 (10) resulta de la combinacion
[rds + als] exo entre los carbonos 3 con 6 v 8 con 3'a, respectivamente. (esquema 5),
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FEsquema S. Hipdtesis de dimerizacion de 1 en Ia biosintesis de 6,7,9y 10
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Ninguno de estos dimeros ha sido obtenido sintéticamente, sin embargo, se han
publicado  algunos articuJos™ referentes a In sintesis de ftalidos  monoiméricos,
principalmente de los derivados aromdticos, tales como el 3-butiliden-4-hidroxiftilido
(3" y el Z-3-butiliden-6,7-dihidroxifidhido (14)"? entre otros.” Recientemenie, se han
informado sintesis i * gioselectivas y asimétricas de flaldos.” Bl (F)-cis-(18), el (+)-rrans-
neocnidilido (16).” y ¢ 6,7-dihidroligustilido (17),” son los (nicos ttilidos no aromaticos
sintetizados hasta ahora.
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El comportamiento quimico de los fialidos, tanto monoméricas como diméricos, ha
sido poco analizado. Para el Z-ligustilido (1), existen informes en la literatura acerca de las
reacciones de hidvogenacion catalitica,’™™ de cicloadicion (Diels-Alder) con anhidrido
maleico,2 de epoxidacion,’? de hidrdlisis alcalina y tratamiento con hidrazina,** de
oxidacion, 2425 asi como de adicién de metiltivglicolato y benzitamina®™ (esquema 6).

Se conocen ademis los productos de hidrogenacion catalitica de los dineros
diligustilido (3)," angedlido (9)” y riligustilido (11)"* 18-23 (esquema 7).
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Esguema 6. Reactividad guimica informadn para Z-ligustilide {1}
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Esquema 7. Reactividad quimica informada para 3,9y 11

Por otra parte, se ha comprobado que el calentamiento del diligustilido (3) a reflujo
en tolueno, genera una mezelg de los monomeros del hgustilido 1y 2 mediante una

reaccion retro-Diels-Alder (esquenma 8).3

Esquema 8. Reaceion retro-Diels-Alder de 3
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Por su arquitectura molecular, los flalidos representan sustratos idoneos para
ensayos de situ-, regio- y estereo-selectividad, por lo que la reactividad de este grupo de

sustancias constituye el argumento de la presente investigacion.



A) Reactividad Quimica de Z-Ligustilido (1),

Z-ligustilido (1) se considera el precursor biogendtico de los ftalidos diméricus
aislados hasta ahora de fuentes naturales. b odebe dimerizarse a traviés de dos posibles
reacciones de cicloadicion: una reaccion [nds 1 a2s) (Diels-Alder) para generar Jos
productos naturales 3-10 (esquemas 4 y 5), y una reaccion [r2s + n2s] para dar origen a 11~
12 (esquema 3).1

Sin embargo, los intentos realizados hasta ahora para efectuar las reacciones de
cicloadicion de 1 tendientes a la obtencion de los dimeros 3-12, han resultado infructnosos,
y solo han permitido obtener ¢l producto de auwtooxidacion 24, cuando esta reaccion de
dimerizacion se lleva a cabo en presencia de oxigeno, o una mezcla de 1y el producto de
isomerizacion 2, en ausencia del mismo® Existen informes en Ia literatura acerca de una
isomerizacion lenta de 1 oa 2 a temperatura ambiente v una isomerizacion rapida a
temperaturas mayores a los 100°C (esquema 9)”
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Esquema 9. Intentos de cicloadicion de 1
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o sentide inversa, L termohisis del angeolido (%) por calentanuento a temperaturas
supertores al punto de fusion, o en solucion ariba de 100°C, pravocd la retroeicloadicion al
monomero 1, que subsecuentenmente s¢ isomeriza a 2.7 De manera andloga, la termdlisis de
diligustilido (3) a la temperatura de reflujo del tolueno conduce a la obtencién de 1 e un
60% de rendimiento después de diez horas de reace, 2" (esquema 10).
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Esquema 10. Reaceidn retro-Diels-Alder de Wy 3

Los primeros intentos de dumenzacion efectuados en el presente trabajo consisticron
en someter 1 a calentamiente a diferentes temperaturas en tubo abiento, obteniéndose en
todos los casos su aromatizacion, generdndose 24 como producto de 1o reaceién, y la
polimerizacion parcial. Con el fin de lograr la cicloadicion se efectuaron modificaciones
estructurales a este mondmero, las cuales se encuentran indicadas en el esquema 11; el
objetivo de tales modificaciones fue ensayar la dimerizacion entre by los productos 25, 26
y 27. La obtencion de andlogos de 25 y 26 ha sido informada previamente,”"” sin embargo,
tanto estos compuestos como 27, fueron sintetizados por primera veastdn en el presente
trabajo. ™!
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Esquema 1. Modificaciones estructurales de 1

Cantidades equimoleculares de 1 con 25, 1 con 26 y 1 con 27 fueron mezcladas y
puestas a reaccionar  bajo  calentamiento, obteniéndose  solo  fos  productos  de
Jeshidrogenacion correspondientes, como se¢ indica en el esquema 12
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Esquema 12. Intentos de dimerizacidn de 1 con 25,26 y 27
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El andlisis estructueal del dieno homoanular en 4 permite establecer su cardcter
captodative: por un tado, Ja presencia del carbonilo desactiva dicho sistema, y fos enlaces o
C3a)-Ch y C(6)-C(7) lo activan, Adicionalmente, Ta conjugacion con e} doble enlace
exociclico aumenta la deslocalizacion electronica (figura 1).

aumenta la
deslocalizacion electronica

Activan ‘2 (\,«

~ desactiva
Figura 1. Distribueion electronica de Z-Ligustilido

Existen informes en la literatura acerca de la conveniencia de utilizar catdlisis en fas
dimerizaciones de este tipo de dienos, siendo los dcidos de Lewis los catalizadores mas
frecuentemente utilizados. Su funcidn consiste en efectuar una redistribucion de la densidad
electrénica de los orbitales n, disminnyendo la energia de los mismos, de tal modo que la
reaccion rueda efectuarse mas ripidamente y bajo condiciones mas suaves,** o bien con
mayor regio-**** y estereo-selectividad”™” Los 4cidos mas comunmente utifizados son
ALCL,M TiCH,™ ZnBr,, Znl, BE,OF,™ EIAICL,” BLAICTH Me, ALY y LICIO, %%

Se ensayd la reaccion de autocicloadicion de Z-ligustilido (1) con ZaCl,, FtAlCl,
BFyOEL, y SnCl,. Los dos primeros no favorecen transformacion alguna, mientras que los
dos tiltimos producen una mezcla de cinco productos mayoritarios en cada caso, que fueron
purificados mediante el procedimiento descrito en la seccion experimental.

Para el caso particular de L reaccion con BF,OFL, la elucidacion estructural de tos
productos obtenidos se Ilevard a cabo en el orden en que éstos eluyeron en el proceso
crematogrifico.

El compuesto de menor polaridad correspondio, de acuerdo con la comparacion e
sus pardmetros espectroscopicos con los informados en la literatura, sl producto de
deshidrogenacion del Z-tigustilido 24.

Dos de los cuatro compuestos restantes presentaron al andlisis por espectrometria de
masas un peso molecular de 378 y los dos restantes de 380, lo que permitio determinar su
naturaleza dimérica, ya que el Z-ligustiido (1, espectro |, C,H,,0,) tiene un peso
molecular de 190.



El segundo producto obtenido en orden creciente de polanidad  presentd en
espectrometria de masas un peso molecular de 378, En el espectro de UV exhibe miximos
de ahsorcion en A, 271, 256, y 209 nm, correspondientes a la presencia de un carbonilo
0, fb,y,8 insaturado, anillo aromdtico y doble enlace. Estos sistemas conjugados  son
corroborados por la observacion de bandas de absorcion en 1771, 1677 y 1610 e’ en ¢
espectro de IR E} andlisis por RMN'H (espectro 2) para este compuesto permite deducir Ta
presencia de un anillo aror Atico disustituido de acuerdo con la observacion .o cuatro
seflales de resonancia con integracion total para cuatro hidrogenos en la zona de 6 7.92 a
7.50. La presencia de sélo un hidrogeno en la posicion 8 gueda determinada por fa
observacion de un triplete con integracion para un hidrogeno en & 5.21. Esto permite
deducir que la unidad monomérica aromatizada s¢ une a una segunda unidad a traves del C-
8 (fipura 2).
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Figura 2

En & 3.99 resuena un proton, como un singulete amplio, que integra para un
hidrogeno, el cual por desplazamiento quimico, debe encontrarse vecino a grupos
desprotectores (dobles enlaces o grupe carbonilo), Fiste se ubica sobre la segunda unidad.
precisamente en el carbono donde se une la unidad monomérica mostrada en la figura 2
Existen tres posibles sitios de union para este compuesto, C-4 (donde el hidrogeno o
alilico), C-6 (hidrogeno alifatico) y C-7 (donde el hidrégeno es doblemente alilico y B a un
grupo carbanilo). EY desplazamicnto quimico (8 3.99) de este hidrogeno indica que el
segundo sitio de unidn entre ambas unidades es C-7 (figura 3).

o

o

v Y

Figura 3
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La unidad monomérica aromatizada posee configuracion Z- en el doble enlace
C(3M)-C{8") de acuerdo con Ja observacion de la correlacion entre las seftales debidas a 11297
H2.53, HH, H-9%a)y y (228, TH, H-Ob)], vy 107 (1.64, 2H, H-107) con H-4" en ¢l
experimento NOESY (figura 4). Esta correlacion puede ser observada solo paca el caso en
que la cadena alifitica C-8-C-117 se encuentra espacialmente orientada del mismo lado que
¢l anillo aromitco.
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Figura 4
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Por tanto, queda establectda b estructura 30 para este producto de reaccion.

30

En el espectro de RMNYC (espectro 3) se observa la presencia de los veinticuatro
carbonos presentes en el compuesto, Dos de ellos son de tipo carbonilo de éster y se
desplazan ¢n 8 168.61 (5, C-1) y 166.64 (s, €'-17), los siete carbonos telrasusataidos sobre
anilfo aromdtico v doble enlace en d 152,60 (s, C-3a), 148.77 (s, C-3), 14321 (s. (=37,
138.32 (5. C-3a), 12716 (5, C-Ta), 12716 (s, C-Tay v 127.16 (5, C-8"), los seis carbonos
doblete en & 134,33 (. C-57, 128.78 (d, C-6"), 125.55 (d, C-7), 12296 (d. €-47) 11138
(d. C-8) y 36.19 (d, C-7, los metilenos alifdticos, y dos carbonos cuarteto, correspondientes
aC-11 (1447 v C-11(13.73).

L2 mecaisimo  propuesto para la obtencion de este compuesto  unplica la
coordinacion del dcido de Lewis con el grupo carbonilo y la consecuente generaeion de un
carbocation sobre C-8. El ataque def doble enlace C(6)-C(7) de la segunda uvmdad genera un
carbocation secundario sobre el C(6) de ésta, una ver efectuada la dimenzacion, el cual
puede ser estabilizado por la formacion de un doble enlace. Finalmente, la equilibracion
mediante isomerizac.ones de los dobles enlaces presentes, Heva a la formacion del
compuesto A, cuya aromatizacion genera 30 (esquema 13).

26
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Esquema 13, Mecanismo de obtencidon de 30

L2l tercer compuesto obtenido en orden creciente de polaridad presentd tambicn i
peso molecular de 378, Las sefales triplete que se manifiestan en & 5.60 y & 530 o ¢l
espectro de RMN'H (espectro 4), se asignan a H-8" y H-8 respectivamente, fo que indica la
unién de ambos mondmeros por el anillo de seis miembros. La presencia de tres hidrogenos
bencenoides puede deducirse de la observacidn de las sefales en: 6 7.56 {(1H, d, J=1.8 Hz,
meta), & 7.55 (1H, d, J= 6.5 Hz, ortoy y & 7.54 (111, dd, J=1.8, 6.5 Hz, orto y meta), las
cuales pueden ser asignadas a los hidrogenos H-7, H-4 y H-53, respectivamente, de tna de
las unidades. Estos datos penmiten establecer al C-6 de esta unidad como ¢l sitio de tmion
(figura 5).
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Figura 5

Andlogamente a 30, este compuesto presenta una seital simple en 8 3.95, asignable o
H-7 de! segundo monémero, o que permite establecer la unidn de los mismos entre fos
carbonos C-6" y C-7 y determinar la estructura 31 para este compuesto.



El mecanismo de formacion de este producto implica ahora la coordinacion del
BE, Okt con el doble enlace C(6)-C(7) de uno de los mondmeros y la generacian de un
carbocation sobre C(6), que se estabiliza por fa adicion de la olefing C(6)-C(7) de la
segunda unidad monomérica, obteniendose nuevamente un carboeation sobre C(6). stz
intermediario se estabiliza por la regeneracion del doble enlace entre CO-C(7), el cual se
someniza para conducir al intennediano B, cuya deshidrogenacidn genera el producto 31
(esquema 14).
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Ksquema 14, Mecanismo de abtencion de 31



El cuarto compuesto presenta un peso molecular de 380 y sefiales de resonancia para
los hidragenos 11-8 v H-8" en RMN'H (espectro 3) en & 521 y & 513 E sitio de
dimerizacion puede determinarse de la sefial singulete amphio que aparece en o 54402, que s
asignada por desplazamiento quimico al H-6 de wno de los mondémeros. Bl segunda
mondmero se une tambien en C-6, ya que se observa la sefial simple debida a so hidrogeno
en & 3.26, desplazada a campo alto en AS = 0.73 ppm respecto a H-7 en 3 y en AS = 0.69
ppm respecto a este misico hidrdgeno en 31 Por tanto, 1a estructur propuesta pari este
compuesto corresponde a 32,
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El mecanismo de formacion de 32 implica nuevamente la formacion de un
carbocation secundario, ahora sobre C-7, después de la coordinacion del BF Ol con of
doble enlace C(6)-C(7) de la primera unidad monomérica, sepuido del ataque de esre
mismo enlace del segundo mondmero, para generar nuevamente un carbocation sobre el -
7 de la segunda unidad, y suhsecuentes equilibraciones de protdn (esquema 15).
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Esquema 135, Mecanisino de obtencion de 32



I quinto compuesto abtentdo en orden crecients de polandad es un aceite de color
amarillo. El peso molecnlar registrado para este compuesto por espectrometria de masas fuc
380, lo que nuevamente permite determinar su natnraleza dimérica Enoel espectyo de
RMN'H (espectro 6) esta substancia presenta tres senales en la zona de resonancia de oy
hidrogenos vinilicos, un singul "¢ que integra para un hidrogeno en d 585 y los tnpdetes
con integritcidn para un prowon cada uinto en 8 523 v 3 21, asignables estos altimos a H-8 v
H-8 respectivamente.

f.os sitios de unidn entre ambas wnidades pueden establecerse por la observacion de
las seilales singulete en 6 5.83, desplazada a campo bajo 043 ppm respecto a H-6 en 32, y
singulete amplio en & 330, La primera de ellas debe corresponder a H-7 de L primern
unidad monomérica, ya que su multiplicidad indica que el sitio de union de este mondmero
es -6y la diferencia de desplazamiento quimico iuhica el efecto desprotector del grupo
curbonilo, 1a segunda corresponde en desplazamiento quimico a wn hidrogeno alilico,
pudiendo ser asignado a 11-6 del sepundo mondmero, estableciéndose la estructura 33 para
este compuesto.

e
Vs

Los datos obtenidos en RMN"C (espectyo 7} para ¢ste compuesto son concordantes
con la estructura molecular propuesta.

El mecanismo de fornacion de 33 es analogo al de 32, ¢ imphica la formacion de
carbocation sobic C-6 de uno de los monomeros, el atague por e} doble enlace C(6)-C(7)
del segundo mondmero y la formacion de carbocation sobse C-7 de esta segunda unidad, y
subsecuentes equilibraciones (esquema 16).
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Esquema 16, Mecamsmo de obtencion de 33

Los productos de reaccidn obtemdos sugieren que el doble entace C{6)-C(7) se
polariza en ambas divecciones, debido a que no se manifiesta una regiosclectividad notoria,
Este comportantiento quimico indica que C-6 contiene baja densidad electranica, 1o que
permite describir la obtencion de 30 y 31 camo productos de reaccidn, sin embargo, Ia
vecindad de C-7 al doble enlace C(3a)-C(7a) hace que el carbocation alilico que genera
también sea estable, explicando Ia formacion de 32 y 33, Lo anterior permite concluir que
ambos carbocationes se forman y por tanto que no existe una regioscleceion notora en la
reactividad del doble enlace C(6)-C(7), cuyos carbonus deben contener densidades
clectrénicas muy parecidas (esquema 17).
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Esquema 17, C-6 y -7 come centros clectrofilicos



Las asignaciones de las senales de resonanera en los compuestos 333 fueron
realizadas wilizando los experimentos de COSY. NOESY, RMNUC) DEPT, HMOU y
HMBC.

En fa reaccion de 1 catalizada con SnCly fue posible Ta obtencion de 24, 30 v 33
ademds de dos compuestos diferentes a los obteridos de Li reaccion con BYF, O Ambaos
~ompuestos sont monomeros, de acuerdo con ef peso wolecutar registradao para fos nusinos
y la observacion de sélo una senal triple con mtegracion para tres hideogenos en b zona doe
resonancia de H-11,

Enoel primeoro de estos compuesios H-8 se presenta en & 588 en el espectio de
RMN'H. Cuatro sefales adicionales en la zona de hidedgenos aromsdticos indican Tu
deshidrogenacion del ciclohexadieno. Fa comparacion de sus datog espectroscopicos con
los informadaos en la literatura para el £-butilidenftalido (34" permitieron establecer su
identidad.

El segundo compuesto obtenido de la reaccion de 1 con Sn€Cly es también aromdtico.
de acuerdo con la observacion de cuatro hidrogenos de este tipo en la zona de 6 8.04 4 8
7.40 ¢n su espectro de RMN'H. Una seital doble de doble en § 5,48 pudo ser asignada a H-
3, hidrogeno geminal a oxigeno y bencilico, establecidndose la estructusa de 3,8
dihidroligustifido (35) para este compuesto. Los mecanisinos de formacion de 24, 34 y 35
se indican en el esguenia 18,
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Fsquema 18, Mecanismos de oblencidn de 24, 34 y 358
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Los resultados obtemdos para fas reacciones de dimerizacion de 1 con BF, OFL,
SnCH se ilustran en los esquemas 19y 20, respectivamente,
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Esquema 19, Reactividad quimica de | con BF [ OFEL,
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30 . 33
Esquema 20, Reactividad quimica de 1 eon Sn(),

Debido a que no se sintetizaron los cicloaductos deseados a partir de Z-ligastilido,
es convepiente considerar procedimientos experimentales adicionales que  involueren
factores como la disminucion del AV,'™ el efecto del disolvente,™"™ y Ia aplicacion de alta
presién. Sin embargo, los resultados obtenidos permitieron conocer Ia reactividad intrinseca
de Z-ligustilido en las condiciones de reaceién ensayadas, v evaluar desfavorablemente la
posibilidad de que los ftalidos diméricos caracterizados hasta ahora, sean arlefactos, como
lo sugicere su estructura molecular y su existencia como mezelas reémicas.



B) Reactividad Quimica de Diligustilido (3).

Con el fin de analizar la reactividad quimica del diligustlide (3), s procedio a su
obtencion a partir de su fuente natinal como se describe en Iy parte 1 de Ia seceion
experimental. hmcialmente se deseribiva vy justificard la correlacion quinvea de 3 a red-
(3 R)-3" 8 -dilndrodiligustilido (4); postenormente se dard cuenta sobre las condensaciones
aldolicas intramoleculaces de 3y finalmente, se disentird 1 correlacion quinnca de
diligustilido (3) a wallichilido (5).

B.1) Correlacion Quimica Diligustilido (3)= rel-(3 -3 8" -dihidrodiligustilido (D).

B} dihigustilido (3) fue aislado por primera ocasion por Kaouadji en 1983 a partir de
la planta medicinal Ligusticum wallichi ' Su estractura fue determinada con base en e
anahsis de sus propiedades espectroscapicas y confinnada mediante andlisis por difraccion
de rayos X." En el presente trabajo, esta sustancia constituye la materia prima para fa
sintesis parcial de 3 B-dihidrodiligustilido (36), que es un producto natural aislade por
primera ocasion de esta misma fuente naiural.” La determinacion estuctural de esta altima
substancia estuvo  fundamentada  prncipalmente por el andlisis de sus  pardmeties
espectroscdpicas. Algunos datos relevantes publicados por Kaouadji™ sobre este compuesto
se muestran en la figura 6,
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I'igura 6. Asignaciones de 3,8-dihidrodiligustilido (36) informadas en L fiteraturs ™

Sin embargo, la estructura propuesta para este compuesto no esta de acuerdo con el
maximo de absorcion informado en el espectro de ultravioleta para el mismo (A, 273
nm), el cual debe ser atibuido a la presencia de una lactona o, f3,y,8-insaturada,

Por otra parte, la hidrogenacion catalitica det diligustitido (3), realizada en nnestro
2]

[aboratorio,” permitid la obtencion del rel-(35)-3,8-dihidro- y del rel-(38,77aR)-3.8-7" .7 a-
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tetrahidroderivados 18 v 19 respectivamente, de acnerdo con el andhisis de sus datos
espectroscopicos, alpgunes de los cuales se presentan sucintamente en el esquena 2t
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Esquema 21, Hidrogenacion catalitica de diligustilido (3)7

La comparacion de los datos para ambos dihidrodenivados: el informado en la
literatwra como producto natueal, 36 (figura 6),'"" v el obtenido de la reaccion de
hidrogenacién, 8 (esquema 21)," preporciond evidencia que ambas substancias son
diferentes. El analisis de los datos obtenidos para 18 y de los informados por Kaouadji para
3o permitio proponer la correccion estructural para 36, con base en las siguientes
observaciones:

a). El miximo de absoraidn al ulravioleta indica b presencia de una lactona o f,y,6-
insaturada.

b) El desplazamiento quinsico del hidrdgeno en & 548 debe ser atvibuido a -8 (el
proton & de una lactona u,fy,6-insaturada) v no a H-3'

¢} El desplazamiento quimico del hidrogeno en 8 511 debe ser atribuido o 113 El
desplazamicento a camps bajo del mismo puede ser justificado por el efecto desprotector dal
oxigeno del carbonilo de la lactona o f,y,5-insatuiada, lo que permitid proponer la
estereoquimica de este centro quiral.

Estas evidencias permiticron deducir la estructura 4 para este producto natuval,
correspondiente al rel-(3°R)-3' 8" -dihidrodiligustilido, y por lo tanto, corregir la estructura
del mismo (figura 7).
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Figura 7. Estructura corregida para el dihidrodiligustilido natural mediante Iy
reasignacion de los datos informados por Kaouadji.”

A fin de apovar la correccion  estructural  realizada mediante el andhisis
espectroscOpico y asi proporcionar argumentos quimicos a ésta, se propuso efectuar la
correlacion  quimica  entre  diligustilido (3 (espectras § v 9) y  rel(3R)-3' R
dihidrodiligustilido (4). Las propiedades espectroscopicas de 3 (seccion experimental, pag.
74) serin por tanto tomadas como base para la determinacion estructural de fos
intermediarios y productos en dicha correlacion.

Como se menciond anteriormente, la hidrogenacion catalitica de diligustilido (3)
peiera upa mezela de rel-(38)-3 8-dihidrodiligustilido (18) y de rel-(35,7°aR)-3.8-7",7 a-
tetrahidroditigustihdo (19) (esquema 21). Adicrionalmente, en ¢l presente estudio se ensayo
la reduccion de este compuesto con NaBH, a temperatura ambiente, utilizando THF como
disolvente, lo que permitio obtener un solo praducio, que fue caracterizado como el rel-
(7°aS5)-7", 7 a-dihidroderivado (37) de acuerdo al andlisis comparativo de sus datos
espectroscopicos con los de 3 y 19, Particularmente, el aumento de dos unidades de masa
en el peso molecular con respecto a 3, la presencia de los maximos de absorcion en )., 287
v 222 pm, correspondientes a carbonilo o, f,y.8-insaturado y éter de enol en el espectro de
UV, y la desaparicion de la sedal doblete debida a H-7" en RMN'H (espectro 10),
identifican a este compuesto como un dihidroderivado, Adicionalmente, la banda de
absorcién en 1773 ¢m” en el espectro de IR, permite suponer una menor tension en el
sistema lactdnico (lactona cis) que en 19, donde este carbonilo presenta banda de absgorcion
en 1792 cm”! (lactona trans).
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El comportamiento quimico de 3 en estas dos Gftimas reacciones establece que los
dobles enlaces C(3)-C(B) y C(7")-C(7’a) son mas reactivos frente a nucleatifos por ser mas
deficientes electronicamente gue ¢l doble enlace C(3")-C(8"). Existen informes en la
literatura sobre el empleo de diborano (B,H,) como agente reductor para olefinas ricas en
clectrones, ™' ¢l cual actia a través del ataque hacia ¢l centro de mayor densidad
clectronica. Sin embargo, el empleo del mismo en la reduccion die 3 no genera productos de
reaccion (esquema 22).

L,, o BRI Mo hay reaccon
A\ /
i :‘;4::::. 8]
J O
3

Fsquema 22, lntento de reaccidn de 3 con dibnyano

Con el fin de lograr la corelacion de 3 o d) se decidio considerar la diferente
reactividad de las y-lactonas.

2l analisis estructural de 3 permite suponer que la Jactona fusionada a Ia base del
sistema biciclico contiene mayor tensidn angular, sicndo, por tanlo, ¢l sitio mMas eactivo en
una hidrolisis alcalina, Esta transformaeion penitiria obtener el cewidcido A, que mediante
reduccion generaria una mezcla epimérica de los alcoboles B y €, cuya lactomzacion
conduciria a la formacion de los compuestos D y 4. siendo este dhimo el producto deseado.
Estas presunciones se muestrai en el esquema 23,
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Fsguema 23. Propuesta de correlacion 3 - 4
Existe un informe en fa hteratura sobre Ia hidrolisis alcaling del angedhido (9).07 1a
cual genera el cetodcido correspondiente 38 proveniente de fa apertura de I Jactonn
fusionada al biciclo (esquema 24). Esta transformacidn es consistenie con kit prosuncon
reterida al diligustilido (3).
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Esquema 24, Hidrdlisis alealing de angedlido (7).
La simititud estructural entre el angedlido (9) y el wquindlido B (8) (son epimires
en C-8), y la disponibitidad de este ultimo en el laboratorio permitid utilizarlo comu

compuesto modelo para ¢l establecimiento de la reactividad quimica de las Jactonns y
generar analogias quimicas con la reaccidn de hidrolisis de 3,

Al aplicar sobre 8 (espectros 11y 12) las condiciones de hidrobisis deseritas para 9,

se observd completa insolubilidad de la materia prima, por lo que fue necesario adicionir
acetona como codisolvente. Fsto permitié la obtencion del cetodoido correspondiente (39)
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(espectros 13y B4 Tomaodo o 39 como nuevo compuesto modelo, seensayaron fas
condiciones para efcctuar la reaceton de reduccion, como se mdiea en el csquensn 25,
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Esquema 25, Reactividad gquimica de toquinolido B (8)

Como s puede observar, la hidrolisis de 8 genera solo ¢l producio A9,
correspondiente a la aperuira de 1a lactona fusionada al sistema biciclico. La reduccion de
39 genero el producto 40, que no sufrio lactonizacion in situ, y que pudo ser atslado y
caracterizado (espectros 15 y 16), Estos resultados sugieten la mayor labilidad de 1a lactona
tusionada al biciclo.

Ls conveniente mencionar que todos los derivados obtenidos a partir del toguindlido
B (8) son Libiles en las condiciones normales de manipwlacion, mostrando una notable
tendencia a la aromatizacion.

La aplicacion de las condiciones antes menctonadas (NayCOy 10% /HaO:MeyCO) o
diligustilido (3) permitio la obtencion de dos productos de reaccion. El primero de ellos
presenta en espectrometria de masas un peso molecular de 398, lo que dica la adicion de
una molécula de agua. Un maximo de absorcion en A, 273 nm en UV, las bandas de
absorcién en 1754 y 1707cm™ en ¢l espectro de IR, la desaparicion de una de Jas sefindes
debidas a protones vinilicos en RMN'H (espectro 17 comparado con el espeetro 8). v la
existencia de una sefial para carbonilo de cetona aexpensas de la desapanicion de uno de los
metinos vinilicos en RMNYC (espectro 18 comparade con ¢l espectro 9), permiten
determinar la estructura 41 para este primer producto de reaceidn.

El segundo compuesto obtenido corresponde a 42, de acuerdo con la observacion de
un peso molecular de 416 observado en espectrometria de masas, la desaparicion de fas dos
seiiales debidas a hidrogeno vinilico en RMN'H (espectro 19) y 1a presencia de dos seiiales
para carbonilo de cetona a expensas de la desaparicion de los hidrégenos vinilicos (especieo
20). El producto no descado, 42, constituyé ¢l compuesto mayoritario.

La disminucion en la conecentracion del Na,C O, adicionado, hasta un 2%, generd
esta misma mezela con un repdimiento del 42 y 26 % de 41 y 42, respectivamente, y 32 %
de recuperacion de 3 (esquema 26). Estos productos fueron separados mediante
cromatografia en columna.
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Esqunema 26, Hidrdlisis alealina de diligustilido (3). Apertura sin-selectiva de 1a
lactona fusionada Ia biciclo,

La formacién de 41 como producto mayoritario a bajas concentraciones de Ia base
indica que, efectivamente, la lactona fusionada al sisterna biciclico es mas reactiva,
presumiblemente por la tension anular, sin embargo, la accesibilidad de fa lactona @,p,y.6
insaturada al nuclediilo la hace también considerablemente reactiva, favoreciendo 1o
transformacion de 41 en 42, sobre todo a altas concentraciones de la basc.

La reduccion de 41 fue efectuada con NaBH, en metanol a temperatura ambiente,"
para generar unpa mezcla de 43 (espectros 21 y 22) y 44 (esquema 27) como prodnctos de
reaccion en un rendimiento de 36 y 3 %, respectivamente. La recuperacion de 51 % de
materia prima indica que 41 reacciona muy lentamente fremte a NaBH, en este disolveme
Aun en periodos prolongados de reaccidn, el rendimiento de 43 no pudo ser incrementado
significativamente. Esto puede deberse a que dwrante la reaccion el dcido carboxilico
presente en ¢l compuesto y el disolvente mismo consumen al reactivo MaBi,, con la
constenente formacion de una gran cantidad de boratos que ocluyen la matena prima
impidiendo que la rcaccion proceda. A fin de solucionar este problema y aumentar ¢l
rendimiento del producto descado, se ensayo la reaccidn en THE. Sin embargo. bajo estas
condiciones se obtuvo la misma mezcla de productos (43 + 44) en 17 y 44 % de
rendimiento, respectivamente, favoreciéndose por tanto la reduccion L sobre la 1.2
(esquema 27, tabla 1).
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Esquema 27, Reduccion diastevodiferenciada de 41
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Tabla 1. Porciento de transformacién y de rendimiento de 43 y 44 en 1a veduecion de 3
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La gitu-diterenciacion en la reduccion con NaBiH, puede exphicarse mediante 1a
teoria de acidos y bases duros y blandos.' El NaBH, en metanol (duro) reacciona con ef
carbonilo (duro), mientras que en THF (blando) reacciona con C-7° (blando).

Independientemente del disolvente utilizado en la reduccion de 41, se obtiene como
producto a 43, que cortesponde al alcohol con configuracidn rel-8 en C-3". La formacion de
éste tmico diastereoisomero implica la reduccion diastereocara diferenciadora del carbonilao,
lo que lleva a proponer que éste presenta rotacion restringida a través del enlace C(37)
C(3'a) y un mecanismo de reduccion en que el boro del NaBH, se asocia con ¢l grupe
carboxilo, por lo que el hidruro se adiciona por la cara re del grupo carbonilo (esiquema 28).
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Esquema 28. Mecanismo de reduceidn diastereocara diferenciadora del carbonilo (-3

La restriccion en la rotacion de la cadena a lo largo del enlace C(3")-C(3’a) puede
explicarse por la existencia de repulsion estérica y electrénica en algonos de los posibles
conférmeros para 35 (esquema 29). De acuerdo con ello, 41 debe adoptar fa conformacion
D durante la reaccion de reduccion.
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Repulsion electronica Cara re disponible
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Fsguema 29, Andlisis conformacional de la batilcetona mediante el giro del enlace o
C(3")-C(3’a) de 41

bl hudroxidcido 43 pudo ser aislado y caracterizado espectroscopicamente. Su
lactonizacion fue tHevada a cabo utilizando cloruro de tionilo, cloruro de tosilo o cloruro de
mesilo en tres disolventes diferentes:

1}, En cloroformo o benceno, se obticne un solo producto, que presenta un peso
molecular de 382, 1o que indica que corresponde a un dihidroderivado de 3. Los mdximos
de absorcidn en A, 282, 252 y 220 nin en el espectro de UV indican ta presencia de los
cromoforos carbonilo  «,B,y,5-insaturado, carbonilo a.f-insaturado y éter de  enol,
respectivamente, y la observacion en el IR de las bandas de absorcion en 1770 y 1750 ¢
corroboran fa presencia de los dos carbonilos lacténicos. En RMN'H (espectro 23), este
producto presenta dos seiales en la zona de resonancia de los hidrégenos vinilicos; la
primera de ellas como un triplete en 8 5.14 que puede ser atribuida a H-8 y a segunda como
un doble de doble en & 438 que debe comesponder a H-3'. Estas caracteristicas
espectroscopicas y el andlisis del espectro de RMNVC (espectro 24) permiten determinar la
estructura del rel-(3°8)-3°, 8 -dibidrodiligustilido (43) como producto de reaccidn, La
estereoquimica del centro quiral en C-3' fue confiruada por la ausencia de seial de
correlacion entre su hidrdgeno y H-7 en el experimento NOESY.
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2). En THE se obtiene el producto epimérico en (237 de 45, el rel (37 R)-3 % -
dihidroditigustilido (4) de acuerdo con la observacion del mismo peso maoleenlar y
practicamente las mismas propiedades espectroscapicas en UV e IR (espectro 25) para el
compucsto obtenido, sin embargo, en RMN'H (espectra 26), 1os hidrogenos vinilico y base
de lactona reswenan en & 518 (H-8) y 8 5.11 (H-37), respectivamente. El desplazaniento a
campo bajo de H-3" estd de acuerdo con el efecto desprotector del grupo carboniln -1
estableciendo la configuracion R en este carbono. La configuracion en este centro quita fun
confirmada por la observacion de seifal de correlacion entre H-3" y 11-7 en el experimenio
NOLSY para este compuesto (figura 8). Los datos obtenidos a partir del espectro do
RMN"'C (espectro 27) para este compuesto estin de acuerdo con la estructura molecular
propuesta.
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Figura 8. Correlacion entre H-3 y H-7 de 4 en el experimento NOESY
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Cabe mencionar que la transformacion de 43 on sus cortespondientes productos
lactonizados es cuantitativa, y que las dos rutas mencionadas prodicen selectivamente ¢l
epimero indicado (esquema 30).
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b) TsCl/ Py fCHChH, 1 a. 15 nun.

Esquema 38, Obtencion estercoespecifica de 45 6 4 por efecto del disolvente

La estereoseleccion observada puede explicarse mediante los mecanismos de
reaccion indicados en el esquema 31, Para los casos en los que fue utilizado cloruro de
tosilo, cloruro de mesilo y cloruro de tionilo en benceno, el mecanismo de reaccibn es
mostrado en la ruta a de este esquema, en la cual ocurre la activacion del grupo dcido
mediante la formacion del anhidrido mixto correspondiente y posterior ataque o1 carbonilo
por parte del grupo hidroxilo en C-3°, para generar en los tres casos 45, Cuando se wtiliza
THEF, el grupo hidroxilo sc supone orienfado al exterior de la molécula encontrandose
disponible a la activacion por parte del cloruro de tionilo; en este caso, el ataque del
hidroxilo del dcido carboxilico provoca la inversion de Ja configuracion en el centro quiral
C-3', obteniéndose ¢l producto deseado 4.
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Esquema 31, Mecanismo de lactonizacion en la obtencion de 43y 4
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La diferencia en el comportamiento quimico de 43 con el cambio de disolvente en la
reaccion de lactonizacion puede explicarse mediante el andlisis conformacional de este
compuesto en ambicntes diferentes de polaridad. Asi, en wun disolvente poco polar
(benceno), el grupo hidroxilo en C-37 s orientard preferentemente ortentado al intevior de
la molécula, posiblemente formando un puente de hidrdgeno con el carbonilo del dado
carboxilico, por Io que se encontrari poco disponible a Ja activacion por parte del electrofilo
(clorure de tionilo, inier alia). £n un disofvente de mayc, polandad (THIF), este hidroxilo
s¢ podra orientar al exterior de la molécula, formando un puente de hidrogeno con ol

disolvente, pudiendo reaccionar con el electrofilo (esquema 32).
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Esquema 32, Andlisis conformacional de 43 ¢n benceno y tetrabidrofurano

F} esquema 33 muestra la correlacion exitosa entre diligustilide (3) y rel-(3'R)-

37,8 -dihidrodiligistilido (4).
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Esquema 33, Correlacién diligustilido (3) - rel-(3'R)-3",8’-dihidrodiligustilido (4)
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Las reacciones de reduccion y lactonizacion (SOCH en THF) fueron aplicadas a 42,

lo que permitia obtener rel-(3°R)

-3(8)-37.87-3 B-tetrahidrodiligustilido (46), (espectros 28 y

29), y a 44, que permito a obtencion de 3°(R)3°,8"-7a(8)-7",7 a-tetrahidrodibigustilido
(47), ( espectro 30). Amibas reacciones se ilustran en el esquema 34, La estercoquimica de
en 46 puede proponerse de manera andloga por el andlisig

los centros  quirales

conformacional propuesto en ef esquema 31,
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Esquema 34. Reaccion de lactonizacion de 42 y 44 en THF
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Adicionalmente, la reacctdn de metilacion con diazometano de 42 permiti a

obtencion del didster metilico correspondiente 48 (espectros 31 y 32, esquema 335).
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B.2) Condensaciones Aldélicas Intramolecalares del Diligustilide (3) en Medio
Alealino.

Como se menciond anteriormente, durante ¢l proceso de obtencidn de 41 a partir de
3 se presentéd el inconveniente de la formacion de 43 como producto indeseado (esquema
26). La presencia de este compuesto puede ser explicada por la aperura de 14 lactona
o, fy,o-insaturada de 41 po, accion del agua en presencia de un exceso de base. in los
intentos tendicntes a optimizar la situ-seleccion en la apertura de lay lactonas y de obtencr
exclusivamente 41 como producto de la hidrolisis, 3 fue disuelto en THF y puesto a
reaccionar con una cantidad equivalente de NaOH. A fin de avmentar la solubilidad de la
base en ¢l THF, fueron adicionadas gotas de metanol al seno de la reaccion.

La reaccién de 3 bajo estas condiciones permitio 1a obtencion de un solo producto
de reaccion, consumiéndose totalmente la materia prima. El compuesto obtenido presentd
por espectrometria de masas un peso molecular de 412, comrespondiente a una frnula
molecular CyHy, Oy, no concordante con la estructura del producto esperado 41 (C,,H,,0,).
y que permite deducir la adicion de metanol {esquema 36).

.

NaOH / THF

SR Y 49
MeOH (gotas)

CqtlogOy
3

Esguema 36, Adicion de metanol a 3

El maximo de absorcidon obtentdo en el espectro de UV para este compuesto es Ay,
222 i, que puede ser atribuido a la presencia de una cetona c,f-insaturada, Es importante
notar la ausencia del maximo de absorcidon en 2, 273 nm, correspondiente a la presencia
de la lactona a,f},y,8-insaturada en la materia prima 3.

En IR, esta substancia presenta bandas de absorcion en 34335, 1721, 1676, 1612, y

1437 e, caracterfsticas para grupo hidroxilo, carbenilo de éster, carbonilo o,B-insaturado
I
y dobles enlaces, respectivamente.

El andlisis estructural de 3 (espectros 8 y 9) permite deducir ta presencia de dos
carbonilos de lactona, cinco carbonos cuaternarios sp’, tres carbonos terciarios sp’, un
carbono cuaternario sp’, tres metinos sp’, ocho metilenos y dos metilos.



En el experimerito DEPT del espectro de RMNYC (espectro 34), el compucsto 49
muestra la presencia de tres carbonilos, dos de ellos de cetona [207.80 (s) vy 206.55 (5)] ¥
una de éster [169.32 (s)], tres carbonos cuaternarios sp’, un carbonoe terciario sp’, un
carbono cuaternario sp’, cinco metinos sp', ocho metilenos y dos nietilos, ademas de un
carbono cuaternario geminal a oxigeno {81.75 (s)}, y el metilo de un prupo éster [51.84 (c)].

La diferencia entre la mat.nia pnima (3) v ¢l producto de reaccion radica en la
generacion de (a) dos carbonilos de cetona, (b) dos metinos sp’, (¢) un carbono cuaternario
geminal a oxigeno, y (d)} un metilo de éster, y de la ausencia de (a) los carbonilos
lactonicos, (b} dos carbonos cuaternarios sp’ y (¢) dos carbonos terciarios sp’.

L.a apertura de cualquiera de las Jactonas ¢en 3 permite la formacion de un enol gue
inmediatamente  se equilibra a la cetona correspondiente, lo que permite explicar la
tranformacian de los dos carbonos cuaternarios sp' C-3 y 23" en dos carbonilos de cetona
en el producto (esquema 37).
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Fsquema 37, Metandlisis de

La desaparicion de las sefiales para dos carbonos terciarios sp’ correspondientes a C-
8 y C-8' y su transformacion en dos metinos sp’ implica que los dos metilenos generados
como resultado de la reaccidn anterior (y & a carbontlos ceténicos) se vean involuerados en
una reaccion dcido-base con sustraccion de uno de los protones de cada carbono (el niimero
de metilenos tanto en 3, como en el producto ¢s ocho).

Por razones estereoquimicas, para ¢l carbanion generado sobre C-8, C-1 se
constituye como posible centro electrofilico, permitiendo la formacion de una 1,3 dicetona
en anillo de cinco miembros (ruta A, esquema 38), mientras ¢ue existen dos posibles sitios
de reaccién para el carbanion generado sobre C-8’: ¢l carbonilo C-17 con lo ¢ual también se
generaria una 1,3 dicetona en anillo de cinco miembros (ruta B, esquema 38), y el carbonilo
C-1, que conduce a la formacion de un aniflo de seis miembros que puede adoptar
conformacién de pseudositla (ruta C, esquema 38). En cualquiera de los tres casos, s¢
explica la pérdida de uno de los grupos éster y la transformacion de su carbonilo de ester a
un grupo cetona.
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Esquema 38, Posibles sitios reactivos en condensaciones aldélicas intransolecalaves,

Los intermediarios generados por las rutas A y B, indicadas en ¢l esquema 38,
poseen grupos éster que continuarian reaccionando en estas condiciones, en tanto que en el
producto obtenido posee un éster metitico. Este hecho, aunado a la estabilidad de los anillos
de seis miembros con respecto a los de cinco, ain en tos intermediarios de veaceion, hacen
suponer que la ruta € es la que opera en el meeanismo de reaceion.

La existencia de un carbono cuaternario geminal a oxhidrile (este Oltimo
evidenciado en IR), puede explicarse mediante {a adicion del carbanion generado sobre (-8
del intermediario propuesto en la ruta C al carbonilo C-1 (esquema 39),



49

Esquenta 39. Condensacion tipo aldélica sobye C-1

La discusion anterior permite establecer la cstructura 49 para este producto de
reaccion, donde las cadenas de propilo tienen orientacion exe con respecto al sistema
policiclico. La numeracion para este compuesto siguiendo ta numeracion del diligustilido
(3) se muestra en 49,

'9'/”“

i

En el espectro de RMN'H de 49 (espectro 33) es posible observar el doblete
correspondiente a H-7" en § 7.37, en 8 3.66 se observa la sefial singulete debida al metilo
del grupo éster. H-6°, H-7 y H-6 presentan sefial de resonancia en & 2,92, 2.89 y 2,40, y
finalmente, en & 2,52 y & 2.27 aparecen las seftales de H-8 y H-8". La discusion sobre la
asignacidn de Jos desplazamientos quimicos, tanto en hidrégeno, como en carbono trece
para este compuesto se encuentra en la pagina-51.

Un segundo método de obtencion de 49 consiste cn tratar 3 con un equivalente de
metdxido de sodio en metanol, utilizando isopropanol como disolvente. Bajo estas
condiciones la reaccidn solo requicre quince minutos de reflujo, pero presenta el
inconveniente de que genera componentes minoritarios, obteniéndose ¢l producto solo en
un 84 % de rendimiento (esquema 40).
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Esquema 40, Segundo inétodo de obtencion de 49

Como se menciond anteriormente, durante el proceso de obtencion de 41 y 42 a
partir de 3 (esquema 26), se presentaron problemas de solubilidad de fa materia prima en ¢l
medio acuoso, razon por la cual fue necesaria la adicion de codisolventes, encontrando que
la mezcla idénea para efectuar dicha reaccidn es acetona-agua (1:1). Sin embargo, en
ensayos de esta reaccion utilizando como sistema disolvente la mezcla agua-acetona-
metanol en diferentes proporciones fue posible observar la aparente formacion de tres
productos de reaccién, los cuales fueron separados mediante cromatografia en columna. El
desiwrrollo de este proceso cromatografico permitio sin embargo la obtencion de cineo
productos de reaccion, tres de los cuales presentan gran similitud en su comportamiento
cromatografico en capa fina.

La separacion cromatogrifica de la mezela de reaccion anies mencionada pennitié
resolver la mezcla total en cuatro componentes que revelaban de manera homogénea ol
analisis por CCF, de los cuales, los dos de mayor pelaridad correspondieron precisamente a
41 y 42 (esquema 41). A continuacion se deserbird la elucidacion estmctural solo de los
dos primeros componentes desconocidos de esta mezcla.
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Esquema 41. Apertura en medio bdsico de los sistemas lactonicos de 3 en
H,0:Me,CO:MeOH

A5



Los dos componentes de menor polaridad  manifestaron un comportamiento
homogéneo en CCT y solo medianite un andlisis minucioso pudieron separarse. De ellos, el
constituyente de menor polaridad presentd al andhisis por RMN'H (especto 35) lns
parimetros espectroscopicos de 49 y sedales atribuibles a un constituyente adicional (50).
Alin cuando fue Hevada o cabo una experimentacion exhaustiva, no fue posible lograr la
separacion de esta mezcla cromatogrificamente homogdnea. Cabe mencionar que cuando
49 se obtiene en forma pura, presenta consisterdia accitosa y gue repetidos mtentos de
cristalizacidén fueron infructuosos. Sin cbargo, ¢o esta ocasidn, la mezcla obtenida
presentd formacion espontdnea de cristales, que fueron adecuados para llevar a cabo un
andlisis por difraccion de Rayos X (figura 9). Este estudio permitid determinar que Ja
muestra analizada estaba constituida, efectivanente, por 49 y el sdmero 30, cuya
formacién se explicard posteriormente.
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Figura 9. Difraccion de Rayos X de 49 y 50
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Como se menciond anteriormente, tos ftilidos son productos naturales que han sido
aislados de su fuente natural como mezelas racémicas, registrando un valor de cero para
rotacidn optica. Para este caso particular, ¢l analisis del arceglo molecular entre 49 y 50
peomite visunalizar la presencia de ambos enantiomeros de cada compuesto en un arreglo
ahiernado 49-50-49"-50°, penerado a través de la formacion de puentes de hidrdgeno entre :
el oxigeno del carbonilo C(37) ¢n 49 y ¢l hidrogeno del hidroxile sobre C{3) en 50; ¢l
oxigeno del carbonilo C(37) en 50 y el hidrogeno del hidroxilo sobre C(1) en 497, ¢
oxigeno del carbonilo en C(3°) de 49 con el hidrdgena del hidroxilo en C(3) en 50°, y ¢l
oxigeno del carbonilo en C(3") de 50° y ¢} hidrdgeno del hidroxilo en C(1y de 49° (figura
10).

Figura 10 Estructura macrociclica de Ia red cristalina formada
por [a maczcla de 49 y 50.

El segundo constituyente obtenido de esta reaccion es un isémero de 49 y 50 y
presenta en el espectro de IR las bandas de absorcién de grupo hidroxilo, carbonilo de éster,
carbonilo de cetona o,f-insaturada y dobles enlaces en 3589, 1711 y 1672 cm’,
respectivamente. Adicionalmente, el miximo de absorcion observado para este compuesto
en el UV es de 228 nm, confinmando la presencia del carbonilo de cetona o, f-insaturada
andlogo a 49.
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En el espectro de RMN'H (espectre 36) de 51 ey posible observar ¢l dobilete
correspondiente a C-7°, desplazado en 8 7.36, y la sefal simple de grupo metoxilo en b
3.68. En RMN"C (espectro 37) se manitiesta el mismo ntmero de carbonos caaterarios,
metinos, metilenos y metilos que en 4%, lo que permite suponer se trata de un
estereoisomera del mismo,

Las diferencias mas signilicativas al comparar los espectros de RMN'H de 49
(espectro 34) y este producto de reaccion (espectro 30) son el desplazaimiento a campo bajo
de la seiial atribuida a H-8’ que ahora resuena en 8 2.69 (Ad = 2.69 - 2.27 = 0.42 ppm) y un
pequeiio desplazamiento a campo alto de la sefial debida a H-8 que se desplaza en & 2.38
(Ad = 238 - 2,52 = - 0,14 ppm). Las asignaciones de estas seifales fueron realizadas
tornando como criterio los datos obtenidos del experimento HIMQC (figura 11), donde es
posible observar la correlacidn existente entre los cinco carbonos doblete con hibridacion
sp’ y sus hidrégenos correspondientes. Especificamente, ¢l carbono desplazado a campo
mds bajo, en & 57.58, (asignado a C-8 en 49) correlaciona con la sefal en 8 2.38, en tanto
que el carbono en & 52.89 (C-8’ en 49) corretactona con fa sefal en & 2.69.

0y Cy Cy €, Ce-
o ' .wr,l;y'Llwqmv«.Ar#aw.«m,m!.ﬂgL .'l'"‘“"fw"" m,,,l 1y ,)s,,,. b N[)\T‘M? \{m‘\
| ) 5 : : .

s DT j}k‘i&'
s ; &
[ ---—u:w;&u’j fp ] g
R g iy ' b fe Y h

g 4 o
:‘;l) P4 : [’}
% - ! g Y
: 1.8 T ﬁ -
¥ 3
a 20 9
....... _i)‘) P . E' ) L3 & &
0, ""'i‘\(-"‘ R L o 8
e e creopi A R ;3 . 6" ®
“l' '.u:.;:,u"i«- PRI S — - . )
14, aw -m}lwﬂi s e e S SR + |
e TR TG
1.2
). 4"
o 3. 6-7 whs
1 ] e o R R S A R A o et s SR S
B 9% 50 ATy Ay i 30 2% A0 1%

£ (poml

Figura t1. Experimento HMQC de 51



Bl desplazamiento a campo bajo de H-8" puede explicarse si se supone i este
compuesto un epimero de 4% en este centro quiral, ya que la orientacion de 11§ en el
mismo lo obliga a acercarse al carbonilo gue ejerce un efecto desprotector sobre ¢l nnsmo.
Por otra parte, el desplazamiento a canno alto de H-8 puede explicarse por ue efecto de
compresion por parte del propilo sobre C-8’ sobre 11-8. De esta manera puede proponerse fa
estructura 51 que es el epimero de 49, para este producto de reaceion.

Fstos resultados permiten establecer que en sistemas no ~cuosos ¢f producto de
reaccion preferido es aquel en el que estd involucrada la reaccion de C-alquilacion (49),
mientras que en sistemas acuosos existe competencia entre la C- y la O-alquilacion
(obtencion de la mezcla 49 + 50).'Y Asimismo, en estos sistemas 51 (considerado producto
cinético) puede equilibrarse en tiempos largos de reaccion a 49 (considerado producto
termodinamico), como se indica en el esquema 42,

Estos hechos pueden explicarse tomando en cuenta que en sistemas no acuosos la
carga negativa del carbanion generado en la reaccion acido base se localiza en el dtomo
menos electronegativo {carbono), que es entonces el adecuado para llevar a la adicion
nucleofilica. En medio acuoso, en cambio, ¢l factor principal de la acidez de un hidrdgeno
cs la estabilizacion por resonancia del anién que se genere como resultado de su
sustraccién; este mecanismo deslocaliza la carga negativa preferentemente hacia dtomos
mds electronegativos que el carbono, en este caso oxigeno, que realiza la adicion, Debido
precisamente a este mecanismo en medio acuoso, H-8' puede ser sustraido por la base,
llevando a ~abo el equilibrio ceto-enol con C-3°, o que provoca la epimerizacion de 51 a
49,



{a} N COYIO-Me,CO-MeOM, ref 3 h
(b) MEONMeOH, i-POH, ref 15 min. o NaOHWMeOM, THIE, ref 2 $h
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csquema 42, Mecanismo de obtencion de 49, 50, 51 a partiv de 3
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ASTGNACION EN RMN'H Y RMNYC DE 9.

La relacion estructwral cotre 3y 49 permitio otilizar algunos de fos datos
espectroscapicos ifonmados para 3 ¢ fa asignacion de los desplazvnicntos quinicos. tanto
en 'Hocomo en UC de 490 Para la asignacion del total de las sedales en este silimo
compuesto se utihzon ademits los datos obtenidos de Jos expertmentos COSRY. HIMOQC

HMRBC."™

En ef experimento COSY de 49 y por analogia con 3. fa senal de H-77, que e
encuentra desplazada en 8 7.37 presenta correlacion con ¢l singulete amplio que resuena i
6 2.92, correspondicnte por tante a H-6", éste a su vez correlaciona con un multrplete con
desplazamiento quimico en & 240, v que es asignado a H-6 (figura 12). En este mismo
experimento H-6 presenta coreelacion con dos mltiplewes con 8 LAD y 8 1.24, gue deben
corresponder por tanto a H-3a ¥ H-Sb (figua 1 3)
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Figura 12, Fragmento del especiro COSY de 49
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En el experimento HMQC™ (figura 14), la seital debida a H-7" en RMN'H presenta
correlacion con el carbono doblete que resuena en § 148.63 (C.7°), en tanto que H-6" y H-6
corretacionan con los carbonos doblete con sefal de resonancia en 8 37.66 (C-6") y & 38.46
(C-6). respectivamente; las seftales asignadas a H-5a y H-5b comrelacionan con el carbono
con & 26.20 (C-5). El carbono en § 40.55 correlaciona con el singulete amplio en & 2.89 y
corresponde, por tanto, a C-7,

En esta misma figura es observable la correlacidn existente entre los dos carbonos
doblete asignables a C-8 y C-8'. De esta manera, ¢l carbono que resucna en & 59.21
presenta sefial de correlacion con el doble de doble en & 2.52, en tante que ¢l carhono en &
£4.24 correlaciona con el doble de dobleen d 2 27
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Figura 14. Fragmento del espectro HMQC de 49

En la figura 15 se muestra el espectro obtenido del experimento HMBC, que
permite determinar la correlacién existente entre un hidrégeno y los carbonos que se
encuentren ubicados a dos y tres ligaduras o del mismo™ (en la discusion de esle
experimento se marcard con su nimero correspondicnte al carbono situado en posicion
apropiada para presentar correlacion y con flechas de doble punta las correlaciones
observadas). En esta figura H-7" presenta tres seflales de correlacidn: (a) con un singulets
desplazado en § 164.28 y que debe ser asignado por tanto a H-7"a, (b) con un singulete que
resuena en & 53.65 que debe corresponder a C-3'a y {¢) con un doblete con seital de
resonancia en 8 37.66 que anteriormente fue asignado a C-6’ (estructura parcial A).
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H-6" y H-7, que se encuentran pricticamenie en el mismo desplazamiento quimico
(6 2.90) presentan nueve seiiales de correlacion, cinco de las cuales han sido previamente:
asignadas: el doblete debido a C-7°, el singulete asignado a C-3°, los dobletes de (-7 y C-6
y el triplete debido a C-5. De las cuatro correlaciones restantes tres son debidas a [1-7 y son
¢l singulete en 8 169.32 que por desplazamiento quimico debe ser atribuido al carbonilo del
grupo éster (C-1') y los singuletes en d 138.43 y 134.95 que deben corresponder por tanto a
C-7a y C-3a respectivamente. La cuarta correlacion es dot ida a H-6" y ¢s con un mictileno
desplazado en 6 29.25, que puede corresponder a C-4' 6 (-5, Fstas altimas correlaciones
se ilustran en la estructura parcial B de la figura 135,
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Figura I15. Experimento HMBC de 49

En este experimento el doble de doble 8 2.52 presenta tres sehales de correlacion:
con la sefal del carbonilo en 8 207.80, con el carbone cuaternario base de alcohol en &
81.75 (C-1) y con los carbonos debidos a dos metilenos en 8 26.46 y & 20.66. E] doble de
doble en 8§ 2.27 por su parte, correlaciona con la segunda seifal de carbonilo en 6 206.55,
con el doblete en & 59.21 (C-8 & C-8'} y con dos metilenos en 8 29.88 y 8 21.38 (estructuras
parciales A y B, figura 16).
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Con ¢l fin de Hevar a cabo las asignaciones inequivacas de mhts sefiales, 49 fue
sometido a reduccion con NaBH, en metanol a temperatura ambiente," o que permino
obterer un producto de veaccion. Fsie presentd un aumento en dos unidades de masa y un
midximo de absorcidn en el UV en A, 220 naa, o que indiea 1a reduceion del carbonilo -
3 para generar ¢l producto 82 (esquemna 43).

NaBH, / Me( rH

{. l'l.

el :
;

~H AR,

49

52
Esquerta 43, Reduccion de 49

En ¢f experimento COSY de 82 (figura 17), wuna sefal en & 4,40, auibuida al
hidrdgeno gennnal al hidioxito H-3' presenta coreelacion con una seiial (doble de doble de
doblej, que integra para un hidrdgeno centrada en & 1.87, que debe corresponder a H-8", en
tanto que ta sedial doble de doble debida a Hy permancee practicamente inaltcruda en cuanio

a desplazamicnto quimico con respecto a 49, localizandose en & 2.57 (Ad = 2.57-2.52 =
0.05 ppm).
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Corvoborando lo anterior, en el experimento HMQC del compuesto 82 (figura 18),
la sefial en 6 1.87 (FH-8") correlaciona con el carbono que resuena en & 56.64, mientras gue
la seflal con desplazamiento quimico en & 2.57 (H-8) corrclaciona con ¢l carbono en 8
61.49.
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Fipura 18. Experimento HMQC de 52

Esto permite coneluir que para el compuesto 49, la seflal doble de doble yue resuena
en 8 2.52 corresponde a H-8 y que su carbone tiene un desplazamiento quimico en 8 59.21.
El doble de doble en 8 2.27 corresponde a H-8' y su carbono resuena en 8 54.24.

Por tanto, la sefial del carbonilo en 8 207.80 corresponde a C-3 y los metilenos en b
26,46 y 8 20.66 a C-9 6 C-10. Por otra parte, ¢l carbonilo en & 206.55 comresponde a C-3" y
los metilenos en 8 29.87y 8 21.38a C-9° 6 C- 10,

La asignacidn de estos cuatro carbonos puede hacerse si se toma en cuenta que H-8
de 52 presenta en el experimento COSY correlacién con la sefial multiple en & 2.22 que
debe corresponder a H-9 y que este a su vez correlaciona con el multiplete en 6 1.27
asignable a H-10; en HMQC H-9 correlaciona con el carbono en 6 26.73 (C-9) y H-10 con
el de 8 19.56 (C-10). Por su parte, H-8" correlaciona con ¢l multiplete en & 1.51, que
corresponde a H-9' y cuya sefial correlaciona en el HMQC con el carbono con 6 29.68 (C-
9"} encontrandose a C-10' desplazado en & 21.13. Esto permite la asignacion de los
hidrégenos y carbonos de la cadena propilo de 52 (figura 19).
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B.3) Correlacién Quimica Diligustilide (3)-Wallichilida (5).

El wallichilido (8) fue mslado por primera ocasion en 1984 poe un grupo de
investigadores  japoneses, a partic de las raices de  Ligusticum  wallichi, mediante
purificacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), usando una columna
Lichroprep RP-8 (Tipo C), una mezcla mtanol-agua-acido acético (200:40:1) comyo fase
movil y un flujo de 8 ml por minuto. 3

Las condiciones empleadas en el proceso de purificacidn de wallichihido (5) en
CLAR y la relacidn estructural entre ambas moléculas, permiten  suponer gue
probablemente 5 represente un artefacto de  diligustibdo (3), generado  durante el
aislamiento, mediante la apertura selectiva de la lactona fusionada al sistema biciclo, por
accion del metanol y la presion, como se indica en el esquerna 44,

3 5

(1) MeOH-H20-AcOH (200:40:1), flujo de 8 mi/min.
Esquema 44, Posible reaccion de metandlisis del diligustilido en CLAR,

El tratamiento a reflujo de diligustilido (3) en la mezela utilizada como sistemna
eluyente en su separacion por CLAR [metanol-agua-icido acético (200:40:1)], durante 2, §,
16 y 24 h, no provoca la transformacion de la materia prima. Este mismo expenmento fue
realizado a temperatura ambiente, adicionando gel de silice, y después de varias horas
(hasta acumular 144), la maternia prima se mantuvo inalterada {csquema 453). En esfe
experimento tanto ¢l reflujo como la adicion de silicagel tenian como objetivo catalizar la
reaccion de metandlisis, simulando el efecto de la presion en CLAR.

——— - .€9-.‘""‘*-.‘
3 ’%ﬁ()
e MeQH-H0-AcOH
L.-*’ N) e
(200:40: 1) Reflujo

/- Koo

[ s
Esquema 45, Intento de transformacion de 3 en las condiciones
de separacién por CLAR

No hay reaccién




[Los resultados obtemidos de este experimento indican que wallichilido (5) ¢s estable
a las condiciones descritas y que muy probablemente no sea un artefacto.

Con el fin de obtener una muestra auténtica de wallichilido (%), ¢} cetoacido 41,
obtenido como producto de Ja hidrolisis de 3 (esquema 26) fue sometido a metilacidn con
diazometano, obteniéndose un praducto cuyos pardmetros espectroscopicos (espectros 38-
39) fueron idénticos a los informados en la literatura para wallichilido (5) (esquema 46)."
Sin embargo, este no constituye un método adecuado de ohtencion para 5, ya que su
rendimiento global es del 39 %, debido a la baja sine-selectividad en la reaccién de
obtencidn de 41,

Paaui™ T

insd
- —~0
) CHaNy

/" o COOH
[

Fsgquema 46. Obtencion de wallichilido (5) a partir de 41,

Los datos espectroscopicos mas relevantes que permiten caracterizar a 8 se muestran
en el esquema 47,

““"6 msws 511087
h249 H- s § SB.OEW\ - M( T
5331 “-\-—-.g ‘0 5'19.']3 - k" 01185‘3
azsaﬁ My 0 LRYE i N % 168 68
557 05 % 137.31
3305 \t C‘JO(}H /( o CD()CH3
5360 /’f 520817 ™ b 169,20

Esquema 47. Datos selectos de RMN'Hy PC de 5.

A continvacion se describivdn los ensayos de metanolisis de diligustilido (3)
utilizando diferentes condiciones alcalinas, los cuales tienen como objetivo optimizar la
obtencién de § a partir de 3.
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La metandlisis de 3, usando metéxido de sodio en metanol a temperatura ambiente
durante 15 minutos, genera una mezcla compleja de productos, dos de los cuales (los
mayoritarios) fueron separados cromatograficamente y caracterizados de acuerdo con sus
pardmetros espectroscopicos.

El primero de ellos presenta en RMN'H (espectro 40) ta seial caracteristion de
metoxilo (5 3.58), sin embargo, sus dalos espectroscépicos no son concordantes con los de
wallichilido (5), mostrando la sefal de resonancia para H-7" en & 7.29. Esto pernute
determinar que corresponde al producto de ta apertura de la lactona o, f},y,6-insaturada, y
que su estructura corresponde a 53 (esquema 48).

El scgundo componente cromatograficamente  homogéneo obienido de  esta
transformacion estuvo realmente constituido por una mezcla de dos substancias con
idéntico Rf, de acuerdo con la observacion de dos sefiales de resonancia para H-7" en b 7.27
y & 7.10 {espectro 41). La intensidad de estas sefiales permite determinar una refacion
aproximada 3:2 entre ambos productos. La ausencia de las sefales triplete debidas a H-8 y
H-8' en ambos compuestos indica la apertura de las dos lactonas, sin embargo, la presencia
de dos singuletes que integran para tres hidrogenos (5 3.02 y & 3.41), indica la existencia de
solo un éster metilico en cada compuesto. La segunda lactona debid abrirse por aceidn de
agua, generando el Acido correspondiente y dando origen a los productos 54 y 55 (esquema
48).

......(w - Pactian _‘__‘é:#l
, L
McONa / McOH e COOH
1. a 15 min,

. :\

COOCH,

54

Esquema 48, Metandlisis de 3 con MeONa/MeOH

La existencia de 54 y 55 en la mezcla antes indicada fue corroborada mediante 1a
metilacion con diazometano, lo que genera el producto 48 (espectros 31 y 32), idéntico en
Rf y propiedades espectroscdpicas al producto obtenido de la metilacion de 42, a-su ves
preparado por hidrolisis de 3 (esquema 49).
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Esquema 49. Metilacion de 42, 4y 55 y obteacion de 48 como futico producio.

La reaccion de metanolisis a reflujo con una base débil (Na,CO, al [0% en metanol)
permitio nuevamente la obtencién de una mezela compleja de productos, dos de ellos como
mayoritarios: wallichilido (8) y la mezcla 84 y §5, de acuerdo al analisis de sus datos
espectroscopicos (esquema 50).

D

NapCO3iMeQt gm-l arnnsts Of' KWk
0 . St I v 4
kg U a 15 min \

' COOCH, /’ - QOH

4 55

Esquema 50. Metanélisis de 3 con Na,CO/MeOH

La obtencion de §4 cuando se utiliza metoxido de sodio a temperatura ambiente y de
5 cuando la base usada es carbonato de sodio a reflujo, llevéd a realizar un estudio de las
condiciones de esta reaccion, espectficamente de la influencia de la base y de la temperatura
utilizadas.

&2



De esta manera, atilizando 10 ml de metanol como disolvente y 30 minutos de
reaccion, se probaron cinco bhases a tres diferentes temperaturas. En todos los casos se
obtuvieron mezelas de al menos seis productos de reaceidn, de acuerdo con la ohservacion
del mismo nimero de dobletes asignables a H-7" ¢n el espectro de RMN'H (fisura 20).
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Figura 20. Sedales de H-7 en RMIN'H para los productos de metanslisis de 3,

La identificacién de cinco de estos componentes se llevo a cabo al comparar el
desplazamiento quimico de H-7" con los de los compuestos previamente aistados, y la
integral del drea bajo la curva para cada seital, permitié determinar la proporcion de cada
componente en la mezcla. La tabla 2 incluye esta proporcion expresada en porcentaje para -
cada caso.

Los resultados informados cn fa tabla 2 indican que mientras mas débil sea la base
utilizada, se observa mayor selectividad en fa apertura de la lactona unida al biciclo, lo que
Hevard a la obtencion del wallichilido (5) en mayor rendimiento. Asi, cuando se emplea
L1,CO, se obtiene un rendimiento det 58.1 %. Este rendimiento va en decremento a medida
que aumenta la fuerza de la base hasta Hegar a Cs,CO, (ensayos 3,,5,6,7). Por otro lado, a
menor temperatura de reaccidn, se obtiene mayor rendimiento de 5. Por ejemplo los
ensayos 2-4 con Na,CO, a tres diferentes temperaturas y los ensayns 8-10 con MeONa a las
mismas tres temperaturas,
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La tabla 2 tamhién indica que 83 se obticne solamiente cuando se emplea MeOMNa
como base, y que su rendimiento anmenta @ medida que la temperatura se incrementa
(ensayos 8-10). Las proporciones para los otros componentes de la mezcla de reaccidn en
estos mismos ensayos son indicativas de o que estd ocurriendo en la misma. Asi, puede
observarse que la proporcion de 36 permanece practicamente inalterada y que la cantidad de
materia prima (3) va en aumento conforme 1a temperatura aumenta, lo que indica
claramente, que debe estar ocurriende la apertura de los sistemas la - énicos y su posterior
relactonizacion. De hecho, bajo las condiciones de reflujo, practicamente sdlo se encuentran
presentes tres compuestos en la mezela de reaccion: §, 83 y 56. Esto indica que hajo estas
condiciones 5, §4 y 55 deben constituir las materias prisnas de 3 y 53,

Con ¢l objeto de comprobar esta presuncion, se repetid la reaccion con MeONa
concluyendo la reaccién de dos maneras diferentes: (a) a los 15 mimntos de reaccidén la
mitad de la mezela total fue recuperada mediante adicidn de agua (ensayos 1, 3, 5, tabla 3),
y (b) la mitad de la mezcla de reaccién remanente fue sometida a tratamiento dcido duranie
15 minutos mas, con el propdsito de favorecer la reaccion de relactonizacion (ensayos 2, 4,
6, tabla 3).

Los resultados obtenidos indican cambios significatives en las proporciones de los
componentes de la mezcla de reaccion sélo a temperatura ambiente y a refhyjo. La
obtencién de 53 solo procede al acidular la reaccion (ensayos 4 y 0), y s¢ mejora su
rendimiento en medio acido, lo que sugiere que este compuesto proviene del celodcido 85 y
no directamente de diligustitido (3), ya que al diluir la reaccidn con agna no se obtiene 53
(esquema 51). Al acidular, la suma del porcentaje de 53 (15.6 %, cnsayo 6) y 55 (12.6 %,
ensayo 6) es similar al porcentaje obtenido de 55 en el tratamiento con agua (27.7 %,
ensayo 5).

e o
O [ '< O

- SRS Al COOCH,
L ]
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3 53
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4
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Esquema 51. Ruta de obtencion de 53 a partir de 3
De igual manera, los porcentajes de 84, 37 y §, obtenidos en los ensayos 4 y 6,

indican que 54 se encuentra en cquilibrio con 57, y que este ultimo a su vez da origen a 3
(esquema 52). A mayores concentraciones de acido, § debe transformarse en 3.
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Esquema 52, Ruta de obtencidn de 53 y 57 a partir de 3

De acuerdo con lo anterior, la utilizacion de MeONa en metanol en baiio de hiclo
durante 15 minutos permite transformar 3 en 5 con un 65.8 % de rendimiento; la utilizacion
de esta misma base a reflujo durante 30 minutos permite obtener 83 con 43.8 % de
rendimiento, logrando una recuperacion de 25 % de Ia matena prima.

Un método alternativo que permitié la obtencidn de 5 a pastir de 3, aunque con
menor rendimiento, consiste on tratar a este ullimo con NaBH, en MeOll, a temperaturys
ambiente durante 1.5 h. Bajo estas condiciones de reaccidn se recupera la materia prima en
28 % y dos productos de reaccion son obtenidos como se indica en ¢l esquenra 33,

e LT g 3 Paaas vt
"‘4{ o \)..—,( Seusy
oy 0
#

COOCH R N
3 /7 To cooek,
[ 3 [ 5(58.19%) / 58 (3.0%)

Esquema 53, Reaccion de 3 con NaBH /MeOH,

La obtencién de estos productos indica que el NaBH, actiia como base frente al
metanol y este altimo lleva a cabo el ataque nucleofilico hacia el carbonilo de la tactona
fusionada con el sistema biciclico, generando 5, ¢l cual una vez formado sufre reduccion
1,4 por accién del NaBH, para generar 58 (espectro 42). Este procedimiento presenta la
ventaja de que mediante la adicion de CeCly7H,0' al medio de reaccion se puede evitar la
reduccion 1,4, obteniéndose 5 como dnico producto, sin competencia por parte de la
rcaccion de apertura de la lactona o, f3,y,8-insaturada (ver pdgina 31).

Lo antertor estd de acuerdo con la observacion de la imposibilidad de efectuar la
reaccion de reduccion de wallichilido (8) con NaBH, y LiAlH, ain en diferentes
disolventes (esquema 54) ya que en todos los casos la materia prima se recupera inalterada,
sin embargo, ain cuando se usa metanol como disolvente en esta reaccidn y exceso de
NaBH,, no se observo la apertura de la lactona a,f},y,5-insaturada.
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Esquema 54, Reduecidn de 5.

Bioevaluacion de algunos Constituyentes Quimicos de
Ligusticum porteri y sus derivados.

Algunos de los fidlidos obtenidos como productos naturales a partir de las raices de
L. porteri y sus derivados fucron analizados bioldgicamente de acuerdo al uso popular
atribuido a este vegetal. Las pruebas de bioevaluacion ensayadas incluyen su actividad
como agentes sedantes, relajantes de misculo liso, antitumorales y antimicrobianos y
fueron realizadas en el Centro de Investigacion Biomédica del Sur por ¢ Dr. Jaime
Tortoriello y la M. en C. Maria Luisa Villarreal. Los resultados obtenidos indican que 8, 40,
41 y 42 potencializan el efecto sedante del pentobarbital sodico en un 70.8, 101.0, 66.0 y
52.3 % respectivamente, mientras que 1, 8 y 59 provocan una relajacidn en ileon aislado de
cobayo del 41.5%, 32.4% y 54.6 % respectivamente a una concentracion de 0.05 mg/ml, El
compuesto 8 es citotdxico para las lineas celulares de KB y HCT-15 como se indica en las
tablas 4-6..
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Tabla 4. Bivevaluacion de zlgunos Constituventes Quimices de Ligusticum porteri
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E8 Kg de las rajees de la planta medicing Ligusticum porseri (Cmbelliferaey fueron
macerados durante (reg dias y por tres oeasiones con cada uno i los sipuientes disolventesy:
hexano, acetong y etanol. Il disolvente e cada maceracion fige climinado por destilacion g
presion reducida hasty la obtencion de extracto correspondiente,

415 ¢ del extracto hexanico fueron adsorbidos ¢n R0 g ode gel de siljee (Merck,
malla 70:230) aplicados ¢n upg columna Cromatoprifica cmpacada con 400 g de gel de
silice malla 230-400. Iy elucion fue iniciada con hexano [00%, obteniéndoge fracciones do
250 ml. A o largo el proceso Cromatogrifico, J homogencidad e las fracciones
obtenidas y ¢l criterio de reunion de las mismay estuvo basado ¢n e anihisis de cada ung (e
cllas por cromatografia en capa fing,

La clicion con hexano 100 Yo, permitit oinener M residuo aceitoso (e color
amarillo claro, constituido, de acuerdo Cott su andlisis por cromatovrafia ep Capa fina (CCF)
POT U compuesto mayoritario querevela de color verde g UV y ainarilly cop sulfato cérico
amoniacal. Fste vompuesto fue identificade como Z-igusiilido (D" v g encentraba
mezelado con dcides Brasos y acilglicéridos, [ 4 purificacion final gyl mismo se leve g cabo
mediante sucesjvas recronratogratias en columpy,

Aceite amarillo claro,
RE = 0.46 (hexano - acetato de etilo 93 :5).
IR (CHCL) Vo' 2963 2034, 2873, 1758, 1669, 1461, 1305, 1274, LOS6, 1013 ¢m t

UV (MO &, (2): 322 (4 4678), 273 (15238). 209 (20995),
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RMN'H (200 MHz, CDCL,, espectro 1) 6 (Integracion, multiplicidad. 1, asignacion): 6.28

2.05-2.45 (4H, m, -4, H=5), 238 U, o =154, 7.7 He, H-9), 152 (21 ¢, J=7.0 He, H-
10), 0.95 3H, t, J=7.0 Hz, H-11).

RMN"C (CDCL) & (multipticidad, asignaciom): 167.6 (s, C-1), 1490 (5, C-3), 1472 (s, -
3ay, 130.0 (d, C-6), 124.3 (5, C-7a), 117.4 (u, C-7), 112.7 (d, C-8). 282 ¢1, C-9), 22,6 (1, C-
§),22.5 (t, C-10), 18.6 (1, C-4), 13.8 (q (c-11)."

EM (IE, 70 eVY: m/z {fragmento] (intensidad relativa): 190 [M'] (28), 161 (46.3), 159 (31),
148 (36), 106 (36), 105 (58), 78 (40), 77 (52), 55 (100}, 51 (44), 50 (30}, 39 (39)."

A partir de ta fraccion 138 y hasta la 197 la polaridad del sistema cluyente en ¢l
proceso cromatogrifico fue hexano-Acetato de etilo (98:2), proporcion con la cual eluyd
una mezela de cuatro compuestos, Esta mezela (2.4 g) se adsorbid en 3 g de gel de silice
70:230 y se aplicod en una columna cromatogrifica empacada con 80 g de gel de silice para
placa, utilizando como eluyente inicial hexano 100%. Con este sistema e elucion se logro
obtener en forma pura Z-ligustilido (1). En fracciones eluidas con hexano-AcOEL (99:1) fue
posible aislar un compuesto cristahino que reveld de color amariile con sulfato cérico
amonico que se identificd como toquindlido B (8)" de acuerdo con los pardmetros
espectroscopicos registrados para el mismo.

10 [’ 9

He
Agujas blancas cristalinas.
pf. : 75-78°C.®
Rf = (1.5 (hexano- acetato de etilo §:2).
UV (MeOH) &, nm (&) : 280 (6100).
IR (CHCL) v, 2961, 2932, 2873, 1753, 1704, 1660 1464, 1172, 1072, 1024 e’

RMN'H (200 MHz, CDCL,): 7.53 (11, d, J=6.6 Hz, H-T"), 6.17 (1H, dt, I=9.6, 1.8 Nz, H-
7, 5.92 (1H, dt, J=9.6, 4.0 Hz, H-0), 4.62 (1H, dd, }=6.9, 6.9 Mz H-8%), 3.12 (1H, ddd,
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J=6.6, 4.4, 1.7 Hz, H67), 2,50 (11, dd, B985, 8.5 He, H-47), 242200 OHL my HEYTHES),
2009 @, m, TR47 197, H-4Y, 169 (VHL o H-B), 1.3-1.2 (8HL my, B4, 1857 H-9, H-10,
H-10"), 0.88 (31, ¢, J=7.0 Hz, H-11 O HA), G822 (HL 1 =70 Hz 11 6 H-1)

RMN"C (50 Mz, CDClL) & (multiplicidad, asignaciony: 17030 (s, C-1), 164,00 (s, C-17).
161.66 (s, C-3a), 14841 (s, C-3), 484 (d, C-77), 1328 (5, C-Ta), 12926 (d, C-b),
125.44 (s, C-7a) 116.49 (d, C-7), 107.31 (d, C-8", 89.53 (s, C-3), 49.99 (5, C-3'a), 42.59
(d, C-8), 36.60 (d, C-6), 28.48 (1, C-9), 28.29 (1. C-4’), 26.91 (1, C-9"), 22.52 (1, C-5), 2241
(t, C-10%), 20.99 (t, C-10), 20.96 (1, C-4), 16.89 (1, C-5"), 1403 (¢, C-11 6 C-117), 134 (¢,
C-11'6 C-11),

EM (IE, 70 eV): 380 [M'] (0.2 %), 191 (4). 190 (3.2), 148 (123, 105 (20), 77 (29), 55 (100).

La elucion de la columna con hexano-acetato de etilo (95:5) penmitio ka obtencion
de la mezela de f-sitosterol y estigmasterol.

A partir de la fraccion 198 y hasta la 242 del proceso cromatogrifico inicial {cluidas
con hexano-acetato de etilo (95:5)] se obtuvo la mezcla de B-sitosterol-estigmasterol de
manera constante.

Las fracciones 250-275 de este mismo proceso cromatografico fueron eluidas con la
mezela de disolventes hexana-acetato de etito (8:2). El andlisis por CCEF de las nusmas
indicd la presencia de dos substanciis mayoritanias que revelaron de manera homogeénca
con sulfato cérico amoniacal, una Jde ellas de color café rojizo y la segunda de colov
amaritlo, La recromatografia de estas fracciones, utilizando gel de silice 70:230 comwo fase
estacionaria y la mezcla de disolventes hexano-acetato de etilo (95:5) a lo largo de todo ¢l
proceso cromatogratico permitio obtener una mezcla de estas dos substancias que tambicn
revelan al UV y a partir de la fraccidn 65 la mas polar de ellas en forma pura. La mezcla de
estas fracciones se resolvid en sus constituyentes individuales mediante cromatogratia en
placa preparativa (Pre-coated TLC plates SIL. G-50 UV,y,, 20 x 20 cm, 2 mny) utilizando
hexano-acetato de etilo (8:2) como sistema eluyente. El analisis espectroscopico de los
constituyentes de estas fracciones permitiv identificarlos como nligustiido (11)" y
diligustilido (3).” La identidad de estas substancias se confirmo mediante comparacion
directa con muestras auténticas aisladas previamente en nuestro laboratorio.

b1

i1
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Agujas blancas cristalinas.

pA.138-1410C}

Ri = 0.43 (hexano- acetato de etilo 7:3),

IR (iﬁfHCl,) Vo <962, 2933 2873 1755, 1676, 1431, 1303, 1064, e

UV (EtOH) A, nm (g): 283 (20328), 213 (8861).

RMN'H (200 MHz, CDCLY: 6.17 (1H, dd, J=9.4, 2.0 Hz, H-7), 5.93 (IH, dt, 3= 9.4, 4.0 112,
11-6), 5.22 (1H, 1, J=7.9 Hz, 11-87), 3.47 (ild, d, J=7.8 Hlz, 177, 2.95 (141, dd, J=7.0, 7.0
Hz, H-8), 2.80-2.65 (2H, m, H-9), 2.62-2.55 (3H, m, H-35, H-6"), 2.33 (1H, dd, J=14.3, 7.6,
1-9'), 2.15 (2H, dd, I=11.0, 10.8 Hz, H-5"), 1.50 (2H, dd, 1=15.2, 7.0 Hz, H-9), 1.45 (4},
¢, J=7.0 Hz, H-10, H-10"), 1.13 3H, m, H-4", H-9°), 0.95 (3. 1, 1=7.0 Hz, H-11 6 H-11"),
0.86 (3H, t, J=7.0 Hz; H-11" 6 H-11).

RMNUC (50 MHz, CDCL): 170.47 (s, C-1"), 168.63 (s, C-1), 160.33 (s, C-3a), 154.75 (s,
C-3'a), 149.20 (s, C-3"), 128.81 (d, C-6), 123.41 (5, C-7a), 122.3 (5, C-7a), 116.92 (d, C-
7), 112.24 (d, C-8"), 91.99 (s, C-3), 43.90 (¢, C-6"), 34.81 (d, C-7), 32.23 (I, C-8), 27.87
(1, C-9"), 26.16 (t, C-9), 22.45 (1, C-10"), 22.30 (1, C-10), 20.86 (1, C-5), 20,56 (1, C-57),
19.96 (t, C-4), 19.50 (t, C-4"), 14.05 (¢, C-11), 13.77 (¢. C-11").

EM: (IE, 70 eV): 190 [M'/2] (100), 188 (52), 175 (10), 161 (55), 159 (88), 148 (69), 146
(20), 131 (9), 115 (10), 103 (12), 91 (15), 77 (25), 55 (50)."

Agujas blancas cristalinas.
p.f. 123-125°C.7
Rf =0.43 (hexano- acetato de etilo 7:3).

IR (CHCI,) v, :3015, 2960, 2872, 1790, 1767, 1710, 1667, 1620 cmr”.
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UV (BIOTE) A (i) 273 (74208, 228 (12250
RMN'H (200 Mz, CDCL, espectro 81 737 (1 d b o6 V=77 7 06 (L 0 375 H
H-8), 5.00 (TH, t J=7.8 Tha, FL8T)L 326 (0L o, §9.0 oyt ) 30 (L dd, 145, 0, 2.0
Hoo 11-67), 2.56 (LT, ded, 1723, 8.0 Haz, H-6), 228 (211, dd, 1= 1ho, 7.0 1, TRYy, 2007 0,
dd T=14.0. 7.0 Hz, 1H=97), 2.1-8.95 B, my Thd, H4 195080 (Lm0 TS, H47) Lo,
120 (2H. m, H-5"), 1.45 (M. ¢, 1570 Hz, =103 T 0200 o1 70 He Bo107), 0093 (L,
G F1.0 e, He11), 092 (L1, 3270 Yz, 111,

RMNYC (50 MHz, CDCL, espectro 9 16812 (5, C-1), 16463 (5, €17, 15488 (5,0 3ay,
15037 (5,C-3"), 14780 (s, C-3), 142.09 (d, C-77), 13380 (s, C-770)0 126207 (s, O,
111.80 (d, C-B), 108.16 (d, C-8"), 47.34 (s, C-F’a), 41,30 (d, -7, C-07), 38.01 {d, C-6),
30.74 (1, C-47), 28.63 (¢, C-5), 27.75 (1, C-9), 2724 (1, C-07), 25 35 41, O-57), 22,05 (1, (410,
C-10"), 1948 (1, C-4), 131.70* (g, C-11), 13.62* (4. C-117),

EM (LE, 70 eV): 380 [M'](22), 191 (95), 190 (100), 161 (37), 148 (97), 55 (303"

fas  Iracciones postentores  de este proceso  cromatopgrafico no  presentaron
homogeneidad en el analisis por CCE por lo que no fueron analizadas posteriormente.

1 extracto de acetato de etito (105.7 ¢) se adsorbid en 162 g de celitay se aplico en
una columna cromatografica empacada con 1 Kg de gel de silice para placa. B} eluyente
inicial utilizado fue hexano 100 %, obteniéndose fracciones de 300 mb En las fracciones 3-
34 se obtuvo, mediante cromatografias sucesivas, Zligustitido (1), identiticado mediante
comparacion con una muestra auténtica.

El toquindlido B (8) y el B-sitosterol constituyeron los componentes principales de
fas fracciones 56-61, eluidas con hexano-acetato de etilo (9:1), mentras que e} diligustilido
(3) fue ¢l compuesto mayoritario de las fracciones 68-78, eluidas con hexano-acetato de
clilo (85:15), Bl nhigustilido (11) se obtuvo en estas mismas fracciones pero como
constituyente minoritario. Cada une de estos compuestos fue aistado mediante ta aplicacion
de las téenicas cromatograficas convencionaies como se indica en el tratamiento del
extracto hexanico.

La cantidad obtenida de cada compresto y su porcentaje con respecto al peso sece
de raiz utilizada se indican en la tabla 7;

Compuesto | Peso () | Poreentaje
Z-igustilido | 320 | 1R
Toquinolido B| 25 { 0.14

Riligustilido | 0.031 0.0017
Dilipustilido | 1.8 | 0.093

Tabla 7. Porcentaje de los ftalidos obtenidos de bx iz de L. porteri,




Coned fincde obtener mmavor cmnttdad de fos constituyentes quimicos de la vaiz de £
porteri e necesanio efectinnr s serundo proceso de punhicacton, empleando e esia
ocasion B Kg de materal seeos Fete fue tratado mediante maceracum con hexano, aeetona y
metmol. obtenicndose 2620 292y 191 g de cada extracto, respectivivente,

I.os extractos de hesano voacetona fueron sometidos a los procesos de purtficacion
convencionles, @ 1in de ser resneltos enosus componentes individuales (ver tratantiento
experimental detallado para ol extrcto hexdnico del primer estudio). Fsta separacion
permitid obtener Tos itahdos Z-hpustifido o, 38 ¢, toquimdlido i3 (8, 1.7 1), v didigustilide
(3, 7.1 )

I las fracciones 392775 de L columuia cromatograhica del extracto acetanico, elnidas
con hexano-acetato de ctifo (7:3), se obtivo una mezela de compuestos cuyo constituyente
mas polar no habia sido aislado en el presente estudio. Los 3.1 g obtenidos de esta mezela
se adsorbieron en 3 g de gel de silice 70:230 v se aplicaron enuna colinmna cromatogiidfica
empacada con 90 ¢ de Ta masma gel de sitice, intciando la elucion con hexano-acetato de
clilo (9:1) v obtenidndose fracctones de 100 ml EL compuesto deseado eluyd en las
fracciones 7-12 y se aplicd en nna cromatoplaca preparativa para su parificacton tinal (Pre-
coated TLC plates S G-30 UV, 020 20 emy 2 mm), utilizando Ta mezela hexano-
acetato de etilo (7:3) como sistema eluyente, Pste procedimiento permitio obtener 243 my
{(0.00499%) de senkynndlido [ (59).0

Agujas blancas cristalinas.

p. £124-1200C 0

RE 0.3 thexano- acetato de ctilo 6:4).

IR (CHOCLY w0 3605, 3007, 2967, 2936, 1700, 1665 cm™,
UV (EtOH) A

o () 1 283 (6300), 296 (6100), 323 (7300),

LAY

RMN'H (300 MUz, CHOCELY: 626 (VHL de, 3797, 1.8 Hlz, H-7), 0,06 (VFL & B=9.7 0401 Ty,
H-0), 525 (JH, o, 1es.6 Hz, TR, 473 (HL dt, T84, 0.0 Tz, H-9), 2292 (VL sa, OFD,
2702200 CGHL v, T RS, LRO-1.56 (2w, FRTOY, 095 (DN, J7 44 Hle, T,
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RMN"C (75 MHz, CDCL): 167.2 (s, C-1), 147.88 (s, C-Ta), 147.23 (5, C-3a), 124.91 (s, C-
3), 131.00 (d, C-8), 116.63 (d, C-7), 113.94 (d, C-6), 67.88 (d, C-9), 29.96 (1, C-10), 22.20
(1, C-4), 18.22 (¢, C-5), 18.22 (¢, C-11).

EM (IE, 70 eV): 206 [M'] (70), 191 (40, 189 (45), 175 (5), 165 (4), 147 (10}, 103 (100}, 91
(20), 85 (25), 83 (10), 81 (28), 79 (30), 77 (20), 71 (29), 69 (90)."

Las fracciones 74-111 del extracto acetdnico fueron eluidas con hexano-acetato de
etilo (7:3) y mostraron al andlisis por CCF estar compuestas por dos substancias que
revelan con luz UV. Este conjunto de fracciones (1 g) se aplicd, previa adsorcion, sobre gel
de silice 70:230, a una columna cromatografica empacada con 30 g de la misma gel de
silice. La columna cromatogrifica fue eluida con la mezcla hexano-acetato de etilo (85:15),
obteniéndose fracciones de 100 ml. A partic de la fraccion 7 y hasta la 17, se obtuvo
nuevamente la mezcla de ambas substancias; en las fracciones 18-31 se obtuvo en forma
pura ¢l segundo constituyente de la mezcla come un compuesto resinoso de color amarillo.
L.os pardmetros espectroscopicos tanto del producto natural (60) como de su denvado
acetitado (Ac,O/Py, 61), permitieron identificarlo como dcido ferilico,” ™

b ? ?
3 F;\ ]”ﬁ“:t‘w""tm”
o
P e
HO™ 4 7
OCl,
60

Aceite resinoso amarillo obscuro.
Rf =045 (hexano - acetato de etilo 4:6),
IR (CHC1) v,,,,: em™.

UV EOHY A nmi ()

max
RMN'H (300 MHz, CDCL): 7.70 (iH, d, J=15.6, H-7), 7.09 (11, dd, J=8.4, 1.8 iz, H-6),
7.05 (1H, d, J=1.8 Hz, H-2), 6.93 (111, ¢, J=8.4 Hz, H-5), 6.29 (i, 4, J=15.6 Hz, 11-8),
3.94 (3H, s, OCIL,).

RMNYC (75 MHz, CDCL): £71.70 (s, C-9), 148.38 (s, C-3), 147.03 (d, C-7), 146.81 (3, C-

4), 126.67 (s, C-1), 123.53 (d, C-6), 114.77 (d, C-8 6 C-5), 114.52 (d, C-5 6 C-8), 109.51
(d, C-2), 55.96 (¢, OCLL).
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Datos fisicos y espectroscapicos de 61,

i
A ¥

H
§ ey OO

L

CHCO0™ 4 5

(K1,

61
Polvo blanco amorfo.
pl. 195-197°C
Rt = 0.4 (hexano - acetato de etilo 5:5).

IR (CHCL,) v,.: 3524, 1763, 1690, 1636, 1508, 1196 cm™.
RMN'H (300 MHz, CDCL): 12.24 (11, sa. COOH), 7.57 (1H, d, J=15.9 Hz, H-7), 7.41
(1H, d, 3=2.1 Hz, H-2), 7.20 (111, dd, J=8.7, 2.1 Nz, H-6), 7.07 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5), 6.53
(1H, d, J=15.9 Hz, H-8), 3.84 (3H, 5, OCH,), 2.27 (3H, s, OCOCH,).

RMN"C (75 MHz, CDCL): 168.03 (s, C-9), 167.50 (s, OCOCH,), 151.05 (5, C-3), 143.11
(d, C-7), 140.75 (s, C-4), 133.15 (s, C-1), 122.94 (d, C-5), 121.00 (d, C-6), 119.37 (d, C-B),
LS (d, C-2), 55.77 (¢, OCH,), 20.27 (¢, OCOCH,).

La resolucion de la mezcla obtenida en las fracciones 7-17 se logré mediante
cromatografia en placa preparativa (Pre-coated TLC plates SIL G-50 UV, 20 x 20 ¢cm 2
mm), eluyendo en dos ocasiones con el sistema hexano-acetato de etilo (70:30), el revelado
con luz UV y el lavado de 1a silicagel de cada una de las regiones permitié recuperar ambos
compuestos en forma pura. Bl andlisis de los datos espectroscopicos para el constituyente
menos polar y su producto de acetilacion 63 indicaron su identidad como ferulato de
coniferilo (62), previamente aislado de Cnidium officinale y Angelica acutiloba)®

? o r

L] }L\ ¥ &'
’rJT "'\\‘e;‘—’ N TN “i\,Cfﬂ“] g
"l
N - o e
Ho 4 Yy ! ;‘T/*' ~on
OCH, O0N,
62
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Aceite resinoso amarillo obscuro,
RE =5 (hexano - acetato de etilo h:6).

IR (CHCL) v, 3330, 1680, 1615, 1580 y 1505 ey,

mnav’

UV (EWOH) X, i (2) ;272 (11900), 298 (12800), 320 (13 300).

s
RMN'H (300 MUz, CDCL): 7.65 (11, d, J=15.9 Hz, H-7), 7.07 (LH, dd, 3=8.1, 2.0 Hy, H-
6), 7.03 (1M, d, 3=2.1 Hz, 11-2), 6,94 (1H, d, J=2.0 Hz, 1527, 6.92 (1H, dd, J=8.4, 2.1 Iz,
H-6"), 6.91 (111, d, J=8.4 Hg, H-53"), 6.86 (1H, d, J=8.1 Hlz, H-5), 6.63 (LI, d, ;=159 H, -
7, 6.33 (1H, d, J=15.9 Hz, H-8), 6.20 (1H, dt, J=15.9, 6.6 He, H-8"), 5.95 (1H, sa, OH),
5.70 (1H, sa, OD, 4.84 28, dd, J=6.6, 0.9 Hz, 11-97), 3,92 (3H, 5, OCLL,), 3.90 (34, 5,
OCH,).

EM (IE, 70 ¢V): 356 {M'] (14), 194 (92), 179 (25), 177 (100), 162 (30), 145 (19), 131
(67).”

Datos fisicos y espectroscdpicos de 63,

o 7 ,(L{ @ T (.'
| :""’Y\\Y o \wﬁf"\T&\‘\l y
.
e \\\ -3 N \‘\ .4"]\"'
CHOOO Y 57 PR ocoen,
OCH, ' CH,
03

Rf = 0.4 (hexano- acetato de etilo 7:3).

RMN'H (300 MHz, CDCL): 7.69 (1H, d, I=15.9 Hz, H-7), 7.13 (1H, dd, 1=8.1, 2.1 He, H-
6), 7.11 (1H, d, J=2.1 Hz, 1-2), 7.05 (1H, d, J=8.1 Hz, H-5), 7.00 (3, d, J=5.4 He, H-27,
H-6’, H-5"), 6.68 (1H, d, J=15.9 Hz, H-7°), 6.43 (1H, d, J=15.9 Hz, H-8), 6.3} (1H, d,

OCH,), 2.32 (3H, s, OCOCH,), 2.3t (3H, s, OCOCH,).

RMN"C (75 MHz, CDCL): 169.02 (s, OCOCH,), 168.77 (s, OCOCH,), 166.53 (s, C-9),
151.43 (s, C-3 & C-3"), 15118 (5, C-3° & C-3), 144.15 (d, C-7), 14152 (5, C-4), 139.68 (s,
C-4"), 135.28 (5, C-1), 133.68 (d, C-T"), 133.31 (s, C-1"), 123,56 (d, C-8"), 123.28 (d, C-6,
6 C-6"), 122.88 (d, C-6', C-6), 121.26 (d, C-8), 119.41 (d, C-5), 118.06 (d, C-3"), 111.29 (d,
C-2). 110.25 (d, €-2"), 65.00 (¢, C-9"), $5.87 (¢, OCH,), 20.62 (¢, OCOCH,).
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Las fracciones H8-135 del proceso cromatografico del extracto acetonico de L
porteri mostraron al analisis por CCE estar constituidas por dcido feralico (60} y feruliato de
coniferilo (62), en adicion de wi tereer compuesto de mayor polartdad. Con el objetivo de
obtencr este altimo compuesto en forma pura, 1 g del residuo de estas fracciones se
adsorbid en un gramo de gel de silice 70:230 y s¢ aplico en una coluning cromatografica
empacada con 8 g de gel de silice para placa. L) eluyente imeial fue hexano-acetato de etilo
(7:3), obteniéndose fracciones de 100 ml. Las fracciones 10-12 de esta columna presentaron
a este compuesto como el constituyente mayontario, por o que su residuo se aphed en una
cromatoplaca preparativa (Pre-coated TLC plates SH. G-30 UV, 20 x 20 em, 2 mm), (e
fue eluida dos veces utihizando como sistema eluyente Ia nusma miezela diclorometano-
acetona  (7:3). El cis-6,7-dihidroxi-Z-ligustilido  (64)'"""" ¢ obtuva durante  este
procedimiento.

8 a9 ) 14

5 ..‘./i‘\_“s;}# {3 e
ol [ b
HOP \‘?,7?_(1
on ©
64
Aceite amarillo claro,

Rf = 0.46 (cloroformo - ucctona §:2).

IR (CHCL) v, 3400, 1765, 1675, 1638, 1410, 1270, 1190y 950 ¢y’

DY

UV (MecOHY A, nm. (£) : 272 ( 10500).

RMN'H (300 MHz, CDCLL): 5.28 (1H, ¢, J=7.8 Hz, H-8), 4.48 (11, d, 1=5.4 Hz, H-7), 3.9
(1H, ddd, 3= 9.8, 5.4, 3.1 Hz, H-6), 2.58 (211, my, H-4), 2,36 (2H, dd, 1=15.1, 7.5 Hz, 11-9),
2.07 (IH, m, H-5), 1.89 (1H, m, H-5), 1.48 (21, ¢, J=7.5 Hz, H-10), 0.94 GH, t, J=7.5 He,
H-11).

RMN"C (75 Milz, CDCLY: 169.17 (s, C-1), 153.15 (s, C-3a), 148.06 (s, C-3), 125.78 (s, C-
7a), 114.09 (d, C-8), 71.43 (d, C-6), 67.18 (d, C-7), 27.97 (1, C-9), 26.22 (1, C-5), 22.16 (1,
C-10), 18.80 {t, C-4), 13.67 (¢, C-11).

EM (IE, 70 ¢V): 224 [M'] (31), 206 (5), 195 (5), 180 (100), 165 (19), 151 (44), 138 (14),
123 (5), 95 (17), 55 @7N)."
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Bl Z-higustiido (1), el diligustilido (3) y ¢l toguindlido B (8), atihzados en ¢l
presente estudio, se obtuvieron a partir de tas raices de Ligusticum porteri (Umbelliferae).
Su aislamiento se efectud mediante el empleo de téenicas convencionales de separacion
como se indica en la parte 1 de esta seceion experimental.

En esta segunda parte se describe el procedimiento empleado en fas reacciones de
transformacion efectuadas a Z-ligustilido (1), diligustilido (3), toquinolide B (8) y
wallichilido (5}

REACTIVIDAD QUIMICA DEL Z-LAGUSTILIDO (1).
A). Reaccion con hidrazina,

A una solucion de 93.1 mg (.49 mmol) de Z-ligustilido (1) en 5 mil de etanol, se
adiciond 1 mi de hidrazina anhidra. La mezcla total obtenida se sometio a reflujo durante |
hora, lo que permité obtener un solo producto de reaccidn. Al cabo de este tiempo, ¢l
disolvente de la mezela se eliming por destilacion a presion reducida, y el residuo obtenido
s¢ adsorbid sobre gel de silice 70:230, y se aplicé en una cohunna cromatografica empacada
con 15 g de la misma gel de silice. El compuesto 25 (79 mp, 79% de rendimiento) se
obtuvo ¢n forma pura utilizando mezcla hexano-acetato de etilo (9:1).

Accite amartllo.
Rf = 0.2 (hexano ~ acetato de etilo §:2),
RMN'H (200 Mliz, CDCL): 11.67 (1H, sa, NH), 6.83 (U1, dt, J=9.7, 1.9 Hz, H-7}, 6.28

(1H, dt, J=9.7, 4.4 Hz, H-6), 2.70-2.55 (411, m, H-4 y H-5), 2.39 (2, m, H-9), 1.67-1.25
(4H, m, H-8 y H-10), 0.95 (311, ¢, J=7.0 tz, H-11),
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RMN"C (50 MHz, CDCL): 15962 (s, C-1), 14853 (5, C- 1), 176,01 (5, C-3a), 132.78(d, C-
6), 131.67 (s, C-Tay, 120.27 (d, C-7), 3199 (1, C-8), 2080 (1, C-4), 2240 (1, C-0), 22.02 (1,
C-5), 21,75 (1, C-10), 13.88 (q, C-11).

B). Hidwrdlisis con K,

Ll Z-ligustilido (1) (30.3 mg, 0.26 mmol) s¢ disolvio en 5 mib de etanol y se hizo
reaccionar, bajo calentamiento eén baiio maria, con 5 mil de una solucion acuosa de K,C0); al
10 % durante 30 minutos, Al términoe de este periodo se observo a transtormacion total de
ia materia prima en un producto de mayor polaridad. L recuperacion de la mezcla de
reaccion se efectud mediante acidulacion con una zolucion acuosa de FICLH al 10 % v
extraccion de la fase resultante con acctato de ctilo (20 ml por tres ocastones). El residuo
obtenido se aplicd en tres cromatoplacas analiticas de 20 x 10 ¢m con base de aluminio,
cluyéndolas con hexano-acetato de etilo (7:3), lo que permitio obtener 26 (47.4 mg, 86%). 1
y 26 deben ser almacenados bajo atmosfera inerte, pues reaccionan con oxigeno en
presencia de luz para generar sus comrespondientes proaductos aromatizados 24 y 29,
respectivamente.
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Acernte amarillo clare

Rf = 0.2 (hexano - acetato de etilo 8:2).
IR (pelicula): 3365, 2956, 2931, 2870, 1743, 1276, 1068 y 893 cm’™".
RMN'H (200 MHz, CDCI,): 6.16 (11, dt, J=9.7, 0.8 Hz, H-7), 5.97 (1H, dt, J=9.7, 2.8 {1z,
H-6), 4.5-3.3 (1H, sa, -OH), 2.50 (411, sa, W ,=9.7 Hz, H-4 y H-5), 1.95 QH, sa, W,,,;=37.2
Hz, H-8), 1.32 (4H, sa, W,,=23.0 Hz, H-9 y H-10), 0.90 (3H, t, J=6.4 Hz, H-11).
RMNYC (50 MHz, CDCL): 201.00 (s, C-3), 169.50 (s, C-1), 158.81 (s, C-3a), 130.16 (d, C-
6), -126.00 (s, C-Ta), 116.32 (d, C-7), 35.90 (1, C-8), 25.10 (1, C-4), 2245 {t, C-9 y C-9),
19.33 (t, C-10), 13.80 (q, C-11).

C). Reaccion con Fe, (CO),.

El producto natural Z-ligustilido (1) (387.0 mg, 2.0 mmol) se hizo rcaccionar con

2.78 g (7.85 mmol) de Fe,(CO), en benceno anhidro a reflujo, controlando la reaccion por
cromatografla en capa fina. Al cabo de dos horas ésta se dio por concluida, recuperando la
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mezela de productos por filtracion a través de altuina neutra, Para la purificacion de Jos
productos, 465.0 mg de la mezcla obtenida se aplicaron en una columna cromatogratica,
utilizando como efuyente hexano HiO%. Esto permitid obtener tres compuestos: el producto
descado (27) parcialmente puro, el producto de aromatizacion del Z-ligustilido (24) y un
producto polimérico que no fue analizado. Las fracciones que contenian a 27 fueron
aplicadas ¢n una cromatoplaca preparativa {20 ¢ x 20 e x 2 min), obteniéndose de esta
manera 292 mg (0.76 mmol, 37.2 % de rendimiento) del mismo.
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RE = 0.45 (hexano - acetato de etilo 9:1),

RMN'H (300 Mz, CDCLY: 6.09 (1H, d. J=6.9 Hz, 11-7), 5.00 (1}, t, J=7.8 tz, H-8), 3.33
(111, ddd, J=6.6, 3.9, 1.8 Hz, H-6), 2.33-2.15 (4H, m, -5, II-4), 1.98-1.76 (2H, m, H-9).
P (21, ¢, J=7.5 Hez, H-10), 0.92 (3H, 1, J=7.5 Hz, H-11),

D) Dimerizacion de L.
d.1) Por calentamiento,

Mugstras de aproximadamente 50 mg (0.26 mmol) de | se mezclaron con cantidades
equivalentes de 28, 26 y 27. Las mezclas se desoxigenaron mediante burbujeo de nitrogeno
durante 15 minutos y se pusieron a calentar a 65-80°C. Al cabo de § horas de calentamicnto
solo se llevd a cabo fa reaccion de deshidrogenacion (aromatizacion) de las dos materias
primas de cada mezcela, recuperdndose sus productos 24, 28 y 29,

A.2) con LAiCIOQ, en THF,

‘Tres muestras de 1 que contenfan 45.7 ing (0.24 mmol), 72.7 wmg (0.38 mmol) y
65.3 mg (0.34 mmol) respectivamente se disolvieron en 10 m! de THF cada una. Estas
mezelas se desoxigenaron mediante burbujeo de nitrdgeno durante 15 minutos y se pusieron
a reaccionar, bajo atmaosfera de nitrogeno, con 12.8 mg (0.12 numol), 20.35 mg (0.19 mmol)
y 18.3 mg (0.17 mmol) de LiClO,, respectivamente. Cada una de las mezclas anteriores s
sometid a diferente temperatura; 0°C, temperaura ambiente y retlujo durante 48 horas. Al
cabo de este tiempo, en los tres casos s¢ recuperd un mezela de |y su producto de
aromatizacion 24,



.3} con L, ALCL

Bl compuesto (106 g, 558 mmol) se depositd mediante jeringa en un matraz bola
de una boca seco y provisto de agitador magndético. Sobre el mismo y bajo atmosfera de
nitrogeno, se adiclond gota a gota y con agitacion 1.0 ml (2.79 numol) de ELAICH (Aldrich,
solucidn en CHLCL, T mezela de reaccion se calientd notablemente al adicionar of dcilo de
Lewis). La mezcla resultante se dejod reaccionar a temperatura ambicnte y con agitacion
durante 7 dias sin observar transformacion de ta materia prima, por lo que se Hevd a cabo
una segunda adicion de | mb del deido de Lewis (5.6 mmol en total). 24 horas despues de la
segunda adicién la materia prima contintio inalterada. La mezcla de reaccion se sometio o
reflujo con tolueno durante 6 horas, al cabo de lag cuales se¢ recupera 1, su producto de
deshidrogenacion (24), y el producto de isomerizacion de 24 en el doble enface C(3)-('(R)
(34).

d.d) con BI,OFL,.

Una solucion de 1 (322.5 mg, 0.21 mmol) en CHLCL (10 ml) se desoxigend
mediante burbujeo con nitrogeno durante 15 minutos. Al cabo de este tempo, bajo
atmostera de nitrogeno, se adicionaron 1.5 ml (12.9 mmol) de BF, OLEt, mediante goteo
lento con agitacion, La mezcla total se sometio a reflujo durante 24 horas sin observar
transformacion de la materia prima. Un tiempo prolongado de reaccion (15 dias
temperatura ambiente) permitid obtener una mezela compleja de praductos. La mezela total
se adsorbio sobre gel de silice 70:230 y se aplicad en una columna cromatografica cimpacada
con 60 g de Ta misma gel de silice. La elucion se inicid con hexano-acetato de etilo (95:5).
De este y sucesivos procesos cromatograficos en placa preparativa se aislacon 1331 my
(0.70 mmol, 41.7 %) de 24, 64.6 mg (0.17 mumol, 20.0%) de 30, 514 mg (0.14 mmol, 10.0
%) de 33, 4.5 mg (0.012 mmol, 1.4 %) de 31, 4.0 mg (0.0 mmol, 1.2 %) de 32, ademas de
una fraceion polimérica. La repeticion de este procedimicento de reaccion, refluyendo por 72
horas permitio fa obtencion de esta misma mezela de compuestos,
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Aceite amanillo

Rf = 0.6 (hexano - acetato de etito 8:2),

IR (pelicula) v, 3022, 2961, 2935, 2873, 1771, 1677, 1610, 1473, 1458, 1266, 1090,
1018y 768 cin™.
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UV (MeOFD A i (£): 271 (7247). 256.5 (6022), 2095 (13034),

RMN'H (500 Mz, CDCL,, espectro 2): 7.92 (11, dr, 1-8.0,0.5 1z, 11-77), 770 (1H, ddd,
1=8.0,7.0,1.0 Hz, H-5°), 7.66 (111, d, 1-8.0, Hez, 1-47), 7.50 (111, ddd, 178.0,7.0,1.0 Hz, H-
6'), 521 (1H, t, }=7.5 Hz, 1-8), 3.99 (11, sa, W, 16 He, 1H-7), 2,53 (11, m, H-9), 251
(2HL, m, H-4), 2.37 (2H, ¢, 1=7.5 Uz, H-9), 2.28 (1H, m, 1-9'b), 7.07 (21, m, H-5), 1.76
(ZHL m, H-6), 1.64 (211, m, H-10M), 151 (21, o, 1=7.5 Tz, H-10). 1.05 (31, 4, J=7.5 Hz, |-
1), 0.97 (3H, t, 3+7.5 Lz, H-11).

RMN"C (75 MHz, CDC1,, espectro 3): 168.61 (s, C-1), 166.64 (5, C-1"), 152.60 (s, C-3a),
148.77 (s, C-3), 143.21 (s, C-3), 13832 (5, C-3'a), 134.33 {4, C-57), 12878 (d, C-6"),
127.16 (s, C-Ta), 12716 (s, C-Pa), 127.16 (5, C-37), 12555 (4, C-7"), 12296 (d, C-4"),
111.38 (d, C-8), 36.19 (¢, C-7), 3175 (1, C-97), 28.50 (1, €-0), 27.88 (1, €-9), 22.53 (1, C-
107, 2236 (1, C-10), 21,40 (t, C-5), 20117 (1, C-4), 1447 (¢, C-1U) 1373 (¢, C-1).

EM (I, 70 eV):378 [M'] (23), 349 {M-CL} (1D, 335 [M'-C 1] (24), 319 (16), 192
!: t’ i

[0 1100), 190 15 196), 1871 ' - H](64), 180 (53), 149 (25), 148 (20, 105 (17),

Q1 (9), 77 (13), 59 (19), 55 (23).
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Aceite amarilto
R = 0.25 (hexano - acetato de etilo 9:1),
ITF K

(R (CHCL)) v,,,.: 2965, 2936, 2876, 1773, 1732, 1464, 1267, 1091, 1024 em’,

UV (McOH) A, um (£): 269 (18818), 207 (5139).
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RMN'I (200 MHz, CDCIy, espectro 4): 7.68-7.49 GH, m, H-4", H-5" ¢ H-77, 5,60 (3H, 1,
I=7.9 He, 1-87), 5.30 (3H, t, J=7.9 Hz, H-8), 3.95 (1H, sa, W,,=10.1 Hz, [1-7), 2.53 (2H,
m, H-), 244 (21, dd, 1520, 74 He, H-9), 240 (21, dd, 1152, 7.5 He, H-9), 177 (2H, m,
H-6), 1.60 (2H, m, 11-5), 1.54 (4H, ¢, }=7.5 Hz, H-10 y 112107, 0.99 (3H, 1, 1=7.2 Hz, 1-
1), 098 (3H, t, }=7.2 Hz, H-117).

EM (L, 70 eV): 378 [MUF(36), 349 [M*-C 1L} (94), 338 (62), 309 [M'-C11,CO) (100), 296
[M'-C,H,CO (46), 254 (50), 192 [ ' 1 (32), 190 [ 1 (25), 187 [ '~ - 1} (47), 186
(17), 149 (37), 104 (18), 97 (17), 83 (21), 71 (30), 57 (34) 55 (35), 43 (42).
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Aceite amnartltlo
Ri = 0.2 (hexano - acetato de etilo 9: 1),

IR (CHCL) v, 2903, 2932, 2874, 1773, 1732, 1456, 1094, 1024 cm™.

waxe

UV (McOH) A, nm (£): 268 (2442), 207 (665).

RMN'H (200 MHz, CDCI,, espectro 5): 5.42 (1, m, H-6"), 521 (JH, t, J=7.9 Iz, 11-8),
513 (1H, 1, J=7.9 He, H-8"), 3.26 (1H, m H-6), 3.08 (211, m, H-4"), 2.97 (2H, d, 1= 11-3°),
2.36 (2H, dd, J=7.7, 7.5 Hz, H-9, H-9"), 2.35 (4H, dd, J=7.7, 7.5 Hz, -4, H-7), 1.77 (2H,
m, H-5), 1.50 (4H, m, 1110, H-10"), 0.96 (3H, , J=7.4 Hz, H-11), 0.94 (3H, t, J=7.4 Hz, H-
1.

EM (1L, 70 ¢V): 380 [M'] (44), 378 [M'-H,] (29), 349 [M'-H, - C,H,] (59), 336 (16), 319
(8), 294 [M'-H, - C,H,CO| (9), 256 (14), 192 "< 1(100), 190 [* ' ] (46), 189 (54), 187

[ - 1] @), 186 (24), 161 (21), 149 (33), 129 (20), 104 (14), 97 (25), 83 (31), 73 (27),
71 (31), 57 (49), 55 (48), 43 (44).
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Aceite amarillo
Rt = 0.5 (hexano - acetato de enlo 8223,

IR (CHCL) vy, 2963, 2934, 2874, 1771, 1734, 1464, 1267, 1092, 1636 am™

fax

UV (MeOH) A nm (£): 269 (7419), 256 (6935), 207 (17733).

RMN'H (300 Mtlz, CDCL, espectro 6): $.85 (LH, s, H-7), 5.23 (1, 4, 1275 Uy, H-8), 5.21
(1H, t, J=7.5 Hz, H-8"), 3.30 (I1H, sa, W,=8.0 Hz, F-67), 2.65 (2H, m, H-4), 2.51 CH, m,
H-5), 2.36 (6H, my, H-4", 119" y 11-9), 1.77 (411, m, H-5" y H-77), 1.5Y (20, ¢, J=7.5 Hz, H-
10), 149 (2H, ¢, J=4.5 He, H-107), 0.97 (3H, t, J=7.5 Hz, H-LD), 0.95 (G, 1=7.5 He, H-
1y

RMN"C (75 MHz, CDCY,, espectro 7): 168.86 (s, C-1°), 167.74 (s, C-1, 153.07 (s, C-6),
148.64 (s, C-3), 148.38 (s, C-3°), 145.86 (s, C-3a), 14337 (s, C-3'a), 126.45 (s, C-7a),
124.68 (5, C-T’a), 113.60 (d, C-7), 112.83 (d, C-8), 111.95 (d, C-8), 37.76 (d, C-6), 28.10
(d, C-9), 27.88 (d, C-97), 26.98 (d, C-7), 26.41 (d, C-5), 22.40 (d, C-10), 22.35 (d, C-10"),
20,07 (d, C-4"}, 19.49 (4, C-4), 17.94 (d, C-5°), 13.83 (g, C-11), 13.74 (g, C-117).

EM (IF, 70 eV): 380 [M'](22), 378 [M'-H,] (18), 349 [M'-C,H,} (24, 335 [M*-C1L,) (17),
_ l"‘ t :V‘ (."

P92 11 1(100), 190 [ v (oM, 1871 "5 - H}(43), 186 (35), 149 (273, 105 (15), 91 (8),

77 (9), 55 (17).

d.5) Reaceidn con SnCly,

Una solucion de 1 {1.02 g, 5.37 mmol) en CH,CL (10 ml) s¢ desoxigend mediante
burbujeo con nitrdégeno durante 15 minwtos, Al cabo de este ticmpo, bajo atmastera de
nitrogeno, se adicionaron 4.6 mi (3.4 mmol) de una selucion M de SnCly en CHCLL
(Aldrich, 1a mezela de reaccion se calienta notablemente al adiciopar el dcido de Lewis),
mediante goteo lento con agitacién. La mezela total se dejo a temperatura ambiente durante
7 dias sin observar transformacion de la wateria prima, por lo que se adicionaron 0.5 ml
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mas del dcido de Lewis (6.2 mmol en total), sin embargo, 24 Loras despuds de la segunda
adicion, la matena prina contbiiaba inalterada. La mezela de veaccion se soretio a rellujo
con CH,CL, durante 6 horas, al eabo de las cuales, Ta mezela se laved por cuatio ocasiones
con 10 ml de una solucion saturada de NHL,Cly se extrajo con CHCLL, T extracto obtenido
s¢ separd en sus componentes mediante cromatografia en columng, utilizando mezelas de
hexano-acetato de etifo como  sistema eluyente. De éste vy sucesivos  procesos
cromatograficos en placa preparativa se aislaron Jos compuestos 24, 30 y 33, previanente
identificados en ta dimerizacion de 1 con BF, OFL, adeinas de 34 y 35,
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Aceite amarillo cliro,
Rf = 0.4 (hexano - acetato de etilo 9:1).
RMN'TI (300 Mz, CDCLY: 7.94 (1H, dd, J=7.8, 0.9 Hz, 1-7), 7.72 (2H, dd, J=8.1, 1.2 1,

H-4 y H-58), 7.55 (11, m, H-6), 5.88 (11, 1, J=7.8 Hz, H-8), 2.55 (2H, dd, 1=15.3, 7.8 s,
H-9), 1.65 (211 ¢, 3=7.2 Iz, H-10), 1.04 (3H, t, J=7.2 Hz, H-11).
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Aceite amariltto claro.
Rf = 0.3 (hexano - acetato de etilo 2:1).

RMNH (300 MHz, CDCL): 7.90 (111, d, J=7.5 Hz, H-7), 7.67 (111, ddd, =78, 7.8, 1.5 Hz,
H-5), 7.53 (1H, dd, J=7.5, 7.5 Hz, 11-6), 7.44 (M1, dd, J=7.5, 0.8 Hz, H-4), 5.48 (1H, dd,
=80, 4.5 Ha, H-3), 2.04 (4, m, H-9), 178 (204, m, £1-8), 1.37 (2, m, T1-10), 0.91 3H, t,
1=7.2 Hz, H-11),

RMNPC (75 Mz, CDCL): 170.68 (s, C-13, 150.10 (s, C-3a), 136,51 (s, C-Ta), 133.90 (d,

C-7), 129.00 (d, C-5), 125.70 (d, C-6), 121.67 (d, C-4), 81.43 (d, C-3), 34.42 (¢, C-8), 26.87
(t, C-9), 22.41 (1, C-10), 13.85 (¢, C-11).
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REACTIVIDAD QUIMICA DE TOQUINOLIDO B (8).
A) Hidrolisis.

Fl tratamiento de 10O myg (4.262 musiol) de toquindlsdo B (8) con 10 ml de una
solucidn acuosa de Na, ('O, bajo reflujo durante 10O minwos, come se describe por Hotle
para la conversion de angedlido (9) en su cetodcido correspondiente (38)7 no permitio
obtener resultados positivos en la conversion de 8 en su correspondiente cetodcido 39
debido a la insolubilidad de ta materia prima bajo eslas condiciones. Aunque fa reaceion se
evd a cabo durante prolongados periodos de tiempo, no se logrd La transformacion de 8.
fsstos resultados condujeron a ensaydr Ta reaccion wilizando mezelas de disolventes. A una
solucion de 8 (55.8 myg, 0.146 mmol) en 10 ml de acetona fue adicionada una solucion de
1.0 g de Na,CO, disuelto en 10 ml de agua. Esta mezela fue calentada o reluyjo por 20
minutos (control por CCE) al cabo de los cuales se obtuvo un praducto de reaceion de
mayor polanidad y materia prima remanente, La mezcla fue acidulada con HCE diluido 4l
10% hasta pH=4 y extraida con 30 ml de acetato de etilo por tres ocasiones, Las fases
orgdnicas fueron reunidas, lavadas con salinuera, secadas con sulfato de sodio anhidro y
concentradas a presion reducida lo que generd un residuo que se puriticd mediante
cromatografia en columna usando mezclas de hexano-acetato de etifo, para obtener 3872 iy
(65 %) del producte de hidrdlisis 39 y 111 mig (20 %) de materia prima (8).
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L
Polvo bianco amorfo.

Pf=194-196
Rf = 0.3 (hexano - acetato de etilo 6:4).
TR (CHCL) v, 3003, 2960, 2873, 1748, 1690, 1431, 1276, 1071 em’'.

RMN'H (200 MHz, CDCI, espectro 12): 8.50 (11, sa, COOL), 7.48 (11, d, J=7.2 Hz, H-
7), 6.12 (1H, dt, 3=9.7, 1.7 Uz, H-7), 5.87 (1H, dt, :9.7, 3.9 Hz, H-6), 2.88 (11, da, =62
Hz, H-6"), 2.7-2.0 (H-8, 11-5°, 11-5, H-4°, H-4), 1.7-1.0 (H-10°, 11-10, F1-9", 1-9),0.84 (11-1 1
& H-117), 0.83 (H-11" 6 H-11).
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RMN"C (50 MHz, CDC, espectro 13): 208.25 (5, C-3"), 170,76 (5, C-1), 169.86 (5, C-3a),
166.68 (s, C-17), 14947 (d, C-7'), 136.05 (s, C=7"a), 128.33 (d, C-6), 12221 (s, C-Ta),
16,45 (d, C-7), 90.26 (s, C-3), 58.51 (5, C-3"a), 42.68 (d, C-8), 40.8% (1, C-87), 33.49 (d, -
6') 2753 (1, C-4by, 2521 (1, C-5, 1, €249y, 22.62 (1, C-07), 2211 (1, C-10), 21.93 (1, C-107),
20.70 (1, C-5), 18.16 (1, C-4"), 1402 (¢, C-11 6 C-11"), 1389 (¢, C-117 0 C-1 1),

B). Reduceion,

A una solucion mantenida en agitacion de NaBFL (213 mg, 0.55 mumol) en metanol
se adiciond una solucion de TLo mg (0.287 mmol) de 39 en 10 mi de metanol. La mezela
resultante se mezeld por tres horas a temperatura ambiente, y despucs de este tempo of
analisis por CCF mosttd conversion total del material de partida en un producto de menoe
poliaridad. La reaccion se dio por concluda mediante la adicion de 20 ml de agua y
acidificacion de la mezela resultante hasta pH=4 con una solucton de HCE al 10%. 1sta
mezela se extrajo con 25 ml de acetato de etito por tres ocasiones. Las fases organicas
fucron favadas con sahmuera, sccadas con Nayh0, y concentradas a presion reducida, To que
permitio obtener un producto crudo que fuc purificado sobre gel de silice (hexano-acetato
de etifo T:1) para obtener 89.9 mg (78.4 %) de 40, y 19.1 mig (16.6 %) de 39,
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40
Aceite amarillo.

Rf = 0.6 (hexano - acetato de ¢tilo 6:4).
IR (CHCL,) v, ... 3496, 2957, 2932, 2873, 1759, 1664, 1466, 1239, 1185, 1065 e’

RMN'H (200 MHz, CDCI,, espectro 14): 7.50 (iH, d, J=6.8 Hz, H-77), 6.19 (111, dt, }=9.4,
1.7 Hz, 11-7), 5.96 (1Y, dt, 1=9.7, 4.} Hz, 11-6), 4.33 (11, dd, J=9.2,2.0 Hz, F13), 3.07 (1H,
m, H-6"), 2.7-2.0 (H-8, H-5', FI-5, H-4", H-4), 1.8-1.0 (H-10°, }1-10, }H-9", H-9},0.87 (-1
o H-11"), 0.86 (H-11" 6 H-11).

RMN"'C (50 MHz, CDCl,, espectro 15): 170.22 (s, C-1), 167.16 (5, C-3a), 162.69 (s, C-1"),
144.87 (4, C-7°), 13509 (s, C-7"a), 129.49 (d, C-6), 12526 (s, C-7a), 11638 (d, C-7),
89.56 (s, C-3), 89.01(d, C-3"), 49.85 (s, C-3’a), 44.93 (d, C-8), 35.07 (d, C-6’), 29.55 (1, C-
8'), 20.24 (t, C-4), 28.68 (t, C-5), 27.16 (t, C-9), 22.54 (1, C-9°), 22.22 (1, C-10), 21.31 1, C-
10), 20.99 (t, C-5"), 17.31 (t, C-47), 14.03 (¢, C-11 6 C-11"), 13.63 (¢, C-11" 6 C-11).
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REACTIVIODAD QUIMICA DE DILIGUSTH.ADO (3).

A). Obtencion de rel-(3 R)- (43) y rel-(3'8)- 3,8 -dihidvodiligustitido ().
a.1) Reduceidn con NaBH, en THF,

A una solucion mantenida en agitacion de NabiH, (Lo g, G 12 mmol) en 5 mil e
THE fue adicionada gota a gota una solucion de dilignstilido (3) (20,5 mg L0540 manol)
disuclto en 10 ml de THE, La mezcla se agitd a temperatuea ambiente durante 40 minutos y
posteriormente se diluyd con 15 ml de agua. La wezela seextrajo con acetato de etilo
durante tres ocasiones con 20 ml cada vez. Las fases orgdnicas combinadas se tavaron con
salmuera, se secaron con Mi,SO, vy se evaporaron medinnte destilacion a presion reducicda
para producir 37 (19.4 mg, 94%) como un aceite amaritlo claro,

37

Aceite amarillo claro.
Rt = 0.56 (hexano - acetato de etito 8:2).

IR (pelicula) v, 2938, 2929, 2873, 1801, 1773, 1728, 1463, 1273, 1124, 1072 can™.

max*

IR (CHC,, espectro 10) v,,.; 2962, 2933, 2874, 1174, 1720, 1464, 1279, 1128, 1074 e’
UV (McOH) A, nm (£): 287 (1892), 241 (5966), 222 (16007).

RMN'H (300 MHz, CDCI,, espectro 11): 5.15 (111, ¢, J=7.8 Hz, H-8), .72 (11, t, J=7.5 e,
H-8"), 2.93 (1M, d, J=9.6 Hz, H-7), 2.57 (1H, ddd, 1=12.6, 5.4, 2.5 Hz, H-6), 2.48 (iH, m,
H-6), 2.33 (1H, dd, J=15.3,8.1 Hz, H-T"a), 2.22 (1, m, He47), 2,43 (2H, m), 2.0-1.94 (),
1.94-1.90 (m), 1.88-1.80 (m), 1.70-1.32 (), 0.94 (3N, t, =72 Hz, H-11 6 H-11"), 0.92
(3H, t, 3=7.2 Hz, H-11 6 H-11").

EM (IE, 70 eV); 382 [M'] (14), 380 [M*-2H] (28), 354 [M'-COJ (10, 343 (27), 342 (52),
314 (90), 313 (47), 285 (33), 279 (18), 270 (30), 258 (29), 228 (20), 214 (9), 191 (22), 167
(42), 163 (89), 149 (100), 129 (15), 107 (58), 91 (25), 83 (38), 79 (37), 77 (24), 6} (40), 57
(38), 55 (83), 43 (38), 41 (31).
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a.2) Intentos de reduaeccion con diborane,

Método A. A una solucion de difigustiido (3) (1016 mg, 0.27 mmol) disuelto en 15
ml de THEF anhidro a 0°C se burbujed diborano (gencerado por la reaccion de NaBBH, (5 myg
en 2 ml de THE) con BE, OB (100 b en S mb de THI)™ La reaccién se mezelpo o
temperatura ambiente y se monitored mediante RMN'T (el exceso de B,H, fue captado en
un recipiente gue conlenia acetona). No se observaron cambios al cabo de 18 horas.

Métoda B. A una solucion de 3 (1013 mp, 0.26 yumoly en 15 mlb de THIF a 0°C s
adicionaron 0.0 ml (0.23 minol) de uvna solucion 1M de BHLTHE, mantenidndase en
agitacion constante durante 24 horas, 1 analisis por CCF y RMN'H de Ja misma después
de tres horas de reaccion indicd que no hubo transformacion de la materia prima.
Subsecuente calentamiento de la solucion a temperators ambiente por dos dias tamipoco
permitd observar transformacion de la matena prima.

a.3) Hidrdlisis de diligustilido (3),

A una solucion de diligustilido (3) (500.4 my, 1.31 mmol) disnelto en 25 mi de
acetona se adiciond una solucidn de Na,CO, (500 mg) disuehto en 25 ml de agua. La mezcla
se calentd a ebullicion durante 3.5 horas. Al cabo de este tiempo la mezela de reaccion se
enfrio a wmperatura ambiente, se aciduld hasta pl1=4 con HCLal 10% y se extrajo con tres
volimenes de 15 mi de acetato de etilo. La $fase organica se lavo con salmuiera, s¢ seeo con
Na, 50, y se concentrd a presion reducida. Tl residno obtenido se purilicd por cromatogratia
en columna nsando mezelas de hexano-acctato de etilo para obtener diligustilido (3) (159.4
mg, 0.42 mmol, 312%), desmetilwallichilido (41) (210.6 mg, 0.529 numol, 41 %) y ¢l
dicetodiacido (42) (130.1 myg, 0.314 mmol, 26.0 %),

8 Hr
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41

Sélido blanco amorto.
RE = 044 (hexano - acetato de etilo 5:5).

UV (McOH) A, nm (£): 273 (28855).
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IR (CHCI, espectro 16) v, 3502, 3005, 2958, 2936, 2877, 2661 (ancha), 1754, 1707,
FAS0, 1433, 1108, 1380, 1278, 1168, 1103, 1078 v 1038 em,

RMN'FE (300 Miiz, CDCL, espectro 17): 6.98 (1, d, J=7.0 Hz, H-7, 5.09 (UL 4 57 8
bz, H-8Y, 3.2 (L1, d, 359.0 Hz, H-7), ), 2297 (UH, ddd, 384, 6.3, 6.0 Hz, H-8"), 2.66 (111,
ddd, J=7.0, 2.4, 2.0 Hz, H-67), 2.59 (1L dd, =8.4, 6.3 Ha, 1-87), 2.53 (11, dd, J=7.5, 7.5
iz, FI-6), 228 (M, ddd, J=7.7, 7.7, 2.0 Ha, ), 247 (2H, m, 11-9), 1.88 (21, m, H-5),
162 (418, m, H-0, H-5"), 140 (28, ¢, 37,0 Hz, 110, 1.35 (2H, ¢, 3=7.0 Hz, H-10°), 1.28
(211, dd, 3=7.0, 7.0 Hz, 19", 0.93 (3HL 1, 37,0 Hay H-1D), 0.92 (UL 4, 370 Hz, 111,

RMN''C (75 Mitz, CDCI,, espectro 18): 200.00 (s, C-3), 17118 (s, C-1'), 169.28 (s, C-1),
15351 (s, C-3a), 14838 (5, C-3), 19.01 (1. C-4), 1248 (d, C-7"), 136.77 (s, C-7a), 126.77
(s. C-Ta), 11135 (d, C-8), ST.11 (s, C-¥a), 39.15 (d, C-7), 38.75 (1, C-87), 38.22 (d, C-6"),
37.70 (d, C-6), 29.23 (1, C-47), 28.48 (1, C-5), 27.81 (1, C-9), 27.69 (1, C-07), 2533 (1, C-3"),
2223 (1, C-10, C-107), 13.98 (¢, C-11), 13.75 (¢, C-117),

EM (IE, 70 ¢V): 398 [M'] (1.3 %), 396 [M'-2H] (1), 380 [M'-1L0] (3.1), 351 [M"-C 1]

(D), 257 (11, 192 (28), 191 (68), 190 (86), 161 (51), 148(10()) 105 (33), 79 (18), 77 (25),
ST(ETY, 55 (22).

Rx:

CHF G o,
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Rf = 0.46 (hexano - acetato de etilo 3:5).
UV (MeOH) A, nm (£): 300 (326:40), 253 (6773), 212 (28533).

IR (CHCL) v, 3572, 2961, 2936, 2874, 2638, 1697, 1631, 1425, 1352, 1088 cm .
RMN'H (300 Mz, CD,OD, espectro 19): 7.29 (1H, o, J=7.0 Ha, H=7"), 2.87 (111, m, H-
6°), 2.69 (1H, d, J=9.9 Hz, H-7), 2.44 (111, m, H-0), 2.22 (4H, dd, J=7.8, 7.8 Hz, H-8, H-8"),
210 (1H, m, H-4), 1.98 (211, m, H-5), LRR-1.72 (21, m, H-10), 1.66 (2H, m, 11-9, H-9"),
LS (AH, m, H-9, H-9°, H-10}, 1.24 (2H, m, H-10"), 1.1 (1H, m, H-4), 0.90 (3H, (, }-=7.0
He, FI-11), 0.89 (3H, t, 3=7.0 Hz, H-11),

RMNUC (75 Mz, CD,0D, espectro 20): 203.67 (s, C-3, C-3°), 168.27 (s, C-1), 166.40 (s,
C-1°), 147,88 (d, C-7"), 144.90 (s, C-3a), 138.47 (5, C-7"n), 134.25 (s, C-Ta), 50.85 (s, C-
3'a), 39.68 (d, C-6), 37.74 (d, C-7, C-67), 37.10 (1, C-87), 30.45 (1, C-5), 29.22 (1, €-9"),
27.01 (t, C-4", C-9), 26.58 (1, C-8), 24.92 (1, €-5"), 23.60 (1, C-10), 22.52 (t, C-107), 21.20
(1, C-4), 14.71 (c, C-11), 14.25 (¢, C-11").

EM (IE, 70 eV): 398 [M'-H,0] (9), 380 |M'2ELO] (67), 351 [M-211,0 - C,H,) (100), 323
(M*-21L,0 - n-Buj (22), 309 (13), 257 (7), 229 (8), 191 (), 171 (8), 151 (10), 129 (10), 97
(14), 57 (30), 43 (26).

a.4) Reducion de desmetilwallichilido (41).
a.4.1) Bn metanol.

A una solucién de NaBH, (380 mg, 10 mmol) en 10 m! de metanol mantenida en
agitacion fue adicionada gota a gota una solucion de desmetilwallichilido (41) (464 mg
(1.166 mmol) disuelto en 10 mt de metanol. La mezcela resultante se agité a temperatura
ambiente durante dos horas (el control mediante CCF indico ia obtencion de dos productos
de reaccion de menor polaridad que la materia prima y que el rendimiento de éstos no
aumenta respecto al tismpo). La reaccion se concluyd mediante la adicion de 20 ml de agua,
fa aciditicacion hasta pH=4 con HCI al 10% y la extracctdn con tres porciones de 25 ml de
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acetato de etilo. Las fases organicas combmadas se lavaron con salniuera, se secaron con
N, SO, y se concentraron a presion reducida, Bl material resultante se punbico mediante
cromatografin ¢n columna atitizando gradientes de polandad obtenidos con la mercela
hexano-acetato de etilo para obtencr 236.2 mg (0.59 mmol, 50 %) de 1, 1669 myp (0417
mmol, 36 %) de 43, y 14.9 mg (0037 mumol, 3 %) de 44,

3 1)

«\; BT

Rf = 0.56 (hexano - acetato de etilo 6:4),
IR (CHCL) v, 3401, 2959, 2934, 2872, 1732, 1628, 1438, 1428, 1226, 1209, 757 e

UV (MeOH) A, nm (£): 275 (5775), 204 (5875).

RMN'H (200 Mz, CDCL, espectro 21): 7.37 (1H, d, §=6.9 Hz, 11-77), 5.16 (111, 1, 7.3
Hz, H-8), 4.49 (1T, d, J=8.4 Hz, H-3"), 3.34 (11, d, J=0.3 Hz, H-7), 2.64 (IH, m, H-6"),
2,50 (IH, dd, 7.8, 7.6 Hz, H-6), 2.32 2H, m, H-4), 2.15-1.96 QH, m, 1-9), 1.96-1 80
(@H, m, H-4", H-5), 1.70-120 (12H, m, -5, [-8", H-9, 110", H-9, 1-10), 0.92 3H, 1,
J=7.3 Hz, H-11), 0.84 (3H, t, 1=9.0 Hz, H-11").

RMN"C (75 MHz, CDCI,, espectro 22): 17245 (s, C-1), 169.86 (5, C-17), 15510 (s, C-3a),
149.00 (d, C-7%), 148.63 (s, C-3), 136.80 (5, C-7"a), 128.07 (s, C-7a), 112.61 (d, C-8), 70.29
(d, C-3'), 49.64 (s, C-3a), 39.52 (d, C-6), 39.31 (d, C-6"), 3849 (d, C-7), 3438 (1, C-8"),
29.77 (1, C-4), 29.63 (t, C-5), 27.94 {1, C-9), 25.95 (1, C-5), 22.73 (1, C-10), 22.29 (1, C-9",
C-10"), 19.58 (1, C-4), 14.10 (¢, C-11"), 13.74 (¢, C-11).

EM (IE, 70 eV): 282 [M'-16] (1.8), 193 (100), 192 (94), 191 (97), 190 (73), 175 (11), 161
(32), 149 (38), 148 (90), 135 (16), 107 (92), 105 (32), 91 (38), 85 (23), 79 (48), 77 (53), 71
(19), 69 (19), 57 (20), 55 (35), 43 (30), 41 (27).

a.4.2) En THF/MeOH (5:2).

A 198.8 mg (0.55 mmol) de desmetilwallichilida (41) disuchtos en 10 ml de THE

anhidro se adicionaron 372.2 mg (2 mmol) de CeCl,. 7H,0 disueltos en 4 mi de MeOH; esta
mezcla se dejo en agitacion por un perfodo de 15 minutos. Esta sohcion se adiciond gotis a
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gota sohre 1039 my (L7 mmol) de NaBH, disueltos en 10 mb de THE, dejando que Ta
reaccion transcurnera durante 30 mimutos (control por CCTY. La conclusion de Ta misma s¢
Hevo a cabo mediante 1o adicion de 4 ml de acelona, fa climinacion del THE presente hasta
un volumen aproximado de 2 mlby o adicion de 10 il de CHLCL, con o que se formaron
dos fases. La fase organica se separd y se lava con NaOH I (3 veces) y con agua, para
posteriormente secarse con Na,SO, y concentrarse a presion redacida. Los constitutyentes
de la misma se separaron cn sus componentes individuales mediante cromatogralia en placa
preparativa, para obtener 13.6 g (27 %) de 41 y los producios de reaceion 43 (14.0 my,
0.035 mmol, 16.6 %) y 44 (11318 mp, 0.28 mmol, 43.6 %),

a.5) Lactonizacion de 43.

Métoda A, Unit solucion del compuesto 43 (103 mg, 0235 minol) disuelte en 10 ml
de CH,CI, se colochd en bado de hiclo dwrante 15 minutos, al cabo de los cuales se
adicionaron .3 mi de piridina y 0.3 ml (3.8 mmmol} de cloruro de mesilo. La mezcly de
reaccion se mantuvo en agitacion durante 15 minutos, después de los cuales, el analisis por
CCF indicd que la matenia prima se habia consumido y transformado en un producto
ligeramente mas polar que el material de partida. La recuperacion del mismo se efeciud
mediante adicion de agua (10 ml), a tin de hidrolizar ¢l exceso de cloruro de mesilo, y
separacion de las dos fases resultantes. La fase acuosa se extrajo exhaustivamente con
CH,Cl, y la fase organica total se lavé con acido clorhidrico al 10% (eliminacion de la
piriding), con una solucion de NaHCQ,, con salmmera y con agua y secada con Na,50),, Su
evaporacion produjo un residuo que se purificd por cromatografia en columna, utilizando
hexano-acetato de etilo (9:1) como sistema cluyente, permitiendo abtener 82,6 myp (0.21
mmol, 84 %) de rel-(3'5)-3",8-dihidrodiligustilido (45). El mismo producto se ohtuvo
usando cloruro de tionilo en sustitucion de cloruro de mesilo,

Método B. A una solucion de 43 (110 mg, 0.277 mmol) en 5 mi de benceno,
mantenida en agitacion a temperatura ambiente, se adicionaron gota a gota 0.3 ml
cloruro de tionilo. La solucion se mezeld por 15 minutos, al cabo de los cuales se
adicionaron 10 mi de agna, con el fin de destruir el exceso de cloruro de tionilo. La mezcla
s¢ extrajo con tres porciones de 20 mi de acetato de etilo, y las fases organicas se reitniersn
para lavarse con salmuera, secarse con NS0, filtrarse y evaporarse bajo presion reducida,
La separacion mediante cromatogratia en colummna del producto de reaccion, utilizando
hexano-acetato de etilo como sisterna eluyente, permitid obtener 90.3 mg (86%) de 45.
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Aceite amanillo claro.
Rt = 0.5 (hexano - acetato de etilo 6:4).

IR (CHCL) v, 2959, 2034, 2874, 1869, 1466, 1261, 1178 em'.

IbES

UV (MeOITy A, nm (£) 281 (8323), 245 (4552),

RMN'IT (300 Mz, CDCL, espectio 23): 735 (1M, d, J-6.5 Tz, H-7), 504 (1L @, 1-5.0
Hz, H-8), 4.38 (1H, dd, J=10.5, 4.2 Hz, H-3%), 3.25 (11, d, J=8.0 Ha, H-7), 2.99 (1L, m, H-
6"), 2.52 (1H, dd, 1=7.5 Hz, H-6), 2.31 (2H, dd, J=15.5, 8.0 Hz, 11-9), 227102 (1}, m, H-
9'), 2.08-1.94 (3H, m, H-5" y 11-9°), 1.94-1.84 (2L, 114, H-5"), 1-60-1.50 (111, m, H-4),
1.50-1.20 (8H, my, H-4, 11-5, H-10°, H-10), 0.94 (3H, t, J=7.2 Uz, H-1E), 0.93 (31, ¢, 172
e, H-11").

RMN"C (125 MHz, CDCl,, espectro 24 169.29 (s, C-1), 167.80 (s, C-1"), 156.93 (5, -
3a), 147.95 (s, C-3), 142,87 (d, C-T"), 136.67 (5, C-7a), 126.89 75, -7, 112.54 (d, C-8),
89,95 (s, C-3"), 49.67 (s, C-3'a), 41.30 (d, C-6"), 39.63 (d, C-6), 39.49 (d, C-7), 3157 (1, (-
8'), 29.76 (1, C-4 y €-57), 28.95 (1, C-5), 27.90 (1, C-9), 26.55 (d, C-4%), 2229 (1, C-10),
2219 (t, C-10), 20.52 (1, C-9"), 13.83 (¢, C-11), 13.69 (¢, C-11),

EM (1L, 70 ¢V): 382 [M'] (1.5%), 339 [M'-C,HL,] (1.0), 193 (66), 192 (54), 190 (67), 10)
(223), 148 (68), 124 (22), 107 (100), 105 (27), 91 (19), 79 (26), 77 (34), 57 (22), 55 (28).

Méitodo C. A una solucion de 43 (1004 mg, 0.251 mmol) en 5 ml de THE
controlada a temperatura ambiente fueron adicionados 0.3 ml de cloruro de tionilo, Despuds
de 15 minutos de reaccion, ésta se did por terminada mediante adicion de 10 ml de agua. [a
mezela se extrajo con tres porciones de 20 mib de acetato de etilo, y los fases orginicas
renmidas se lavaron con salinuera, se secaron con NapSQ,, se filtraron y y se evaporacon
bajo presion reducida. La separacidn mediante cromatografia en columna del producio de
reaceion, utilizando hexano-acetato de etilo como sistema eluyente, pennitio obtener 79,1
myg (0.207 mmol, 82 %) de rel-(3°R)-3",8 -dihidrodiligustilido (4) como un aceite amaritlo
claro.




Rf= 0.5 (hexano - acetato de etilo 6:4).

12961, 2936, 2876, 1770, 1750, 1466, 1267, 1182 cm’™.

wiax "

IR (CHCl,, espectro 25) v
UV (MeOM)Y A, nm (g): 220 (9808), 282 (7811}, 252 (1688).

RMN'H (300 MHz, CDCl,, espectro 26): 7.31 (11, d, F=6.3 Hz, H-7"), SA8 (111, (, 1=7.8
Hz, H-8), 5.1t (11, dd, J=9.6, 2.7 Tiz, H-3"), 3.02 (1H, d, J=8.4 Hz, H-7), 2.95 (1H, ddd,
J=6.6, 5.1, 2.4 Hz, H-6"), 2.47 (111, m. H-6), 2.33 (2H, dd, J=15.0, 8.1 Hz, H1-9), 2.22-2.142
I, m, H-4), 1.92.1.82 GH, m, H-4", H-5, H-8"), 1L.82-1.70 (2H, m, H-5", 11-8"), 1.66-1.52
GH, m, H-4, H-5, H-47), 1.52-1 34 (7}, m, TE-57, 097 HL-10O, H-107). 0.94 (311, t 1<7.2 Hz,
H-11), 093 (3H, t, I=6.9 Hz, t1-117).

RMNYC (75 MHz, CDCL,, espectro 27): 170.53 (s, C-1), 167.64 (5, C-1"), 156.07 (s, C-3),
148.26 (s, C-3a), 141.83 (d, C-77), 13593 (s, C-7"a), 125.99 (5, C-7a), 113.17 (d, C-8),
84.32 (d, C-3"), 48.27 (s, C-3’a), 40.61 (d, C-67), 3982 (d, -7}, 39.02 (d, C-6)}, 3197 (1, -
8"), 28.74 (1, C-3), 28.68 (1, (-9, 28.00 (1, C-9), 25.82 (1, C-5" y C-47), 22.50 (1, C-10"),
22,25 (t, C-10), 1973 (t, C-4), 13.95 (¢, C-117), 13.79 (¢, C-1)).

FM (IE, 70 ¢V): 382 [M'] (3.8), 366 [M'-16] (2), 193 (100), 192 (56), 191 (32), 190 (83),
161 (25), 148 (52), 137 (8), 107 (41), 105 (11}, 91 (12), 85 (13), 79 (14), 77 (12), 57
(17), 55 (16), 43 (13), 41 (12).

a.6) Lactonizacion de d4.

i3l compuesto 44 (55.8 mg, 0.14 mmol) se redujo como se indica para la reduccion
de desmetilwallichilido (41) (pagina 94) y se lactonizd por ¢l método € recién desenito
0/

(pagina 97), fo que permitid obtener 44.9 myg (0.116 mmol, 83.8 %) de rel(3’R)-3"8"-
tetrahidrodiligustilido (47).

Aceite amarillo claro.

Rf = (.66 (hexano - acetato de etilo 8:2).
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IR (CHCL,, espectro 28) v, 2959, 2934, 2874, 1767, 1674, 1466, 1174, 1089 ey,

RMN'T (500 MHz, CDCL, espectro 29): 504 (TH, 1, J+8.0 Hy, 1-8), L05 (1H, dd, J+10.5,
4.5 Hz, H-3%), 2.05 (M, o, 31=8.5 Hz, FET7), 234 (VH g H6), 227 (TH, s, 1-67), 1.80-
125 (CH y CH2), 0.94 (3H, 1, =72 T H-1 1), 092 (8, ¢ 372 He, H-1 )

a.7) Transfornacion de 32 en 47,

E dicetodidcido 42 se disolvid en 15 md de metanol y se tratd con Nal3H, como se
indica en ad.l, lo que permitio obtener su dibidroxidiiacido  correspondiente.  Fste
mdroxiicido se disolvio en 5 ml de THE v patd como s oandica en a5, método €,
observandose transformacion coantitativa de Iy materia de partida o 46 Ll producto se
purificd mediante cromatogritia en placa preparativa (hexano-acetato de ctilo 8:2)

oo

Aceite amarillo.

Ri = 0.6 (hexano-acetato de ctilo §:2).

IR (CHOLY v, 2959, 2935 2876, 1740, 1664, 1468, 1332, 1182, 1055 ',
UV (MeOID A, nm (£): 218 (14049).

RMN'H (300 Mz, CDCL): 729 (1, d, f=6.6 Hy, 177, 5.23 (1 dd, 39,6, 2.7 He, t1-
VY, 466 (11, ddd, J=7.2, 4.2, 2.1 Ha, H-8), 3.00 (1H, dd, J=9.3, 1.5 Hy, T1-7), 2.92 (1,
ddd, 36,6, 4.8, 2.7 Hz, H-6"), 2.47 (JH, m. H-6), 233 (2H, dd, 1=15.0, 8.1 [Tz, H.9), 2.22-
212 (2H, m, H-4), 2.06 (15, m, H-5"), 1.92.1.82 (31, m, H-4", H-5, 11-87), 1.82-1.70 (2H,
m, H-5" HARY), 1.66-1.52 (311, m, H-4, H-5, H-47), 1.52-1.34 (7H, m, H-5", H-9", H-10, 1-
10°). 0.94 (31, 1 J=7.2 Hz, H-11), 0.93 (3H, 1, 326.9 Hz, H-11").

RMNBC (75 MHz, CDCL): 170.53 (s, C-1), 167.64 (s, C-17), 156.07 (s, C-3a), 148.26 (5,
C-3), 141 83 (d, C-7"), 135.93 (s, C-T'a), 125.99 (s, C-7a), 113.17 (4, C-8), 84.32(d, C-3"),
48.27 (s, C-3'a), 40.61 (d, C-6"), 39.82 (d, C-7), 39.02 (d, C-6), 31.97 (1, C-4"), 28 74 (1, C-
5), 28.68 (1, C-9°), 28.00 (t, C-9), 25.82 (1, C-5" y C-8), 22.50 (t, C-10), 22.25 (1, C-10"),
19.73 (1, C-4), 13.95 (c, C-11), 13.79 (¢, C-11").
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EM (I, 70 ¢V): 384 [M'] (5), 368 [M'-16] (3), 304 (4), 236 (3), 193 (100), 192 (74), 175
(7), 149 (), 147 (1), 137 (149, 135 (7). 123 (7), 107 (26), 91 (9), 79 (12, 57 (14), 43 (9,
41 (R),

a.8) Reaceion de 42 con dinzometano,

A una solucion de 42 en éer etifico o 0°C se¢ e adiciond gota i gota o solueion
etérea de diazometano (formado a partir de diazald), obteniéndose A8 cuantitativamente.

--v"‘"‘"l?\‘-/‘. (j
COOCH,

o “‘\
4 Sconch.
/Yo ’

[
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Aceite amarillo.
Rf= 0.4 (hexano-ncetato de etilo 7:3).

RMN'H (300 M1z, CDC,, espectro 310 743 (VH, o, =069 Hez, LT, 3.61 (3, 5, OCHZ),
3.40 (3H, s, OCH3), 2.76 (11, d, J=9.6 Hz, H-7), 2.67 (111, dd, J=6.6, 3.9, 2.4 Hz, H-07),
2.54-198 (6L, ,m, H-4, H-8, H-8"), 1.99 (1, dd, J=12.3, 3.3 Hz, H-9), 1.88-1.20 (1311, m),
0.96 (34, t, }=7.3 Hz, F-11), 0.89 (31, 1, 3=7.3 Uz, H-11").

RMN"C (75 Mz, CDCL,, espeetra 32): 20583 (s, C-3 ¢ C-37), 200.20 (5, C-3 6 C-3"),
165.24 (s, C-1 6 C-17), 163.82 (5, C-1 6 C-17), 14712 (d, C-7"), 142.54 (s, C-3a), 135.28 (5,
C-7'a), 127.99 (s, C-7a), 59.81 (¢, OCHL), 51.47 (¢, OCH,), 51.01 (5, C-3"a), 44.52 (d, C-6),
A1.94 (1, C-8 y 8", 38.40 (d, C-7 6 C-6), 38.06 (d, C-7 & C-6"), 26.43 (1), 26.00 (31),
25.82 (1), 25.60 (t, C-5), 22.07 (1, C-10 6 C-107), 21.91 (1, C-10 6 C-10°), 14.47 (¢, C-11 6
C-11"),13.79 (¢, C-11" 6 C-11).
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3. Ciclizaciones del diligustilido (3) en medio alealine,
b.1). Reacciones de condensacion aldalica.
b.L.1) Con MeOMH-NaO} en THE.

A una solucion de dibigustilido (3) (65.7 mg, 0. 17 mmol) cu 5 ml de THEF se
adicionaron 184 mg (0.46 mmol) de NaO} en perlas pequeiias, las cuales penmaneeen e
estado solido en el fondo del matriz. A fin de aumentar la solubilidad de 1a base, se
adicionaron 0.5 mi de metanol. La mezcla heterogénea se sometid a reflujo por 2.3 horas
(analisis por CCI) sin lograr la disolucion del NaOI. Este proceso Hevo a la oblencion
cuantitativa de 49, de mayor polaridad que [a matena prima. EF THE de la mezcla de
reaccion fue eliminado a presion reducida hasta un volumen aproximado de 3 mi,
adicionindose entonces 10 ml de CH,CL,. La fase orgamica (CH,CL)Y se lavo por cinee
ocasiones con una solucion acvosa de HCEal 10 %, con solucion saturada de NallC Oy, con
salmuera, y con agua desitada (10 ml cada uno). Bl disolvente de fa fase organica se
elunind por destilacton a presion reducidit y ol residuo obtenido se aplicd en un columni
cronudogridfica, utilizando como eluyente la mezela hexano-acetato de etilo (8:2), 1o que
permitio obtener 49 (65 mg, 92 %) .

Aceite amantilo,
Rf = 0.4 (hexano-acetato de etilo 7:3).

IR (pelicula) v .0 3435, 2957, 2871, 1721, 1676, 1012, 1437, 1381, 1298, 1260, 1215,

Hav’

1087, 915, 741 em'™.

UV (McOH) A,,,, nm (e): 297 (4799), 222 (3125).

RMN'H (300 MHz, CDCl,, espectro 33y 7.37 (FH, d, 372 Hez, H-7"), 3.66 (31, 5, -
OCH,), 2.92 (1H, sa, W,,= 6.6 Hz, H-6"), 2.89 (111, sa, W), 6.0 Hz, H-7), 2.52 (1H, dd,

J=10.2, 2.4 Hz, 11-8), 2.40 (1H, H-4a), 2.40 (1H, m, H-6}, 2.27 (11, H-8"), 2.02 (I1H, ¢, J=
9.3 Hz, H H-5a), 1.85 (1H, m, H-4b), 1.84 (1H, m, H-4'a), 1.82 (2H, m, H-9), 1.80 (1H, m,
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H-5a), E70 (HE m, H-10a), LST Q2H, my H-9°), 143 (TH, m, TS, £.25 (U, m, 11-10b),
F25 (2H, m, TE107), 124 (FH, ma, T-47b), 124 (0, my HEShy, 0.98 (3 ) 1=7.0 ez, 1T
1E"), 0.97 (3H, t, J=7.0 Hz, H-11).

RMNC (75 MHz, CDCL, espectro 34): 207.80 (s, C=3), 206 55 (5, C-37), 16932 (s, C-17),
164.28 (s, C-7'a), 148.63 (d, C-7"), 13843 (5, C-7a), 134.95 (5, C-3u), 81.75 (5, C-1), 59.21
(d, C-8), 54.24 (d, C-8"), 53.65 (s, C-3a), SL& (¢, OCH,), (1055 d, C-7), 38.46 (d, C-0),
37.66 (d, C-67), 29.87 (1, C-97), 29.25 (1, C-57), 26.46 (1, C-4"), 26.20 (1, C-9), 23.79 (1, C-
3), 2138 (t, C-107), 20.66 (t, C-10), 17.59 (1, C-4), B3O (¢, C-11), 1420 (0, C-11).

EM (IE, 70 ¢V): 412 [M'] (62), 380 [M'~ CHLOTI (15), 369 [M'-C H, ] (22), 337 (12), 220

y b e

(M- 190] (100}, 221 (57), 190 (66), 161 (31), 148 (23), 105 (16, 91 (14}, 77 (1 3y, 55 (22).

b.1.2) Con McON2a en i-PrOH.

A una solucion de diligastilido (3) (29.0 myg, 0.076 mumol) en 10 ml de -PrOf se
agregaron 0.2 ml de vaa solucion de McONa ol 1% en McOIL La mezela se someto a
reflujo durante 10 minutos, observandose mediante control por CCE fa transformacion de 3
en 49, Se adicionaron 10 ml de agna, se neutralizo Ta mezcha de reaccién con una solucion
acuosi de HCHal 10 % y se extrajo exbaustivamente con acetato de etilo. Bl producto 49 se
purificd. mediante cromatografia en placa preparativa, obteniéndose 20wy (84 %) do
rendimiento,

b.1.3) Con Na,CO3 en mezela Me,CO-1,0-MeO1Ll,

A Lo mezela resultante entre la combinacion de S08.2 mg (133 mmol) de
dilignstilido (3), 25 ml de acetona y 2 ml de metanol, se adictonaron 1.04 g (0.96 mmol) de
Na,CO, disueltos en 20 ml de agua. La mezela total s¢ sometio a reflujo durante 3 horas de
acuerdo con ¢l control por CCE, al cabo de las cuales, In maternia prima fue transfomiada en
cinco productos. La recuperacion de los mismos se Hevo a cabo mediante exhaustivas
extracciones de la mezela de reaccion con acetato de enilo, La fase acuosa remanente de la
extraceion se aciduld a pH 4 con HCLal 10 % y se extrajo nucvamente con acetato de ctilo,
Ambos extractos orgdnicos se reunicron, y ta fase organica total se lavo con salmuera y con
agua destilada, se secd con Na,(CO, y se concentré mediante destilacion a presion reducida
para obtener un residuo amarilto obscuro. La separacion de log cinco compuestos se realizo
mediante cromatografia en columna. Este procedimiento permitio el aislamiento de una
mezcla de cristalina 49 y 50 (360 myg, 65 %, espectro 35) que no pudo ser resuelta en sos
componentes, y que fue analizada mediante difraceion de rayos X (figura 8), del epimero en
C-8" de 49 (51, 20 g, 4 %), asi como de los productos de hidrolisis 41 (46 mg, 9 %) y 42
(55 mg, 10 %).
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Acelte amaritlo.
Rit= 0.4 (hexano - acetato de enilo 7:3)

IR (CHCL) v, 3389, 2062, 2935, 2873, 1774, 1741, 1772, 164, 1439, 1368, 1277, 1254,
1090 e

RMN'IT (300 Mz, CDCL, espectro 36): 7.36 (11 d, 1269 He, H-T7), 3,68 (3L, 5, OCH3),
294 (1, m, 167, 283 (U, dd, 129.6, 2.7 Hz, H-7), .69 (1HL d.F=9.9 Ly, T-8), 2,36
(0L, F6, HA8), 2,72 (20, m, 1-97), 2.00 (11, m, 10-47), 187 (HEL, m, 119, 11-5). 1,80
(L o, FE100), 177 (UHG m, B4°), 16 (LHL i, HE=10), 1,50 (24, m, H-57), 127 (OFL m,
V-0, F-00%), 100 (3FL 1 J=7.2 Hz, H-tL 6 H-11), 0.88 (L G 3722 Hey H-11 6 11117y

RMN'C (75 MUz, CDCL, espeetro 37): 207 (5, U-3), 200 (5, C-3), 167.21 (5. C-17).
104.28 (s, C=77), 148,61 (d, C-7), 13923 (s, C-Ta), 135.12 (5, C-3a). 8351 (s, C-1), 57,57
(dh, C-8), 52.90 (5, C-3"a), 52.88 (d, C-8°), S1.90 (¢, OCHL), 40.99 (I, C-7), 39.00 (d, €-0),
37.65 (d, C-6), 1128 (1, C-97), 20.68 (1, C-37), 28.89 (1, C-47), 26.73 (1, €-9), 23.98 (1, (-
50, 2013 (1, C-100), 19,56 (1, C-10), 18.03 (1, C-4), 170 (¢, C-117), 1413 (¢, €-11),

EM (IF, 70 eV N2 (M} (), 370 [M'-C 1| (3'?), 369 [M-CLHGE(S0), 37 (34), 222 M
[OG] (849), 221 (100), 191 (41), 190 (8:4), 189 (2:h), 164 (15), 162 (18), 161 (38), 148 (10,
134 (103, 105 (15), 91 (12), 83 (14), 77 (13), 61 (14), 55 (273).
b.2). Reactividad guimica de 49,
b.2.1) Reduccion con NaBH, en McOIL.
El compuesto 49 (100.5 mg, 0.24 mmol) disuelio en 10 ml de metanol se hivo

reaccionar con NaBl, (36 mg) come en ad.l (reduccion de desmetilwallichilido, pagina
94), lo que permitié obtener 88.6 mg (0.21 mmol, 87.7 %) de¢ 52.
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Aceite amarillo.
Rf= 0.6 (hexano - acetato de etilo 6:4).
IR (CHCL) v, 3668, 3414, 2975, 2871, 1709, 1610, 1438, 1307, 1280, 1245, 062 emt

RMN'H (300 MItz, CDCLY: 7.32 (1, d, 1=7.0 Tz, 1070, 440 (1 sa, W, 7.0 He, 1
3, 3.67 3k, s, OCHL), 2.86 (111, m, 11-6"), 2.57 (111, dd, J=9.5, 2.5 Uz, 11-8), 246 (11, dt,
1-9.5, 3.5 Hz, H-7), 227 (1L, my HA6), 205 (1H, 1 H=4%), 197 (2H, dt, 1212.0, 2.0 He, H-
9, 11-5°), 187 Q2H, ddd, J= Hz, 18", 178 (111, dd, J=9.5, 4.5 Hz, 1-5), 1.71 (1, w, H-
A, 1,63 (TH, my, H-10°), 161 (T, m, He4), 147 (8, my, 197, L (UL mi H-107), L)
(L my H-10, H297, H-5, 132107 (3, my, M, TS50 189), 1.00 (3L € F= He, 1100,
0.95 (3, 1, J=7.0 Hz, 1-11").

RMNYC (75 Mz, CDCLY: 20902 (5, C3), 16314 (5, C-1), 148,14 (d, C-77), 140.76 (5, C-
74), 138.65 (s, C-3a), 135.63 (5, C-T'a), 85.87 (5, C-1), $3.52 (4, C-37), 6149 (d, C-8),
56.64 (d, C-87), 5387 (d, C-3"a), 51.75 (¢, OCH,), 39.08 (d, C-7), 18.58 (d, C-6), 57.62 (.
C-6'), 32.69 (1, C-9'3, 29.07 (1, C-57), 2696 (t, C-5), 25.22 (1, C-9), 23.85 (1, C-10°), 21.50
(1, C-10Y, 20.80 (1, C-4), 20,03 (1, C-4"), 1072 (. C-11), 1442 (e, C-11).

EM (L, 70 eV): 414 (M) (12). 396 (M -1LO] (1), 367 (M'-C,HL] (8), 353 (100), 222 {M"

190] (63), 192 (96), 191 (47), 190 (96), 189 (42), 165 (38), 162 (40}, 161 (71), 148 (60),
107 (25), 105 (42), 91 (32), 79 (30), 77 (36), 55 (36).
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C). Obtencion y Reactividad Quimica de Wallichilido (5).

e. 1) Obtencion de wallichiido (5).

e.b.1) Por tratamicnto de 41 con diacometino,

Il desmetitwallichilido (41) (32,2 wig, 0.081 mmol) se tratd a 0°C con una sotucion
etérea de diazometano, obteniéndose coantitativamente wallichitido (5). Su purificacion se
realizd mediante cromatografin en placa preparativa, utilizando hexano-acetato de cuto
{4: 1) como sistema de elucion.

Aceite amarillo.

R = 0.5 (hexano - acetato 7:3)

UV (MeOH) A, i (r): 272 (4236), 203 (7882).

IR: 2958, 2900, 2873, 1757, 1723, 1632, 1454, 1435, 1367, 1275, 1171, 1490 e

RMN'H (300 M1z, CDCL,, espectro 38): 6.69 (111 d, J= 7.0 Hz, H-7'), 5,00 (1, 1, §=8.0
Hz, H-8), 3.60 (3H, 5, OCH,), 3.31 (1H, d, J=9.0 Hz, 11-7), 3.05 (241, ddd, 1+18.0, 8.4, 6.3
Hz, 11-87), 2.58 (ML, d, =77 Hz, 177, 2.49 (1, t 1=7.5 Tz, H-6), ), 230 (211, dd,
J=15.3, 7.5 Hz, H-9), 2.24 (214, m, H-4), 1.90 Q8L m, 1-5), 166 (2H, m, [-4"), 1.65 (21,
m, H-9), 1.55 (21, sa, W,,2.5 Hz, H-5"), 1.45 (21, ¢, J=7.2 [z, H-10), 1.36 (211, ¢, 1+7.0
Hz, 11107, 0.93 GH, t, 1=7.2 Hz, H-11), 0.92 3H, 1, J=7.0 Hz, 11117,

RMN"C (75 MHz, CDCI,, espectro 39): 208.17 (s, C-37), 109.26 (s, C-17), 168.68 (s, C-1),
153.36 (c, C-3a), 148.55 (s, C-3), 138.73 (s, C-T'a), 13731 (d, C-77), 12712 (s, C-Ta),
110.87 (d, C-8), §7.05 (s, C-3'a), 5141 (g, OCH,), 39.33 (d, C-7), 38.26 (1, C-87), 38.02 (d,
C-6), 37.90 (d, C-6"), 29.36 (t, C-97), 28.23 (1, C-5"), 27.86 (1, C-9), 27.77 (1, C-47), 25.57
(t, C-5), 22.36 (1, C-10, C-10°), 18.78 (1, C-4), 17.74 (q, C-117), 13.99 (g, C-11).
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c.1.2) Por metanolisis de diligustilido (3) con L3, COy, Na, COy, GCO, 0 Cs OO

Todas las reacciones se Hevaron a cabo en una escala de 50 mg de diligustilido (3).
En una reaccidn tipica, a una solucion de 3 en 7wl de metanol mantenmida en agitacion, se
adiciond una mezela de 100 my de ta base (11,00, Na,CO,, K,CO, 0 Cs,COL) en metanol,
La reaccion se mantuvo por 15 minutos a 0°C, i temperatura ambiente o a reflujo (ver tabla
2), al cabo de los cuales se filtrd. El filtrado se diluyd con agua y se neutralizd con HCL al
10%. Lsta mezcla se extrajo con acetiato de etilo (20w, cuatro ocasiones). Lo fase orginica
se lavo con salmuera, se secd con NoyCO, y se concentrd a presion reducida. Bl crudo de
reaccion se analizo mediante RMN'H, de acuerdo con la integracion del drea bajo Ia curva
para la seial de a 11-7" de cada componente, lo que permitio identiticar una mezela de Jos
productos diligustitido (3), wallichilido (5) y sus derivados 53-56, en los rendimientos
ndicados en la tabla 2, pigina 04,

Aceite amarillo,
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RE= 0.5 (hexano - acetato de etilo 7:3),

RMN'H (200 Mz, CDCY, espeetro 40y 730, (1L o, 55720 Ha, W), 4062 (UL G 180
Hz, 1E8%), 3.60 (R, s, OCHS), 287 (11 dd. =70, 28 He H-07), 272 (L L 1-9.16 12,
H-7). 2.44-2.20 (), 2.05-1.80 (m), 18O<1A40 (), 126 (. 3720 72 e, 19, 19, 0,90
OHL 4 173 Tz H-10 H- 1

P ey, P ;}‘. A
Yd
—

, %
L ¢

\ b
COOH y BOOCH,
% )

FTN,  Co0GH, ~ Sy COOH

-

A e

RMN'TE 300 Mz, CDCL, espectio 1) 727 (L, 30609 Ve, H277), 7.09 (1, d, $=06.0
(e 1179, 357 (BHL 5, OCH ), 353 (3, 5, OCTHL), 2.84 (21, my, 11-6°), 2,65 (U1 m, H-7).
DA, HA6), 235120 (m), 0.94-0.83 CL2HL 41, HA 1y H-110),

. 1.3) Por wetanolisis de 3 con MeONa en metanol,

4 producte natural diligustitido (3, 211 mp, 0.035 anuol) disuelto ¢n 9 ml de
metanol se coloed en un bafio de hielo durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se
adiciond mediante jeringa, vna solcion al 2% de MeONa. Después de 15 minutos, Ja
mezela de reaceion se diluyd con 30 ml de agoa destilada, se neutralizo con HCL al 109 v
se extrajo con acctato de etilo (20 ml por tres veces). La tase de orginicn se favo con
saliuera, se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion redueida, Bl andlisis
mediante RMN'H de Ta mezela de reaccion permitio determinar Ja presencia de 3. 5, y 53-
57 (rendimientos mformados en la tabla 2), La vartacion de 1 temperatura en a reaceion se
reflejd en una modificacion de tas proporciones de cada componente en a mezela como se
indica en la tabla 2.

¢. L) Por metandlisis de 3 con MeONa en metanol y tratamiento dcido.
Cantidades aproximadas a 50,0 myg (0.13 mmol) de diligustilido (3) fueron disuchas

en 10 ml de metanol, dejindose estabilizar durante 15 minutos a la temperatura que se
descaba monitorear (tabla 3). Transcurrido este tempo, se adicionaron 2 il de una solucion
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al 0.3 % de sodio metdlico en metanol a cada uno de los sisternas. La reaccion se dejo
transcurriv por 15 minntos (control por CCF), al cabo de los cuales, se extrajeron 5 ml de
cada mezely, y se colocaron enomatriaces que contenian 5 ml de agua destilada. La sobucion
resultante se extrajo con acetato de etilo (200 mlb por tres ocasiones) y la fase orginica se
lavd, s¢ seed y se concentrd al vacio. Los 5 mib restandes de cada mezela de reaccion, se
trataron com T b de HHCT ol 10% y se someticron durante 15 minutas mis a las condiciones
miciales de trabajo. Al cabo de este ticinpo, se aplicd ¢l procedimiento de recuperacion. Ta
proporcion de os componentes de cadiomezela se determing mediante andlisis del coudao de
reaceion por RMN'H, de acuerdo con Inintegracion del drea hajo fa curva para la senal
debida a 11277 de cadit componente. B andlisis de estos espectros indican ta presencia de 3,
5, ¥ 53-57, en las proporciones especificadas en la tabla 3.

¢.2. Reactividad de Wallichilido (3).
¢.2.1) Reduccion de walhchilido (5) ¢n metanol,

A TEZ mg (0.026 mmol) de § disueltos en 10 ml de metanob se adicionaron Eomg
(0.29 mmol) de NaB, Al cabo de 15 minatos, el andlisis por CCE ndied fa presencia de
nn producto de igual polarsdad que o materia prima pero que revelaba de color amarilio
itenso. La recoperacion del mismo se Hevd a cabo cowo en adiic B oandhisig
espectroscopico de este compuesto permitid wdentificarto como 38, gue cortesponde ol
producto de reduccion [ 4 de 5,

Aceite amarillo.

R = 0.3 (hexano - acetato de ctilo 7:3).
RMN'H (300 MHz, CDCI,, espectro 42): 5.07 (1H, t, J=7.8 {2, H-8), 1.55 (3H, 5, OCLL),
340 (L T=9.0 ez, F-7), 305 (2H, ddd, 1=18.0, 8.4, 6.3 Hz, H-87), 272 (1H, ¢, }=10.2

Hz, H-67), 2.51-2.24 (5H, my, 129, F-6, H-4), 1.90 (2H, m, 11-5), 1.66-1.2 (101, m, H-107,
F-97 -5 -0, H-10), .94 (3L y, 1=7.2 Bl 16100, 0.91 (3H, ¢, =70 He, H-117).
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¢.2.2) Reduccion de wallichilido (5) en THE con CeCLTHL O,

1 compuesto 5 (92.3 mg, .22 mmol) se disolvid en 45 mb de THE a 0°C0 A esia
solucion se agregaron 270.0 mg (0.72 mmol, 3.0 ¢q.) de CeCl, 7HLO disueltos en 7 mt de
metanol. La mezcla total se mantavo en agitacion a 0°C durante 10 minutos, al cabo de los
cuales se adicionaron lentamente 1004 my {027 mumol) de NaBH,, pennitiendo que ta
reaccion continuara durante 5 h (control por CCEY, s observar transformacion de la
materia prima. A tin de acelerarla, Faomercla fue calentada a tempertura ambiente durante
8 horas y atn despuds de subsecuentes adiciones de NaBH, (10.4 mg, 0.27 nmol) la
nateria prima continud inalterada. Para la recuperacion de la mmsma, se adicionaron 30 1ml
de agua, ef THE de esta mezela totad se chmind por destilacion a presion reducida y la fase
acuosa remanente Se extrajo por tres ocasiones con 23 ml de acetato de etilo. La tase
organica se lavd con salmuera, se secd con Na,CO, se evapord a presion reducida y se
xamind por RMN'H. Esto indicd a 5 como tnico compuesta recuperado. Loz misnos
resultados fueron obtenidos usando p-dioxano en sustitucion de THE,

c.2.4) Intento de reduceion de wallichilido (23) con LIANL, CeClLL.74H,0 y ALCH,

BV material recuperado de Ta reaceion anterior se disolvio en 50 ml de p-dioxano. A
la disolucion resultante se adicionaron 271.3 mg (0.73 mmol) de CeCLHLO en 10 ml de
metanol y S0.6 mg (0.38 mmol) de AICH,. La disolucion total de los reactantes se logro
mediante calentamiento de la solucion, una ver Jograda ésta,  la mezcla seoenfrio a
temperatura ambiente y se adiciond 10,42 mg (0.29 mmol) de LiALH,. Despucs de 7 horas
de reflujo no se observd transformacion de la materia pruma,

. Reacciones Adicionales.
Q1) Reduecion de diligustilido (3) con NaBH, en MeOI1L,

A 347 mg (0,091 mmol) de dibgustilido (3) disueltos en 10 ml de mcetanel se
agregaron 4.9 my (0,13 mmol)de NaBH,. La reaccion permanecid a temperatura ambiente
durante 40 minutos (control por CCE), observiandose solo transformacion parciat de la
materia prima en dos productos, por lo cual, se realizo una segunda adicion de 4.3 mg (0.11
mimol) de NaB,. Después de 30 minutos se observo el consumo total de la materia prima,
La reaceion se concluyd mediante la adicién de 20 mil de agua destilada. La recuperacion de
fa mezela de reaceion se efectud por extraceion de la fase acuosa con acetato de ctilo (20 ml
por tres veces). Il andlisis mediante RMN'IT del residuo obtenido  después de la
climinacion del disolvente por destitacion a presion reducida indica la presencia de 5 y 58
en una relacion aproximada de 55:45 comao productos de la reaceion,
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Bl estudio de ta reactividad quimica de los ftahidos Z-ligustiido (1), diligustibdo (%)
y toguindlido B (8) permite concluir:

b). BV Z-higustihdo (8) es un compuesto que se deshidropena espontanceamente preary
generar ¢l dertvado aromatico 240 Esta veaceion disminuye sigoiticativamente sk 1 se
mantiene en ausencia de oz y oxigeno, y a hajas temperaturas.

2). BY Z-higustilido (1) no antodimerniza espoatineimuente para obtener productos de
cicloadicion, por lo que los ftalidos diméncos astados hasta ahora de fuentes naturales no
deben ser considerados antefactos.

3. El sisterma carbonilico w3,y o-msatorado det Zhigustilido (1) anpide que o
dieny Ca)-C(7a)-C(N-C(6) reaccione pava generar cicloaductos frds + n2s) bajo catdbises
con acidos de Lewis, por to que ¢l doble enlace C(6)-C(7) se comporta comno una olefna
aislada, presentando reacciones de adicuon.

4y, Bl Z-ligustihdo (1) se amtodimeriza bajo catalisis con dedos de Lews para
gencrar los productos 30-330 De da mezela de dimeros, 30y 33 son los productos
mayoriarios.

R ‘4 .
4 - BEy Oy
' e e

b ‘:'4-‘:,"’1"."‘\{ CHEA Y fef T2 s e
\

p T o 30 ”'{ 3
!

1 | 0 / ; -
\‘\., . .. .-‘i) T ( P -"-\,: ,(
\4 :(\.“ LI[«“ i ({/\ o ’{\ 5{ {n
; }J K w\) “L ) ] \0
3z f a 4 n

5). Los carbonos del doble entace C(6)-C(7) de | contienen densidades electromicas
semejantes ya que no existe una notable regio-setectividad en las reacciones de adicion que
involucran esta oletina y que dan origen a los dimeros 30-33.

6). El toguindlido B (8) pudo ser utilizado como compuesty modelo para ¢l
establecimicnto de as condiciones de hidrolisis y reduccion de! diligustitido (3)

7). El diligustilido (3) pudo ser wanstormado selectivamente a rel-(37R)-3°,8"-
dihidrodiligustitido (4) y rel-(3'8)-3",8 -dihidrodiligustilido (45), mediante (a) hidrdlisis
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selectiva de la factona fusionada ol bicclo para geoenn desmctilwallichilido (41), (b)
reduccion del grupo ceto de 41 para formar su dibidrodenvado 43 y (o) lactomizacion. La
estercoseleccion de esta Wltima reaccion es dependiente del disolvente: en diclorometano y
benceno se obticne rel-(3°5)-37, 8 -dihidradilipustilido (45), micntras que en THE se obtiene
rel-(3’R)-3" 8" -dihidrodiligustilido (4).

FTT P -
) “,.‘..\’ __/;;'
rl "‘».-»-0 0
Ha 20 an (D7) e "“Mi t WO0OH
Ml (P 1) . R .
‘ COOIH .
) CCOH
A 0
I
Pk g, 4 Mt
1a
P i LRl .
e’ I - S o
R Ny SOCHTT Y SUERITIE s R ¢
T 4, ,ﬁ‘ ta Han by Hhmin A /
\f_' T8 () g e [ R, / i 8 0
‘~"‘\ - fra), 0 h) N
L) R S
o Sy /, ey
-
/
45 4

a) MsCH Py fCHECE, Lo 15 min
DY TCH Py ACTICH, La 1S oun,

8). Lin condiciones alealinas no acuosas, el diligustilido (3) presenta una serwe de
condensaciones alddlicas que dan origen al compuesto pentacichco 49, mientras que on
condiciones basicas acuosas s¢ obtiene una mezcla de los compuestos 49-51. Esto indica
que en sistemas no acuosos una reaceion de C-alquilacion procede preferentemente y que
en sistemas acnosos existe competencia entre las reacciones de Cealquilacion y O-
alquilacion. Adicionalmente, en sistemas basicos acuosos 49 se cquilibra a 51,

';l‘ Il..ll!'! I'l() [HA T8

on
m-_r!‘“‘ 7 ( sts[‘mn m\.ﬁr""_..
~ATf Fs0
s | ST
COCEMy I iy BTNV )“" " m«m
o
56 49 51

9). El wallichitido (5) puede sintetizarse selectivamente a partir de diligustilido (3)
mediante metanolisis directa. Esta reaceion es dependiente de la temperatura y de la base

i



utilizada. A altas temperaturas y con bases fuertes procede [a apertura de da factona «,f3,y,6-
insaturada de 3, mientras que a bajas temperaturas y con bases débiles s obtiene
wallichilido (8), ¢! producto de la apertura de la factona fusionada af bicielo,

e \i 0
en e MELNA T MO o COOCH,
l e 1% -
‘:-: G}
0
., T
-l S
,[ ¥y 53
L_-_ AV ,
SRR
j.-' xo‘)'"“

3 .0
o \?

a0 Mel) RN
e ?..15 COTMel 7N, VOCOH,
3 iSann

5

10). La reactividad quimica del diligustilido (3) se ilustra en el siguiente esquema,
La apertura regiosclectiva de la lactona fusionada al biciclo pennite generar 41 6 5. 1
compuesto 41 puede sufrir tanto reacciones de adicion 1,2 como 1,4, Sin embargo, 5 solo
presenta adiciones 1,4, Tanto § como 48 pueden Hevar a cabo reacciones dcido-base para
generar fos compugestos 49-51.

Adicionr (j
“, “v(' e vva y
R < 24
N )y coe
[ T\O
w— o
- A coon COOH
Adicidn 14, - "/ o
- [ 11 12
e Adicidn B2
o Adicion LA_ Vo
[ . Sy ?w[‘
3 iy - 0
\COC}CH,

- Aulicion

. S lg  Gooen, /\ o COOCH,
/ ( 5 / Ty

Koo Adicihim 1,2 Renceidn acido-base

L..'r"' et

t1). Los productos naturales y algunos derivados obtenidos han sido evaluados
preliminarmente como sedantes, relajantes de musculo liso y agentes citotoxicos, Los
resultados obtenidos indican que 8, 40, 41 y 42 potenciahizan el efecto sedante del
pentobarbital sédico en un 70.8 %, 101 %, 66.0 % y 52.3 %, respectivamente, mientras que
1, 8 y 59 provocan una relajacion en ileon aislado de cobayo del 41.5%, 32.4% y 54.6 %,
respectivamente a una concentracion de 0.05 mg/mi. El compuesto 8 ¢s citotoxico para las
lincas celulares de colon KB y HCT-15,
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