UNIVERSIDATD NACIONATL. AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA:

DERIVATIZACION QUIMICA DEL. ZLIGU .
UN METABOLITO BIOACTIVO DE Ligusticum porteri,
PARA SU EVALUACION BIOLOGICA

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QL U I M I C (@ ]
P R '3 s E ~ T A
RICARDO FIGUEROA GONIZALESY
MEXICO, D. F., 1997.
TESIS CON

FALLA

DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



LLos resultados do esta tesis se presentaron en e}
23™ iInternational Symposium on Natural Products,
celebrado ol 8 y 9 de Mayo de 1997
en Oaxtepec, Morelos., México.



Este trabajo de investigacién fue desarrollado con apoyo financiero del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT).
como parte del Proyecto 4794-N9406
bajo I1a supervision del Dr. Guillermo Deigado Lamas.



DEDICATORIA

A DIOS

A mis padres:
Alicia Gonzalez Arriaga y Victor Figuerca Gutierrez.
A mis hermanos:

Giloria, Gregorio, Aurora Maura, Alejandro,
Victor Manuel y Maria det Socorro.

A mis sobrinos:
Omar, Edgar, Gaby, Alejandro y Adrian.
A mis tios y primos:
A Maripar
A M Maestros:
Federico, Sergio, Tono Lee y Rafa.
A la Universidad Nacional Auténoma de México.
A la Facultad e Instituto de Quimica.
Al laboratorio 1.
A Baden Powwell y Napoledn Hill.
A México.

A mis todos mis companeros y amigos de todos lados.



EL ZORRO MUTILADO. Fabula del mistico arabe Sa’'di:

Un hombre que paseaba por el bosque vio un Zorro qQue habia perdido
sSus patas, por 1o que el hombre se preguntaba cOmo podria sobrevivir

Entonces vio llegar a un tigre que llevaba una presa en su boca. El tigre ya se
habia hartado y de)é el resto de ia came para el Zorro

Al dia siguiente Dios volvid a alimentar al zorro por medio del mismo
tigre. El comenzd a maravillarse de la inmensa bondad de Dios y se dijo a si
mismo- “Voy también yo a quedarme en un rincon, confiando plenamente en el
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1. INTRODUCCION



El estudio de los fendmenos de la naturaleza es el objeto de las
investigaciones cientificas. Dentro de este amplio campo de estudio las plantas
han sido un objeto de interés muy particular desde los tiempos iniciales de la
existencia de la humanidad. Particularmente, en México, el uso de plantas para
aliviar algunos dolores y en el tratamiento de algunas enfermedades ha sido
ampliamente usado.

La investigacidn y estudio de las plantas con la intencién de aislar los
diferentes constituyentes quimicos y la posterior elucidacion estructural es una
tarea dificil y laboriosa. Adicionalmente, es necesario evaluar el potencial
farmacoidgico de ios metabolitos secundarios mediante bicensayos preliminares,
siendo estos de suma importancia, ya que con ellos se puede llegar a ponderar ia
eficiencia de tales constituyentes.

Por ello, es deseable realizar bioevaluaciones de los extractos de plantas y
realizar el fraccionamiento y purificacién de los constituyentes aplicando
simultaneamente un bicensayo qQue permita dar seguimiento a la bioactividad.
Este procedimiento permite la identificacién de los constituyentes
presumiblemente responsables de cierta actividad bioldgica

En las Jultimas décadas se ha desarrollado esta metodologia de
investigacién, acrecentdndose las aportaciones y la vinculaciéon entre la
fitoquimica y la medicina. El esquema 1 estd adaptado de la publicacién de
Hostettmann,' y muestra sucintamente la secuencia experimental que, entre otras
opciones, puede seguirse para la obtencién de substancias bioactivas.

Esquema 1. Procedimiento para la obtenciéon de
substancias bicaclivas a partir de plantas.
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Las investigaciones en esta area son de gran interés en el sector saiud
principaimente para las industrias farmacéuticas que, mediante derivatizacion
quimica y bioensayos selectivos y espacificos logran la obtencién de compuestos
apropiados para el tratamiento de alguna enfermedad. Si bien el proceso de
lograr encontrar un nuevo farmaco es riguroso, largo y costoso, el beneficio social
o3 invaluable.



2. ANTECEDENTES



El Z-ugustilido [1], es un metabolito secundario presente en aigunas
especias vegetales pertenecientes principalmente a la familia Umbelliferae. Esta
familia se encuentra dividida en dos subfamilias, y la ubicacion taxondmica del
género Ligusticum, de donde se aisld el Z-ligustilido {1] empleado en el presente
trabajo, se muestra en esquema 2. En base a las investigaciones fitoquimicas de
algunas umbeliferas que datan desde el siglo pasado.’® ahora se sabe que este
grupo de plantas se caracteriza por producir compuestos denominados ftalidos.
Dichos compuestos se aislan principalmente a partir de las raices de este grupo

de vegetales.
F mrrvha Subtarvhe

Canne® ———— —Apuisrr
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Esquema 2. Algunos géneros de Urr

En general los fialidos son un grupo de productos naturales analogos
estructuralmente del anhidrido ftalico, de donde deriva su nombre. La biosintesis
de los fldlidos proviene del acido acético’® (véase Esquema 3.). por 1o que se les
denomina genéricamente acetogeninas o policétidos. Su distribucion en la
naturaleza es, comparativamente con otros productos naturales, tales como los
terpenoides y polifencles, relativarmente restringida.

Como productos naturales, los ftalidos pueden dividirse, de acuerdo a sus
caracteristicas estructurales, como monémeros y dimeros. Los mondmeros, a
pesar de su aparente simplicidad estructural, han demostrado en ciertas
transformaciones, una reactividad quimica caracteristica.

Es interesante notar que numerosas plantas que poseen ftdlidos son
empleadas para diversos propésitos en la medicina tradicional de varios paises
de! mundo, entre los que destacan China, Japén, México, Norteamérica, y algunos
paises de Europa, donde algunas especies son abundantes.



Los usos etnomédicos de las preparaciones que emplean plantas que
poseen ftalidos son muy variados y se han resenado repetidamente en la
literatura. Particularmente en la Republica Mexicana, el té de las raices de
Ligusticurmn porterr es utilizado por los indios tarahumaras, quienes la conocen
como “chuchupate”, en el tratamiento de dolores gastrointestinales, de cabeza,
fiebre, reumatismo e hinchazon *'? Generalmente se presume que los ftalidos
contenidos en estas plantas sean precisamente los metabolitos secundarios

responsables de esta actividad

Leviscum officinale

A ———— M 3 —
scoo ©
CHACOOM L BRT o
Z-hgraatitato | 1]
E! ma 3. Ruta bi para el Z-ngustilido {1].7*

En los ditimos afios en nuestro laboratorio se ha investigado a esta planta
medicinal'>'” y han sido numerosos los compuestos aislados e identificados,
consistiendo principalmente en ftalidos monomeéricos y diméricos, acidos fendlicos

y. recientemente, acil glucosil esteroles. '

Entre los ftalidos aislados, el compuesto mas abundante fue el Z-ligustilido
{1). Este metabolito secundario, a pesar de su aparente simplicidad estructuratl, ha
demostrado en ciertas transformaciones una reactividad quimica caracteristica
por los grupos funcionales presentes, los cuales pueden describirse
inclusivamente como: una y-lactona-a,B.y.8-insaturada, un dieno homoanular, un
trieno conjugado, un éster de enol, un carbonilo a.f.y.&-insaturado y un
ciclohexadieno conjugado. El conjunto de estos grupos presentan en si varias
posibilidades de situ- y regio- diferenciacién, por lo que la prediccion de los
productos de reaccidén no es, en ciertas ocasiones, obvia.

Como se menciond anteriormente, Z-ligustilido [1] es un metabolito
secundario aislado de varias especies vegelales. [(a tabla 1.0 muestra las
especies vegetales informadas en la literatura que biosintetizan a esta substancia.



Tabla 1. Algunas esp

que biosir

\ Z-ligustitido (1].*
Especie Referencis

Apium gravecolens graveolens 38

Apium graveolens L. var rapaceum, 38, 42

Apium graveolons L. var. dulce. 20, 22, 27,42

Peucedaum 50

Petroselinum crispum var. Tuberosum. 38

Bupleurum 50

Bifora testiculata. 38

Cnidium monnien

Cnklium officinale

Ligusticum acutilobum
Ligusticum acutiloba var. Sujiyame.

50
20, 22, 23, 24, 31,
40, 41, 43, 47, 50, 55
20,21, 22,19

19, 22
Ligusticum chuangxiong 30.
Ligusticum officinale 41
tigusticum waliich Franch. 9, 26, 28, 34, 35,
Ligusticum porten 18, 17.57
Meum athamanticum 36,
Angelica acutifoba 45, 50, 51
Angelica acutiloba

Angelica dahunca

25, 40, 41, 48, 51, 53
50
Angehca dohuzica

30
Angelica glauca 33
Angelica radix 54
Angelica sinensis 30, 49, 51
Angelica tenutssima 44
Angelica tohou 50
Arehangelica officinalis 30
Levisticurmn acutilofolium 30
Levisticum chuanxiong 30
Lewisticum officinale

8, 18, 22, 29,
30, 32, 37, 39, 46.
Levisticum jeholense 30
L iCi cf iong (r 52
Ligustici rhizoma 56

" Las referencias mostradas fueron ordenadas en secuencia cronologica.

Por otro lado, hasta el momento se han informado dos rutas sintéticas para
el Z-ligustilido {1]). La primera de ellas,™ consiste de 4 etapas; parte del acido 2-
formil benzoico, el cual reacciona con n-butilidentrifenilfosforano, generado in situ
a partir del bromuro de n-butilfenilfosfonio y ter-butéxido de potasio para generar
el acido 2-pentenilbenzoico como una mezcla de las isdbmeros Z y E. Esta mezxcia
se disuelve en acido acético glacial y se trata con una solucién al 30% de
peroxido de hidrégeno, 10 que genera al 3-hidroxibutilftdlido. como una mezcla de
los isbmeros eritro- y treo- en una proporcion de 3.2, Después de una reduccion
de Birch, esta mezcla se deshidrata con anhidrido acético y piridina para generar
el Z-ligustilido [1]. Esta ruta tiene 22% de rendimiento. Las condiciones de
reaccion asi como los rendimientos parciales se muestran en el esquema 4.



"
O
M
o
(=]

"
° a2 O N _0%hz0z
on T T TAcko Aceso
1'.|-m nhlm
L]
Acsda I
2. zwm koo
)Pm-a
_ g (s) 4hl ‘mb
:n.m-c TH MeOH wace
7h (m
}Nb’uﬂJS zmtmo(u
airudrofbiics

Esquema 4. Ruta sintética para el Z-ligustllivo [1).

La otra ruta de sintesis

57 parte del ftalido comercialmente disponible, e

involucra 3 etapas, requiere tiempos de reaccidn cortos y disminuye la necesidad
ftalido de la

de purificacién cromatografica de los

intermediarios.

Ei alcohol

primera etapa fue obtenido diasteroméricamente puro en cuatro horas y pudo ser

usado en la préxima etapa sin purificar.

La reduccidn de Birch y posterior

deshidratacion generd 1. El esquema S muestra esta ruta sintética

1) LOA. 20 mn NH3. Ne
° AD'ON
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° L)
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Piridina yece
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1 h. & refhyo
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Esquema S. Segunda ruta sintética para el Z-ligustilido [1).%7

Es interesante mencionar que existen

principalmente sobre las empleadas en

informes de pruebas biolégicas

aplicadas a los extractos de las plantas de !a familia de
la medicina

las umbelliferas,

tradicional china y



japonesa,'®**> pero son relativamente pocos los informes disponibles en donde
se prueban los compuestos en forma pura.*>*7-%

En la literatura podemos encontrar que Z-ligustilido [1] presenta una serie
de propiedades farmacolégicas interesantes. Presenta toxicidad (DLs 20 ppm) en
el bicensayo con Artemia salina'’ y se informa ue tiene actividad
antiespasmddica, antiasmatica®*® y relajante de! musculo liso.

Adicionalmente, algunos compuestos semejantes estructuralmente al Z-
ligustitido [1]. han mostrado propiedades sedantes en ratones.™

Ademas, el compuesto 6-hidroxi-7-metoxidihidroligustilido, aislado del apio
(Apium graveolens). fue recientemente patentado como una substancia util en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer *>*

o

ocn, ©

Esquema 6. Estructura det 8-hidroxi, 7-metoxi 3(8)-dihidroligustilido,
compuesto considerado de utilidad en el tratamiento de
la entermedad de Atzheimer,




3. OBJETIVOS
Y
JUSTIFICACION



Debido al uso que poseen en la medicina tradicional las plantas qQue
contienen fdlidos en general, y Z-ligustilido [1] en particuler, y al potencial
farmacolégico que poseen estas substancias, se considerd conveniente Ia
realizaciéon de estudios referentes a !a reactividad quimica de Z-ligustilido [1], una
substancia representativa de as ftadlidos, con los objetivos gonerales que son los
siguientes:

a) generscidén de conocimiento sobre la reactividad quimica de las
substancias orgénicas, y

b) coadyuvar a! establecimiento de las relaciones entre la estructura y la

activided biolbgica.
Por lo anterior, se establecieron los siguientes objetivos particulares:

1. Realizar ol aislamiento del Z-ligustilido [1]) (considerado como materia
prima), a partir de una de sus fuentes naturales, que es la raiz de Ligusticum
porteri.

2. Lievar a cabo diversas reacciones quimicas con Z-ligustilido [1] que
permitan la obtencidn de derivados, con el propdsito de conocer la reactividad
quimica de este producto natural.

3. Adicionalmente, realizar algunos ensayos bioldgicos preliminares
(antimicrobianos, antifungicos y toxicidad frente a Arternia salina) Que permitan
stablecer la variacién de bioactividad con respecto a la estructura molecular.



Comentarnios acerca de la matena pnma.

Desde su aislanuento, se observé que Z-ligustilido [1] posee una
reactividad particular. Es 1abil al contacto con oxigeno. luz y calor.’™ Su
transformacion espontanea genera 2-3-butilidenftalido [2]) (compuesto que ha sido
informado como metabolito secundario).'®?® y otros compuestos mas poiares no
identificados. Debido a elio, se procuré manipular y almacenar 1, asi como sus
derivados con atmdésfera inerte usando nitrégeno, aislados de la luz y mantenidos
a 0°C, logrando evitar y reducir su descomposicion. En la lteratura se han
informado algunas maneras de almacenar 1 con el fin de intentar reducir esta
reactividad. Una de las técnicas indica que 1 almacenado en disolucién de
diclorometano, éter dietilico y metanol, aislado de la luz y a temperatura ambiente
puede mantenerse sin presentar signos de aromatizacién o polimerizacién
apreciable alrededor de 150 dias.™ Otro informe indica que si 1 se mantiene
guardado en disolucidn con cloroformo, puede conservarse durante un afio sin
que se presenten compuestos de c.ie:‘»compc»sn:ién."3

El Z-ligustilido [1] se obtuvo de las fracciones de menor polaridad de la
cromatografia del extracto acetédnico de las raices de Ligusticum porteri, y fue
purificado por cromatografia antes de wusarlo como sustrato de reaccion.
Experimentalimente no se logré obtener al Z-ligustilido [1] totalmente puro, debido
a que el compuesto 2, posee un Rf igual a 1, debido a su semejanza estructural.
En la literatura se han informado algunos intentos de purificacion de 1 mediante
métodos tradicionales de cromatografia, Uno de ellos mediante cromatografia en
columna abierta'® y otro por medio de cromatografia en capa fina.> En estos dos
casos anteriores los resultados la purificacién es parcial, pero actualmente, por
medio de HPLC>*** es posible separar 1 de 2.

La pureza de 1 fue obtenida mediante la interpretacion del! espectro de
RMN 'H de 300 MHz, (espectro 1) de una muestra de 1 recién cromatografiado.
Después de este andlisis, que se detalla mas adelante, se determind que en la
mezcia 1 se encontraba con 86.46% de pureza, correspondiendo el porcentaje

restante (13.54%) a 2.

La conversidon de 1 a 2 puede explicarse por una reaccién de oxidacién,
presumiblemente mediante radicales libres, ya que este tipo de reaccién es
catalizada por la luz y el calor. Esta reaccién se muestran en el esquema 7 y
ademas se indica un plausible mecanismo.

En la etapa 1 una moliécula de oxigeno se acerca a 1 y logra un arregio
para efectuar la reaccién de oxidacién, los electrones generados via radicales
libres en ia etapa 2 forman dos enfaces O-H a partir de la ruptura de dos enlaces
C-H, en ia etapa 3 se observa la formacién de! compuesto 2 que es mas estable y
la formacidon de un perdéxido.



4. DISCUSION
DE
RESULTADOS



hv y/o &
O i o
Oz
=]

m ° @

o
e
Bt LN o - [uo-—on]

o
m o m ©

E 7. R ion de i6n espontdnea de 1 a 2 via radicales libres.

Por otro lado, para explicar la formacidn de compuestos de mayor polaridad
a partir de Z-ligustilido, puede considerase un mecanismo basado en la reaccion
de Diels-Alder, y una secuencia de transformaciones que producen al 6-hidroxi,3-
butilidenftdlido, que es una substancia de mayor polaridad. En el esquema 8 se
muestra ia reaccidn, y en el esquema 9, el posible mecanismo.

© * oz=o _fwyea _, o ]
Diwla-Alder O’
[=]

m o

Esquema 8. Reaccion de Diels-Aider que genera al
8-hidroxi,3-b de mayor
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Esquema 9. Formacion del Z-8-hugroas 3-butilidenfialido

En la primera etapa el oxigeno actua como diendfilo, por efecto de la luz
y/o calor se forma un enlace de tipo perdxido formando un ciclo de 6 Atomos que
contiene 2 atomos de oxigeno, este compuesto es nestable y puede sufrir una
ruptura que genera un grupe hidroxilo y un carbonilo o, insaturado,
posteriormente ocurre una eliminacidn generando un dienc el cual genera a
través del equilibrio tautomérico, al compuesto aromatizado qQue es mas estable.

1"



Interpretacidn del espectro de RMN 'H de la mater’a prma.

La inforrmacion aspectroscopica de RmN 'M de las senfales
cofrrespondientes a cada hidrégeno del Z-ligustilido (1] generada en nuestro
faboratorio’® y la informada en la literatura para butiligenfidlido [2].”° permite. por
comparacion, la asignacién de cada una de las seflales. En las tablas 20-5.0 se
muestran las sefales observadas de los espectros de RMN de 'H y ’C (Espectros
2-5) para cada uno de dichos compuestos

Tabla 2.0 Comparacién de sefiales qg RMN .y para 1.°

Z4igustiigo  Z-igustilido
1° 19

Hidrogeno Z-ﬂqut.tlndo Z—Hputuudo
1 1
4 260, td 257.m 2627 2685245 m
(1.0. 10.0)) (14)
] 245-2.44. m 243 m 252-245 m 265245 m
-] 8.01, at 597, at 6.02.* 8.00.dt
(10.0. 4.5,) (4.1.9.5) (2.0. 4.0, (4.29.7)
10 Q)
7 629, ot 825 at 628. ° 8 28, at
(9.5, 4.5) (1.6.9.5) (2.0, 10.0) (1.8.9.7)
8 5221t 520t 525, ~ 524, 1t
(8.0) (8.0) (8.0) (8.0)
2.39. ¢ 2.43.10 233.° 3.28, dd
7.5 (7.3.8.0) - 7.7.15.4)
10 1.51, ¢ 1.48.qt 1.51. ° 1.52.c
7.5 (7.3,73) @.0) 7.0
- 0.95, ¢t

.5) g
11 098, t 0.82, ¢t 0.¢6.
@.5) @3) ao. @O0
* Datos obtenidos en la presente investigacion. RMN 'H (CDCls. 500 MHZ, espectro 2.).
°. Datos obtenidos en la refecencia 35. RMN 'H (CDCI;, 400 mMH2).
€. Datos obtenidos en la referencia 38. RMN 'H (CDClJ,, 300 mHZ).

? Datos obtenidos en la referencia 15. RMN 'H (CDCI,, 200 pMHZ).
® En la tabla se indican los pararmetros en el siguiente orden: &, Mubltipticidad. (J).

. Esto se emplean para todas las tablas siguientes,
Dato no indicada.

En las tablas 2.0 y 3.0, se puede observar que Practicamente los datos
obtenidos en esta investigacién con respecto & los datos informados en la
literatura para 1 son muy semejantes. Sin embargo, en €l caso de '’C, los datos
de la columna 3 para los C-4 y C-5, estan cambiados.
la asignacidn de los sefigles de 1. se efectuaron

dimensiones (COSY y HMQC), corroborando las

Para confirmar
experimentos en dos
asignaciones realizadas.
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Tabia 3.0 Comparacion de sefiales de RMN *c para 1.°

Carbono  Z-digustiido  Z-igustilido  ZJigustilido  Zdigustitido
1 1 1 1

1 18761, s 167.6. s 167.1 1876, s
3 1490. s 147.8 149.0, s
3a 147.2. s 1486 147.2, 3
L) 1886, ¢ 225 184,
5 2286, t 18.0 22.6.t
8 130.0.d 1297 1300,d
7 117.4.d 117.2 1174, d
7a 1243, s 123.9 124.3. ¢
8 112.7. a 112.4 112.7, 4
9 282.1 27.7 28.2.t
10 225t 21.9 2251
11 138.9 133 138. g

*. Datos obtenidos en Ia presente investigacion. RMN '’C (CDCI,. 125 MHz. espectro 3.).
®_ Datos obtenidos en la referencia 35. RMN >C (CDCl,, 100.61 MHz)
€. Datos obtenidos en |a referencia 39. RMN '>C (CDCl,, 75 MHz).
. Datos obtenidos en la referencia 15. RMN °C (CDCl;, 50 MHz).
*. En la tabla se indican los siguientes parametros: &, multiplicidad,
Esto se aplica a todas las tablas siguientes.

Tabia 4.0 Comparacion de sefiales de RMN H para 2.

Higrogeno Butili B ) Butili
2 2° 2°
4 7.84, ddd 7.4-8.0 7.70
(8.0,6.5,1.0)
7.67, adda 7.4-8.0 7.70
(8.0.1.0,1.0)
e 7.51.,ddd 7.4-8.0 7.70
(1.5.1.5,7.0)
7 7.89, ddd 7.4-8.0 7.70
(7.0.1.0,1.0)
8 64, t 5.680 5.58,t
(8.0) (7.5)
9 248, c 2.42, 244, m
(8.0) (8.0) (8.4)
10 1.58, sextup 1.58 154, m
(7.5, (8.0) (7.5)
11 0.99, t 1.0 0.96, t
@.5) (8.0) (8.6)
:. Datos en la pr h RMN 'H (CDCI,, 500 MHz, espectro 4.).
. Datos oblenidos en la referencia 39. RMN 'H (CDCl, 300 MHZz).

©. Datos obtenidos en la referencia 32. RMN 'H (CDCl,. 100 MHZ).
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Tania 5.0 Comparactién de seftaies de RMN *°C para 2.

Carbono Butitiden- Butitiden- Butiliden-
fRalido 2* falido 2° fatido 2°
1 167.22, s 187.1, s 187.1. s
3 139862, 5 139.8. 5 139.8. s
s 145.80. s 1458, s 145.7. s
a 118,62, o 1196, a 119.6. d
E 134.19. o 134.2.d 134.2. a
3 120.32. 0 128.3. d 128.3. ¢
ke 125.27.ad 125.2. a 1252, d
7a 124.5%, s 124.7. s 124.7, s
-] 10943, o 109.4. 0 109.4, d
9° 27.77.t 27.8,t 27.8.t
10 22.51.¢ 226t 225t
11 13.77. ¢ 138 g 138 q

en la pe RMN’C (COCI;. 125 MHz, espectro 5.).

*. Datos
. Datos obtenidos en ia referencia 32. RMN"C (CDCI,, 75 MHZ).
A Da(os ottenidos en la referencia 39. RMN ’C (CDC1,. 100 MHz)

En jas asignaciones de las sefiales de los hidrégenos para 2 en RMN 'H

se observa que, lIos parametros de § y multipticidad para los hidrégenos det anillo
aromatico, no habian sido alun reportados. En esta investigacidn, dichas
garémelrcs fueron obtenidas Por otro lado, las asignaciones de jas sefales de

C obtenidas en este trabajo son practicamente iguales a las informadas en la

literatura.
Por otra parte, y continuando con el anatlisis de la mezcia de 1 + 2
hidrogenos que se utilizan para hacer el analisis en el caso de 1 son el hidrégerio
del enlace exociclico en 3(8). y los hidrdgenos del doble erlace endociclico de las
posiciones 6 y 7 y, por otro lado, en el caso de 2 e} hidrogena del doble enlace
exociclico en tas 3(8) y los 4 hidrdgenos del anillo aromatico. Sa puede observar
que en ambas estructuras existe un hidrégeno en la posicidn 8, sin embargo, el
desplazamiento quimico es distinto. Lo anterior se puede observar en las
aestructuras mostradas en el esquema 10 para 1 y 2, en donde el ambiente

quimico es distinto,

{1} y del Z-by t21.

E: 10. Estruct ael Z-li

£! analisis de las sefales del espectro 1 a partir de campo bajo hacia
campo alto se observa un grupo de sefales que presentan despiazamiento

1e




quimico (8§) entre 5§ B0 y 7.4, son generadas por los 4 hidrégenos del anillo
aromatico de 2, que tienen un integracidn de 0.50 (1H) y 1.54 (3H). Una sefal que
presenta un doblete tripleteado & 6 4 se asigna a hidrégenc 7 de 1 tiene una
integracion de 3.11 (1H). En 5 6 0 se observa un quintuplete asignado a un
hidrégeno en 6 de 1. y tiene una integracién de 3 47 (1H) Adicionalmente, en §
564, hay un triplete ei cual se asigna al hidrégeno de la posicién 8 de 2, que
integra para 0.61 (1H). Finaimente en § 5 22 se observa un triplete generado por
hidrégeno B de 1. Las sefiales generadas a mas alto campo no se consideran ya
que corresponden a los hidrogenos de la cadena alquilica de ambos compuestos.

En base a estos datos e! calculo del porcentaje de 1 y 2 se obtiene como
sigue. Inicialmente se calcula e! promedio de !a integracion de un hidrégeno de 1.
Esto se muestra en latabla 6

Tabla 6.0. Hidrégenos de 1, usados en el andlisis de porcentae de pureza
de una muestra por RMN "H

Hidrégeno & (ppm} integracion
) 60 3 47. (M)

7 6.4 311, (1H)

a8 5216 3.58. (1H)
Suma = 10 16 (3H)

Promedio de 1H = 3 .386 (1H)

Para el compuesto [2). los datos se rmuestran en la tabla 7.0.

Tabtla 7.0. Hidrégenos de 2, usados en el andlisis de porcentaje de pureza
de una muestra por RMN 'H

Hidrégeno 5 [ppm] Integracién
7 7.892 0.50, (1H)
5, 4y6 7.8678-7.478 1.54, (3H)
a8 5.642 0.81. (1H)
Suma = 2.85 (5H)
Promedio de 1H = 0.53 (1H)

después, los valores de promedio de un hidrogeno de cada compuesto son
sumados, esta suma representara el 100% de la muestra analizada, esto es:

3.386 (1H) de [1] + 0.53 (1H) de [2] = 3.916,

asi para saber el porcentaje de {1] en la muestra analizada obtenemos el valor de
1a relacion:

promedio de (1H) para el compuesto [1]

x 100
suma de los promedios de (1H) de [1] y [2]
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substituyendo valores tenemos:

3.386 =85
5388 x100 465

este ©s e! porcentaje obtenido para [1). Finalmente para obtener el porcentaje
correspondiente a {2], se obtiene por diferencia del total y el valor obtenido para 2
es:

100-86.465 = 13.534

Por lo tanto, el porcentaje de pureza del Z-ligustilido {1], obtenido
experimentalmente fue de 86 46 %. correspondiendo e! porcentaje restante al Z-
butilidenftalido {2] (13.54%). Asi, la materia prima que se empled para la
realizacién de las reacciones, consistid en 1 y 2 en las proporciones indicadas.

4.1 Reacciones de hidrogenaciéon catalitica.
Reaccidn de hidrogenacién con Pd al 10% en AcOEt por 2 horas.

Cuando !a mezcla de 1+ 2 (86:14) se mezclé con 10 mg de catalizador
(P/C) previamente activado y puestos a reaccionar durante 2 horas, se logra
observar por medio del analisis de ccf que Ia matena prima no se ha consumido
totalmente, y un compuesto de mayor polaridad. El andlisis del espectro de RMN
'H de 300 MHz de una muestra del crudo de la reaccion (Espectro 6), se logran
observar las sefiales para los compuestos 1 y 2, y ademas una sefial adicional.
Esta sefial es un triplete en & 5.11 que corresponde al hidrégeno de la posicidén 8
de!l compuesto obtenido de la hidrogenacion de 1, el cual es el 67-
dihidroligustilido {3]. Este compuesto, ha sido infornado como metabolito
secundario y se han informado sus datos espectroscépicos de RMN 'H, los cuales
se muestran en la tabla 8.0. En esta tabla, se observan las sefales de todos los
hidrégenos, excepto el de la posicion 5, ya que esta se superponen con las
sefales de los hidrégenos de 1 y 2. Sin embargo, esta sefal es la utilizada para

hacer el andlisis de porcentaje de cada uno de los compuestos de la mezcla de
reaccidn. En el esquema 11 se muestran

los resultados obtenidos de esta
reaccién.
)
o + o P/C 10%
B horas ) o+ o+ o
AcOEt
o -3 o
m el e w ° n ©
a6% 14% 21.15% 47 O5% 30

Esquema 11. Reaccion de hidrogenacion con Pd at 10% en ACOE! 2 horas.
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Tabla 8.0 Comparacitn de seflales del compuesio 3.
informadas en |a literatura.

Hidrogeno  6,7-dihidro- ¢.7-diidro- &.7-dihidro-
ligustilido 3° __ ligustilido 3° _ ligustilido 3°
r - - 235, m
s - - 1.75.*
™
6 - 1.4-2.3,° 1.26-1.53, -
™ (o)
? - - 235 m
a 5.11.¢ s.11, " 5.11.t
(Y] 7.7
[ - 2,34, * 1.75,°
© o
10 - 1.23,- 1.26-1.53, *
) )
11 - o.88, - 054, 1
(18.0) .0;
*. Datos enia pr it . RMN'H (CDCi;, 300 MHz, espectro 8.).

. Datos obtenidos en la referencia 38. RMN 'H (CDCl,, 300 MH2).

°, Datos obtenidos en |a referencia 82. RMN 'H (CDC;, 80 MHz).

<+ E) desplazamiento de estos hidrégenos se superponen con losde 1y 2.
“. Dato no informado.

Se puede observar que si bien 1 no es transformado totalmente, se forma
como producto al Z-6,7-dihidroligustilido [3). hay ademas un ligero aumento del
compuesto 2. Esto indica que hay competencia entre la hidrogenacién y la
deshidrogenacién. Esto hace suponer que en el seno de la reaccién el catalizador
posiblemente esta deshidrogenando I|a posicién 4(5) de 1, y al mismo tiempo, esta
hidrogenando la posicién 6(7) de 1. Es importante hacer notar que al parecer la
hidrogenacién y la deshidrogenacion se efectian con la misma velocidad. aunque
comparando los porcentajes de la formacion de 2 y 3 mostrados en el esquema
11, estos son un tanto favorables para el producto de hidrogenacion, siendo estos
de! 21%. Si bien el rendimiento del producto de aromatizacion es 30%, hay que
tomar en consideracién que existe un poco de este compuesto en {a materia prima
(14%), de forma que lo que realmente se produce a partir de 1 es un 17%.

Ademas, en cuanto a la reactividad de 1 con respecto a la posibilidad de
hidrogenacién de la dobles ligaduras en 6(7) y 3(8), se observa que el doble
enlace 6(7) es mas reactivo que el 3(8). Esto se justifica ya que en el doble enlace
6(7) existe un menor impedimento estérico, por lIo que el catalizador puede
interactuar favorablemente.

Este resultado es semejante al obtenido por Mitsuhashi®’ al hidrogenar [1],
y obtener como productos de reaccién a los compuestos Z2-6(7)-dihidroligustilido
[3]. butiftélido [4} y 3(B),6(7)-tetrahidroligustilido [8]. Si bien las condiciones de
resccién son distintas, es importante notar que No se indica el tiempo de reaccién
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ni tampoco la cantidad de hidrégeno consumido. Esta reaccién se detalla en
esquema 12.

En esta reaccién la cantidad de 4 generada representa la mitad del
rendimiento, por lo que la materia prima debid de estar acompafada de 2, aunque
no se menciona. Se observa ademas la obtencidén 5, esto es importante, ya que
se puede confirmar su formacién a partir de 3, o que confirma la reactividad de
las dobles ligaduras de 1.

o oo

m 4] (8]
002t mol [ 002 mol 0007 mat O 004 moi
957 3 30% 1905 %
Esquema 12. 6n de hidr realizada por Mitsuhashi.®’

En otro informe del mismo autor,® se indica la obtencién de 3 empleando
Pd/BaCO; al 5%, como unico producto, siendo estas las condiciones éptimas para
su preparaciéon. Lo anterior se muestra en el esqguema 13.

@:{(—F m-cc;, S% @5/7
[=]
(&1
038 Mot

o

uomla.uz 13)
0618 mol
7T

Esquema 13. Obtencidon de 4 informada por Mitsuhashi.®

Reaccién de hidrogenacién con Pa/C al 10 % en AcOE! por 8 horas.

La hidrogenacién de una disolucién de 1 + 2 en AcOEt con 10 mg de
catalizador Pd/C al 10% generd una mezcla de 2 compuestos de mayor polaridad.
Uno de ellos, el cual es el de menor polaridad, el butilftalido [4], fue identificado
por comparacién de las sefales de RMN 'H obtenidas con las informadas en la
literatura (Tablas 9.0-10.0). Ei otro compuesto, fue identificado como el 3(8),6(7)-
tetrahidroligustilido [5], compuesto del cual no se tiene informacién
espectroscopica, por lo que fa asignacién de las sefales se efectua por primera
ocasion. Esta discusidn se presenta posteriormente. En el esquema 14 se
muestra |a reaccién efectuada asi como los porcentajes de 4 y 5 obtenidos a partir
del analisis del espectro de RMN 'H de una muestra de! producto crudo de la
reaccioén (Espectro 7).
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Esquema 14 Reaccion de hidrogenacidn catalitica
con Pd/C ai 10% en AcOE! 8 horas

En esta reaccidén se observa que 4 se obtiene en un porcentaje mucho
menor comparado con 5. Posiblemente en este caso se observa que la velocidad
de la reaccidn de hidrogenacidén es mucho mas rapida que la de
deshidrogenacion. Es interesante notar que cuando se consume la materia prima
[1] el catalizador busca otrcs sitios reactivos, estos pueden se los dobies enlaces
de las posiciones 3(8) de 2, que se genera en el seno de la reaccién a partir de 1
y de 3, cuando este se ha producido a partir de 1. Lo anterior se esquematiza en
el esquema 15.

Cogmmn of of

s) ©

AcOEt - - o
2N, TyP amd + ° °
i7) © £t © ™ ©
31w 4B% 21%

Esquema 15. Posibies rutas de obtencidn de los compuestos 4 y 5.

El esquema 15 indica que B8 horas de hidrogenacidn con pailadio son
suficientes para hidrogenar a la materia prima puesto que esta se ha consumido
totalmente Ademéas se confirma que, efectivamente, la dobie ligadura de la
posicién 6(7) de 1 es mas reactiva que la 3(8) y ésta a su vez, es mas reactiva
que la doble ligadura de |la posicidn 3a(7a).

Adicionalmente, es pertinente hacer algunas observaciones referentes a la
formaciéon de los productos obtenidos. Para el caso del compuesto [4]. puede
decirse que su precursor sea el compuesto [2], ya que puede hidrogenarse en la
posicidén 3(8). ademas, 2 pudo al mismo tiempo generarse al deshidrogenarse la
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posicion 4(5) de [1]. como anteriormente se habia discutido. Es decir, que durante
el transcurso de la reaccion ademas del 14 % de 2 ya presente, 1 genera el 25%
restante para completar el 43% final

Es interesante hacer notar que la aparicién de una cantidad mayor de [5]
que l|la esperada puede deberse a otra causa En esas condiciones puede
producirse por una secuencia de reacciones sigmatropicas, © bien por
protonaciones y desprotonaciones consecutivas de 1 para formar 4 Esta reacciéon
y el presumible mecanismo se muestra en el esquema 16

2 Trarapossciires
T
o 11" °
m ° W 2
- ﬁﬁf—— & | o
.M 'N‘
=3 o

1] 14]

Esquema 16. R i y/o transferencias proténicas
que generan a| compueslo 4 a partir de 1.

Por otro lado, la formacién de § en una cantidad mayor también puede
originarse por la posible hidrogenacién parcial del compuesto aromatico al no
haber ya dobles ligaduras que hidrogenar. Aunque existe la posibilidad de
reduccion del doble enlace 3a(7a), esta es un poco dificil debido al impedimento
estérico (Esquema 17).

ach
PAC 10%

© ACOE!?
=3 s
4% san

Esquema 17. Ruta en ia que se considera improbabie la obtencién de § a panlir de 2,
debido a las condiciones de reaccion

Con respecto al tetrahidroligustilido [§). se puede observar que es

originado a partir de la formaciédn del compuesto [3], (el cual es un intermediario),
por la hidrogenacién de la doble ligadura en ia posicién 3(8).
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Discusién de la informacién espectroscopica de los compuestos 4 y 5.

En la tabla 9.0 se indican los datos obtenidos de RMN 'H (espectro 8) en
este trabajo para 4 los cuales son comparados con los informados en la literatura.

Tabla 9.0 Comparacién de los datos de RMN "H
obtenidos con los informados en |a literatura para 4.

Hidrogeno Butiftslido 4°  Butilftalido 4~ Butiitalido 4

3 5.48, dg - 548, ad
(4.1.7.8) (4.5.8.1)
4 7.44, ca 7.48, - 7.44, od
(0.9.1.5,7.5) (9.0) (0.8.7.5)
5 7.67. ada 768, * 7.87, dad
(1.5.7.8,1.5) (8.0) (1.5.7.0.7.8)
(-3 7.52, dd 7.52, 7.53.dd
(0.9,7.5.7.5.0) {8.0) (7.5.7.5)
7 79.4d 7.9 * 7.90, d
(7.8) “ @.5)
sa 2.11-1.99. m 23, " 1.78. m
o
ab 183171, m
° 1.58-1.34,. m 1.41, 2.04. m
]
10 1.58-1.34.m 1.23, 1.37. M
[
11 0.89,t 0.90, * [X-2
(11.6) O T2)

*. Datos obtenidos en la presente investigacién. RMN 'H (CDCl,. 300 MHz, espectro 8.).
°. Datos obtenidos en la referencia 39. RMN 'H (CDC!,. 300 MHz).

. Datos obtenidos en la referencia 15. RMN 'H (CDCi;. 300 MH2),

* Dato no informado.

En la tabla anterior se puede observar que en la literatura se informa que
los H en la posicidn 8, son equivalentes, sin embargo, en el espectro obtenido
muestra claramente dos grupos de sefales con & de 2.11-1.99, y 1.83-1.71,
ambas sefiales integran para un hidrégeno. Conocer la multiplicidad de cada una
de las sefales es dificil, ya que la molécula presenta libre giro en el enlace C(3)-
C(8).

Por otra parte, en tabla 10.0 se puede observar que los datos de RMN '>C

{espectro 9) obtenidos en esta investigacién con los mostrados en la literatura son
practicamente iguales.
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Tabia 10.0 Comparacion de sefales de RMN ">C para 4

Carbono__ButilfiAlido 4 ___Butitnalido 4" Butitftilido 4°

1 17061, s 1702 17068, 5
a 81.40, d 81.1 8143, o
3a 15012, s 149.7 15010, s
4 12168 o 121 51 12187, o
-3 13387, a 1336 129.00. a9
- 128.98. d 128.6 12570, a
7 12569. d 1250 13390, o
7a 126 21. s 1258 13651, s
8 34 44, t 340 34 42. d
1) 268 .87, t 265 2687, d
10 22 41. 1 220 2241t
11 1382. q 13 4 1385 ¢

* Datos obtenidos en la presente investigacién. RMN ’C (CDCIly. 125 MHz, espectro.9.).
®. Datos obtenidos en la referencia 38. RMN ’C (CDCI,. 75 MHz)
°. Datos obtenidos en la raferencia 15. RMN '’C (CDCIl,. 75 MHz)

Por otro lado para el compuesto 5. no se tienen informes acerca de los
datos de RMN 'H, por Io que estos fueron asignados en el presente trabajo.

El espectro de RMN 'H (espectro 10) muestra una sefal en § 4 80-4.77 que
integra para un hidrégeno, este tipo de sefales corresponden a hidréogenos que
tienen un grupo electroatractor o a un atomo electronegativo, estos provocan que
la sefal se desplace a campo bajo, por lo que esta sefal corresponde al
hidrégeno en C(3). En cuanto a la multiplicidad de esta sefial, no es homogénea,
ya quou, como en el caso del compuesto 4, en la posicion 3. i1a cadena alifatica
presenta libre giro, adoptandoe varios conférmeros.

Continuando con el analisis, en & 2 52-2 .19 se observa un sextupiete, que
integra para cuatro hidrégenos. Esta seral puede ser generada por 4 hidrégenos
que sean equivalentes magnéticamente. £En la molécula, existen dos pares de
hidrégenos de ambiente magnético similar. Un par de estos, son los metilenos en
5 y 6, mientras que el otro par, son los metilenos de 4 y 7. Considerando a los
hidrégenos vecinales, ios protones en 5 y 6, presentarian una mayor multiplicidad,
ya que, cada uno puede interaccionar con 4 hidrogenos, por o que este par se
descarta. El par de hidrégenos en 4 y 7, solo tienen dos hidrégenos vecinos, por
fo que se esperaria una sefal mas sencilla, si cada uno de estos metilenos
presenta un triplete, la sefal observada, si estas no se transponen, se observaria
un sextuplete, que es la sefal que se observa, por lo tanto en 5 menciocnado al
inicio carresponde a los metilenos de 4 y 7. Un argumento adicional para apoyar
esta asignacién es que la doble ligadura vecina a estos metilenos desplaza la
sefial a campo bajo.

En & 1.9-1.6 se observan dos sefales, las cuales, se superponen
parcialments. Estas sefiales integran para seis hidréogenos. La sefial a campo



bajo. que no presenta una multiplicidad homogénea, integra para 2 hidrégenos
Esta multiplicidad puede ser presentada por el metileno en 8, ademas de que,
presenta un trazo semejante al presentado por el mismo metileno en el compuesto
4. La senal a campo alto presenta un quintuplete e integra para 4 hidrégenos. La
forma de la sefal es parecida a la de los metilenos en 4 y 7, por lo que, en base a
lo ya discutido anteriormente, se dedujo que. esta senal corresponcde a los
metilenos en Sy 6

En & 1.55-1.3 aparecen dos senales superpuestas parcialmente como el
caso anterior. La serfial a campo bajo. presenta un quintuplete homogéneo,
caracteristico de un metileno con dos metilenos vecinos, por lo que dicha sedal es
asignada al metileno en 9, el cual, se espera que presente esa multiplicidad. La
sefal a campo bajo presenta un sextuplete, el cual integra para dos hiadrégenos,
por lo que esta sedal! se debe a un metileno que tiene un Mmetlo y un metileno
vecinos, por tanto, corresponde al! metileno en 10 Finalmente, la sefal en § 0.95,
que mtegra para 3 hidrégenos corresponde al metito Por otro lado. en el espectro
11, se muestran las sefales de RMN "’C, que fueron asignadas por analogia con
estructuras semejantes

Tabla 11.0 Datos de RMN 'H = y "’C **
- para 5, obtenidos en esta investigacion

Posicién 3(8),6(7)tetra 3(8),6(7)-terra
hidr hidrolic i
5'H s c
1 173.68, s
3 4.78. m 88.87. o
3a 163 60. s
-4 2.22 sextup 23.16. a
(78.7.8)
s 1.79-1.87, quintup 21.60.t
8 1.79-1.67, guintup 21.60,t
- 7 2.22, sextup 19.84, t
(7.8,7.8)
7a 126 75. s
8 1.81,. m 32.00, 1t
9 1.52-1.47, quintup 28.57,t
10 1.38, dda 2243, t
(3.8,3.6, 13.5)
11 081, t 13.82, q
6.9)

* (300 MHz, COCI;, espectro 10).
“* (75 MHz, CDCl,, espectro 11).
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Reaccidon de hidrogenacidn con PtO; al 84.12% en AcOEt por 4.5 horas

Cuando una cantidad de la mezcla de 1 + 2 es disuelta en AcOEt y se
mezcla con P1O; durante 4 5 horas observa por med:io de ccf la desaparicidon total
de la materia prima y la formacién de 2 productos de mayor polaridad, 10s cuaies
tfueron identificados como 4 y 5 Mediante e! analisis del espectro de RMN 'H de
200 MHz de una muestra del crudo de la reaccién indica una porcentaje de 33 3%
de 4 y 66.6% de 5 (Espectro 12) Es interesante notar que el resu.ado con
respecto a las proporciones de los productos aobtenidos es cas) el mismo al qgue se
obtuvo cuando se ulhzo paladio, solo gque con platino se reduce el tiempo do
reaccidén Cabe aclarar que el platino posee mayor capacidad catalitica Este
resultado se ilustra en el esquema 18

P!:)~M 10
45hA-O[x
Ty amp
A ° 23 © 14] m
T4 33 3% 65 A .

Esquema 18 Reaccion de tudrogenacion catalitica
con P10; at 84 .12% ¢n AcOEt 4 5 horas

Reaccién de hidrogenacién con Pa/C al 10% en £:tOH 6 por horas

En esta reaccidn se trata de observar el efecto del disolvente en fla
proporcién de los productos de reaccién. Cuando la mezcla de 1 + 2, fue puesta a
reaccionar con Pd/C durante 6 horas en etanol, se puede observar que es
transformado totalmente, y ademas se observa la aparicidén de dos productos de
reaccion, que fueron los mismos que se han obtenido en las reacciones
anteriores, los compuestos [4] y [5]. El analisis del espectro de RMN 'H indica una
relacién de 1:1. (Espectro 13.). Este resultado es interesante ya que un medio de
mayor polaridad favorecio la velocidad de la reaccion de deshidrogenacion con
respecto a la hidrogenacion, resultado contrario al observado en reacciones
anteriores. El esquema 19 muestra las proporciones obtenidas de [4] y [§] para
esta reaccion.

5’!0284 12%
ghv EIOH
¥y Pamb
i °

123 ° ]
14% S51%

Esquema 19. Reaccidén de hidrogenacién catalitica con
PtO; al B4.12% en etancl 6 horas.
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Reaccién de hidrogenacién con PtO; al 84.12% en EtOH por 4.5 horas.

En esta reaccion se trata de observar el efecto del disolvente y el efecto del
catalizador. Cuando se disuelve la mezcla de 1 + 2 en etanol y se meazcla con
PtO; durante 4.5 horas la materia prima se consume. Por medio del analisis de ccf
aparecen tres compuestos de mayor polandad. E! analisis del espectro de RMN
'H de 300 MHz (espectro 14). de una muestra del crudo de la reacci®én muestra un
grupo de sefales que no se habia observado anteriormente estas sefales
aparecen en campo bajo, (6 4. 2) otras a campo alto entre un § 25 y 3.0 Estas
sefiales, fueron comparadas con las informadas en la literatura para el compuesto
3(8).6(7),3a(7a)-hexahidroligustilido [6]. Este compuesto ha sido informado en la
Iteratura como metabolito secundario® y, obtenido por medio de sintesis por
relevo,®®™ a partir de! butiiftalido y de! sedanendlido mediante hidrogenacion
catalitica. La comparacidn de las senaies observadas por RMN 'H. (cuya
discusion se detalla en el final de la discusion de esta reaccidn), se muestra en la
tabla 12.0. Este resultado indica que por medic de condiciones suaves de
temperatura y presidn es posiblie efectuar la hidrogenacién del doble enlace

C(3a)-C(7a) de 1

En efecto, la polaridad del disolvente favorece la velocidad de la reaccién
de hidrogenacidn, que en los casos anteriores competia con la reaccién de
deshidrogenacién. Esto se manifiesta al comparar los porcentajes de 4 Como se
observd en los casos anteriores, dicho compuesto se habia presentado en un
mayor porcentaje, entre el 33y 51% y, en esta reaccidn se redujo a 25 55% Esta
reaccion ilustra el efecto el disolvente sobre el substrato y el cataiizador

Por otro tado, la disminucion de 4 y la aparicion de 6 se pueden deber a la
hidrogenacidn precisamente de 4. Es decir, del anilio aromatico preserite en este
compuesto, por lo que ahora se puede comentar que hay competencia entre dos
grupos funcionales que son el anillo aromatico y el doble enlace 3a(7a) de 5§ En
la literatura se ha informado la obtencién de 6 a partir de 4, sin embargo, no se
menciona el ttempo de reaccion

Lo anterior permite proponer rutas para la obtencion de estos compuestos
a partir de [1], los cuales se muestran en el esquema 20
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idn con P1O; en E1OH 4.5 horas. En |la parte inferior del
diagrama se muestran los presuntos precursores del hexahidroligustilido [6]. Obsérvese que 6
presenta tres centros estereogénicos

Discusién acerca de la asignacién de s<fales de RMN 'H de 6.

Las seMales de RMN 'H. para el compuesto 6, se muestran en la tabla 12.0.
En la literatura se ha informado el aislamiento de este compuesto como metabolito
secundario, y ademas, ha sido obtenido como producto de sintesis por relevo, a
partir butilftalido [4]. y del sedanendlido, como se muestra en el esquema 21.

Ha
;o2
° Ac Acetco
TyPamb
W ° °
vy i
PtO2 (O !
—_— -
481w, Ac Acetco
TyPams
=]
Sedanentido
Esquema 21. Obtencién de € a partir de iittalido {4]. y sed olid
Cabe que en

casos se utiliza 4cido acético glacla! y exceso de catalizador.
No se informan rendimientos.



Tabla 12.0 Comparacién de sefiales de RMN 'H para 6.

Posicion  3(8).8(7),Ja({7a)-hexahidro 3({8),6(7},3a(7a)-hexahidro
ligustilido 6~ ligustilido 6%
3 4.24, daad 412.m
(3.38,556.8.1) W= 10
3a 262, ddad -
(4.13.825.78)
7a 2.98, dd 261.m
{12012 0) W= 12
a. Datos # en esta inv 1 RMN 'H (CDCI,. 300 MHz. espectros, 14. 15y 18)

b. Datos obtenidos en la referencia 82 RMN 'H (CDCly, 80 MHz)

La comparacion de las sefales indica que existen algunas variaciones. Es
importante comentar que la reaccion de hidrogenacién aparentemente no es
estereoselectiva y debido a esto, se considera que en la mezcla de reaccidén hay
varios estareoisdmeros, los cuales no pueden ser diferenciados totalmente por

RMN.

La asignacidn de senales se realizd por medio de su multiplicidad, y las
constantes de acoplamiento que se indican. son el promedio de las observadas.
Si bien, la muitiplicidad no es muy clara, se han hecho varias suposiciones. Para
la sefial en & 4.24, que corresponde al H-3, tiene vecinos a 3H, por (o que se
generaria un ddd (8 senales) Si, en el Glttmo desdoblamiento de sefales, estas
se juntaran, daria lugar a un quintuplete. Este tipo de senal es la que
experimentaimente se observa.

Para el hidrégeno H-7a (5 2.99), se puede observar que tiene a 3
hidrégenos vecinos. Como hipétesis, las multiplicidades que se pueden proponer
searian, un triplete que se dobletea y un doble de doble. En el uitimo caso, si las
sefiales se superponen se podria generar un triplete, este comportamiento es el
observado, por lo que esta sefial se asigna a este hidrégeno. Por otro lado, la
sefal en § 2.62 se observa como triplete y se asigna a 3a Finalmente, no es
posible la asignacidn de los hidrégenos adicionales ya que hay notable

superposicion de sefales.

Reaccidn de hidrogenacidn con PtO; al 84. 12% en AcOE!t por 28.5 horas

Después del resultado obtenido en la reaccidn anterior, se intantd evaluar
el efecto del disolvente a tiempos de reacciéon largos y usando platno como
catalizador.

Una disolucién de la mezcia 1 + 2 en AcOEt fue mezclada con PtO;

durante 28.5 horas. E! analisis de ccf indica la presencia de tres compuestos,
como se esperaba. El analisis del espectro de RMN 'H de 300 MHz (espectro 15)



del crudo de la reaccién indica que la mezcla se constituia de 3 compuestos, que

fueron identificados como 4, 5§ y 6, con los porcentajes que se muestran en el
esquema 22.

H2
PIO2 84 12%
o + o — T o - o+ o
78 5 tw. ACOEt
© © Ty P amo © °
sew

Esquema 22. Reaccidn de hidrogenacion catalinca con P10, al 84.12%
en AcOEt 28 .5 horas

En este esquema puede observarse la reduccién parcial del anillo
aromatico, y la poca reactividad de la doble igadura 3a(7a) de! compuesto {5]. E!

precursor de [6] puede ser [4]. pero teniendo al compuesto (5} como intermediario
Esto se puede observar en el esquema 23,

Ha
PO 84 12%
o + 0 e o + o - o
285 he, AcOEL
© TyPams =3

Esquema 23. Rutas propuestas para la formacién de [6] a partir de (4] y [5]).
Noétese que [S] puede ase inter iarto en la

Reaccién de hidrogenacién con PtO; al 84.12% en EtOH por 28 horas.

De la experiencia de las reacciones anteriores se conoce que es posible
obtener el hexahiderivado [6]. sGlo que para poder comparar el efecto de los
disolventes en los productos de la reaccidn se efectud una prueba al hacer
reaccionar la mezcla de 1 + 2 en etanol con PtQ; durante el mismo tiempo de
reaccion. El andlisis de ccf indica que habia una mezcla de dos productos de
reaccidn, observandose por comparacidn con muestras de anteriores reacciones
que se trataban de los compuestos 5 y 6. Este resultado puede confirmar lo
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anteriormente descrito, el compuesto 4 es mas susceptibie a la hidrogenacion que
el compuesto S, ya que mediante el analisis del espectroc de RMN 'H de 300 MHz
(espectro 16). de una muestra del producto crudo indicd que el compuesto 4
habia desaparecido totalmente, y que el compuesto [§] aumentaba en proporcion
aunque sin aumentar la cantidad de 6. Esto confirma ia etapa de ia transformacion
de 4 a 8 es la etapa lenta de la reduccién y al parecer se requieren tiempos de
reaccidn mayores para que 8 pueda transformarse totalmente en 6. Posiblemente
se requiera adicionalmente presidn para optimizar la reduccidn total. Los
porcentajes de los compuestos 5 y 6 se muestran en el esquema 24
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a 24, Ti i6n de (1] hasta el derivado [5] que su vez genera [8].
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Tabla 13.0 Resultados de los experimentos de hidrogenacidn y deshidrogenacion catalitica.

Prod btenidos %
IS W L U S I .|

Experim. Catalizador Disolvente Tiempo [h]

{]
1 ] 1"
2 PUC  AGOES 2 a8 NI NN
3 PUC  AcOR! 8 T TR
4 PUC  ACOE! 8 (eflo) 100
5 PaC EIOR § 5% 490
6 PUC EOH B {iefhuo) 100
1 PO, ARl 45 BN 66
8 PO,  AOEt 285 943 6178 205
9 PO, BOH 45 %55 BB 1186
1 P10, EIOH 45 (refhjo) 8% 1597°
1 P10, EIOH 2

nwe 29w

Nota. Los datos presentadas eq la tabla lueron abtenidos de acuerdo al andlisis de las seflales para cada uno de los compuestos
La metodologia de este andlisis de las mezclas fue 1a misma que se realizé 8 la matena prima.
* Resultado obtenido experimentalments.



4.2 Reacciones de deshidrogenacidn catalitica

" Intentos de reacciones de deshidrogenacién catalltica de 1 a temperatura

ambiente.

Para evaluar la posibilidad de aromatizacién de 1, y cuantificar la cantidad
de 2 en presencia de catalizador no prehidrogenado, se llevaron a cabo algunos
ensayos experimentales. Se efectuaron 4 reacciones a temperatura ambiente
variando el disolvente (AcOEt y EtOH), el catalizador (Pd/C y P1O;) y. el tiempo de
reaccion.

Los resultados demostraron que no hubo transformacidn significativa de 1 a
2, ya que por medio del analisis de RMN 'H de las espectros en cada una de las
condiciones efectuadas, se mantiene el mismo porcentaje inicial Lo anterior se
muestra en el esquema 25.

ch 10% 0 P1O 2 84 12%

Prenwdrogenada)
o + ©
AcoEl o EtOH

< Q
m 4. 8y4on Ta 121

Esquema 25. intentos de reacciones de deshidrogenacion
Reaccion de deshidrogenacién catalitica con PtO: al 84.12 % en EtOH a reflujo.

Al observar los resultados de ias reacciones de deshidrogenaciéon a
temperatura ambiente se planted que el catalizador posiblemente necesitaria un
energia de activacidn para efectuar la deshidrogenaciéon. Cuando se mezcié 1 + 2
en EtOH con PtO; y puestos a refiujo durante 4.5 horas, se transformo totalmente
la materia prima, observandose una mezcla de varias substancias. El producto
crudo obtenido fue separado por cromatografia en columna, del cual se aislaron
dos compuestos. Estos fueron el Z-butilidenftalido (2] y el butilftalido [4). Este
resultado indica que, aun sin hidrégeno, el catalizador hidrogena la posicidn 3(8)
de 1y 2, y que posteriormente se deshidrogena. Es interesante notar que bajo
condiciones de deshidrogenacion el catalizador puede hidrogenar la molécula,
por lo que es evidente que existen la competencia entre la reaccién de
hidrogenacién y la de deshidrogenacién. Sin embargo, se obtiene favorablemente
e! producto deseado segun las condiciones de reaccién. Lo anterior se puede
observar en el esquema 26.
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Esquema 26. Formacion de ios producios de deshidrogenacion catalitica. En este caso también se
presenta la competencia entre las reacciones de deshidrogenacion y 1a hidrogenacion catatitica.
Se muestra ademas la nda posible que puede seguir (1] para transformarse en [2] ¥y este Gitimo

para generar (4]

4.3 Reaccion de hidrélisis basica deo 1 con K;CO; al 10%.

£n la lteratura se han informado algunas técnicas de apenura de la lactona
de varios ftalidos por medio de una reaccidn de hidrolisis basica.

** Casi todas
fueron efectuadas con dos alcalis fuertes. (hidroxido de sodio e hidroxido de
potasio), los tiempos de reaccidn varian entre 1 a 3 horas y se observa que los

rendimientos en general son altos. En nuestro laboratorio se ha efectuado la
reaccion de hidrdlisis basica de 1 en un estudio previo Este indica que cuando
una disolucion de 1 en acetona se mezcla con una disolucion de K,COs al 10% y
a reflujo durante 1 hora se realiza la hidrolisis de 1

Debido a lo anterior la reaccidn con el fin de optimizar el rendimiento se
efectud la reaccidn elavando la concentracidon del K,COs a 20%, y el tiempo de

reaccién a 3 horas, esperando con ello la transformacién total de 1. Esta reaccion
se detalla en el esquema siguiente

K;co;,
=] o
-
3 e, Acetons ot o
reflu 2 ¥
s}
2y

71
1 ns S1%
Esquema 27. Reaccidn de hidrélisis basica para el Z-ligustilido [1]

Después de este tiempo se logra observar 2 productos de reaccién de
mayor polaridad y materia prima remanente. El crudo de reaccién obtenido fue
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separado por ccv, obteniendo en las fracciones iniciales casi el 50% de materia
prima. En fracciones intermedias se logra obtener el compuesto de menor
polaridad 7, este revela una mancha amarilla con sulfato cérico en ccf.

En las fracciones finales se iogra separar al compuesto de mayor polaridad
8, el cual esta recién reveiado con sulfato cérico en ccf presenta una mancha rosa
intensa, que se vuelve café conforme transcurre e! tiempo El comportamiento
presentado por este compuesto se asemeja al presentado por 2, por o que,
iniciaimente se puede deducir que se trata del derivado obtermido de ia hidrélisis
de 2. Esto fue posteriormente confirmado por los datos de RMN de 'H

Por anterior, el compuesto de menor polandad se identifica como el acido
derivado del Z-ligustilido [1]). Cabe mencionar que este compuesto al contacto con
luz y calor se transforma espontaneamente al compuesto aromatico 8

Por otra parte, aunque se observa que la materna prima no se consume
totalmente, los rendimientos experimentales muestran como &n casos anteriores,
que durante el transcurso de la reaccidn hay transformaciéon espontanea de 1 a 2
y posiblemente de 7 a 8. En ambos casos se puede decir que la transformacion
de 1 a 2 y posteriormente la hidrélisis de este para formar B, es presumiblemente
menos probable, ya que se observa que la labilidad de 7 es mayor que la que
presenta 1, por lo gue es mas probable la transformacion espontanea de 7 a8 Lo
anterior se muestra en el esquema 28.

Esquema 28. Ruta de formacién de 8 a pantirde 2y 7.

Con el tiempo de reaccién de 3 horas se esperaba que la hidrolisis fuera
total, ya que en principio, la reaccién de hidrdlisis es favorecida. Si bien la base
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wtilizada es mas suave que las que se han ulilizado en Ia literatura, esta fue
elegida precisamente para reducir la transformacién de 1 a 2 al emplear
condiciones suaves de reaccién.

Si bien en las condiciones de reaccidn empleadas se obliene el producto
deseado con un buen rendimiento, estas necesitan ser mas estudiadas con ¢l fin
de optimizar ia reaccion

Experimentalmente se observa que la agitacién es un factor importante, ya
que cuando se mezcla la disolucidén de carbonato con la disolucidn de 1 en
acetona, aparecen dos fases que No son miscibles, por Io que la interacciéon entre
estas se reduce si la agitacion es muy lenta. Adicionalimente en la literatura no
hay informes acerca de que los compuestos 7 y B hayan sido aislados como
metabolitos secundarios De acuerdo con lo anterior, Unfcamente se tiene la
informacion espectroscdpica para 7

Asignacién de sefiales de RMN 'H y "’C para e/ compuesto 7

La asignacion de las sefales del espectro de RMN 'H (espectro 17.) de
compuesto 7 fue realizada por comparacion con el estudio previo efectuado en
este laboratorio. Esto se muestra en la tabla 14.0. En dicha tabla se puede
observar que hay hidrégenos que aunque pertenecen al mismo carbono, Nno son
equivalentes, estos se aprecia en el experimento HMQC (espectro 19). al
observarse desplazamientos QqQuimicos distintos esto es ocasionado por la
diferencia en el ambiente quimico y a la posicidn espacial de las moléculas. Es
importante decir que este comportamiento no se observa en 1.



Tabta 14.0 Comparacion de la asignacion de seflales
de 103 espectros de RMN 'Hy >Cde 7.

Posicién Acido 7° Acido 7° Acido 7* Acido 7"
" [ 7S B
1 169 58, s 16950, s
3 15893, s 201.00. s
3a 125.87. s 158 81. s
4a 2.64-2.58. m 250m 18 28,1 25.10.t
W= 8.7 Hz
4b 2.49-239.m 250 m
W= 9.7 Hz
H 2.50-2.44. m 2.50m 22 41,1t 22451
W= 8.7 Hz
8 5.96, add 5.97 at 130.01. ¢ 130.18, ¢
(4.0, 4.0.9.5) (8.7.28)
7 6.14, ddd 6.16 at 11624 . ¢ 116 32.d
(2.0.4.0.9.5) (9.7.08)
7a 107.81. s 126 00. s
8a 2.03, add 1.95 m 3583, 1t 1590, t
(4.0, 12.0 12.5) W= 37.2 Hz
8o 1.81, add 195 m
(4.0,11.0, Win= 37.2 Hz
14.0}
oa 1.36-1.29. m 1.32,m 25.10,1 22.45.1
Win= 23.0 Hz
[-1) 1.24-1.16. m 132, m
Win= 23.0 Hz
10 1.36-1.20. m 1.32, m 2241t 18.33.1
W= 23.0 Hz
11 0.89.t 0.90, t 13.74.q 13.80. q
(6.5) (8.4)

a. Datos obtenidos en la presente investigacion. Se indica & [ppm]. multiplicidad y J [Hz].
RMN 'H (CDCl;. 500 MHz). Espectro 17. RMN '>C (CDCl;, 125 MHz),. Espectro 18.

b. Datos obtenidos de la referencia 15. RMN 'H (CDCI,. 200 MHz). RMN c (coCly, 75
MH2).

Por otro lado, en la tabla 15.0 se indica la informacion de RMN 'H (espectro
20) y °C (espectro 21) compuesto B. Como en el compuesto anterior, se observa
que hay hidrégenos que estadn en e! mismo carbono y que, sin embargo, difieren
en su desplazamiento quimico Esto se puede observar en el experimento HMQC
{espectro 22) de este compuesto

En cuanto a la asignacidn de las sefales de los hidréogenos del anillo
aromatico. se puede observar que presentan el mismo comportamiento que los
asignados para2y 4.
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Tabla 15.0. Asignacion de s?nales de los espectros de RMN '+ *
Yy

C **ge 8.
Posicién Acido 8° Acido 8°
" e
1 168.75. s
3 132.80. s
3a 148.96. s
4 755 ¢ 12227.a
(7.5)
5 7.70.da 134.58. @
(8.0,8.0.0.7)
-] 7.58, 130.47. ¢
(7.5)
7 7.81.d 126.99. @
(7.5,
7a 12955, s
8a 2.20, ada 38.52. t
(5.0, 12.0, 14.0)
8b 2.07. ddd
(5.0, 12.0, 14.0)
9a 1.42-1.33. m 2538, t
1Y 1.17-1.10. m
10 1.31.q 22.41.t
7.5
11 0.853, t 13.72. g
.5

= (500 MHz, CDCl,. espectro 20.)
- (125 Mz, CDCH,. espectro 21t )

4.4 Reaccion de 1 con hidrazina anhidra. Obtencién de ftalazonas.

Esta reaccidn se encuentra informada para el establecimiento de la
estructura del Z-ligustilido [1].”° o de otros ftalidos.®** Este tipo de reacciones,
hace décadas eran muy utilizadas precisamente para ayudar a la identificacion de
compuestos, ya que generaimente se obtienen derivados sbélidos.

En nuestro laboratorio esta reaccidén se ha efectuado obteniendo buenos
rendimientos.'®> Cuando una disolucién de etanol de 1a mezcla 1 + 2, mezclada con
hidrazina anhidra se somete durante 1 hora a reflujo. es posible observar por
medio de ccf la transformacidn total de la materia prima y la obtencién de dos

productos de reaccién de mayor polaridad. En el esquema 29 se muestra esta
reaccion.



Nuznnz
3 ~
) - .
] h' Eton - "t
I
o o
l‘)

(9] (0]
u\ cow S1%

Esquema 29 Reaccidén de 1 con nidrazina anhidra para obtener las flalazonas
= El porcentaje indica el rendimiento expenmentat

La separacidn por cromatografia en columna abienta del crudo de la
reaccion permite aislar al compuesto de menor polandad que en ccf revela con
IAmpara de UV una mancha negra y no revela con sulfato cérico amoniacal

E! compuesto de mayor polaridad muestra en ccf al ser revelado con
lampara UV A 254 y 365 nm una fluorescencia morada mtensa muy parecida a la
que muestra la materia prima, esta similitud en el comportamiento permmnid deducir
qQue se trataba de la ftalazona dernvada de! Z-ligustihdo [1]. Este hecho fue
confirmado por el analisis del espectro de RMN

Esta reaccion es favorecida en condiciones anhidras, ya qQue en el
mecanismo de reaccioén una de las etapas implica la formacion de agua. Esta
reaccion es practicamente cuantitativa, y el rendimiento obtenido es el mas alto
de todas las reacciones efectuadas sobre 1. El compuesto abterido 10 es estable
cuando es expuesto a luz y calor, y no muestra transformacion espontanea al
derivadn aromatico 9.

Asignacién de seflales para el compuesto 9.

Las sefales de RMN 'H (espectro 23) de 9. por ser un compuesto
aromatico. siguen el mismo comportamiento presentado por los compuestos 4 y 8.
Las sefiales observadas a alto campo, son atribuidas a la cadena de butilo. En &
2.95 aparece un triplete que integra para 2 hidrégenos, esta sefal es presentada
por los carbonos del metileno en 8, ya que tiene a dos hidrogenos vecinos, y
demas, la integracién es adecuada para este carbono. En & 1.77 aparece un
quinteto que integra para 2 hidrogenos,; esta multiplicidad seria esperada para el
metileno de la posicidn 9 por tener acoplamiento con 4 hidrégenos vecinos.
Ademas, se logra observar, en § 1.48 a un sexteto que integra para 2 hidrégenos,
esta multiplicidad seria esperada para el metileno en 10, el cual esta acoplado a 5
hidrégenos. Finaimente, 1a sefal en 6 0.99 corresponde al triplete del metilo. La
sefiales de RMN 'H y '>C para 9, se muestran en la tabla 16.0
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Tabia 16.0 Datos de las sefiales de los espectros de RMN 'H =
y '’C = para el compuesio 9

Posiclon Ftalazona 9 Ftaiazona 9
'H ‘!c
1 160.38. s
3 10.33. s 147 80, s
3a 133.41. s
4 793, oa 124.80. o
(1.2,3.5)
5 7.85, dag 133.41. ¢
(1.5.3.3)
-] 7.78. ddd 131.27.d
(3.0, 4.5 7.8)
7 .48, ad 127.10.d
(1.2,1.2.7.8)
7a 120.47. s
a 2.95,t 31.82.1
(7.8, 7.8)
9 1.77. quintuplete 30.00. t
(7.8)
10 1.48, sext 2254t
(7.8)
11 0.99, t 13.88. q
(7.8)

= (200 MHz, COCI,. espectro 23.).
~ (75 MHz, CDC,, espectro 24.)

Asignacién de seflales para el compuesto 10.

La comparacidn de los datos de 10 con los de 9, en particular los
correspondientes a los metilenos endociclicos y los correspondientes a la cadena
alquitica, permitieron la asignacién de las senales. Ademas, los datos obtenidos
de las sefiales de 10 pueden ser comparadas con las obtenidas en un estudio
pravio.'” Estas sefales y la comparacién de estas se muestran en la tabla 17.0.
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Tabia 17.0 Dalos de espectroscopia de RMN de 'H y '’C para el compuesto 10.

Posicion Fialazona Ftalazona de Ftialazona de Ftalazona de
de 1°, 'H 1% 'H 10, ¢ 1%, ¢
1 158.58. s 15962, s
2 11.25. s 11.67. sa
3 148,55, 3 148.55,
3a 138.01. s 138.01. s
+ 264 1d 270-255. m 2081, 1t 29.88.1
(2.1. 2.1, 9.8)
5 2.43.2.35. m 270-2.55. m 21.99.t
(-] 6.28, ddd 6.28. ot 132.80.d 132.78.d
(4.2,.42,57) (9.7, 4.4)
7 8.83, dad 8. 83 120.305. g 12027, d
(21.2.1,96) (97.1.9)
7a 131.80. s 131.67. s
8 2.59.t 1.67-125. m 31.86.t 31.99.1
©.1
2 1.59.quintu 230.m 2238t 2240t
)
10 1.40. sextup 1.67-1.25. m 21.737.t 21.75.1
(8.9)
11 0.975.1 0.95, t 1383, q 13.88. q
£8.9) @.0)

* Datos ottenidos de [a presente investigacion RMN 'H (200 MHz, CDCls, espectro 25.), RMN
3¢ (7S MHz. CDCl,, espectro 26).
® Datos obtenidos de la referencia 15, RMN 'H (200 MHz, CDCH). RMN '’C (75 MHz, COCH).

En la tabla anterior, se pueden observar algunas variaciones. En esta
investigacion se logra una mejor separacion de las sefales y la multiplicidad, por
o que se logran asignar dichas absorciones.

4.5 R i6n de idacién de 1 con AMCPSB .

P

La reaccién de 1 con acido metacloroperbenzoico (AMCPB) ha sido
informada repetidamente en la literatura,***** sin embargo, en la mayoria de los
procedimientos descritos, no se lleva a cabo el aislamiento del epdxido. Eif
objetivo de dichas técnicas es la formacién de! epdxido, el cual sirve como
intermediario para ia obtencién de la mezcla de dioles cis- y trans-. Esta ditima
reaccion se discutird mas adelante.

El producto de la reaccién de epoxidacion de 1, el compuesto Z-6,7-
epoxiligustilido se ha informado que ha sido aislado la planta Ligusticum wallichi ®®
En este informe se detallan algunas de sus propiedades espectroscopicas y
ademas se muestra la obtencion de 11 a través de transformaciones de 1, esto se
muestra en el esquema 30.

39



-

O] [
o
o o o ©

Esquema 30. Biosintesis del diol a partir de! 1.°

Debido a lo anterior, se decidio realizar el aisiamiento y caracterizacion del
ido para comprobar para comprobar la informacién espectroscopica

opéx
disponible.

Por otro lado, para la eleccién de las condiciones de reaccidn mas
adecuadas para efectuar esta reaccion, se realizd una revisibn en la literatura,
encontrando varias técnicas. Estas se muestran en la tabla 18.0.

En esta tabla se detallan la relacidén estequiométrica entre el varios ftilidos

{substrato), que presentan una doble ligadura en la posicién 6(7), y el AMCPB,
distintas condiciones de reaccién empleadas. Se indican ademas, los

rendimientos totales.
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Tabla 18.0 Comparacién de kos métodos usados en |a literatura
para efectuar a reaccion de epoxidacién de aigunos Rélidos con AMCPB.

Cantidad Cantidad Condiciones de  Condiciones de
Sustrato de de  Rel.esteq Reaccién.1j°C],  Apertura del Productos obtenidos Rendimientos
Sustrato AMCPB  Scir  t{min}, vol CH,Cly Epéxido. mg, {mmol), %
Img] [mg]  AMCPB [mi}
{mmol) (mmol}
Acetona-Aqua (rans-)
1001 9154 112 reflujo, 89, 10 (11,10 m), 862, (0.3848),34.7
o (43N (53220) 0.3 mlde H;S0, a! {cis}
1 10 %, agitacién, 120, (0.0535), 441"
PM: 180° 0'C, 15h
THF-Agua {trans-)
200 100 21 refjo, 2,5 (81,7 mi, 22,(00882),933
@:‘({ (1.0526) (0.5613) 1 gota de HCIO, al (o)
° 8% 1320, (0 5897), 56 020°
PM: 190° (reaccién rdpida)
THF {cis)
100 100 11 60,2,2 (1.5 mi), 813, (03358), 63.80°
o {05%3) (0.5813) 0.15ml de HCI o
3 conc.
PM: 180°¢ {reaccion répida) a
Dioxano-Agua - {trans-)
’J_ 1115 2183 12 1a, 60,25 (21, 1.5mi), J ‘/— 228, 0.124), .83
q&" (0.5868)  (1.2750) 0.15mi de H,;50« [ (ors)
[3M). sgtacitn, Mo % K/gv\( 38, (0.1681), 28.64°
PM: 192° 0°C. 30min
Dioxano-Agua {trans-)
722 1908 13 1a, 30,15 (5:2, 1.6 mi), v o 37,(00154),4.39
0 (0.3504)  {1.1080) 0.25 ml de H,S0, 0 (s
[3M), agitacibe, W 39,(00162). 462"
PM: 206" R ] o 0w

* Condiciones obtenidos en la presente investigacién. " Datos obtenidos de |2 referencia 64.° Datos oblenidos de a referencia 41.
¢ Datos oblenidos de la referencia 65. * Datos oblenidos e fa referencia 67.



Es interesante remarcar las diferencias en las condiciones de reaccidn
informadas. Con respecto a la relacion estequiométrica entre 1 y el AMCPB, se

observa que no hay uniformidad. Por un lado, se puede pensar que con un
excaso de 1, (Rengldn 2), 1a reaccidn es mas selectiva. y que se favoreceria la
epoxidacion del dobie enlace 6(7) Por el contrario, un exceso de AMCPB tendria
menos selectividad ya que al epoxidar totalmente la doble higadura en 6(7) se
efectuaria la oxidacion de la posicion 3(8) Por otra parte, los iempos de reaccion,
en general. son cortos
las condiciones de reaccidn

Cuando se efectuaron experimentos con
informadas para 1, los resultados no fueron repetitivos Principalmente, porque en

los tiempos de reaccidn descritos, la matena prirna no reacciona completamente
Debido a lo anterior, esta reaccion se efectud con algunas variaciones,
principalmente cambiando los iempos de reaccion y la relacién estequiometrica

Cuando una cantidad equivalente de la mezcla de 1 + 2 y de AMCPB son
disueltos en CH,Cl: y puestos a reflyjo durante 3 horas, se puede observar
mediante el analisis de ccf la oblencion de un producto de reaccién de mayor
polaridad y materia prima remanente Esta reaccion se muestra en el esquema 31.

AMCPH
- o i o
o co—vﬂi:. 2 N
.
{1 121 i nmn
agw"

Tan

Esquema 31. Obtencién de 11 a partir de 1
* El parcentaje indicado es el rendimiento a partirde 1.

Mediante la separacion por ccv del producto crudo de la reaccion se logra
obtener en las fracciones niciales matena prima remanente (66% de
transformacién). En posteriores fracciones se obtiene el compuesto de mayor
polaridad. Este compuesto presenta una transformacion espontanea si se pone en
contacto con el aire y luz. Entre los productos de la transformacidon de 11 se
pueden identificar a una mezcla de dioles. La transformacion de 11 se tratd de
reducir mediante la eliminacién de! dcido meta cloro perbenzdico remanente, por

filtracién sobre aldmina.
Cabe indicar que en esta reaccién se tratd de favorecer la epoxidacion de 1

an el doble enlace 6(7) y disminuir la de la posicién 3(8). tanto de 1 como de 2, es

por elio que se mantuvo la reaccion durante un tiempo corto y se utilizé una

relacién estequiométrica de 1:1.2.
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Comparacion de los datos informados en la lteratura para el epoxido.

Los hidrégenos correspondientes a las posiciones geminales a oxigeno, es
decir, en |las posiciones 6 y 7 muestran gran diferencia con los informados en la
literatura y los obtenidos por nuestro laboratorio Se esperaria que los &
observados fueran semejantes con el compuesto aislado de la planta. En |a tabla
19.0, se muestran los & Quimicos de las sefales de RMN 'H, (espectro 27) para el
epdxido dernvado del Z-ligustilido 1 Adicionalmente. en la tabla 20.0 se muestra
la asignacién de las sefales de RMN '>C (espectro 28) para dicho compuesto.

Observando los valores de la tabia. se puede observar que varios datos
son distintos, principalmente, las senales que se asignan a los hidrogenos
vecinos a la base de oxigeno del epdxido. Esto conduce a discutir las sefales de
estos dichos hidrogenos en 4, 5 6 y 7 Las sefales restantes. son similares con
las informadas, por lo que, no se discutiran

Tabia 19.0 Comparacién de [0s desplazamientos quimicos de RMN 'H de 11.

Higrogeno Z-8,7-epoxi- Z-6.T-epoxi-
ligustilido 11° ligustilido 11°
4a 2.49, add 259, m
(2.4.24.7.5)
b 1.79. dddd 258.m
(1.8,6.3,105. 12.9)
5a 2.54, ada 214.m
(1.5.2.4.6.3)
5b 2.38-226. m 208, m.
6 3.73, ddd 4.33, m
(1.2,21,51) (5.5.3.5.2.5)
7 3.78.d 481, m
(3.9) (2.5)
8 531.t 5.36.1
(7.8) (8.0)
[:] 2.37.q 238, m
(7.5, 7.5) (8.0, 7.5)
10 1.50, sextup 1.58. m
@.3) (7.5.7.5)
11 0.850. t 0.968, 1
as). s
- Datos en la pr RMN 'H (CDCly, 300 MHz, espectro 27.).
Datos de la 66. RMN 'H (CDCt;. 250 MHzZ).
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Tabla 20 0 Sefiales de RMN '’C de 11

Carbono Z-G,7-epoxi-
ligustitido 11°
167 95. s
148 08. s
152 45. 5
16 81t
20 35,1
54 61, 4
43 26. 9
12375 5
11422.d
2B 16. 1
2228t
1373 ¢

zom_:_.‘slmm».gu-

-
-0

* (CDCI,, 75 Mz, espectro 2B )

La asignacion de las sefales para ios hidrogenos 6 y 7, se realizd a partir
de fa informacion obterida del expaenmento COSY (espectro 29). Comenzando el
analisis con H-7, este tendria un acoplam:ento séio con H-6. y este, a su vez
presentaria acoplamtento con H-5 En el espectro se observa una sefial en 5 3.78
que correlaciona con una sefal en d 3 73, s1 bien este acoplamiento es casi
imperceptible, es muy Ui, ya que, esta ultima sefal tiene otra correlacion. De lo
anterior, se puede deducir que, ia sefal a campo bajo con 8 32.78 se trata del H-7,
que esta acoplado con el H6 (6 3.73) E! segundo acoplamiento que presenta
esta sefal se ubica en § 2 54 por o que esta ser.al corresponde a 10s hidroégenos
de la posicidon 5 Junto con esta senal, hay unas sefales vecinas las cuales
integran para 2 y para 3 nudrégenos

Adicionaimente, esta sefal, en el expenmento HMQC (espectro 30) tiene
una correlacion vecina, esto indica que los Mmidrégenos del carbono 5 no son
equivalentes y en et espectro de RMN 'H presentan distinto 5. Esta sefal vecina,
correlaciona con una sefial en 3 2.37 De esta forma. a los hidrogenos de la
posicion 5, se les asignan las sefiales de § 2.54 (5a) y 5 2.37 (5b)

Por otra parte, queda por asignar a los hidréogenos de la posicidon 4. Estos
hidrégenos sdlo deberan presentar acoplamiento con los hidrégenos en posicién
5. En el experimento COSY, las sefales que correlacionan con los H-5a e H-5b
estan en & 2.49 y 5 1.79. Ademas, en el experimento HMQC se puede observar
que estos hidrogenos no son equivalentes. La separacidon entre estas sefales es

notable. Por tanto, se asigna a las sefales anteriormente indicadas como H-4a y
H-4b, respectivamente.

Las asignaciones de las senales multiples en 6 2.56-2.48 y & 2.40-2.29,
queda como sigue; la primera sefal. la cual integra para dos hidrogenos,
corresponde a H-5a y H-4a, y, la segunda senal corresponde a H-5b y a dos
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hidrégenos de H-9 que son equivalentes. Estos hidrogenos pueden ser
observados en el experimento COSY ya que correlacionan con los hidrégenos 8 y
10.

De lo anterior, se puede comentar que los datos informados para 11 por
Kaouadji," no corresponden a dicha molécula. Adicionalmente, en este informe,
se indican datos de EM. Los datos de EM muestran que se obtiene el ion
molecular en 206, sin embargo, el patron de fragmentacidon informado es distinto
al obtenido, por lo que posiblemente, cuando Kaouadji logré aislar al compuesto,
este muy posiblemente ya se habia descompuesto, como es frecuente en este
tipo de substancias

4.7 Reaccion de Hidrdlisis de 6,7-Epoxi-Z-ligustilido [11].

Como anteriormente se indicd, existen varios informes sobre la hidrolisis
del epdxido.®® % De las técnicas descritas se eligié la hidrélisis con acido
sulfurico, ya que permite obtener un mejor rendimiento, aunque, como se puede
observar, presentan resuftados distintos Esto posiblemente, a que este tipo de
compuestos presentan cierta volatilidad aunque tengan un mayor peso molecular.
Esto fue observado experimentalmente, ya que cuando estos eran secado a alto
vacio, el peso se reducia hasta 50 %

Cuando una cantidad de 11 es disuelta en acetona y se mezcla con una
disolucion de acido sulfurico al 10%. manteniendo agitacion constante durante
una hora es posible observar por medio de ccf la obtencidn de una mezcla de dos
productos de mayor polaridad con un Rf muy cercano. En esta mezcla se logra
observar que el compuesto de menor polaridad se encuentra en una menor
proporcidn con respecto al de mayor polaridad. Debido a la similitud en cuanto a
{a estructura de estos compuestos, el crudo de reaccion fue separado mediante la
técnica de cpp (cromatografia en placa preparativa) El compuesto de menor
polaridad fue identificado como el producto el isémero cis-ligustidiol [12), de
acuerdo a la comparacién de las sefales del espectro de RMN 'H (espectro 31)
con las informadas en la literatura, y el compuesto de mayor polaridad y de mayor
proporcion fue identificado como el trans-ligustidiol {13), igualmente, por
comparacién de las sefales del espectro de RMN 'H (espectro 33), con las
informadas en la literatura. La reaccidn se ilustra muestra en el esquema 32.

H2SO4 10%
o *+ o
g H2GO Acetona o "o
11 ) o
OH oM
n 1.5n. ta [L1)] {13)

Esquema 32. Hidrdlisis acida de 11.
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Se han observado proporciones variables de isémeros cis-/trans-. En
algunos casos se favorece la formacion del glicol trans-, con respecto al glicol crs-
143438 También, existen informes acerca de que esta proporcién es favorable al
isémero cis-. >

Es importante comentar que en la literatura se ha discutido el aumento de
la presencia de glicoles de Z-ligustilido {1]*°*" en preparaciones comerciales de
Ligusticum de China y Japdn. Se piensa que se favorece la formacion de estos
compuestos conforme transcurre un mayor tiempo de almacenamiento de las
preparaciones que contienen extractos de la planta. Posiblemente los dioles
provengan a partir de una serie de transformaciones espontaneas a partir del 2Z-
lgustilido 1, en las que el epdxido anteriormente mencionade, puede ser un
intermediario. Esta observacién fue comprobada cuando una muestra de
preparaciones recién hechas fueron analizadas, encontrando en algunos casos
muy poca cantidad de los glicoles y. en algunas no se logré dentificarios o

Si bien han sido numerosos los compueastos de este tipo que se han
informado como metabolitos secundarios, entre los cuales se encuentran
compuestos hidroxilados en distintas posiciones del anilio, e incluso de la cadena
alquilica, posiblemente sus posibles precursores sean los compuestos Z-
ligustilido [1] y el Z-butilidenftalido [2]. entre otros

Comparacion de /os datos inforrmados en la literatura para los dioles.

La asignacién de las sefales del espectro de RMN 'H, para el cis-
ligustidiol, se efectué por comparacién de las sefales informadas en la literatura.
Estos datos se muestran en la tabla 21.0.



Tapla 21.0 Comparacidn de las sefales de RMN 'H para el cis-igustidio) 12.

Hidrogeno cis-ligustidiol cis-ligustidiol Is-lig is-Ji
12° 12° 12° 12°
4a 2 88, daddg 2 58, gaga 2 88 gcda 282-260 (M)
(1.2,368,.45 11.4) (1B 45954 1.1) 18 2.7.5,55.1.8)
4b 2.44-2.37, ddad 2 50. dogd 241 sad 2 38-2 42 (M)
(12.38. 45, 11 1) (18481.55 19 (18.260.55)
Sa 218-212.m 2 58, dddqg 215 gdgdd 1.79-1 85 (M)
(13599.81.59) (14.7.5.55.55)
50 1.84-1.78. m 212, Jaaag 1.81 ddad 210-2.17(m)
(13.5.54.5531) (14.7.56 0.2 5)
(-} 4.08, adag 3.95, dou 4.09 dad 4.06 gda
(12.21.45) (9.8.5931) (7538525 (7.93925)
7 462 a 4 5, aaad 462 md 461d
2.7) (59.1911) (3.5) 39
531t 5291 5311 5311t
(4 8) 73 8) 7 9)
2.38.t 2361 237 at 238 at
(7.0) (7.3.7.3) (8.7.5) (7.9.7.4)
10 1.50. sextup 1.50. ¢ 1 50, sextup 1.501q
(7.5) (7 3.7.3) (7.5.78%) (7.4.7.4)
11 0.86. 1t 0851 0985t G e51
(7.5 7.3 .5 (CA))

a. Datos obtenidos en la presente investigacién RMN 'H, 500 MHz. CDCi, Espectro 31
b. Datos obtenidos de la referencia 35. RMN_ 'H. 400 MHz, CDCl,
c. Datos obtenidos de 1a referencia 88 RMN "H. 300 MHz, CDCI,
d. Datos obtenidos de la referencia 65. RMN 'H, 500 MHz, CDCls

Los datos obtenidos concuerdan con los informados en la referencia 65. En
lo que respecta a los datos de RMN '>C. estos muestran. como en el caso
anterior, estar de acuerdo con las asignacionas. estos. se muestran en la tabla
220

Con respecto at trans-ligustidiol 13, los datos de RMN 'H (espectro 33 y 34)
sSe muestran en la tabla 23.0 Se puede observar que hay algunas variacionss en
la asignacién de los hidrogenos de las posiciones 4 y 5. Como se informa, estos
no son equivalentes. Los experimentos de COSY (espectro 35) y HMQC (espectro
36), permitieron la asignacién inambigua de estas sefales. Observando el
espectro de RMN 'H para 13, hay cuatro sefales multiples, que se localizan en &
2.56-2.58, 2.31, 2.13-2.06, 1.92-1.85. la primera sefal integra para dos
hidrégenos. Estas sefales en el experimento COSY, presentan un acoplamiento
con la tercera y cuarta senal, ademas, no presenta acoplamiento con la senal
asignada al hidrégeno 6. y en el experimento HMQC presenta una serfial amplia,
por lo que se puede concluir que esta sefal corresponde al metileno en posicién
4, la cual presenta los acoplamientos con los hidrégenos en la posicién 5, siendo
las sefiales de estos hidrégenos las que tiene & 2.13-2.06 y 1.92-1.85, que
integran para un hidrégeno cada una y ademas, presentan un acoplamiento con el
hidrégeno 6, en el experimento COSY y. por medio del HMQC se observa que
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dichos hidrégenos pertenecen at mismo carbono. Por ultimo, la sefal con 6 2.31,
la cual integra para dos hidrogenos y que podria confundirse con los metilenos en
4 y 5, 2 presenta como un quintuplete y corresponde al metileno en C-9

Tabta 22.0 Comparacion de datos de RMN *’C para el cis-igustidiol 12.

Carbono L i is-li iol is-li 3 cis-igustigiol
12 12° 12° 12°
1 169.30. s 169.2. s 168 2, 5 160 4. s
3 148 26, s 1485, s 1483, s 153 4. s
3a 153.16. s 153 0.5 153 0. s 148.2, s
4 18.20,t 18.1,t 18.1.t 18.5. 1
5 25 73,1 26.7. 1 258.1 256.1t
-] 63.70.d 71.9.d 67.0/83 8, d 675 4d
7 67.11.d 680, d 670/638. a9 683.3.d
Ta 125 27, s 126 3. s 1252, s 1255, s
8 114 43, o 1147, 0 114 3. a 114.5. a
9 28.09,t 28.2.t 28.1,t 28.1.t
10 22.26.t 224,10 2231 22.3.t
11 13.75. ¢ 1372. q 128t 138. c

a. Datos obtenidos en esta investigacion. RMN 'C, 125 MHz, CDCI,. Espectro 32.
b. Datos obtenidos de la referencia 35 RMN '’C. 100.61 MHz, CDCl,

¢. Datos obtenidos de la referencia 68. RMN ’C, 75 MHz, COCl,.

d. Datos obtenidos de la referencia 85. RMN '>C, 125 MHz, CDCI,
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Tabla 23.0 Comparacién de las sefiales de RMN 'H para el trans-ligustidiol 13,

Hidrogeno uRns- wans- trans. trans-
tigustidiol ] [+] (13
13° 13° 13° 13°
4a 2.56-2.48, 2.53-2.80(m) 2.38 dgad 254 m
2.45-2.52 (m) (18.4.54.54.1.1)
4b 2.56.2.48. m 2.53-2.60(m) 285 dadd 254am
2.45-2.52 (m) (18.4.7.8,5.7,1.4)
Sa 2.13-2 06, ddd 1.85-1.93 (M) 1.81 dadd 2.12 caa
(5.0.8.5.10.0) 2.07-2.12 (m) (138.76.68224) (1355535)
5b 1.92-1.85. ddd 185-1 93 (M) 2 14 gagda 189 m
(5.7.82.230) 2.07-212 (m) (13878686224)
4 00. gad 3 96 dad 4 07 acd 3 84, ddd
(3.36398) (92,5833, (76.3524) (10,6 53 5)
437, . d 449 d 4.61 dad 4 49, . sa. 9
(5 1) (58) (3519811 (8 5)
8 528.1 5281 5311t 528¢
8.0) (7.9) 77 ®)
2.31, quintup 235 at 2.36 td 238t
B (7 9.7 4) 7777 (8.7.5)
10 1.50, sextup 1.491q 1.50 qt 1.5t
(7.8) (7.4.7.4) @777 (7.5,7.5)
11 004t 0951 095t 0851t
(22 s a7 .5

a. Datos obtenidos en la presente investigacion RMN 1H, 500 Mz, CDCI4. Espectro 33
b. Datos obtenidos de la referencia 65. RMN 'H, 500 MHz, CDCl,
c. Datos obtenidos de la reterencia 35. RMN 'H, 400 MHz, CDCi;
d. Datos obtenidos de la referencia 68. RMN 'H. 300 MKz, CDCI,

Tabla 24.0 Comparacion de datos de RMN ’C para el frans-tigustidiol, 13

Carbono t tr lig i Py g g
13* 13° 13°

1 169.07, s 1689.1. s 168.6. 5
3 14807 s 15298, s 152.2. s
3Ja 152.82. s 148.1. s 148.0, s
4 18.15, 19.1.t 19.4, ¢
5 26.66. t 266t 2690t
-3 67.92, d 71.8. 0 72.0/68.5. d
7 71.78 67.9,d 720/88.5.d
7a 125.93, s 126.0. s 125.8. s
8 114.29, d 1143, 0 1143, d
9 28.07.t 28.1.t 28.1.t
10 22.23.t 223t 223.t
11 13.72 ¢ 13.8.q 13.7. ¢

a. Datos obtenidos en esta investigacién. RMN '’C, 125 MHz, CDCIl, Espectro 34,
b. Datos obtenidos de la referencia 65. RMN *C. 75 MHz, CDCl,.
c. Datos obtenidos de la referencia 68. RMN 'C, 125 MHz, CcDCl,.



De acuerdo a lo anteriormente descnto, se puede comentar que |os
hidrégenos en la posicidn 4 son 1sOcronos { resuenan en el mMismo
desplazamiento quimico. es decir, son magnéticamente equivalentes). y que los
hidrégenos en la posicion 5 no lo son, permitiendo con estos experimentos
corregir algunas de las asignaciones informadas prevtamente En la tabla 24.0, se
muestran las senales de RMN '>C que presenta el trans-ligustidial, 13

4.8 Reaccién de Diels-Alder.

En la Iteratura se pueden encontrar varios intentos por formar los dimeros
a partir del Z-ligustihido [1]. mediante reacciones de cicloadicion [4n+2x). con
resultados infructuocsos En intentos realizados en nuestro laboratorio’® se
obtuvieron otros tipos de dimeros, sin embargo no se logran obtener 10s aductos
de Diels-Alder aislados de las especies vegetales Hasta el momento no se tienen
informes en la literatura acerca de |la obtencion por medio de sintesis de este tipo
de compuestos

Lt o=
cerrady [
o * o
A2 nr taC
oo
3]} {2} [14] / 118]
O™ 1a% (21 traras traras

Esquema 33 Reaccion de Dicls-Alder de 1

El tratamiento térmico de 1 bajo atmosfera inerte y tubo sellado en un
cafdn a una temperatura entre 145-155°C durante 45 horas permite la obtencidon
de una mezcia de compuestos de diversas polandades (esquema 33) El andlists
comparativo por medio de ccf del crudo de reaccidén con muestras auténticas de
diligustilido {14} y toquindhdo B [15]. indica que hay una cierta cantidad de cada
uno de estos compuestos. siendo el diligustilido [14), el dimero mas abundante
Esta observacion condujo a anahzar una muestra del crudo de la reaccién por
RMN 'H de 500 MHz. En dicho espectro se lograron identificar las sefales
correspondientes al diligustilido con un porcentaje de aproximadamente el 22%.
La cromatografia en ccv del crudo de reaccidon permitio la separacion de
butilidenfalido [2). trazas de Z-ligustilido [1)], trazas de toquindlido B [15],
diligustilido y otra mezcla de compuestos de mayor polaridad que continua en
estudio. Los resultados obtenidos de esta reaccidn indican por primera ocasion la
obtencién por medio de sintesis de relevo de algunos dimeros de 1. La discusion
de esta reaccidén no se tratara en esta ocasidon, ya que hasta el momento, la
investigacion continda.
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5. ENSAYOS
BIOLOGICOS




Antecedentes de actividad biolbégica de /as especies vegetales y de /os productos

obtenidos.

Ciertas especies vegetales pertenecientes a la familia Umbeliiferae, han
sido desde hace mucho ttempo apreciadas en la medicina tradicional en varias
partes del mundo. En los udltimos afos, los extractos crudos y conslituyentes
quimicos de estas plantas (ftalidos) han generado un interés particular, ya que
muchos de ellos han mostrado actividad farmacolégica importante, y se ha
considerado que pueden ser prototipos farmaceéuticos

En el nore de nuestro pais y sur de Estados Unidos, se encuentra la planta
Ligusticum porteri la cual es muy apreciada por los Tarahumaras, quienes ia han
empleado para el tratamiento de diversos padectmientos En China y Japdn, la
planta Ugusticum chuangxiong ha sido empleada para e! alivio de varias
enfermedades, y ha sido comercializada en forma de extracto crudo. En Europa,
las especies vegetales Ligusticurn wallichii y Levisticum officinale las cuales se
localizan en Francia y Alemania, respectivamente, también se han utilizados en la
medicina tradicional En la tabla 25 0. se han recopilado algunos usos,
propiedades farmacoldégicas y utiidad como auxiliar en tratamiento de
padecimientos, de Jas especies vegetales y de los constituyentes quimicos
aislados en este tipo de plantas. Cabe mencionar que son pocos los informes de
actividad farmacoldgica de los compuestos puros, encontrandose mayor numero

de informes con respecto a los extractos crudos
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Tabla 25.0 Propiedades famacoldgicas de los extractos crudos y de mefaboldos secundarios
aislados en algunas especies pertenecientes a la familia Umbelliterae

Planta Medicinal
{Nombre Cientffico)

Usos y Propledades fanmacoldgicas.

Ligusticum porteri

Insecticida  anfiparasitante, usado lépicamente por 0sos salvajes Se ndica fa DL para 1, 20 10 ppm

Ligusticum acutilobum

El exiracto muestra propiedades sedantes en el sistema nervioso central En falones, produce estupor y
tespiracién espasmédica El extracto produce relajacion y achvidad antiprética cuando se inyecta subcuténea
en perros. La myeccidn intravenosa promueve hipnosis, ataxa ¢ imtacén Ademds, baja la presion sanquinea,
la temperatura corporal. disminuye los Jatidos y 1a respiracitn

Ligusticum wallichi

Presenta actividad espasmolifica Extractos de la planta muestran una actividad semejanie en el intesting de
cerdo. La actvidad es sess veces mayor con respecio a los extractos de C officuiak? Ambos extraclos muestian
adlividad antihistaminica comparada a las caracteristicas de la atropina

El extracto crudo, presenta efectos analgésicos y haemedindmicos Se prescnbe junta con olros medicamentos
en el lratanuemo de la angina pectons £! extracto en agua caliente incrementa el fluyo de sangre en la vens
coronana” Alquulﬂéhdos voldtiles no polares han mostrade actwidad antfungrca y actwidad relajante del
misculo liso *

Apium graveclens

El aceite voli! de fas semillas, muestra una actividad tranquizante y anticonvulsiva, después de la aplicacidn
de una inyeccién intrapentoneal en ratas y ratones ~ El extracto crudo es usado como diurético, y en ¢l
tratamiento de a gota, ef reumatismo, la bronquitis y ! catarre Una actividad hipotensiva y su efecto diurético
fue observado, después de una inyeccidn intravenosa de un extracto acuoso de Ia planta en conejos y fatas. Los
compuestos volatles de los frutos de Apium graveolens exhiben una actividad tranquilizante y anticonvulsiva,
después de una myeccidn intrapentoneal en ratas y ratones Los maximos de a:tividad fueron mostrados de una
fraccidn del aceite ¢ da de alcoholes sesquitespénicos y ftalidos La planta ha sdo también usada en
tumares, especialmente de pulmén.®

Cnidium officnale

Los extractos presentan actividad sedante El extracto de eter dietilico, presenta un efecto sinérgico en ratones
tratados con hexobartulato de sodio. Después de un pretratamiento con el extracto, no se incrementd la
actividad locomotora fa cuat fue medida después de una aplicacién oral de metilanfetamina, pero resutando una
disminucidn de 1a actividad " El extracto acuoso muestra un fuerte efecto hipolensivo y diurélico cuando es
probado en 1a inyeccion intravenosa en ratones y conejos "Bl extracto crudo se usa para el tratamiento de la
menstruacion imegular, anemma, dolor de cabeza, hipertensidn, bronqutis Cromica, asma, reumatismo. Los
exiraclos etand!ico y acuoso dan pronunciados efectos de contracaidn del musculo iso del itero y la lrﬂLa

Angéfica sinensis

El extracto de etéreo de la planta, muestra actividad espasmolitica, analgésica, sedante, y disminucidn de la
temperatura corporal. Los extractos etandlico ydomfbnmco lienen actividad semejante al extracto etéreo, sin
embargo, este Uttimo tiene un efecto ligeramente mayor
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Levisticum officinale Actividad estrogénica fue probada para extracto acuoso de las ralces, en ratas hembra por medio de ung
inyeccion subcutdnea. La actividad fue comparada al benzoato de estradiol !
Presenta propiedades diuréticas. E1 té es usado en el tratamiento de malestares de Ia vesicula y renales.

Ligusticum chuangwiong €I extraclo crudo usado en el iralamiento del Color de cabeza, anemia, fesfriado e imegulandad de a
menstruacidn

Angelica acutiioba Extracto crudo que se usa en el tratamiento de enfermedades de la mujer y se cree que hiene propiedades
sedantes.”

Angelica glauca Extracto crudo es usado como estimulante por su buen olor Usado en el contra I flatulencia y en el tratamiento
de la dispep

Ligushicum acutifobum  El extracto crudo presenta actividad anticotnérgica en ntestng de rata Se compara fa actidad con tespecto @
sulfato de atropma  Ademas se prueban edractos cudos obtendos con diso'ventes de distinta polandad
concluyendo que los extractos oblemidos de diselventes paio polares erlraen mas eficientamente 10$ pancipios
activos que los oblenidos por disalventes polares N

Apium graveolens Lvar i cntrado tiwdo presenta propiedadas duréticas Ademas. el ‘polvo de fas Taices se comen como

rapaceum C de ensaladas y cocida u horeada como un vegelal

Bifora testiculata Usado como sabonzante nalural ™

Petroselinum crispum var.

Tuberosum

E! extracto crudo se usa como diurélico. en desordenes menstruales y s eshmu‘ame utenng Espasmolitico,
Los frutos poseen actividad es'rogénica Complemento en salsas y ensalatas *

Angelicae radin

E eatiacto us usado como u remedio hemeastatco para erfermedates de la mujer Se nfrma desde el punto
de vista clinico [a evaluacion de agregacaon anb-plaquetas

Z-hgustiido 1] y
Butitdenttalido (2]

Compuestos ms;aJos o Cid mo s Prosentan actividad an'vn'"mgra Butita'do [4] no presenta esle
tip de actividad ** Han sido imglicadns romo los pnceas a-kvos respossabtes de [ activedad antiasmaticos y

electos espasmédicos de Angéhcas: -t

2Z-igustildo 1),
butitidenttalido (2} y

Estos compuestos aistados de Credium Rizome san usadus en el fratamiento de la Atencesclercsts v

Denvado del Z-ligustitido
1]

Compuesto aistado Angelica acuicha es ulif como tranquihzante def sistema riervioso central v

2-ligustitido [1).
butilidenfidlido {2] y
neocinifido,

Muestran penetracion en la piel También se probaron los extractos de éler y metandhico

24igustitido [1),
Butilidenfidlido {2] y
butifélido [4].

Estos compuestos aislados de L wallichi, muestran contraccitn en ttero de rata no predada Butidenfidido,
presenta actividad antiespasmédica no especifica hene un polencia menor con respecto a la papaverina. €1
mecanismo de accion es distinto al de la papavenna ™
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Bioensayos preliminares efectuados a los dernvados obtemdos (Bionensayo de
toxicidad contra Arterma salina. antimucrobianos y antifungicos)

Debido a la ampha utihidad de las umbel:feras en varias partes del mundo,
{como se menciond anterrormente), los informes, tratan de ponderar, la actividad
farmacolégica que se les atribuye Adicionalmente. los esfuerzos estan enfocados
a encontrar las interrelaciones entre dichos efectos y 1os constituyentes QuUimicos.
Determinar una presumible accion farmacoldégica y adaptarie un modelo de
estudio, es un problema dificil. ya que dicho modeio. debe estar relacionado con
el uso de la planta '® Reiacionade con lo anterior. conocer algunas de las
propiedades farmacologicas basicas es de fundamental i/mportancia ya que con
estos estudios, se pueden proponer nuevos modelos de estudio y conocer el
mecanismo de accion Los bicensayos prehminares efectuados son los que
estaban disponibles Se espera. que los compuestos sintetizados sean probados
on biocensayos mas especificos, como por ejemplo el de Alzheimer

El bioensayo de toxicidad frente Arternua saina® representa una alternativa
para la deteccion de compuestos con postbie actividad bioldgica. y provee
informacién preliminar para realizar pruebas posteriores Es muy uthizado para
realizar fraccionamiento dirigidos de extractos crudos, debido a que [a técnica que
se emplea es sencilla y produce resultados rapidos y reproducibles Si bien, no se
ha logrado comprobar qQque ta toxicidad para Astemia salina correlacione con
actividad citotdxica o antimicrobiana. un resultado positivo puede ser indicativo de
ostas propredades Z-ligustido es toxico a Arternmnia salina (DL.o 20 1) de acuerdo
a los resultados de nuestro laboratorio "7

También se ha evaluado su actividad frente a microorganismos gramm
negativos, gramm positivos (Bacilus sub!iis Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Sacharromyces cervisiae y Kilebsetha pneumomae). mostrando una
actividad débit *7

Resultados de los bioensayos efectuados

En la tabla 26 0 se muestran los resultados obtenidos los ensayos
biolégicos contra Arterrna sahna, antimicrobianos y antifungicos en los que, se
indica ta dosis letal media (DlLs) y la inhibicion del crecimiento. Un resultado
positivo (+) indica inhibicién apreciable del crecimiento. Cuando no hay inhibicidén
apreciable se considera un resultado negativo (-) Un resultado intermedio se
indica con (+/-). Adicionalmente, en !a tabla 27 0 se muestran las concentraciones
minimas inhibitortas (CMI)



Tabta 26.0 Resultados de 105 ensayos ioldgicos de toxicidad,

antimicrobianos y antifungicos

Compuesto

Bicansayo
contra

Tabla 26 O Resultados de los ensayos biolégicos de toxicidad,

antimicrobianos y antifungicos (Continuacion)

Compuesto

— —
Biensayo ~ ~

contra @:' s
S
3

9] [10]

4 .

23

[131

A s =100 67 >50

10

=100
+/-
+/-
*/-

*Bicensayo de toxicidad: (A s ) Artemia salina [DL.-}. (ppm)
"'Bioensayo antibacteriano’ (E c¢.) Escherichia colr

(S. a) Sthaphyiococcus aweus y (M. s)
Cantidad probada 500 ug/disco de 5 mm. (ug/mi).

"’Bioensayo anllfunglco (7. V.) Trichoderma viride, (A N.) Aspergillus niger. Cantidad probada

500 ug/disco de S mm. (pug/mil).

En los dos ultimos casos la prueba resulta positiva (+) si hay inhibicidon en el crecimiento y

negativa en el caso opuesto.
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Tabia 27.0 Resultados de los ensayos biolégicos de concentracion minima inhibrtoria (CMI).

Compuesto
Micro- t\jJ—/ ,/f\v—(j (\/(f o °
organismo T \/,,\( . S . \/‘LY - e
(53 m o)

1] 2) {41
C.a >50 <400 200 >400 >400 >400
E.c. =400 >400 =400 >400 40Q >400
P.m. >400 400 ND ND >400 >400
S.a. 200 200 200 =400 200 400
S.1. >400 <400 >400 >400 400 >400
S.s. >400 >400 >400 >400 400 >400

Tabla 27.0 Resultados de 10S ensayos biologicos de concentracién minima inhibitona (CMi).
{Continuacion)

Compuesto

Micro- dl/ -/( /\,4"/’ /JJ/ /\,(f °
organismo n o T T e e ) °
s (SR ?/\") - j:*(: - \(\{, /\

__I91 {10} 11} [12) [13) [14]
C.a. 400 >400 25 ND >400 ND
E.c. >400 >400 400 ND >400 ND
P.m. ND ND 200 ND >400 ND
S.a. 200 >400 100 ND >400 ND
S.r. 200 >400 200 ND 200 ND
S.s. >400 >400 400 ND >400 ND

Biocensayo de Concentracion Miruma intubitona (CAMI © 62-400 wug/mi)
(C.a.) Candiga albicans; (E. ¢.) Eschenciia coli, (P m ) Proteus mirabilis, (S a.) Sthaphyfococcus
uSs IS (S.8.) Io sonnei. ND. No determinado

aureus; (S.1) Strop

Discusién de Resultados. Relaciones entre la estructura y la actividad
farmacoldgica.
En cuanto a la loxicidad frente a Arremia salina de los compuestos

probados, el butilftalido {4], el Z-ligustindo [1], e! butilidenftalido [2] y el Z-6,7-
epoxiligustilido {11]. mostraron ser los compuestos de mayor toxicidad. Por una
parte, los compuestos 2 y 4 son estables. debido al anillo aromatico. Cuando se
compara el compuesto ftalido (misma estructura de 4, pero sin el butilo), se
observa que no presenta toxicidad, y esto. muestra la importancia de la cadena
-alquilica para la actividad Para 2 y 4. se observa que la cadena saturada
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incrementa la actividad. ya que el valor de 4 es mayor que el de 2. Una tendencia
simitlar se observa para 1, donde el valor de DL.; @s mayor con respecto a 2. y se
observa que si el anillo esta parcialmente saturado, el valor de actividad aumenta

Pero, por otro tado. el compuesta 11 presenta toxicidad presumiblemente,
por la reactividad det epoxido Este es un compuesto labil, en condiciones
normales, y debido a esta labihidad. puede favorecerse la incidencia algun sitio de
accion.

Frente a Escherichia coli, el Z-ligustilido {1]. el Z-butilidenftalido [2] y sus
raspectivos acidos, (7} y [8). mostraron los mayores valores, 2 fue e! mayor de
todos aunque por un diferencia peqguena Esto sugiere que |a presencia de estas
substancias en la planta, puede ser la responsable de la actividad antiséptica

La apertura de la v-lactona provoca una disminucion de ta toxicidad frente a
Artemia salina, por lo que se puede suponer que este sistema sea una parte
importante para la actvidad Por otro lado el sistema aromatico en los
compuestos 2 y 8, vuelve a mostrar un efecto :mportante en |a bioactividad

Ademas de que ta presencia de un grupo carbonilo en 7 y 8, permite a la
molécula, tener mas sitios reactivos y posiblemente coadyuve a incrementar la
bioactividad. Adicionalmente. el compuesto 12 muestra mayor actividad frente a
E. coli con respecto al isémero trans- (13} 1o cual refleja la importancia del
establecimiento de las relaciones entre la estructura y la bioactividad

En el caso del microorganismo Sthaphylococcus aureus, 1os compuestos 1,
7 y 10, presentan los valores mas sobresalhientes Posiblemente, sea un caso
semejante al observado para £ coli para 1 y 7 Para estos compuestos. se
remarca la /mportancia del sistema dieno hcmoanular y la cadena alquilica. Por
otro lado, en el caso dei epdxido, la propia mmestabilidad favorece un incremento
en su actividad. Sin embargo. puede plantearse la pregunta, si este compuesto es
el que realmente presenta la actividad o a!gun compuesto de transformacién o
posiblemente., los productos dervados de la apertura del oxirano se
complementen y favorezcan la actividad El valor de la toxicidad en el caso del
diol cis-, es semejante al de 11, y puede ser complementado por la actividad
interrnedia del otro isémero.

Para el microorganismo Mycobactenum smegmatis, los compuestos 1, 2, 4
y S, son los mas activos. Las partes estructurales que tienen en comun son la
presencia de un anillo, con distintos grados de insaturacidn, la lactona y la
cadena alquilica. Al parecer el efecto del aniloc de seis miembros es importante,
ya que los compuestos con mayor actividad son el compuasto 2, el cual tiene el
anillo totalmente insaturado y el compuesto § que posee su anillo parcialmente
saturado.
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Por otra parte, al comparar el compuesto 2 con 4, la hidrogenacién de!
doble enlace 3(B) en el caso de este ultimo provoca que la bicactividad sea
ligeramente menor

Para los compuestos 7 y B, se observa que la apertura de la lactona
disminuye ligeramente |la bioactividad dejando sdlo el anillo el cuat esta parcial y
totalmente insaturado

Los compuestos 4 y 5 fueron !os unicos que presentaron actividad
antifungica apreciable frente a Trnichoderrma vinde y Aspergillus niger Se vuelve a
remarcar la importancia del anillo de seis miembros con diferentes grados de
insaturacidn, la lactona y la cadena alquilica presente en este tipo de
compuestos

Adicionalmente, las ftalazonas obtenidas 9 y 10 muestran poca actividad

antimicrobiana, por lo que la incorporac:én de nitrégeno a esta estructura no
resultd en un mejor actividad
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6. CONCLUSIONES



La integracidn de Ios resultados obtenidos y la experiencia y conocimientos
acumulados durante la realizacién del presente proyecto parmitieron ia obtencidon
de numerosas conclusiones. entre las cuales podemos resaltar las siguientes.

a. La doble ligadura en la posicion §(7) de! Z-hgustihdo [1]. mostrd ser la méas
reactiva con respecto a la 3(8) y a la 3a(7a) Esta sntu- selectividad fue observada
en las reacciones de hidrogenacidn catalitica y de epoxidacion

b. La ligadura 3a-(7a) mostro menos reactividad incluso comparada con el anillo

aromatico.
c. El aislamiento y analisis estructural de 5.(7)-epoxi-Z-hgustilido [11] permitid
corregir una serie de asignaciones de RMN y de EM

d. La labilidad relativa de los derivados obtenidos fue muy vartada En el caso del
compuesto 7, se observd un incremento en la transformacidn espontanea del
sisterna dieno homoanular hacia el compuesto 8. cuando fue expuesto a la luz,
calor y/o oxigeno Este comportamiento no se observa para los compuestos 4 y 5,
los cuales son estables Sin embargo. en tos compuestos 2, 8, 11, 12 y 13, se
observa que se transforman lentamente a compuestos de mayor polandad. Un
caso sobresaliente, es el compuesto 10, que presenta descomposicidn después
de mucho tiempo Este compuesto mostro ser el denvado mas estable con

sistema dieno homoanular

e. Es viable ia obtencidon de dimeros med:ante reacciones de cicloadicién de
Diels-fider, empleando Z-ligustihdo [1] como dieno y diendfilo. Si bien los
rendimientos son bajos, es posible la realizacién de experimentacidon adicional
para determinar 1as condiciones optimas para !a obtencién de los cicloaductos.

mnterpretacion  pearmitieron tener un mejor

f. Los resultados obtenidos y su
conocimiento de la reactividad quimica de Z-hgustilido [1], y conocer las

condiciones experimentales apropiadas para fa manipulacidn de los derivados

g. En cuanto a las pruebas bioldgicas se mostré un incremento en la capacidad
de inhibicion para cierto tipo de orgarnismos. de los compuestos sintetizados con
respecto a la materia prima [1] Algunos derivados como el cis-ligustidiol [12).
presentaron un incremento en la actividad en los bicensayos efectuados con
respecto a la materia prima, y algunos de elios tuvieron un actividad antifungica

apreciable.

h. Es posible especular. de acuerdo a los resultados. que el estereocisémaero cis-
[12] de! diol sea mas activo con respecto al trans- [13). Es interesante mencionar
que el 6-metoxi-7-hidroxi-3(8)-dihidroligustilido (presumiblemente cis-) es el
compuesto informado como Util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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i. De acuerdo a la toxicidad frente a Artenna salina entre los compuesto de mayor
toxicidad, se obtuvo al butilftatido [4)

j. Puede atribuirse un efecto bioldgico complementario y/o sinérgico en las
mezclas de compuestos. Es por ello, que en ios extractos crudos, donde estos
compuestos estan mezclados, presentan actividades notables

k. Es deseable ia obtencién de un mayor numero de derivados de Z-ligustilido [1)

y la realizaciéon otras bioevaluaciones con e! fin de ponderar con mayor cercania
el potencial farmacologico de este grupo de substancias
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7. PARTE EXPERIMENTAL



B e e

7.0 Materiales y Equipos

El analisis en cromatogratia en capa fina se efectud en cromatofolios marca
Macherey-Nage! Duren, tipo Alugram SIIG/UV

Se emplearon como reveladores una lampara de rayos UV Spectronile,
modelo EX-20 ( A de 254 nm y 365 nm). y una solucién de Sulfato Cérico
Amoniacal ((NH.).Ce(SO.L), at 1% en acido sulfurico [2N]

Para el empacado de ias columnas se emplaed silice gel (SiOz). marca
Merck, 60 GF (para placa) y silice (Si0z) grado 70-230

Los espectros de Resonancia Magnétca Nuciear de 'H y '’C, se obtuvieron
en un espectrémetro analitico Vanan, modelo Unity 300 a 300 MHz y un
espectrémetro analitico marca Vanan, modelo Umity plus 500 a 500 MHz, usando
como disoclvente CDCl; y CDO,COCD, (segun sea el caso) y en ambos equipos se
utilizd tetrametiisitano (TMS) como estandar internc

Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrémetro marca Shimadzu,
modelo UV 160U,

Los espectros de IR se obtuwvieron en un espectrémetro marca Perkin-
Elmer, Modelo 283-B.

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fischer-Johns.

Los espectros de Espectroscopia de Masas se obtuvieron en un
espectrémetro marca JEOL, modelo JMS-Ax505 HA, a 70 eV y una Corriente de
fonizacién de 100 pAmperes

7.1 Extraccién y aislamiento de la materia prima.

Las raices secas y finamente molidas de Ligusticurn porteri (10 Kg) se
maceraron consecutivamente con acetocna y metanol (3 veces con cada
disolvente).

1.06 Kg. de residuo acetonico fue adsorbido con 762.4 g de SiO; grado 70-
230, posteriormente fue dividido en dos partes iguales. Cada una de estas fue
fraccionada simultAneamente mediante cromatografia en columna a vacio
(cev)™7' empleando BO6.1 g de SiO; para placa como soporte en cada una de
ellas. La elucidn de las columnas se inici® con hexano, aumentando gradualmentse
la polaridad con acetato de etilo hasta una proporcién 1:1, el volumen de cada
fraccién fue de 1.6 litros y se recolectaron 89 fracciones. Adicionalmente se
realizé un lavado de la columna con acetona

61



El Z-ligustilido {1] matena prima y metabolito secundano empleado en las
derivatizaciones quimicas, fue monitoreado por ccf (cromatografia en capa fina) y
se identificd en las primeras 11 fracciones debido la fluorescencia morada que

presenta en lampara de UV (A=254 nm) Dichas fracciones fueron reunidas
exceptuando {a primera de ellas

Para llevar a cabo cada una de las reacciones fue necesario purificar la
materia prima ya que el anahsis por mecio de cromatografia en capa fina (ccf)
indica que en las fracciones 2-9 de la cromatografia en columna nicial lo
contienen, ademas de que dicho compuesto se encuentra mezclado con otros
compuestos menos polares, idenuficdndose entre estos al compuestio que es
producto de la deshidrogenacion espontanea de 1 que es el Z-butilidenftalido (2]

La purificacion de la matena prima se llevo a cabo mediante 1a técnica de
cromatografia en columna a vacio utihzando SiO: grado tic como soporte y
efectuando la elucion con hexano

Ei analisis posterior del espectro de RMN 'H de una muestra purificada
condujo a deducir que 1 se encontraba con una pureza del 86%, correspondiendo
el porcentaje, es decir, el 14% a 2. Esta mezcla fue la que sometid a las diversas
condiciones de reaccidn para la obtencién de jos denvados El rendimiento
estimado de Z-ligustilido [1]. a partir dei maternial vegetal fue de 2. 573 %.

Datos fisicos y espectroscopicos del Z-ligustilido [1]).

Aceite amarillo obscuro. olor penetrante
Rf = 0.34 (hexano-acetato de etilo 9:1)
PM. 190.24 g/mol. (Calc. para Ci2H:.03)

IR (CHCl)vmas [cm™’}. 2963.12, 2935.26, 2873:90. 1755.56, 1668.20, 1462.40,
1273.60, 1056.27, 1015.40. 968 20

UV (MeOH) A ... nm (£). 205.5 (11150.50). 272 (7887.88), 321.0 (6582.83).

RMN 'H (500 MHz, CDCls, espectro 2, tabla 2.0). se indica (5. multiplicidad. J):
6.29 (1H, td, J= 4.5, 9.5 Hz, H-7), 6 01 (1H. dt. J= 4.5, 10 Hz, H-8), 5.22 (1H, t, J=
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8.0, Hz, H-B), 2.60 (1H. t1d, J= 1 0, 10.0 Hz H-4) 2 49-2. 44 (2H, m, H-5). 2.39 (2H,
cuadruplete, J=7.5 Hz. H-9). 1 51 (2H cuadruplete J=7.5 Hz, H-10), 0.96 (3H, 1,
J= 7.5 Hz, H-11).

RMN ’C (125 MHz. CDCI,. espectro 3. tabla 3 0). se indica (5. multiplicidad):
167.61 (s. C-1), 148 64 (s, C-3), 147 04 (5.C-3a). 129 86 (d. C-6), 117.18 (d, C-7),
124.06, s (C-7a), 112 81 (d. C-8), 28 12 (1, C-9). 22 42 (d. C-5), 22 42 (1, C-10),
18.53 (d, C-4). 13.74 (g, C-11)

7.2 Reacciones de hidrogenacion catalitica.
Reaccion de hidrogenacién con Pa/C al 10%5 en AcOEt por 2 horas.

El catahzador Pd/C al 10% (10 mg). fue suspendido en acetato de etilo (6
ml) y se premidrogend a temperatura ambiente y con agitacién constante durante
3 horas. Al cabo de ese tiempo se adiciono 1 (150 mg., O 66 mmol), disuelto en
acetato de etilo (5 ml) La reaccion se mantuvo durante 2 horas. Después de ese
tiempo se logra observar por medio de! anahsis de ccf la disminucidon en la
cantidad de materia prima y trazas de otro compuesto de mayor polaridad.

La eliminacion det catahzador por filracidn sobre celta y silice, y ia
posterior eliminacion del disolvente por concentracién a presién reducida permite
obtener un residuo aceitoso amaridlo El anaisis del espectro de RMN 'H
(espectro 6 ) del producto estable los siguten’ss rendimientos. 21.15% de 3,
30.59% de 2 y 47 93% de matena prima

Reaccidn de hidrogenacton con Pa/C al 1025 en AcOEt por 8 horas

El catalizador Pd/C al 10 % (10 mg) suspendido en acetato de etilo (5 m!)
se prehidrogend a temperatura ambiente y con agitacidn constante durante 2
horas. Después de este ttempo se adiciona 1 (100 3 mg. 0 53 mmot). La reaccién
se mantuvo durante 8 horas Al cabo de ese thempo por medio de!l analisis de ccf
se observa la desaparicion total de la materia prima y dos productos de mayor
polaridad.

Posteriormente se elimina el catahizador por filtracidon sobre celita y silice, y
se elimina el disolvente por concentracion a pres:ion reducida permitiendo obtener
un residuo crudo de color amarillo-verdoso clarc con olor caracteristico (99.4 mg).
Una muestra del crudo de la reaccion {ue analzada por RMN 'H (espectro 7). El
residuo restante fue resuelto mediante crcmatografia en capa preparativa de 2
mm de espesor utitizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo
98:2. Esto permitid la obtencidn de los compuestos 4y §
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Reaccién de hidrogenacidn con PtO; al 83 12% en AcOEt 4.5 por horas

El catalizador PtO; al 84 12% (10 mg) suspendido en acetato de etilo (5
ml) a temperatura ambiente y con agitacion constante se prehidrogend durante
2.5 h. Después de ese tiempo se agrego 1 (1004 mg. 0 53 mmol), disuelto en
acetato de etilo (5 ml) lLa reaccién se mantuvo durante 4 5 horas Después de
aese tiempo se observan la desaparncion total de ila materna pnma y dos productos
de reaccion. La separacion del catahzador mediante filtracion sobre celita y silice,
y la posterior eliminacion del disoclvente por concentracion a presion reducida
permite |a obtencion de un residuo aceitoso color verde claro con olor
caracteristico. El analisis del espectro de RMN 'H (espectro 12) del crudo de
reaccion establece una proporcion de 57% de 4 y 43 % de 5

Reaccidn de hidrogenacidn catalitica con PasC 10% en EtOH 6 por horas

El catalizador Pd/C al 10% (100 mg) fue suspendido en etanol (10 mi) y
temperatura ambiente y con agitacion constante se prehidrogend durante 2 horas.
Después de ese tiempo se adwciondo 1 (%20 mg 393 mmol) La reaccion se
mantiene 6 horas. Al cabo de esle tlempc ta separacién del catalhizador mediante
filtracidén con celita y silice, y la posterior ehminacién del! disolvente por
concentracién a presion reducida permite ia obtencidn de un residuo aceitoso
color verde claro con olor caracteristico, (882 4 mg;

Una parte de! crudo fue analizada por RMN 'H de 300 MHz. (espectro 13).
El residi:o restante fue adsorbido con igual cantidad de S10:2,70-230 y_separado
por medio de cromatografia en columna abierta con técruca de flash™7> (cca),
empleando 73.0 g de Si0O; 70-230 como soporte una columna de vidrio (3.3 cm
de didmetro), y eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (98.2). Se colectan
fracciones de 250 m! Siguwendo el criterio de ccf para reunir fracciones, se
observd que en las fracciones 22-38, contienen al butilftalido [4), (2750 mg
36.96% de rendimiento total) y en las fracciones 46-69 se observa que contienen
3(8),6(7)-tetrahidroligustilido [5§]. (295 mg. 38 78% de rendimiento)

Datos fisicos y espectroscopicos del Butilftalido [4].




Aceite transparente, olor agradable
Rf = 0.276 (hexano-acetato de etio 9:1)
PM. 190.24 g/mol. (Calc para Cy2H,.0:)

IR (CHCly)vm.. [cm™') 2963 30. 2936 40. 2866 60. 1758.10, 1523.50, 1471.50,
1424.90. 1347.90, 1287 0. 1070.30. 987.90. 930 50

UV (Hexano) A .. nm (L) 278 5 (1577 67) 271 5 (1425 0). 224.0 (9092 .86)

RMN 'H (300 MHz. CDCI,, espectro 8 tabia 90) 7 9 (1H. d, J=7 8 Hz, H-7). 7.67
(1H. ddd, 4=7.8. 7.8, 1 5 Hz. H-5). 7 52 (1H da J=7 5.7 5 09 Hz. H-6). 7.44 (1H,
dd, J=7.5. 1.5, 0.9 Hz H-4), 548 (1H, dd, J=7 8. 4 1 Hz, H-3), 2.11-1.99 (1H, m,
H-8a), 1.83-1.71 (1H. m H-8b). 1 58-134 (44 m #-9 e H-10). 0 89 (2H. t. J=11 6
Hz, H-11).

RMN '*C (75 MHz, CDCl,. espectro 9 . tabla 10 0) 17061 (s. C-1), 150 12 (s. C-
3a). 133.87 (d. C-5), 128.98 (d. C-6), 126 21 (s. C-7a). 125 69 (d, C-7). 121.68 (d.
C-4), 81.40 (d. C-3). 34 44 (1. C-B). 26 87 (1 C-9) 22 41 (1. C-10). 13 82 (q. C-11)

EM (IE, 70 eV). 190 [M*] (20), 172 (3). 172 (3 4). 148 (7). 134 (28), 133 (100). 115
(3). 105 (53), 77(26). 76 (7). 51{9). S0 (3). 41 (3). 39 (3)

Datos fisicos y espectroscépicos del
3(8),6(7)-tetrahidroligustilido [5].

Aceite translicido, ligeramente verde-claro. olor agradable.
Rf= 0.212 (hexano-acetato de etilo 88:12)

PM. 194.27 g/mol.(Calc para Ciy;H.s02)

IR (CHCh)vme [em™']. 2960 00. 293400 2870 90, 1744.70, 1682.1, 1601.90,
1523.90, 1476.70. 1422 0. 1334 0. 10680 1040 70. 935.10

UV (MeOH) A o nM (). 219.0 (19256.06)
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RMN 'H (300 MHz. CDCl, espectro 10 Tabla 11 0) 478 (1H, m. H-3), 222 (4H.
sextuplete, J=7 8 78 Hz H-4, H-7) 186-181 (2H. m. H-8). 1.79-1.67 (4H.
quintup, H-5 e HB). 1 52-1 47 (4H quintup H-9) 1 38 (2H. ddyd, J=3.6, 3.6, 135

Hz. H-10). 091 (3H. t J=6 9 Hz. H-11)

RMN '°C (75 MHz. CDC!;. espectro 11 tabia 11 Q) 17368 (s. C-1). 163 60 (s, C-
3a), 12675 (s. C-7a) BB 87 (a. C-3) 320 (t C-8) 2657 (1. C-9), 23.16 (d. C-4),
2243 (1. C-10). 216 1. C-5y C-6) 1984t C-7: 1382 (c C-11)

EM (IE, 70 eV)' 195 [M"']. 194 [M'] (30) 165 (8, 138 (8), 137 (33), 110 (13). 109
(100). 81 (43). 79 (18). 41 (10). 39 (4)

7.3 Reacciones de deshidrogenacion catalitica

Reaccién de deshidrogenacion catalitica

Al catalizador P1O:; alt 82.14% (41 2 mg) suspendido en etanol (10 ml). se
ie adiciona 1 (4157 mg. 1.816 mmol) Esta mezcla. con agitacidon constante y a
reflujo, se mantiene durante 4.5 horas. Al cabo de ese tiempo se logra observar
por medio de ccf la transformac:on total de la materia pnma. Este residuo fue
separado del catalizador mediante filtracién en pipeta Pasteur empacada con SiO3
grado de tic y celita Al filtrado obtenido se le evapora el disolvente, mediante
rotavapor y presion reducida  obtermendo un  residuo acentoso (397 mg). Este
crudo fi,e adsorbido en SiO; 70-230 y separado mediante cromatografia en
columna abierta empieando S:O; 70-230 como soporte (36.0 g). una columna de
vidrio (1.7 cm de didametro) eluyendo micialmente con hexano y aumentando
graduaimente la polandad del sisterma de eiucidn con acetato de etilo. Se
colectaron fracciones de 100 m! Por medio de ccf, se observa que en las
fracciones 21-25 se lograron obtener 2 (1596 mg. 085 mmol, 46.26% de
rendimiento). En las fracciones 39-48 se obtiene 4 (55 1 mg. 0.29 mmol. 15897 %

de rendimiento).
Datos fisicos y espectroscépicos detl Z-Butilidenftalido [2].




Aceite transiucido, olor penetrante Estable
Rf= 0.34 (hexano-acetato de etillo 9 1)
PM. 188.22 g/mol. (Calc para C;H,;0z)

IR (CHCly)vea. [cm’'] 28651 293360 287270 177602, 1687.30. 1613 .50.
1474.50. 1341 70 12750 1074 12 1002 30 285 50

UV (MeOH) % ~.. nm () 311 5 (7858 9), 260 5 (23037 12) 2355 (235000), 2105
( 20580.30)

RMN 'H (500 MHz. CDCl,. espectro 4 tabla < 0) 7 89 (1H. ddd. J= 10, 10. 70
Hz, H-7). 767 (1H. ddd J=10. 10. 7 O Hz H-5) 764 (1H ddd, 1.0 10.7 0 Hz,
H-4). 751 (1H, add 10 65 80 Hz H-5) 5864 (1H. t 80 Hz H-8) 246 (2H.
cuadruplete, J= 8 0 Hz H-3) 1 56 (2H sextuplete J=7 5 Hz H-10), 0 99 (3H. t, U=

7.5, H-11)

RMN '>C (125 MHz. CDCI, espectro 5 tabla £ 0) 167 22 (s C-1) 1458 (s, C-
3a), 139.62 (s. C-3). 134 19 (g C-5). 128 32 'a C-6). 125 27 (d. C-7). 124 51 (s,
C-7a), 11962 (d. C-4) 10943 (a. C-8) 27 77t C-5) 2251 1t C-10), 1377 (q. C-
11).

7.4 Reaccién de hidrolisis basica con K:CO; al 20%.

Una disolucion de 1 (5036 mg 2 2C rnol). en acetona (10 ml), fue
mezclada con una disolucidon de K,CO;, al 20 %t (1C mi) Esta mezcla, se calienta
en bafMo maria durante 3 horas a reflujo y cor agitacidn constante. Al transcurrir
este tiempo de reaccion se separan las fases, y la fase organica se concentra.
obteniendo un residuc aceitoso amariio al cua! se le agrega una disolucion de
HCI al 10% (5 mi). Postenormente se efectua una extraccion con CH;Cl: (4x10ml).
las fases orgdnicas son reunidas y se realiza un lavado con una disolucién
saturada de NaCl de (2x25ml} La fase organica resultante es secada con Na:S0«
anhidro. Después se evapora el disolvente con rotavapor por destilacidn a presion
reducida, obteniendo un crude aceitoso (660 9 mg)

Este crudo fue adsorbido con §tO; 30-T3 y sometdo a una separacion por
ccv, usando SiO; para placa como soporie (6 ¢, una columna de vidrio (22 mm de
diametro), y empleando como eluyente una me:zcla de hexano-AcOEt (98:2), al
cual se le fue incrementando gradualmente la polandad Las fracciones se
colectaron de 25 m! En base al criteric de cc! se reunieron las siguientes
fracciones 1-6, 17-28. 29-37 y 38-49 Ei primer !ote de fracciones contiene materia
prima que no reacciond (2394 mg 1 05 mmol; e! segundo Iote. el cual contiene a
7 (69.1 mg, 0.332 mmol). el tercer lote de fracciones que contiene una mezcla de
7 y 8 (162 mg). y finalmente. el cuarto lote de fracciones contiene a 8 (59.9 mg,
0.29 mmol).
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Posteriormente se realhizd una recromatografia de las fracciones 29-37,
adsorbiendo el residuo acestoso (162 0 mg, en igual cantidad de SiO; 70-230. y
se separaron por ccv empleando una columra de vidno (2.2 cm de diametro),
empacada con S10: para placa (6 0 g). y eluyéndose con una mezcla de hexano-
AcOE!t (98 2) colectando fracciones de 100 m Por medio de ccf en las fracciones
4-5 se recolectd 7 (57 3 mg 0 28 mmol)} y en las fracciones 6-10 se obtuvo B
(60.5 mg. 029 mmol) Los rendimentos totales para cada uno de estos
compuestos son [0s siguientes para 7 (1264 mg. 061 mmol. 50.68% de
rendimiento), y para 8 (1204 mg 0 58 mmol 48 23 %)

Datos fisicos y espectroscopicos del
acido derivado det Z-tigustilido, [7].

Aceite amarillo claro transparente Inestable en condiciones normaies.
Rf = 0.276 (hexano-acetato de etilo 8.2)
PM. 208.25 g/mol. (Calc para Ci:H.e05)

IR (CHCls)vm,. [cm'] 3584 40, 3389.40 2951 50. 2936 80, 2871.70, 1763.60,
1669.80, 1355 30. 1275 6. 1061.3, 944 0. 903 50

UV (MeOH) A m.. nm (£) 204.5 (1643.20). 282 0 (426 40)

RMN 'H (500 MHz, CDCl; espectro 17 . tabla 14 0) 6.14 (1H, ddd. J= 2.0. 4.0, 9.5
Hz, H-7), 596 (1H, ddd. J=40. 40. 95 Hz H-6) 264-2 58 (1H, m, H-4a), 2.50-
2.44 (2H, m. H-5), 2. 49-2.39 (1H m, H-4b) 2 03 (1H. ddd, J= 4.0, 120, 12.5 Hz,
H-8a), 1.81 (1H, ddd. J= 4.0, 11.0. 14.0 Hz H-8b) 1.36-1.29 (3H, m, H-10, H-9a),
1.24-1.16 (1H, m, H-Sb), 0.892 (3H. t, J=65 H-11)

RMN 'C (75 MHz. CDCI, espectro 18, tabla 150). 169.56 (s, C-1), 158.93 (s. C-
3), 130.01 (s, C-6). 125 87 (s, C-3a) 116 24 (d. C-7). 107.61 (s. C-7a). 35.83 (t, C-
8). 25.10 (1. C-9). 22 41 (t. C-5) 22 41 (1. C-10) 1529 (1. C-4), 13 737 (q, C-11).

EM (IE, 70 eV) 210 [M +2] (4 77). 209 [M"+1] (34.09), 208 [M"]. (11.63). 192

(6.47), 191 (41.59). 190 (5 45). 189 (4 29) 180 (20.45), 153 (8.66). 92 (9.20). 91
(10.57), B0 (6.4B). 79 (74 86). 78 (22.5). 77 (54 09). 67 (12.41). 65 (13.63), 57
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(10.43), 55 (16 57) 53 (8 886). 52 (10089) 51 17 04) 49 (579). 43 (9 20). 41
(23.52). 39 (17 05)

Datos fisicos y espectroscopicos del
&cido derivado del Z-Butitlidenftalido, (8].

Aceite amarilio claro
Rf = 0.276 (hexano-acetato de etiic B 2)
PM. 206.24 g/mol. (Calc para Ci;H,.0s)

IR (CHClhy)vma, [cm’'] 3695 40, 3593 20 2951 94 2934 22, 2875.70. 1762.21,
1712.98. 1604.70. 1467 80. 13810 1363 C6C 126278 1134.10. 1087.80,
1042.08. 945 10. 908 40 852 .50

RMN 'H (500 MHz. CDCl, espectro 20 tabla 15 0) 7 81 (1H. d, J=7.5, Hz, H-7),
7.70(1H. ddd. J=80 B0 75 Hz H-5) 756 :"H d J=7 5 Hz H-8) 7.55 (1H. d,
J=7.5 Hz, H-4) 2 20 (1H ddd, J=50 120 14 7 Hz H-8a). 2073 (1H. ddd, J= 50,
12.0. 140 Hz H-8b) 1 42-1.33 (1H m, H-Sa) * 305 (2H. cuadruplete, J= 7.5 Hz,
+H-10). 1.17-1.10 (1H. m. H-89b). 0.853 (3H t. J=7 5 Hz. H-11)

RMN '>C (125 MHz CDCl, espectro 21 tabla 15 0) 168 75 (s. C-1). 148.96 (s,
C-3a). 13458 (d. C-5, 13280 (s C-3) 13047 < C-6) 12955 (s, C-7a). 126.19
(d. C-7). 12227 (d C—4; 38 52 (1 C-8) 2535 C-9) 22 41 (1. C-10). 13 72 (q. C-
11).

7.5 Reaccién de 1 con hidrazina anhidra.

Una disolucion gde 1 (463 .8 mg, 2 026 mmol). en etanol (530.5 mg, 12.05
mmo!). se mezcla con hidrazina anhidra ( 441 mg mmol).Esta mezcla se pone a
refiujo durante 1 hora La evaporacion gei diso!vente a vacio permite obtener un
resiguo amarillo cristahino (500.5 mg) E! anansis de ccf indica la desapariciéon
total de materia prima y dos compuestos de mayor polandad. El compuesto de
mayor polaridad presenta una fluorescencia morada en {ampara de UV (2 = 254
nm y siendo mas notable en » = 365 nm) EI producto crudo fue recristalizado por



par de disolventes de acetona-hexano obteniendo un sélido blanco cristahino
(488.0 mgq).

La mezcia recristalizada fue adsorbida en igual cantidad de silice 70:230 y
separada por cca usando SiO: grado 70-230 (35 g una columna de de vidrio (17
mm de didmetro). eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (8.2)., y colectando
fracciones de 75 ml Por med:o del analisis por ccf. en las fracciones 7-18 se
colectd un sdlido blanco cristalino. 9 (47 2 mg 0231 mmol. 6571% de
rendimiento). y en las fracciones 25-31 se colecto un sohdo blanco cristalino, 10,
{390 mg. 1 912 mmol. 90 95% de rendimiento)

Datos espoctroscopicos de la
ftalazona derivada del Z-Butilidenftalido [9]

Sdlido blanco amorfo
Pf: 154-157 °C.
PM. 202.25 g/mol. (Calc. para C,;H.N;0).

IR (CHCls)vma [em™'}. 3403 70. 3180.00. 3080 60. 2960.40, 2934.40, 2874.90,
2865.0, 1665.90, 1613 90, 1599.0, 1555.70. 1486 20, 1461.40, 1380.90, 1343.70,
1182.1, 1154.3, 10228

UV (EtOH) 2. ma. M (£) 324.0 (6497.67), 234 5 17086.83), 207.0 (14830).

RMN 'H (300 MHz. CDCl,, espectro 23., tabla 15 0). 10.33 (1H. s, H-2), 8.48 (1H,
dd. J=1.2, 1,.2, 7.8 Hz H-7), 7.85 (1H. dd. J=15 3 3 Hz, H-5), 7.3 (1H, dd, J=1.2,
3.5 Hz, H-4), 7.78 (1H ddd, J=3.0. 4.5, 7.78 Hz. H-6), 2.95 (2H, 1, J=7.8, 7.8 Hz,
H-8), 1.77 (2H. quintuplete. J=7.8 Hz. H-9).1 48 (2H. sextuplete. J=7.8 Hz, H-10),
0.99 (3H, t, J=7.8 Hz. H-11).

RMN '>’C (75 MHz. CDC), espectro 24 ) 160 28 (s C-1), 147.90 (s, C-3a). 133.41

(d. C-5). 131.27 (d. C-6). 12947 (s. C-7a) 128 10 (s. C-3), 127.10 (d. C-7),
124.80 (d, C-4), 31 82t C-8). 30.00(t. C-9) 22 £4 (1. C-10). 13.86 (q, C-11).

EM (IE, 70 eV): 203 [M +1] (7.16). 202 (M"] (36 73) 201 [M -1} (7.16). 187 (10).

174 (9.55), 173 (21.43) 161 (32.25), 160 (10C) 159 (10.90). 131 (9.54), 130
(16.33), 115 (10.0). 104 (6.46). 103 (17.69). 102 (21 13), 77 (7.84), 76 (4.98).
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Datos fisicos y espectroscopicos de la
ftalazona derivada del Z-ligustilido, [10].

Sdlido blanco cristalino
Pf. 130-135 °C

PM. 204.27 g/mol. (Calc para CizH1eN:QO)

IR (CHCI3)vma. [cm'] 339290, 296270 2933 50 28750, 2863.10, 2833.80,
1657.50, 1620 50. 1520.30. 158040 15320 1468.30. 1383.20. 1343.30,

1318.40, 1174.60. 1109 50, 1078 90, 928 80. 88¢€ S0
UV (EtOH) A sa. M (£):285 (7140.0), 254.5 (8345 45),. 246.5 (7974.55). 208.0

(41449.10).
RMN 'H (300 MHz, CDCl,. espectro 25 . tabla 17 0) 11.25 (1H, s, H-2), 6.83 (1H,
ddd, J= 2.1. 2.1. 9.6 Hz. H-7), 6 28 (1H. ddd. J= 4 2. 4. 2, 5.7 Hz, H-6), 2.64 (2H,
td, J= 12, 96 Hz. H-4). 259 (2H, t. J= 8 1 Hz H-8), 2.43-2 35 (2H, m, H-5). 1.59

(2H, quintup. J=7.5 Hz. H-10), 0.96 (3H. t. J=6 9 H-11)

RMN '°C (75 MHz. CDCl!,. espectro 26.. tabla 17 0) 158 56 (s. C-1). 148.55 (s, C-
3). 136.00 (s, C-3a). 132 80 (d. C-6), 131.80 (s C-7a), 120.31 (d. C-7), 31.96 (t.
C-8), 29.81 (t. C-4). 22 39 (t, C-9), 21.99 (1. C-5) 21.74 (1. C-10), 1383 (q. C-11).

EM (IE, 70 eV): 205 [M*+1] (5.79). 204 [M°] (39 20) 203 [M™-1] (30.00). 186 (4.97),
175 (9.375), 162 (80 96). 161 (84.20). 160 (5 13) 130 (4.09). 105 (3.41), 104
(4.57), 103 (5.96), 91 (3 24), 78 (3.40), 77 (6 82,. 43 (2.89). 41 (2.39), 39 (1.77).

7.8 Reaccién de epoxidacion

Una disolucion de 1 (1.0010 g, 4.37 mmol). en CH;Cl; (10 mi), se mezcla
con dcido m-cloroperbenzoico (AMCPB., 9154 mg. 5 32 mmol) disueltos en
CH,CI:.(5 m!). y posteriormente, se calienta a reflujo y con agitacion vigorosa
durante 1.5 horas. Al cabo de ese tiempo el producto crudo se transvasa a un
embudo de separacion y se efectua un lavado con una disolucién de Na:S:0; al
10% (2x15 mi). Se observa que al mezclar el crudo con la disolucién anterior
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Despues. a ia fase orgamca resultante, se le efectua un

aparece una turbidex
Posteriormente. la

lavado con una disolucién saturada de Na;HCO, (2X15ml)
fase orgarmica se iava con disolucion saturada de NaCil (1x30mi),
organica es secada con Na;SO, anhidrc y s« 1= evapora el disolvente a vacio,
obteniendo un residuc amarillo (1075 0 rmg) 2e acuerdo con el anahsis por ccf,
se observa un nuevo compuesto de mayor polar:dad y matena priuna que no ha

reaccionado

y la fase

El residuo obtenido es adsorbido en ia misma cantudad de SiQ,; 70-230 y es
separado por ccv usando $10; para placa como soporte (10 g). una columna de
vidrio (26 mm de diametro). eluyendo con una mezcla hexano-AcOEt (9:1),
colectandose fracciones de 50 ml De la anternior ccv en las fracciones iniciales, se
logra recuperar 1, (0 3431 mg. 1.498 mmol) En fracciones postericres, se obtiene
un compuesto aceitoso translucido, 11. (053 mg 256 mmo! 8901 % de
rendimiento) Este compuesto fue disuelto en un poco de acetona y eas filtrado en
un pipeta Pasteur empacada con alumina (2 cm de alto) con el fin de eliminar las
trazas de acido remanente de la reaccion Se logra observar que presenta
descomposicién en condiciones normales por lo que es guardado bajo atmoésfera
de nitrdogeno y mantenido en refrigeraciéon

Datos fisicos y espectroscopicos
del 6,7-epoxiligustilido, [11].

11

Aceite verde claro, translucido. olor desagradable y penetrante. Descompone en

condiciones normales
Rf = 0.369 (hexano-acetato de etilo 8 2)

PM. 206.24 g/mol. (Calc para Ci2H:.03)
IR (CHCl3) vma. [cm’'] 2964 50. 2933 50 2876 0 1768.50, 1675.50. 1634.90,

1045.70, 1018.10. 959 50. 889 40

UV (EtOH) A ma. nm (£): 203.0 (53072 50). 276 0 (98951.15)

1 (1H. t. J= 7.8 Hz, H-8),
Hz, H-6), 2.54 (1H,

RMN 'H (300 MHz. CDCI;, espectro 27.. tabia 190). §
51,
. 7.5 Hz, H-4a), 2.37 (2H,

3
3.78 (1H, d, J= 39 Hz H-7). 373 (1H. ddd. J=12 2 1.
ddd, J= 1.5, 2.4. 63 Hz H-5a). 249 (1H. ddd. J=24. 24
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A recammrms

d

LY

cuadruplete, J= 75 75 Hz H-9; 236-226 :1H m H-5b). 1.79 (1H. dddd, J=
1.8, 63. 105 129 Hx H-4b). 150 (2H sextuplete J= 7 3 Hz. H-10). 0.95 (3H, t,
J= 7.5 Hz H-11)

RMN '°’C (75 MHz CDCH espectro 28 tapla 20 0, 167 95 (s, C-1), 152 45 (s, C-
3a). 14808 (s. C-3). 12375 (s C-7a). 11422 g C-8) S4 61 (d. C-6), 43.26 (d. C-
7).28 16 (1t C-9). 22 28 (¢ C-10) 2035 (1 C-5. 1581 (t. C-4). 13 73 (c. C-11).

EM (IE, 70 eV) 207 [M +1] (15 68) 206 [M™] 00 178 (20 11). 177 (71.59). 164
(5.45), 164 (24 20). 163 (25 23) 151 (20 11, *5C(250) 149 (20.11). 136 (16 70).
135 (19.77). 133 (6 13, 123 /661, 122 (17 "3, 121 (1877), 108 (511). 107
(10.22), 105 (5 11). 103 (6 13) 95 (9 34) 94 (1227); 93 (886). 91 (11 59), 83
(6.61). 79 (13 63). 77 (13 16) 63 (6 2). 67 (6 01 £56112 27). 65 (11 11). 55 (47.04),
52 (6.61). 44 (661), 41 (S 20). 39(1227)

7.7 Reaccion de hidrdlisis acida del epdxido

A una mezcla de acetona agua 1 1 (1C ml), se le adiciona 11 (250 0 mg,
1.124 mmol), posteriormente el matraz de reaccion se coloca en un bano de hielo
y con agitacion constante se agregan 0.3 mi de una disolucion de H,S0, al 10 %,
esta mezcla se mantiene durante 1 5 horas. Al cabo de ese tiempo se elimina la
agitacion observandose 2 fases la fase organica es separada y se concentra a
wvacio. El producto crudo es disueltc en CH:Cl: (10 mi) se transvasa a un embudo
de separacion, y se lleva a cabo un lavaco con una disolucidn saturada de
Na;HCO, (2x15ml) A la fase organica resciiante se le efectua un lavado con
disolucidn saturada de NaCl (2x15ml) y firaimente se efectua un lavado con agua
(2x25ml). La fase organica obtenida se seca con Na;SO, anhidro y se concentra a
presidon reducida De esta manera se logran obtener un residuo amantio (220.0
mg). El analists por medio de ccf indica una mezcia de dos compuestos de mayor
polaridad donde, el mas polar de ellos, es mayoritario

Esta mezcla de reaccidn se disuelve ern un poce de acetona y es aplicada
para su separacion en una cromatografia en placa preparativa analitica de 20X20
cm y de 0.25 mm de espesor base de aluminio /3 placas) Eluyéndose con una
mezcla de CH:Cl: MeOH 86 4 (x4) Postenormente. se raspa la silice donde se
monitorea cada compuesto (usando la lampara de UV como revelador), y se
extrae con acetona (8x50 ml). Los filtrados de cada compuesto son reunidos, y se
les evapora el disolvente con rotavapor por medio de destilacién a presion
reducida. Los residucs obtenidos son disueitcs en acetona, y filtrados en una
pipeta Pasteur empacada con alumina (2 c¢cm de aito) Después, ambos filtrados
son secados con Na:S0O, anhiaro y se concertrar en rotavapor

En ambos casos se obtiene un residuo aceitoso El compuesto de menor
polaridad, se caracterizo como el ais-ligustidici {12] (12 mg. 0.0535 mmol. 4 41 %
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de rendimiento) y el de mayor polandad se igden: ficd como el frans-ligustidiol (13)
(86.2 mg. 0.3848 mmol 31 71% g« rendimienta

Datos fisicos y espectroscopicos
del cis-6,7-ligustidiol. [12].

Aceite amariilo. opaco
Rf = 0.469 (diclorometano-metano! 9 1}
PM. 224 25 g/mol. (Calc para Ci:H,.,0.)

IR (CHCIl3) v [em'] 3431 935 2961474 2931 362 28717, 1737.296,
1638.414, 1606 301. 1461 20. 1380 00. 1325 C8 1088 203 1043.693

UV (MeOH) 7. .. run () 204.5 (2298 28; 273 £ (1420 19)

RMN 'H (300 MHz CD-COCD,) 541 (1H t J= 76 Hz H-8). 441 (1H. s, H-7),
373 (1.5 HE). 262 (2H, 1.J=39. 57 Hz H-5a) 249 (1H ddd. J=09.63 90
Hz, H-5b), 2.25 (1H. quintuplete. J= 2 1 H-4a, 183 (1H guintuplete, J= 2.1 Hz,
H-ab), 2.29 (2H. quintuplete, J= 7 5 Hz H-9) 1 49 (2H sextuplete. J= 7.3, H-10),
0.93 (3H. t. J= 7.3 Hz H-11)

RMN 'H (500 MHz CDC!, espectro 31 tab!a 21 0; 531 (1H. t. J= 4 8 Hz, H-8),
462 (1H, d. J=27 Hz H-7) 408 (1H dda J= 1 2 21,45 Hz H-E) 266 (1H. m.
H-4a), 244-2 37 (1H. dcyd, 12.35. 45 111 H-4b) 236 (2H. t J= 7 O Hz. H-9)
2.18-2.12 (1H, m. H-5a) 1.84-1 78 (1H. m H-En) 151 (2H sextuplete, J= 7.5 Hz,

H-10), 0.96 (3H, 1. J=7.5 H-11)
RMN '°C (125 MHz. CDCl;. espectro 32 . tabla 22 0) 169 30 (s. C-1). 153.16 (s.

C-3a), 148.26 (s. C-3). 125.27 (s C-7a) 114 43 (d. C-8). 67 11 (d. C-7). 63.70 (d.
C-6), 28.09 (1. C-9). 25 73 (1, C-5). 22.26 (t. C-10). 18 20 (1. C-4), 13.75 (q. C-11).
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Datos fisicos y espectroscdpicos
del trans-6,7-ligustidiol, [13]).

{13]

Aceite amarnillo, opaco
Rf = 0.454 (diclorometano-metanol 9 1)
PM. 224.25 g/mol. (Calc para C.:H:60u4)

IR (CHCI3) vma. [cm’}) 3593.2, 3467 9 2967 9 2964 5 2935.5, 2875.7. 17553,
1678.0, 1641.30, 1604 7. 1458 10, 1381.0 1327 0. 11553, 1083.9. 1039.6.

10222, 968 2, 918 1
UV (MeOH) » ma. M (£) 204.0 (4288 0). 274 0 /15835 2)

RMN 'H (300 MHz. CD.COCD;) 541 (1H t J= 7 935 Hz, H-8), 4.37 (1H. d. J= 5.1
Hz. H-7). 4.00 (1H. t, J= 4.35. H-6), 2 55-2 4& (2H m. H-4a e H-5a), 2.08-1.82
(2H, m, H-4b e H-5b). 2 31 (2H. quintuplete. J= T L Hz. H-9). 1.50 (2H, sextupiete,
J=7.8Hz H-10), 094 (3H. t, J=7 2 Hz H-11)

RMN 'H (500 MHz CODCl,, espectro 33 . tabla 23 0) 5.28 (1H. t, J= 8 Hz, H-8),
4.37(1H. d. J=6 Hz. H-7) 400 (1H,dad. J= 33 63 98 Hz, H-6). 2.56-2.48 (2H.
m, H-4), 2.35 (2H. cuadruplete. J= 7.5 Hz. H-9) 2.13-2.06 (1H. ddd, J= 5.0, 8.5,
10.0 Hz, H-5a). 1.89 (1H. ddd, J= 57 8.2 23 Hx H-5b), 1.50 (2H, sextup. J= 7.5

Hz, H-10), 0.94 (t, J= 7 5 Hz. H-11)

RMN '3C (125 MHz. CDCl,, espectro 34 . tabia 24.0) 169.07 (s, C-1), 152.82 (s,
C-3a), 148.07 (s, C-3). 125,93 (s, C-7a). 114.29 (d. C-8). 71.78 (d, C-7), 67.92 (d,
C-6). 28.07 (t. C-9). 26 66 (t, C-5). 22.23 (t C-10) 19 16 (1. C-4). 13.72 (c, C-11).

7.7 Reaccién de Dieis-Alder.

1 (1.0365 g. 4.527 mmol) fue colocado en un tubo largo de vidrio de 2 mm
de espesor y 1 cm de didmetro. al cual se e pone aimosfera de nitrégeno y
posteriormente se sella con soplete, y se coloca en uno de los orificios de un
cafién para reacciones a alta temperatura. manteniéndose a 142°C durante 42
horas. Cuando transcurre {a reaccion. se logra observar el cambic de ia materia
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prima de un color amarillo a una coloracion ambar y al finalizar la reaccién
presenta una coloracion roja transiucida Ademas el residuo se va haciendo mas

viscoso. Transvasando este crudo con acetona y posternor evaporacion, resuita un
residuo aceitoso (937 6 mg)

En e! analisis por ccf del producto crudo se observan trazas de materia
prima, Z-butilidenftahdo [2). y una mezcla de sarios compuestos mas polares Por
comparacion con muestras originales se observa que hay se toquindlido B [15)
(trazas), y, diligustihdo [14)

El analisis del espectro de RMN 'H (500 MHz. CDC!5 ) de una muestra de!
producto crude se establece que diigustihdo [14] esta en 22 %

El crudo de reaccidn fue adsorbido en Si10, 70-230 y separado por cc
usando una columna de vidno (2 5 cm de diametro) empacada con Si0O; para
placa como soporte (10 g) y eiuyendo con la mezcla hexano-AcOEt (9:11) y
colectdndose fracciones de 100 mi Por medio del analis's de ccf, se observa por
comparacidon con muestras onginales gue en las fraccones 1-4, hay una mezcla
de compuestos poco polares entre otros se identfica al Z-butihdenttalido (2],
toquindlidolido B [15]. y dihigustilido [14]. (190 4 mg) En las fracciones 5-18 se
colectd diligustihido [14] (1054 mg. 02774 mmol, 6 16 % rendimiento parcial
experimental) E| analisis de las fracciones subsecuentes se logra observar
compuestos de mayor polandad El estudio de dichas fracciones no se incluye en
este trabajo ya que hasta el momento continua en iNvestigacion

Datos fisicos y espectroscopicos del Diligustilido [14)

Agujas blancas cristalinas

P.f. 123.-125°C.

PM. 380.48 g/mol. (Calc. para CzaH2404)
Rf = 0.43 (hexano-acetato de etilo 7.3)

IR (CHCIs) vma. 3015 2960, 2872 1790 1767 1710, 1667 1620 cm™.
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UV (EtOH) m.. (£): 273 (24208). 228 (12252)

RMN'H (200 MHz. CDCI1, ) 7.37 (1H. d J=6 6 Hz H-7') 508 (1H, t. J=7.8 Hz, H-
8), 500 (1H, t. J= 7B Hz H-8") 326 (1H ddd J=45. 20 20 Hz. H-67). 2.56 (1H.
dd, J=7.3.80 Hz H-6) 228 (2H dd. J= 140 7 0 Hz. H-9) 2.17 (2H, dd. J=14.0,
7.0 Hz. H-9°), 2.1-1.95 (3H. m. H-4 H-4") 1 95-1 80 (3H m. H-5 H-4"), 1.60-1.20
(2H, m, H-5°). 1.45 (2H c. J=7.0 Hz. H-10) 144 (2H. ¢ J=7.0 Hz. H-10"). 0.93
(3H. t. J=7.0 Hz. H-11) 092 (3H t. J=7 0O Hz H-11)

RMN '>C (50 MHz. CDCis). 168 12 (s C-1). 16463 (s. C-1'). 154.88 (s, C-3a).
150.37 (s. C-3°), 147 .80 (s. C-3). 142.09 (d, C-7"). 133 80 (s. C-7"a), 126.27 (s. C-
7a). 11.80 (d. C-8). 108 16 (d. C-8"). 47 34 (s C-3'a), 41 30 (d, C-7. C-67), 38.01
(d.C=6). 30.74 (1. C-4") 1376(q C-11) 1362 (q C-11')

EM (IE, 70 eV) 380 [M’] (22). 191 (100). 161 (37) 148 (97). 55 (30).

7.8 Parte Experimental. Ensayos Bioldgicos.
Bioensayo de letalidad frente Arterma sahna **
Matenal

Huevecillos de Arrermia salina
Sa! de mar.

Pecera pequefia.

Bomba aireadora

Lampara.

Jeringas de S ul. 10 ul. 100 ul
Viales limpios (9 por muestra)
Termostato.

BNONAUNS

Procedimiento

. Se prepara agua de mar de acuerdo a las instrucciones de la caja,
(aproximadamente 38 g de sal por litro de agua).

2. Se vacia el agua de mar en una pecera pequefia y se adicionan los hueavecilios
de Artemia salina. Después, se coloca la juz de la fampara encima de la pecera
y a 28 °C de temperatura.

3. Estas condiciones de temperatura y luz se mantienen durante dos dias para
permitir la maduracion de los huevectllos.

4. Se preparan los wviales para el analisis de cada compuesto. (Se analiza

inicialmente 1000 100 y 10 ug/ml. (en caso de tener poca muestra, las

concentraciones de trabajo seran 50 25 y 12.5 ug/m). Se preparan 3 viales

-
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para cada concentracion. resultando un total de nueve viales por compuesto a

probar.
5 Se pesan 20 mg ge muestra y se mezclan con 2 ml de disolvente (
generalmente acetoma pura) (20 mg por 2 mlj De esta disolucion se

transfieren S00 50 y 5 ul a viates correspondientes a 1000, 100 y 10 mg/mi,
respectivamente

6. Posteriormente se evaporar el discivente con nitrégeno y después, los viales
son secados a alto vacio aproximadamente 30 minutos Los compuestos
volatiles puegen evas crarse gurante 12 horas

7. Después de dos aias (cuando la ia’'va 1€ Arterma salina ha emergido). se
adicionan 5 ml de ayua salada a cada via. y se agregan 10 individuos por vial
(30 Artermias por dilucidn) Despues de 24 horas se cuentan y registra el
namero de microorgnn.sSMos sobrevivientes

8. Los datos obtenitaos se anahzan zon e orograma Finney de computo para
determinar el vaior 2 dosis letal media LD., ¥ el intervalo de confianza de
95%

Bioensayos antimicrabi::08 y antifungicos
Matenal

1. Cajas petn

2. Agar No 1 para antisticos
3. Papel filtro

4. Jerirgas de 5 ui 10 .0 100 !

Procedirmiento

1. Se preparan los mea:os de cultivo en cajas petrt esténles. adicionando a cada
caja la cantidad sufictente de agar No 1 para antibidticos (previamente
preparado, esteriizadc y caliente)

2. Se pesa y se disuelve el compuesto a probar (en e! disoivente en el que sea
soluble, generaimen:2 acetona) para tener una concantracion de 1 mg/mt

3. Se cortan los discos de papel {iltro (5 mm de diametro) se marcan con lapiz y
después se le adicionan 500 mg (a cada disco) de la disolucidn preparada en
el paso 2. Se evapora el disolvente a temperatura ambiente

4. Posteriormente. los discos se colocan sobre la superficie de medio y poco
después se siembra <l microorganismo Todo bajo condiciones estériles. Se
colocan ademas un disco control que haya si1do empapado solo con disolvente

5. Posteriormente 1as caas son incubadas a 37°C durarnte 24 horas

6. Si aparece un halo ce Nhibicion (resu!tado positivo; este se mide (mm).
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