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ABREVIATURAS COMUNES

Ac,0 Anhidrido acético.

AcOEt Acetato de etilo.

AcOH Acido acético.
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c Cuadruplete.

°C Grado Celsius.
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HMBC Correlacion Heteronuclear de Multiples Enlaces (Heteronuclear Multiple
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NOESY Espectroscopia de Efecto Nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect
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Ps Punto de fusion.
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p-TsOH Acido paratoluensulfénico.

Py Piridina.
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RMN "H Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno.



RMN-1D-c  Resonancia Magnética Nuclear unidimensional cuantitativa.
RMN ®C  Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13.

s Singulete.

t-BuOK Terbutdxido de potasio.
THF Tetrahidrofurano.

TMS Tetrametilsilano.

TPA Acetato de tetradecanoilforbol.



INTRODUCCION

El uso de productos de origen natural, a los que se les atribuye cierta actividad
bioldgica util en el tratamiento y la prevencion de enfermedades, es una practica comun

y antigua del ser humano.

Se estima que en el mundo hay alrededor de 250,000 especies de plantas, de las
cuales, para 2001 se habian explorado el 6% para evaluar su actividad bioldgica, y 15%

habian sido evaluadas fitoquimicamente."

El gran hito en la quimica de productos naturales y el aprovechamiento de estos
en la medicina sintética fue el aislamiento de compuestos puros bioactivos. El primero
de ellos fue la morfina, seguido del aislamiento de otras drogas, como atropina,
cocaina, codeina, quinina, por citar algunos ejemplos. Estos logros influyeron
enormemente en el desarrollo de la quimica organica y medicinal.> El hallazgo de
sustancias naturales bioactivas sirvi6 como base para el desarrollo de farmacos
sintéticos con actividad biolégica. Aun en la actualidad, pese a la existencia de la
quimica combinatoria, el descubrimiento de productos naturales como “plantillas” para
producir derivados con actividad biolégica sigue siendo un enfoque muy utilizado en la

quimica farmacéutica.

En ese tenor, generar conocimiento sobre la reactividad de los productos
naturales con actividad biolégica puede conducir a la obtencion de derivados que, en el
mejor de los casos, modulan tal actividad, ademas de contribuir al eventual

entendimiento de los mecanismos de accion farmacoldégica.

En este trabajo, se estudia la reactividad quimica de Z-ligustilida, un metabolito
secundario extraido de las raices de la planta Ligusticum porteri, que ha sido utilizada
en culturas prehispanicas del norte de México y sur de Estados Unidos para el

tratamiento de resfriados, dolores estomacales, infecciones virales y dolor de cabeza.?



Concretamente, se centra en la transformaciéon de Z-ligustilida en sus dimeros, y
en otros cicloaductos, a través de reacciones de Diels-Alder, utilizando microondas

como fuente de energia.
Por otro lado, se lleva a cabo cuantificacion de Z-ligustilida y sus dimeros por
medio de resonancia magnética nuclear, con el objetivo de ponderar su estabilidad

relativa a la dimerizacion.

Adicionalmente, se evalua la actividad biolégica de algunos derivados

semisintéticos de Z-ligustilida en el modelo de edema inducido con TPA.
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1. ANTECEDENTES

La especie vegetal Ligusticum porteri, perteneciente a la familia Umbelliferae,
comunmente conocida como “osha” o “chuchupate”, ha sido utilizada por los
pobladores del sureste de Estados Unidos y norte de México (v. gr. los nativos
raramuris) para el tratamiento de diversas enfermedades. El té de sus raices es
consumido para tratar resfriados, enfermedades estomacales, dolor de cabeza y

fiebre. 45

Entre los metabolitos secundarios de L. porteri se encuentran Z-ligustilida (1),
Z-butilidenftalida (2), toquindlida B (rac-3), diligustilida (rac-4), riligustilida (rac-5),
acido ferulico (6), triacilglicérido (7), senquiundlida | (8a), senquiundlida F (9),
ferulato de coniferilo (10), y los acilglucosilesteroles 11 y 12.”® Las estructuras de

estos compuestos se muestran en la Figura 1.

Los productos naturales 1-5, 8 y 9 forman parte de un grupo de compuestos
denominados ftalidas, debido a su semejanza estructural con el acido ftalico. Las
ftalidas son metabolitos secundarios caracteristicos de varias especies de la familia
Umbelliferae.® Como ejemplo, se puede citar Ligusticum wallichii,'®" L.

chuanxiong,'? Angelica sinensis," A. acutilobum,'* o Apium graveolens."

Z-ligustilida (1) es uno de los metabolitos secundarios de L. porteri que posee
mayor actividad biologica. Estudios previos han mostrado que este compuesto tiene
actividad anticolinérgica,’ vasodilatadora,’® neuroprotectora,’® antiasmatica,’

relajante del musculo liso y sedante.®

A pesar de su aparente simpleza, la estructura de 1 le confiere una
reactividad quimica particular y se cree que es también la causa del amplio espectro
de actividad biolégica. Posee un trieno conjugado, que incluye un dieno

homoanular, fusionado con un fragmento de y-lactona a,p,y,6-insaturada.

11



HO (@) OO — — —
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11 R= -(CH,)15-CHj
12 R= -(CH,)g-CH=CH-(CH,);-CHs

Figura 1. Metabolitos secundarios representativos de L. porteri.

La amplia reactividad quimica de 1 propicia facilmente su transformacion a

otras sustancias debido a factores como el oxigeno del aire, la luz y temperaturas
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altas,”® obteniendo como productos ftalidas hidroxiladas o diméricas. Se ha
reportado que Z-ligustilida (1) se transforma a rac-4 y rac-5 por exposiciéon a la luz
solar; a 8a y 8b, al ser expuesto a temperaturas elevadas; y que en realidad estas
ftalidas no se encuentran como productos naturales en L. chuanxiong.?® Otro
estudio revel6 que si bien Z-ligustilida (1) se transforma a las ftalidas rac-4, 13, 14
y 15 (Figura 2), por exposicion a la luz solar y a 8a y 8b, por calentamiento, estas
ftalidas no son solamente artefactos, sino productos naturales presentes en las
raices de A. sinensis, puesto que al analizar y comparar los perfiles cromatograficos
de extractos frescos y extractos secos, unicamente varia el contenido relativo de
las mencionadas ftalidas con respecto a 1.'*> Cabe mencionar también que otro
estudio demostré que las ftalidas rac-3 - rac-5 y 8a son productos naturales de L.
porteri, al analizar por un estudio de RMN-1D-c y experimento DOSY un extracto
fresco de las raices de esa planta, aunque igualmente se observan variaciones al
secar las raices.” Schinkovitz y colaboradores?®' reportaron la transformacién de 1 a
2 y a la ftdlida 16; esta a su vez en 17, posteriormente a 4,5-dihidro-1,3-
isobenzofuranona (18) y butiraldehido, con la ulterior deshidrogenaciéon de 18 para

formar anhidrido maleico (20).

n-Pr n-Pr
n-Pr
/
HO
O O
OH ©
8b 15
o n-Pr Oy n-Pr O O
OH
O O
o 0 H/\/vo
9] o) 0] (0]
16 17 18 19 20

Figura 2. Productos de transformacién de Z-ligustilida (1).
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Nota: La estereoquimica de 13 y 15-17 no esta sefialada en las referencias 12 y 20.

Existen varios estudios de la reactividad de Z-ligustilida. Mitsuhashi y col.??
(ver Esquema 1) llevaron a cabo la hidrogenacién catalitica de 1 bajo diferentes
condiciones: burbujeando H; a presion atmosférica a 15°C con catalizador de
Pd/BaCO,4, y cambiando el catalizador por Pd/C, obteniendo dihidroligustilida (21) y
tetrahidroligustilida (22), respectivamente, como productos mayoritarios. El doble
enlace que se hidrogena con mayor facilidad es el C6-C7, seguido del C3-C11; no
se observa la hidrogenacién del doble enlace C3a-C7a. También se obtuvo un
aducto (23) de ligustilida (1) con anhidrido maleico por medio de una reaccién de
Diels-Alder.

n-Pr
/ atm
15 C
11 n-Pr Pr
7a Xileno
atm 28h
Pd/C
22

Esquema 1. Reacciones de Z-ligustilida

Se ha llevado a cabo reacciones de 1 con nucledfilos, observandose
adiciones conjugadas 1,6 y 1,2, dependiendo de la naturaleza del nucledfilo.® La
adicion de tioglicolato de metilo a 1 ocurre con la formacion de 3 productos, 24, 25y
26. Sucede una adicion 1,6, formandose un enolato que tautomeriza para formar 24.
Para formar 25 y 26, el enolato antes mencionado se protona en el cabono 6 del
doble enlace C6-C7, debido a la conjugacion que hay de éste con los pares
electrénicos del enolato (uno de la carga formal del oxigeno y otro del doble enlace
carbono-carbono), posteriormente puede ser que ocurra una adicion tipo Michael
1,4 de tioglicolato en C7, para formar un tautdmero de 26, y después éste; o bien,

que ocurra un corrimiento de electrones de los dobles enlaces C7-C7a y C3-C3a,

14



hacia los enlaces C3a-C7a y C3-C11, con la eliminacién de glicolato de C11, para
formar 25. (Ver Esquema 2).

(0] O
MeO/Z{/ Meo/zk/
S -Pr S n-Pr
N ®

= HENEt; o
2 0 ~(NEty) 0

- Co? 0

Enolato a 24
0 N O ]
MeO/K/ MeO/K/S n-Pr
S n-Pr n-Pr /
SNEts
{ P (NEt3)
— - t3
(o7
Enolato
0]
MeO/Z{/
S n-Pr
=
(@) —_—
0O ) > (O

S:

MeO

Esquema 2. Adicion de tioglicolato de metilo a Z-ligustilida (1)

El otro nucledfilo que se adiciona en este estudio es bencilamina. Se propone
que ocurre una adicién 1,2; que se forma una y-amidocetona a,B,y’,0'-insaturada; y
que el nitrégeno de la amida realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono del

carbonilo de la cetona para formar 27, como se muestra en el Esquema 3.
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- - n-Pr |
n-Pr
& ]
-H® Ph |
+H® ©
éQ: Ph_NH ]
-HO[|+H®
.0 :0:
n-er 5 n-Pr n-Pr
| N7\ - | NH~ - | \H Ph
27 ©

Esquema 3. Adicidon de bencilamina a Z-ligustilida (1).

Como ya se menciond, Z-ligustilida (1) tiene un dieno homoanular, que hace
susceptible a este compuesto de llevar a cabo reacciones de Diels-Alder. En el
Esquema 4 se puede observar que las ftalidas diméricas rac-3 y rac-4 son productos
de este tipo de cicloadicion [4s+,:2s] de 1, en la que este compuesto actua como
dieno y diendfilo, al unirse dos de sus moléculas a través de dos nuevos enlaces o
entre los carbonos C11-C6’ y C3-C3a’ (rac-3), o entre los carbonos C6'-C6 y C7-
C3a’ (rac-4). Esta observacion ha despertado el interés sobre estas reacciones y ha
conducido a diversas investigaciones en las que se trata de sintetizar estas ftalidas

diméricas a partir de 1.

16



n-Pr
oo
—_—
O oYy =
11~ n-Pr n-pr
. - YA | rac-3
| 02
6 > 7a 1 7 J n-Pr
1O L0
O
—_— \
o]
= Y0
n-Pr
_ rac-4

Esquema 4. Reaccion de Diels-Alder de 1 para formar los cicloaductos rac-3 y rac-4.

Wakamatsu et al.?* obtuvieron rac-3 y rac-4 partiendo de 1, con el mayor
rendimiento (26%) de preparacion de rac-4 cuando se calienta 1 a 150°C por 5 h en
un tubo sellado sin disolvente, bajo atmdsfera de argon; también observaron la
formacion de este compuesto (6%) y de rac-3 (4%) cuando se deja 1 a temperatura
ambiente por 24 h en un tubo sellado bajo atmésfera de argén. Mostraron, por otra
parte, que existe la posibilidad de formar 12 cicloaductos [4s+.2s] de 1, y que los
compuestos rac-3 y rac-4 se forman debido a las interacciones secundarias entre
los orbitales HOMO y LUMO de 1, a pesar de que las interacciones primarias entre
esos orbitales favoreciera la formacion de otros dimeros, como queddé establecido
con los calculos tedricos de los coeficientes P, de los referidos orbitales frontera,
usando el método semiempirico MNDO/PM3, resultando notorio que la
regioselectividad, y no solo la estereoselectividad, de esta cicloadicién esta
controlada por las interacciones secundarias entre los orbitales HOMO y LUMO de
1.

/.25

Delgado et al.”” reportaron la sintesis por relevo de rac-4 a partir de 1, por

tratamiento térmico de este compuesto a 160°C, durante 40 h, sin disolvente, en un

"Enel siguiente apartado se abordan las generalidades de las reacciones de Diels-Alder.
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tubo sellado; el uso de agua como disolvente no favorecié el curso de la reaccidn
deseada. Otro estudio de este mismo grupo de trabajo demostré6 que el uso de
acidos de Lewis como catalizadores, lejos de posibilitar la cicloadicion de Diels-
Alder de 1, condujo la reaccién de este compuesto por mecanismos idnicos, dando

lugar a la formacion de los dimeros lineales de Z-ligustilida (1), 28, 29, 30 y 31.%°

n-Pr

n-Pr

n-Pr

O._0
()
)

n-Pr

30

31

Figura 3. Dimeros lineales de Z-ligustilida (1).

Se describieron en ese mismo trabajo mecanismos hipotéticos para la

formacién de los productos 28-31.

Para la formacién de 28 (Esquema 5), se propone el ataque nucleofilico de los
electrones del doble enlace C6-C7 de una molécula de 1 al doble enlace C3-C8 de
otra, formandose un nuevo enlace C7'-C8, ocurriendo un corrimiento de electrones
n desde C3-C8 hasta el oxigeno del carbonilo, que se compleja con el acido de
Lewis. Como resultado, se forma el intermediario |, que después tautomeriza para
formar el intermediario lll (una olefina protonada), por medio de eliminacion y
adicion de H*. Posteriormente, ocurre la disociacion del complejo aducto-acido de

Lewis, y nuevamente un corrimiento de electrones a través para volver a formar el
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sistema carbonilico a,B,y,6-insaturado (IV). Finalmente, después de una

deshidrogenacion se obtiene el dimero 28.

n-Pr
1'
®
[ o ] 1T [ " ]
6’ Acido de ‘\
( n-er O Lewis H@
p _(AL) . H n-Pr
( o
5 0 (" ©
2 o—aL © "
0} - -
1 AL

-2H
n-Pr o)

Esquema 5. Formacién del dimero lineal 28.

Como se muestra en el Esquema 6, la formacion de 29 se explica por una
complejacion de la olefina (enlace C6-C7 de 1) con el acido de Lewis, enlazandose
C7 con el acido de Lewis, y con carga formal positiva en C6 (intermediario V). El
carbocation V sufre un ataque nucleofilico de otra molécula de 1 lo que resulta en
VI, un intermediario dimérico con enlace C6'-C7. Después de una serie de
eliminacion-adicion de H* (formacion de VIl y VIII), y una deshidrogenacién de VIIl,

se forma el producto 29.
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AL .
o - Acido de
Lewis

Esquema 6. Formacion del dimero lineal 29.

La formacion del dimero 30 (ver Esquema 7) es semejante, con la diferencia
que la complejacion de 1 con el acido de Lewis ocurre en C7, la carga positiva se
situa sobre C6, y por ende es este carbono el que se enlaza con el C7’ de la otra
unidad de 1. Los posteriores pasos de tautomerizacién (por eliminacion y adicién de

H*) y eliminacion del acido de Lewis dan lugar al dimero 30.
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n-Pr

n-Pr

AL (AL)
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Lewis

n-Pr

-AL, +H

n-Pr

n-Pr

30

Esquema 7. Formacion del dimero lineal 30.

La formaciéon de 31 también involucra al intermediario V. Después del ataque

nucleofilico de otra molécula de 1, se forma un nuevo enlace C6-C6’. Nuevamente

se proponen equilibraciones de adicion-eliminacion de H*, y la eliminacion del acido

de Lewis para obtener el producto.
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Esquema 8. Formacion del dimero lineal 31.

También se han llevado a cabo reacciones fotoquimicas de 1, observandose

unicamente la formacion de cicloaductos [.2:+,25]: rac-5, 32, 33 y 34,27 a pesar de

existir reportes de la transformacion de 1 en rac-4 por efecto de la luz."®%°

Figura 4. Fotociclodimeros de 1.
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Retomando las cicloadiciones [4s+:2s], €s preciso sefalar que Lager et al.®

llevaron a cabo reacciones de Diels-Alder de 1 con diferentes diendfilos, a saber:
anhidrido maleico, acrilato de etilo, acido acrilico, alcohol alilico,
acetilendicarboxilato de dimetilo y propiolato de etilo. Los productos se muestran en

el Esquema 9.
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Anhidrido maleico
OEt

0
|

Acrilato de etilo

Acido Acrilico

OH
Alcohol alilico

OMe o O+_OMe nePr
P (@] /
OMe 38 O
Acetilendicarboxilato
de dimetilo
(@) OEt nePr o n-Pr
o F / /
- + EtO
e O
OEt
Propiolato de etilo 39a 3% o

Esquema 9. Reacciones de Diels-Alder de 1 con diversos diendfilos.
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En otro orden de ideas, se debe mencionar que Z-ligustilida (1) se ha

sintetizado por variadas metodologias.

Li et al.?® reportaron la sintesis de 1 en 4 pasos, a partir de acido 2-
formilbenzoico (40), que por medio de una reaccidén de Wittig con bromuro de n-
butiltrifenilfosfonio, con -BuOK, para generar el iluro de fosforo necesario y formar
una mezcla 1:1 de isbmeros E y Z del acido 2-butilidenbenzoico (41), con un
rendimiento de 74%. Este producto, previa purificacion fue oxidado con H;0O, en
AcOH, para obtener una mezcla 3:2 de los isébmeros treo y eritro (97%) de 3-
hidroxibutilftalida (42), que por medio de una reduccion de Birch con Na en NH3
liquido se deshidrogend para obtener 3-hidroxibutil-4,5-dihidroftalida (43) con 60%
de rendimiento, que después de un tratamiento con piridina y anhidrido acético
formo6 1 (50%) por medio de eliminacién de agua. El rendimiento global de esta ruta

sintética, que se esquematiza en el Esquema 10, fue de 21%.

(i‘:OH PhyPs_n-Pr 30%H,0,
0 THF " AcoH |
74% 97%

40

Na/NHjs (lig.)
-70°C
60%

Ho H
n-Pr
. PY.Ac,0 H
MeOH 0
50%
o)
43

Esquema 10. Ruta sintética de Li et al. para obtener 1.
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Beck y Stermitz® posteriormente realizaron una sintesis mejorada, en
términos de rendimiento (que aumento a 30%), etapas y practicidad, de 1. Se hizo
reaccionar ftalida (44) con LDA (preparado con diisopropilamina y n-BuLi en THF), y
butiraldehido para obtener 42 (98%). Igualmente, con una reduccion de Birch, con
Na en una solucién de NH3; en MeOH, se obtuvo 60% de 43. La deshidratacion de
43 para obtener 1 se hizo con MsCl en CH,Cl; con piridina, y el rendimiento de esta

etapa fue de 55% (Esquema 11)

1)LDA -78°C Na/NH3 H MsClI, CH20|2
Y nPr X -PrOH, -50°C
98% 60% de -10° C a reflujo

55%

Esquema 11. Ruta sintética de Beck y Stermitz para obtener 1.

Wang® llevé a cabo otra ruta cuyo rendimiento fue menor al 0.1%. Obtuvo 42
iniciando con anhidrido ftalico (20), tratado con n-BuLi al 20% en THF bajo
atmosfera de Ar. A partir de este compuesto, obtuvo Z-butilidenftalida (2) con un
rendimiento del 3.6%. Después de una reduccion de 3 con Li en NH3; e i-BuOH,

obtuvo 1; el rendimiento de esta etapa fue de 3%. (Esquema 12)

n-Pr
n-BuLi 20% _ p-TsOH -TsOH Li /NH3 4
CGHG i-BuOH | o
3.6% 3% o)
1

Esquema 12. Ruta sintética de Wang para obtener 1.

Reacciones de Diels-Alder
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Las reacciones periciclicas son una categoria de reacciones que tienen como
particularidad que tienen estados de transiciéon ciclicos, con ruptura y formacion de
enlaces simultanea, entre las que se encuentra una subclase llamada reacciones
periciclicas. En estas, reaccionan dos componentes que se unen por los extremos

para formar un nuevo anillo, disminuyendo la conjugacién en cada componente .’

Las reacciones de Diels-Alder son un tipo de cicloadiciones entre un dieno
conjugado y un diendfilo.** Cada especie reacciona por la misma cara; es decir, la
adicion ocurre en la misma superficie del sistema =, de cada especie o componente.
Esta forma de adicién se conoce como suprafacial, en contraposicién al término
antarafacial, que se aplica a la adicién en la que un componente forma los nuevos
enlaces por las caras opuestas del sistema. Por todo lo anterior, las reacciones de
Diels-Alder se pueden describir como cicloadiciones [.4s+:2s], para denotar el
numero y tipo de electrones de cada componente, asi como la forma en que cada
uno de estos reacciona.®'*® Cabe aclarar que aquéllas no son las Unicas reacciones

que se pueden describir de esta manera.

En el Esquema 13, se ilustran las caracteristicas mas importantes de las
reacciones de Diels-Alder que son: cicloadiciones [4s+:25], en la que un dieno, el
componente ,4s, reacciona con un diendfilo, el componente .25, para formar un
ciclohexeno; que cada uno reacciona por la misma cara, es decir, de manera

suprafacial; y que disminuye el numero de electrones =, porque a su costa se
forman dos nuevos enlaces o.
= pZa
+ || e ﬂ
—— \\\ /l
s
=+ —_— i —_—
1
88“2

s 2s °

|

Estado de transicion Cicloaducto

Dieno  Diendfilo ciclico Diels-Alder

Esquema 13. Caracteristicas esenciales de las reacciones de Diels-Alder.
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Otras caracteristicas adicionales y muy importantes de las reacciones de

Diels-Alder son la regio- y la estereoselectividad que muestran.?'>3

Estas particularidades se pueden explicar con base en |la teoria de orbitales
moleculares, concretamente por las interacciones existentes entre los orbitales
frontera de los dos componentes de la reaccion. En la Figura 5, se esquematizan el
llenado de algunos orbitales de dienos y diendfilos, para ilustrar la forma del HOMO
y el LUMO de estos.

¥
e o 8 —
B -

Figura 5. Llenado de orbitales moleculares de dieno y diendfilo (energia arbitraria).

Como se muestra en el Esquema 13, en el estado de transicion de las
reacciones de Diels-Alder ocurren interacciones entre los orbitales n del dieno y del
diendfilo, que pueden ser el HOMO del dieno con el LUMO del diendfilo o viceversa,
ya que estas combinaciones de orbitales tienen la simetria adecuada, ocurriendo

aquélla en la que la diferencia en energia de cada par de orbitales es menor.>'

Se ha observado que las reacciones son mas rapidas cuando el diendfilo
tiene sustituyentes electroatractores, y el dieno, electrodonadores: en este caso se

28



conocen como reacciones de Diels-Alder de demanda normal; también puede
ocurrir la situacién inversa, en cuyo caso se llaman reacciones de Diels-Alder de
demanda inversa. En el primer caso la interaccion es entre el HOMO del dieno,
cuya energia es aumentada por el sustituyente electrodonador, y el LUMO del
diendfilo, con energia disminuida por el efecto del grupo electroatractor; en el
segundo caso, ocurre la situacion inversa por razén semejante. El cambio en las
energias del HOMO y del LUMO de ambos componentes de la cicloadicién, hace
que estas sean mas cercanas y de ese modo se acelera la reaccion. No obstante,
debe sefalarse que, en general, las reacciones de demanda normal son mas

rapidas que las de demanda inversa.®'"?

La interaccion entre los orbitales frontera de los componentes, ademas de ser
permitida por simetria y con la menor diferencia energética, debe ocurrir entre los
orbitales de tamano adecuado, para que el traslape sea mas efectivo. Este ultimo
factor es determinante de la selectividad en las reacciones de Diels-Alder, y los
coeficientes de cada orbital atdmico en el orbital molecular respectivo dan cuenta de

esta informacién.®’

El traslape tendra lugar entre los orbitales de mayor tamafio en
sus extremos, es decir, entre aquellos en los que los coeficientes de los orbitales

atomicos de los atomos terminales sean mayores.

Lo anterior se ilustra en la Figura 6. Se puede observar que hay un dieno y un
diendfilo, hipotéticos los dos, con coeficientes de los orbitales atomicos de los
atomos terminales x e y, y m y n, respectivamente, donde y y n son mayores en
cada caso. El traslape que ocurrira es el de la derecha, entre los “l6bulos” de mayor
tamano; en otras palabras, el que tiene lugar cuando se superponen los orbitales
moleculares de los componentes de tal forma que exista interaccion entre los
atomos terminales que contribuyen mayoritariamente al orbital molecular del dieno y
del diendfilo; es decir, que tengan los mayores coeficientes del orbital molecular
correspondiente. Siendo asi, de las dos posibles interacciones, la mas favorable es
la que ocurre entre los atomos con coeficiente y en el HOMO del dieno y n en el
LUMO del diendfilo.*

29



Figura 6. Interacciones posibles entre orbitales de dieno y diendfilo.

Una forma de predecir la regioselectividad de las reacciones de Diels-Alder
es pensar en los componentes como si se tratara de nucledfilo/electrdéfilo. El sitio
mas nucleofilico de un componente se une con el sitio mas electrofilico del otro. Sin

embargo, en ocasiones este argumento falla.?'%2

En términos simples, la forma en que ocurre esta cicloadicion provoca que la
estereoquimica del dieno y del diendfilo se observe en el producto.>? Esta regla se

ilustra en el Esquema 14.

COOMe COOMe

li:j:coowm [COOMG Ei MeOOC/r/ [::j,COOMe
COOMe N ""COOMe
H
COOM

© COOMe H cooMe

ol

COOMe H

H

cis, cis

Ph
COOMe H coom
s — e
- —
S H I
COOM
Ph © R COOMe
trans, trans cis, trans

Esquema 14. Estereoquimica del dieno y del diendfilo en reacciones de Diels-Alder
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La otra caracteristica importante de las reacciones de Diels-Alder es la
estereoselectividad. La reaccion entre ciclopentadieno y anhidrido maleico ilustra
esta situacion. Como se menciond, y se puede observar en el Esquema 15, la
estereoquimica cis del anidrido maleico se reproduce el diendfilo; no obstante, hay
dos posibilidades de que esto ocurra: con el fragmento del anillo de anhidrido
maleico ocupando las posiciones ecuatoriales del anhidrido maleico (exo con
respecto al doble enlace), u ocupando posiciones axiales (endo con respecto al
doble enlace). El producto exo es mas estable; sin embargo, el producto endo se
forma mas rapidamente ya que en el estado de transicion hay interacciones
secundarias entre los orbitales auxiliares del diendfilo y los orbitales del dieno, que
estabilizan esa estructura de transicion, haciendo mas accesible la formacion del
producto endo. Al aumentar la temperatura, se forma el producto

termodinamicamente favorecido.3"3?

o
H 0
@ + o ta. 7 o 190°C _ ; 0
0
) o H

8

0]

Estado de transicion exo Estado de transicion endo

Esquema 15. Estereoselectividad en reacciones de Diels-Alder

Uso de microondas como fuente alterna de energia

Las microondas son ondas electromagnéticas con frecuencia de 300 a 300
000 MHz, que constituyen una fuente alterna de energia.*
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En el calentamiento con microondas, la transmision de energia se efectua por
radiacion: el campo eléctrico de las microondas es responsable del calentamiento
dieléctrico, que se lleva a cabo por dos mecanismos principales: mecanismo de
polarizacion dipolar y mecanismo de conduccion.®® En el primer mecanismo, las
moléculas polares se tratan de alinear con el campo eléctrico oscilante de las
microondas, por lo que al tratar de orientarse, hay friccion que da lugar al
calentamiento. En el segundo mecanismo, es necesaria la presencia de iones que

igualmente tratan de alinearse con el campo, convirtiendo energia cinética en calor.

En el calentamiento que ocurre por medio de microondas, la energia se
proporciona en muy rapidamente de forma que las moléculas no pueden
dispersarla, lo cual da lugar al sobrecalentamiento, fendbmeno que resulta en el

incremento del punto de ebullicion de los disolventes de hasta 26°C.3*3°

Para el calentamiento con microondas, es necesario que haya iones o
moléculas polares, para que se efectue el calentamiento, por lo tanto la eleccion del

disolvente es esencial.

Por lo anterior, se debe tomar en consideracion la capacidad para absorber
energia de microondas y convertirla en calor. Esta capacidad se puede medir por
medio del angulo de pérdida (6), que comunmente se expresa en términos de la

tangente de ese angulo, tan ¢, definida de la forma siguiente:

€

tand = o

Donde €’ es la constante dieléctrica o permitividad relativa, y representa la
habilidad de un material dieléctrico de almacenar energia potencial eléctrica; y €,
el factor de pérdida, cuantifica la eficiencia con que la energia absorbida se

transforma en calor.%®
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Por lo expuesto, se puede concluir que para un calentamiento eficiente en
microondas es necesario que haya disolventes con alta constante dieléctrica; pero
eésta disminuye al aumentar la temperatura. En consecuencia, los disolventes no
polares no son muy eficientes para el calentamiento con microondas, lo cual se
puede resolver por medio de la adicion de pequefas cantidades de disolvente con
tangente de pérdida alta, o bien, liquidos i6nicos, que tienen la ventaja de absorber
muy eficientemente las microondas y tener una presién de vapor baja.35 No
obstante lo anterior, algunas reacciones se pueden llevar a cabo en microondas en
disolventes con baja tangente de pérdida, en cuyo caso el calentamiento es
instantaneo, pero las moléculas que reaccionan pierden rapidamente la energia

proporcionada, evitando reacciones laterales.>*

Por ultimo, se debe mencionar que existe gran consenso en el sentido de que
el uso de microondas acelera las reacciones en virtud de que proporciona
calentamiento instantaneo, por medio de las vibraciones que provoca a nivel
molecular debido a la alineacion con el componente eléctrico del campo de las
microondas, sin afectar la energia de activacién, aunque sobre esto ultimo hay

opiniones opuestas.®**
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2. HIPOTESIS

El uso de microondas generalmente permite que las reacciones quimicas

procedan en menor tiempo y con mayor rendimiento.

Las reacciones de Diels-Alder de Z-ligustilida (1) llevadas a cabo con
calentamiento  convencional, con anhidrido maleico, alcohol alilico,
acetilendicarboxilato de dimetilo (ADDM) y propiolato de etilo, para formar los
compuestos 23a y 23b, 37, 38 y 39a y 39b, respectivamente, permitieron obtener
estos productos con rendimientos moderados a buenos, en tiempos largos. Por otro
lado, la dimerizacion de 1 para la obtencion de los dimeros rac-3 y rac-4, por medio

de esas cicloadiciones, procede con rendimiento muy bajo.

Por lo tanto, se espera que los productos mencionados, incluyendo las
ftalidas diméricas, se obtengan por medio de las reacciones asistidas por

calentamiento con microondas con buen rendimiento y en tiempo menor.
En otro orden de ideas, si rac-3 y rac-4 no se forman con facilidad a partir de

1 por reacciones de Diels-Alder, entonces se aportaria evidencia de que esos

compuestos son productos naturales de L. porteri y no artefactos.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Z-ligustilida (1) es un metabolito secundario que se encuentra

mayoritariamente en el material vegetal de L. porteri.

Las reacciones de Diels-Alder de 1 permiten obtener los productos rac-3, rac-
4, 23a, 23b, 37, 38, 39a y 39b, mediante calentamiento convencional con tiempos

largos de reaccion, que van desde 5 hasta 72 h, con rendimientos bajos.

La obtencion de los compuestos mencionados en el parrafo anterior para su
eventual evaluacién bioldgica requiere procedimientos mas eficientes, por lo que es
conveniente la exploraciéon de fuentes alternas de energia que permitan incrementar

el rendimiento.

Adicionalmente, la facilidad o dificultad con que se formen los compuestos
rac-3 y rac-4, contribuira a discernir su origen; es decir, si estos compuestos son
productos naturales de L. porteri, o bien, son artefactos producidos durante el

aislamiento de los metabolitos secundarios de la planta.

En ese tenor, se estima conveniente llevar a cabo las referidas cicloadiciones
asistidas con microondas, a efecto de explorar la posibilidad de preparar con mayor
facilidad los compuestos cuya actividad biolégica se pretende evaluar. Para tal

efecto, se plantan los siguientes obijetivos:

» Contribuir al conocimiento y entendimiento de la reactividad de Z-ligustilida
(1) en reacciones de Diels-Alder.

* Encontrar un método adecuado para llevar a cabo la purificacion de Z-
ligustilida (1)

+ Explorar la posibilidad de aumentar el rendimiento de la reaccién de
dimerizacion de Z-ligustilida mediante cicloadiciones Diels-Alder asistidas con

microondas, variando condiciones (temperatura, disolvente y tiempo).
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Llevar a cabo la sintesis de rac-3 y rac-4 mediante reacciones de cicloadicién
de 1 con calentamiento convencional y verificar el rendimiento de esta
reaccion.

Coadyuvar en el discernimiento sobre el origen, natural o sintético, de los
dimeros rac-3 y rac-4 con base en la facilidad de formacion de éstos.
Cuantificar rac-3 y rac-4 en una muestra almacenada de 1 en el laboratorio
durante 10 anos.

Preparar los compuestos 23a, 23b, 37, 38, 39a y 39b por medio de
reacciones de Diels-Alder de 1 y el diendfilo adecuado, con calentamiento
con microondas y explorar la posibilidad de aumentar el rendimiento y
disminuir el tiempo en el que se llevan a cabo estas transformaciones.
Evaluar la actividad antiinflamatoria con el modelo de edema inducido en

oreja de raton con TPA de los compuestos mencionados en el punto anterior.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presentaran y discutiran en los siguientes
apartados, comenzando por (a) la purificacion de Z-ligustilida; posteriormente, se
exponen y analizan los resultados de la dimerizacién de Z-ligustilida (1) mediante
reacciones de Diels-Alder para obtener los dimeros rac-3 y rac-4, con (b)
calentamiento convencional y (c) con microondas; ademas, (d) se realiza el analisis
de una muestra de 1 almacenada por 10 afos en nuestro laboratorio a baja
temperatura, en atmdsfera de Nj, para verificar la formacion espontanea de las
referidas ftalidas diméricas. Ulteriormente, se presentan los resultados de la sintesis
de derivados de Diels-Alder de 1 como dieno, y (e) anhidrido maleico, (f) alcohol
alilico, (g) acetilendicarboxilato de dimetilo y (h) propiolato de etilo, como
diendfilos. (i) Se lleva a cabo una comparacion de la sintesis con microondas y con
calentamiento convencional de los derivados. Finalmente, (j) se presentan los
resultados de las pruebas de actividad biolégica antiinflamatoria de los derivados

semisintéticos de 1.

(a) Purificaciéon de Z-ligustilida (1)

El compuesto 1 es uno de los metabolitos secundarios que se encuentran en
mayor proporcion relativa en el extracto de L. porteri. Sin embargo, como se
menciond en el apartado de antecedentes, esta sustancia es muy reactiva y se

transforma con facilidad.

Adicionalmente, Z-butilidenftalida (2), otro de los metabolitos secundarios,
tiene semejanza estructural con 1. La unica diferencia consiste en las
insaturaciones en los carbonos 4 y 5 de 1. Esto es, se cambia de un anillo

ciclohexadieno a uno de benceno.
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Los compuestos 1 y 2 tienen una polaridad muy cercana, debido a su intimo
parecido estructural. Por ende, la separacién cromatogradica de este par de

compuestos es complicada.

Por ello encontrar un método de purificacion de 1 no es un problema trivial

cuando este compuesto se va a emplear como materia prima.

En este trabajo se llevd a cabo la comparacion de la purificacion por
cromatografia en columna abierta (gel de silice de malla 230-400), cromatografia en
columna empacada con gel de silice de capa fina, y con cromatografia en columna
abierta (gel de silice de malla 230-400) seguida de una extraccion. Este ultimo fue

el método de eleccion.

Cuando se emplea unicamente la purificacion por cromatografia en columna
con cualquiera de las dos mallas, se obtiene una mezcla de los dos productos; el

contenido real de 1 es menor al 70% (porcentaje calculado por RMN 'H)

El empleo de la técnica cromatografica seguida de extraccion, permite
obtener 1 con una pureza de 92.4%, de acuerdo con la cuantificacion del area bajo
la curva del espectro de RMN 'H. La Tabla 2 muestra los datos obtenidos por RMN

'H de esta técnica y la Figura 7, los fragmentos del espectro de la mezcla.

Tabla 1. Calculo de pureza por RMN 'H de una muestra de 1.

Z-ligustilida (1) Serial" Integracion
H-6 6.01, td, 1H 1.04
H-7 6.29, dt, 1H 1.00
H-8 5.22,t, 1H 1.02
Promedio 1.02

Z-butilidenftalida (2)

" Se utiliza el siguiente formato: §, multiplicidad, nimero de hidrégenos.
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H-7 7.64, ddd, 1H 0.08

H-4 7.67,ddd, 1H 0.08
H-5 7.51, ddd, 1H 0.08
H-6 7.89, ddd, 1H 0.08
H-8 5.64,t, 1H 0.08
Suma 0.40
Promedio 0.08
Pureza Z-ligustilida 92.4%

H-8

1.00
1.04
1.02

: 1
1
H-7 r H

o
o

s 3 8 5 s

2
H2'6 H2-4 H2‘7 H2-5 | U L
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7.90 7.88 7.68 7.66 7.64 7.52 7.50 7.48.32 6.30 4 6.28) 6.02 6.00 5.98 5.66 5.64 562 524 5.22 5.20 5.18
ppm

Figura 7. Fragmento de espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de una muestra de 1.

(b) Dimerizacion de Z-ligustilida (1) con calentamiento convencional.

Las reacciones de dimerizacion térmica de Z-ligustilida (1) en tubos sellados

a temperaturas altas (150 y 160°C) en ausencia de disolvente como se reportd

39



previamente,?*2°

no produjeron resultados reproducibles, debido a las diferentes
condiciones experimentales, entre las cuales se incluyen las diferentes
caracteristicas del equipo empleado, como la longitud, diametro, grosor y material

del vidrio del tubo sellado.

Este resultado revela que las condiciones térmicas para que proceda la
cicloadicion de 1 para generar rac-3 y rac-4 requiere de condiciones especificas
para llevarse a cabo, explicandose también las diferencias entre los resultados que
se obtuvieron en este trabajo y los resultados previamente informados, e incluso

entre estos Ultimos.?*?°

(c) Dimerizacion de Z-ligustilida (1) con calentamiento con microondas.

Para la dimerizacion de 1 en microondas, se varié la temperatura, el tiempo
de reaccion y el disolvente. Por cada disolvente empleado (tolueno, dioxano, 2-
propanol, acetonitrilo), se explord la reacciéon a 150, 160, 170, 180 y 200°C, y cada
combinacion de temperatura-disolvente, se exploré a 15, 30 y 45 min, sin que en

ninguna de estas condiciones se observara la formacion de dimeros.

En virtud del resultado negativo de las pruebas realizadas, se llevd a cabo la
reaccion sin disolvente a las mismas temperaturas mencionadas. No obstante, se
form6 diligustilida (rac-4) unicamente. Debe mencionarse que el maximo
rendimiento en la obtencion de este producto fue cuando se sometié 1 a reaccién
por 45 min a 180°C, con una proporcion del dimero con respecto a 1 de 1:4.7
(30%).

Por lo anterior, se continudé explorando la reacciéon para intentar mejorar el
rendimiento en la obtencion de rac-4 y verificar si se podia obtener rac-3. Para
evaluar esa posibilidad, se intenté llevar a cabo la reaccion a 180°C, 45 min,
suspendiendo 1 en agua, cuyos efectos en la aceleracion de las reacciones de

6

Diels-Alder han sido previamente reportados;® sin embargo, el rendimiento fue
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menor. Al intentar llevar a cabo la reaccion a la misma temperatura y durante el
mismo tiempo, suspendiendo 1 en una disolucién saturada de LiCl, y adsorbiendo

ese compuesto en silice, no se observo la formacion de los dimeros rac-3 y rac-4.

Los resultados de las pruebas descritas se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Ensayos realizados en microondas para dimerizar Z-ligustilida (1),

variando los disolventes utilizados.

Dimeros

Disolvente .
formados

Tolueno -
Dioxano -
2-propanol -
Acetonitrilo -
Agua rac-4
Disolucién acuosa saturada de

LiCl

Sin disolvente rac-4

Adsorbido en silice -

(a) Se anota en esta columna el dimero observado en c.c.f. y RMN "H.

En resumen, la reaccion de dimerizacién de 1 procede uUnicamente sin
disolvente, o0 en suspension en agua, pese a la variacion en el comportamiento que

cada disolvente posee en relacion con la absorcion de microondas.

Sobre este aspecto, conviene sefalar que la eleccién de disolventes estuvo
basada en la absorciéon de microondas. Se escogio tolueno por ser un disolvente
que no absorbe microondas, pero cuya efectividad en la sintesis con microondas se
debe a que las moléculas absorben la energia de las microondas, y reaccionan,
disipandose posteriormente al ser absorbida por el disolvente, y de esta forma se

sugiere que no ocurren reacciones laterales, por lo que la reaccion es mas limpia.>*
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Se eligio 2-propanol porque es un disolvente que absorbe efectivamente
microondas, para contrastar la eficiencia de su uso en la reaccion de mérito; el
acetonitrilo es un disolvente de intermedia absorcion de microondas. El agua no es
propiamente un disolvente, porque 1 no es soluble en ese medio, pero se eligié por

los efectos de aceleracion que ya se han mencionado.

Tabla 3. Propiedades relacionadas con la absorcion de microondas de los disolventes

empleados.®*

Constante Pérdida

Disolvente Tan o
dieléctrica (¢') dieléctrica (g'")

Tolueno 2.4 0.040 0.096
Dioxano 2.25 - -
2-propanol 18.3 0.799 14.662
Acetonitrilo 37.5 0.062 2.325
Agua 80.4 0.123 9.889

La formacion de diligustilida (rac-4) en ausencia de disolvente o cuando hay
agua, contrapuesto con que en disolucion o en soporte de silice no ocurre la
dimerizacién de 1 para dar los productos rac-3 y rac-4, revela que es necesaria una

concentracion alta de Z-ligustilida (1) para que se lleve a cabo la reaccién.

Las condiciones en que ocurre la reaccion de Diels-Alder de 1 son mas
drasticas que las condiciones en las que se realiza el aislamiento de los metabolitos
secundarios de L. porteri. La reaccion se lleva a cabo con Z-ligustilida sin disolvente
o suspendida en agua, a temperaturas entre 150°C a 200°C; mientras que en el
aislamiento de los metabolitos secundarios no se utilizan esas condiciones
extremas de temperatura y concentracion de 1. Por lo tanto, no es factible que la
cicloadiciéon de 1 para dar los dimeros rac-3 y rac-4 ocurra en el proceso de

purificacion.
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Al utilizar silice como soporte para que se lleve a cabo la reaccion, tampoco
se observa la formacion de los compuestos rac-3 y rac-4. Siendo asi, se descarta
que estos se produzcan durante la purificacién, en la que se emplean columnas

empacadas con silice.

Estos resultados sugieren que para que se lleve a cabo la reaccién de
dimerizacion de 1 en condiciones mas suaves, es necesario emplear catalizadores
adecuados, o tiempo mucho mayor. Sin embargo, el uso de acidos de Lewis para
catalizar la reaccion no ha posibilitado la formaciéon de los dimeros rac-3 y rac-4.%
De modo que la formacién de estos compuestos procede mediante la catalisis de

los complejos enzimaticos de la planta.

El analisis por RMN 'H revela que la proporcion relativa maxima en que se
forma diligustilida (rac-4) con respecto a Z-ligustilida (1) es 1:4.7, que se obtiene
cuando se hace reaccionar a 1 en microondas a 180°C por 45 min. Esta proporcion
revela que el rendimiento en la formaciéon de rac-4 es similar al reportado
previamente para la reaccion realizada con calentamiento convencional. La
formacion de toquindlida B (rac-3) no se observa en ninguna de las condiciones

ensayadas.

Una observacion importante es que a 200°C en tolueno por 12 min, los
dimeros rac-3 y rac-4 sufren una reaccion retro Diels-Alder, dando como producto 1,
lo que indica que a temperaturas mayores se favorece la formaciéon de la materia

prima.

Entonces, las condiciones en las que podria ocurrir la reaccién se encuentran
limitadas a un intervalo muy restringido de temperaturas, asi como de disolventes
para que pueda ocurrir, lo que excluye la posibilidad de que en las condiciones en
qgue se lleva la extraccion y aislamiento de los metabolitos secundarios de L. porteri

se produzcan los dimeros rac-3 y rac-4 a partir de 1.
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(d) Analisis y cuantificaciéon de rac-3, rac-4 y 1 en muestra almacenada de 1
mediante RMN "H.

Con base en la metodologia realizada previamente en este grupo de trabajo,’
se llevé a cabo la cuantificacion por RMN 'H de una muestra auténtica de Z-
ligustilida (1) almacenada durante 10 afios, para determinar la presencia de 1, rac-3

y rac-4.

El analisis de los espectros de RMN 'H mostré que en las condiciones en que
fue almacenada (baja temperatura, atmosfera de nitrogeno), se forman
espontaneamente los dimeros rac-3 y rac-4, puesto que se observan sehfales
caracteristicas de diligustilida (rac-4) en 6 7.34 (d, J = 6.5 Hz, H-7") y 6 4.98 (t, J =
7.5 Hz, H-8') y de toquindlida B (rac-3) en 6 4.60 (dd, J = 8.5, 6.5 Hz, H-8') (ver

Figura 8 para numeracion).

1 rac-3 rac-4

Figura 8. Numeracion de atomos en las ftalidas 1, rac-3 y rac-4.
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Figura 9. Espectros de RMN "H (300 MHz, CDCls) de muestra almacenada de 1.
Nota: Las sefiales se identifican con el niumero del compuesto y el numero de hidrégeno.

Se encontré que en la muestra hay en promedio 66.5% de 1, 3.2% de rac-3 y
2.6% de rac-4; el porcentaje restante corresponde a Z-butilidenftalida (2) acido
ferulico (6), triacilglicérido (7). En la Tabla 4 se muestran los resultados del

contenido de 1, rac-3 y rac-4 en la muestra analizada.

Tabla 4. Contenido de 1, rac-3 y rac-4 en una muestra almacenada de 1.

Compuesto 1 2 3 Promedio
Z-ligustilida (1) 69.1% 66.7% 63.8% 66.5%
Diligustilida (rac-3) 2.6% 2.9% 2.4% 2.6%
Toquindlida B (rac-4)  2.5% 3.6% 3.4% 3.2%

Aunque este resultado pudiera sugerir que la formacion de los dimeros ocurre
de manera espontanea, pareciendo indicativo de que, efectivamente, los dimeros
son productos post-cosecha, y no metabolitos secundarios de las plantas de la
familia Umbelliferae, el contraste tanto con el tratamiento térmico convencional

como con el tratamiento asistido con microondas de 1, aporta evidencia de que son
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productos naturales, dada la dificultad con que se llevan a cabo estas reacciones en

intervalos cortos de tiempo.

Sin embargo, no se puede perder de vista que si bien ocurre la formacién de
los cicloaductos de Diels-Alder en el tubo sellado con la muestra pura de 1, también
es cierto que esa transformacién ocurre muy lentamente, lo cual indica una cinética
lenta no la imposibilidad de que ocurra, dado que con el tiempo podria establecerse
el aparente equilibrio entre 1 y rac-4, como sucede a temperaturas altas sin
disolvente, aunque en las condiciones en que es almacenada (y en las condiciones
en las que se aislan los componentes de la planta L. porteri) la transformacion no se

lleva cabo en intervalos menores de tiempo.

Esta aseveracion es consistente con los estudios previos de la
transformacion de Z-ligustilida (1), en el que no se encuentra evidencia de la
formacion de los dimeros rac-3 y rac-4 en muestras de 1, al ser almacenada pura a
4 oC 19

(e) Reaccion con anhidrido maleico

n-Pr 0]
/ Ox0 Q o)
0 + \I\;):O > o + O
@) o' N (e (O XA\ o)
0] Anhidrido maleico n-Pr n-Pt
1 rac-23a rac-23b

Esquema 16. Reaccion de 1 con anhidrido maleico.

La reaccion de 1 con anhidrido maleico en microondas dio lugar a la
formacion de dos productos, rac-23a y rac-23b, lo cual se confirmé mediante el
analisis de sus constantes espectroscopicas. La asignacion de las sefales
previamente descrita se encuentra incompleta, por lo que se considera pertinente

hacer la discusion respectiva.
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A continuacion se hace la discusion con base en el compuesto rac-23a, y
después, por analogia se presentan los espectros de RMN de H y 3C rac-23b.
Para facilitar la discusién, en la siguiente Figura, se numeran los atomos de rac-
23a.

Figura 10. Numeracion de atomos en rac-23a.

En primer lugar, es conveniente mencionar que en el espectro de RMN 3C se
observan 16 senales, de modo que coincide con la féormula molecular de los
isdbmeros formados. Por medio de los experimentos DEPT-135 y DEPT-90, se
determind que cinco corresponden a carbonos cuaternarios: tres en la regioén de
carbonilo, en 6 170.3, 169.6, asignables a los carbonilos del fragmento de anhidrido
(C4'y C2') y en 6 163.2, atribuible al carbonilo de la lactona, C1, que se desplaza
ligeramente hacia campo alto por la insaturacion exociclica del butilideno; dos
sefiales mas, en 6 149.2 y 136.3 se pueden atribuir a los carbonos cuaternarios de
los alquenos, C3 y C7a, respectivamente. Adicionalmente, hay cinco sefales de
carbono terciario, dos de ellas muy desplazadas a campo bajo (6 140.0 y 110.2),
correspondientes a los carbonos sp? C7 y C8, respectivamente; las sefiales
restantes son de carbonos alifaticos, en 6 49.1, 46.6 y 34.2, pertenecientes a los
carbonos C1’, C5' (ambas sefales se encuentran desplazadas a campo bajo debido
a la posicion g con respecto a los grupos carbonilo) y C6, respectivamente. Cuatro
sefales mas son de metilenos, en 6 27.8, 20.2, 27.5, y 22.4, asignables a C4, C5, C9y

C10, respectivamente. Finalmente, existe una sola sefal de metilo (6 13.6),
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correspondiente al metilo terminal en la cadena butilideno, C11. El analisis y asignacion

de estas sefales se discutira en los siguientes parrafos.

En relacion con el espectro de RMN 'H, la sefial mas desplazada a campo
bajo es un doblete en 6 7.43 (J = 6.5 Hz), que integra para un nucleo, asignable al
hidrogeno vinilico unido a C7 del doble enlace endociclico, que se encuentra en
posicidon £ con respecto al carbonilo, lo cual provoca que la sefal se desplace hacia
campo bajo. Mediante COSY, se puede observar que este hidrogeno correlaciona con
la sefial compleja en 6 3.58, por lo que ésta corresponde al hidrégeno unido a C6, lo
que ocasiona el desdoblamiento de la sefial en analisis. Las interacciones a un
enlace de C6 y C7 con 6y 3.58 y 7.43, respectivamente, se confirmaron por el

experimento HSQC.

Otra sefial notable es el triplete que se encuentra en 6 5.43, que se atribuye
al hidrégeno vinilico de la posiciéon 8. La multiplicidad de la sefal se debe al
acoplamiento a tres enlaces con los hidrogenos alilicos unidos a C9, con J = 7.5 Hz.
En el espectro COSY se observa correlaciéon con la sefal cuadruple de H9 en o
2.24, por lo que se concluye que esta sefal, que integra para dos nucleos, se debe
a los hidrégenos alilicos mencionados; ademas esta sefial es cuadruple con J =7.5
Hz, lo cual se explica por su vecindad con 3 hidrégenos (uno unido a C8 y dos a
C10). Por HSQC se observa que los hidrogenos mencionados, cuyas sefiales estan
desplazadas & 5.43 y 2.24, correlacionan con las sefiales de *°C en 5 110.2 y 27.50,

respectivamente, de manera que estas sefiales corresponden a C8 y C9.

La sefial triple en 6 0.94 (J = 8.0 Hz) corresponde a los hidrogenos del metilo
terminal, enlazados a C11. De acuerdo con el experimento COSY, la senal H11
correlaciona con la sefal compleja en 6 1.58-1.41, que pertenece a los hidrégenos

enlazados con C10, y se traslapa con las sefales de otros hidrogenos.

Para encontrar el desplazamiento quimico de C10, en el experimento HSQC

se observan las posibles correlaciones de la sefial compleja en la que se encuentra
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H10: (61 - d¢c) 1.49-20.2, 1.46-22.4 y 1.50-27.50. La sefial en 6 20.2 no correlaciona
con la sefial de H11 en HMBC, por lo tanto se descarta que ésta le corresponda a
C10. En ese mismo experimento se observa correlacion de H9 con los carbonos
que producen las sefiales en 6 13.5 (de C11) y 22.4. Por lo tanto, se atribuye ésta a

C10, al observarse la correlaciéon a 2 enlaces con H9.

En el experimento HMBC se pueden observar las siguientes correlaciones:
H7 (6 7.43) con C1 en 6 163.2, del fragmento lactona; C3 en 6 149.2 con H8 y H9 (5
5.43 y 2.24); la sefial en 6¢c 136.3 se asigna a C7a por su correlacion con H6 en 6y
3.56 y con la sefial en 6 2.10; el carbono cuaternario C3a (d¢c 43.8) tiene interaccion
con las sefiales en 6y 2.10 y 3.18. Por lo tanto, esta sefal, que es un doble de
dobles con J = 10.5 y 2.0 Hz, es perteneciente a H1'. Por otro lado, en HMBC, la

senal de H1’, correlaciona con C2' (6¢ 170.0).

La senal doble de doble de dobles (J = 10.5, 3.0 y 2.0 Hz) en el espectro de
RMN "H en & 3.13 corresponde a H5y correlaciona con C4’ (5¢ 170.3)

Sobre las sefiales de H1' y H5’, se debe mencionar que aparentemente son
un sistema de espines fuertemente acoplados, AB, que a su vez se acoplan con
otros espines. La diferencia en la frecuencia de las sefiales es de 6 Hz, en tanto
que la J que los relaciona es de 10.5 Hz. Esto explica la distorsidon de las senales
(“efecto azotea”). Ademas, H1' produce la sefial doble de dobles debido, ademas
del acoplamiento a tres enlaces con HS’, por el posible acoplamiento a cuatro
enlaces con H6, y con H4 (el que esta en posicion endo con respecto al doble
enlace C7-C7a), con los cuales tiene la posicién relativa en “W”, idonea para el
acoplamiento a 4 enlaces. Por su parte, H5' tiene ese desdoblamiento por el
acoplamiento a dos enlaces con H1’, con H6 y con H5 (también el que esta en
posicion endo en relacion con el doble enlace C7-C7a, por la misma razén que H6-

H4). (ver Figura 11 y Figura 12)
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Figura 11. Fragmento del espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl;) de rac-23a.

O OoH

Figura 12. Posibles interacciones a cuatro enlaces para H1' de rac-23a.

La sefal en oy 2.10, d¢c 27.8, que integra para un nucleo, correlaciona con las
senales de C3a, C7a y C1’; por lo tanto, se concluye que le pertenece a uno de los
hidrégenos H4. El otro hidrégeno unido a C4 inmerso en la sefial compleja en 5 1.58-
1.41.
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De manera semejante, la sefial en 64 1.85 interacciona con los carbonos C6, C7
y C&%', por lo tanto es uno de los hidrégenos unidos a C5, cuya sefal se identifica con
ayuda del experimento HSQC, en &¢ 20.2. Finalmente, se deduce que la sefal del otro

hidrogeno unido a C5 se encuentra dentro el multiplete en 6 1.58-1.41.
De esa forma se confirma la estructura de rac-23a.

Analogamente, para rac-23b se observan 16 sefiales en el espectro de RMN
3C, que se pueden asignar de la siguiente forma: La sefial en & 170.23,
corresponde a C4’; 6 167.9, a C2’; 6 162.3, a C1; 6 148.5, a C3; 6 138.5, a C7; &
133.8,aC7a; 6 107.7,a C8;47.7,a C1'; 6 44.1, a C5'; 5 34.6, a C3a; 6 29.5, a C9; 3
27.03,a C4; 5 22.85,a C10; 5 22.28, a C5;y, 6 13.48, a C11;

En el espectro de RMN "H de rac-23b, las sefiales de H7 y H8 se encuentran
en § 7.43 y 5.44, desplazadas a campo bajo con respecto a la sefial del hidrogeno
correspondiente de rac-23a. Esto se debe a que el los grupos carbonilos
provenientes del anhidrido maleico, en rac-23b estan en posicidn endo con respecto
al enlace, de tal forma que los hidrégenos vinilicos mencionados son desprotegidos

debido al efecto anisotrépico de esos sustituyentes.

Con el conocimiento de las constantes espectroscépicas de los compuestos,
es posible analizar las sefiales de RMN 'H del crudo de reaccién para determinar
que la proporcién en la que se forman los productos es 1:2.68 (rac-23a / rac-23b),
siendo el producto mayoritario el correspondiente al isémero endo, por la
comparacion entre el area bajo la curva de las sefales correspondientes a cada uno

de los isbmeros,
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Figura 13. Ampliacién del espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) del crudo de reaccién

de 1 con anhidrido maleico.

En la Figura 13, se muestran las sefiales que se tomaron en consideracion
para determinar la proporcién en la que se encuentran los isobmeros, que fueron
elegidas en virtud de que se encuentran en una zona despejada, en la que no se
superponen con otras sefiales. La sefial triple, en 6 5.43 (identificada como A en la
Figura 13), corresponde al hidrégeno vinilico H8 en rac-23a; la sefal triple en § 5.22
(B), corresponde al hidrégeno vinilico unido a H8 en 1; y el triplete en 6 4.92 (C), al
hidrogeno de la misma posicion de rac-23b. Del analisis del fragmento del espectro
y el area bajo la curva de las senales, se puede establecer la relacién 1:2.68, y el

rendimiento global de la reaccion, que es de 87%.

La formacion en mayor proporcion de rac-23b era predecible, debido a que,

como se menciond en el capitulo de antecedentes, las reacciones de Diels-Alder
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tienen una gran selectividad hacia el isbmero endo, que, si bien no es el mas
favorecido desde el punto de vista termodinamico, cinéticamente si lo es debido a la
menor energia del estado de transicién que implica su formaciéon. La explicacion
para esa selectividad es la interaccion secundaria que tiene lugar en ese estado de
transicién, consecuencia del solapamiento entre los orbitales n del dieno y del

diendfilo.

La interaccion secundaria que da lugar a rac-23b ocurre, por parte del
diendfilo, con los orbitales © de los dos grupos carbonilo del anhidrido maleico; para
la formacion del producto 23a, no existe la disminucién de la energia del estado de
transicién, por lo que su formacion es mas lenta. En el Esquema 17, se muestran los
estados de transicion para la obtencién de los productos, ilustrando algunas
posibles orientaciones en la que se unen las moléculas de los reactivos para formar

los pares de enantiomeros de rac-23a y de rac-23b.
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Esquema 17. Formacion de diastereoisomeros de 23.

Es notable el cambio en la proporcién en que se encuentran los compuestos
rac-23a y rac-23b. Con calentamiento convencional, estos dos isomeros se forman
con una proporciéon endo / exo 3:1.2® Sin embargo, en la reaccidon asistida con

microondas, esa proporcion es de 2.64:1.

La disminucién de la abundancia relativa del isémero endo (rac-23b) con
respecto al exo (rac-23a) puede deberse a que, como ya se ha mencionado, el
isbmero exo es, por regla general, mas estable que el endo. Sin embargo,
cinéticamente la formacién de éste es favorecida debido a la menor energia del

estado de transicidén que se requiere para ese proceso.
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Por consiguiente, si la energia de activacion para la formacion de rac-23a es
mayor que la que se requiere para formar rac-23b, la reaccién de anhidrido maleico
con 1 es mas rapida para dar lugar a rac-23b. En otras palabras, rac-23b es el
producto cinético de la reaccion. En tanto que rac-23a, el producto termodinamico,

mas estable.

De esa forma es natural la observacion que se menciona, porque la
temperatura a la que se llevdé a cabo la reaccion aumenté de 145°C, a 225°C.
Consiguientemente, las constantes de equilibrio cambian. Es de esperar que al
aumentar la temperatura, haya un desplazamiento del equilibrio hacia la formacion
de rac-23b, porque hay mas moléculas de reactivos que chocan con la orientacién
adecuada (favorecida por la estabilizacion de orbitales secundarios) para dar lugar
a ese producto; y lo mismo ocurre para la formacién de rac-23a, debido al aumento
de la temperatura. Sin embargo, el proceso inverso, la formacion de 1 y anhidrido
maleico a partir de rac-23a y rac-23b marca la diferencia, puesto que por el
principio de reversibilidad microscopica, se puede deducir que la energia de
activacion para que ocurra la reaccion retro Diels-Alder es mayor partiendo de rac-
23a, mas estable, con estado de transicion de mayor energia, que de rac-23b,
menos estable y con estado de transicion de menor energia. Por ende, esa reaccion
es mas lenta para rac-23a y por lo tanto al aumentar la temperatura exista una
mayor proporcion o acumulacion de ese producto. En conclusion, en las
condiciones en las que se llevo a cabo la reaccidon en microondas, el efecto de la
temperatura se hace resentir de forma mas notable sobre la formacion de reactivos

(1 y anhidrido maleico) a partir de rac-23a que a partir de rac-23b.

Esta observacién es consistente con la afirmaciéon de que, en general, se
favorece la formacion del producto termodinamico en microondas, debido a la
transmision mas eficiente de energia a las moléculas de reactivos para formar

productos.*
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A pesar de que las condiciones de la reaccidon en microondas favorecieron la
formacion del producto termodinamico (rac-23a) porque era mayor la cantidad de
moléculas de reactivos que tenian la energia necesaria para ello, con respecto a
esa misma cantidad a una temperatura menor, proporcionada mediante
calentamiento convencional (menos eficiente en la transmision de la energia), el
cambio en las condiciones no fue suficiente para que rac-23a fuera el producto

mayoritario de la reaccion.

Lo descrito en los parrafos precedentes se ilustra en el perfil energético de la

Figura 14.

AG

~ rac-23b

il

rac-23a

>

Figura 14. Perfil energético hipotético de la reaccion de 1 con anhidrido maleico.

(f) Reaccién con alcohol alilico
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Esquema 18. Reaccion de 1 con alcohol alilico

Cuando se hace reaccionar alcohol alilico con Z-ligustilida (1) en presencia
de un equivalente de acido p-toluensulfonico (p-TsOH), se obtiene el producto rac-
37.

La estructura se confirmd al analizar los espectros obtenidos por

experimentos de RMN.

Figura 15. Numeracion de atomos en rac-37.

En el espectro de RMN 'C se observan quince sefales. Por los
experimentos DEPT-135 y DEPT-90, se determina que hay cuatro carbonos
cuaternarios, tres carbonos terciarios, siete carbonos de metileno y un carbono de

metilo.

El carbono mas desplazado a campo bajo, en 6 166.7 corresponde al carbono
del carbonilo C1. La siguiente senal corresponde al carbono sp2, C7, un metino
cuya sefal esta en 6 142.6, desplazada a campo bajo debido a su posiciéon con

respecto al carbonilo antes mencionado; al carbono C7a, también desplazado a
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campo bajo por el carbonilo, le corresponde la sefal en 6 134.8; al carbono C3 le
corresponde la sefal en & 115.6, que se desplaza a campo bajo por ser doblemente
base de oxigeno; la sefial de C14 se ubica en 6 72.3, un metileno desplazado a
campo bajo debido a que es base de oxigeno; la sefial en & 54.5 es de un carbono
cuaternario, asignable a C3a, y se encuentra desplazada ligeramente a campo bajo
por el efecto de dos oxigenos en posicion g; la sefal localizada en 5 42.30 es de un
metino, y se le puede atribuir a C13, porque en posicién S tiene un oxigeno que
ocasiona que se desplace a campo bajo; hay otra sefial de metino en & 33.9 que le
corresponde a C6; finalmente, la sefial de metilo, en & 14.09 es de C11. Las
restantes sefiales, en ¢ 34.8, 30.4, 26.7, 25.2, 13.1 y 22.9, corresponden a los
metilenos, C4, C5, C8, C9, C10y C12.

La estructura de rac-37 se puede confirmar con ayuda del espectro de RMN
'H. En éste se observa un doblete en & 7.35 (J = 6.5 Hz), correspondiente al
hidrogeno vinilico H7. En el experimento COSY, se observa la interaccion de la senal
de H7 con una senal en H6, un multiplete (6 3.08-2.99) que se superpone con otra sefial
doble de doble.

A diferencia de los compuestos 1, rac-23a y rac-23b, no se observa el triplete
perteneciente a H8, vinilico, producido por el acomplamiento con los hidroégenos
vinilicos, lo que resulta consistente con la estructura del producto de la reaccion, ya que
el fragmento del alcohol alilico se adicion6 al doble enlace C3-C8. Es importante notar
también que con respecto a los productos rac-23a y rac-23b, se observa la ausencia de
dos sefales de carbonos de olefina: un metino y un cuaternario; y existe, en cambio,

una sefal de carbono cuaternario y una de metileno, ambos insaturados.

Hay dos sefales doble de dobles, en la region de hidrégenos unidos a carbono
base de oxigeno, unaen $ 3.95 (J=9.0,7.0 Hz) yotraen 6 3.04 Hz (J = 11.5, 9.0 Hz).
Como se puede notar, por la constante J = 9.0 Hz (que esta dentro del intervalo de
constantes geminales), estas sefales se acoplan entre si a dos enlaces; esta

interaccion se confirmdé por el experimento COSY. Estas observaciones son

59



consistentes con la estructura en atenciéon a que los hidrogenos diastereotdpicos
unidos a C14 pueden producir sefiales con los desplazamientos y las

multiplicidades observados.

Por el experimento COSY, se puede notar que las sefiales dobles de deobles
mencionadas en el parrafo anterior interactuan con otra sefal, que integra para un
nucleo y es doble de doble de doble de dobles, ubicada en 6 2.28 (J = 11.5, 9.0,
7.0, 6.0 Hz). Con las constantes de acoplamiento, claramente se puede ver que
efectivamente hay interaccion con aquellas sefiales y que es un acoplamiento
vecinal cis con la sefal en & 3.95 y trans con la sefal en & 3.04. Por lo anterior las
sefiales en 6 2.28, 3.04 y 3.95 se pueden asignar a H13, H144 y H14q,

respectivamente.

Retomando la sefial de H13 (6 2.28), por medio del experimento COSY se
observa que se acopla con el multiplete centrado en 6 1.84 y con la sefal dddd en 6
1.08 (J = 13.0, 6.0, 2.0, 2.0 Hz) (de esta sefial debe destacarse que se acopla con
la misma constante con dos hidrégenos no equivalentes, por lo que tiene la forma
de una sefal ddt). Se puede deducir que con estas dos ultimas sefales, la primera

se acopla con J=9.0y 6.0 Hz, en ese orden.

Es importante mencionar que la sefial en & 1.08 se puede asignar a uno de
los hidrégenos en posicidén 12, en virtud de su interaccidon con las sefiales de H13 y
H6 (6 2.28 y 3.04); y con la sefial multiplete a campo bajo en 6 1.78-194. También
puede apreciarse la existencia de interaccién de esta sefal con la de H13, de tal

forma que se deduce que esta corresponde al otro hidrégeno H12.

Con el analisis detallado de las sefiales de RMN '"H y RMN 'C, se puede

confirmar la estructura del producto rac-37.

Ademas de la evidencia obtenida en este trabajo, previamente se realizaron

estudios de difraccién de rayos X del compuesto caracterizado como rac-37, con
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idénticas constantes espectroscépicas que las obtenidas aqui, confirmando

nuevamente la estructura de la Figura 15.2%

La selectividad de esta reaccidon es particularmente destacable. No se tiene
evidencia de qué reaccion ocurre primero, la cicloadicién o bien la adicion 1,2 del
alcohol; sin embargo, por la estructura del producto se puede proponer un

mecanismo como el del Esquema 19.

En el mecanismo, se sugiere que la reaccion de Diels-Alder ocurre primero.
Posteriormente, ocurre la adicion 1,2 del alcohol catalizada por el acido p-
toluensulfénico (p-TsOH). Mediante un ataque nucleofilico de los electrones del
doble enlace entre los carbonos C3-C8 sobre el protén acido, formandose el
carbocation correspondiente, con carga formal en C3, por ser el carbocation mas
estable, y se libera p-toluensulfonato. El par electrénico del oxigeno del alcohol
ataca nucleofilicamente a esta especie reactiva por la Unica cara accesible (visto
como esta dibujado, por la cara de abajo). Después de una desprotonacién del

oxigeno, se forma el producto rac-37.

n-Pr
/ | ~~—0H H
o + — N g nPr|e=—
1 OH OO @) O\ OH
0] n-Pr
H
‘(aTs
®
H H H
0 ®
O \o o o \,Cl
n-Pr H
rac-37 n-Pr

Esquema 19. Mecanismo de reaccion para la formacion de rac-37.
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Noétese que el unico de los estereocisomeros dibujados es el correspondiente
al cicloaducto endo, porque como ya se menciono, el diasteredmero resultante de la
cicloadicion exo no fue detectado. Este hecho llama particularmente la atencién
porque implica una importante estereoselectividad en la reaccion, pero no
provocada por la interaccion entre orbitales n, como ocurre tipicamente en las
reacciones de Diels-Alder. Se puede sugerir que en el estado de transicion hay una
interaccion estabilizante, como un puente de hidrogeno entre el hidrogeno del
hidroxilo proveniente del alcohol alilico y el oxigeno, ya sea del carbonilo o el
oxigeno sp®, ambos de la lactona proveniente de 1, lo que “ancla” la forma en que
ocurre la cicloadicion de tal modo que la orientacion del carbono 3 del alcohol alilico
queda en posicion endo con respecto al doble enlace del ciclohexeno formado una

vez que ocurre la reaccion (Figura 16)

= o—H =3 - n-Pr
! N /J 5\ n-rr ! \ a4 -
s - 0
o Hoo

Figura 16. Posibles interacciones en el estado de transicion de la cicloadicion de Diels-
Alder de 1 con alcohol alilico.

Esto justifica la sugerencia de que ocurra primero la cicloadicién, en virtud de
que al ocurrir primero la adicién, la ciclacién esta favorecida 5-exo-trigonal, y es
cinéticamente rapida, por implicar la formacion de un heterociclo de cinco

miembros: tetrahidrofurano.

Adicionalmente, se debe destacar que cuando la reaccién se lleva a cabo en
ausencia de p-TsOH, no se observa ninguna reaccién. Esto implica que la reaccién
de Diels-Alder ocurre; sin embargo, al formarse el producto, éste da lugar a los
reactivos via la reaccion retro Diels-Alder, de ahi que en el mecanismo del Esquema
19, la cicloadicion se presente como equilibrio reversible y los pasos de la ciclacion,
no. Sin embargo, la ciclacién que procede a la cicloadicién hace en cierta medida

irreversible la reaccion, de tal forma que se acumula el producto rac-37.
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Sobre este particular, debe mencionarse que esta observacién es un indicio
de que 1 es un reactivo que reacciona como diendfilo activado (de reactividad
normal en reacciones de Diels-Alder). Consecuentemente, la reaccion con alcohol
alilico (un diendfilo que a simple vista parece activado, o de reactividad de Diels-
Alder de demanda inversa), es lenta; sin embargo, el cicloaducto formado reacciona
rapidamente para formar el producto rac-37. De modo que la acumulacion del

cicloaducto no ocurre, porque se forma lentamente y se consume de forma
relativamente rapida.

(g) Reaccidn con acetilendicarboxilato de dimetilo (ADDM)

7 n-Pr OMe 0] © OMe/ n-Pr
(e}
o of MeO o
o) OMe o)
Acetilendicarboxilato
1 . . 38
de dimetilo

Esquema 20. Reaccion de 1 con ADDM.

La reaccion de 1 con ADDM procede con buen rendimiento (61%) para

generar el compuesto 38, un producto mas polar que 1.

14

Figura 17. Numeracion de atomos de 38.

En el espectro de RMN "C, se encuentran dieciséis sefiales de carbono. Con
los experimentos DEPT-135 y DEPT-90, se observa que hay ocho sefiales de
carbono cuaternario, tres de las cuales corresponden a carbonilo en 6 167.5, 165.2

y 165.1 asignables a C1, C5 y C12, respectivamente; las restantes sefiales de
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carbono cuaternario (6 143.8, 135.6, 133.2, 129.0 y 128.6) corresponden a un
sistema conjugado como el de 38, similar al de estireno, asignables a C3, C3a, C4,
C5 y C7a. Por otro lado, hay tres sefiales de metino, en la regién de carbonos
aromaticos, en 6 130.8, 126.5 y 115.0, que corresponden a C6, C7 y C8. Hay dos
sefiales de metilenos, correspondientes a C9 y C10 en 6 28.5 y 22.5. Finalmente,
hay tres sefales de metilo, dos de ellas muy desplazados a campo bajo, en 6 53.4 y
53.3, que se deduce que corresponden a C16 y C13, por ser carboximetilos, y la

sefial restante, en 6 13.9, se asigna a C11.

El espectro de RMN "H muestra dos sefiales dobles en § 8.14 y 8.01, ambas
con una constante de acoplamiento de 8.0 Hz, indicativo de un anillo de benceno
tetrasustituido, con dos hidrogenos unidos a carbonos en posicion relativa orto entre
si. La interaccion existente entre estos dos hidrogenos se confirma por el espectro
COSY. El desplazamiento de estas sefales hacia campo bajo sugiere la presencia

de sustituyentes electroatractores en algunas posiciones del anillo.

Posteriormente, en el espectro se encuentra una sefal triple en 6 5.67,
asignable al hidréogeno vinilico H8, que experimenta un efecto de desproteccién que
desplaza la sefial a campo bajo, y que, de acuerdo con las interacciones
observadas en el experimento COSY, se acopla a 3 enlaces con dos hidrégenos
con J = 8.0 Hz. Estos dos hidrégenos a los que se ha hecho referencia, producen la
sefal cuadruple en & 2.47, cuyo desplazamiento es asignable perfectamente a un
hidrégeno unido a un carbono alilico, con J = 8.0, 7.5, 7.5 Hz. Por lo anterior, se
deduce que los hidrogenos alilicos se acoplan con los dos hidréogenos de un
metileno (cuya sefial puede corresponder al sextuplete que se encuentra en 4 1.55,
conJ=7.5,75,7.0,7.0, 7.0 Hz), que, a su vez, se acoplan con los hidrégenos del
metilo que da la sefal triple en 6 0.98, con constantes J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz. Este
conjunto de sefales corresponden a un butilideno, como el que se encontraba

presente en la materia prima, 1.
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Por ultimo, hay dos sefales sencillas en 6 4.02 y 3.97, que, en virtud de que
integran para tres hidrogenos, y de su desplazamiento quimico, son asignables a

dos carboximetilos.

De las sefiales que se han expuesto, se puede inferir la presencia de los

fragmentos mostrados en la Figura 18.

H H o)
= Qk
H éjfl\“/\CHs OCH;
A B

CyD
Figura 18. Fragmentos de la estructura del producto de 1 y ADDM deducidos por RMN
'Hy COSsY.

Al ser unidos los fragmentos de la Figura 18 y complementar la informacion

de los esxperimentos de RMN 'H y RMN "3C, se confirma la estructura de 38.

La formacion de este producto (38) se explica porque la cicloadicidon ocurre,
dando lugar a un cicloaducto similar al de las otras reacciones aqui descritas. No
obstante, la diferencia es que el biciclo es un fragmento de biciclo[2,2,2]octa-2,5-
dieno; es decir, tiene dos dobles enlaces. La reaccion retro Diels-Alder puede
ocurrir de dos maneras: para formar 38, o bien, para eliminar etileno y formar un
ciclo aromatico. Esto ultimo ocurre y se forma el producto, semejante a Z-
butilidenftalida (2), con dos sustituyentes adicionales. El mecanismo descrito para la

formacion de 38 se ilustra en el Esquema 21.
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Esquema 21. Mecanismo de reaccion para la formacion de 38.

El rendimiento de esta reaccién es bueno (61%) y eso se debe en gran
medida a que la fuerza directriz de la reaccion es la aromatizacion y la liberacion de
etileno, lo que termodinamicamente favorece la reaccién. Sobre la cicloadicion no
se puede saber con certeza si es realmente reversible, aunque por la experiencia,
se afirma que si hay reaccidon retro Diels-Alder para obtener los reactivos. No
obstante, la otra reaccion retro Diels-Alder, para formar 38, que si se observa, es
irreversible y aun cuando el equilibrio entre el cicloaducto y los reactivos (1 y
ADDM) esté muy desplazado hacia la formacién de éstos, aquel reacciona

rapidamente para formar 38, mas estable.

(h) Reaccion con propiolato de etilo

n-Pr O OEt

] n-Pr
N7 —
O + o)
OEt
0O o)
1 Propiolato de etilo 39a

Esquema 22. Reaccion de 1 con propiolato de etilo
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La reaccion de 1 con propiolato de etilo procede en con microondas a 225°C.
Esta reaccion se lleva a cabo con buen rendimiento y también con alta

regioselectividad para dar el producto 39a.

Figura 19. Numeracion de atomos de 39a.

La estructura de 39a se confirma con el analisis del espectro de RMN "H.

En la zona donde aparecen los hidrogenos aromaticos, se encuentran tres
sefiales. La mas desplazada a campo bajo esta en 6 8.23 (dd, J = 7.7, 1.1 Hz). Por
su desplazamiento se puede deducir que se trata de H7, porque se refleja la
desproteccién de dos grupos: del carbonilo de la lactona en orto y el del éster, en
para; ademas, la informacién que proporcionan las constantes es que en el anillo
aromatico hay dos hidrogenos, uno en posicion relativa orto (J = 7.7 Hz) y otro en
para (J = 1.1 Hz). La siguiente senal estd en & 8.03 y presenta la misma
multiplicidad y constantes que la sefal anterior. La tercera seial de hidrogeno
aromatico es el triplete en 6 7.52 (J = 7.7 Hz). Se puede deducir que esta sefial es de
H6, porque es el unico que tiene dos hidrogenos en posicion relativa para y puede

acoplarse de esa forma con ambos. La sefial en § 8.03 es, por lo tanto, H5.

El hidréogeno vinilico H8 produce la sefal triple en 6 6.84 con J = 7.6 Hz. Por
la constante de acoplamiento, multiplicidad e integracion se deduce que a los
hidrogenos H9 les corresponde la senal cuadruple en 6 2.47, mismos que se
acoplan con H10 La senal de los hidrogenos H10 es la ubicada en 6 1.54 porque

integra para dos hidrogenos, tiene la misma constante que H9, y es un sextuplete,
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debido al acoplamiento con los dos hidrogenos H9 y los del metilo terminal. Los
hidrégenos H11 son los que producen la sefial triple en 6 0.96 (J = 7.6Hz).

Evidenciandose asi la presencia de la cadena butilideno.

La sefal cuadruple en & 4.41 corresponde a un hidrégeno unido a carbono
base de oxigeno, mas concretamente al de un carboxilo. Por lo tanto esta sefal es
de H14. Su desdoblamiento indica que se encuentra unido a un metilo, cuyos
hidrogenos H15 producen la sefal triple en 6 1.41. Ambas sefiales tienen J = 7.1

Hz, lo que confirma la vecindad de los hidrégenos mencionados.

La regioselectividad de la reacciéon es muy alta. Unicamente se detecta y
aisla uno de los dos posibles regioisomeros. A pesar de esta observacion, no hay
evidencia sobre la causa de esta selectividad, ya que, como se ha mencionado, en
ocasiones las interacciones secundarias son responsables incluso de este

fenbmeno, y no las interacciones primarias.

(i) Comparacion del tiempo y rendimiento de reaccion del calentamiento con

microondas contra el calentamiento convencional.

A continuacion se efectua una comparacion del tiempo de reaccion y
rendimiento de las reacciones efectuadas en este trabajo con microondas, en

relacién con las temperaturas con calentamiento convencional.

Tabla 5. Comparacién de tiempos y temperatura de reaccidén con calentamiento
convencional y con microondas.

Rendimiento / Tiempo Rendimiento / Tiempo
Producto . .
Convencional Microondas
(0] . (0]
rac-23 59% (42)(5,1 9% (4b) G394, (4a): 24% (4b) / 90 min
ias
rac-37 51% /48 h 47% / 30 min
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38 57% /48 h 62% / 24 min

39a 69% / 3 dias 85% / 90 min

En cuanto al rendimiento de las reacciones, se observa que no hay aumento
sustancial. Esto se debe, seguramente a la inestabilidad de 1, porque aunque se
llevaron a cabo las reacciones evitando el contacto con oxigeno, humedad y luz, lo
cierto es que el calentamiento puede acelerar otras rutas de transformacion de ese

compuesto.

La similitud en los rendimientos sugiere justamente que ocurren otras
reacciones laterales que también se aceleran, lo que se evidencia con el analisis en
cromatografia en capa fina, en la que hay manchas inherentes a la transformacion

del compuesto 1.

Corolario de lo anterior es que la reaccion no procedié de forma mas limpia,

como se sugiere que generalmente ocurre.

La disminucion del tiempo de reaccién ocurre hasta a menos de 1%, en el

caso del producto 38, lo que significa una aceleracion trascendente.
(j) Pruebas de actividad biolégica

Se evalud la actividad antiinflamatoria de los compuestos rac-23a, rac-23b,
rac-37 y 38 en el modelo de edema inducido con TPA. Ninguno de estos mostro un

porcentaje significativo de inhibicion de la inflamacién con respecto al control. Los

resultados obtenidos se encuentran contenidos en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados de evaluacion de actividad antiinflamatoria de algunos derivados
semisintéticos de 1.

Compuesto Inhibicién
Control -
rac-23a 14.41%
rac-23b 2417%

rac-37 17.07%
38 12.64%
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CONCLUSIONES

El método de purificacién de 1, llevado a cabo en el presente trabajo es

adecuado dada la alta pureza con que permite la obtencion.

El uso de microondas permitid acelerar las reacciones de 1 para producir los
productos rac-4, rac-23a, rac-23b, rac-37, 38 y 39a, aunque el rendimiento fue
esencialmente similar, muy probablemente debido a la inestabilidad de 1, que
provoca el consumo de este compuesto. Pese a este inconveniente, la metodologia
seguida en este trabajo para la sintesis de los referidos productos, es una fuente
accesible de los mismos, dada la rapidez, en comparacion con el método de

calentamiento convencional.

La baja proporcién y dificultad en que se producen los dimeros rac-3 y rac-4,
en las condiciones en las que se intentd la dimerizacion de 1, es indicativo de que
las ftalidas diméricas son de origen natural. No es Obice a esta afirmacion el hecho
de la formacion espontanea de ambos dimeros en atmésfera inerte a baja
temperatura en una muestra de 1 almacenada diez afios, debido a que el largo
tiempo en que ocurre esa transformacion no es comparable con el que se lleva a

cabo la purificacion y aislamiento de los metabolitos secundarios de L. porteri.
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SECCION EXPERIMENTAL

Generales

Z-ligustilida (1) se obtuvo de un extracto de acetona de Ligusticum porteri,
que fue purificado por cromatografias en columna sucesivas. Las reacciones con
microondas se llevaron a cabo en un reactor Anton Paar Monowave 300, en viales
de 10 mL, utilizando el método de potencia variable “Heat as fast as posible”. A
menos que se indique lo contrario, las columnas para purificar la materia prima y los
crudos de reaccion fueron empacadas con silice de malla 230-400. Se utilizaron
cromatofolios analiticos Merck 60 F,s4 para el monitoreo de columna; UV y sulfato
cérico amoniacal para revelar las placas de ccf analiticas. Los puntos de fusion
fueron determinados con un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos. Los
espectros fueron obtenidos en equipos Varian Inova a 500 MHz, Bruker Avance Ill a
400 MHz, VarianUnity 300 a 300MHz, Jeol a 300 MHz, y con CDCIl3 como
disolvente. Los valores de desplazamientos quimicos se encuentran en ppm vy

referidos a TMS o al disolvente.

Las raices de Ligusticum porteri, fuente natural para la obtencion de la
materia prima, fueron adquiridas en el mercado de Sonora, México. La identificacion
fue confirmada por comparacion morfolégica con especimenes identificados con
anterioridad por el Dr. Robert Bye y la M. en C. Edelmira Linares del Jardin
Botanico del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autébnoma de México
(Numero de registro: R. B. & E. L. 14148).

El material vegetal (9.1 kg) fue pulverizado y se macerd con acetona (3 x 48
h) a temperatura ambiente. El disolvente se evaporé6 a presion reducida
obteniéndose un residuo (768.9 g), que fue adsorbido en gel de silice (proporcién
1:1). La columna fue empacada con gel de silice (malla 230-400), y se eluy6 con
mezclas de Hex/AcOEt de polaridad creciente.
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Purificaciéon de 1. Previo a utilizarlo como reactivo, el extracto prefraccionado
conteniendo 1 se purific6 en columna abierta, con silice de malla 230-400,
empacada en humedo con Hex/AcOEt 98.5:1.5, seguida de una extraccion en la
que 2 mL del crudo concentrado de las fracciones en las que se detectd la
presencia de 1, se extrajo con 50 mL de MeOH/hielo (1:1), formandose una
suspension blanca con gotas de aceite amarillo. El aceite se separéo de la
suspension fria mediante un embudo de separacion (el aceite queda impregnado en
la pared del embudo y en la superficie de la suspensién). Al aceite remanente
nuevamente se le adiciono la mezcla de MeOH-hielo (1:1) y se repitio la separacién
(3 veces). La suspension obtenida después de las separaciones, se extrajo con
AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica se seco con Na,SO, y se evaporé el disolvente
con rotavapor, obteniéndose un aceite incoloro. RMN H (500 MHz, CDCI3) 8 6.29
(dt, J = 9.5, 2.0 Hz, 1H, H7), 6.00 (dt, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H, ), 5.21 (t, J = 8.0 Hz,
1H), 2.59 (td, J = 10.0, 1.0 Hz, 1H), 2.49 — 2.43 (m, 1H), 2.38 (c, J = 7.5 Hz, 1H),
1.50 (hex, J =7.5 Hz, 1H).

Cuantificacion de 1, rac-3 y rac-4 en muestra almacenada de 1. El analisis de la
muestra de 1 se llevd a cabo por triplicado conforme al procedimiento descrito en la
Referencia 7, con modificaciones. Se llevé a cabo en un espectrometro Jeol a 300
MHz; el tiempo de relajacion fue de 3 s, con 20 scans y se us6 CDCIl; como

disolvente.

Reacciones

Dimerizacion de Z-ligustilida. Se colocaron 80 mg (0.42 mmol) de 1 en un vial de
10 mL (Anton Paar), para reaccionar en el reactor de microondas a 180°C por 45

min. El crudo de reaccién fue analizado por RMN 'H. Se obtiene solamente rac-4

(30%; rendimiento calculado por RMN)
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rac-3: (500 MHz, CDCl3) & 7.51 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H7'), 6.17 (dt, J = 9.5, 2.0 Hz,
1H, H7), 5.92 (dt, J = 9.5, 4.5 Hz, 1H, H6), 4.62 (dd, J = 8.5, 6.5 Hz, 1H), 3.11 (m,
1H, H6'), 2.50 (m, 1H, H4a’), 2.29 (m, 1H, H5), 2.17 (m, 2H, H4a, H9a'), 2.06 (m,
2H, H4b, H5a'), 1.98 (m, 1H, H9b'), 1.67 (m, 1H, HOb'), 1.67 (m, 1H, H8), 1.47 (m,
2H, H9a, H10a), 1.29 (m, 5H, H4b’, H5b’, H9b, H10), 1.13 (m, 1H, H10b), 0.89 (t,
3H, J = 7.0 Hz, H11), 0.82 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H11").

rac-3: (500 MHz, CDCls) § 7.36 (d, 1H, J = 7.0 Hz, H7'), 5.07 (t, 1H, J = 7.5 Hz, H8),
5.00 (t, 1H, J = 7.5 Hz, H6), 3.26 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 2.97 (m, 1H, H6'), 2.55 (m, 1H,
H6), 2.29 (¢, 2H, J = 7.5 Hz, H9), 2.17 (c, 2H, J = 7.5 Hz, H9), 2.06 (m, 3H, H4,
H4a’), 1.90 (m, 3H, H5, H4b’), 1.45 (c, 2H, J = 7.4 Hz, H10), 1.44 (c, 2H, J = 7.4 Hz,
H10"), 1.40 (m, 2H, H5'), 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, H11), 0.92 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H11")

Preparacion de rac-23a y rac-23b. Se disolvieron 115 mg (0.60 mmol) de 1 en 5 mL de
tolueno y se adicionaron 172.3 mg (1.75 mmol) de anhidrido maleico. La mezcla se
calenté en microondas a 225°C por 90 min. El disolvente se evapord con rotavapor y el
crudo de reaccién se purificd por cromatografia en columna abierta, eluyendo con
Hex/AcOEt (8:2-1:1). Rendimiento: 73%. Fueron obtenidos 40.5 mg (0.14 mmol) de rac-
23a (23%, Ps =134-136°C, recristalizado de Hex/AcOEt) y 80.1 mg (0.28 mmol) de rac-
23b (46%; Ps = 161-164°C, recristalizado de Hex/AcOEt). El rendimiento calculado por
RMN 'H es de 87%, (relacién rac-23alrac-23b, 1:2.68).

rac-23a: RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 7.43 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H7), 5.44 (t, J = 7.6 Hz,
1H, H8), 3.57, m, 1H, H6), 3.18 (dd, J = 10.6, 2.2 Hz, 1H, H1), 3.13 (ddd, J = 10.6, 3.2,
1.9 Hz, 1H, H5'), 2.24 (c, J = 7.3 Hz, 2H, H9), 2.16-2.02 (m, 1H, H4), 1.89-1.78 (m, 1H,
H5), 1.57-1.40 (m, 4H, H4, H5 y H10), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H11).

RMN ®C (100 MHz, CDCl3) & 170.3 (C4'), 169.7 (C2'), 163.3 (C1), 149.2 (C3), 140.1
(C7), 136.4 (C7a), 110.4 (C8), 49.1 (C1'), 46.6 (C5'), 44.0 (C3a), 34.2 (C6), 27.8 (C4),

27.5 (C9), 22.5 (C10), 20.5 (C5), 13.8 (C11).
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rac-23b: RMN "H (400 MHz, CDCls) § 7.27 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H7), 4.92 (t, J = 7.6 Hz,
1H, H8), 3.82-3.60 (m, 1H, H6), 3.35-3.30 (m, 2H, H5', H1"), 2.42-2.12 (m, 2H, H9),
2.01-1.78 (m, 2H, H4-a, H5-a), 1.56-1.43 (m, 4H, H4-b, H5-b, H10), 0.97 (t, J = 7.4 Hz,
3H, H11).

RMN '3C (100 MHz, CDCls) & 170.2 (C4), 167.9 (C2), 162.3 (C1), 148.5 (C3), 138.5
(C7), 133.8 (C7a), 107.7 (C8), 47.7 (C1'), 44.3 (C3a), 44.1 (C5'), 34.7 (C6), 29.5 (C9),
27.0 (C4), 22.9 (C10), 22.3 (C5), 13.5 (C11).

Preparacion de rac-37. Se disolvieron 132 mg (0.69 mmol) de 1 en 5 mL de alcohol
alilico. Posteriormente, se afiadieron 193.8 mg (1.12 mmol) de acido p-toluensulfénico.
La disolucién se calentd en microondas a 225°C por 30 min. El exceso de alcohol alilico
fue evaporado en rotavapor y la reaccidn se neutralizé con disolucion saturada de
NaHCO3;. Se extrajo con Et;O (3 x 15mL). La fase organica se sec6 con una disolucion
saturada de NaCl y posteriormente con Na,SO,. El disolvente se evaporo y el crudo fue
purificado por cromatografia en columna abierta eluida con Hex/AcOEt (8:2). Se obtiene
un solido blanco (Ps = 96-98°C, recristalizado de Hex/AcOEt) de rac-37, 82 mg (0.33
mmol, 47%).

RMN "H (500 MHz, CDCl3) § 7.35 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H7), 3.95 (dd, J = 8.9, 6.9 Hz, 1H,
H14-a), 3.04 (dd, J = 11.4, 8.8 Hz, 1H, H14-b), 3.04-3.01 (m, 1H, H6), 2.28 (dddd, J =
11.4, 9.2, 6.9, 6.0 Hz, 1H, H13), 1.94-1.78 (m, 4H, H5-a, H4-a, H9), 1.73-1.51 (m, 4H,
H5-b, H8), 1.43-1.33 (m, 3H, H10, H12-a), 1.08 (dddd, J = 12.8, 6.0, 2.2 Hz, 1H, H12-b),
0.93 (t, J = 7.3 Hz, 3H, H11).

RMN ®C (125 MHz, CDCls) § 166.7 (C1), 142.6 (C7), 134.8 (C7a), 115.6 (C3), 72.3

(C14), 54.5 (C3a), 42.3 (C8), 34.7 (C6), 33.9 (C9), 30.4 (C4), 26.7 (C12), 25.2 (C13),
23.1 (C10), 22.88 (C5), 14.1 (C11).

75



Preparacion de 38. A una disolucion de 75 mg (0.39 mmol) de 1 en 5 mL de CgHg, se
le adicionaron 0.12 mL de acetilendicarboxilato de dimetilo. La mezcla se calent6 en
microondas a 180°C por 12 min; la reaccién se enfri6, se adiciond un exceso de
acetilendicarboxilato de dimetilo y se calent6 nuevamente a 180°C por 12 min. El
disolvente se evaporé con rotavapor y el crudo se purifico por cromatografia en
columna abierta Hex-AcOEt (100:0-92:8). Fueron obtenidos 72.7 mg (0.24 mmol, 61%)
de un soélido blanco, 38. P;= 88-89°C, recristalizado de CHCls.

RMN "H (300 MHz, CDCls) 5 8.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H7), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6),
5.67 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H8), 4.02 (s, 3H, H14), 3.96 (s, 3H, H17), 2.46 (c, J = 7.5 Hz, 2H,
H9), 1.55 (hex, J = 7.5 Hz, 2H, H10), 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H11).

RMN '3C (75 MHz, CDCl3) § 167.5 (C1), 165.2 (C12), 165.1 (C15), 143.7 (C3a), 135.6
(C3), 133.2 (C5), 130.7 (CB), 129.0 (C7a), 128.6 (C4), 126.5 (C7), 115.0 (C8), 53.4
(C17), 53.32 (C14), 28.5 (C9), 22.5 (C10), 13.9 (C11).

Preparacion de 39a. Se disolvieron 102 mg (0.54 mmol) de 1 en 5mL de tolueno y se
le adicionaron 0.6 mL (3.7 mmol) de propiolato de etilo. Esta mezcla se calent6 en el
reactor de microondas a 225°C por 90 min. El disolvente se destilé y el residuo se
purificd por cromatografia en columna presurizada (Sepacore) eluyendo con Hex/AcOEt
(100:0-98:2). Se obtuvieron 103 mg (0.40 mmol, 74%) de un sdlido blanco, 39a. P;= 62-
64°C, recristalizado de Hex/AcOEt.

RMN "H (300 MHz, CDCl3) § 8.26 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, H7), 8.08 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz,
1H, H5), 7.56 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H6), 6.87 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H8), 4.44 (c, J = 7.0 Hz,
2H, H14), 2.51 (¢, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 1.58 (hex, J = 7.5 Hz, 2H, H10), 1.44 (t, J = 7.0
Hz, 3H, H15), 1.00 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H11).

RMN '3C (75 MHz, CDCl3) § 166.5 (C1), 165.7 (C12), 144.7 (C3a), 137.8 (C3), 136.9

(C6), 129.3 (C7), 128.8 (C5), 127.0 (C7a), 126.3 (C4), 119.7 (C8), 62.0 (C14), 29.0
(C9), 22.6 (C10), 14.4 (C15), 14.1 (C11).
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Apéendice

Espectros
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Espectro 1. RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 1.
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Espectro 2. RMN-"H (400 MHz, CDCls) de rac-23a.
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Espectro 4. COSY (400 MHz, CDCl3) de rac-23a.
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Espectro 5. Apilacién RMN-">C, DEPT-135 y DEPT-90 (100 MHz, CDCls) de rac-23a.
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Espectro 8. RMN-'H (500 MHz, CDCls) de rac-23b.
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Espectro 9. RMN-"3C (100 MHz, CDCls) de rac-23b.
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Espectro 10. RMN-"H (500 MHz, CDCls) de rac-37.
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Espectro 13. RMN-"H (300 MHz, CDCls) de 38.
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