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Resumen

1 Resumen.
El consumo de alimentos con propiedades antioxidantes ha aumentado a nivel

mundial y se ha popularizado en las Gltimas décadas, ello se debe en parte a los multiples
estudios que sefialan que la explicacion a la paradoja francesa radica en el consumo
moderado de vino tinto. Al resveratrol, polifenol antioxidante que se encuentra en
proporciones significativas en las uvas rojas y por tanto en el vino tinto, se le atribuyen
propiedades de inhibicidn de la agregacion plaquetaria y disminucion en la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, por mencionar algunos beneficios para la salud.

En este contexto se realizé la sintesis de algunas entidades quimicas derivadas de la
Pseudocifelarina A, las cuales fueron caracterizadas por métodos espectroscopicos y
espectrométricos convencionales y cuyas propiedades antioxidantes fueron evaluadas in
vitro.

Ademas de contribuir a la generacion nuevos compuestos quimicos y de la modificacién de
rutas sintéticas ya existentes, los resultados de las evaluaciones biologicas de los
compuestos sintetizados en el presente trabajo de investigacion indican de forma preliminar

mayor eficacia que el resveratrol en proteccion frente a radicales libres.

Abstract

In the last decades, popularity of antioxidant foods has increased worldwide due
several investigations pointing out that moderate consumption of red wine seems to be the
responsible of the French paradox. Antioxidant properties, platelet aggregation inhibition
and decreased in risk factors of cardiovascular diseases, are some of the validated activities
of resveratrol, the main polyphenolic compound in grape skin and therefore in wine.

In this context, several pseudocyphellarin A derivatives were synthesized and
characterized by conventional spectrometric and spectroscopic techniques. Also, their
antioxidant activities were established in vitro.

Besides the contribution to chemical knowledge, preliminary results obtained in the
biological evaluation for the tested compounds showed better protection against free

radicals than resveratrol.

[1]



Introduccién

2 Introduccioén.

Los antioxidantes son sustancias que pueden proteger las células de los efectos de
los radicales libres, siendo estos, moléculas producidas cuando el cuerpo degrada los
alimentos o por la exposicion ambiental y la radiacion. Algunas de las sustancias
antioxidantes son: B-carotenos, luteina, polifenoles, vitamina A, C y E. Los antioxidantes se
encuentran en muchos alimentos, entre éstos, las frutas y los vegetales, las nueces, los
granos, algunas carnes, aves y pescados.

El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse especificamente a
un producto quimico que previniera el consumo de oxitocina. A finales del siglo XIX y a
principios de siglo XX, extensos estudios fueron dedicados a las aplicaciones de
antioxidantes en procesos industriales importantes, tales como la prevencion de la corrosion
del metal, la vulcanizacion del caucho, y la polimerizacion de combustibles en la formacién
de escoria en motores de combustion interna.*

Las primeras investigaciones sobre el que juegan los antioxidantes en biologia se
centraron en su uso en la prevencion de la oxidacion de grasas insaturadas, que es la causa
del enranciamiento.? La actividad antioxidante podia ser medida simplemente colocando la
grasa en un contenedor cerrado con oxigeno y midiendo la tasa de consumo de éste. Sin
embargo fue la identificacién de las vitaminas A, C, y E como antioxidantes la que
revoluciond el campo y condujo a dilucidar la importancia de los antioxidantes en la
bioquimica de los organismos vivos.>* La investigacién de cémo la vitamina E previene el
proceso de peroxidacién de lipidos condujo a la identificacion de antioxidantes como
agentes reductores que evitan reacciones oxidativas, a menudo depurando especies
reactivas del oxigeno antes de que puedan dafiar a las células.”

Se piensa que el estrés oxidativo contribuye al desarrollo de una amplia gama de
enfermedades incluyendo la enfermedad de Alzheimer,®’ la enfermedad de Parkinson® y las
patologias causadas por la diabetes.>*° Un caso en el cual esto encaja es el papel que juega
el estrés oxidativo en las enfermedades cardiovasculares. Aqui, la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) parecen accionar el proceso de aterogénesis, que da
lugar a la aterosclerosis y finalmente a la enfermedad cardiovascular.™*? La diabetes tipo 2,
por su parte, es la forma mas comdn dentro de las diabetes mellitus, se caracteriza por una
destruccion autoinmune de las células secretoras de insulina, obligando a los pacientes a
depender de la administracion exdgena de insulina para su supervivencia.*®

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el 2006 en México
las enfermedades no-transmisibles se incrementaron; representando el 73.3% de la
mortalidad proporcional en el afio 2000 (vs 49.8% en 1980). La prevalencia de hipertension
arterial (30%), diabetes (10.1%) e hipercolesterolemia (43%) son altas y la diabetes
representa la primera causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres. Los habitos y
comportamientos de riesgo como sobrepeso y obesidad aumentaron en todos los grupos
sociales principalmente en zonas urbanas, afectando el 51.8% de mujeres entre 12 y 49
afios (60% en el norte del pais) y el 5.5% de nifios menores de 5 afios.**

Es por ello la importancia de tener como objetivos generales de este trabajo, disefiar
y desarrollar una ruta de sintesis que permita la obtencion de compuestos derivados de la
pseudocifelarina A (figura 5) sustentado en la capacidad de los compuestos fendlicos para
eliminar los radicales libres y de esta manera ser evaluados como posibles protectores del
estrés oxidativo en lineas de células U373 MG y D54 de astrocitoma humano.

[2]



Antecedentes

3 Antecedentes.
2.1 Elestrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas.

El estrés oxidativo se refiere a las consecuencias citopatologicas de un equilibrio entre
la produccion de radicales libres y la capacidad de la célula para defenderse en este
término. Datos a partir de modelos experimentales y estudios en células de cerebro humano
sugieren que el estrés oxidativo puede jugar un papel importante en la degeneracion
neuronal en enfermedades como el Parkinson, Alzheimer (En la figura 1 se observa un
cerebro normal A 'y con dafio celular por el Alzheimer B) y esclerosis amiotréfica lateral. El
metabolismo oxidativo mitocondrial, 6xido nitrico y el metabolismo de los fosfolipidos son
un recurso potencial de produccion intracelular de radicales libres. La alteracién en los
sistemas de defensa de los radicales libres contribuye al estrés oxidativo.™

Figura 1. Tomografia de: A) Cerebro normal, B) Cerebro con Alzheimer.

2.2 Antioxidantes.

Los aceptores de electrones, como el oxigeno molecular, reaccionan rapidamente
con los radicales libres para formar nuevos radicales, refiriéndose asi, como especies con
oxigeno reactivo (EOR). Las EOR incluyen aniones superdxido (O), hidroperoxido
(H2,0,) y radicales hidroxilo (OH). La peroxidacién lipidica involucra una serie de
radicales libres mediados por procesos de reaccion en cadena, asociada a diferentes tipos de
dafo bioldgico severo. Es por ello que la atencién se ha enfocado al uso de antioxidantes,
especialmente naturales que puedan inhibir sus efectos y proteger de los dafios causados
por los radicales libres.*®

[3]



Antecedentes

La acumulacién de evidencia quimica, bioquimica, clinica y epidemioldgica
sustenta los efectos quimio-protectores de los antioxidantes fenolicos contra los desordenes
mediados por el estrés oxidativo. La accion farmacoldgica de los antioxidantes fenolicos
deriva principalmente de su capacidad para eliminar los radicales libres, de sus propiedades
quelatantes de metales, asi como de sus efectos en las vias de sefializacion celular y la
expresion de los genes. La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos, que son
extensamente distribuidos en dietas a base de plantas, se evallan por el equivalente de
capacidad antioxidante (TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), el poder reductor
antioxidante férrico (FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power), la capacidad eliminadora
de hipoclorito y el método desoxirribosa. Estos son algunos ensayos para la medicion de la
oxidacion. Entre los flavonoides, las propiedades antioxidantes disminuyen en el orden de
la quercitina, miricetina y kaempferol. El acido galico (1) y el acido rosmarinico (I1) fueron
los antioxidantes mas potentes entre los fenoles simples y los acidos hidroxi-cinamicos
respectivamente. El acido ferulico (I11) muestra una actividad inhibitoria alta contra la
degradacion de la desoxirribosa. La eficacia de los fenoles difiere dependiendo sobre el
mecanismo de acci6n antioxidante en el ensayo respectivo (Figura 2)."’

(o] OH
X
(‘:H3 o)
! |
\ OH
HO OH HO
| I
OH OH
HO o] OH
I
\

OH
Figura 2. Antioxidantes naturales: a) acido galico, b) &cido rosmarinico y c) acido feralico.

Los tejidos de las plantas son sistemas biol6gicos que sintetizan compuestos,
funcionan como antioxidantes, tal es el caso del o-tocoferol, &cido ascorbico y
carotenoides; ademads, son ricos en una gran variedad de compuestos fendlicos.
Comunmente, los alimentos derivados de las plantas contienen variedades de flavonoides
hidroxilados y fenolicos, en cantidades que van desde trazas hasta gramos por kilogramo de
planta fresca. Las uvas, vinos y productos de las uvas contienen grandes cantidades de
compuestos fendlicos en su mayoria flavonoides en alta concentracion (1000-1800 mg/mL)
que pueden actuar como antioxidantes.'® El organismo humano no puede producir estas
sustancias quimicas protectoras del dafio oxidativo, por lo que deben obtenerse mediante la
alimentacion o en forma de suplementos ya que representan componentes sustanciales de la
parte no energética de la dieta humana.’® La capacidad de los poli-fenoles vegetales para
actuar como antioxidantes en los sistemas biologicos fue reconocida desde los afios
treinta;*° sin embargo, el mecanismo antioxidante fue ignorado en gran medida hasta hace
poco tiempo. Los polifenoles se unen a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas,
transportadores de hormonas, y ADN; quelatar iones de metales de transicion, tales como
Fe?*, Cu?*, Zn**; catalizar el transporte de electrones; y depurar radicales libres. Debido a
este hecho, se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes mellitus,

[4]
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enfermedades neurodegenerativas, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, ulcera
estomacal y duodenal e inflamaciones.?

2.3 Resveratrol.

El resveratrol es una fitoalexina con una estructura de estilbeno, aislada de mas de
70 especies de plantas tales como uvas, cacahuates y bayas. Su actividad bioldgica esta
documentada en afios recientes por un gran numero de estudios fisiolégicos vy
farmacologicos que indican que el resveratrol juega un papel importante en la prevencion
del cancer, enfermedades del corazon, neurodegenerativas, antivirales e inflamaciones que
por otra parte, su reactividad con los radicales libres le otorga propiedades como
antioxidante asi como en la inhibicion de la agregacion plaquetaria.?

Figura 3. Resveratrol

Su concentracidn relativa es alta en vino tinto (0.1-14.3 mg/L) por lo que ha llegado
a ser propuesto como el principal protagonista para la llamada paradoja francesa. En la
reaccion antioxidante del resveratrol, la sustraccion del proton de 4’-OH es mas favorable
que los protones 3-OH o 5-OH, como lo demuestran los experimentos de radiolisis-y
estacionaria y radiélisis de pulso,??* el analisis de los productos de oxidacién® y los
calculos tedricos?®. Es por ello el interés en las investigaciones y el estudio de las relaciones
estructura-actividad de los analogos del resveratrol, al introducir grupos electro-donadores
y electro-atractores en la posicion orto- 6 para- de 4-OH. Por otro lado, los antioxidantes
fendlicos reaccionan con los radicales localizados en oxigeno o nitrégeno (X), via tres
mecanismos diferentes (Esquema 1):

+

“H -
AfOH ——————> ArO
(ET-PT) X lx' (SPLET)
AOH "+ X A0 + X
l H+
-H+
ArO" + XH

Esquema 1. Mecanismo oxidativo de los fenoles.
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a. HAT: Es un proceso en un solo paso, que consiste en la transferencia del atomo de
hidrogeno del fenol (ArOH) a X.

b. SPLET: Es un proceso de transferencia secuencial del anion fenoxido a X

c. ET-PT: Es un proceso de transferencia del electron del fenol (ArOH) a X' seguido
por la transferencia del proton.

Los principales productos que se forman cuando se hace reaccionar resveratrol con
radicales libres como Galvinoxil (GO’), que es un analogo de fenoles, son dimeros de
dihidrofurano, sugiriendo que a partir de los productos de oxidacion, el grupo hidroxilo de
la posicion 4’ es mas facil de someterse a oxidacion que los otros grupos hidroxilo y el
dimero es formado via un intermediario orto-quinona (Esquema 2).%’

HO

Acoplamiento de radicales
ST [
\

-HY+H* F o

ataque nucleofilico
intramolecular ‘
H

HO

Esquema 2. Mecanismo de oxidacion para resveratrol en etanol a temperatura ambiente.

2.4 Aromatizacion de cetonas ciclicas.

Los primeros datos de sintesis de dihidroxibencenos a partir de la correspondiente
ciclohexanodiona involucran dos etapas: el tratamiento inicial con oleum al 30% para
formar el correspondiente &cido sulfénico y, posteriormente, poner a reflujo el sulfonato
con anhl'gigrido acetico para obtener el compuesto aromatico en un rendimiento promedio
del 18%.
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Otro método para la obtencion de compuestos aromaticos partiendo de
ciclohexanonas es utilizando como reactivos el acido sulfdrico concentrado y el anhidrido
acético, los cuales reaccionan a baja temperatura para producir especies sulfonantes como
se muestra en el Esquema 3.

o o) O o
| H,SO, /\'\ N\ _©
)L /\\ — P
w ° 0©
1
HzSO\\ Ci A __OH /

s
o\
o
la
+
o

A,

Esquema 3. Formacion de especies sulfonantes

Para el caso del compuesto 5,5-dimetilciclohexan-1,3-diona (2), el primer paso en la
aromatizacion, es la formacion del mono-acetato de enol 2a para producir una cetona o, -
insaturada e introducir en la posicion vinilica especies sulfonantes, como el acido sulfonico
correspondiente 2b, generando asi el anhidrido mixto 2c con un equivalente de anhidrido
acético. La aromatizacion se efectla por la descomposicion del anhidrido mixto seguida por
la migracion de un grupo metilo y formacion de un carbocation terciario 2d, con una
subsecuente eliminacion para generar el producto 3 tal como se muestra en el Esquema 4.%

o o) o]
| | |
H*/ Ac,0 la
—_— + AcCOH ———>
HaC S HaC hc
No OAc s hd OAc
HsC 3
3 2 H3C 2a

O0=8=0 9p

OH

OH (o] O‘

H H*/ Ac,0
- ‘ + AcOH 2 hae
A -S0, OAc
HsC OAc  H4C OAc H3C )
Q—S—
3 CHs H3C2d H T)OZC
o
O

Esquema 4. Mecanismo de aromatizacién de 5,5-dimetilciclohexan-1,3-diona.

2.5 Orto-formilacion de compuestos fendlicos.

La sustitucion electrofilica aromatica en compuestos aromaticos con 1,1-diclorometil
metil éter (formilacion de Gross) fue descrita en 1960 por A. Rieche, H. Gross and E.
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Hoft.*® Ellos informaron que los compuestos arométicos incluyendo benceno y tolueno
reaccionan con a-halo éteres en presencia de catalizadores de Friedel-Crafts (AIC13, TiCly
y SnC1,) para generar isbmeros aromaticos, como productos de la sustitucién, describiendo
que los éteres son inestables y descomponen cuando se calientan y/o hidrolizan en agua
para formar los correspondientes aldehidos.*3*

La formilacion de compuestos fendlicos con 1,1-diclorometil metil éter y TiCl, en
diclorometano difiere del método de Gatterman (ortoformiato y AIC1l3) en que la
formilacion ocurre en posicion orto- al grupo hidroxilo, incluso cuando la posicion para
estd vacante. Para el caso en donde se tienen compuestos orto-hidroxi-carbonilicos, la
formilacion ocurre exclusivamente en la posicién C-3 y cuando se tienen compuestos orto-
metoxi-carbonilicos en la posicién C-5, indicando asi que el anillo de seis miembros
formado por el complejo de titanio es la especie responsable de la direccion de la
sustitucion electrofilica. Para el caso de los compuestos orto-hidroxi-carbonilicos, el grado
de fijacion del anillo aromético en el complejo con el metal puede considerarse con caracter
de naftaleno. Por lo tanto, el sistema del metal quelatado se comporta como un anillo
aromatico fusionado, de manera que la posicion C-3 constituye la posicion alfa mas
reactiva del sistema naftolenoide tal como se muestra en la Figura 4.*

| ¢
Ti

R; N | Sci
cl

R,= -CH,, -OCH, 6 -OH

R,= -CH,, -OCH, 6 -OCH,CH,
Figura 4. Estructura del naftolenoide.

La regioselectividad de esta reaccion cuando no se cuenta con un grupo carbonilo
puede interpretarse en términos de la coordinacion del Ti con los atomos de oxigeno del
fenol y del éter, ya que aumenta la electrofilia del 1,1-diclorometil metil éter favoreciendo
la sustitucion en el anillo aromético. De esta manera se ha planteado un mecanismo por el
cual ocurre la reaccion de formilacién (Esquema 5).
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c. /A i cl )
Cl
R Meo,, | _cl R i N e
\T =
‘ W\ '\cl / K ‘ \\0|
Cl Cl
H L Cl
TiCl, ) H,0 B

Cl,CHOCH, o‘

H
R R
OH

OH
Esquema 5. Mecanismo para la formilacion de Gross.

2.6 Pseudocifelarina A.

La Pseudocifelarina A (Figura 5), fue aislada del liquen artico Pseudocyphellaria
endochrysea en 1984 por Huneck.>® En ese mismo afio, Elix** describié una ruta sintética
teniendo como precursor al acido 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoico (10) el cual,
describe Huneck, proviene de la degradacion quimica por alcohodlisis (t-BuOH) de la
Pseudocifelarina A.

OH (0]

CHy
o/ H

Figura 5. Pseudocifelarina A

La estrategia utilizada por Elix para preparar el compuesto 10 es partiendo del acido
orselinico (4), el cual es de suma importancia para la bioquimica de los liquenes,® de los
cuales se puede extraer, sin embargo no esta disponible comercialmente.

CHj3
OH

HO OH
4

Figura 6. Acido orselinico.

Primeramente, se realiza una esterificacion y metilacion de los grupos hidroxilo del
acido orselinico (4) para generar 5, el paso posterior es una formilacion para dar 6, el cual
sufre una subsecuente desmetilacion con tricloruro de Boro para producir el 5-formil-2,4-
dihidroxi-6-metilbenzoato de metilo (7). Por reduccion de Clemmensen de este Gltimo se
genera el 2,4-dihydroxy-5,6-dimetilbenzoato de metilo (8), el cual se formila con cloruro de
titanio (IV) vy dicloro-metil-metil éter, produciendo el 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-
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dimetilbenzoato de metilo (9). Como ultimo paso, la hidrdlisis del éster de 9 conduce al
acido carboxilico correspondiente 10 (Esquema 6).

CH; © o CHy; ©
‘ CHy CH,
o sncl, " o
—_—
HiC_ CLCHOMe .
o o o o
5 CH, 6 CHy
BCl,
CH, CHy ﬁ
o wa
o~ -~ H o~
Zn-Hg
HO OH HO OH
8 7
TiCl, |cl,CHOMe
CHy O
‘ CH,4
HyC CH |
’ o~ ’ HC
H,SO, OH
—_—
HO OH H,0
HO OH
/
07 =
9 0710 H

Esquema 6. Estrategia sintética desarrollada por Elix (1984).
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4 Objetivos.

Tomando en consideracion la capacidad de los compuestos poli-fendlicos para
actuar como antioxidantes en sistemas bioldgicos, con efectos protectores a patologias
como las enfermedades neurodegenerativas, la diabetes mellitus, el cancer y las
cardiopatias, se han planteado los siguientes objetivos principales de este trabajo:

I.  Desarrollar una metodologia que permita la sintesis de compuestos polifendlicos
derivados de la Pseudocifelarina A como es el caso del compuesto 10 (Esquemas 7

y 8).
Il.  Obtener quimicamente los precursores y productos.
I1l.  Caracterizar fisica y espectroscopicamente los precursores y productos.

IV. Evaluar in vitro el efecto protector de los compuestos obtenidos en células D54 y
U373 MG en medios oxidantes.
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5 Resultados y discusion.

La primera estrategia planteada en este trabajo para la obtencion del acido 10 es
aquella que parte del compuesto 11, el cual se encuentra disponible comercialmente y asi a
través de diversas etapas obtener el producto 10 (Esquema 7).

Como primer paso se contempla una esterificacion del acido carboxilico 11 con MeOH
en medio acido generando 12; el segundo paso consistird en la proteccion de los grupos
hidroxilos con (CH3),SO,4 y K,COs para obtener el precursor 13; el paso siguiente consistira
en la formilacién con el reactivo de Vilsmeier-Hack para obtener 14, para posteriormente
hacer una reduccion de los grupos carbonilo con LiAlH, y generar 15; se continuara con la
proteccién de los alcoholes con el grupo tosilo (16), para que de esta manera sea mas facil
una reduccion de éstos a grupos metilos, teniendo por ultimo reacciones consecutivas para
la obtencion del acido 10, tal como se muestra en el esquema 7.

(0] OH (0] (e} (e} (0]
X Xy \CH3 AN \CH3
MeOH/ H*
Me,SO,/
K,CO, 13
HyC

HO OH HO OH o o

11 12 POCI/  CHy
DMF

OTs

3
TsCl/ DMAP / "'Q""F' J
ELN/ CH,CI,
HaC_
o T H3C\ HaC_
O O

CHg |
CH3 14 CHs,

OH

OH

Esquema 7. Primer estrategia sintética de este trabajo.
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4.1 Preparacion del 3,5-dihidroxibenzoato de metilo (12).

Los ésteres suelen prepararse directamente a partir de acidos carboxilicos por una
reaccion Sy2 de un ion carboxilato con un halogenuro de alquilo primario. Otro método
utilizado consiste en la utilizacién de halogenuros de acido con un alcohol en presencia de
una base como piridina, o bien por la esterificacion de Fisher de un &cido carboxilico con
un alcohol en presencia de un catalizador como un acido mineral siendo este ultimo método
el que se eligid para la obtencion del compuesto 12 por lo practico que implica la
metodologia ademas por ser la mas viable y econémica. La ruta sintética se inicia partiendo
de un derivado del acido benzoico 11 y MeOH utilizando como catalizador acido sulfurico,
obteniéndose de 12 83%.

La preparacion de 12 se confirmé mediante RMN-'H, observéndose los protones del
éster metilico en 3.84 ppm con integracion de 3H, para las sefiales de los desplazamientos
de 6.58 (1H) y 6.98 (2H) ppm presentan una constante de acoplamiento de 2.4 Hz
indicando que guardan una relacion -meta entre ellos. La existencia del éster se corrobora
en RMN-C con la sefial 51.71 ppm.

El espectro de IR muestra sefiales caracteristicas en 3365 y 3229 cm™ asignados a los
hidroxilos presentes en la molécula ademas de la vibracién C=0 en 1687 cm™ asignada al
éster metilico.

4.2 Preparacion del 3,5-dimetoxibenzoato de metilo (13).

Durante la sintesis de algunas moléculas es frecuente que un grupo funcional interfiera
con la reaccion que se pretende realizar en un segundo grupo funcional, por lo que es
necesaria la proteccion de dicho grupo. Para el caso de 12, los fenoles presentes en la
molécula deben ser protegidos y transformados a éteres para facilitar la etapa de
formilacién que se describe méas adelante. Existen diferentes maneras de obtencion de los
éteres siendo la primera descrita en 1850 por Williamson, que consiste en la utilizacion de
alcoxidos metélicos con halogenuros primarios por una via Sn2, otro método consiste en
partir de un alqueno que se trata con un alcohol en presencia de acetato de mercurio via la
alcoximercuracion, para producir el éter se agrega NaBH,. Para nuestro caso, se descarta el
procedimiento de alcoximercuracion utilizando el método de Williamson para generar un
éter simétrico que es el producto 13. Para esta etapa se utilizan como reactivos carbonato de
potasio (K,CO3) como base para generar el ion fenoxido, como agente alquilante sulfato de
dimetilo (CH3),SQO,4) y como disolvente acetona obteniéndose de 13 81%.

La formacién del producto principal depende del tiempo de reaccion debido a que
primeramente se forma el compuesto con un grupo metilo unido al grupo hidroxilo del
fenol y es necesario hacer la purificacion para separar los productos mono-metilados.

La disminucion del punto de fusion es indicativo inicial de la desaparicion de los
puentes de hidrogeno en los hidroxilos, ya que fueron substituidos los protones por grupos
metilo y por tanto el producto 13 es menos polar.

El producto 13 se caracteriz6 por espectroscopia de RMN-"H el protén aromético que
aparece en 6.63 ppm se debe al efecto electro-donador que producen los grupos metoxilo en
el anillo aromatico. Para el caso de los dos protones aromaticos restantes (orto al grupo
carbonilo) de 7.18 ppm, presentan un acoplamiento de 2.4 Hz con el proton en 6.63 ppm,
indicando que son equivalentes dos de los tres protones y de esta manera aparecen con el
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mismo desplazamiento. Las sefiales en 52.21 y 55.51 ppm en RMN-'3C correspondientes a
los metoxilos, corroboran la formacion del producto 13.

El espectro de IR demuestra la desaparicién de la vibracién O-H en 3365 y 3229 cm™
que presentaba el compuesto 12 y se mantienen las vibraciones asignadas al éster metilico,
para este caso aparece en 1712 cm™.

4.3 Preparacion de 2-formil-3,5-dimetoxibenzoato de metilo (14).

Reimer y Tiemann fueron los primeros en describir en 1876 la produccion de aldehidos
hidroxi- arométicos a partir de fenoles, cloroformo y una base. Aunque los rendimientos
son aceptables y se encuentran alrededor del 60%, con la presencia en el anillo aromatico
de grupos desactivantes como nitro, nitrilo o carbonilo, los rendimientos son menores al
25%, por lo que se descarta la utilizacion de este método para la obtencion del compuesto
14 ya que cuenta con un grupo carbonilo.*® Gattermann y Koch describieron un método de
preparacion de aldehidos aromaticos por reaccion del benceno con monéxido de carbono y
cloruro de hidrégeno usando cloruro de aluminio anhidro como catalizador; esta reaccion
no es aplicable para fenoles o alquil-éteres.®” La metodologia utilizada para esta primer
estrategia sintética consistiéo en el descrito por Vilsmeier y Haack en 1927 en donde
utilizaron alcoxi o N,N-dimetil amino derivados aromaticos, oxicloruro de fésforo y N,N-
dimetil-formamida, si el anillo aroméatico contiene atomos de hidrogeno activados se
obtienen rendimientos del 70-85%.%® Para nuestro caso los reactivos corresponden al
producto 13 que es un alcoxi- derivado aromatico, oxicloruro de fosforo y N,N-dimetil-
formamida para obteniéndose de 14 85%.

El espectro de RMN-"H muestra que la formilacién se realizé en posicién orto- al
carbonilo de éster, debido a que se observa que el proton de la materia prima de 6.63 ppm a
6.51 ppm en el producto 14. Para ambos casos es un proton que se encuentra afectado por
los grupos electro-donadores, para el caso de los protones aromaticos desprotegidos de la
materia prima de 7.18 ppm en donde la integracion indica que hay dos protones, en el
producto se observa que soélo existe uno en 6.56 ppm. Si la formilacion se hubiese
efectuado en la posicion para al carbonilo, la molécula tendria un plano de simetria y los
hidrogenos presentes en el anillo aromatico serian equivalentes observandose en el mismo
desplazamiento. La aparicion de una sefial en 10.29 ppm es indicativo de la presencia de un
aldehido.

En el espectro de RMN-3C se observa el metilo del éster en 52.8 ppm, los metilos de
los éteres en 55.8 y 55.9 ppm asi como los carbonos de carbonilo en 169.5 y 187.6 ppm
siendo un desplazamiento adecuado para un éster y un aldehido, respectivamente.

El espectro de IR muestra la presencia de dos tipos de carbonilos, para la sefial de 1718
cm™ se asigna a la vibracién C=0 de éster y de 1625 cm™ se asigna a la vibracién C=0 de
aldehido.
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4.4 Preparacion de (3,5-dimetoxi-1,2-fenilen) dimetanol (15).

Para la reduccién de 14 se utilizé como agente reductor LiAlIH, para asegurarnos de
que la reaccion de reduccion se efectué totalmente en ambos grupos carbonilo y no se
efectuara de manera exclusiva sobre alguno de ellos. Se emplean 2.2 equivalente molares
de LiAIH,4 para obtener 15 en 76%.

En el espectro de RMN-"H se observan las sefiales asignadas a los metilos de éter en
3.81 y 3.82 ppm, los protones arométicos en 6.43 y 6.52 ppm como dobletes (J=2.4) los
cuales guardan una relacion en posicion meta uno respecto al otro. Las modificaciones se
demuestran con la aparicion de dos metilenos bencilicos en 4.66 y 4.74 ppm.

Las sefiales del espectro de IR corroboraron la transformacion observando la
desaparicion de las sefiales de los carbonilos en 1718 y 1625 cm™.

La estrategia sintética planteada hasta este momento tiene como materia de inicio el
compuesto 11 el cual esta disponible comercialmente en contraste con la estrategia hecha
por Elix (1984) que parte del &cido 4 el cual se obtiene de diferentes especies de liquenes
por ser un metabolito secundario y ademas no esta disponible comercialmente. En esta
etapa se decide cambiar la estrategia sintética, aunque nuestros rendimientos fueron buenos,
el nimero de pasos para llegar al compuesto 10 es superior al que desarrolla Elix (1984),
por lo que se propone una ruta diferente (con menor nimero de pasos) que nos permita
obtener los compuestos deseados y realizar las pruebas bioldgicas, que es uno de los
principales objetivos de esta investigacion.

En la segunda estrategia que se planted para la sintesis del acido 10, se encuentra la
anillacion de Robinson entre el malonato de dimetilo (18) y el 6xido de mesitilo (19)
obteniéndose como producto principal el compuesto 2,2-dimetil-4,6-dioxo-ciclohexan-
carboxilato de metilo (20) que es un compuesto no aromatico pero que mediante una
reaccion de aromatizacion con anhidrido trifluoroacético (ATFA) y acido sulflrico
concentrado generara el 2,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato de metilo (8) el cual sera la base
para la obtencién de los compuestos 10 y 21, ademas de que el compuesto 8, fue uno de los
intermediarios descrito por Elix en 1984. Este procedimiento nos ayudard a reducir
significativamente los pasos y llegar al compuesto 10 con cuatro modificaciones a partir de
las materias de inicio 18 y 19. El compuesto 21 se obtendria por hidrdlisis acida del
compuesto 8 tal como se muestra en el Esquema 8:
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OH OH ”
H,C HC
° H
H3C OH HsC OH
21 10
o 1Xg o OH
H,SO,/ H,SO,/
0 o H,0 H,0
H3C CH,4
\O O/ H3C HaC ||
18 MeO'Na*/ ATEA/ Cl,CHOMe H
“MeOH o > —_
+ H,SO, TiCl,
HsC P CHz o HC OH H,c OH
19 | \8 9
CHy O (|) o o T
CHs CH,
OH OH
1) (ACO)ZO/H?’C . HC ||
H,S0, TiCl, H
_— —_——
HsC 2)H,S0O,/H,0 Cl,CHOCH;,
o H;C OH H3C OH
HCo 22 23

H o
Esquema 8. Segunda estrategia sintética de este trabajo.

La primera etapa de esta ruta de sintesis consiste en la obtencién del producto 21 a
partir de las materias de inicio 18 y 19 de acuerdo a la siguiente secuencia de reacciones
que se muestra en el esquema 9.

I

H3C\O/\/\O/CH3
18 MeO'Na"/ ATFAI H SO /
—_——
MeOH H SO
OH HaC
LT
CHy

CH3 CH3

Esquema 9. Secuencia de reacciones para obtener 21.

4.5 Preparacion del 2,2-dimetil-4,6-dioxociclohexancarboxilato de metilo (20).

El primer método que describe la obtencion de la 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona (2)
y algunos derivados como 20 fue informado por Vorlander en 1897,%° aunque en 1935
Robinson y Rapson generalizaron esta transformacion®® que fue utilizada en este trabajo por
la practico ya que genera el producto deseado 20, otro método para obtener compuestos
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ciclicos puede ser por medio de reacciones de Diels-Alder, aunque no se utiliza debido a
que la estructura base de los productos no corresponde al compuesto 20.

Las materias de inicio utilizadas para esta transformacién fueron malonato de dimetilo
18 que contiene hidrégenos o a un carbonilo que se pueden abstraer con una base como el
metoxido de sodio; el carbanion producto de esta reaccion acido base se puede adicionar a
un compuesto a—f3 insaturado como el oxido de mesitilo (19) y formar el ciclo deseado 20
en 81%. La obtencion del producto 20, amarillo o anaranjado en algunos casos, depende del
tiempo que se mantenga el MeO Na" con el malonato de dimetilo (18) para formar el
correspondiente carbanion y realizar una adicion 1,4 tipo Michael sobre el compuesto (19),
la ciclacion ocurre cuando se extrae un proton alfa al carbonilo que proviene inicialmente
del 6xido de mesitilo (19), dicho mecanismo se ejemplifica en el Esquema 10:

HaC e
3 \O’é(\\\ _CHg o) o)
O
Nbo(—\? " 18 H3C\O ” ” O/CH3
+ - >
HaC PN CH, HyC
\’/\5 HsC \ CHg
CHj3 (0] 18b -0
19
MeOH

Esquema 10. Mecanismo de la anillacion de Robinson
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El espectro de RMN-'H muestra que se tiene un equilibrio tautomérico entre la
ciclohexanodiona 20 y uno de sus correspondientes enoles 20a en una relacion del 46.5% y
53.5% (Esquema 11), prevaleciendo la forma enolica, dicha afirmacién se confirma con la
presencia de 6 tipos de hidrdgenos con acoplamiento geminal AB y constantes J = 15, 17.1
y 17.4 Hz ademas de un protdn vinilico en 5.53 ppm, un proton de O-H en 8.26 ppm, este
ultimo se encuentra en dicha posicién debido a la formacién de un puente de hidrégeno con
los electrones sp? del oxigeno del carbonilo del éster. Se descarta la presencia del enol
generado por la migracion del proton alfa al carbonilo del éster debido a que se encuentran
las sefiales de 3.16 y 3.41 ppm asignadas a dicho proton en el compuesto 20 y 20a

respectivamente.
(0]

HsC HsC
HaC o H,C ?
o o o] o] "
(|:H3 (|.7H3
20 20a

Figura 7. Estructura de -2-
hidroxi-6,6-dimetil-4-oxociclohexan-
2-ene-1-carboxilato de metilo (20a).

4.6 Preparacion de2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoato de metilo (8).

Existen diferentes procedimientos para la obtencion de compuestos aromaticos a partir
de moléculas no aromaticas, pero la transformacion de algun derivado de la ciclohexanona
0 ciclohexenona a compuestos derivados aromaticos en condiciones sulfonantes fue
publicado primeramente por Doering en 1949.** Afios posteriores Nelson (1992) describe el
tratamiento de dimedona (2) y algunos de sus derivados con acido sulfarico y anhidrido
trifluoroacético via una sulfonacion que involucra una posterior migracion 1,2 de un grupo
metilo para generar derivados del dimetilresorcinol.** Esta Gltima metodologia es muy Util
debido a que produce la estructura base deseada para obtener el compuesto 10 en 40%.
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La aromatizacion con anhidrido acético y acido sulfirico no se efectta debido a que las
especies sulfonantes generadas no son tan reactivas en comparacion a cuando se utiliza
anhidrido trifluoroacético en la aromatizacion de 2 publicado por Kablaoui (1974).

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
(anhidrido acético) (Temperatura (Reflujo) (mw)
ambiente)
Se manejan las Se mantiene en Se mantiene Temperatura= 90°C,
Condiciones mismas condiciones agitacion en un en agitacion Presion= 45 psi,
que los métodos 2, matraz sellado or 24 horas Potencia= 13 Watts,
3y4 durante 7 dias. P " tiempo= 40 minutos
No se observa la El tiempo de reaccion
Observaciones formacion del El t_iempo de Se_forman es menor que a
producto reacciénes largo  mas impurezas  temperatura ambiente
y a reflujo.
Rendimiento 0% 37% 15% 40%

Tabla 1. Condiciones de reaccién para aromatizacion 1

La diferencia en los resultados para el caso en donde la reaccion se efectla a
temperatura ambiente, muestra rendimientos aceptables con el inconveniente del tiempo
para que la materia prima 20 se transforme. En el caso donde se somete a reflujo, el
rendimiento es bajo en comparacion a las demas condiciones debido a que la temperatura,
la acidez del sistema y el tiempo de 24 h promueven que la materia prima se fragmente
formando mayor cantidad de impurezas con un bajo rendimiento. Cuando se utilizan micro-
ondas el tiempo es reducido, evitando un mayor contacto de la materia de inicio con la
acidez, ademas de que se obtiene mayor rendimiento.

De acuerdo al mecanismo planteado por Kablaoui (1974) para la aromatizacion de la
dimedona (5,5-dimetilciclohexan-1,3-diona) con anhidrido acético y H,SO,, se plantea un
mecanismo alternativo con anhidrido trifluoroacético para el caso del compuesto 20
(Esquema 12):
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Esquema 12. Mecanismo de aromatizacion del compuesto 8

La presencia de la especie 20a se confirma cuando se genera el éster 20b en las
condiciones de reaccion para la aromatizacion de 20. Dicho intermediario se aislo y
caracterizd con espectroscopia de RMN-'H en donde desaparecen las sefiales de la
ciclohexanodiona (20): 8.26 ppm (s, 1H, HC=C-OH) asignada al -OH del enol y las sefiales
con acoplamientos AB de 17.1y 15 Hz en 2.37, 3.03, 3.33 y 3.88 ppm de los metilenos de
20. La presencia del intermediario 20b es indicativa de que es la primera especie que se
genera en estas condiciones apoyando la propuesta del mecanismo.

El espectro de RMN-'H de 8 muestra singuletes correspondientes a los metilos base de
aromatico en 2.10 y 2.43 ppm, en 3.92 ppm un singulete base de éster correspondiente a un
metilo, un singulete en 6.28 ppm debido al proton aromatico encontrandose en este
desplazamiento por el efecto que causan los grupos sustituyentes, mostrando un efecto de
electro-donacion por parte de los mismos y para el caso del proton que aparece en 11.29
ppm y que corresponde al proton del grupo hidroxilo que se encuentra en posicion orto al
éster metilico. El desplazamiento de este proton se debe a la formacion de un puente de
hidrogeno con los electrones sp® del oxigeno del carbonilo del éster.

[20]
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Es importante resaltar que la sefial del carbonilo del éster metilico que aparece en IR en
1645 cm™ con una intensidad baja. Suponemos que esta posicion inusual se debe al puente
de hidrogeno que se encuentra involucrado. Si se forma el éter metilico del fenol, el éster
debera recobrar sus caracteristicas, apareciendo >1700 cm™ con intensidad fuerte.

Cuando se obtiene el éter 8a (Esquema 13), en la c.c.f. no se observa diferencia entre 8
y 8a. Por lo cual fue necesario realizar eluciones consecutivas (Hex/AcOEt 9:1 x 5),
revelando con CoSO,4 donde la coloracion de las muestras es diferente, indicando que se
tratan de compuestos diferentes, de esta manera se puede decir que la similitud en polaridad
de ambos compuestos se debe a que uno de los protones del fenol se encuentra
comprometido formando un puente de hidrogeno tal como se menciona anteriormente.

CHy
OH o~
HaC H5C
3 Me,S0,/K,CO, °
_—
reflujo, 12 h _CH,
HsC OH 95% HaC o
(lj o cl) o]
CHy CHy
8 8a

Esquema 13. Reaccién de metilacién de los fenoles

La aparicion de la sefial en IR del carbonilo en 1725 cm™ con intensidad fuerte en el
compuesto 8a, confirma la hipotesis de que la disminucidn en la frecuencia e intensidad del
carbonilo en el compuesto 8, es debido a la formacion del puente de hidrogeno con un
fenol.

En RMN-"3C la sefial del carbonilo del éster 8 aparece en 172.3 ppm, cuando se realiza
la modificacion y se genera el éter 8a, dicha sefial se modifica a 169.5 ppm observandose
una ligera proteccién por parte de la densidad electrénica.

4.7 Preparacion del acido 2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoico (21).

Los ésteres son hidrolizados, sea por una base acuosa (saponificacion) o por un acido
acuoso para producir acidos carboxilicos mas el alcohol correspondiente. Para esta etapa se
descarta la utilizacion de medio basico para obtener el producto 21 a partir de 8 debido a la
presencia de los hidrogenos acidos de los fenoles que generaria el ion fendxido y seria
facilmente oxidado a la quinona correspondiente, dicho efecto es ilustrado por el
mecanismo SPLET (Ya-Jing 2009). EI medio acido acuoso seria el indicado para proceder
con la hidrolisis aunque después de realizar diferentes pruebas a temperatura ambiente o a
reflujo por escalas de tiempo no fue posible obtener el producto 21.

La reaccion se realizo en acido sulfarico concentrado por la estabilidad del éster en 8,
esto debido a la formacién de un puente de hidrogeno del oxigeno sp? del ester con el
hidroxilo que se encuentra en posicion -orto dificultando que se realicen hidrolisis
convencionales con medio acido acuoso, Esquema 14.
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Esquema 14. Reaccidn de hidrolisis de 8 para generar 21

La reaccion de hidrolisis se confirma primeramente con la espectroscopia de RMN-*H
en donde se observan los protones de los metilos base de aromético que aparecen en 2.13 y
2.52 ppmy el proton base de aromatico de 6.36 ppm.

En RMN-"3C se observan sefiales caracteristicas de los carbonos correspondientes a la
estructura de 8, dentro de los cuales son dos metilos base de aromatico (11.5 y 18.9 ppm),
seis carbonos con hibridacién sp? designados al anillo aroméatico (101.8, 107.5, 117.2,
142.4,159.8 y 162.4 ppm) y un carbono del carbonilo del acido carboxilico (172.3 ppm).

En IR se confirma la presencia de la vibracion O-H del acido carboxilico por la sefial
en 3334 cm™ y por la vibracion del enlace C=0 en 1708 cm™. La espectrometria de masas
corrobora el peso molecular del producto.

La segunda etapa en esta estrategia sintética consiste en la formilacion de 8 con cloruro
de titanio (IV) y dicloro-metil-metil éter obteniéndose 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-
dimetilbenzoato de metilo (9) y por otra parte una hidrélisis del éster 9 generé el acido
carboxilico correspondiente 10 de acuerdo al Esquema 15.

OH OH O| OH
H3C CI,CHOCH, Hs€ HaC ”
TiCl, H H
> H,SO, conc
Tamb, 16 h 0°C,16h
HsC 8 OH 4105 HsC 9 OH " g1op HsC 10 OH
/
<|3 o o~ C|> 07 o
CHs3 CHg

Esquema 15. Secuencia de reacciones para obtener 10.

4.8 Preparacion del 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoato de metilo (9).

Existen diferentes métodos para generar aldehidos aromaticos dentro de los cuales se
encuentra el descrito por Reimer-Tiemann (1876), el cual se descarta para utilizarse en esta
transformacion por que presenta el inconveniente de que la materia de inicio tiene un grupo
desactivante, un carbonilo. Otro método es el publicado por Vilsmeier-Haack (1927) que de
igual manera se descarta por que se utiliza como materias de inicio anillos aromaticos con
sustituyentes como alcoxidos o N,N-alquil-aminas y el generar este tipo de grupos en los
fenoles del compuesto 8 aumentaria en una transformacion mas la estrategia sintética. El
método adecuado que no tiene algun inconveniente para la formilacion de 8 es el descrito
por Gross (1960) Esquema 15.
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El espectro de RMN-'H muestra como sefial caracteristica el protén de aldehido en
10.35 ppm, desapareciendo el proton base de aromatico que se encontraba en 6.28 ppm
corroborando la sustitucion sobre el anillo aromatico; los protones de los grupos —OH se
encuentran a campo bajo, en 12.44 y 12.89 ppm por la formacion de puentes de hidrogeno
con los oxigenos de los carbonilos correspondientes.

La presencia de las sefiales de IR en 3226 cm™ es indicativa de la presencia de los
grupos hidroxilo mostrando que no se realizaron modificaciones en ellos, la vibracién C=0
del aldehido y del éster aparecen en 1638 cm™ existiendo la posibilidad de que sea un solo
carbonilo pero se confirma con RMN-'*C con las sefiales de 172.1 ppm para el éster y de
194.0 ppm para el aldehido.

4.9 Preparacion del acido 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoico (10).

De manera similar al compuesto 21, la reaccion de hidrolisis se efectla en acido
sulfarico concentrado debido a la estabilidad que presenta el éster por la formacién de un
puente de hidrogeno del oxigeno sp? con el hidroxilo que se encuentra en posicion -orto
dificultando que se realicen hidrdlisis convencionales con disoluciones acuosas y medios
acidos no tan fuertes. De esta forma la hidrdlisis de 9 a 10, se llevé acabo empleando &cido
sulfarico concentrado a temperatura ambiente por 16 horas proporcionando 10 en 91 %
Esquema 15.

En la espectroscopia de RMN-'H, la desaparicién del metilo de éster que aparecia en
un desplazamiento de 3.96 ppm en 9, es el primer indicativo que se realizd la
transformacion de hidrolisis. Las sefiales de los metilos base de aromatico se mantienen
como singuletes en 2.13 y 2.58 ppm asi como la sefial de aldehido en 10.39 ppm. La sefial
en 12.44 ppm que se encontraba en 9 desaparecié manteniéndose la sefial de 12.89 ppm
asignada al OH con puente de hidrdgeno entre el oxigeno del aldehido y el hidroxilo —orto.

Para el caso de la espectroscopia de IR, la sefial entre 3200-2600 es correspondiente a
la vibracion —O-H del acido carboxilico. La espectrometria de masas confirma la obtencion
del compuesto 10.

La ultima etapa en esta ruta de sintesis es obtener analogos del compuesto 10 que
consta como primer paso realizar una descarboxilacion en medio &cido para obtener el
compuesto 5,5-dimetilciciclohexan-1,3-diona (2), se realiza una aromatizacion con
anhidrido acético y acido sulfdrico concentrado con una subsecuente hidrolisis para formar
el compuesto 3-hidroxy-5,6-dimetilfenol (22), el paso posterior consiste en la formilacion
de (22) con cloruro de titanio (IV) y dicloro-metil-metil éter obteniéndose el compuesto
2,4-dihydroxy-3-formil-5,6-dimetil-benzaldehido (23), Esquema 16.

o) ﬁ OH OH
| 1) (Ac0),0/  H,c HsC |
H,SO, ac H,S0, TiCl, H
—_— —_— > — >
HsC HyC 2) H,S0, ac CL,CHOCH,
X0 o) HsC OH HsC OH
HaC 20 HyC 2 22 23
T o C|) o N0
CHy CHg

Esquema 16. Secuencia de reacciones para obtener 23.
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4.10 Preparacion de 5,5- dimetil, 1,3-ciclohexanodiona (2).

Una reaccion de descarboxilacion del compuesto 20 para obtener 2 es adecuada ya que
se tiene como materia de inicio un compuesto 1,3 di-carbonilico que facilita la reaccion. El
proceso se realiza con acido sulfurico al 10 % a reflujo por 12 h obteniéndose de 2 95%.

En RMN-'H se observa un equilibrio tautomérico de la 1,3-dicetona 2 con su
correspondiente enol en una proporcion del 54.3:45.7% respectivamente, la presencia de
dos protones: uno vinilico en 5.48 ppm y otro en 9.18 ppm del hidroxilo corroboran esta
afirmacion, las sefiales adicionales corresponden a metilos y metilenos presentes en la
molécula. Para el caso 2, los metilenos no presentan constantes de acoplamiento geminales
como en el caso del compuesto 20, debido a que el ambiente quimico de los hidrégenos
axiales y ecuatoriales es similar volviéndolos equivalentes.

El espectro de IR muestra una sefial caracteristica en 1611 cm™ que corresponde a una
B—dicetona.

4.11 Preparacion del 3-hidroxi-5,6-dimetilfenol (22).

Método 1 Método 2 Método 3
(Temperatura (Reflujo) (mW)
ambiente)

Temperatura= 115°C,

Se mantiene en . L L .
Se mantiene en agitacion por  Presion= 10 psi,

Condiciones agitacion en un matraz

sellado 24 horas. Potencia= 6 Watts,
tiempo= 20 minutos
El proceso de La cantidad de

El tiempo de reaccion provoca
que se descomponga mayor
cantidad de materia prima

aromatizacién no se impurezas generadas
efectia con buenos en estas condiciones
rendimientos €s menor

Rendimiento <10% 80% 85%
Tabla 2. Condiciones de reaccién para aromatizacion 2

Observaciones

El proceso de aromatizacion se efectia a diferentes condiciones aunque los
rendimientos son diferentes para cada caso (Tabla 2). EI mejor rendimiento para generar 2
es de 85% cuando se coloca en condiciones de microondas, no existiendo mucha diferencia
cuando se somete a reflujo (80%), para ambos casos el desprendimiento del dioxido de
azufre (SO,) se ve favorecido por la temperatura, es por que ello que la reaccion a
temperatura ambiente produce menos del 10% de producto. El procedimiento se puede
realizar utilizando como reactivo anhidrido trifluoroacético pero resultaria mas costoso; sin
embargo la reaccion de aromatizacion para el compuesto 2 se efectGa con rendimientos
aceptables con anhidrido acético. En comparacién con la aromatizacion de 20, para 2, las
especies sulfonantes resultan tener mayor acceso a los sitios reactivos tal como se describe
en el Esquema 4.

Los desplazamientos de RMN-'H muestran sefiales de metilos base de aromatico en
2.07 y 2.21 ppm asi como dos protones aromaticos con constantes de acoplamiento de 2.4
Hz indicando que guardan una posicion meta entre ellos corroborando la transformacion.
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El espectro de IR muestra sefiales en 3288 y 3227 cm™que corresponde a vibraciones —
O-H.

4.12 Preparacion de 2,4-dihydroxy-3-formil-5,6-dimetil-benzaldehido (23).

De acuerdo a lo descrito anteriormente para la formilacion de fenoles, el procedimiento
de Reimer-Tiemann (1876) no genera el compuesto con la doble sustitucion en
comparacion a la formilacion de Gross (1960) que si puede generar el compuesto 23, por lo
que se procede a utilizar como reactivos diclorometil metil éter (Cl,CHOCHj3), tetracloruro
de titanio (TiCl,) y el compuesto 22 obteniendose de 23 37%.

Los desplazamientos de RMN-"H muestran sefiales caracteristicas de metilos base de
aromatico en 2.11 y 2.51 ppm, las sefiales de los protones de aldehido en 10.15 y 10.33
ppm. De manera similar a los compuestos anteriores en donde se mencionaba la formacion
de puentes de hidrégeno entre el oxigeno de grupos carbonilo y los hidroxilos en posicién —
orto, se repite tal efecto encontrandose asi dos sefiales en 13.16 y 13.68 ppm asignadas a
los protones de los hidroxilos.

La presencia de dos sefiales en 193.25 y 194.59 ppm en RMN-*C demuestra la
presencia de dos carbonilos de aldehido.

El espectro de IR muestra sefiales en 3416 cm™ que corresponde a vibraciones -O-H
del fenol presente en la molécula 'y en 1711 cm™ una sefial caracteristica de carbonilo.

4.13 Resultados de las pruebas bioldgicas (citoproteccion).

La primer etapa antes de evaluar la proteccion del compuesto 21a las células frente a
la oxidacion, es determinar el ICsq del H,O, (agente oxidante) que corresponde a la cantidad
de una sustancia que se necesita para inhibir la funcion bioldgica siendo para este caso en
células U373 MG y D54, de esta manera se conocer la concentracién de H,O, a la que se
deben colocar las lineas celulares y determinar el grado de proteccion por parte de 21, para
cada uno de los casos se realizaron regresiones y con el modelo de Boltzmann (Esquema
17) se determind el valor de dichas concentraciones, mencionando los resultados a
continuacion:

D54 U373 MG
Ay 86.9430 99.8669
A, 78.07111 8.5179 (4, — 4,)
¥=Ap
X 542.2436 296.9008 —
° 1+ exp ((’\ AO)/dX>>

dx 139.3148 105.6240

ICe 564.47 296,76 Esquema 17. Ecuacion de Boltzmann
Desviacion 78.19 128.92
estandar

Tabla 3. Determinacion de 1Cs por el modelo de Boltzmann
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Gréfico 1. Porcentaje de viabilidad de células tratadas con H,O, durante 48 horas.

Los valores del 1Csq para las lineas celulares son diferentes entre ellas siendo asi que
para las células D54 se observa una mayor resistencia al medio oxidante en comparacion a
las células U373 MG.

I1Cso H,O, (umolar) | Desviacion estandar

D54 564.47 78.19
U373 MG | 296.76 128.92
Tabla 4. ICx, de las lineas celulares.
Tratamiento % Viabilidad | % Viabilidad

1) DMEM 100.00 100
2) H,0, 32.85 25.70
3) Compuesto 21 96.96 97.20
4) Resveratrol 87.01 94.23
5) Compuesto 21 + H,0, 70.05 19.74
6) Resveratrol + H,0, 54.20 18.80
7) (3h+ compuesto 21) + H,0, 62.39 21.30
8) (3h+ resveratrol) + H,0, 44.11 19.10

Tabla 5. Resultados de citoproteccion en células D54 y U373 MG.

Para el caso de las células D54, los resultados muestran una proteccion por parte del
compuesto 21 a las células frente al medio oxidante en donde se cultivan, el compuesto 21
presenta mayor efecto con una viabilidad del 70% en comparacion al resveratrol que es la
sustancia antioxidante de referencia que presenta una viabilidad del 54.2%. Los resultados
son similares al tratamiento previo con 21 y agregar posteriormente de 3 horas el H,O, ya
que 21 tiene un porcentaje de inhibicion del 3.04%.
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Los resultados indican una proteccion a las células U373 MG por parte de 21 respecto
al resveratrol y la tendencia es similar para el caso en donde se trato previamente con 21y
posteriormente H,O,, para estas lineas celulares 21 tiene un porcentaje de inhibicion del

2.8%. Dicho efecto se debe a que 21 no es toxico para las células y ademéas en medios
oxidantes aporta un efecto protector.

Resultados de citoproteccion
D54 m U373 MG
120
100 +—
® 80
S
e
B 60 —
>
()
o
X 40—
O g . I ; I*
DMEM H202  Compuesto Resveratrol Compuesto Resveratrol (3h+ (3h+
21 21+H202 +H202 compuesto resveratrol)
21)+H202 +H202

Gréfico 2. Resultados de citoproteccién en células D54 y U373 MG.

Para ambas lineas celulares se observa un efecto protector del compuesto 21 respecto
al resveratrol (grafico 2) sin embargo, para el caso de las células U373 MG es menor

debido a que son mas sensibles al medio oxidante correspondiendo con los resultados de la
determinacion del ICsy.
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6 Conclusiones.

La sintesis de los compuestos polifendlicos 10 y 21 derivados de la Pseudocifelarina A
se logro de manera satisfactoria con modificaciones importantes al procedimiento descrito
en la literatura ademas de obtener un compuesto nuevo 23.

Se lograron aislar y caracterizar las estructuras de los productos e intermediarios en la
ruta de sintesis.

Se demostro que la frecuencia inusual de la vibracién de un carbonilo de éster en IR en
1645 cm™ se debe a una fuerte formacién de puente de hidrogeno con el fenol adyacente.
Este es un dato que no se habia descrito anteriormente.

El compuesto 21, evaluado in vitro posee preliminarmente mayor efecto protector a

medios oxidantes en comparacion al resveratrol que se utiliz6 como referencia en lineas
celulares D54 y U373 MG.
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7 Procedimiento experimental.

La metodologia experimental consta de dos partes: la primera es la sintesis quimica a
partir de materia prima disponible comercialmente, caracterizacion de los intermediarios y
productos por métodos fisicos y espectroscopicos, la segunda parte corresponde a las
pruebas biologicas evaluando la actividad antioxidante del compuesto 21.

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y
no estan corregidos. Su pureza y el avance de las reacciones se siguieron por cromatografia
en capa fina (c.c.f.) utilizando cromatoplacas de gel de silice (60F,s4, Merck), en sistemas
de elucién que se mencionan para cada caso, para visualizar las placas se empled una
lampara de U.V. (A=254 nm) y/o una solucion de CoSO, al 2% en H,SO,4 2N.

Las reacciones se sometieron a radiaciones de micro-ondas (mW) se colocaron en un
aparato Discover-Explorer Hybrid® de acuerdo a las especificaciones para cada caso.

Los equipos utilizados para la caracterizacién de los precursores y productos por
métodos espectroscépicos fueron:

Para la técnica espectrofotometria de Absorcién de Infra-Rojo (IR) se utilizd un
espectrofotometro FT-IR Spectrum 400.

Para la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN-HY) y
de Carbono (RMN-C¥) se utilizé6 el equipo Innova Varian de 300 MHz utilizando
cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente, los desplazamientos quimicos (8) estan
dados en partes por millén (ppm) referidos al tetrametilsilano (TMS) para RMN-H! y
CDCl;para RMN-"3C, las constantes de acoplamiento J estan dadas en Hz.

Para la espectrometria de masas (EM) se empled un espectrofotdmetro de masas
Termo-electrén, modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador mésico de doble
sector (magnético y eléctrico con Geometria inversa), mediante la técnica de Impacto
electronico.

En las pruebas bioldgicas in vitro, se analizé el efecto protector del compuesto 21 en lineas
celulares D54 y U373 MG de astrocitoma humano teniendo como agente oxidante H,O,.
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5.1 Sintesis de 3,5-dihidroxi-benzoato de metilo (12).

Se preparo una disolucion del acido 3,5-dihidroxibenzoico 11 (1g, 6.48 mmol) en 20
mL de MeOH y se adicionron 0.2 mL de H,SO,4 concentrado colocando en agitacion y a
reflujo por 18 hrs monitoreando la reaccion por c.c.f. (Hex/AcOEt 6:4). Una vez concluida
la reaccion, se neutralizé con NaHCOj3, se realizaron extracciones con AcOEt-H,0, se secd
la fase organica con Na,SO,4 anhidro y se evapora a sequedad, se purifica por cromatografia
en columna (Hex/AcOEt 6:4) obteniéndose 0.9 g de 12 (83%).

La caracterizacion de 12 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

N Aspecto Sélido blanco
Punto de fusidn 167-170 °C
Formula Molecular CgHgO4
HO OH
Figura 8. 3,5-
dihidroxibenzoato de Peso Molecular 168 g/mol
metilo (12)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3365 y 3229 (H-O-Ar), 3088 (C-H, Ar), 1687 (C=0,
Ar-CO,CHg), 1599 (-C=C-, Ar sustituido)

RMN-'H (ppm) (CDCIly/TMS): & = 3.84 (s, 3H, -CO,CHs3), 6.58 (t, J = 2.4 Hz, 1H, Ph-H),
6.98 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Ph-H).

RMN-'3C (ppm) (CDCI5/TMS): § = 51.71 (-CO,CHs3), 107.47 (C=CH), 107.89 (2 C=CH),
131.34 (C=C), 157.89 (2 =C-OH), 166.91 (-CO,CHs).

5.2 Sintesis de 3,5-dimetoxi-benzoato de metilo (13).

Se preparé una disolucion del compuesto 12 (1g, 6 mmol) con 15 mL de acetona
agregando K,COj3 (3.58g, 25.92 mmol), posteriormente se adiciond (CH3),SO,4 (1.4 mL,
1.63g, 12.96 mmol) colocando a reflujo en agitacion por 24 horas y monitoreando por c.c.f.
Se agregd MeOH manteniendo en agitacion por 30 minutos y se evapord el disolvente
organico, el sélido formado se purificd por cromatografia en columna con eluyente
Hex/AcOEt 9:1, se obtuvieron 0.960g con un rendimiento del 81%.

La caracterizacion de 13 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

N0 Aspecto Sélido blanco
Punto de fusion 38-39°C
Formula Molecular CioH1204
\O (]

Figura 9. 3,5-dimetoxi-

benzoato de metilo (13)
FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3018 (C-H, Ar), 1712 (C=0, Ar-CO,CHs), 1595(-
C=C-, Ar sustituido), 1206 (Ar-O-CHy)

Peso Molecular 196 g/mol
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RMN-'H (ppm) (CDCIly/TMS): & = 3.81 (s, 6H, -OCHs), 3.90 (s, 3H, -CO,CHs), 6.63 (t, J
= 2.4 Hz, 1H, Ph-H), 7.18 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Ph-H).

RMN-C (ppm) (CDCI3/TMS): & = 52.21 (-CO,CHs), 55.51 (2 -OCHj3), 105 (C=CH),
107.03 (2 C=CH), 131.92 (C=C), 160.56 (2 C=C), 166.81 (Ph-CO,-).

5.3 Sintesis de 2-formil-3,5-dimetoxi-benzoato de metilo (14).

En un matraz bola (en bafio de hielo) con DMF (0.8 mL, 0.745g, 10.2 mmol) se agreg6
lentamente POCI3 (1 mL, 1.56g, 10.2 mmol) y una vez agregado se mantuvo en agitacion
por 30 minutos, posteriormente se agreg6 el compuesto 13 (1g, 5.1 mmol) utilizando como
disolvente 10 mL de CH,Cl, manteniendo a reflujo por 24 horas, se monitorea por c.c.f.
(Hex/AcOEt 9:1). Una vez concluida la reaccion se enfrio la mezcla con bafio de hielo y se
agregd agua lentamente con agitacion, neutralizando con NaHCOs, se realizaron
extracciones con CH,Cl, evaporando a sequedad obteniendo un rendimiento del 85%.

La caracterizacion de 14 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

0 XN Aspecto Sélido café
Punto de fusion 107-110 °C
H
Férmula Molecular C11H1,05

~, T

Figura 10. 2-formil-3,5- Peso Molecular 224 g/mol
dimetoxibenzoato de metilo
(14)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3069 (C-H, Ar), 1718 (C=0, Ar-CO,CHs), 1625
(C=0, Ar-CH=0), 1602 (-C=C-, Ar sustituido), 1204 (Ar-O-CHs)

RMN-'H (ppm) (CDCI5/TMS): 5 = 3.87 (s, 3H, -OCHs), 3.90 (s, 3H, -OCHs), 3.91 (s, 3H,
-CO,CH3), 6,51 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ph-H), 6.56 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ph-H), 10.29 (s, 1H,
CH=0).

RMN-C (ppm) (CDCIs/TMS): &= 52.79 (-CO,CHs), 55.77 (-OCH3), 55.94 (-OCHs),
93.37 (C=CH), 105.13 (C=CH), 116.41 (C=C), 136.44 (C=C), 163.13 (C=C), 164.98
(C=C), 169.45 (Ph-CO,-), 187.57 (-CH=0).

5.4 Sintesis de (3,5-dimetoxi-1,2-fenilen) dimetanol (15).

Se prepard una disolucién del compuesto 14 (0.2g, 0.89 mmol) con 20 mL de THF, se
agrego lentamente LiAlIH, (0.3g, 7.9 mmol), la mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion
por 6 horas a temperatura ambiente. Para el tratamiento de la reaccion a la mezcla se le
agrego en bafio de hielo 3 mL de HO, el solido formado se filtr6 a vacio y se lavé con
H,O, se realizaron extracciones con AcOEt evaporando la fase organica, el rendimiento
obtenido es del 76%.
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La caracterizacion de 15 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

OH

o Aspecto Sélido amarillento
Punto de fusion 98-99 °C
Férmula Molecular C10H1404
\O (0]
| Peso Molecular 198 g/mol

Figura 11. (3,5-dimetoxi-
1,2-fenilen) dimetanol (15)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3296 y 3204 (H-O-CH,-Ar), 3010 (C-H, Ar), 1602 (-
C=C-, Ar sustituido), 1201 (Ar-O-CHy)

RMN-'H (ppm) (CDCIly/TMS): & = 3.81 (s, 3H, -OCHs), 3.82 (s, 3H, -OCHj), 4.66 (s, 2H,
-PhCH,-OH), 4.74 (s, 2H, PhCH,-OH), 6.43 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ph-H), 6.52 (d, J = 2.4 Hz,
1H, Ph-H).

RMN-C (ppm) (CDCI5/TMS): & = 55.32 (-OCH3), 55.68 (-OCHs3), 55.75 (PhCH,-OH),
64.14 (-PhCH,-OH), 98.09 (C=CH), 105.67 (C=CH), 119.94 (C=C), 142.18 (C=C), 158.93
(C=C), 160.30 (C=C).

5.5 Sintesis de 2,2-dimetil-4,6-dioxociclohexan-carboxilato de metilo (20).

Se prepard una disolucion en bafio de hielo de 60 mL de MeOH y Na metalico (4.6 g,
0.2 mol) manteniendo en agitacién hasta que el desprendimiento de H, termine,
posteriormente se adiciond malonato de dimetilo (18) (12mL,13.2 g, 0.1 mol) agitando por
1 hora formandose un solido blanco, se agreg6 gota a gota a temperatura ambiente el 6xido
de mesitilo (19) (11.5mL, 9.8 g, 0.1 mol) y se mantuvo a reflujo por 24 horas monitoreando
por c.c.f. la aparicién del producto (Hex/AcOEt 6:4), una vez concluida la reaccion se
evaporé la fase organica, quedando un sélido amarillo al cual se le agreg6é una cantidad
minima de agua fria llevando a pH~4 agitando por 2 horas, el solido amarillo se filtr6 a
vacio y se purifico por cromatografia en columna (Hex/AcOEt 6:4) obteniéndose 169 de
producto con un rendimiento del 81 %.

La caracterizacion de 20 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

|° |O Aspecto Sélido blanco
N Punto de fusidn 100-102 °C
HyC o Formula Molecular C10H1404
HsC
Figura 12. 2,2-dimetil-4,6-dioxo-
ciclohexan-carboxilato de metilo Peso Molecular 198 g/mol
(20)
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FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 2952 (C-H, alifatico), 1732 (C=0, -CO,CHj3), 1577
(C=0, B dicetona, enol).

EMIE (m/z, %): pico base: (83, 100), M*: (198, 4), M**: (199, 1)

RMN-H (ppm)(CDCI3/TMS):8 = 0.99 (s, 3H, -CHa), 1.12 (s, 3H, -CHa), 1.14 (s, 6H, 2-
CHa), 2.17(d, 1H, J=17.4 Hz, CH,), 2.37 (d, 1H, J=15 Hz, CH,), 2.70 (d, 1H, J=17.4 Hz,
CH,), 3.03 (d, 1H, J=15 Hz, CH,), 3.16 (s, 1H, CH-CO-OCHs), 3.33 (d, 1H, J=17.1Hz,
CH,), 3.41 (s, 1H, CH-CO-OCHs), 3.72 (s, 3H, CO-CH3), 3.78 (s, 3H, -CO,CHs), 3.88 (d,
1H, J = 17.1Hz, CHy), 5.53 (s, 1H, C=CH), 8.26 (s, 1H, C=C-OH).

RMN-3C (ppm)(CDCIly/TMS): & = 25.90 (-CHs), 25.98 (-CHs), 27.86 (-CH3), 28.48 (-
CHs), 33.92 (C), 35.01 (C), 42.97 (-CH,), 50.88 (-CH,), 52.17 (-CO,CHs), 52.44 (-
CO,CHs), 56.28 (-CHj), 60.61 (-CHCO,-), 60.27 (-CHCO,-), 103.29 (-C=CH), 168.64 (-
CO,CHs), 169.89 (-CO,CH3), 187.57 (-C=0), 188.43 (-C=0), 199.27 (-C=0), 202.87 (-
C=0).

5.6 Sintesis de 2,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato de metilo (8).

Se prepard una disolucién en bafio de hielo del compuesto 20 (1g, 5.05 mmol) con 2.9
mL de ATFA (4.24g, 0.0202 mol) y se adicion6 lentamente 0.3 mL de H,SO,4 concentrado
(0.49g, 5.05mmol), la mezcla de reaccion se coloc6 bajo las condiciones siguientes:
temperatura de 90 °C, 45 psi, potencia de 13 watts y un tiempo de 40 minutos con radiacion
de microondas obteniendo el mejor rendimiento de 40%, el avance de la reaccion se
monitored por c.c.f. (Hex/AcOEt 8:2). El tratamiento de la reaccion se realizé agregando 50
mL de éter dietilico y en agitacion de adicion6 NaHCO;3 hasta un pH~5, se realizaron
extracciones sucesivas con éter dietilico (3X50 mL) evaporando la fase organica y
purificando por cromatografia en columna (Hex/AcOEt 8:2).

Uno de los intermediarios aislados corresponde al compuesto 20b.

o‘ Aspecto Liquido amarillo
o Formula Molecular CioH13F305
HaC )‘\ Peso Molecular 294 g/mol
o CF,
HiC
=
o7 ? 20b

CH,
Figura 13. 6,6-dimetil-4-oxo-2-
[(trifluoroacetil)oxi]-2-ciclohexen-1-
carboxilato de metilo (20b)

RMN-'H (ppm)(CDCI5/TMS): & = 1.12 (s, 3H, -CH3), 1.14 (s, 3H, -CH3), 2.17 (d, 1H, J =
17.4 Hz, CH,), 2.71 (d, 1H, J = 17.4 Hz, CHy), 3.16 (s, 1H, CH-CO,CHs), 3.71 (s, 3H,
CO,-CHs), 5.41 (s, 1H, C=CH).
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La caracterizacion de 8 se efectud por métodos fisicos y espectroscopicos mostrandose
los resultados a continuacion:

OH

Aspecto Sélido blanco cristalino
e Punto de fusién 118-120 °C
Férmula
e i Molecular C10H1204
0 N "
L,
Figura 14. 4,6-dihidroxi- Peso Molecular 196 g/mol

2,3-dimetilbenzoato de metilo

(®)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3312 (O-H, fenol), 1645 (C=0, Ar-CO,CHj3), 1584 (-
C=C-, Ar sustituido)

EMIE (m/z, %): pico base: (164, 100), M*: (196, 28), M**: (197, 3)
RMN-'H (ppm) (CDCI3/TMS):8 = 2.10 (s, 3H, Ph-CH3), 2.43 (s, 3H, Ph-CHg), 3.92 (s,
3H, CO,CHg), 6.28 (s, 1H, Ph-H), 11.29 (s, 1H, Ph-OH).

RMN-C (ppm) (CDCI3/TMS): 8= 11.48 (-CHj), 18.94 (-CH3), 51.93 (-CO,CHs), 100.74
(C=CH), 106.44 (-C=C-), 116.18 (-C=C-), 141.39 (-C=C-), 158.78 (-C=C-), 161.53 (-C=C-
), 172.25 (-CO,CHy).

5.7 Sintesis de 4,6-dimetoxi-2,3-dimetil-benzoato de metilo (8a).

Se prepard una disolucion de 8 (1g, 5.1 mmol) en acetona con (CH3),SO,4 (1.4 mL,
1.63g, 12.96 mmol) y K,CO3, se mantuvo la mezcla de reaccion en agitacion y reflujo por
12 horas. Para el tratamiento se adicion6 MeOH con agitacién y reflujo durante una hora.
Se evaporo el disolvente y se filtrd a vacio el sélido formado lavando con agua fria.

La caracterizacion de 8a se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

o Aspecto Sélido blanco cristalino
HyC Punto de fusién 64-65 °C
Formula
HyC o Molecular C1aH1604
o N0
L,
Figura 15. 4,6-dimetoxi- Peso Molecular 224 g/mol
2,3-dimetilbenzoato de metilo
(8a)
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FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 2993 (C-H, alifatico), 1725 (C=0, Ar-CO,CHs),
1590 (-C=C-, Ar sustituido)

EMIE (m/z, %): pico base: (193, 100), M*: (224, 37), M**: (225, 5)

RMN-'H (ppm) (CDCI3/TMS): &= 2.06 (s, 3H, Ph-CH3), 2.16 (s, 3H, Ph-CHy), 3.81 (s,
3H, Ar-O-CHg), 3.82 (s, 3H, Ar-O-CHs), 3.88 (s, 3H, -CO,CHs), 6.33 (s, 1H, Ph-H).

RMN-C (ppm)(CDCI3/TMS): § = 10.98 (-CHj), 16.88 (-CHj), 52.05 (-CO,CHs), 55.56

(Ar-O-CHg), 55.98 (Ar-O-CHg), 92.87 (-C=CH), 116.63 (-C=C-), 117.41 (-C=C-), 135.38
(-C=C-), 155.18 (-C=C-), 158.83 (-C=C-), 169.45 (-CO,CHs).

5.8 Sintesis del acido 2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoico (21).

El éster 8 (1g, 5.1 mmol) se disolvié en 40 mL de H,SO, concentrado a 0 °C durante
una hora y posteriormente se agitd a temperatura ambiente por 16 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé por adicion de hielo y se extrajo con AcOEt lavando la fase organica con
H,O y salmuera, el disolvente se secd con Na,SO, anhidro y se evapord para obtener un
rendimiento del 83%.

La caracterizacion de 21 se efectué por métodos fisicos y espectroscopicos mostrando
los resultados a continuacion:

OH

Aspecto Sélido anaranjado
HsC Punto de fusién 160-162 °C
Férmula Molecular CgH1004
HaC OH
HO \O
Figura 16. acido 2,4-dihidroxi-  Peso Molecular 182 g/mol

5,6-dimetil-benzoico (21)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3334 (-OH, 4cido), 1708 (C=0, Ar-CO,H).
EMIE (m/z, %): pico base: (98, 100), M*:(182, 47), M**: (183, 4.5)

RMN-'H (ppm) (CDCI3/TMS): 8= 2.13 (s, 3H, Ph-CH3), 2.52 (s, 3H, Ph-CHs), 6.36 (5,
1H, Ph-H).

RMN-'3C (ppm) (CDCIy/TMS): 8= 10.14 (-CH3), 18.85 (-CHs), 101.74 (-C=CH), 107.51
(-C=C-), 117.22 (-C=C-), 142.40 (-C=C-), 159.81 (-C=C-), 162.36 (-C=C-), 170.25 (-
CO,H).

5.9 Sintesis de 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato de metilo (9).

Se prepard una disolucién de 8 (1g, 5.1 mmol) con CI,CHOCH; (1 mL, 1.271g,
11.05mmol) y 10 mL de CHCI; anhidro, se enfrio a -7 °C agregando lentamente una
solucion de TiCly 1M (2 mL, 0.378g, 2mmol) en CH,Cl, anhidro manteniendo la agitacion
a 0 °C por 1 hora y a temperatura ambiente por 16 horas. Una vez concluida la reaccion, se
virtié en una mezcla de agua-hielo y se realizaron extracciones con CH,Cl, (3 X 10 mL), la
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fase organica se lavo con una disolucion diluida de &cido clorhidrico, salmuera y se seco
con Na,SO4 anhidro la fase organica, el rendimiento obtenido fue del 41%.

La caracterizacion de 9 se efectud por métodos fisicos y espectroscopicos mostrandose
los resultados a continuacion:

oH Ci Aspecto Sélido anaranjado
HsC y Punto de fusidn 78-80 °C
Férmula Molecular C11H1,05
HsC OH
7
CHs Peso Molecular 224 g/mol

Figura 17. 3-formil-2,4-
dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato
de metilo (9)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3226 (-OH, fenol), 1638 (C=0, Ar-CO,CHs).
EMIE (m/z, %): pico base: (164, 100), M*: (224, 46), M**: (225, 6).

RMN-'H (ppm) (CDCI3/TMS): &= 2.10 (s, 3H, Ph-CH3), 2.48 (s, 3H, Ph-CHy), 3.96 (s,
3H, -CO,CHs), 10.35 (s, 1H, -CHO), 12.44 (s, 1H, Ph-OH), 12.89 (s, 1H, Ph-OH).

RMN-C (ppm) (CDCI5/TMS): 8= 10.62 (-CH3), 20.06 (-CHj), 52.30 (-CO,CHs), 104.22
(-C=C-), 107.71 (-C=C-), 117.37 (-C=C-), 149.99 (-C=C-), 165.03 (-C=C-), 165.53 (-C=C-
), 172.11 (-CO,CHj), 193.99 (-CHO).

5.10 Sintesis del acido 3-formil-2,4-dihidroxi-5,6-dimetil-benzoico (10).

El éster 9 (1g, 4.46mmol) se disolvio en 40 mL de H,SO, concentrado a 0 °C durante
una hora y posteriormente se agitd a temperatura ambiente por 16 horas. La mezcla de
reaccion se diluye por adicion de hielo y se extrae con AcOEt lavando la fase organica agua
y salmuera, el disolvente se sec6 con Na,SO, anhidro y se evapor0 obteniéndose un
rendimiento del 91%.

La caracterizacion de 10 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

o o| Aspecto Sélido amarillo claro
HyC y Punto de fusidn 176-178 °C
Formula Molecular C1oH1005
HaC OH
o o lecul 210 g/mol
Figura 18. 4cido 2,4-dihidroxi- €S0 Molecular 10 g/mo
3-formil-5,6-dimetil-benzoico
(10)
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FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3200-2600 (-OH, 4cido), 1626 (C=0, Ar-CO,H).
EMIE (m/z, %): pico base: (166, 100), M*: (210, 20), M*: (211, 2).

RMN-'H (ppm) (CDCIy/TMS): 8= 2.13 (s, 3H, Ph-CHs), 2.58 (s, 3H, Ph-CHs), 10.33 (s,
1H, -CHO), 12.89 (s, 1H, Ph-OH).

RMN-C (ppm) (CDCI3/TMS): 8= 10.41 (-CH3), 19.63 (-CHs), 106.45 (-C=C-), 114.70 (-
C=C-), 149.17 (-C=C-), 151.97 (-C=C-), 159.13 (-C=C-), 164.12 (-C=C-), 167.05 (-CO,H),
194.20 (-CHO).

5.11 Sintesis de 5,5- dimetil, 1,3-ciclohexanodiona (2).

El compuesto 20 (1g, 5.05 mmol) se disuelvio en 40 mL de agua agregando 5 mL de
HCI al 10 % manteniendo en agitacién y a reflujo por 12 horas hasta que desaparecio la
materia de inicio monitoreando por c.c.f. Para el tratamiento de la reaccion se realizaron
extracciones sucesivas con AcOEt lavando la fase organica con una disolucion saturada de
NaHCO3 y salmuera, se evapord la fase organica obteniendo un rendimiento del 95%.

La caracterizacion de 2 se efectué por métodos fisicos y espectroscopicos mostrandose
los resultados a continuacion:

Aspecto Sélido amarillento
Punto de fusion 146-147 °C
Férmula Molecular CsH1,0,
HaC
o
HaC
Figura 19. 5,5-dimetil, 1,3- Peso Molecular 140 g/mol

ciclohexanodiona (2)

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 2954 (C-H, alifatico), 1611 (C=0, B dicetona, enol).
EMIE (m/z, %): pico base: (83, 100), M*: (140, 21), M**: (141, 3)

RMN-'H (ppm)(CDCIy/TMS): & = 1.04 (s, 6H, 2CHs), 1.09 (s, 6H, 2CHs), 2.26 (s, 4H,
2CH},), 2.53 (s, 4H, 2CHy), 3.34 (s, 2H, CH,), 5.48 (s, 1H, C=CH), 9.18 (s, 1H, C=C-OH).

RMN-3C (ppm)(CDCI5/TMS): & = 28.20 (2-CH3), 30.91 (C),32.73 (C), 28.28(2-CHs3),
46.22 (2-CHy), 54.07(2-CH,), 57.26 (-CHy), 103.06 (-C=CH), 191.27 (-C=0), 203.72 (-
C=0).

5.12 Sintesis del 3-hidroxi-5,6-dimetil-fenol (22).

Se prepard una disolucion en bafio de hielo del compuesto 2 (1 g, 7.14 mmol) con 2.7

mL de anhidrido acético (2.85 g, 28 mmol) adicionando lentamente 0.4 mL de H,SO,

concentrado (0.735 g, 7.5mmol), la mezcla de reaccién se colocd en las condiciones

siguientes: temperatura de 115 °C, presion de 10 psi, potencia de 6 watts y un tiempo de 20

minutos obteniendo un rendimiento del 85%, el avance de la reaccién se monitored por
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c.c.f. (Hex/AcOEt 8:2). Una vez concluida la reaccion se agregd 50 mL de agua fria y se
realizaron extracciones sucesivas con CH,Cl, (3X50 mL) evaporando la fase organica y
purificando por cromatografia en columna (Hex/AcOEt 8:2). El producto obtenido
corresponde al acetato el cual es hidrolizado en medio &cido para obtener el compuesto
(22).

La caracterizacion de 22 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

OH

Aspecto Sélido rojizo
HyC Punto de fusion 135-136 °C
Férmula Molecular CgH100,
HaC OH
Figura 20. 3-hidroxi-5,6-
dimetil-fenol (22) Peso Molecular 138 g/mol

FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3288 y 3227 (O-H, fenol), 1606 (-C=C-, Ar
sustituido)

EMIE (m/z, %): pico base: (123, 100), M*: (138, 96), M**: (139, 8).

RMN-'H (ppm) (CDCI3/TMS): & = 2.07 (s, 3H, Ph-CHa), 2.21 (s, 3H, Ph-CHs), 6.19 (d,
1H, J = 2.4Hz, Ph-H), 6.26 (d, 1H, J = 2.4Hz, Ph-H).

RMN-'3C (ppm) (CDCIy/TMS): § = 10.39 (-CH3), 19.73 (-CH3), 99.85 (-C=CH), 108.20 (-
C=CH), 113.61 (-C=C-), 138.05 (-C=C-), 154.33 (-C=C-), 154.89 (-C=C-).

5.13 Sintesis de 2,4-dihidroxi-3-formil-5,6-dimetil-benzaldehido (23).

Se prepar6 una disolucion del compuesto 22 (1g, 7.2 mmol) con CI,CHOCH; (1 mL,
1.271g, 11.05mmol) y 10 mL de CHClI, anhidro, se enfrio a -7 °C agregando lentamente
una solucion de TiCly 1M (2 mL, 0.378g, 2 mmol) en CH,Cl, anhidro, manteniendo la
agitacion a 0 °C por 1 hora y a temperatura ambiente por 16 horas. Una vez concluida la
reaccion, se virtid en una mezcla de agua-hielo y se realizaron extracciones con éter di-
etilico (3 X 10 mL), la fase organica se lavd con una disolucién diluida de &cido
clorhidrico, salmuera y se sec6 con Na,SO, anhidro evaporando la fase organica, el
rendimiento obtenido fue del 37%.

La caracterizacion de 23 se efectu6 por métodos fisicos y espectroscopicos
mostrandose los resultados a continuacion:

o O| Aspecto Sélido blanco
HsC " Punto de fusién 80-82 °C
Férmula Molecular C10H1004
HaC OH
o
Figura 21. 2,4-dihidroxi-3- Peso Molecular 194 g/mol

formil-5,6-dimetil-
benzaldehido (23)
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FTIR (por reflectancia ATR, cm™): 3416 (O-H, fenol), 1711 (C=0, Ar-CHO), 1602
(C:O, AF-COZCHg).

EMIE (m/z, %): Pico base: (91, 100), M*: (194, 76), M**: (195, 9).

RMN-'H (ppm)(CDCIy/TMS): & = 2.11 (s, 3H, Ph-CHs), 2.51 (s, 3H, Ph-CHy), 10.15 (s,
1H, -CHO), 10.33 (s, 1H, -CHO), 13.16 (s, 1H, Ph-OH), 13.68 (s, 1H, Ph-OH).

RMN-C (ppm) (CDCIl5/TMS): & = 15.48 (-CHs), 19.94 (-CH3), 109.74 (-C=C-), 115.44 (-

C=C-), 119.18 (-C=C-), 151.39 (-C=C-), 168.78 (-C=C-), 171.53 (-C=C-), 193.25 (-CHO),
194.59 (-CHO).

5.14 Pruebas bioldgicas (citoproteccion).
5.14.1 Lineas Celulares

Se emplearon células U373 MG de humano de origen tumoral correspondientes a un
astrocitoma grado Ill. Estas células se caracterizan por ser difusas, infiltrantes,
caracterizandose por anaplasia dispersa y elevado potencial proliferativo.*?

Se emplearon células D54 de humano de origen tumoral correspondientes a un
astrocitoma grado IV. Estas células se caracterizan por ser el mas incidente, creciendo
principalmente en los hemisferios cerebrales tendiendo a ser un tumor agresivo
clinicamente.**

5.14.2 Compuesto analizado

Nombre 2 ,4-dihidroxi-5,6-dimetilbenzoato de sodio
Peso molecular 204 g/mol
OH
HyC
Estructura He on
Na'O’ o]

5.14.3 Medio de cultivo: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium).

Aminoacidos mg/dL . Sallesf mg/dL  Suplementos mg/dL  Otros mg/dL
inorganicas
L - Glutamina 584 NaCl 6400 i - Inositol 7.2 D- 4500
Glucosa
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L - Lisina

L - Isoleucina

L - Leucina

L - Tirosina

L - Treonina

L - Valina

L - Arginina

L - Fenilalanina

L - Cisteina

146

105

105

104.2

95

94

84

66

62.7

NaHCO;

KCI

CaCl,

NaH,PO,.H,0O

MgSO4

FE(NO3)3.9H20

3700

400

200

125

97.6

0.1

Pantotenato de
calcio

Cloruro de
colina

Acido félico

Nicotinamida

Piridoxal

Tiamina

Riboflavina

Tabla 6. Medio de cultivo DMEM

0.4

15

Para la determinacion del ICsy de las lineas celulares se realizaron cultivos con
diferentes concentraciones de H,O, entre 20 y 1000 umolar y de esta manera obtener los
valores del porcentaje de viabilidad.

Para la evaluacién de citoproteccion en las lineas celulares se cultivaron en diferentes
condiciones: 1) En el medio de cultivo (DMEM) sin algdn otra sustancia, siendo este el
control, 2) en un ambiente de H,O, con una concentracién indicada por el ICs para cada
linea celular, 3) en presencia del compuesto 21, 4) en presencia de resveratrol, 5) en
presencia del compuesto 21 y un ambiente con H,O, en el mismo medio, 6) en presencia de
resveratrol y un ambiente con H,O, en el mismo medio, 7) en presencia del compuesto 21 3
horas antes del tratamiento con H,O, y 8) en presencia de resveratrol 3 horas antes del
tratamiento con H,0..
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