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1. INTRODUCCION

Las ftalidas son un grupo de acetogeninas naturales que pueden ser consideradas
guimicamente como lactonas derivadas del acido ftalico. Se encuentran
distribuidas principaimente en las plantas pertenecientes a las tribus Ammiae y
Peucedaneae de la familia Umbelliferae (subfamilia Apioideae del reino vegetal).’
Estos metabolitos han sido aislados como mezclas racémicas y pueden ser
clasificados de acuerdo a su estructura molecular en mondmeros v dimeros. Su
aislamiento,” determinacidn estructural,® reactividad quimica,® y accion

farmacolégicaa han sido objeto de diversos estudios.

Algunas especies comprendidas en las tribus Ammiae v Peucedaneae son
utilizadas en diferentes partes del mundo con fines medicinales. En particular en
México, Ligusticum porteri es una especie vegetal de olor penetrante, altamente
apreciada por los tarahumaras, e investigaciones etnomédicas informan que se
emplea tradicionalmente para la preparacion de un té que se prescribe en el
tratamiento de dolores de cabeza y fiebre, asimismo en la preparacion de
unglientos y cataplasmas que se aplican en las articulaciones para aliviar dolores
asociados al reumatismo.® El estudio quimico de la raiz de esta especie, realizado
en nuestro laboratorio, ha permitido establecer que sus principales constituyentes
son: ftalidas monoméricas (Zligustilida (1)’ y 6,7-trans-ligustidiol (2, senguiundlido
1Y®); ftalidas diméricas (toquindlida B (3)°, diligustilida (4)™® y riligustilida (5)"), acido
ferGlico (6),”® isovainiliina (7)’ monoterpenos® y recientemente se ha descrito la
presencia de p-D-glucopiranbsido de p-sitosterilo 8° y acil glucosil esteroles {9a +
9b).3

Ei olor caracteristico y penetrante de las raices de Ligusticurm porteri se
debe precisamente a la presencia de monoterpenos, ftdlidas monoméricas vy
diméricas.®
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Existen informes en la literatura en los cuales se menciona que las ftalidas
presentan diversos tipos de actividades biolGgicas, tales como refajantes de

musculo liso, y se emplean para el tratamiento de la artereoesclerosis.®



Recientemente se llevaron a cabo estudios de reactividad quimica y bicevaluacion
preliminar de algunas ftalidas, lo gue permitio determinar que estas substancias
son sedantes y también relajantes de musculo liso.'® La substancia que presentd
mayor actividad fue precisamente la ftalida dimérica toquindlida B (3), sobre a

cual versa la presente investigacion.



2. ANTECEDENTES

Toquindlida B (3) es una ftélida dimérica que fue aislada por primera ocasion de
Angelica acutiloba'' y posteriormente de Ligusticum chuangxiong'® y Ligusticum
porteri®

Referente a su actividad biologica, esta substancia incrementa en 70 % el efecto
sedante del pentobarbital sédico, provoca relajacion del 32.4 % en ileon aislado
de cobayo en concentracion de 0.05 mg /)" En la tabla 1, se presentan los

resultados de bioevaluacion de Zigustilida {1), toquindlida B (3) y diligustilida (4).

Tabla 1. Resultados de las bioevaluaciones de 1, 3y 4.'®

Bioensayo —\: g

o
(+]
o
1 3 4
Efecto sedante 50 mg/Kg (250 pl,ip)* 46.3 70.8 24.6
Relajante de musculo liso 0.05 mg/ml® 415 324 nr
a: ratén macho adulte b: fleo de cobayo mache aduito nr: ensayo no realizado

La estructura de 3 puede considerarse como un cicloaducto derivado de una
reaccién de cicloadicién [nd4s+n2s] (Diels-Alder) de dos unidades de ZHigustilida
(1), en la que el diena conjugado de una motécula reacciona con la ligadura doble
C(3)-C(8) de otra, como se ilustra en la figura 1.



Figura 1. Crientacién molecular de Z-ligustilida (1) en la reaccion de cicloadicion
[rds+m2s].

En 1997 Wakamatsu y colaboradores informaron la obtencion de toquindlida B (3)
y diligustilida (4), al someter Zligustilida (1) en las condiciones mostradas en el
esquema 1."

o—-u——--ci . o
o kﬂ o "0

a: bencene, 16 h, refiujo 4% 2%
b: tube sellado, 160 °C 0% 22%

Esquema 1. Obtencidén de toquindlida B (3} v diligustilida (4) por medioc de Ja reaccién de

cicloadicidn [nds+n2g] (Diels-Alder).

Por otro lado en nuetro labeoratorio se levé a cabo, el tratamiento de esta misma
materia prima en tubo cerrado a 160 °C, generandose 4 en un 22 %."

A continuacion se presentara la reactividad informada para las ftalidas diméricas
10, 5 y 4. Hofle y colaboradores informaron una serie de reaccionas realizadas en
angeolida (10), las cuales fueron llevadas a cabo para corroborar la estructura.

Angediida (10) es una ftalida dimérica aislada de Angelica glauca, cuya estructura



pude ser considerada como producto de una reaccién de cicloadicion [mds+n2s]
del dieno de una molécula de Zigustilida (1) con la doble ligadura C(3)-C(8) de
una molécula de Edigustilida (11). Hofle informé que la termolisis de angedlida
{10} en toluenc genera una molécula de Zligustiida (1) y otra de Fligustilida (11)

por medio de una reaccién retro Diels-Alder, como se ilustra en el esquema 2.%°

Esquema 2. Reaccion retro Diels-Alder de angediida (10).

Adicionalimente, el tratamiento de (10) con Na,COs; bajo las condiciones de
reaccion descritas en el esquema 3, permite el aislamiento del ceto-acido
correspondiente 12, que es el producto de la apertura de la lactona fusionada al
hiciclo (C(3'a) y C(7'a)). Cuando 10 reacciona con metanol en medio basico, se
obtiene el ceto-éster metilico 13 (esquema 3).% Al someter a 10 a hidrogenacion
catalitica se obtiene 14, que es el derivado de hidrogenacion de las ligaduras
dobles C(8)-C(7) y C(7')}-C(7'a), y 15 que es el producto de reduccion del enlace
doble C(7")-C(7'a) aromatizado (esquema 3).
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Esquema 3. Reacciones de angedlida (10}

Por oftro lado, riligustilida (5), es otra ftalida aislada de Ligusticum porteri. Esta
puede ser considerada como producto de la cicloadicion [r2s + n2s] de la ligadura
doble C(3)-C(8) de una unidad de Zigustilida (1) con ia ligadura doble C{8}-C(7)
de otra. Se informd que [a hidrogenacién catalitica de 5 produce el producto de
saturacion de las olefinas C(6)-C(7) y C{3)-C{8) (16), vy el producto de
aromatizacion 17 (esquema 4).™
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Esquema 4. Reaccidn de hidrogenacién catalitica de riligustilida {5).

La diligustilida (4) ha sido sometida a diversas reacciones como son la
hidrogenacidn catalitica, ta cual genera el compuesto 18 derivado de fa reduccion
de los enlaces dobles C(7')-C(7’a) y C(3)-C(8) y 19 donde sdlo la olefina C(3)-C(8)

es reducida (esquema 5).°

18 19

Esquema 5. Reduccion catalitica de diligustilida (4)™

Per otro iado, el tratamiento en medio alcalino de diligustilida {4), permitié la
obtencién de compuestos policiclicos (20 a 22) derivados de condensaciones
alddlicas intramoleculares. La secuencia mecanistica se muestra en el esquema
6. Estas reacciones permiten la formacién de nuevas uniones carbono-carbono
intra-molecuiares, a través de la tormacion del intermediario B. El cual lleva a cabo
una adicién al grupo carbonilo del éster metilico para generar C; este sufre la
desprotonacion del carbono C(8) generandose G, que produce 20 por medio de
una reaccién de O-acilacion sobre C-3 ¢ los epimeros en C-8' (21 y 22), por medio
de una C-alquitacién sobre C-1, a través de los intermedirios D-F.'
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4 Diligusthide

Esquema 6. Reacciones de condensaciones intramoleculares de diligustilida (4)."°

Adicionalmente, se informé la lactonizacidn estéreo-selectiva del hidroxi-acido de
diligustilida (25) dependiente del disolvente. El compuesto 25 es cbtenido por
apertura en medio bdsico de 4 para dar 23, el cual es reducido posteriormente de
manera estereoselectiva (23A) con NaBH, en metanol. La lactonizacién de 25 en
dos diferentes disolventes permite la obtencién diferenciada de 26 y 27. En el
esquema 7 se muestra la formacidn de 27 a través del anhidiido mixto
{intermediario 25B°), el cual sufre el ataque nucleofilico por parte del hidroxilo por
medio de un mecanismo de adicion eliminacion. Para la formacién 26 se
considera como intermediario al éster 25A°, e} cual sufre el ataque del hidroxilo del

acido y mediante un mecanismo de sustitucion nuclecfilica, se obtiene 26.
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Esquera 7. Lactonizacién estereoselectiva de hidroxi-dcido de ditigustilida (25)."

A partir de las reacciones descritas, puede comprenderse la reactividad singular
de las ftdlidas diméricas. Generalmente existe competencia entre las numerosas

10



posibilidades de reaccién, lo cual genera varios productos. El manejo experimental
de las variables nvolucradas para generar en forma exclusiva un sélo producto
aun no esta definido, por lo que es deseable [a realizacion de mayor

experimentacion y andlisis sobre la reactividad de estos compuestos.

i



3. JUSTIFICACION

Debido a que toquindlida B (3} es el compuesto gue presenta la mayor actividad en
potenciar el efecto sedante de pentobarbital sddico seglin se ilustra en la tabla 1, y dada
la reactividad caracteristica de las ftalidas diméricas, se considerd pertinente ia realizacion
de estudios referentes a la reactividad quimica de 3. Estos estudics permitiran la
obtencion de derivados de 3 que eventualmente seran bioevaluados, para establecer la
refacién entre la estructura molecular y la actividad biolégica.

4. OBJETIVO

Generar conocimiento sobre la reactividad quimica de toquindlida B (3) por medio del
analisis de los resultados referentes a las reacciones de hidrélisis, reduccion, adicion y
condensacién intramolecular, en particular, sobre la situ-, regio- y estereo- diferenciacion
de estas reacciones.

12



5. RESULTADOS Y ANALISIS,

La toquindlida B (3) se aisld a partir del extracto acetdnico de la ralz de la planta
Ligusticum porteri. Adicionalmente, se aislaron Zigustilida (1), diligustilida (4), vy 4cido
ferilico (5). Estos compuestos se identificaron por comparacion directa con muestras
auténticas aisladas anteriormente por nuestro grupo de trabajo.”®

A continuacion se describirdan las reacciones realizadas sobre las ftdlidas diméricas,
Inicialmente se presentan las reacciones ilevadas a cabo sobre toquindlida B (3) que
incluyen la reduccidon quimica, condensacion intramolecular e hidrélisis basica.
Posteriomente se describiran los resultados obtenidos de las reacciones efectuadas sobre

e} ceto-geido de foquindlida B (35) y la pirazolina {39} que son derivados de 3.

5.1. Reacciones de toquindlida B (3).
5.1.1 Reduccién de toquindlida B con NaBH, en THF. Obtencidn del rei-(7’a S§)-7'.7’a-
dihidro-toquindlida B (29).

Previamente en nuestro grupo de investigacién se llev a cabo la reaccidn de reduccidn
de diligustilida (4) con NaBH, en THF, obteniéndose la ret{7'aS)-7',7'a-dihidro-diligustilida
(28). De acuerdo a la reaccion descrita en el esquema 8. Estos resultados permitieron
establecer que el enlace doble C(7'}-C(7'a) es mas reactivo a nucledfilos que C(3)-C(8').

NaBH, / THF
15 min

Esquema 8. Reaccion de reduccidn de diligustilida (4) con NaBH, en THF.

Al aplicar las condiciones descritas para diligustilida (4) a toquindlida B (3}, se obtuvo en

13



85 % de rendimiento, un solo producto de reaccion de menor polaridad que la materia
prima que corresponde a 29 (esqguema 9). Este producto presenta por espectrometria de
masas el ion molecular en m/z 382, que indica la pérdida de un grado de insaturacion por
adicion de hidrégeno. En su espectro de RMN'H (espectro 1) desaparece la sefal
correspondiente al hidrégeno vinilico H-7', lo que indica que la ligadura doble C7-C7'a fué
reducida. Ademas se localizan las sefiales asignables a los hidrdgenos H-7 en 8 6.17 (d,
J=9.2 Hz), H-6 en & 5.97 (di, J= 9.2, 4.5) del dieno, la sefal de! hidréogeno H-8" en 6 4.69
(dd, J= 7.2,1.3) y un triplete en § 2.86 {H-7a, J= 10.9) correspondiente al protén o al
carbonilo. El espectro de IR (espectro 2) de este compuesto presenta las sefales
caracteristicas def carbonilo de ia lactona endlica (1792 cm"), carbonilo de la lactona o,
insaturada (1750 cm") y éster de enal {1708 em™). Es importante mencionar que esta
reaccion genera un nuevo centro quiral en C-7a, el cual fué propuesio con

estereoquimica relafiva S, por la equilibracién que procede en las condiciones de

a_.H
)\E;H 9 4 5
o]

o) NaBH, / THF
(s} 40 min

3

reaccion.

Esquema 9. Reaccién de Reduccidn de toguinolida B (3) con NaBH, en THF. Obtencicn del rek
(7’aS) 7', 7'a-dihidro-toquindlida B (29).

5.1.2 Condensaciones intramoleculares de toquindlida B (3). Obtencion de 30.
Con e fin de investigar la reaclividad de 3 en reacciones de condensacion
intramoleculares, se procedid a hacer reaccionar a toquinélida B {3} con NaOH en

THF/metanol, baje las condiciones descritas en la seccién experimental, permitiendo el
aislamiento de un solido (47.5% de rendimiento). El espectro de masas para este
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compuesto presenta el ion molecular m/z 398, correspondiente a la adicion de una
molécula de agua con respecto a la materia prima. £l analisis de los espectros de IR
(espectro 3) y BMN'’C (espectro 4) indican la presencia de acido camoxilico (IR 3400-
2870 y 1684 cm™ y 8¢ 167.36), y-lactona (IR 1753 cm™ v 8¢ 168.87) y un carbonilo de
cetona (IR 1709 cm’y §; 212.86). El espectro de RMN C (espectro 4) presenta 24
carbonos: 3 carbonos de carbonilo, 5 carbonos de metino (& 154.23, 137.19, 57.23, 42.00
y 35.75), nueve de metileno y dos de metilos. Es notabie la desaparicion de las sefales
que se asignaron a los carbonos de los metinos, C8', C8 y C7, con respecto a la materia
prima, lo que indica que precisamente estos son los carbonos involucrados en [a reaccidn.
El espectio de RMN'H {espectro 5) confirma la desaparicion de las sefiales que se
asignaron a los hidrégenos H-8, H-6 y H-7 y la generacion de una sefal triplete en & 6.91
que integra para un hidrégeno {J= 3.5} correspondiente & unt metino de ligadura dobie
trisustituida. El desplazamiento quimico de este triplete indica que se debe encontrar
unide a un grupo electroatractor, probablemente el carbonilo de la jactona (fragmento A).
La sefal doblete 8§ 7.76 (J= 7.2), correspondiente a H-7’, correlaciona en el espectro
COSY (espectro 64}, con un singulete ancho en & 2.92 que permite asignario como H-6," y
generar el fragmenio B. En &y 2.63 se observa una sefial compleja de metino; su
desplazamiento indica que se encuentra ¢ a un grupo electroatractor {como carbonilo o
enlace doble), y se encuentra acoplado a sefiales mltiples a campo alto § 1.5-1.3 y &
1.10-0.97 (fragmentos C y C', espectro 6B). El resumen de los datos y fragmentos
generados de este andlisis se describen en la figura 2.

La elucidacién estructural de este producto se deducird considerando (a) los fragmentos
ilustrados en la figura 2 y {b) las posibilidades de reaccién de la materia prima, como se
describe en los siguientes parrafos.
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H 8,292

H & 776
. o 5 154.23
§167.36 0
H O OH
&1 6.91
5¢ 137.19
A B
Sn263 0d¢c 212.85
B¢ 57.22 7%}
CH
%CH\ N
c 154

Figura 2. Fragmentos estructurales propuestos

De acuerdo a la informacién descrita en el esquema 3 para diligustilida (4)," es posible
proponer la apertura de la lactona fusionada aj biciclo mediante ia adicion del idon
hidréxido, formandose el carbanion correspondiente intermediario A (esquema 10). Este
intermediario se encuentra en equilibrio tautomérico con el englato (intermediario B).
Congsiderando la presencia de los centros electrofilicos en la estructura, es posible
proponer dos rutas de reaccion para cada entidad nucleofilica {carbanion v enclato), que
son la alquilacion y la acilacién. El andlisis antes descrito genera cuatro posibles
productos de reaccion 30-33, cuya formacién se jlustra en el esquema 10 y se describe a
continuacién, La reaccidn de tipo Michael del carbanion A generaria el producto 30
mediante la ruta a (C-alquilacion), mientras que la reaccion con el carbonilo lactnico (ruta
b) formaria el producto 31 mediante una C-acilacién. Complementariamente, la reaccién
del enclato (intermediario B) mediante la ruta ¢ produciria el éter de enol 32 (O-
alquilacion). La reaccién anterior esta en competencia con la adicion at carbonilo lactonico
{ruta d, C-acilacién), la cual formaria la lactona 33. El andlisis de los datos
espectroscopicos resurnidos en la figura 2, para el producto de reaccién esta de acuerdo
con la estructura 30, obtenida de la ruta de C-alquilacion (ruta a). En efeclo, esta
estructura es congruente con la presencia de los tres carbonos carbonilicos, los 9 metinos
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y dos metios. La sefial en & 6.91 (t, J= 3.45, H-7} comesponde al hidrégeno B- de la
lactona o f-insaturada; la sefal de los protones H-6 en 2.42-2.21 {m) es asignada por la
correlacion en el espectro COSY {espectro 6A). El protén en § 2.63 es asignado a H-8', es
decir al protén « al carbonilo, los protones H-8 se localizan en § 1.50-1.30 y 1.11-0.97
{espectro 6B). El nuevo centro quiral en C-8' en el producto de reaccién se propone con
esterecquimica relativa R, por la equilibracion que procede en las condiciones de
reaccion.

nita a
—_—
{C-alquiiacion)
BH

H
ol

—-——-——b-—-h-
(C—aculacldn) E
3 o COQOH
B 0 oo 3
nta ¢ l (O-alquilacién)
BH

H

0 rutad E
° (O-acﬂacu’m) COOH
N COO
o) COCH 23
32
a: C-Alguilacion ¢t O-Alquilacién
b: C-Acilacién d: O-Acilacion

Esquema 10. Posibles rutas de reaccidn en medio basico de toquindlida B (3).
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Una mejor representacion grafica de 30, puede ser obtenida por medio de una rotacidn de
120° de la molécula, en el sentido de las manecillas del reloj en el eje perpendicular ai
planc del papel (esquema 11). Adicionalmente se observé la presencia de productos de
menor abundancia que no pudieron ser aislados y caracterizados debido a su baja

proporcion en ta mezcla.

& ky_}é
! 6 :
o 7 7 naoH c T
THFf MeOH 7‘3
. b N HOOC
. o COGH

47.5%
30

+ otros
producios

Esquema 11. Representacion espacial de 30.

Para lograr mayor homogeneidad cromatografica y comprobar quimicamente la presencia

de! acido, se llevd a cabo la metilacion del compuesto 30.

5.1.2.1 Metilacion de 30.

El compuesto 30 fue metilado con diazometano en éter (esquema 12) segun la técnica
descrita en la seccién experimental, obteniéndose un aceite, el cual fue identificado, por el
andlisis de los datos de RMN'H, como e! éster cormrespondiente 34. La presencia del

metoxilo se confirmé por la observacidn de un singulete en § 3.74 {espectro 7).

Esquema 12, Metilacién de 30.
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La estructura 34 fue confirmada mediante el andlisis del espectrc HMBC (espectro 8BA y
8B), ya que se observo la correlacion del hidrégeno H-8 en & 2.64 con C-3 (8¢ 212.91) v
con C-3a (8¢ 50.89). En la figura 3 se describen sucintamente los datos espectroscépicos
de 30 y 34.

H
53163

34

Figura 3. Datos espectroscopicos selectos de 30 y 34 y correlaciones a larga distancia (HMBC) de
34.

5.1.3 Hidrdlisis basica de toquindlida B (3}. Cbtencidn del ceto-dcido de toquingdlida
B (35).

Previamente en nuestro grupo de investigacion se llevé a cabo la hidrélisis alcalina de
toquindlida B (3}, utilizdndola como compuesto modelo para establecer {a reactividad
quimica de las lactonas, y generar analogias con diligustilida (4). Esta reaccidn se
describe en el esquema 13,
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k»;:» };g—jc>
NaeCOs 10% O
———i

0 © 0 COCH

3 35

Esquema 13. Hidrdlisis de toquindlida B (3) para obtener el ceto-acido de toquindlida B (35).

Para llevar acabo la hidrélisis de 3 se ufilizaron inicialmente las condiciones informadas
por Hofle para angedlida (10}, que es ¢l epimero en C-8 de toquindlida B (3), las cuales
son descritas en la tabla 2, Al aplicar estas condicicnes a 3, no se observé modificacion
de la materia prima, después de amplios pericdos de tiempo (24 h), debido a la poca
solubitidad de 3 en la mezcla de reaccidn, por lo que se decidid utilizar acetona como
codisolvente. Las condiciones de reaccién se describen en la tabla 2.'® El tratamiento
descrito permitid e} alslamiento de un sdlido el cual fué identificado como el ceto-acido de
toquinclida B (35).

En este trabajo se decidio utilizar las condiciones descritas para 3, en la referencia 10b,
pero no se observé homogeneidad de la mezcla de reaccidn, por lo que se adicionaron 10
mi més de acetona. A los 20 min de reaccion no hay consumo total de la materia prima,
de acuerdo al andlisis par CCF, y se decidid continuar la reaccién por 1 h 10 min mas sin
lograr el consumo total de la materia prima. Las condiciones de reaccién {experimento 1)
se encuentran descritas en la tabla 3. El método antes descrito disminuyen en 13 % &l
rendimiento de 35 con respecto a la referencia 10 b.

Es importante mencionar que las variables de reaccién a modificar son la concentracion
de la base y el tiempo de reaccién. Precisamente, analizando las proporciones de base se
cbservé que habia un exceso de ésta (35 veces mas), por lo que se disminuyd en
concentracion. Se utilizaron las condicicnes mostradas en el experimento 2 (tabla 3),
obteniendose 54 % de rendimiento, fo que corresponde a 7 % de incremento sobre el
experimento 1. Al parecer, la disminucién de la concentracién de base incrementa el
rendimiento.
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Posteriormente, se decidid evaluar el efecto del tiempo de reaccion bajo las condiciones
de reaccién 2, 3 y 4 {tabla 3) mostrandose que hay disminucion del rendimiento por
incremento en ef tiempo de reaccion. Para el tiempo de reaccién en que se logra consumo
total de la materia prima, analizando los productos de reaccion por CGF, se decidio hacer
un analisis del aumento en la concentracion de la base. Al realizar los experimentos 5y 8
no se chserva claramente el efecto de la concentracién de la base en el rendimiento.
Aunque estos ensayos tienen que ser realizados a menores periodos de reaccién (15, 30,
60 min), se puede observar que la disminucién de la concentracién de la base favorece el
rendimiento de la reaccion a tiempos de reaccion amplios (1.5hy 6 h).

En todos los experimentos realizados (1 a 6 tabla 3), se obtiene un solo producto de
reaccion, el cual no se presenta como una mancha homogénea por cromatografia en
capa fina {eluyente: hexano-acetato de &tilo 7:3) y es necesaric la adicién de acido acético
en la mezcla de elucidn. El producto de reaccidn es sensible al aire, por lo que debe ser
almacenado bajo atmdsfera de nitrdgeno y a bajas temperaturas. Presenta en el espectro
de IR (espectro 9) una banda ancha de 3400 cm™ a 2450 cm™ que confirma la presencia
del hidroxilo del Acido carboxilico; se observa la desaparicion de la banda correspondiente
a la lactona fusionada al biciclo (1774 cm™) presente en toquindlida B (3); permanece la
banda del carbonilo de la y-lactona-c, B-insaturada en 1747 cm™, y se observan sefales en
1706 y 1689 cm’ asignables a los carbonilos de la cetona y dei 4cido generados,
respectivamente. En su espectro de RMN'3C (espectro 10) obtenido con desacoplamiento
de hidrégeno se observan las sefiales de cetona (5 208.25), &cido (8 169.89) y lactona (&
170.74). Estos datos permiten deducir que este producto de reaccién es, en efecto, el
ceto-acido de toquindlida B (35).

Cuando se lleva a cabo la reaccidon de hidrolisis basica partiendo de 4,5-deshidro-
toquindlida B (36, anexo 1), bajo las condiciones de reaccion utllizadas para 3, se obtiene
el ceto-acido de 4,5-deshidro-toquindlida B (37, anexo 1), €l cua! fue identificado por el
analisis de su espectro de RMN'H (espectro 11).

Con el fin de lograr homogeneidad cromatografica y comprobar quimicamente la
presencia de acido se procedido a metilar el ceto-dcido de toquindlida B (35), con
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diazometano en éter.

Tabia 2. Condiciones de reaccion para angedlida (1 0)‘m y toquindlida B (3).

10b

Sustrato Acetona Na,C0O; Tiempo % %
)] de Rendimiento  Recuperacién
reaccion
{rin}
Angedlida (10) MNo 0.9433 3 89 No
cuantificado
Toquindlida B (3) 10ml 0.4717 20 60 20

Tabla 3. Condiciones de reaccidon para la hidrdlisis de toquindlida B (3).

No. de Toguindlida B {(3) Na,CO; Tiempo % de % de
Experimento (M) (M) de Rendimiento de 35 Recuperacion
reaccién de toguinolida B (3)
(h}

1 877 X10° 0.314 1.5 47 No cuantiticado

2 8.52 X102 0.323 15 54 28

3 5.79%10% 0.314 3.0 47 8

4 597X10% 0.314 6.0 46 Consumo total

5 5.91X10? 0.63 6.0 44 10

8 5.93X10% 1.26 6.0 47 7
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5.2 Reacciones del ceto-acido de toquindlida B (35).

5.2.1 Reaccion del ceto-acido de toquinéiida B (35) con diazometano,

Se ilevd a cabo fa metilacion de ceto-acide de toquindlida B (35) de acuerdo a la reaccién

dascrita en la esquema 14, para obiener el ceto-éster de toquindlida B (38).

o COOH

35

Esquema 14. Reaccion de metilacién de ceto-acido de toquindlida B (35) con diazometano.

E! ceto-4cido de toquindlida B (35) fue tratado con una solucién de diazometano en éter
por aproximadamente 50 min (las condiciones de reaccién se describen en la seccién
experimental), obteniéndose un compuesto que presenta un ion molecular de m/z 454,
diferente al esperado para 38 (m/z 412). Se observa también una pérdida de 28 unidades
de masa lo cual es congruente con eliminacion de una molécula de nitrégeno. El analisis
del espectro de RMN'H {espectro 12) pemitid identificar al singulete del metoxilo en §
3.67. Adicionalmente, se observa un doble de doble en & 6.24 (J=2.1, 9.6) acopiado a un
multiplete § 5.94 correspondientes a los protones vindlicos H-7 y H-6. Asimismo, no se
observa el hidrogeno H-7' del acido o, B-insaturado, fo que indica que esta ligadura doble
se modificé. Adicionalmente se localizan dos sefiales dobles de dobles acopladas en §
491 {J= 45, 18.9) v § 4.71 (J= 9, 18.9) que integran cada una para un hidrdgeno
metiiénico geminal a un grupo desprotector, muy probablemente N=N; se encuentran
acopladas a un doblete en § 2.81 (J= 8.2, espectro 13) que integra para un hidrégeno. Los
datos antes mencionados generan el fragmento CH-CHz-No. Por lo tanto, ademas de la
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metilacion del acido, se llevd acabo la adicidon al enlace doble del acido o,B-insaturado,
generandose un nuevo anillo de cinco miembros. La farmula minima CagHasNoO5 de este
producto es congruente con el ion molecular encontrade {m/z 454). La informacion
descrita en la literatura, sefiala que las ligaduras dobles activadas al ser tratadas con
diazoalcanos generan pirazolinas, en las cuales la funcionalidad N=N; se localiza o al
grupo desprotector (COOCH;).'® El analisis del especiro COSY (espectro 13) de este
compuesto permite concluir gue el compuesto obtenido es la A’—pi;azolina. Debido a que
la adicién de diazoalcanos, de acuerdo a los datos descritos en la literatura, se efecta por
un mecanismo de adicién 1,3-dipolar concertado, se generaria la pirazolina cis. Se
propone que la adicion de diazometano se efectiia por el lado con menor impedimento
estérico, generando como producto de reaccion el compuesto 39. En el esquema 15 se

describe fa adicion de diazometano ai ceto-éster de toguindlida B (38), para generar 39,

Esquema 15. Adicidn 1,3-de diazometano a ceto-dcido metilado de toguindlida B (38).

Para lievar a cabo la obtencion de 38 se tratdé 35 con diazometano en éter, gota a gota,
obteniéndose un compuesto que presenta por espectrometria de masas un jion molecular
de 412 (CasH20s). El espectro de RMN'H (espectro 14) presenta un singulete § 3.69 del
metoxilo, un doblete en & 7.26 (J= 6.9) correspandiente a H-7' del ceto-éster o, B-
insaturado, un doblete ancho § 6.10 (J= 9.3 Hz) acoplado con un doblete tripleteado en §
5.88 (J= 4.2, 9.3) correspondientes a H-7 y H-6 del dieno, el protén H-6" en § 2.83 (m). En
el espectro de RMN™C {espectro 15) se observan las sefales caracteristicas de los
carbonos carbonilicos de cetona (8 208.62), éster (8 166.72), y lactona (8§ 170.70), la sefial
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de metoxilo en § 51.99 y las sefiales de los metinos de los carbonos C-7’ (6 146.44), C-6
(8 128.47), y C-7 (3 116.54). Estos datos son congruentes con fa estructira del ceto-éster
de toquindlida B (38). Cuando se intenta se consuma ef total de fa materia prima, al dejar
un mayor iempo de reaccién, se obtienen mezclas de la pirazolina (39) y del ceto-éster
(38).

En la figura 4 se presentan datos selectos de IR y RMN'™C para el ceto-acido de
toquindlida B (35) y el ceto-éster de toquindlida B (38) y los informados en la referencia 4b
para el ceto-acido de angedlida (12) y el ceto-éster de angedlida (13).

4\283H
O \053 12847
512838 170,70
[o} 116 54
12226 511648 146.49
3R 22450y
o way A N2,
Q ]
COCH  5is987 20862 5199
38
a7 H 84
0 %690 o 9.5
; 120.1
1703 ot 1703 - 250
Q 187
146.8 35,1 143.8
518
210
0 COCH & COOM
LY
20,4t 1702 zoz 1658
12 13

Figura 4. Datos selectos del ceto-acido de toquindlida B (35), el ceto-éster de toquindlida B (38), el
ceto-acido de angediida (12) y el ceto-éster de angedhida (13).%
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Tabla 4. Datos de RMN'?C en ppm de 35, 38, 12y 13

c 35 12 38 13
1 170.74 170.3 170.70 170.6
3 90.28 26.0 90.53 95.9
3a 166.63 164.5 165.72 164.4
25.3 251
23.3 22.3
128.37 128.1 128.47 129.0
v 116.48 116.7 116.54 116.7
7a 122.26 124.8 122.306 124.4
42 69 48.7 42.83 434
8 353 351
10 283 249
ik 13.9 13.9 13.7 13.7
1 169.89 170.2 166.72 165.8
3 208.26 208.4 208.62 208.2
Ja 58.53 59.8 58.99 59.9
¥ 22.0 215
5 21.7 21.8
& 33.52 356 33.39 3541
7 149.56 146.8 146.44 143.6
T'a 136.02 135.8 136.90 136.2
g 40.90 41.2 41.04 410
g 28.0 27.8
10 228 23.0
17 13.9 13.9 13.7

5.2.2 Reduccién de ceto-acido de toquindlida B (35).

Considerando la informacién previamente descrita para diligustilida (4), correspondiente a
las reacciones de lactonizacion estereoselectiva del hidroxi-acido 25 (esquema 7),'* se
procedié a efectuar la reduccién del ceto-acido 35 para la obtencidn de 40, mediante la
secuencia descrita en el esquema 16. El compuesto 40.serd sometido eventualmente a
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condiciones de lactonizacion estercoselectiva.

NezCQs 10 % NaBH/MeOH 0
T . _—

O © o COCH '‘oH COOH
3 35 40
Esquema 16. Secuencia de reacctones para la obtencion del hidroxi-acido de toquindlida
B (40).
5.2.2.1 Reduccion de cetoacido de toguindlida B (35) con NaBH,; en isopropanol.
Obtencién de los epimeros del 3°,8°,7°, 7’ a-tretahidro tequindlido B (41 y 42).

Previamente en nuestro grupo de investigacion se informé la reaccién de reduccién de
ceto-acido de toguindlida B (35) por medic de las condiciones descritas en el esquema 16,
obteniéndose un compuesto de menor polaridad que la materia prima al que se le asigno
fa estructura 40.'"

Al someter a las condiciones descritas anteriormente (NaBH. /metanoi) al ceto-acido de
toquindlida B (35), no se observa modificacién alguna de la materia prima, atin después
de amplios periodos de reaccidn (24 h), lo cual implica que la técnica descrita en la
referencia 10b omite algin dato experimental. Se decidid emplear, por consiguiente,
NaBH; en isopropanol, El tratamiento de 35 bajo las condiciones descritas en la seccion
experimental, permitié el aislamiento de un sdélido en un 33 % de rendimiento. El espectro
de IR del producto (CHCly, espectro 18) presenta absorciones atribuibles a metilos y
metilenos (2960 y 2876 cm™), en 1749 em™ de lactona o,B-insaturada, y no se observan
las bandas de absorcién caracteristicas de oxhidrilo y &cido carboxilico. El anélisis del
espectro de RMN'H {espectro 17) permite deducir que se trata de una mezcla de al
menos tres productos. Se determind la presencia del compuesto asignado como el
hidroxi-acido de toquindlida B (40) en la referencia 10 b como constituyente de esta
mezcla por ta identificacion de un doble de doble en & 4.34 correspondiente al hidrégeno

H-3' y del protén H-7' (5 7.49).'® Adicionalmente se observan dos dobles de dobles en &
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4.08 y § 3.99, asignables a los protones geminales a oxigeno (figura 5).

P L S L s s e i

4.32 4.06 4.00 ppm

Figura 5. Seccion del espectro de RMN'H de la mezcla de productos de reduccion de 35 con
NaBH, en isopropanol.

Para determinar la estruciura de los otros constituyentes de la mezcia de reaccion, esta
fue separada por CCF de acuerdo al méfodo descrito en la parte experimental,
permitiendo el aislamiento de dos productos de reaccion. En el espectro de RMN'H
{espectro 18} del producte de menor polaridad (el mds abundante), se observan dos
dobletes tripleteados acoplados en & 6.22 (J= 9.5, 1.5), y en § 6.02 (J= 9.5, 3.5
correspendientes a los protones H-7 y H-6 del dieno homoanular, y un doble de doble §
3.99 (J= 9.5, 3.5, H-3') del hidrégeno geminal ai oxigeno de lactona (IR 1751 cm™). En el
espectro de RMN'H ({espectro 19) del producto de mayor polaridad se observan sefiales
caracleristicas del dieno en & 6.26 dt (J=5.6,1.72 H-7) acoplado con otro dt en 6.02 {J=
9.52, 4.24, H-6) v el hidrégeno H-3’ como un doblete en § 4.06 (J= 11.8). La ausencia de
la sefial caracteristica del protén olefinico presente en la materia prima H-7', en ambos
productos, indica que se levé a cabo la reduccién de la ligadura doble C(7')-C{7'a)..La
integracion de estos datos espectroscopicos permiten concluir que este par de
compuestos son fos epimeros en C(3') del tetrahidroderivado de togquindlida B, 41 y 42. En
el esquema 17 se ilustran los productos de esta reaccion. L.a asignacion propuesta de los
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ceniros quirales C(3) y C{7'a) se basé en que la adicibn de hidruro y posterior
equilibracién en las condiciones de reaccién permiten la obtencién del compuesto de
mayor estabilidad, es decir, aquel que contenga a la lactona en disposicion cis, y que el
efecto de desproteccion paramagnética ejercido por el carbonilo C(1) sobre H-3" en el
epimero 42 llevaria esta senat a campo mas bajo (8 4.06) que ia sefial correspondiente H-
3’ del epimero 41 (& 3.99).

k).;:z }Q——H(:>
H
&2 1% NaBH; / isopropanol o

[#)

—_— Caa
2}Hz0, 5min
0 COOH g o~ ©

41 42

35
8 H3t 3.99 3 st 4.06

Esquema 17. Obtencidén de los epimeros C-3 del tetrahidroderivado de toquindlida B (41 y
42).
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5.2.2.2 Reaccién de reduccién de 35 en etanol. Obtencidn del 3°,8’-dihidro-
toquindlida B (43).

Debido a que la reduccién de ceto-dcido de toquindiida B {35) con NaBH; en
isopropanol, no condujo a la obtencidn de el compuesto asignado como 40 en
rendimientos aceptables para su separacion CCF, se decidié realizar otra reaccion
de reduccion para evitar la reaccion de reduccion 1,4 y la lactonizacion in sifu, por
{o que se utilizdé etanol como disolvente.

Al tratar el ceto-écido de toquindlida B (35) con NaBH, en etancl, se cbserva por
medio del analisis por CCF la aparicion de cuatro productos de reaccion, tres de
menor polaridad (a, b y ¢) que la materia prima, y otro de mayor polaridad {d,
figura 6A). El andlisis comparativo de esta mezcla por CCF con los compuestos 41
y 42, permite identificar su presencia como a y b (figura 6B). Para lograr la
identificacion de todos los productos, esta mezcla fue sometida a purificacién por
CCF. Al purificar los productos de reaccion dividiendo cuatro zonas de la placa
cromatografica (1: ay b, 2: ¢, 3: 35, y 4: d, 6C) se cbserva que el compuesio
ofiginalmente de mayor polaridad (d), al ser extraido de la silice y reanalizado por
CCF se fransforma a uno de menor polaridad {d), que coincide en Rf con el

compuesto adn no identificado por CCF (e, figura 6C).

a 41 - Ne i

25 = bwd| {|@ae 42 .

=" < G 2{l o ¢ oe od
- B @ @ 3{ = @® 35

o d < d L N (=Y P —
= U e = e e e g === |- = — R m———— [ S
35 M 3B M

A B c

Figura 8. Andlisis por CCF de la mezcla de reaccion (M) y los productos de reaccidn aistados por
CCP.
Para determinar la identidad de ¢ igual a d’ (originalmente d) fueron enviados
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juntos a IR (figura 7), obteméndose espectros muy semejantes (20 v 21):
absorciones en 3400 cm’™' que no pueden ser atribuidas a las vibraciones O-H de
acido, ya que son pequefas y angostas. En ambos espectros de IR {c y d”) son
manifiestas las absorciones de mefilos y metilenos (2961, 2875 cm”} y el
carbonilo de lactona (1749 ¢cm’™"). Sin embargo, se observan ligeras diferencias en
los espectros de IR (figura 7) que no permiten llegar a2 una conclusion definitiva,
por lo que se corrieron los espectros de RMN'H para ambos compuestos (figura
8). El espectro de RMN'H {espectro 21} para el compuesto ¢, presenta un doblete
en 7.50 (1H, J=6.84, H-7'), cuatro multipletes: en & 6.24-6,16 (1H, H-7), en § 5.98-
589 (1H, H-8) en & 4.34 (1H, H-3) y § 3.05 (1H, H-6); y para e! segundo
compuesto (d°, espectro 23) presenta un doblete en § 7.49 (1H, J=6.84, H-7"}, un
dd en § 6.18 (1H, J= 9.48, 5.96, H-7), un dt 5 5.96 (1 H, J= 9.5, 3.32, H6) del
dieno, una sefial maftiple en § 4.34 (tH, H-3"), y por dltimo, otro multiplete de &
3.04-3.08 (1H, H-6). La comparacion de esios datos permitid establecer que
esios compuestos son substancias idénticas, por lo que las diferencias en los
espectros de IR y RMN'H son atribuidas a los diferentes grados de pureza de las
muestras. Por 1o tanto se concluyé que el compuesto obtenido es el
dihidroderivado de toquindlida B (43), es decir el producto de reduccion 1,2
lactonizado del ceto d4cido de toquindlida B (30). Esto sugiere que muy
probablemente, el productc de mayor polaridad cbservado por CCF es el
compuesto hidroxi-dcido de toquindlida B (40), que en las condiciones de
aislamiento, se lactoniza (d — d’ = ¢). En el esquema 18 se ilustran los productos
de esta reaccion. La estereoquimica en C-3' de 43 se asign6, baséndose en el
desplazamientc a campo bajo de H-3, que se encuentra desprotegido por el
carbonilo C(1). Es importante mencionar que el compuesto identificado como
dihidro-toquindlida B (43) en la preserte investigacion, presenta las mismas
sefiales de RMN'H y RMN™C que para el compuesto asignado como 40
(estereoquimica indefinida en C(3’), espectros 24 y 25) tormados de la referencia
10b, lo que implica que la asignacién estructural para este compuesto no fue
adecuada.’
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Esquema 18. Reaccion de reduccidn de cetoacido de toquindlido B (35) en etanol.

5.2.2.3 Reaccidén de reduccién de ceto-acido de toquindlida B (30) con NaBH,
en etancl-isopropanol y CeCly 7H;0

Para evitar la reduccién 1,4 (por tanto la formacion de los subproductos 41 y 42),
se ensayd la reaccidn de reduccion en etanol, con CeCly7 Hg0, bajo las
condiciones descritas en la parte experimental, obteniéndose una muestra que
tiene Rf practicamente igual a 43 en un 32 % de rendimiento. El espectro de
RMN'H (espectro 26) de esta substancia indica que se trata de una mezcla
constituida principalmente por 3,8'-dihidrotoquindlida B (43} y por 3.,8,7.7'a
tetrahidrotoquindlida (41). Esta mezcla fué separada por CCF bajo las condiciones

descritas en la seccidn experimental, obteniendose 15 % de rendimiento de 43.
5.3 Intento de reduccion de 39

Se procedié a realizar la reduccién de 39 con NaBHy en metanol bajo las
condiciones de reaccién descritas en la seccion experimental, para tratar de
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obtener 44. (esquema 19).
H H
0 0
s

H NaBH © H
COOCH; 4 COOCH;
etanol
Ho
N\) 6 83.27 N\d
N N

39 a3

Esquema 19, Reduccién de 39

De esta reaccién se obtiene un aceite que presenta por RMN'®C (espectro 27) la
sefial correspondiente a carbonilo de cetona (8 209.20), lo que indica gue no se
cbtiene 44. Sin embargo si hay modificacién de la materia prima. El andlisis del
espectro de RMN™ C indica la presencia de los carbonilos de lactona (5 172.44) v
éster (5 170.35), seis metinos: & 145.74, & 128.39 (C6), 6 117.32 (C7), 6 57.01,
44.46, 28.45, nueve metilenos y tres metilos. Es notable [a aparicién de una sefial
méas de metino vinilico (§ 145.74) y la desaparicién de la sefial de metileno (8
83.27 C7'b) con respecto a la materia prima, lo que indica que estos son los
carbonos que se han modificado. Los datos informados en la literatura que indican
que las A’-pirazolinas tienden a isomerizarse a las A2~pirazolinas Yy que estas
lltimas pueden ser obtenidas a partir de las primeras por tratamiento con NaOH
en etanol, permiten proponer para este compuesto la estructura 45 (esquema
20)." Los datos de IR (espectro 28) para este compuesto estan de acuerdo con la
estructura asignada.

) H 0 H
COOCH; NaBHy / atanol COOCH;,
514574
[0} N\& 83.27 oqu
N .
N H N
39 a5

Esquema 20. Obtencién de A” -pirazolina 45,
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Materiales y equipos

La cromatografia en capa fina se Hevd a cabo en cromatofolios Alugram SiG/UVoes,
Macherey-Nagel y se empled como revelador una lampara de UV Spectroline Modelo
ENF-240C-20 a 365 y 254 nm y una solucidén de sulfato ¢érico aménico al 1 % en &cido
sulfarico 2N.

Se empled silica gel Merck malla 70-230 y 60 GF para las columnas cromatograficas.
L.os espectros de BMN se obtuvieron con un espectrometro Varian XR-300 y un
instrumento Varian Unity Plus 500 para ciertos experimentos, usando CDCl; como
disolvente y como referencia interna tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectréfotdmetro Perkin-Elmer 283-B.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fischer-Johns y no estan
corregidos.

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

Los espectros de espectroscopia de masas se obtuvieron en un espectrémetro marca
JOEL, modelo JMS-Ax505 HA, a 70 e V y una corriente de ionizacién de 100 pAmperes
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6. Seccion experimental

6.1 Aislamiento de los constituyentes quimicos de Ligusticum porteri

Se procedid a la obtencidn de toquindlida B {3), a partir del extracto aceténico de las

rafces de Ligusticum porteri, el cual se obtuvo, como se muestra en ef diagrama 1.

Raices de Ligusticum
porteri secadas al aire
(10 Kg}

Acetona {maceracion por 24 h,
3 repeticiones)

Extracto
aceténico
(1822 g)

Material
vegetal
Etanol (maceracién por
24 h, 3 repeticiones)
Extracto Material
etanélico vegetal

Diagrama 1. Obtencion de extractos de raices de Ligusticum porteri

El extracto acetdnico (1066 g) fue adsorbido en sifica gel 70-230 en proporcion 1:1 y

fue resuelto en mezclas menos complejas utilizando dos columnas cromatogréficas de

10 cm de didmetro, empleando como soporte 806 g de silice de placa fina. Se eluyeron

ambas columnas con mezclas de hexano-acetato de etilo con incremento de polaridad,

obteniéndose fracciones de aproximadamente 1600 ml. De esta elucion fueron
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colectadas 89 fracciones, que se reunieron de acuerdo a su andlisis por cromatografia

en capa fina, como se musestra en la tabla 5.

Tabla 5. Fraccionamiento del extracto acetdnico de L. porteri

Fracciones Metabolito aislade % de rendimiento
1-11 Z-ligustilida (1) 2.6

12-21 toquindlida B (3) 0.4

22-38 diligustilida (4) 0.5

53-60 acido ferdlico (6) no cuantificado
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De las fracciones 1-11 se aislo Zligustilida (1) la cual fué identificada por comparacion
directa con una muestra auténtica.’®™ Se presentan a continuacion los datos ffsicos y

espectroscdpicos para este compuesta.

Aceite amarillo.

Rf: 0.34 (hexano-acetato de etilo 9:1).

PM: 190.24 (Co4H1402).

UV (metanol) Amax N (g): 205 (11150), 272 (7887), 321 (6582).

IR v max ¢ (CHCH): 2063, 2935, 2873, 1755, 1668,

RMN'H (CDCl;, 500 MHz) 8, (integracion, multiplicidad, constantes de acoplamiento,
asignacion): 6.29 (1H, td, J= 4.5, 9.5, H-7); 6.01 (1H, dt, J= 4.5, 10 Hz, H-6); 5.22 (1H, 1,
J =8.0 Hz, H-8); 2,60 (1H, dt, J = 10.0, 1.0 Hz, H-4); 2.39 (2H, q, J = 7.5 Hz, H-9); 1.51
(2H, q, J=7.5 Hz, H-10); 0.96 (3H, 1, J = 7.5 Hz, H-11).

RMN'C (125 MHz, CDClg) §, (tipo de carbono, asignacién): 167.61 (C=0, C-1); 148.64
(C, C-3); 147.04 (C, C-3a); 129.86 (CH, C-8); 117.18 {CH, C-7); 124.06 (C, C-7a);
112.81 (CH, C-8); 28.12 (CHy, C-9); 22.42 (CH,, C-5); 22.42 (CH,, C-10); 18.53 (CH,,
C-4); 13.74 (CHa, C-11).

1

De las fracciones 12 a 21 fueron aislados 4 g de toquindlida B (3) por medio del empleo
de diversas técnicas cromatograficas y por cristalizacién. Esta fué identificada por
comparacion directa de una muestra original previamente aislada en nuestro grupo de
investigacion.® Los datos fisicos y espectroscopicos de toguindlida B (3) se describen a
continuacién.

Sdiido.

Rf: 0.5 {hexano-acetato de etilo 4:1),
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PM: 380 (C24H3204).

UV (metanol) Ay, nm (€): 280 (6100).

IR v max M (CHCls): 2962, 2935, 1755, 1705 y 1662.

RMN'H (300 MHz, CDCly) 8, (integracidn, multiplicidad, constantes de acoplamiento,
asignacion): 7.52 (1H, d, J= 6.0 Hz, H-7"); .17 (1H,dt, J= 2.1, 9.3 Hz H-7); 5.92 (1H, dt,
J=3.9, 9.3 Hz, H-6); 4.65 (1H, dd, J=8.7, 6.6 Hz, H-8); 3.11 (1H, m, H-6"); 2.50 (1H, dd,
J=9.5, 85 Hz, H-4), 2.4-2.1 (3 H, m, H-5", H-5), 2.1-1.9 (4H, m, H-4"), 1.69 (1H, m, H-
8); 1.4-1.2 (8H, m, H-5, H-9, H-10, H-10); 0.88 (3 H, 1, J=7.2 Hz, H-11); 0.81 (3H, 1, J=
7.2 Hz. H-11).

RMN™C (50 MHz, CDCl) 8, (tipo de carbono, asignacion): 170.30 (C=0, C-1); 164.09
(C, C-1'); 161.66 (G, C-3a); 148.41 (C, C-3’); 144.84 (CH, C-7"); 132.83 (C, C-7'a);
129.26 (CH, C-6); 125.44 (C, C-7a); 116.49 (CH,, C-7); 107.31 (CH, C-8); 89.53 (C, C-
3), 49.99 (C, C-3'a), 42.59 (CH, C-8), 36.60 (CH, C-6"), 28.48 (CHy, C-4), 26.91 (CH,,
C-9), 22,52 (CHs, C-5), 22.41 (CHa, C-107), 20.99 {CH,, C-4), 16.89 (CH,, C-5), 14.03
(CHa, C-11) 13.41 (CH3, C-117).

De las fracciones 22 a 36 se aisld diligustilida (4) por medio del empleo de diversas
técnicas cromatograficas y de cristalizacién. Esta fué identificada por comparacién
directa de una muestra original previamente aislada en nuestro grupo de
investigacion.® 1% | os datos fisicos y espectroscopicos de diligustflida (3) se describen
a continuacion.

Sdlido.

Pf: 123-125 °C,

Rf: 0.43 (hexano-acetato de etilo 7:3).
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IR vinaom ' (CHCL): 2962, 2872, 1790, 1710, 1661, 1631.

RMN'H {300 MHz, CDCls) §, (integracion, multiplicidad, constantes de acoplamiento,
asignacion): 7.35 (1H, d, J= 8.8), 5.07 (1H, 1, J= 8.1), 5.00 (1H, {, J=7.5), 3.23 (1H, d,
J=8.7), 299 (1H, ddd, J=6.5, 2.5, 2.5), 0.92 (3H, t, J=7.5).

RMN'C (50 MHz, CDCls) 8, (lipo de carbono, asignacion) 168.12 {C=0, C-1), 164.63
(C, C-17), 154.88 (C, C-3a), 150.37 (C, C-3"), 147.80 {(CH, C-3), 142.09 (CH, C-7'},
133.80 (C, C-7a), 126.27 (C, C-7a), 111.81 (CH, C-8), 108.99 {C, C-3), 43.90 (CH, C-
6'), 34.80 (CH, C-77), 32.23 (CH, C-8), 27.87 (CH,, C-9'), 26.16 (CH,, C-9), 22.45 (CH,,
C-10), 20.86 (CHz, C-5), 20.56 (CHy, C-5), 19.96 (CH,, C-4), 19.50 (CH,, C-4), 14.05
(CHs, C-11) 13.77 (CH3, C-117).

6.2. Reacciones de toquindlida B (3).

6.2.1 Reduccion de toquindlida B (3) con NaBH,; en THF. Obtencién de rel{7'a §)-
7’,7’a -dihidro-toquindlida B (29).

A una solucion de NaBH; (8 mg) en THF (5 ml, grado HPLC), se le adiciond una
solucion de 3 (20 mg, 0.052 mmol) en THF (10 ml) gota a gota, con agitacién a
temperatura ambiente por una hora siguiendo el avance de reaccion por medio del
analisis por CCF (3 veces, hexano-acetato de etilo 9:1). Se observé la aparicién de un
producto de menor polaridad que 3. Cuando hubo consumo total de la materia prima se
adiciond agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (5 x 20 ml). Las extractos
orgénicos reunidos se lavaron con salmuera, se secaron con NazSQ, anhidro, v se les
eliminé el disolvente al vacio. El residuo organico fue aplicado a un cromatofolio
(eluyendo 3 veces, hexano-acetato de etilo 9:1), fa mancha principal correspondiente al
producto de reaccién se separd y extrajo con acetona (5 veces), obteniéndose 29 (17
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mg, 0.044 mmol, 85%) los datos fisicos y espectroscdpicos de 29 describen a
continuacion.

Sdlido blanco.

Pf. 83-85°C.

Rf: 0.45 (hexano-acetato de etilo 7:3).

PM: 382.49 (CpaH3,04).

EM (IE, 70 eV) m/z (int, rel): 382 [M'] (47}, 354 (20), 337 (97), 243 (20), 191 (100}, 163
{(28).

UV (etanol} Amax nim (g): 284 (4308), 205 (14838).

IRV max (CHCls, espectro 2); 2960, 2934, 2871 (metilos y metilenos), 1792 {C=0, lactona
endlica), 1750 (C=0, lactona o,B-insaturada), 1708 (éter de eno!) cm.™

RMN'H (200 MHz, CDCl,, espectro 1) 8, (integracion, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 6.21 (1H, d, J= 8.4, H-7); 5.98 (1H, dt, J=7.1,4.5, H-6); 4.7
{1H, dd, J= 7.2, 85, H-8%; 2.85 (1H, t, J= 10.9, H-7'a); 0.86 (3H, t, J= 7.0, H-11);
0.81(3H, t, J=7.3, H-11"),

29
6.2.2 Condensacién intramolecular de toquindlida B (3) en medio basico.
Obtencicn de 30.
A toquindlida B (3) (50.2 mg, 0.158 mmol} colocada en un matraz bola de dos bocas, al

cual se le adapté un refrigerante en posicién de reflujo con un tapén septum, se le
adiciond THF (6 ml, grado HPLC, mediante una aguja). El sistema fué purgado con
nitrégeno (3 min) y se fe adicioné NaOH (1 perla, ca. 0.1 g) y MeOH anhidro (0.5 ml)."
La mezcla heterogénea se calentd a reflujo (atméstera inerte con empleo de un globo
con nitrégeno). A los primeros minutos (10-12) de calentamiento la mezcla toma una
celoracién rojo sangre que permanece a lo largo de la reaccidn. El avance de reaccidn
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no fue posible monitoreario por CCF, debido a que el residuo permanece en el punto de
aplicacion; el calentamiento se suspendid a las 2 horas. Se eliminé el exceso de
disolvente al vacio (hasta 3 m! aproximadamente} y se diluyd con CH;Cly (20 ml}, se
lavé con HCI {al 10 %, 20 ml) y con salmuera, se secd con Na,S0,, y se evapord. El
andlisis del crudo de reaccion indica la presencia de al menos dos producto de
reaccion mas polares que la materia prima: el de mayor polaridad y méas abundante no
se presenta como una mancha homogénea, ¥ Mmediante la adicion de dos gotas de
acido acético a la mezcla de elucidon (hexanc-acetato de elilo 4:1), se logra
homogeneidad. Se corid una placa comparativa entre la mezcla de reaccién y el ceto-
acido de toquindlida B (35), observandose que el producto de mayor polaridad es
ligeramente mas polar que 35, esta mezcla de reaccion fué aplicada a una CC {2 cm
diametro, 20 cm de altura, hexanc-acetato de etilo 9:1). En las primeras fracciones
eluyen muy pequehas cantidades de compuesio y las mezcias son complgjas,
observandose la presencia de un productc menos polar que 3, la complejidad de la
muestra y poca abundancia no permitid su aislamiento y purificacién. En las fraccicnes
35-45 (45 mg, 0.113 mmol) se obtiene el producto de mayor polaridad y mas abundante
30 (30 mg, 0.075 mmol, 47.5 %), después de purificar por CCF (hexano-acetato de efilo
7:3). Los datos fisicos y espectroscopicos de 30 se describen a continuacion.

Sdlido transparente.

Pt 170-172 °C.

Rf: 0.15 (hexano-acetato de etilo 4:1 + 2 gotas de acido acético}.

PM: 398.49 {CpqH300s).

EM (IE, 70 eV) mv/z (int. rel): 398 [M*] {20), 380 (15), 356 (100), 338 (65), 271 {15), 149
(15), 190 (50), 91(5).

WV (etanol) Amgx nm (€): 210 (25550).

IR vma cm-' (CHCls, espectro 3): 3400-2870 (COOH), 2961 y 2873 (metilos y
metilenos), 1753 (C=0, lactona), 1709 (C=0, cetona), 1684 (C=0, acido)

RMN'H {300 MHz, CDCls, espectro 5) 8, (integracidén, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacién): 7.76 (1H, d, J= 7.2 Hz, H-7); 6.91 (1H. t, J= 3.45 Hz, H-7);
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2.92 (1H, s, H-E); 2.63 (1H, m, H-8); 2.41-2.21 (2H, m , H-8); 1.89-1.81 (1H, m, H-8);
1.5-1.3 (1H, m, H-8'); 1.64-1.5 (1 H, m. H-9"); 0.88 {6H, J=7.2, H-11 y H-11").

RMN'3C (75 MHz, CDCly, espectro 4): §, (tipo de carbono, asignacién): 212.85 (C=0 de
cetona C-3'); 168.87 (C=0 de &cido, C-1); 167.36 (C=0 de lactona, C-1’); 154.23 (CH,
C-7'), 137.19 (CH, C-7}; 134.45 (C, C-T'a); 132.12 {(C, C-7a); 94.04 (C-O, C-3); 57.23
(CH, C-8Y; 56.05 (C, C-3'a); 50.89 (C, C-3a); 42.00 (CH, C-8); 35.75 {CH, C-6'); 32.56
(CHy); 31.54. (CH,, C-g); 28.93 (CHg, C-10}; 24.71 (CH,  C-6); 23.97 (CH,, C-5); 22.01
{CH,); 20.78 {CHa); 17.79 (CHp); 16.16 (CHo); 14.10 (CH,, C-11y C-117).

30

6.2.2.1 Metilacion de 30 con diazometano.

Una solucién de NaOH (1.25 g) en agua (2 ml} y metanol (6.5ml) se colocéd en un
aparato para generar diazometano, se calenté a 55 °C y se adiciond una solucion de
diazald (5.2 g) en éter (30 mi).?° A una solucién de 30 (20 mg , 0.050 mmol) en éter-
metanol (1:1, 5ml) se le adiciond la solucion etérea de diazometano en un periodo de
20 min {15 ml), se evapord el disolvente y el producto de reaccidn se purificé por CCF
(hexano-acetato de efilo 4:1), obteniéndose 34 (14 mg, 0.035 mmol, 70 %). Los datos

espectroscopicos de 34 se describen a continuacion.

Aceite amarilic.

Rf: 0.4 (hexano-acetato de etilo 75 :25).

PM: 412 {CasHaaOs).

IR vngx cm™ (CHC, espectro'29): 2958, 2873 (metilos y metilenos), 1755 (C=0,
lactona), 1712, 1681, 1614.
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RMN'H (300 MHz, CDCl;, espectro 7) § (integracion, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 7.59 (1H, d, J= 6.8, H-7"); 6.90 (1H, 1, J= 3.6 H-7); 2.90-2.87
{(1H, m, H-6"); 2.84 (1H, m, H-8); 2.18-2.12 (1H, m, H-5); 1.88-1.70 (1H, m, H-8); 1.5-
1.38 (1H, m, H-9" 0 H-5'); 1.1-0.7 (1H, m, H-9).

RMN'3C (CDCls, 75 MHz, espsctro 30) 3, (tipo de carbono, asignacion): 212.91 (C=0,
C-3), 168.90 (C=0, C-1), 163.49 (C=0, C-1", 151.25 {CH, C-7"), 136.91 (CH, C-7),
135.03 (C, C-7'a), 132.30 (C, C-7a), 94.22 (C-0O, C-3), 57.35 (CH, C-8), 86.24 {C, C-
3'a), 51.93 (CHsCOO-), 50.89 (C, C-3a), 42.15 (CH, C-8}, 35.45 (CH, C-6), 32.49 (CHy),
31.63 (CHy, C-9), 28.93 (CH;, C-10), 24.71 {CH,, C-6), 24.00 (CH,, C-5), 22.19 (CHy),
20.78 {CHz), 17.79 (CH3) 16.19 (CHy),14.22 (CHzg), 14.10 (CHa).

34
6.2.3 Hidrélisis basica de toquindlida B (3). Obtencién de ceto-adcido de
toquindlida B (35).

Experimento 1

A una solucién de toguindlida B (3, 100 mg, 0.26 mmol) en acetona (10 ml) se adiciond
NaCO5 (al 10 %, 10 mi, 9.43 mmoles). La mezcla se calenté a reflujo (bano de agua).
Después de unos minutos no se observa la disolucién total, asi que se adiciond
acetona (10 mi). Se siguid e} curso de la reaccidn por el medio de andlisis por CC.
Después de 1.5 h, se suspendi6 la reaccién (aunque no se habfa consumido la materia
prima). Se adiciond HC! (al 10 % gota a gota, hasta pH 5) y se exirajo con acetato de
© efilo (3 X 25 ml). Los extractos organicos se lavaron con una solucién saturada de
NaCl, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente, obteniéndose
el crudo de reaccién (100 mg) el cual fue purificado por CCPR (gradiente de etucién
iniciando con hexano-acetato 9:1). Las primeras fracciones contienen a 3 y productos



no identificados. Las siguientes contienen a 35 (50 mg, ©.126 mmol, 47 %), que es

sensible al aire y debe ser guardado en nilrégeno y en refrigeracion.

Experimento 2

A una solucion de 3 (500 mg, 1.31 mmoles) en acetona (12.5 ml), se adiciond Na,CO5
{al 10 %, 6.5 ml, 6.13 mmol} y se calentd. Después de 1.5 h se siguieron ios mismos
pasos gue en el experimento 1, obteniéndose el crudo de reaccién (450 mg) que fue
purificado por CCPR (hexano-acetato de etilo 85:15), obteniéndose 35 (282 mg, 0.710
mmol, 54 %) y 3 (146 mg, 0.368 mmal, 28 %).

Influencia del Tiempo de Reaccién en el Rendimiento

Experimentos 3y 4.

A dos soluciones de toquindlida B (3, 220 mg, 0.579 mmol y 210 mg, 0.553 mmol} en
acetona se les adiciond NazCOj3 ( al 10 %, 3 mi), se calenté a refiujo por 3 y 6 horas
respectivamente, y se analizaron por CCF. Se siguid el procedimiento descrito en el
experimento 1. El crudo de reaccion se purificé por CCPR, obteniéndose 35 (110 mg,
0.276 mmol, 47 % para 3hy 100 mg, 46 % para 6 h) y 3 { 13 mg de 0.034 mmol, 6 %
para 3 h).

Influecia de la concentracion de base en el rendimiento.

Experimento 5y 6.

A dos soluciones de toquindlida B (3, 202 mg , 0.531 mmol y 203 mg, 0.534 mmol} en
acetona (8 ml para cada una). Se les adiciond Na,COs; (al 20 y 40 %, 3 ml
respectivamente). Las mezclas se calentaron a reflujo por 6 horas (por separado en un
baho de agﬁa). Se siguit el procedimiento descrito en el experimento 1, obteniéndose 3
(20 mg, 0.052 mmol, 9.9 % para 20 % de base y 15 mg, 0.039 mmol, 7 % para 40 % de
base) y 35 (94 mg, 0.236 mmol, 44 % para el 20 % de base y 105 mg, 0.256 mmol, 47
% para 40 % de base). Los datos fisicos y espectroscdpicos de 35 se describen a
continuacion.
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Solido cristalino .

Pf:185-187 °C

PM: 398 .04 (CpaHzOs).

Rf: 0.39 (hexano-acetato de etilo 7:3 y 2 gotas de acido acético).

EM (IE, 70 eV) nm/z (int. rel): 398 [M™], 191 (50), 190 (100), 148 (65), 120 (6), 105 (10),
77 {8).

IR (CHCl, Espectro 9) vmax cm’': 3400-2450 (HO de acido), 1747 {(yJactona o
insaturada), 1706 (C=0 cetona), 1688 {C=0 acido).

RMN'H (200 MHz, CDCl,, Espectro 31) & (integracidon, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 7.49 (1H, s, H-7), 6.12 (1H, dt, J=1.78 Hz, H-7), 5.86 {1H,
dt. J= 3.98 Hz, H-6), 2.86-2.82 (1H, m, H-6"), 2.70-2.00 ( 2H, m, H-8}, 1.80-1.00 (1H, m,
H-8), 0.87 (3H, t, J= 7.2, H-11’ 6 H-11), 0.86 (8H, , J= 7.1, H-11 6 H-11).

RMN'3C (50 MHz, CDCl3, Especiro 10): 8, (tipo de carbono, asignacion): 208.25 (C=0
cetona, C-37), 170.74 (C=0 lactona, C-1), 169.89 (C=0 acido, C-1"), 166.63 (C, C-3a),
149.56 (CH ,C-7"), 136.02 (C, C-7’a), 128.37 (CH, C-6), 122.26 (C, C-7a), 116.48 (CH,
C-7),90.28 (C, C-3), 58.53 (C, C-3F'a), 42.69 (CH, C-8), 40.90 (CH, C-8), 33.52 {CH, C-
6%, 27.58 (CHg, C-9Y), 25.23 (CHy), 22.63 (CH;, C-5 0 G107, 21.95 (CHy), 20.72 (CHy),
18.21 (CHy), 14.05 (CHs, C11),13.69 (CH,, C117).

6.3 Reacciones de ceto-acido de toquindlida B (35).
6.3.1 Reacciones del ceto-dcido de toquindlida B (35) con diazometano.
Obtencidn del ceto-éster de toquindlida B (38) y 1a pirazolina (39).
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A una solucién de ceto-acido de toquindlida B (35, 60 mg, 0.150 mmol) en metanol-éter
etilico (1:1, 4 ml), se adicioné una disolucidn de diazometano en éter (20 ml, cbtenida
segun 6.2.2.1)%° a temperatura ambiente durante 50 min. Se evaporé el disolvente y se
analizé por CCF, observandose la formacion de un solo productc de reaccion,
cromatograficamente homogéneo de menor polaridad que la materia prima, que revela
amarillo por tratamiento con sulfato cérico. Se purlficéd el crudo de la reaccion por CCF
(hexanc-acetato de etilo 4:1} y fue extraido con acetona, obteniéndose 39 (35 mg,
0.077 mmol). Es importante mencionar que se cbserva que en el punto de apiicacion
de la cromatoplaca, la presencia de subproductos de gran polaridad. Los datos fisicos y

espectroscopicos de 39 se presentan a continuacian,

Sélido cristalino.

Pf:100-103 ° C.

Rf: 0.52 {hexanc-acetato de etilo 7:3).

PM: 454 .56 (CasHaaN20s).

EM (IE) m/z (int. rel): 455 [M*"], 454 [M*], 236 (40), 204 (100), 179 (40), 161 (10), 148
(20), 118 (10).

UV (etanol} Ams, nm (g): 207 (11528), 289 (4294).

IR (CHCl,, espectro 32): 2960, 2934, 2873, 1746, 1710.

RMN'H (300 MHz, CDCls, espectro 12) & (integracion, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 6.24 (1H, dd, J= 9.6, 2.1 Hz, H-7); 5.94 (1H, m, H-6); 4.890
(1H, dd, J= 18,9, 2.7, H-7'b); 4.71 (1H, dd, J= 18.9, 9.0, H-7'b); 3.67 (3H, s, CH3C=0),
3.15 (1H, ddd, J= 6.3, 8.4, 18.4, H-8); 2.81 (1H, da, J= 8.7, H-7"); 2.51-2.34 (1H, m, H-
8"); 1.81-1.78 {2H, m, H-6' y H-8); 1.40-1.24 (1H, m); 1.02-0.92 (1H, m); (.89 (3H, t, J=
7.2, H-11); 0.85 (3H, t, J = 7.5, H-11".

RMN'™C (75 MHz, , CDCls, espectro 32): 5, (tipo de carbono, asignacién) 207.78 {(C=0,
C-39), 17047 (C=0, C-1); 168.44 (C=0, C-1'y; 165.33 (C, C-3a); 127.75 (CH, C-6);
123.78 (C, C-7a);, 117.51 (CH, C-7); 102.00 (C, C-7'a); 89.86 (C-O, C-3); 83.27
(CHo,C7'b); 58.48 (C, C3'a); 53.25 (CHa, CH3C=0); 46.12 (CH, H-8); 40.52 (CH,, H-8");
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38.40 (CH, C-7'); 30.37 (CH, C-6"), 26.50 (CHy), 25.80 (CHy), 23.11 (CHy), 22.50 (CHy),
£2.07 (CHz), 21.03 (CH.,C), 20.84 (CHy), 13.92 (CH3,C-11), 13.15 (CHg, C-117).

39

A una solucién de ceto-dcido de toquindlida B (35, 60 mg, 0.150 mmol) se le adiciond
una disolucion etérea de diazometano (15 mi gota a gota), a temperatura ambiente
durante 20 min; se evapord el disclvente adn sin haberse consumo totalmente la
materia prima y se procedié a purificar el crudo de reaccion mediante CCF, eluyendo
con hexano-acetato de etilo 4:1, obteniéndose 45 mg de 38 y 35 {no cuantificado). Los

datos espectroscopicos v fisicos de 38 se describen a continuacion.

Aceite,

Rf: 0.38 (hexano-acetato 75.25)

PM: 412.52 {CasHaz0s).

EM (IE) m/z (int. rel): 413 [M*"), (5), 412 [M*] (10), 222 (47), 190 (100}, 189 (15), 165
{35), 148 (55), 120 {40), 105 (15).

IR (CHCis, espectro 34) vmg em™': 2960, 2938, 2874 (metilos y metilenos), 1747 (C=0,
y-lactona), 1719(C=0).

RMN'H (300 MHz, CDCls, espectro 14) § (integracién, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 7.26 (1H, d, J=6.9, H-7"); 6.10 (1H, d, J= 9.3 H-7); 5.86 {1H,
dt, J= 3.6, 7.2, H-6); 3.69 (3H, s, CH;C=0); 2.83-2.82 (1H, m, H-6"); 2.69-2.38 (CH,, H-
8); 1.71-1.60 (1H, m, H-8); 1.55-1.18 {(1H, m, H-2'); 1.15 (1.01 (1H, m, H-8'); 0.87 (6H, t,
J=7.0 Hz, H-11 y H-11"),

RMN'C (75 MHz, CDCly, espectro 15) §, (tipo de carbono, asignacién): 208.62 (c'=o,
C-3"); 170.70 (C=0, C-1); 166.72 (C=0, C-1'}; 165.72 (C, C-3a); 146.44 (CH,C-7");
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136.90 (C, C-7'a); 128.47 (CH, C-6); 122.30 (C, G-7a); 116.54 (CH, C-7); 90.53 {C-O,
C-3); 58.99 (C,C-3'a); 51.99 (CHa, CHsC=0); 42.83 (CH, C-8); 41.04 (CH,, C-8); 33.39
(CH, G-6Y; 27.75 (CHp, C-9); 25.31 (CHa); 22.7 (CHa, C-5); 22.17 (CH); 20.74 (CHa):
18.40 (CHz); 14.06 (CHg, C11); 13.94 (CHg, C-117).

38
6.3.2 Reduccion de ceto-acido de toquindlida B (35).

6.3.2.1 Reaccién de reduccidn de 35 en isopropanol. Obtencién de los epimeros
41y 42

A una solucién de 35 (180 mg, 0.451 mmol) en isopropanol {5 ml), se le adiciond
NaBH, (20 mg, 0.540 mmol) en isopropano! (2 mi). Después de algunos minutos el
anélisis por CCF revela la formacion de un producto de menor polaridad que la materia
prima y la mezcla toma una coloracion amarilla. Despues de 1.5 h, se adiciond agua (5
mi} ¥ se agitd por 5 minutos. Se extrajo con acetato de etilo (5 X 20 mi). Las fases
organicas se lavaron con una soluciéon de NaCl saturada, se secaron con sulfato de
sodic anhidro y fueron evaporadas al vacio, obteniendose el crudo de reaccion (160
mg), que fue purificado por CCPR (3 cm didmetro y 5 cm de altura, hexano-acetato de
etilo 9:1). Este procedimiento permitid el aislamiento de la mezcla de 41 v 42 (50 mg,
0.1306 mmol}. Esta mezcla fué sometida a re-purificacion en CCF (eluyendo 3 veces,
hexano, acetato de etilo, acetona 90:5:5) obteniéndose 41 (compuesto menos polar, 20
mg, 0.050 mmol, 10 %) y 42 (compuesto mas polar, 10 mg, 0.026mmol, 5 %) y 35 (no
cuantificado).

41: Aceite amarilio.

PM: 384.52 {Cp4H340.).

EM (IE, 70 eV) m/z (int. rel):384 {M*] (10), 191 (100), 161 (7), 148 (10), 105 (8).

IR (CHCl3, espectro 35) vepgcm'': 2961, 2936, 2876, (metilos y metilenos), 1751 (C=0).
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RMN'H (500 MHz, CDCls, espectro 18): & (integracion, muiltiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 6.21 (1H, dt, J= 9.5, 1.5 Hz, H-7); 6.02 {1H, di, J= 9.5, 3.5
Hz, H-6); 3.99 (1H, dd, J= 3.5, 9.5 Hz, H-3"); 2.68 (1H, dd, J=11.0, 10.0 Hz, H-8); 2.47-
248 (1H, m); 2.166 (1H, m); 1.95-1.98 (1H, m); 1.70-1.73 (2H, m, H-7’a); 1.65-1.61 (1H,
mj); 1.41-1.36 {1H, m); 1.32-1.22 (3H, m); 1.36-1.40 (1H, m); 1.19-1.14 (1H, m); 1.1-1.0
(1H, m).

RMN'C (125 MHz, CDCl,, espectro 36): 177.15 (C=0, 1); 170.16 ({C=0, 17; 162.78
G=C-COO0, C-3a); 129.97 (CH, C-6); 125.73 (C=C-COOQ, C-7a); 116.80 (CH, C-7),
90.02 (C, C-3), 89.92 (CH, C-3), 48.19 (C, C-3'a), 47.30 (CH, C-7'a), 44.87 (CH,C-8);
29.39 (CHg), 28.64 (CH,); 28.04 (CHg); 27.78 (CH, C-68); 27.08 (CHp) 26.76 {CHy);
22.95 (CHy); 22.36 {CHz), 22.17 (CHy); 21.08 (CHp); 18.60 (CH); 14.04 (CHy C11);
13.03 (CH;, C117),

13

42: Sélido blanco.

P 135-140° C.

PM: 384.52 (CoqHasO4).

RMN'H (200 MHz, CDCls, espectro 19): § (integracién, muitiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion) 6.26 (1 H, dt, J=9.6, 1,72, H-7), 6.02 {1 H, dt, J=9,52, 4.24,
H-6), 4.06 (1 H, d, J= 11.8, H-3"), 0.82 (6 H, t, J=7.0 Hz, H-11 y H-11"}.

42
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6.3.2.2 Reduccion de Ceto-acido de toquindlida B (35) con NaBH; en etanol.
Obtencién del dihidroderivado de toquindlida B (43).

A una solucion del ceto-acido de togquindlida B (35, 50 mg, 0.126 mmol} en etancl (4 ml)
se le anadié NaBH, (5 mg). La mezcla se agité a temperatura ambiente por 30 min, el
avance de reaccion se monitore6 por CCF (3 veces, hexano-acetato de etilo 9:1 mas
dos gotas de acido acético), observandose la aparicidn de cuatro productos: tres de
menor polaridad (a-¢) que la materia prima y uno de mayor polaridad (d, figura 64A) sin
consumo total de la materia prima después de 40 minutos. La cromatoplaca
comparativa de esta mezcla con 41 y 42, permite deducir que son a y b {figura 6B). Se
adicioné agua ( 5 ml) y se exirajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Los extractos
organicos se lavaron con solucion saturada de NaCl, se secaron con Naz50,, y se
evaporaron al vacio, obteniéndose el crudo de reaccion (40 mg), el cual fue purificado
por CCF ( eluida 4 veces, hexano-acetalo de efilo 9: 1 con 2 gotas de acido acético).
Se separaron cuatro zonas: zona 1:ayb {41 y 42), 2: ¢ (43), 3: 35 sin reacciohary 4:
d, figura 6C), y extrajeron con acetona. El andlisis por CCF de los compuestos puros
permite observar que d, se transforma en un compuesto de menor polaridad semejante
a c (43). En conclusién se obtuve una mezcla de 41 y 42 (8 mg, 0.020 mmol, 15 %), 43
(17 mg, 0.044 mi‘nol, 30 %) y 35 (8 mg, 0.020 mmol, 15 %). La identidad de 41 fue
corroborada por RMN'H, ya que fué posible aislarlo en una corrida, pero 42 no fue
aislado y solo se determino su presencia por analisis de CCF.

6.3.2.3 Reduccién de Ceto-acido de toquindlida B {35) con NaBH; en etanol y
CeCl; 7H20.

Una solucion de 35 {100 mg, 2.251 mmol} y CeCl; (150 mg) en etanol (8 ml) se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos, al cabo de los cuales se le adiciond NaBH,
(10 mg, 0.270 mmol). La reaccién se agité a temperatura ambiente y se siguié por CCF
por 16 horas, observdndose que no hay modificacién de la materia prima. Se afadié
més NaBH, (5 mg. 0.135 mmol) ¥ se continud la agitacién a temperatura ambiente por
dos horas més. E) analisis por CCF revela que no hay modificacién de la materia prima,

51



se adiciont isopropancl (3 mi) y NaBH, (10 mg, 0.270 mmol). A las 19 h de reaccién se
observa un producto de menor polaridad por CCF por lo que se adiciond agua y se
siguié el procedimiento anteriormente descrito en 6.3.2.2, para generar el crudo de
reaccion el cual se purificd por CCPR, obteniéndose una mezcia de 43 y 41 (30 mg).
Esta mezcla fue resuelta en sus compeonentes por medio de CCF (hexanc-acetona
88:12, eluyendo en tres ocasiones), obteniéndose 43 (16 mg, 0.041 mmol, 16 %). Los
datos fisicos y espectroscépicos se presentan a continuacion.

Sdlido.

Pf:135-142°C.

Rf: 0.45 (85:15 hexano-acetato de etilo).

PM: 382.49 (CasH3004)

EM (IE) mvz {int. rel): 382 [M7] (5}, 193 (100 ). 161 (20), 148 {50), 137 (5).

UV (etanol) Amax nm (g): 205 (4030).

IR {espectro 37 , CHCIs) vrax cm 2962, 2934, 2875 (metilos y metilenos), 1749 (C=0).
RMN'H (300 MHz, CDCl;, espectro 38): § (integracién, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacién): 7.49 {(1H, d, J 6.0, H-7"), 6.18 (1H, dt, J 9.0, H-7), 5.92-5.98
(1H, m, H-6), 4.36-4.31(1H, m, H-3", 3.04-3.03 (1H, m, H-6").

RMN'3C (75 MHz, CDCl;, espectro 39): 170.15 (C=0, C-1), 167.09 (C=0, C-1"), 162.65
(C, C3a), 144.78 (CH,C-7") 135.21 (C, C-7'a), 129.46 {CH,C-6), 116.45 (CH, C-7), 89.56
{C-0,C-3), 89.039 (CH,C-3"), 49.93 (CH, C-3'a), 44.98 (CH, C-8), 35.20 (CH, C-6),
29.57 (CHy, C-9), 29.28 (CHy), 28.72 (CHy), 27.25(CHy), 22,59 (CHy), 22.24(CH,) 21.36
(CHz), 20.98 (CH,), 17.38 {CH2), 14.02 (CHs, C-11), 13.60 (CH3, C-117).
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6.4 Reduccién de 39 con NaBH, en etanol

A una solucidn de NaBH, (5 mg, 0.135 mmol) en etanol {2 ml), se le adicicnd una
solucion de 39 (30 mg, 0.066 mmol} en etanol (8 ml) gota a gota. Se siguio la reaccidn
por CCF, se suspedid la reaccion a las tres horas sin haber consumo total de la materia
prima. Se adiciond agua {10 ml), se extrajo con CH:Cl: (4 x 25 ml). Las extractos
organicos se reunieron, se lavaron con salmuera, se secaron ton NaS0O, anhidro y se
evapararon al vacio. El crudo de reaccién (20 mg) fue purificado por CCF (eluyendo 4
veces, hexano-acetato 4:1), obteniéndose 45 (14 mg, 0.031 mmol, 47 %)

Aceite.

Rf: 0.3 (hexano-acetona 8.2}.

PM: 454.56 (CagHzaN2Os). :

IR Vg cm™ {espectro, CHCl, espectro 28) 3377, 2960, 2935, 2875, 1747, 1712
RMN'H (300 MHz, espectro 40, CDCly} & (integracion, multiplicidad, constantes de
acoplamiento, asignacion): 6.66 {1H, sa, H-7'b); 619 (1H, m, B-7); 5.93 (1K, m, H-6);
3.9 (1H, sa, R-NH); 3.72 (3H, s, CH;OCORY}; 0.87 (6H, t, H-11 y H-11").

RMN"C (75MHz, CDCls, espectro 27): 209.20 (C=0, C-3'); 172.44 {C=0, C-1); 170.26
(C=0, C-1); 164.63 (C, C-3a); 145.74 (CH); 128.39 (CH, C-7); 124.83 (C,C-7'a); 117.33
(CH, C-8); 91.55 (G, C-3); 70.23 (C}; 60.82 (C), 57.01 (C); 53.23 (CHy); 49.26 (C); 44.45
(CH); 41.17 {CHg); 29.70 (C); 28.44 (CH); 26.01 (CHy); 25.36 (CHp); 23.15 (CHy); 22.78
(CHz); 22.66 (CHy); 22.07 (CHg); 20.87 (CHg); 17.52 (CHy); 13.98 (CHa).
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se Hevaron a cabo reacciones para la modificacion estructural de toguindlida B (3), un

metabolito secundario bioactivo aislado de Ligusticum porteri, El andlisis de los resuitados

obtenidos permiti¢ evidenciar ia reactividad particular de las ftafidas diméricas. Algunas

observaciones relevanies se enlistan a continuacion.

Y

Las reacciones de adicién nucleofilica efectuadas en toquindlfida B (3, esquema 21) y el
ceto-dcido de toquindlida B (35, esquema 22), para la obtencion de 29 y 39, en
conjunto con la informacidn previamente descrita para diligustilida (4, esquema 8},
permiten concluir que la ligadura doble C(7)-C{7’a) es mas reactiva a nucledfilos en
comparacion con la olefina C(3a)-C(7a), y que esia reaccidn procede de manera
estéreo-selectiva.

El tratamiento en medio alcalino de 3 que genera 30, en conjunio con la informacion
descrita para difigustilida (4), pone de manifiesto la generalidad de las reacciones
intramoleculares de las ftalidas diméricas. Es importante hacer notar que para
toquindlida B (3), esta reaccién es situ-, regio- y estéreo- diferenciada.

La hidrélisis en medio basico de toquindlida B (3), generd 35 como unico producto lo
cual pone de manifiesto la mayor labilidad de la lactona fusicnada al biciclo (C(7'a)-
C(3a)), en contraste a la reactividad presentada para diligustilida (4, esquema 7), la
cual produce 23 vy 24 (esquema 7 ). Las diferencia observada puede ser atribuida a
que la hidrdlisis de 3 genera un ceto-acido y un hidroxi-acido el cual puede lactonizarse
facilmente, mientras que 4 permite la formacion de ceto-acidos (23 y 24).

Se encontraron las condiciones de reaccién necesarias para la obtencion de 43, 41 y
42 a partir de 3, por medio del emplec de reaciones consecutivas.

Se hizo el hallazgo experimental de la lactonizacién del hidroxi-acide de toquindlida B
(40) durante el proceso de purificacidn cromatografica para generar 43, contrario a lo
observado para el hidroxi-acido de diligustilida (25, esquema 7), el cual no sufre
lactonizacion en el proceso de aislamiento.

Se encontrd que & compuesto 39 no sufre reduccidn 1,2 por tratamiento con NaBH, en
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etanol, lo cual es congruente con la informacion previamente descrita para el ceto-éster
metilico de diligustilida (47), el cual tampoco sufre reduccion 1,2. Esto puede ser

atribuido a la poca accesibilidad del carbonilo cetdnico.

Esquema 22. Resumen de las reacciones efectuadas al ceto-acido de toquindlicda B (35).
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En conclusion, se obtuvieron diez derivados de toguindlida B (3 esguemas 22 y 23),
algunos de estos no esperados (3 —» 30, 35 — 41 + 42, 39 — 45), y cuya formacion fué
racionalizada en funcion de las estructuras de las materias primas y los productos. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto el comportamiento quimico singular de las

ftalidas diméricas.
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Espectro 17. RBMN'H (500 MHz, CDCl;) de la mezcla de productos obtenidos de reduccion de 35 con NaBH, en isopropanol,
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ANEXO L. LISTA DE ESTRUCTURAS
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Espectro 35, IR (CDCl;) de 41.
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