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ABSTRACT

The rhizomes of.. porteri have been used traditionally by the Raramuri comtias in preparations
for alliviate colds and gastriontestinal disordensd infusions of this material have been usedtuialr
curing ceremonie$? The chemical study of the organic extracts of thégjetal species has
established the presence of the substahe®g™ from which, the dimeric phthalideac-tokinolide B
(rac-3), rac-diligustilide (rac-4) andrac-riligustilide (rac-5) are derived from two structural families
as [¥s #2s] and fRs+®2s] cycloadducts fror,”® and have shown several biological activitié$.

In this work, we report the results from the vedtion of the existence ohc-3-rac-5 as natural
products (and not as post-harvest products) anduigstification in acetone extracts fy NMR.
Additionally, some derivatives fromac-3 andrac-4 which were obtained and evaluated as sedative
agentesr@c-25-rac-27, rac-41) and as smooth muscle relaxanac{26). Reaction conditions were
found to produce selectivelnc-37 andrac-67 from rac-39 and the relative energies from each one
were determined. The reactionraf-3 with (R)-(+)-a-MBA yielded )-73 + (+)-74, while with (§)-
(-)-a-MBA produced (+)73 + (-)-74. Tretament ofac-4 with (R)-(+)-a-MBA afforded ()-77 + (+)-

78 and reaction with§)-(-)-a-MBA vyielded (+)-77 + (-)-78. The absolute configurations of each
enantiomer were determined by means of the anadystseir experimental circular dichroism curves
and in some cases were confirmed by theoreticahodst Natural productsgc-3-rac-5), racemic
derivatives fac-25, rac-26, rac-37, andrac-39) and enantiopure derivatives-J{73, (+)-74, (+)-73,
(5)-74, 75,76, (-)-77, (+)-78, (+)-77y (-)-78) were evaluated as cytotoxic agents toward someahu

cancer cell lines.
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1. RESUMEN

Los rizomas de.igusticum porterison utilizados tradicionalmente por los indigeRasamuri en
preparaciones para el alivio de resfriados, padeoiws estomacales y las infusiones de este mlateria
son empleadas en ritualé8. El estudio quimico de los extractos organicosrdeterial vegetal ha
establecido la presencia de las substariciag® de las cuales, las ftalidas diméricas-toquinélida

B (rac-3), rac-diligustilida ¢ac-4) y rac-riligustilida (ac-5) son derivadas de dos familias
estructurales como cicloaductaR§+12s] y [rds +©2s] obtenidas a partir d&™® y han mostrado
diversa actividad biol6gic&™ En este trabajo se informan los resultados obberie la verificacion

de la existencia deac-3-rac-5 como productos naturales (y no como productos-@ustcha) y su
cuantificacion en extractos por RMN. Adicionalmente, fueron obtenidos algunos derdgaderac-

3y rac-4, mismos que se evaluaron como agentes sedaate5-rac-27, rac-41) y relajantes del
musculo liso fac-26). Se encontraron condiciones de reaccién paraupiodelectivamenteac-37 y
rac-67 a partir derac-39y se determinaron las energias relativas de caol@e ellos. La reaccion de
rac-3 con R)-(+)-a-MBA produjo (-)-73 + (+)-74, mientras que la reaccion co8)-(-)-a-MBA
generd (+)#3 + (-)-74. El tratamiento deac-4 con R)-(+)-a-MBA generd €)-77 + (+)-718 y la
reaccion con)-(-)-a-MBA produjo (+)-77 + (-)-78. Las configuraciones absolutas se determinaron
por el andlisis de las curvas de dicroismo circelqrerimentales y en algunos casos se confirmaron
por métodos tedricos. Los productos naturatas-§-rac-5), derivados racémicosac-25, rac-26,
rac-37y rac-39) y enantiopuros €)-73, (+)-74, (+)-73, (-)-74, 75, 76, (-)-77, (+)-78, (+)-77y (-)-78)

se evaluaron como agentes citotoxicos contra atglimaeas celulares cancerosas.
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2. INTRODUCCION

Las ftalidas y sus correspondientes dihidro, tédrahy dimeros analogos han sido encontrados como
constituyentes de varios géneros de la familia égaa. En particular, el estudioldgusticum porteri
como fuente natural de este tipo de metabolitosrgkrios ha mostrado relevancia, pues ha sido
considerada como una alternativa en la medicirticiomal en el Noreste de nuestro pais. Las raices
de esta planta son consumidas para aliviar dossnacales, cdlicos, Ulceras, diarreas y resijado
asimismo, las infusiones de este vegetal son engdean rituales ceremoniales por los grupos
indigenas Raramuri (del Norte de nuestro pais} Ylmi (del Sur de Estados Unidos de América). En
lo referente a las comunidades indigenas de losa,;Teambién del Sur de los Estados Unidos de
América, las raices son altamente apreciadas paratamiento de la diarrea y otros desordenes
gastrointestinale$-? El estudio quimico de los extractos organicosste eegetal ha establecido la
presencia de las substanclad2,®! entre las cuales, las ftalidas monoméricas catigustilida (1) y
Z-butilidenftalida @) han mostrado actividad biolégica, como son agniégaanti-plaquetaria, anti-
trombosis, modulacién de la funcién cardiaca yjaelén del musculo i$6® entre algunas otras;
mientras que las ftalidas diméricas como-toquindlida B (ac-3), rac-diligustilida fac-4) y rac-
riligustilida (ac-5), derivadas de dos familias estructurales comoaiitictos fds H2s] y [r2s+1R2s]
obtenidas a partir d& y que ademéas se encuentran como mezclas racéficpsa 1)/® han
mostrado diversa actividad biolégica™® entre las que pueden destacarse la actividadadel
dihidroderivado de diligustilida como activador delceptor de la progesterona y la actividad
progestogénica deac-riligustilida (ac-5)*" que también ha mostrado actividad de unién de 3H-

diazepam a los receptores GABA.

Las ftalidas como un grupo de productos naturateson Unicamente interesantes por su
amplio espectro de actividad biolégica, sino tamlpér su comportamiento quimico. En el presente
trabajo se presentan los resultados llevados admlamnalisis detallado por RMMI, de los extractos
de raices frescas y secasldgorteriy por RMN DOSY, que permitieron establecer la eresa de
los componentes individuales en los extractos d&aa, asi como la verificacion de la presencia de
las ftalidas diméricasac-3-rac-5. Por otro lado se implenté un protocolo para lantificacion de
algunos constituyentes quimicos de la planta poNRM, mismo que se llevd a cabo con las &areas
relativas de las integrales correspondientes alesef&electas de hidrégeno, con respecto a una
cantidad conocida de un estandar interno, 4-diamiilopiridina, permitiendo determinar que las
ftalidas diméricagac-3-rac-5 son productos naturales que se encuentran presemteuestras de

raices frescas de. porteri. Por otra parte, se muestran los resultados auerde la reactividad
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quimica de las ftalidas diméricaac-toquindlida B (ac-3) y rac-diligustilida fac-4) mediante la
preparacion de algunos derivados que pudierarvairaglos como agentes sedantes, espasmoliticos y

como agentes citotoxicos, contra algunas lineagacek cancerosas.

-Pr n-Pr
/ /
| O | O
o) o)
1 2 3
7 n-Pr o
7/ _O
N OH
o]
\ HO
Ng” 0 OCHj
n-Pr
4 6
0 — — n-Pr .
210 0 / / “oH
0.0 Le o
0 T T T HO" 5
_ OH o]
7 8 9 -
0
X = j\/R
o)
o)
~ /\/\Q\OH .
OCH; OCHj HO%
HO o
10 11 R=-(CH2)15-CH3

12 R=-(CH2)8-CH=CH-(CH2)7-CH3

Figura 1. Constituyentes quimicosldeporteri

(*) La configuracion del centro estereogénico iadig en la figura no se ha definido.
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3. ANTECEDENTES

Las ftalidas monomeéricas, diméricas y sus derivas@ddogos son un grupo de substancias naturales
que se encuentran principalmente en plantas deartdlid Umbelliferae (Apiaceae) y que son
derivadas biosintéticamente de precursores palimit’ Aunque existen pocos informes en la
literatura que discuten especificamente la bicsimtde las ftalidas, durante el periodo de 1960 se
pensé que este proceso ocurria via unién cabeaael unidades de acetéfh. Resultados
posteriores, sugirieron que las unidades de achtaton incorporadas dentro de ligustilida. No fue
sino hasta finales de la década de los ochentdoguesultados obtenidos permitieron concluir que
“las ftalidas alquilicas se biosintetizan a padé precursores policétidos® Esta afirmacién se
encuentra sustentada adicionalmente considerarelcayupuestos fendlicos, como el &cido ferulico

han sido aislados conjuntamente con las ftalidas.

Por otro lado, ciertas ftalidas de estructurastivelmente simples, han sido sintetizadas. A
pesar de que algunas ftalidas se encuentran condécues aquirales, la presencia de lactonas
a,B,y,0-insaturadas, algueno conjugado y fragmentos kBodde las dihidro ftalidas proporciona
multiples sitios reactivos y quizas esto explicauéiversa actividad biolégica atribuida principaiee
aZ-ligustilida ).

La formacién de ftalidas diméricas ha sido estualiathpliamente, se ha observado due
ligustilida ) en la mayoria de los casos es el precursor bitigende este tipo de compuestos
derivados de cicloadicionesds H12s] y [M2s+12s]. Algunos ciclodimeros conrac-toquindlida B
(rac-3) y rac-diligustilida fac-4) han sido obtenidos mediante sintesis por relepartr de1.'>*°
Wakamatsu y colaboradores han descrito la obtemgéac-tokindlida B fac-3) y levistolida A ¢ac-
diligustilida tac-4)) en tubo sellado en presencia y ausencia de benadliferentes lapsos de tiempo
y temperatura, condiciones que han permitido l&raién de bajos rendimientos de los productos
deseados y en algunos casos, la ausencia de lm®siSe ha mencionado que la adicion de acidos de

Lewis no contribuye a la formacién de los dimétds.

Las reacciones d&-ligustilida (1) catalizadas por &cidos de LeWis,como es el caso de
LiCIO4 en THF y E4AICI, en CHCI, producen mezclas dey Z-butilidenftalida @), sin embargo, al
utilizarse EfOBF; se ha observado la obtencién de la mezcla coidstipor2 y los dimeros lineales
13-16 (Esquemas-#4). El mecanismo del producto mayoritati® se explica mediante la secuencia
de reacciones mostrada en el Esquema 1, en etxisté¢ una complejacion del acido de Lewis con el

grupo carbonilo del promoviendo asi, la regiodiferenciacion de la iédinucleofilica del doble
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enlace G6'/C-7' de una segunda unidad ddigustilida (1) al C-8 para generar un cation er6€C

(intermediariol, en Esquema 1), posteriormente isomerizaciomesserie de desplazamientos de

proton ( - Il - Il - V), seguido de deshidrogenacién prodlige

1 n-Pr .
o h
6' Acido de o .
g e} Lewis
s(”Pr (AL) H 3y n-Pr
7 - o 0
I © =
2 o—AL®
o)
oA @ ®
H , +H
®
2H -AL, +H
- n-Pr
og ©
13 v

Esquema 1. Formacion del dimero lingal

En cuanto a la formacion del, isomero del3, se explica como se muestra en el Esquema 2.
La complejacion del &cido de Lewis al doble enldae6/C-7 deZ-ligustilida (1) produce un catién en
C-6 (intermediarioV, Esquema 2), promoviendo asi la adicion del delace C6/C-7' de la
segunda unidad monomérica, dando lugar al catignosition C-6 (intermediarioVl). El cation es
estabilizado por la eliminacion de hidrégeno (imediarioVIl) y la isomerizacion indicad&/(l -

VIl ), seguida por aromatizacion, produce 4,5-didesHi-dihidro, Z,Z'-6.7-diligustilida (14).*"
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AL . n-Pr
o 7 Acido de 5 n-pr
5 Lewis AL o
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n-Pr n-Pr n-Pr

n-Pr il n-Pr Vil

Esquema 2. Formacion del dimero linkal

La complejacién del acido de Lewis con el dobleaealC-6/C-7 de Z-ligustilida 1), forma
un cation en €7 (intermediaridX , Esquema 3). Por otro lado, la olefinaBZC-7' de otra unidad de
1 produce un cation en-@' (intermediariaX), el cual es estabilizado por la secuencia XI — XlI

como se muestra en el Esquema 3, generdndealthidro-7.8-Z,Z'-diligustilida (L5).

n-Pr n-pr
"
npr. © ? Acido de o) o
. L(ivlil)s, 0 ° /7 © .
6 n-Pr AL o
1 IX
0]
o)
n-Pr
15

Xl X1

Esquema 3. Formacioén del dimero lingal

El cation formado en €5 (intermediarioXlll , Esquema 4) promovido por el &cido de Lewis y

seguido por la adicion del doble enlaceS@C-7' a una segunda unidad gdigustilida (1) produce
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un cation en €7 (intermediario XIV), el cual es estabilizado por la pérdida de untdpro

(intermediarioXV). Subsecuentes estabilizaciones generardhidro-Z,Z'-6.6-diligustilida (L6).

1 n-Pr n-Pr
AL .
Acido de © e
0 Lewis 0] AL 0] (0] AL 0
(0] ° (AL) N @
7' (@]
O O H
n-Pr n-Pr Xill nPr XIV
1
-H®
n-Pr n-Pr n-Pr
© ©
0 . 0 0 o M o o o0 - 0
AL, +H® o %
(0] e H
n-pr 16 n-pr XV n-Pr XV

Esquema 4. Formacion del dimero linkal

El tratamiento d&-ligustilida @) con SnCJ] en CHCI, produce mezclas d&butilidenftalida
(2) como producto mayoritari&-butilidenftalida (L7), n-butilftalida (18), y los dimero43y 1417

En este sentido, fue interesante notar que enifileendtes sitios de complejacion del acido de
Lewis conl (O- y C- complejacién) se generaron diferentes catioresicplarmente en la posiciones
C-8, C-6 y C-7, mismos que fueron estabilizados por la adiciéradolefina CG6'/C-7' al cation
(mecanismos mostrados en los Esquemad).llas estructuras y rendimientos de los productos
indicaron la tendencia depara formar compuestos aromaticos, asi como sureagtividad frente a
acidos de Lewis, la ligera preferencia haciaOaomplejacion (vs.C-complejacion) y la baja

nucleofilicidad y regioseleccién mostrada por ddldenlace €6'/C-7'.1""

Por otro lado, estudios realizados sobre la foramade fotociclodimeros déligustilida (L)
mediante condiciones fotoquimicas (mediante lazatiibn de una lampara de mercurio), dié como
resultado la formacion deac-riligustilida (ac-5) y tres ftalidas diméricas novedosando-Z,Z
(3.8,8.3)-diligustilida (@9), exo-Z,Z-(3a.747a.38-diligustilida Q0) y endo-Z,Z(3a.74,7a.38-
diligustilida @1)). Su formacién fue racionalizada por el analisidos datos experimentales mediante

la utilizacién del método de orbitales moleculdrestera (OMF) (Esquema 5!
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Endo-Z,7'-(3.7',8,6')-
diligustilida
n-Pr rac-riligustilida (rac-5)

Endo-Z,7'-(3.8',8,3')-
diligustilida (19)

Exo-Z,Z'-(3a.7'a,7a.3'a)- Endo-Z,Z'-<(3a.7'a,7a.3'a)-
diligustilida (20) diligustilida (21)

Esquema 5. Fotociclodimerizacion Adigustilida ()

En cuanto a la reactividad quimica de las ftalidiaséricas, se ha informado la sintesis por
relevo derel-(3'R)-3',8-dihidrodiligustilida @2) a partir dez-ligustilida (). La reaccion térmica de
por 40 h a 160 °C en tubo sellado permiti6 la coside en rac-diligustilida tac-4, 22%),
demostrandose la regio- y estereo- preferencia dealccion. Una vez obtenida la ftalida dimériea, s
llevaron a cabo ensayos para reducir selectivanenteble enlace €3/C-8, mismos que fueron
infructuosos. Sin embargo, hidrogenacion catalificacta derac-4 permitio la obtencion deac-23y
rac-24 (Esquema 6}}°

n-pr H \\\\J"-BU
o)
Hidrogenacion
catalitica
—0
=
O H
n-Pr
rac-4 rac-23 rac-24

Esquema 6. Hidrogenacion cataliticarde-diligustilida (ac-4)

En vista de los resultados poco promisorios, spysm la apertura estereoselectiva de una de
las lactonas para obtener la cetona e® G/ posteriormente la reduccién de la misma pa@rfiente

obtener nuevamente la relactonizacién (Esquertfl 7).

El mecanismo de formacién de los productos mossrasoel Esquema 7, se explica de la

siguiente manera: el tratamiento basicoatediligustilida fac-4) permitié la obtencién de la mezcla
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derac-25y rac-26. Posteriormente, el tratamiento rde-desmetilwallichilida ac-25) con NaBH en
metanol a temperatura ambiente genero el hidrao&eic-27. La selectividad diastereofacial en la
reduccion deac-25 fue racionalizada por la complejacion del boralidrcon el acido carboxilico,
permitiendo la reducion del carbonilo cetonico dntadoexc en la conformacidén preferida en
metanol XVII ) por la carae para producir el acideel-hidroxi-(39) (27). La relactonizacion deac-

27 fue llevada a cabo en buenos rendimientos comrclatte tionilo, cloruro de tosilo o cloruro de
mesilo. Es interesante notar que la estereoquimddaproducto fue dependiente del disolvente
(Esquema 7). Cuando se utiliz6 THF como disolveeteproducto obtenido fueel-(3'R)-3',8-
dihidrodiligustilida 8), pero cuando la reaccién fue llevada a cabaatillo CHCJ o benceno como
disolvente, el producto fuel-(3'9-3',8-dihidrodiligustilida @2). Los resultados de la reaccion de la
lactonizacion son explicados mediante la suposid@rmos mecanismos de reaccion que reflejan la
facil aproximacién del electréfilo al atomo de oxig nucleofilico. Presumiblemente, en THF la
conformacion preferida e§VIll , donde el alcohol secundario es expuesto al distdy (el hidroxilo
exc y anti- al enlacas C-3/C-7'a) y entonces el electréfilo activa al alcohol raeti un mecanismo
de desplazamiento tipg& con inversion en €3 (XIX, Esquema 7). En contraste, en disolventes no
polares, como benceno y clorofornmag-27 presumiblemente existe en la conformackdt (cadena
alquilican-butil exo y anti- al enlace €3'a/C-7'a), de tal manera que el electréfilo (Sg@ictiva al
acido para una reaccion adicion-eliminaci®xXk), por lo que el alcohol secundario esta impedido.
Estos resultados proveen procedimientos esteretiseke para la obtencion de los dos epimeros en
C-3 de 3,8-dihidrodiligustilida (ac-22y rac-28).
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7/ _O
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NaBH,;/MeOH
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Xviil

o CgHg 6 CHCl,

SOCI,/THF SOCl/
84%

rac-28
3R

Esquema 7. Obtencion dec-22y rac-28 a partir daac-diligustilida fac-4)




Por otra parte, se han llevado a cabo reaccionésiaps sobre ftalidas diméricas, por
ejemplo, el tratamiento con baserde-diligustilida fac-4) produce los compuestos pentaciclitas

29-rac-31, derivados de condensaciones intramolecularesieenas conectividades-C (Esquema
8).[20]

n-Pr
BH
COOCH3
XXV
n-Pr
BH

COOCH; COOCH; COOCH;

0 n-Pr O HB8 n-Pr
rac-29 rac-30

XXIX

Esquema 8. Condensaciones intramoleculareadé

Desde el punto de vista mecanistico, un intermiedidicetodiéster XXIl , formado por
metandlisis a partir deac-4, Esquema 8) sufre una reaccidon alddlica intranuddec via la
desprotonacion del metileno acido er8C(intermediarioXXIIl ) y una adicién al carbonilo para
generar los intermediarios tautomérieoslV y XXV, los cuales reaccionan para datc-29 via una
adicién tipo Michael del carbanion en-& y generacion de los intermediarigXVIl y XXVIII |

Esquema 8.

Los procedimientos que favorecen las condensaciamigamoleculares involucran las
reacciones deac-4 con NaCO; en HO/MeOH/MeCO, mismos que generan los compueshas?5
(rac-desmetilwallichilida, 9%)rac-26 (rac-dicetodiacido de diligustilida, 10%jac-30 (8-epi29,
4%) yrac-29 + rac-31 (65%) (Esquema 93"
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n-Bu

n-Pr 7 n-Pr

7 O 0]

H

N82003/H20/ O €00
Me,CO/MeOH | \ + \ + rac-29 + rac-30 + rac-31

o o] COOH o] COOH

n-Bu n-Bu
n-Pr
rac-4 rac-25 (9%) rac-26 (10%)

Esquema 9. Tratamiento basicorde-4

La formacién del éter endlictac-31 puede ser racionalizada por Caalquilacion de los
intermediarioXXVIIl 6 XXIX (Esquema 8). En disolventes como THFR¥OH, laC-alquilacién es
preferida (obtencion deac-29), mientras que en sistemas acuosos, una cargaivaegaside

principalmente en el oxigeno, que permite la foidradel hemicetalac-31.

El tratamiento catalizado por base de la ftalidaélicarac-diligustilida tac-4), utilizando
diversas condiciones de reaccion ha permitido tarmion de una serie de productos de condensacion
intramolecular como se muestra en el Esquentd Ed. la bisqueda de mejores condiciones para la
obtencion de los productos de condensacion intieentdrrac-29 y rac-31 en forma separada, asi
como mejores rendimientos dac-25 y rac-26, fueron llevados a cabo diversos experimentos. Los
resultados indicaron que los rendimientos de losdyrtos son altamente dependientes de las
diferentes condiciones de reaccion. Asi, por ejemlpl presencia de agua en la reaccion permite la
formacion del producto intramoleculeac-31; sin embargo, la presencia de un disolvente deomen

polaridad como THF inhibe la formacion del mismo.

Adicionalmente, los experimentos dieron eviden@aqde a tiempos cortos de reaccidén se
produce la metandlisis dac-diligustilida ¢ac-4) obteniéndoseac-wallichilida (rac-30) y ademas se
obtienen bajos rendimientos de los productos ddermsacion intramoleculaac-29, rac-33y rac-34.
Ahora bien, las condiciones de hidrolisis pae&-diligustilida (ac-4) generan mezcla deac-
desmetilwallichilida fac-25) y del rac-dicetodiacido iac-26) misma que se ve favorecida en la
mezcla de acetona/agua, presumiblemente debidmeidaddes de reaccidn comparables en el ataque
nucleofilico sobre ambos grupos carbonilo. Mecam@stente,rac-wallichilida (ac-30) se obtiene
mediante metandlisis dac-diligustilida fac-4, Esquema 10), misma que puede reaccionar con otra
molécula del ibn metdxido, generando el intermeéalidicetodiésteiXXX . La hidrdlisis de ambos
compuestos da lugar a los acides-desmetilwallichilida ac-25) y el rac-dicetodiacido rac-26),
respectivamente. El compuestx-30 experimenta una reaccion alddlica intramolecutediante la
desprotonacion del metileno &cido en8C(intermediarioXXXI ) y apertura de la lactona por adicion
del carbonilo para producir los intermediarios eauéricosXXIll y XXXV, los cuales a su vez

reaccionan para dar lugarac-29 via una adicion tipo Michael del carbanion erB§ formacién de
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los intermediarioXXXVIl y XXXIX , Esquema 10. La deshidratacionrde-29 generarac-32y la
hidrolisis de éste produce los epimeras-33 y rac-34. La formacion del éter endliaac-31y su
epimerorac-35 puede explicarse por @-acilacion de los intermediariod.l 6 XLIl (Esquema 10).
La adicion de una base fuerte promueve la condeémsattramolecular deac-25 a través de los
intermediariosXXXIl a XL para generarac-31y los epimerosac-33 y rac-34 por deshidratacion

del primerd®
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Esquema 10. Derivados de condensaciones intraniatesueaac-diligustilida ¢ac-4)

En cuanto a la ftalida diméricac-toquindlida B (ac-3) se refiere, la reduccion con NaBH

en THF produceel-(7'aS-7', 7 a-dihidrotoquindlida B36, 85%, Esquema 11) mismo que presenta un
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nuevo centro quiral en-@'a con configuraciors, debido al equilibrio existente en que procede la

reaccion?Y

o NaBH4/THF

40 min
7 (85%)

n-Pr

rac-3 rac-36

Esquema 11. Obtencion de-(7'aS)-7', 7 a-dihidrotoquindlida B36)

Las reacciones de condensacion intramolecular eionbdsico (NaOH, THF/MeOH) dac-
toquindlida B tac-3) como en el caso dec-diligustilida fac-4),*> permitieron la obtencion del

compuesto pentaciclizac-ciclotoquindlida B (ac-37, Esquema 125

n-Pr 1) NaOH
O._o THF/MeOH 0o
0 oy, V= reflujo, 2!1
n-Pf 2) HCI (10%) o Y
(57%)
rac-3 rac-37

Esquema 12. Condensacion intramolecularadgoquindlida B (ac-3)

El mecanismo de formacion dac-37 se explica mediante el ataque nucleofilico quimio-
selectivo del hidréxido sobre el carbonile-X que genera el enolat$LIll que pudiera seguir
diferentes rutas- y O- alquilacién 6C- y O- acilacion), en este caso, una adicién tipo Mitkiaé
carbanion a la enonaié una ciclizacién Sxotrigonal favorecidd”) produce el intermediarigLIV

que se transforma en medio acida@n37 (Esquema 13).

S n-Pr
HO o
Y
0 WS N
n-Pr
rac-3

Esquema 13. Mecanismo de formaciomateciclotoquindlida B fac-37)

Continuando con la descripciéon de la reactividadpdeducto naturatac-3 y sus derivados,
se ha informado que la metilacion @de-37 con diazometano en éter (Esquema 14) producdes| és

rac-38.2%
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3

n-Pr

rac-37 rac-38

Esquema 14. Metilacion dac-37

La hidrdlisis derac-toquindlida B (ac-3) en medio basico N&O;, CH;COCHy/H,O (1:1)
(Esquema 15) genera ehc-cetoacido ac-39, 84%)? donde lay-enol lactona derac-3 es
hidrolizada facilmente en comparacion can-diligustilida fac-4), que bajo las mismas condiciones
genera sus correspondientes cetoécidos en bajdimientos!® En este sentido, es interesante
destacar que la espiyglactona derac-3 no es reactiva bajo diversas condiciones hidcalti hecho
que se debe al impedimento estérico de ambas datagrupo carbonilo €1, por la cadena-
propilica en €8 y el sustituyente alquilideno en-&. EI mismo fendbmeno fue observado para

angedlida, epimero dac-toquindlida B fac-3) en G-3.23%

1) Na;COs n-Pr
0 CH3COCH3;/H,0 (1:1) HO (0) o
reflujo, 40 min le}
2) HCI 10% (0] n-pt
(84%)
rac-39

Esquema 15. Hidrolisis dac-toquindlida B (ac-3)

El tratamiento deac-3 con metoxido de sodio en metanol a temperaturaesme) produce el

correspondiente cetoésteac-40 (Esquema 16§

n-Pr Na°/MeOH n-Pr
(0] MeOH (0]
° H,CO ©
0 oY \— ta.,1h le}
n-Pr (51%) © n-Pr
rac-3 rac-40

Esquema 16. Preparacién det-cetoéster de toquindlida Bag-40)

En este contexto, la presencia del acido carboxéit C-1' es necesaria para la reaccion de
ciclizacion para generaac-ciclotoquindlida B (ac-37). Los hechos que sustentan dicha observacion
son los estudios de complejacion del carboxilagb gnolato, intermediarigLIll (Esquema 13), con

el cation (Na 6 K" que favorece la formacion del enlac€-3a/G-8' (Figura 2).
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Figura 2. Complejacion de los iones
carboxilato y enolato con el cation Nen

la formacion derac-ciclotoquindlida B
(rac-37)

Por otro lado, la reduccién dedc-cetoacido de toquindlida B&gc-39) con NaBH en etanol,
permitié obtenerac-3',8-dihidrotoquindlida B fac-41) asi como una mezcla de los epimesas42

y rac-43 (Esquema 17).

n-Pr NaBH,/

o etanol
HO ©
o) 30 min o
n-Pr
rac-39 rac-41 (30%) rac-42 (15%) rac-43

Esquema 17. Reduccion dak-cetoacido de toquindlida Bac-39)

Los resultados obtenidos de los diversos tratawsegtiimicos de las ftalidas obtenidas a
partir de L. porteri indican la existencia de mezclas en los produd®seaccion, asi como la
competencia en la reactividad quimica debido adifesentes grupos funcionales presentes en cada
una de las ftalidas monoméricas y diméricas. Res t@otivos, es posible afirmar que presentan una
reactividad quimica particular y que, generalmekds, ciclizaciones intramoleculares pueden ser
consideradas como una caracteristica para estal¢igustancias. Por lo anterior, es importante el
estudio de estos productos naturales con el objdiventender y racionalizar su reactividad quimica
asi como conocer la actividad biolégica que puestivarse de las modificaciones quimicas realizadas

a los mismos.
Actividad biologica de las ftalidas

En cuanto a la actividad biolégica se refiere, nagatie las ftalidas han mostrado ser activas easvari
bioensayos. En general, la actividad biol6gicaadeftalidas se clasifican en seis categorias: @ymc

sobre el sistema nervioso central, b) inhibiciénlaeagregacion plaquetaria y anti-trombosis, ¢)
modulacion de la funcién cardiaca y anti-anginantjbicion de la proliferacion celular del musculo

esquéletico, e) proteccion contra isquemia cerghiatelajacion del masculo liso (Tabla 1, Fig@ja
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Tabla 1. Resumen de la actividad biolégica de algitélidas de origen natufal

Actividad biol6gica Ftalida
Anti-angina Z-butilidenftalida @), butilidenftalida 44)
Anti-convulsion 3R-butilftalida @6), 3S-butilftalida @7) sedanendlida
(50
Anti-agregacion plaquetaria y anti- Z-ligustilida (1), butilidenftalida 44), 3R-butilftalida
trombosis (46), 3S-butilftalida @7), senquiundlida AR1)

Reduccién de la viscosidad de la sangre Butilftalida (18), cnidilida @8), senquiundlida A1),
senquiundlida PEQ), levistdlida B 62)

Modulacion de la funcién cardiaca Butilidenftalida @4), ligustilida @9), senquiundlida A
(59

Inhibicion del aprendizaje y pérdida de la Butilftalida (18), butilidenftalida 44), 3R-butilftalida

memoria (46), 3S-butilftalida @7), senquiundlida AX1)

Inhibicién de la proliferacion celular del  Butilftalida (18), butilidenftalida 44), cnidilida @8),

musculo liso ligustilida @9), senquiundlida AK1), senquiundlida
H (56), senquiundlida 157), senquiundlida Jbg)

Proteccién contra isquemia cerebral Butilftalida (18), 3R-butilftalida @6), 3S-butilftalida

(47)

Sedacién y aumento del suefio Butilidenftalida @4), butilftalida (L8), ligustilida @9),
sedanendlidasQ)

Relajacion del musculo liso Z-Butilidenftalida @), rac-toquindlida B (ac-3),

levistdlida A fac-diligustilida,rac-4), rac-
riligustilida (rac-5), butilidenftalida 44), ligustilida
(49), senquiundlida PeQ)
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CH(CH;),CH3

OH
CH(

Figura 3. Algunas ftalidas naturales con actividadogica®

Actividad sobre el Sistema Nervioso Central (SNC)

Varias ftalidas han mostrado afectar el sistem&io®w central, por ejemplo, Matsumoto y col. han
utlilizado el modelo animal del suefio inducido pentobarbital para probar butilidenftalicgdy. %!

En el disefio experimental, los ratones fueron dégade manera conjunta y en forma individual por
cuatro semanas previamente al tratamiento con Ipenitival. La comparacion de esos dos grupos con
los ratones control indicaron que el tiempo de surducido por pentobarbital fue significativamente
corto en los ratones albergados de forma individBal embargo, después de una administracion
intraperitoneal de butilidenftalidd4), a una dosis de 20 mg/kg se observo que el tietaEuefio en

este grupo llegé a ser similar al grupo donde &snes se albergaron de forma conjunta, siendo asi,
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un efecto dosis-dependiente en un rango de 10nag8(y. Ademas, en los ratones alojados en grupo,
el efecto del suefio inducido por pentobarbitaldigmificativamete reducido después del tratamiento
con metoxamina (agonista;-adrenoreceptor), yohimbina (agonisigadrenoreceptor) y FG7142
(agonista inverso GABA. La ftalida44 a una dosis intraperitoneal de 20 mg/kg fue caeazvertir

la reduccion del tiempo de suefio causado por &ss dgentes antes mencionados. Los resultados
sugirieron que los efectos dd sobre el tiempo suefio inducido por pentobarbitaelde involucrar el

sistema adrenérgico central y/o el sistema GABA

Por otro lado, en un modelo de comportamiento @desiém en rat&® fue inducido dafio de
evasion por administracion intracisternal de AFG#Aurotoxina colinérgica central), escopolamina
(receptor muscarinico antagonista) o mecamilamia@eptor nicotinico antagonista). La combinacion
de escopolamina y mecamilamina mostraron un efsgtérgico. La ftalida44 a una dosis
intraperitoneal de 50 mg/kg reverti6 marcadamentelafio de evasion inducido por esos tres
antagonistas utilizados separadamente o concumente con escopolamina y mecamilamina. El
efecto inhibitorio det4 sobre el dafio del comportamiento de evasion ndlfugueado por bromuro
44 sobre el dafio de comportamiento de evasion tielaeién con la ruta colinérgica central, via

receptores muscarinicos y/o nicotini€ds.

Una sola administracion intraperitoneal de butitdg (18) (50-100 mg/kg) prolonga el
tiempo de suefio inducido por pentobarbital en eomachos albind8! Un efecto similar fue
observado después de la inhalaciéri8la 0.5-1 mg/3L aire/mir?® Ademas, en un modelo de ataque
crénico en rata inducido por lactona coridfase encontré dafio significativo en neuronas celesbra
y en células Purkinje en animales control despwédadinduccién del ataque, pero no en ratas
oralmente pretratadas con 700 mg/kg de la ftalRiaAsimismo,18 antagonizé el dafio en la memoria

y el aprendizaje en el mismo modelo.

La inyeccidn intraperitoneal desdutilftadlida @7) protege a ratones y a ratas contra ataques
inducidos por audio- y electro-shock, y agentes/alsivos como metrazol o lactona coridffaEn
modelo murino, la administracién subcutdnea delngéfmero R de 46 y su mezcla racémica
inhibieron moderadamente los ataques metrazol iddupero no asi el enantiomegode 47. Los
enantiomerodR-(46) y S(47), asi como la mezcla racémica inhibieron los aaglectro-shock de

manera dosis-dependiente con valores dg B&83.4, 104.8 y 73.1 mg/kg, respectivamente.
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Agregacion anti-plaquetaria y anti-trombosis

Ciertas ftalidas de origen natural han sido evalsgubr sus actividades anti-agregacion plaquetaria
anti-trombosis. Como se resume en la Tabla 2, ditdtidas substituidas en la posicién 3, conocidas
comoZ-ligustilida (), butilidenftalida, 44), 3R-butilftalida @6), 3S-butilftadlida @7), y senquiundlida

A (51) fueron efectivas contra agregacion plaquetasagly cof®” han investigado los efectos de la
ftalida 44 sobre la agregacion plaquetaria causada por viatogtores. En plaguetas de conejé,
inhibié de forma dosis-dependiente la agregacidradi€o araquidénico (AA)- y colageno-inducido.
La potencia inhibitoria fue significativamente maym la agregacion AA-inducido (470 uM) mas
gue la agregaciéon coladgeno-inducido s¢C120 uM). Ademas, ésta misma ftalidéd inhibi6o la
liberacion de ATP ocasionada por el AA y el colaggnsu potencia inhibitoria sobre la liberacién de
ATP fue mayor (AA: Cly 40 uM, coldgeno GJ, 60 uM), mas que contra la agregacion. Por otra parte,
44 inhibié marcadamente la formacion del tromboxano(BXB,) ocasionada por colageno, AA,
trombina, y el ionéforo A23187. A una concentraciim 100uM abolié la fase secundaria de la

agregacion plaquetaria y la liberacion de ATP indpor epinefrin&

Naito y colaboradores, investigaron la reduccion laeviscosidad en sangre por nueve
ftalidas'® Entre los compuestos probados se encuentran @lias diméricasrac-toquinélida B
(rac-3) y senquiundlida P6Q), y tres ftalidas substituidas en la posicion @jltvalida (18), cnidilida
(48) y senquiundlida A1), mismos que redujeron la viscosidad en sangreatas Wistar. La
reduccion de viscosidad de sangre fue de 7.3%,, D%, 18.5% y 12.8% pala, 48 51, 60y 62,
respectivamente.

Modulacion de la funcion cardiaca y anti-angina

Z-butilidenftalida @) y su mezcla racémica fueron sugeridos como ageaté-angina por Ko y
colaboradore§?*! Mediante el empleo de un modelo experimental angiariante en perros
anestesiados y en ratas conscienigutilidenftalida @) y butilidenftalida 44) inhibieron la
pituitrina-inducida disminuyendo la onda T, sefiaé gactia como indicador electrocardiografico de
dafo al miocardio.

Inhibicién de la proliferacion celular del musculoliso

Las ftalidasl8, 44, 48, 49, 51, 56, 57, 58 y neocnidilida §3) han mostrado actividad anti-proliferativa
con diferentes potencias en cultivos primarios éalas de muasculo liso de aorta de raton (Tabla 2,
Figura 3)
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Tabla 2. Actividad antiproliferativa de diferentd&ilidas en cultivos

celulares de musculo liso de aorta de raton.

Ftalida Clso (ng/mL) Referencias
Butilidenftalida @4) 3.25 [34-36]
Butilftalida (18) > 20 [35]
Cnidilida @8) > 20 [35]
Ligustilida @49) 1.68 [34-36]
Neocnidilida 63) 6.22 [34-36]
Senquiundlida A%1) 1.52 [34-36]
Senquiundlida HE6) 0.1 [35, 36]

Kobayashi y col. han realizado investigacion dee$dructura actividad de diez ftalidas

$23¢ ytjlizando el modelo de cultivo de células de nulisdiso, se observé que la presencia

naturale
de un grupo hidroxilo en la posicié 6 una cadena hidroxilada en esa misma posiciétagn
senquiundlidas D5Q), E 63), F (4), y G 65 contribuyeron a la inactividad de los mismas. La
potencia de progresion e inhibicion de los derigaalati-proliferativos estan en el siguiente orién

> 58> 57 > 49 = 51 > 44 | os resultados sugieren que las ftalidas querieligistituciones en las
posiciones 6 y 7 en el anillo A fueron més potentes aquellas que conservaron el doble enlace en la
posicién 6 y 7. Por otro lado, el grado de insatidraen el anillo A afecta la potencia de la adtw
anti-proliferativa, pues los compueste 57 y 58 son mas potentes qdd y 51. La ftalida44 con

anillo aromatico A mostroé la potencia mas baja ([@&).
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Tabla 3. Resultados de la actividad anti-prolifgeatde las ftalidas en relacion con su

estructura
Ftalida R R R R R R Actividad

Senquiundlida H6) 7 H H OH OH FH++

Senquiundlida 1%7) 7 H H —OH OH T+

Senquiundlida J58) >~~~ H H H —OH OH +++

Ligustilida @9) z7 H H _ T+t

Senquiundlida A1) ">~~~ H H H = ++

Butilidenftalida @4) z7 — _ +

o

Senquiundlida DJJ) OH H H = -
OH

Senquiundlida ESB) (\A — = -
OH

Senquiundlida F§4) (\A H H — -

Senquiundlida G§5 >~ OH H H = -

Resultados de la referenéld, se utilizaron unidades arbitrarias para expresaactividad anti-
proliferativa, ++++: significativamente activo; +#muy activo; +: ligeramente active; inactivo.

Proteccion contra isquemia cerebral

El primer indicio de que butilftalidal®) y sus dos enantiomerd$ (3R-) y 47 (3S) presentaron
actividad anti-derrame cerebral, fue basado erapacidades para retrasar estos eventos cerefprales
prolongar la vida post-derrame en ratas propensdsri@me cerebral causado por hipertension
espontanel&” Adoptando el modelo de isquemia focal de oclusiénla arteria cerebral media
(MCAO, Middle Cerebral Artery Occlusion) inducida eata, Feng y colaboradores demostraron que
18, 46 y 47 disminuyeron el tamafio del infaff. A pesar de los extensos estudios de Feng y
colaboradore§” ! los mecanismos de las acciones de cerebro-prétedei las ftalidag8, 46y 47

aun son inciertos. Sin embargo, estos metabolgosi@tienen como posibles agentes terapéuticos
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para el tratamiento de isquemia cerebral, siendguesla ftalidal8 ha sido ampliamente efectiva para

el tratamiento de enfermedades cerebrovasculaes;ukrdo a registros de patentes cHiffas.
Relajacion del musculo liso

La respuesta anti-espasmadica es una de las padpiednas reconocidas de las ftalidas. Alrededor de
ellas estan butilidenftalidad4) y su isomeroZ-(2), quienes han sido bien documentadas como
relajantes probados en varios modelos vasculandésstinales, respiratorias y preparaciones de
proliferacién del musculo liso. Ko y colaboradohes reportado que las ftaliday 44 inhiben la pre-
contraccién inducida por KCI y fenilepinefrina deamera no competitiva y endotelio-independiente
con potencias similares en veffa&’ El compuestal4 reduce la vasoconstriccion mediada por KCI'y
fenilepinefrina, pero es significativamente maseptgmente antagonizada por altas concentraciones
de iones K induciendo una despolarizacién de la membranaiyaacio los canales de €& “Y La
ftalida 2 se comporta de forma similar’” La hipétesis radica en q@ey 44 inhiben la movilizacién

de C&" via canal de Ca dependiente de voltaje menos selectivamente qus atecanismos de

contracciéon mediados por KCl y fenilepinefriffa.

En otro bioensayo, Ko y colaboradores, descubrieqom el propanololptadrenoreceptor
antagonista), glibenclamida (inhibitor de canaleK&TP), y caribdotoxina (inhibidor de canales de
BKCa) fueron inefectivos contra la vasorelajacidduicida por4 en venas sanguineas de p&tbe
la misma forma, se ha explorado como las ftalRigst4 median la vasorelajacion. Sin embargo, en
general, las potencias anti-espasmodicas de vlébdas en diferentes preparaciones de tejidos
aislados son relativamente débiles y sus propiedsdsorelajadoram vitro a veces fallan al ser
trasladados a los efectos hipotensiwvosivo. Los beneficios potenciales de las ftalidas cogenges

anti-hipertensivos contintian siendo investigddos.
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4. JUSTIFICACION

Dado que la especie vegetadusticum porteries ampliamente utilizada en la medicina tradidiaha
norte de nuestro pais y que de ella pueden obtelerstalidas diméricamc-toquindlida B (ac-3) y
rac-diligustilida ac-4), se considerd pertinente llevar a cabo experiavgdn conducente a la
confirmacién de estas substancias como productnsafes, asi como a la obtencion de derivados
bajo condiciones especificas que permitan conoceacjonalizar la reactividad quimica de las
mismas, y correlacionar la estructura de los prmducaturales y sus derivados (caracterizados

mediante métodos experimentales y tedricos) cdriogctividad.
OBJETIVOS GENERALES

Generar conocimiento que permita entender y raligamala reactividad quimica de las ftélidas
diméricasrac-toquindlida B (ac-3) y rac-diligustilida fac-4) mediante la obtencion de derivados.
Asimismo, determinar la presencia y cuantificacdatidad deac-3 y rac-4 en extractos de acetona
de raices frescas y secas, y determinar la relami@tente entre las estructuras de los productos

naturales y derivados con su actividad biolégica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comprobar la presencia de las ftalidas diméricasocproductos naturales en un ejemplar fresco
deL. porterimediante RMNH.

b) Comprobar la presencia de las ftalidas diméricasl extracto de acetona de raices secds. de
porteri mediante RMN DOSY

c) Desarrollar un método analitico para la cuantifibacde los componentes presentes en los

extractos de acetona de las raicek.duorteri.

d) Aislar, a partir de la fuente naturadligusticum porte, las ftalidas monoméricas y diméricas (

ligustilida,rac-toquindlida B fac-3), rac-diligustilida ¢ac-4) y rac-riligustilida (rac-5)).
e) Optimizar la reaccion de dimerizacion ddigustilida ().

f) Llevar a cabo la experimentacion conducente a afizar enantioselectivamente las mezclas

racémicas y 4 que sean separables mediante procedimientos @graficos convencionales.

g) Explorar las reacciones delc-cetoacido de toquindlida Bac-39), con diferentes aminas para

evaluar la posibilidad de condensaciones intranutdees.
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h)

)

k)

Llevar a cabo experimentos exploratorios de bisfiamacion deac-toquindlida B (ac-3) y

rac-diligustilida tac-4).

Llevar a cabo la determinacién de la configuracibsoluta de los pares enantioméricos mediante

la aplicacion de métodos quiro-6pticos (interpriétacle las curvas de dicroismo circular).

Hidrolizar los fragmentos quirales de los derivadasstereoméricos obtenidos a partir de las

mezclas racémicesy 4.

Llevar a cabo las evaluaciones sedantes, antitegjisas y citotoxicas de los derivados

generados durante la investigacion y relacionardssltados de las bioactividades.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se llevard a cabo la descrip@barhlisis de los resultados obtenidos, paradd sai

dividira en tres secciones, de acuerdo a los swstémeluidos en la investigacion.

5.1. Andlisis por resonancia magnética nuclear deo$ extractos de las raices deigusticum

porteri

En este apartado se realiza un analisis quimidosdextractos de acetona de las raices de la especi
vegetal Ligusticum porteripor espectroscopia de resonancia magnética nuelableciendo la
presencia de los componentes individuales. Estésmn&erificoé que las ftalidas diméricasc-
toquindlida B (ac-3), rac-diligustilida ¢ac-4) y rac-riligustilida (rac-5) son producidas naturalmente
por la planta. Estos resultados estuvieron en edaocia con los reportados por Li y colaboradores
para Ligusticum chuanxiongHort. (Raiz Chuanxiong), los cuales informan gae-3 y rac-5 se
encuentran en las hierbas fres¢AsTambién se informan los resultados analiticosvedrs del
experimento RMN'H DOSY 4% técnica utilizada para llevar a cabo una sepamacidual (sin
llevar a cabo la separacion fisica) de algunoodedmponentes en el extracto de acetona de raices
secas dé.. porteri, analisis que tuvo como objetivo determinar lsspneia de la principales ftalidas
diméricasrac-toquindlida B (ac-3) y rac-diligustilida ac-4). Esta técnica experimental es una
herramienta 0til para analizar mezclas complejaad en los diferentes coeficientes de difudiin,
que depende del peso molecular efectivo, tamafwrgaf de cada compuesto. Los espectros DOSY
estan constituidos por los desplazamientos quingncd eje horizontal y los coeficientes de difasié
en el eje vertical, respectivamente. Por otro laaimbién se desarrollé un protocolo sencillo para |
cuantificacién de algunos constituyentesLdgorteri, que se llevé a cabo por medio del calculo del
promedio de las &reas relativas de los picos ddeseélegidas de proton para algunos compuestos con
respecto a una sefial conocida de un estandarantésdimetilaminopiridina). El protocolo permitié
una cuantificacion rapida y directa de las ftalidaséricas en un espécimen frescoldeporteri.
Estos hallazgos proporcionaron evidencia concleyel® la existencia de estos compuestos como

productos naturales.
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*Configuracion del centro quiral no determinada

Figura 4. Algunos constituyentes deporteri

Algunos constituyentes de. officinale (syn: Cnidium officinalé sufren transformaciones
durante el almacenamierfd, y asimismo los de algunas plantas relacionadasnémicamente
procesadas para preparaciones utilizadas en lacimedradicional asiatica. Tales variaciones en la
composicién quimica también han sido detectadasChéR paral. chuanxiond*! Otros reportes
han identificado variaciones por comparacion decdsstituyentes quimicos de varios preparados
provenientes de umbeliferas utilizando CCF, CLARN-EM.*! Por lo tanto, se llevé a cabo un
analisis detallado del extracto de acetona deaiass frescas de porteri para la identificacion de sus
principales componentes, verificando la presen@alas ftalidas diméricas y estableciendo las
variaciones en la composicién de la raiz a difeentempos de secado. Las asignaciones fueron
realizadas por comparacién directa con espectrosnglestras auténticas disponibles en nuestro
laboratorio. El trazo en la Figura 5a muestradagiza del extracto de la planta (de las raicesdsgs
reflejado en la complejidad del mismo. Para fine&cticos, el espectro fue dividido en cuatro
secciones ampliadas con el fin de facilitar la masigdn de sefiales (Figura-&). La presencia d&
ligustilida @) fue confirmada por las sefiales en la Figura 8®6a29 @t, J= 9.6, 2.1, Hz, 1H, H7),d
6.00 @dt, J=9.7, 4.3 Hz, 1H, H6) y 0 5.22 (, J = 8.0 Hz, 1H, H8); Figura 5d ad 2.62-2.57 (n, 2H,
H-4, H-5) y52.38 @d, J= 15.2, 7.6 Hz, 1H, H9); y Figura 5e & 1.51 , J= 7.4 Hz, 1H, H10) y
00.96 ¢, J=7.4, 3H, H11).
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Figura 5. Espectro completo de RN (500 MHz, CDC}, 5 8.00- 0.00) de las raices frescaslde
porteri (a) y detalles del espect®8.00— 6.40 (b);0 6.40— 4.00 (c);0 4.00—- 2.00 (d);d 2.00— 0.00
(e).1: Z-ligustilida, 2: Z-butilidenftalida,rac-3: rac-toquindlida B rac-4: rac-diligustilida,6: acido

ferdlico, 7: triacilglicérido,10: ferulato de coniferilo

La presencia de ferulato de coniferil) fue confirmada por las sefales en la Figura 5b a:
7.65 @, J=15.9 Hz, 1H, H7),5 7.08 ¢id, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H, H6), 5 7.04 @, J= 1.9 Hz, 1H, H2),
56.94 @, J=1.9 Hz, 1H, H2), 5 6.92 @, J = 8.2 Hz, 2H, H5, H-6), 3 6.87 ¢, J = 8.2 Hz, 1H,
H-5)y 3 6.63 @, J=15.8 Hz, 1H, H7'); Figura 5c, ad 6.33 @, J = 15.9 Hz, 1H, H8), 6.21 ¢t, J
= 15.8, 6.6 Hz, 1H, H8') y & 4.84 @d, J = 6.6, 1.2 Hz, 1H, HY); y Figura 5d ad 3.92 &, 3H,
-OMe) y 8 3.91 &, 3H,-OMe). La presencia del triacilglicéridofue verificada por las sefiales en la
Figura 5¢c ad 5.42-5.29 fn, H-C=C-H) y  4.32-4.11 {n, R-CH,—OCOR); Figura 5d, & 2.83-2.75
(m, C=C-CH,—C=C); y Figura 5e ad 1.25 §, CH,).

Las muestras puras de las ftalidas dimérieas3-rac-5 de L. porteri mostraron sefiales
distintivas en el espectro dd NMR ad 7.35 @, J = 6.6 Hz, 1H, H7'), 8 7.51 ¢, J = 6.7 Hz, 1H,
H-7)y 33.46 @,J=7.6 Hz, 1H, H7) en CDC}, respectivamente (Figura 6, trazos a y b)dyrab64
(d,J=6.7 Hz, 1H, H7), 5 7.50 @, J = 6.6 Hz, 1H, H7), y 6 3.61¢, J = 7.5 Hz, 1H, H7') en
DMSO-d,, respectivamente (Figura 6, trazos c y d). Eshaleg fueron claramente identificadas en

los diferentes trazos de los espectros de losaaale acetona de raices secas y frescas (Figura 6

45



proveyendo evidencia directa de que las ftalidasédcasrac-3-rac-5 existen como productos

naturales.
rac-4 ! rac-5 m
H7 | H-7 (W
| ” ) | 'JJ‘ | llrll | . s'"ll L”i F‘Illl )." I!--""Vlllﬁlﬂ '.
e _leﬂl’n_rl'lu}_“}""""'l .;-'\_\.,m" L l‘w-"-‘,,__ - | ,~_,’1., Iy ' S ‘-\,t.u A \

-‘IZI 69 68 &7 A& A5 B3 A2 Al140 29 38 3F 26 A% 34 33

B0 3 78 &7 T :l'_"
b I rac 3 | || 1 |
) “ rac-4 ’ ‘ ‘ ‘I ‘ llll ’ | o5
H 7 g
11‘ || | Lm Iq N e
: I
——'IJ'--FHWI e . (Y I'JI" IJ Mo _._A.Hd-.—‘l'dul | Ia"l'll._
H.?J I -'-9 I -'-H ’ -'-.' ||' F‘ﬁ lllllllll -'I] ) II'.I ) :\I:':I ) D-H ’ E--' I \'.-\'.- I b-‘.‘- I E-l I \'.-1 I b‘.’ ’ D‘]r-l_l.' I 3-":" ’ 3‘3 ’ 'J‘-' ’ 3‘#.- ’ 3“.\ ’ 3‘4- ’ 313 -
4 .
rac-3 | " rac [
C)H7...-"~.I"'I ' ||H7 ll-'
X l | \.JJ
' Ili_ I| Iu L’ ,d H*Jw‘
3‘0 e e A 73 T2 Tl 0 &% &3 -E-I" C-\'.- -2 ] 3 L-2 &l 40 323 33 3 3.(- 3'.- 34 33
rac 3 rac 4 "
d) ' l || |
|
‘ | 1
! | 1] |
Il || ll *.,.‘.‘,_[.f-, WA
L — (P e
%0 7o 78 17 .- Trs 24 13 .- B -a P -6I-:~-6.‘E--6. -SI]-6I2-6-1-4.D--?-9-'.I-‘]- 27 36 35 34 33

Figura 6. Espectros de RMN (500 MHz, CDC}J) de los extractos de acetona de las raices fréscas
y de las raices secas (b). Espectros de BW($00 MHz, DMSOd,) de los extractos de raices
frescas (c) y de las raices secas (d). Las anggifioes (8) muestran las sefiales distintivas de las

ftalidas diméricasac-toquindlida B (ac-3), rac-diligustilida fac-4) y rac-riligustilida (rac-5)

Al compararse los perfiles de los espectros de RMNel extracto de acetona de las raices
frescas (t = 0, Figura 7a) con aquellos obteniddiffeaentes periodos de secado (Figura 7b: 48 h,
Figura 7c: 72 h, y Figura 7d: 96 h), se observo lgseperfiles no fueron idénticos a los diferentes
tiempos, estableciendo que la composicién quimédad raices fue ligeramente modificada con el
secado. En particular, aparecieron sefales paeds ferulico 6,6 7.70 ¢, J= 15.6 Hz, 1H, H7)) e
incrementaron las sefiales padutilidenftalida @, 6 7.89 @t, J = 1.0, 7.7 Hz, 1H, H7)) en las
muestras de los extractos de las raices secadamepodos de tiempo mas largos. Esta observacion
evidencio la disminucién del ferulato de conifelfild®) con el secado de las muestras. Por otro lado, la
labilidad del0 en la produccion de &cido ferulic®) §/ la transformacién directa deligustilida (1) a
Z-butilidenftalida @) ha sido documentadd: ** *°!
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Figura 7. Espectro de RMM (500 MHz, CDC}) de los extractos de acetona de las raices frescas

antes (a) y después de secado a 48 h (b), 7€ (d). La seccion a la izquierda indica las

sefales para-butilidenftalida @) y acido ferudlico §)

Evidencia adicional de la presencia Zbutilidenftalida @), rac-toquindlida B fac-3), rac-

diligustilida fac-4), acido ferulico §) y ferulato de coniferilol0) en el extracto de raices secad.de
porteri fue obtenida del experimento de RN DOSY. El espectro (obtenido en DMS3Ig-debido a

la mejor separacion de los componentes en comparamn CDCJ) mostré cuatro niveles de

velocidad de difusion principales: A, B, Cy D (&ig 8 y 9). En la regidéd 7.00-4.3, las sefiales que

aparecen con un coeficiente de difusion de .75

m’s* (marcado como nivel A), corresponde a

la mezcla de &cido ferulic6)y ferulato de coniferilol0). En los niveles siguientes, B y C, los cuales

se encuentran en un rango de coeficiente de diful®.262.45x 10° m’s?, entre las sefiales mas

representativas se evidenciaron lagsatediligustilida fac-4) (H-7' a7.50, H-8 a5 5.35y H-8 ad
4.90) y las derac-toquindlida B (ac-3) (H-7" a 67.64 y H-8 a o 4.45). Este analisis permitié

corroborar la existencia de las ftalidas diméritascionadas. Debido a la baja concentraciorade

riligustilida (ac-5), su separacién no fue posible por esta técnitagripo de sefiales de los

compuestos mayoritarios que mostraron coeficiedeeslifusion de 3.65% 10° m’s™* (nivel D),

correspondieron al monomezdigustilida ().
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Figura 8. Espectro DOSY del extracto de acetoria gerteri. Los grupos de sefales de los
componentes quimicos estan marcados en los nikeBsC y D. El espectro de RMN del extracto
de acetona se muestra en la parte superior (dgohtal) y se asignan las sefiales paligustilida

(2), rac-toquindlida B fac-3) y rac-diligustilida fac-4)
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Figura 9. Cortes del espectro DOSY con diferenesicientes de difusion: nivel A, (1.3610°
m’s ), mezcla de &cido ferdlic6)y ferulato de coniferilol0); nivel By C (2.262.45x 10 m’s™)
rac-diligustilida gac-4) y rac-toquindlida B tac-3), respectivamente, y nivel D (3.65.0"° m’s*) z-

ligustilida @)

Tomando en cuenta que la espectroscopia de RMNos&rado ser una herramienta muy (til
para la cuantificacién de compuestos en extrdtiase procedié a calcular la cantidad de las ftalidas
diméricas presentes en el extracto de raices &edeal. porteri sin el uso de separacion
cromatografica. Para llevar a cabo este objetiwve,rfecesario identificar las sefiales de RMN de los
dimerosrac-3, rac-4 y rac-5; para tal efecto, el andlisis cualitativo del agto total de acetona
permiti6 la eleccion de las sefiales a utilizar dn peocedimiento de cuantificacion v,
consecuentemente, la eleccion del estandar inteasosefales a cuantificar para cada substancia se
muestran en la Figura 6 (trazos c y d): pa@&toquindlida B (ac-3), d 7.64 ¢, J = 6.8 Hz);rac-
diligustilida ¢ac-4), 6 7.50 @, J = 6.6 Hz); yrac-riligustilida (rac-5), 6 3.61 @, J = 6.6 Hz). Esta
seleccion fue realizada tomando en consideraci@ntgdas las sefiales estuvieran en regiones no
congestionadas y bien separadas unas de otragudsidicionado un estandar interno al extracto de
acetona de las raices frescad dporteri para calcular la cantidad de las ftalidas y ot@sstituyentes
presentes, y la cantidad de cada compuesto senilebepor medio de los promedios de las integrales
relativas a partir de la concentracion conocidaedéindar interno. La sefial de RV del estandar

interno (4-dimetilaminopiridina) seleccionada, $servo em 8.08 ¢, J = 5.5 Hz), misma que no se
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sobrepuso a ninguna otra sefial de resonancia deofopuestos en el extracto a cuantificar. Este

compuesto es soluble y estable dentro de la muestiresentd una buena eleccion para este analisis

Para cada dimero puro se realizaron cinco dilusiapue fueron preparadas a partir de una
solucion patron. El rango de concentraciones atlis fueron: paraac-toquindlida B (ac-3)
0.00750.075 mM, 0.00680.068 mM pararac-diligustilida fac-4) y 0.0094-0.094 mM pararac-
riligustilida (ac-5). Los espectros de RMNH de cada substancia pura fueron obtenidos y
posteriormente los valores de las integrales desédigles elegidas se graficaron, expresando la
relacionlep/lg, dondelgp son los valores de la integral de los protonesadia ftalida dimérica kg, es
el valor de la integral del proton del estandaerimb, como funcion de la concentracién de cada
compuesto puro. Este calculo, permitié la obtendiénas curvas de calibracién para los tres dimeros

anteriormente mencionados (Figura 10).

a) Rac -3, protén H-7' b) Rac -4, proton H-7'
1.4 14
1.2 1.2
1 11
_ 08 - z 081
= =
E 0.6 - 506 1
04 . 0.4
o2 | y = 15.928x +0.1193 0.2 | y= 162-83X +0.0401
. . _
r2=0.9993 ot 17709906
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0 0.02 0.04 0.06 0.08
Concentracion (mM) Concentracion (mM)
Figura 10. Curvas de calibraciéon dac-3, rac-4 y
C) Rac -5, protén H-7' y i
1.8 rac-5. a) Relaciénlg/lg, dondel+g es el area de la
1'3 1 . integral del proton H7' derac-3 e lg es la integral
1.2 | de 4-dimetilaminopiridina (estandar internajs
= 1 concentracion deac-3. b) Relacionpy/lg, dondelpg
2 0.8 -
0.6 | es la integral del area del protérH derac-4 e lg
0.4 1 y =16.92x +0.0042 es la integral del estandar interms. concentracion
0.2 - r2=0.9946 d lacis dond lai |
0 ‘ ‘ ‘ ‘ erac-4. c) Relacionlgylg, dondelgq €s la integra
0 002 004 006 008 01 del area de protén+H’ derac-5 e lg es la integral
Concentracion (mM) del estandar internes.la concentracién dec-5

Las relaciones de integracion fueron proporcionalés cantidad de cada compuesto, mismo
que sirvié para evaluar la linearidad del métodas barametros de linearidad)(fueron pararac-
toquindlida B (ac-3) 0.9993, 0.9906 pareac-diligustilida fac-4), y 0.9946 paraac-riligustilida
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(rac-5). La precision del método fue verificada medidatedicion de cantidades conocidas de los
compuestos auténticos a las muestras de extrantovek adicionadas esas cantidades, se determind
el area de la integral correspondiente a cada cestpumisma que incrementd proporcionalmente con
respecto a la concentracion de compuesto adicioiEdecobro de cada ftalida dimérica fue mas del

95% con el método implementado (Tabla 4).

Tabla 4. Recobro de las ftalidas diméricas (%) déspde la adicion de cantidades
conocidas de los compuestos auténticos
Ractoquindlida B fac-3*  Racdiligustilida fac-4)°  Racriligustilida (ac-5)°

95.0 & 9.2) 96.5 £ 2.0) 99.4£0.7)

Cada experimento fue realizado por triplicado. ldesviaciones estandar se encuentran en

paréntesis.

41.2mg,1.35mg’1.25 mg

Una vez que la metodologia fue validada, se amalizéos extractos de acetona de una

muestra de raiz fresca deporteri, utilizando el método de RMRAH desarrollado en este estudio.
ligustilida @) fue el componente mayoritario en el extracto skgdel ferulato de coniferilolQ) y
también se pudo determinar el porcentaje se lddasadiméricagac-toquindlida B (ac-3) y rac-
diligustilida ¢ac-4) (Tabla 5). La baja concentracién dac-riligustilida (rac-5) evité su

cuantificacién en el extracto de acetona de la trauée raiz fresca de porteri.

Tabla 5. Cuantificacién de algunos constituyenesedtracto de acetona tle porteri por RMN
Iga
H

Compuesto  Cuantificado por RMM Cuantificado por RMNH Porcentaje en el
(mg/12 mg extracto) (mg/g peso hiumedo) extracto
1 2.0772 £ 0.0535 0.3450 + 0.0089 17.21 £ 0.40
2 0.0183 + 0.0047 0.0030 + 0.0008 0.15+0.04
rac-3 0.0437 £ 0.0049 0.0073 + 0.0008 0.36 £+ 0.04
rac-4 0.0420 £ 0.0040 0.0070 £ 0.0007 0.35+0.03
6 0.5183+£0.0118 0.0861 + 0.0020 4.30 £ 0.08

¥ os valores son los promedios de n = 3 (+ desvieegiandar).

El anélisis cualitativo por RMNH permiti6 identificar y asignar directamente losnpuestos
conocidos de extractos de acetond dporteri. El anélisis de los espectros de RMiy DOSY de
los extractos de las raices fresca y secas.dgorteri confirmé que las ftalidas diméricas son
productos naturales de esta especie y que no smadas como compuestos post-cosecha. Por otro
lado, algunas variaciones en la composicion dextsctos fueron observadas después del secado. El
estudio mostro las similitudes de los constituyefe@dlicos y el contenido de ftalidas entre difiézs
especies y géneros relacionados taxondmicamemt® Icochuanxiong, L. officinaliy A. sinensi§*

46,4811 os resultados del andlisis cuantitativo desardollen este estudio, indicaron que el método fue
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selectivo, lineal y preciso en el rango de coneeitnes probadas e indico6 que el método es

apropiado para la cuantificacion de ftalidas y ®tompuestos presentes en el extracto.
5.2. Actividad sedante y espasmolitica de las ftdlis y algunos de sus derivados

En esta seccion se describen aspectos del aislayi@aracterizacion de los constituyentes quimicos
de los extractos organicos de las raicek.d®orteri, que incluyerZ-ligustilida (), Z-butilidenftalida

(2), rac-toquindlida (ac-3), rac-diligustilida ac-4), rac-riligustilida (ac-5), acido ferdlico §),
senquiundlidas F8j e | ), entre otros constituyentes. La preparacionadet,5-deshidrotoquindlida

B (rac-66) a partir derac-toquindlida B fac-3) y su confirmacion por analisis de difraccion dgas

X. La actividad sedante y espasmolitica derivaddadaplicacion de modelas vivo e in vitro de
algunos de los productos naturales y sus derivabi@Enidos en este trabajo son también informados

en este apartado.

De los extractos organicos de las raicesLdeorteri, se aisl6Z-ligustilida (),***% z-

butilidenftalida @), rac-toquindlida B tac-3),*” rac-diligustilida ¢ac-3),*"

rac-riligustilida (rac-5),
triglicérido 7,°%° 4cido ferdlico §), ferulato de coniferilo1(0),*" senquiundlidas I18) y F 9),* los
acil-glucosil-esteroles11 y 12, ®% * p.D-glucopiranésido dep-sitosterild®® y sacarosa. Los
compuestos fueron identificados por comparaciéectir con muestras auténticas. Cabe resaltar que
varios de los constituyentes que se aislaron ncsttlanreportados previamente para esta especie, que

incluyen los compuestas-9, 3-D-glucopirandsido d@-sitosterilo y sacarosa.
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11 R=-(CH2)15-CH3
12 R= -(CH2)6-CH=CH-(CH2)7-CH3

n-Pr
7 0
COOH
\
COOH HOs
n-Pr
rac-25 rac-26 rac-27 rac-41 rac-64

*La configuracion del centro estereogénico indicadse ha definido

Figura 11. Constituyentes quimicos y algunos dddgasemisintéticos de porteri

Por otro lado, se ha infomado en un trabajo prguerac-4,5-deshidrotoquindlida Bgc-64)
es un producto natural de las raicesLdgusticum chuanxiongEn ese trabajo, los autores dan a
conocer que para confirmar la estructura de edtstancia seria necesario un anélisis de rayd8 X.
Al tener disponible en nuestro laboratorio unaidat manejable deac-3, se prepardac-64 en 48%
de rendimiento, mediante el tratamiento rde-3 con diclorodicianoquinona (DDQ) en tolueno

(Esquema 18).

n-Pr DDQ
O._o tolueno
* rac-3
o= oy = reflujo
n-Pr 48 h
rac-3 23%

Esquema 18. Reaccién de obtenciomate4,5-deshidrotoquindlida Bgc-64)
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La espectroscopia y los datos espectrométricoeack®4 fueron consistentes con aquellos
reportados previamenté! El andlisis de rayos X dac-64 confirmé la estructura y la configuracion

relativa propuesta para este compuesto (Figura 12).

Figura 12. Vista ORTEP de
difraccibn de rayos X de la
estructura de rac-4,5-
deshidrotoquindlida Bréc-64)

Por otra parte, estudios previos indican que alguit@élidas monoméricas y diméricas
despliegan diversa actividad biol6gltal® dentro de las cuales, su actividad sedante y anti-
espasmadica son bien reconocidas. En particdtigustilida (1) y Z-butilidenftalida @) han sido
probadas como sedarftdsy como agentes relajanfe§. Para explorar y conocer mas acerca de la
propiedad sedante de los componented..dporteri, y algunos de sus derivados, se investigaron
algunos compuestos obtenidos en este trabajo. @mted que el tiempo de hipnosis inducido por
pentobarbital sédico en ratdén incrementd signifigahente p < 0.05) previo tratamiento con una
dosis de 50 mg/Kg dez-ligustilida @), rac-toquindlida B (ac-3), rac-diligustilida (ac-4),
senquiundlida F9), rac-desmetilwallichilida ac-25), rac-dicetodiacido de diligustilidargc-26),™!
rel-(3'9-(3,8)-dihidrodesmetilwallichilida 7)™ y rel-(3R)-3',8 -dihidrotoquinélida B 41). Todos
los compuestos probados desplegaron tiempos dedigpgue incrementaron la linea base en 46.3,
70.8, 24.6, 34.6, 52.3, 66.0, 36.2 y 100%, respactente (Tabla 6).
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Tabla 6. Efecto producido por 50 mg/Kg. de pentobarbital de sodio en

ratones pre-tratados con 50 mg/Kg de cada subatpoc#

Compuesto Hipnosis (minutos)
Control 22.66x 1.19
1 33.16+ 2.33 **
rac-3 38.70+ 1.68 **
rac-4 28.24+ 3.34 *

9 30.50¢ 3.57 **
rac-25 37.62 5.85 **
rac-26 34.50t 2.95 **
rac-27 30.86+ 5.10 *
rac-41 45.50 2.59 **

®Para detalles, ver la parte experimental. Los tasgos son el promedioD.E. de cinco
observaciones. * p < 0.05, ** =p < 0.005 con un analisis t de Student
El producto naturatac-3 fue bastante activo como sedante al igual queesvadiorac-41
que mostré la mayor potencia entre el grupo detanbigs probadas, sugiriendo en este caso, la
mayor bioactividad de los compuestos del tipo togjida B. Una observacidn interesante es que la
Unica diferencia entre los compuestas-3 y rac-41 es la saturacion del doble enlace en la posicion
C-3/C-8'. Esta observacion se destaca en un reporte enedendoble enlace €3/C-8 del

monoémerdl ha sido implicado como sitio potencial de bioddtad!*®

Por otra parte, en este trabajo se probd la aatividspasmolitican vitro utilizando
preparaciones de ileon de cobayo. Los resultadbgsiedio mostraron que los tratamientos (50
Hg/mL) con los compuestds rac-3, 9 y rac-26 (Figura 11) fueron capaces de inhibir la conti@cci
eléctricamente inducida en el ileon de cobayo €b, £P.4, 54.6 y 9.34%, respectivamente (Tabla 7).
Dentro de esta serie de compuestbfje el mas efectivo, al compararse con el compuesitrol
(papaverina). La actividad anti-espasmolitica de pooductos naturalek, rac-3 y 9, pese a ser
moderada (Tabla 7), puede correlacionarse con afgusos de esta planta en la medicina tradicional
para el tratamiento de enfermedades gastrointésgina
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Tabla 7. Inhibicion por diferentes compuestos (5¢/mkL) y
papaverina (1ug/mL) sobre la contraccion eléctricamente inducida

en ileon de cobayio vitro®

Compuesto % de inhibicién
1 41.48+ 7.0
rac-3 2240+ 3.4
9 54.59+ 9.8
rac-26 9.34+5.9
Papaverina 82.8+2.1

%Para detalles, ver la parte experimental. Los t@do$ son el promedib
D.E. de cinco observaciones

5.3. Reactividad quimica de las ftalidas

En esta seccion se trataran aspectos relacionaaoacreactividad quimica de las ftalidas Ide

porteri.

5.3.1. Reaccion de dimerizacién de Z-ligustilida J1

La ftalida Z-ligustilida ), producto natural aislado y purificado a partr ld especie vegetél.
porteri, fue utilizada como materia prima en la reacciéritnerizacion con el objetivo de generar las
ftalidas diméricagac-toquinolida B (ac-3) y rac-diligustilida fac-4). Asi, 1 fue colocada en un

reactor de acero inoxidable bajo diversas condésate reaccion (Tabla 8).

n-Pr n-Pr
Diels-Alder 0
_—
0] oYy Y=
0 n-Pr
Z-ligustilida (1) rac-toquindlida B rac-diligustilida

(rac-3) (rac-4)

Esquema 19. Reaccion Diels-Alder para la formad®ias ftalidas diméricaac-3 y rac-4
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Tabla 8. Condiciones de reaccién para la formagétas ftalidas

diméricasrac-3 y rac-4

Temp. (°C)  Tiempo (h) Tolueno  rac-3 rac-4
150 1 — — —
150 5 — — —
150 8 — — —
120 72 15 mL — 3.2%
111 120 15mL 0.84% 10.34%

El analisis comparativo por medio de ccf del cru#o algunas reacciones con muestras
auténticas deac-toquindlida B B) y rac-diligustilida ¢ac-4) aisladas previamente, la purificacion
mediante cromatografia en columna de los productlsanalisis de los mismos mediante RNVHY
permitio identificar a los productos comac-3 y rac-4. Sin embargo, los resultados mostrados en la

d'>1% | a utilizacion de acidos de

Tabla 8 no mejoraron el rendimiento de lo previamgrublicad
Lewis, no fue considerada, pues los reportes meindicaron, que su utilizacién conduce a mezclas
de 1 y Z-butilidenftalida @), E-butilidenftalida (7), n-butilftalida (18), asi como a la obtencion de

mezclas de dimeros lineales y en algunos casoauséancia de los mismBa.
5.3.2. Reactividad quimica deac-toquindlida B (rac-3)

La apertura quimio-selectiva de uno de los anifledactona del producto naturakc-toquinélida B
(rac-3) con carbonato de sodio en acetona a reflujo joodie-39%? en buen rendimiento. Con el
objetivo de obtener sales diastereoméricas a petiacidorac-39, esta substancia se traté con las
aminas quiralesR)-(+)-a-metilbencilamina 09)-(-)-a-metilbencilamin&®*" a 0 °C 6 a temperatura
ambiente utilizando diferentes disolventd2rQH, AcOEt, CHCI,). Sin embargo, este tratamiento no
genero los productos deseados. La ausencia deléesesperadas puede ser atribuida al impedimento
estérico del &cido carboxilico y a la amina queasilglitaron la formacion del producto (Esquema
20).
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H
" '1ICH
HZN/\ 3

CeHs
(R)-(+)-a-MBA
No hay reaccion
1) NazCOs n-Pr 0°C, t.a.
Acetona / H,O oo iPr o AcOEt o CH,Cl,
reflujo, 40 min 0o 1o (S)-(-)-a-MBA
0, e
2)HCI10%  HO n-Pr H No hay reaccion
rac-39 s
HZN/\ CGH5
CHj
0°C, t.a.
iPr o AcOEt o CH,Cl,

Esquema 20. Ensayo para la obtencion de salesmiasiéricas a partir dac-39

Por lo anterior, se consideré la posibilidad deepbt amidas diastereoméricas mediante otra
ruta. Para este propésito fueron llevados a caliosvaxperimentos hacia la preparacion del cloruro
de acilo correspondiente, el cual a su vez reaadardirectamente con las aminas quirales. Sin
embargo, el tratamiento dac-39 con SOC] a diferentes temperaturas (=78 °C, 0 °C) y coereiftes
disolventes (CKCl,, THF) produjo rac-toquinolida B (ac-3) como uUnico producto en buen

rendimiento (84%) (Esquema 21).

Tomando en cuenta los resultados anteriores, sgeplda posibilidad de que la reaccién
directa del grupo ceto dac-39 con una amina quiral a presion pudiera generacdagspondientes
productos diastereoméricos de interés. Despuédmnigderable experimentacion, se pudo observar
que tratamiento delac-cetoacido de toquindlida Bac-39) con §)-(-)-a-metilbencilamina (o con
(R)-(+)-a-metilbencilamina o contj-a-metilbencilamina) en tolueno a 50 psi de pres@sulto en la
mezcla racémica del cetahc-65 y rac-toquindlida B (ac-3) en 42% y 8%, respectivamente

(Esquema 21). La transformacion no procedié enmmigsele base.

tolueno

+ rac-39
130°C, 50 psi
18h O 22%
(S)-(-)-a-MBA
rac-65 42 % rac-3 8%
| SOCl,, piridina
(84%)

Esquema 21. Reaccion para la obtencioradeé5
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La estructura del nuevo compuesto-65 fue determinada de acuerdo a la siguiente evidenci
espectroscopica. La férmula moleculag4&Os establecida por EMAR-FAB) indicé que el producto
fue isomérico con la materia prima. Los datos deNRNC mostraron 24 sefiales, las cuales fueron
asignadas (mediante andlisis DEPT) a dos carbolgitiénicos, seis carbonos cuaternarios, cuatro
metinos, diez metilenos, y dos grupos metilo. Leeaudia de las sefiales asignadas al grupo cetona en
RMN 3C, asi como el grupo carboxilo y los dobles enld@e8/C—7 y C—3a/C—7a eac-65y en
comparacion con la materia prima, indican que egngos estuvieron involucrados en la
trasformacion. La aparicién de nuevas sefialedcetl5.0, 129.8 y 141.6 correspondieron al carbén
cetalico y a un doble enlace trisubstituido, reSpamente, estableciendo la estructuraate65 para
el producto, misma que fue confirmada por anatisiglifraccion de rayos X (Figura 13). La estructura
del producto adicionalrgc-3) fue asegurada por comparacion directa con unatmauauténtica de

nuestro grupo de trabajo.

Figura 13. Vista ORTEP de
difraccion de rayos X de la estructura

rac-65

cr

Complementariamente a esta transformacion, elntiatdo derac-39 con NaOH, THF y

MeOH generdac-ciclotoquindlida B (ac-37) (Esquema 22§

1) NaOH

O THF / MeOH '
HO

, 7a reflujo, 2 h
HO p/ 2) HCI 10%

5 6 n-Pr
rac-39 (63%) rac-37 6

Esquema 22. Formacion dec-ciclotoquindlida B (ac-37)
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Las rutas mecanisticas sugeridas para la formalgdac-toquindlida B (ac-3), el derivado
rac-65 y rac-ciclotoquindlida B fac-37) se muestran en el Esquema 23. La sustraccioprdein
carboxilico por la $-(-)-a-metilbencilamina (R-Nk ruta a) produce la entida€.V , promoviendo
asi el ataque nucleofilico sobre el grupo carboB#8 (via una ciclizacion %exotrigonaf’”) para
formar el intermediariXLVI . Posterior adicion tipo Michael del oxianion abtibenlace C—3a/C—-7a
con una segunda ciclizacionexetrigonal y estabilizacion subsecuente producestdlcac-65. Asi,
la existencia de una competencia entre la formadémac-3 y rac-65 es evidente. La formacion de
rac-ciclotoquindlida B (ac-37) puede ser descrita via formacion del enolatoual esC-alquilado
(via una ciclizacién %enolendeexotrigonal’). Estos resultados demuestran claramente que el

cetoacidaac-39 genera estructuras policiclicas en medio basico.

n-Pr
O.__0 B: (RNHy)
© O (ruta a)
HO n-Pr
rac-39
1) NaOH
THF / MeOH | C-aquilacion
reflujo, 2 h (ruta b)
2) HCI 10%
n-Pr
HO i o}
o © 0] O™\
n-Pi n-Pr
rac-37 rac-3

Esquema 23. Rutas mecanisticas sugeridas panarladidn derac-3, rac-37 y rac-65 a partir derac-
39

Para determinar las estabilidades relativasade7, rac-39 y rac-65 (compuestos isoméricos,
C.4H3¢Os), fueron realizados calculos tedricos de enemfia.tPara este proposito, cada compuesto
fue modelado y una vez que la estructura fue cdanide se calculd la optimizacién de la geometria
global. Los procedimientos de modelado moleculardn realizados con GaussViéf#.Todos los
célculos computacionales fueron realizados a urelnide teoria B3LYP/311G* mediante la
utilizacién del conjunto de programas en Gaussig®®0 EI desempefio del funcional
B3LYP/6-311G** en moléculas orgénicas ha sido descrito @mmEnté®! De las energias totales
calculadas, se obtuMtE (rac-39-rac-37) = 4.71 kcal/mol YAE (rac-39-rac-65) = 6.95 kcal/mol. El
analisis tedrico de las energias totales de lasobstas optimizadas indicaron que el compuesto

65 es energéticamente mas estable rque37 por 2.24 kcal/mol. La estabilidad dac-65 puede ser
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atribuida al numero de anillos de la estructuragste caso, seis anillos, en contrastereor87, que
incorpora cinco anillos en su estructuRac39 se presentd como el compuesto energéticamente
menos estable debido quizas a su naturaleza tditacy a su incapacidad de mantener las cadenas

alquilicas conformacionalmente rigidas (Figura 14).

? Figura 14. Representacion de las
A ‘
AE(rac-39-rac-65) = 6.95 kcalmol™ energias totales dac-37, rac-39 y
J# s ,
9 rac-65. Los hidrogenos han sido
@ ﬂ . . ,
@y _ %, ® omitidos para claridad. Los calculos

moleculares fueron realizados a un

E “ AE(rac-39-rac-37) = 4.71 kcalmol -t
E nivel de teoria B3LYP/6311G**%%
R
G > L\ -:3
' o / |
* 29 :‘ / rac-39 "\ ® .‘\ $ J\
o 30 \ 4 I
02,340 N @
2 03 @
&
? _,'I rac-37
rac-65

AE(rac-65-rac-37) = 2.24 kcalmol™*

Por otro lado, dado que el potencial citotoxicolate ftalidas diméricas es desconocido, se
evaluod la actividad de los compuestas-3, rac-37, rac-39 y rac-65 frente a las lineas celulares
cancerosas humanas de leucemia (K562), colon (H&J-pulmén (SKLU-1)* Los valores de G4
(Tabla 9) indicaron actividad moderada contra agulineas celulares al ser comparadas con el

control positivo (helenalina).

Tabla 9. Ci, (UM) derac-3, rac-39, rac-37y rac-65"

Compuesto K562 HCT-15 SKLU-1°
rac-3 26.6+1.4 10.5 + 0.9 7.1+0.6
rac-37 21.9+1.3 28.4+0.8 229+1.4
rac-39 >100 >100 >100
rac-65 30.6 +3.1 23.1+1.8 37.4+3.6

%Para detalles, ver la parte experimeritaéucemia“Colon. “Pulmén. Control positivo (helenalina)

mostré Ci, = 0.28 + 0.02, 0.29 + 0.02 y 0.24 0.02 uM contra K562, HCT-15 y SKLU-1,
respectivamente. Los resultados son los promediesat Estandar de la Media

El producto naturatac-3 mostrd actividad moderada contra las lineas aelslladlCT-15 vy

SKLU-1, mientras que el cetoacidac-39 no mostro citotoxicidad.
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Por otra parte, fueron obtenidas las energias del®IQ.UMO y afinidades electronicas de
los compuestosac-3, rac-37, rac-39y rac-65 (Tabla 10). Los valores de afinidad electronicaate3
y su derivadaac-65 mostraron la capacidad de aceptar electrones dwésénte al ser comparados

conrac-39y rac-37.

Las diferencias de las energias totales de HOMOUMQ ayudaron a determinar la
excitabilidad de las moléculaac-3, rac-37, rac-39y rac-65, a menor energia, mas facilmente pueden
ser excitadas. Los datos ayudaron a confirmar deetisamenterac-65 fue el compuesto

energéticamente mas estable.

Tabla 10. Energias totales de HOMO y LUMO vy afidida

electronica
HOMO LUMO AHOMO-LUMO Afinidad
Compuesto  (eV) (eV) (eV) electronica
(kcalmol™)
rac-3 -6.53 -2.48 -4.05 20.26
rac-39 -6.20 -1.85 -4.35 15.35
rac-37 -6.72 -2.01 -4.71 15.93
rac-65 -7.51 -1.96 -5.55 16.08

Energias obtenidas de las moléculas neutras

En continuacion con la exploracion de la formadérproductos de adicion a partir rée-39,
se llevd a cabo la reaccidén de este mismo compueestdencilamina en tolueno en sistema cerrado

(50 psi), para generaac-66 y productos minoritarios (Esquema 24).

n(;Pr bencilamina n-Pr
o o}
0 m’ 0 productos
© 130°C, 50 psi © N/ "o + minoritarios
OH 18 h
n-Pr hPr
rac-39 rac-66

Esquema 24. Reaccion dee-39 con bencilamina para la formacionrée-66

La férmula molecular &H3;O4N fue asignada al compuestac-66 mediante EMAR-FAB.
Su espectro de IR mostré absorciones en 1751 y @886 indicando la presencia de al menos dos
grupos carbonilo pertenecientes a wiactona y a ung-lactama. El andlisis de RMM y **C de66,
asistido por los experimentos de 2D HSQC, HMBC, EQINOESY, indicaron la presencia de dos
carbonilos §c 171.6 y 164.6), dos dobles enlaces, de los cdaegsarbonos fueron trisustituid@s (

130.7 y 138. 8) y siete carbonos més sustituided40.2,6, 6.90,dd, J = 7.0, 4.0 Hzd¢ 138.1,0y

62



7.23,d,J = 6.5 Hz;dc 128.5,04 7.38,dd, J = 8.5, 1.5 Hzpc 128.5,04 7.27,dt, J = 7.5, 1.5 Hz ¢
127.2,64 7.21,dddd J = 8.5, 7.5, 1.5, 1.5 Hz), tres carbonos cuatemaasﬁ unidos a oxigenod¢
95.5, 84.9 y 57.1) y un carbono cuaternarid (8p 100.5). Los catorce carbonos remanentes fueron

asignados a dos metinos,spnce metilenos Sy dos metilos.
5.3.3. Derivatizacion estereoselectiva dac-toquindlida B (rac-3)

Actualmente, existe un gran numero de rutas desépara la obtencion de compuestos en forma
enantioméricamente pura; gran parte de estas metpde implican: (1) partir de un sustrato
conocido con quiralidad definida, (2) utilizar wactivo quiral o (3) emplear catélisis asimétriasap
inducir lo formacién estereoselectiva del prodiffd?or otra parte, una alternativa interesante @ esta
metodologias, es el uso de biocatalizadores, debidos propiedades quimio- regio- y enantio-
especificas, ademas de poder trabajar bajo condgisuaves de reaccion, con alta eficiencia y sin
dafar el medio ambiente. Pese a ello, estos mébdcataliticos alin no son ampliamente aplicados,
pues hasta el momento solo algunas enzimas prasewstavidad y estereoselectividad frente a
sustratos precursores. De esta manera, en el pesabajo, se llevaron a cabo experimentos

exploratorios de transformacion enzimatica paralves la mezclaac-3.

5.3.3.1 Mediante la utilizacién de enzimas (lipdsdAmano”, lipasa AK “Amano” y lipasa AY
“Amano”) para llevar a cabo una reaccién enantaédificiadora, se variaron las condiciones de
reaccion (pH, temperatura, agitacion). Sin embargpn,se obtuvo transformacion quimica de las

mezclas racémicas. La experimentacion exhaustiyaoaujo ningun resultado satisfactorio.

5.3.3.2 También, se realizaron experimentos exigoos para resolver la mezcla racémica del
derivadorac-40 en la busqueda de lograr la hidrdlisis enantictigke con la utilizacién de enzimas
(NOVOZYM 435, enzima inmobilizada deandida antarcticdipasa B y lipasa EC 3.1.1.3 tipo VII
de Candida rugosg variando condiciones de reaccién (disolvenwmfo, temperatura, agitacion).
Sin embargo, no se obtuvo transformacion quimicaagel0. La experimentacion exhaustiva no

produjo resultado favorable (Esquema 25).
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NOVOZYM 435

No hay
i transformacion
Eter metil tert butilico/
H,O
MeONa t. a.,, 1h -7 dias
MeOH anh. H3CO
ta,1-15h Lipasa EC 3.1.1.3
No hay
transformacion

Eter metil tert butilico/

i ; H,O
Lipasa A| Lipasa AK "Amano" o 2 .
"Amano”| Lipasa AY "Amano" t a, 1h-7dias
o

No hay transformacion
Esquema 25. Transformacion enzimaticaaie3

La experimentacion conducente a derivatizar estetectivamente la mezckac-3 con el fin de
formar diastereoisdbmeros separables mediante proiegdos cromatograficos convencionales se

llevé a cabo mediante la experimentacion que arooation se describe:

5.3.3.3. Reaccion directa de la ftalida diméricac-toquindlida B (ac-3) con ®)-(+)-0-
metilbencilamind>*®" a temperatura ambiente, a diferentes lapsos migdie variando las relaciones

estequiométricas condujo a la recuperacién de #&srias primas de partidac-3 y (R)-(+)-0-MBA.

5.3.3.4. Reaccion dmc-toquindlida B tac-3) con R)-(+)-a-metilbencilamin&®*! a reflujo con y sin
disolvente (tolueno), variando las relaciones estenétricas, resultd en la obtencién de la mezela d

rac-3y rac-64.

5.3.3.5. Reaccion deac-toquindlida B fac-3) con R)-(+)-a-metilbencilamin&”®" usando
catalizadores de Lewis y Brgnsted (p. ej.: Al@thidroxipiridina) en presencia y ausencia dadnob,

donde fue recuperada la mezcla@e3 yrac-64, y en algunos casos mezclas no caracterizadas.

En estos casos los ensayos fueron infructuosos lpaobtencion de los diastereémeros

derivados deac-toquindlida B ac-3).

5.3.3.6. Conjuntamente, se llevaron a cabo expetimseexploratorios para la resolucion rae-3,
mediante la generacion de su correspondiente &adboxilico. Una vez formado el acido se
evaluaron las condiciones de reaccion para adtrgagrupos carboxilo con agentes de acoplamiento,
en este caso con diciclohexilcarbodiimida (DCCxyresmo, hacer reaccionar éste con los reactivos
quirales correspondientes. De esta experimentaninse obtuvieron resultados satisfactorios,

solamente fue recuperade- toquindlida B (ac-3).
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Por otra parte, considerando gue-toquindlida B 8) es una mezcla racémica que posee
diferentes sitios electrofilicos, pudo preverse gu&atamiento con una amina enantioméricamente
pura como nucledfilo (por ejemploR)(+)-a-metilbencilamin&®®"! pudiera generar un par de
productos de adicion diastereoméricos que pudiesenseparados por métodos convencionales
(Esquema 26). Complementariamente, el tratamiemtaa3 con la amina enantibmerice8{(-)-a-
metilbencilamina) pudiera producir otro par de @iemdmeros derivados de la reaccion de adicion.
Considerando que las reacciones pueden generar ¢raugroductos diastereo- y enantioméricamente
puros, puede anticiparse qug-67 sea el enantiomero de (&); mientras que (+$8 sea enantiomero
de ()-68. A su vez, {)-67 sea epimero de-)-68, mientras que ()7 sea epimero de (8. Las
relaciones estereoquimicas entre los pares de guoslwobtenidos por el tratamiento dac-
toquindlida B (ac-3) se presentan en el Esquema 26. La configuradiéol@a de los productos
puede ser determinada mediante la aplicacion dedogtquiro-opticos y tedricos, como previamente

se ha reportado para varios productos natuféles.

( Diasteredbmeros \
N /—> /’ (-)-67  +  (+)68 \

[ — ] [ — ]
Enantiémeros Enantiéom
eros

\_(S)-(-)}-a-MBA \ J
(+)-67  +  (-)68
I & Diasteredmeros j

Mezcla racémica
rac-3

Esquema 26. Relaciones estereoquimicas para lisgsoderivados obtenidos a partirrde-3

El tratamiento derac-toquindlida B (ac-3) en tolueno a presion (50 psi) coR)-(+)-0-
metilbencilamina generd un par de compuestos destericos: el compuesto levorrotatorig)-67
(producto menos polar, 41%) y el compuesto dexitatorio (+)68 (producto méas polar, 29%) como
productos mayoritario y minoritario, respectivanger@omo fue anticipado, cuando se utilig()-
a-metilbencilamina como nucledfilo bajo las mismasadiciones, el producto dextrorrotatorio @9-
(menos polar, 19%) y el compuesto levorrotatorip A0 (mas polar, 70%) fueron obtenidos como
productos minoritario y mayoritario de la purifig@t por cromatografia en columna, respectivamente.
Esas relaciones estereoquimicas fueron confirmaoas la identidad de las propiedades
espectroscépicas de)(67y (+)-67, y las de (+)68y (-)-68y por las rotaciones épticas especificas y

por las curvas de dicroismo circular.
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Los productos «)-67, (+)-67, (+)-68 y (-)-68 (Esquema 28) son estereoisoméricos
(Cs2H3904N) y derivados de la adicion de la amingHGN) a la materia prima (GH»¢0,4), de acuerdo
con sus férmulas moleculares establecidas por EMAR: La presencia de (a) unalactama
conjugada con un doble enlace endociclico trisidtit(1685 cm' para €)-67y (+)-67; 1689 cm*
para (+)68 y (-)-68); (b) un anillo tetrahidrofuranod{ 85.2, C-3a (ver Esquema 28 para
numeracion)) para—-67y (+)-67; dc 84.9, C-3a para (+B8y (-)-68); (c) un carbono cuaternario
unido a un oxigeno y a un nitrogerdg (01.8, G-3 para ¢)-67y (+)-67; &c 101.5, G-3 para (+)68y
(-)-68y (d) unay-lactona conjugada con un doble enlace exocictisadtituido §c 168.2, CG1y &y
6.87, H-7 para {)-67y (+)-67; 0c 168.0, CG1 y &y 6.98, H-7 para (+)68 y (-)-68 establecen la

conectividad molecular de las estructuras esteyewscas.

Todas las sefiales de carbono (32) y las sefialagddigeno (39) fueron asignadas en los
espectros d€C y'H (por DEPT, HSQC, HMBC) confirmando las estrucsupeopuesta$®

El mecanismo para la formacion de las lactamasiradss para uno de los productos en el
Esquema 27, inicia con el ataque nucleofilico danténa quiral sobre el grupo carbonilo de la laaton
endlica (GC-1') para formar la ceto amida, seguido de un atagleittbgeno de la amida sobre el
grupo (G-3) (viaciclizacion 5exotrigonal’®) seguida de una adicion tipo Michael del oxiaraéel
doble enlace €3a/C-7a, produciendo un étewia una segunda ciclizacion trigonal. La

tautomerizacion subsecuente genera los producsogiéinas 27 y 28).

(+)-68

Esquema 27. Mecanismo sugerido para la formacidosdeompuestos estereoisomeéricosg7 y
(+)-68
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Las configuraciones absolutas de los compuestp$7 (+)-67, (+)-68 y (-)-68 fueron
establecidas por el andlisis de las curvas deidiomcircular (DC) con la aplicacion del métoddale
quiralidad del exciton. Este método predice quendaalos (0 mas) cromoéforos exhiben interacciones
T Tt fuertes y éstos se encuentren localizados cencamiz a posiciones quirales, la orientacién
entre los cromoforos determinara el signo del extrée la longitud de onda mas larga de DC y estara
de acuerdo con el sentido de los momentos de ¢i@nsiteractuanté®> ®”! Las curvas de DC de los
productos derivados de la reaccionrde-3 con R)-(+)-a-metilbencilamina se muestran en la Figura
15 y son pseudo-enantioméricas. En consecuencieiriea de DC del compuesto levorrotatorio
obtenido con R)-(+)-a-metilbencilamina (menos polar y compuesto mayoeo}anostré dos efectos
Cotton de signos opuestos en la regién de tramsid® transferencia de carga intramolecular. El
primer efecto Cotton positivo a una longitud de atatga presenté un valor de 246 nia ¢9.11),
mientras que el segundo efecto Cotton a una lashgieuonda corta mostré un valor de 224 da (
-20.29) debido al acoplamiento del exciton entre dderentes cromaoforos: lg-lactona a,B-
insaturada y la-lactamaa,p-insaturada, respectivamente, indicando que los entws de transicion
dipolo de los dos croméforos estuvieron orientagldavor de las manecillas del reloj (Figura 16).
Para propdésitos ilustrativos se considerd la pragacde Newman (Figura 1%LVII , (-)-67) a
través del enlace C-8 (al frente)/C6' (atras) (Figura 15¢LVIII ), la cual muestra la orientacion de
los dos cromdforos a favor de las manecillas dej definiendo una quiralidad positiva (Figura 15,
XLIX ). Esta representacion puede simplificarse comansestra en la Figura 1b. El sentido
absoluto del giro es, por supuesto, el mismo espéctador observa de&a C-6' 6 bien, de €6' (al
frente) a G8 (atras), permitiendo la asignacién de la configifm absoluta§ 3&5 8S 3R, 3aS
6'R, 2'R para el compuesto de la FiguraXisvIl (estructura<)-67, Esquema 28).

67



CD

-25
200 250 300 350
Longitud de onda (nm)

o (-)-67 & (+)-68

Figura 15. Curvas pseudo-enantiomeéricas de dicm@@raular de los compuestos diastereoméricos

(-)-67y (+)-68 obtenidos a partir dac-3 con R)-(+)-a-metilbencilamina

XLV XLIX L

Figura 16. Determinacion de la quiralidad dg§7

Complementariamente, (¥, producto minoritario, también obtenido cfR)-(+)-a-metilbencilamina
(compuesto més polar) mostrado en la FigurXlll7, mostr6 un efecto Cotton negativo (Figura 15) el
cual puede explicarse considerando las proyeccidegdewman a través nuevamente del entace
C-8 (al frente)/C6' (atrds) (Figuras 171l y LIl ). El arreglo de los croméforos determina una
quiralidad del exciton en contra de las manecdielsreloj (245 nm4&e —7.89), 223 nmAe + 12.62),
Figura 17 LIl yLIV), confirmando la estructutd para (+)68y permitiendo la asignaciorR33eR,
8R, 3S 3aR, 6S 2'Rcomo la configuracién absoluta.
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LI Lil Li LIV

Figura 17. Determinacion de la quiralidad de §8)-

Los productos obtenidos de la reaccion €811 (—)-a-metilbencilamina mostraron efectos Cotton de
signos opuestos comparados celq7 y (+)-68 (Figura 18): 245 nmAg —-39.65), 224 nm A
+90.08) para una quiralidad negativa, establecidadonfiguracion absolutaR3 3aR, 8R, 3S 3aR,
6'S 2'Spara (+)67, y 245 nm Qe +34.43), 223 nmAg -57.65) para una quiralidad positiva (Figura
18), estableciendo la configuracion absolutd 3&5 8S 3R, 3aS 6R, 2'S para ()-68,
respectivamente. Las estructuras que incluyen asfiguraciones absolutas y las relaciones

estereoquimicas de los productos de reaccionesiagtran en el Esquema 29.
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Figura 18. Curvas pseudo-enantioméricas de dicm&@raular de los derivados

diastereoméricos (#§7 y (-)-68 derac-3 con §-(-)-a-metilbencilamina
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I 130°C, 50 psi  ©
Mezcla racémica @ n-Pr
rac-3 (+)-67 (-)-68

Diastereémeros
Esquema 28. Reacciones enantioselectivaaad®quindlida B fac-3)

Apoyo adicional a las conclusiones derivadas dénferpretacion de las curvas de DC
experimentales, esta dado por los calculos tedrit@s configuracion absoluta propuesta fue
confirmada por las curvas tedricas de DCE (Dicroignircular Electronico) de (7 y (-)-68.
Siguiendo los detalles computacionales descritosaeparte experimental, la fuerza rotatoria fue
calculada para los formalismos de velocidad y ®fZ*y los datos obtenidos fueron utilizados para
reproducir las curvas experimentales de DC. Loste$eCotton obtenidos en las curvas de DCE
tedricas para ambos compuestos §#) (—)-68 estuvieron en concordancia con aquellos obtenidos
experimentalmente (Figuras 19a y 19b). Las curvasstnan el perfil caracteristico debido a la
interaccion del excitdn, dipolo-dipolo eléctricehido en este caso, a la disposicion de los cramsfo
y-lactonaa,B-insaturada w-lactamaa,p-insaturada. El primer efecto Cotton positivo ysebundo
negativo, asi como el primer efecto negativo segpior un segundo efecto Cotton positivo de las
curvas de DCE de (#7y (-)-68, respectivamente, estdn en completo acuerdo sorulaas de DC

experimentales (Figuras 19a y 19b).
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Tomando en cuenta la actividad biolégica previameénformadas de los derivados (pag.
52-56), se decidid investigar la actividad citotoxa estos compuestos en tres lineas cancerosas
humanas, siguiendo el protocolo estandariZ&tbos valores de G} se muestran en la Tabla 11. Los
dos pares de enantidmere9-67/(+)-67 y (+)-68/(-)-68 mostraron ser mas potentes al compararse
con rac-3 y conrac-5, aunque menos potentes comparados con el corugitivo (helenalina).
Ademas, se observo que los compuestpST y (-)-68 fueron significativamente mas activos que sus
enantiomeros (+§7y (+)-68 en las lineas celulares K562 y HCT-15. Esto sadiele los compuestos
ejercen su efecto citotdéxico mediante la interatcidn un blanco quiral. Para la linea celular SKLU-

Unicamente se observaron pequefias diferenciaslengeantiomeros.

Tabla 11. Evaluacion de la £l (uM) del producto
natural y derivados de porteri
Compuesto K562 HCT-18  SKLU-1°

Rac3 26.6+14 10509 7.1+0.6
Rac5 46.1+ 3.8 44.8:1.3 13213
(-)-67 5.7+ 0.9 54+ 05  4.1+0.1
(+)-68 21.7+£1.3 8.5+ 0.6 5.9+ 0.5
(+)-67 139+ 1.6 7.5+ 0.5 4.9+ 0.3
(-)-68 5.2+0.3 5.2+ 0.2 4.3+0.4

3_eucemia,’colon, pulmén. El control positivo (helenalina),

mostréo C¥, = 0.28 + 0.02, 0.29 + 0.02 y 0.21 + 0.02 pM
contra K562, HCT-15 y SKLU-1, respectivamente. Los
Resultados son el promedio + D.E.M.

Por otra parte, en la busqueda para obtener |lahipims enantioméricos dac-3 a partir de
los derivados7 y 68, se procedio a hidrolizar los fragmentos quiralesacuerdo a las condiciones
mostradas en la Tabla 12. Los resultados mostradhbsaron la baja o nula reactividad en las
condiciones sefialadas de los compuestp$7, (+)-67, (+)-68 y (-)-68, misma que es atribuida al

impedimento estérico de las estructuras altamenigdnalizadas.
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Tabla 12. Condiciones de hidrdlisis ensayadas aemlérivados estereoisoméricey-67, (+)-67,

(+)-680 (-)-68

Experimento Condiciones Disolvente Temperatura Tiempo Observacion
0 (h)
1 NaOH 10% Acetona TA la4d No hay reaccion
2 NaOH 10% Acetona Reflujo Oa3 Mezcla compleja
3 NaOH 5M EtOH TA 2 No hay reaccion
4 HCl 10% Acetona TA la3 No hay reaccion
5 HCI 2M EtOH TA, Reflujo 1 Mezcla compleja
6 H,SO;, 2N Acetona TA, Relujo 0.5 Mezcla compleja
7 H,O/HCOH Acetona TA 4 No hay reaccion
8 NaCO;10% Acetona Reflujo 0.5 Mezcla compleja
9 KOH 10% Acetona Reflujo 1 Mezcla compleja
10 KOH 5M EtOH TA, Reflujo 1 No hay reaccion /
mezcla compleja
11 NaCO; 10% THF/MeOH/ Reflujo laz2 Mezcla compleja
(6 eq) H,0 (5:1:5)
12 NaC0O;10% THF/MeOH/ Reflujo 5 No hay reaccion
(5 eq) H,O (7:3:1)
13 NaOH 10% THF/H,O Reflujo lab6 No hay reaccion
(3 eq) (1:1)
14 NaCO; 10% THF/MeOH/ Reflujo laZ2 Mezcla compleja
(6 eq) H,O (5:1:5)
15 NaCO; 10% THF/MeOH/ Reflujo 5 No hay reaccion
(5 eq) H,O (7:3:1)
16 NaOH 10%  THF/HO Reflujo laé6 No hay reaccion
(3 eq) (1:1)
17 NaOH 10% THF/MeOH/ Reflujo 2 Producto mas polar
(14 eq) H,O
(7:2.5:0.5)

Dentro de las condiciones de reaccion probadaspdsiéle obtener dos nuevos derivados

(Esquema 29).
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NaOH 10%
THF/MeOH/H,O
7.0/2.5/0.5

60°C, 2 h
48%

NaOH 10%

THF/MeOH/H,0
7.025/05 ©O

O s0°c.2n
\\© 54.6%

(-)-68

n-Pr -

Esquema 29. Reaccidn de derivatizacion des{#y-(—)-68

La férmula molecular de los compues6®y 70 fue establecida comos§300sN por EMAR-
FAB (m/z518.2905 and 518.2907, respectivamente) y fueircoadia por las 32 sefales de carbono
observadas en los espectros de RMI las cuales correspondieron por andlisis delatspPEPT a
10 metinos, 10 metilenos, tres metilos y nueve arawb cuaternarios. Los espectros de RI#N
mostraron nuevas sefiales a campo &t03(73 (1H, tJ = 2 Hz, H-7)) que correspondieron a los
protones geminales del epoxido p&ay 70. Ademas, se observd la desaparicion de la sefal
perteneciente al protdn vinilico-H de las materias primas &n 6.87 ydy 6.98. EI cambio del
desplazamiento quimico &g 140.2 para €7 y &c 130.7 para €7a de la materia primadg 58.7 yd¢
59.4 respectivamente paB8y dc 139.9 para €7 y &c 130.8 para €7a adc 57.8 ydc 58.9 parar0
indicaron que los dobles enlacesC-7a estuvieron involucrados en la transformacioneEcaso
de los espectros de NOESY, revelaron las interaeside H7 con H-503 lo cual permitié asignar la

orientacionu (Figura 20).
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Figura 20. Interacciones NOE relevante$€e

El mecanismo de reaccién hipotético se puede expiiediante la adicion tipo Michael del
ion hidroperdxido (presumiblemente formado comalltado de la presencia de oxigeno en el medio)
a la enona conjugada por la cara menos impedida@shente seguida de un equilibro tautomérico

subsecuente que permite la formacion del epoxidaeliminacion del ion hidroxido (Esquema 30)

Esquema 30. Mecanismo de formacior6ée

La actividad citotoxica dé9y 70 se determind en tres lineas cancerosas humagasnslo
el protocolo estandarizalf®y los valores de @ son los mostrados en la Tabla 13.
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Tabla 13. Evaluacion de la4g(uM) derac-3, 69y 70
Compuesto K562 HCT-18  SKLU-1°

rac-3 26.6x1.4 10509 7.1+ 0.6
69 5.8+1.6 6.5+ 0.3 3.9+ 0.2
70 6.2+ 0.4 51+ 0.2 4.5+ 0.4

3 _eucemia,’colon, pulmén. El control positivo (helenalina),

mostré Cé, = 0.28 + 0.02, 0.29 + 0.02 y 0.21 + 0.02 pM
contra K562, HCT-15 y SKLU-1, respectivamente. Los
Resultados son el promedio + D.E.M.

5.3.4. Reactividad quimica deac-diligustilida (rac-4)

Con respecto a la reactividad ide-diligustilida fac-4), se llevaron a cabo intentos para obtener las

sales diastereoisoméricas a partir de la preparat@dlos correspondientes acidos carboxilieas

desmetilwallichilida rac-25) y el rac-dicetodiacido rac-26) con aminas enantioméricamente puras

(Esquema 32). De esta experimentacién se obtukeldatonizacién deac-25 que generdac-4. Por

otra parte, no fue observada reaccion de la amiinal gonrac-26.

n-Pr n-Pr n-Bu
0]
N32003 COOH
+ \
Acetona/H,0 COOH
Reflujo 3.5 h n-Bu 0
n-Bu
rac-desmetilwallichilida  ra¢-dicetodiacido
(rac-25) (rac-26)
T (S)-(-)-0-MBA ta
AcOEt
ta. — reflujo, 5h (8)-(-)-o-MBA |
Reflujo, 5 h
MeOH

No hay reaccion

Esquema 31. Hidrdlisis dac-diligustilida fac-4) y derivatizacion cong)-(-)-a-MBA

Se realizaron experimentos exploratorios analodos descritos panac-toquindlida B (ac-

3) de transformacion enzimatica para resolver lachaermcémicad, mediante la utilizacion de las

enzimas lipasa A “Amano”, lipasa AK “Amano” y lipasAY “Amano” para llevar a cabo una

reaccion enantiodiferenciadora. Se variaron laglicmnes de reaccion (pH, temperatura, agitacion).

Sin embargo, no se obtuvo transformacion quimicéademezclas racémicas. La experimentacion

exhaustiva no produjo ningun resultado satisfagtori
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Con respecto a la formacién de derivados enanticeréente puros a partir deac-
diligustilida ac-4), se procedi6 de manera andloga al casoragetoquindlida B (ac-3). El
tratamiento directo deac-4 con las aminas enantioméricamente puR)g<)-a-metilbencilamina y
(9-(-)-a-metilbencilaming®®" produjo dos productos de adicién diastereoméricasi, el
tratamiento deac-4 con R)-(+)-a-metilbencilamina, como en el caso @e-toquindlida B (ac-3),
produjo un par distereomérico-)§71 y (+)-72, mientras que el tratamiento cor®)-(-)-a-
metilbencilamina generd un segundo parq{t) (-)-72 con las relaciones estereoquimicas mostradas

en el Esquema 32.

Diasterebmeros

(‘ )71 + (+)-72 ‘\

——a 44 C—=

K' (+)-M + (-)-72 ‘/
N

Diasterebmeros

(R)-(+)--MBA

(S)-(-)-0-MBA

Enantiémeros
soJawioueus

Mezcla racémica
rac-4

Esquema 32. Relaciones estereoquimicas de lodgmpitoductos de reaccion @e-diligustilida
(rac-4)

El tratamiento deac-diligustilida fac-4) en tolueno a reflujo corRj-(+)-a-metilbencilamina
gener6 el compuesto levorrotatorig/1 (menos polar, 33%) y el compuesto dextrorrotatbrjer2
(mas polar, 38%) como productos minoritario y mégao, respectivamente. Cuando se emp®é (
(-)-a-metilbencilamina fueron obtenidos como producteterotatorio mayoritario (+)1 (39%) y
(-)-72 (36%) como levorrotatorio minoritario, respectivemte. La relacion estereoquimica entre ellos
fue confirmada por medio de sus propiedades egedpicas, asi como por sus rotaciones

especificas oOpticas y por sus perfiles en las suteadicroismo circular.

(m)-71, (+)-71, (+)-72 y (-)-72, derivados de la reaccion de adicion de las aminas
enantioméricamente purasgtziN) a la materia prima (GH»¢0,) fueron separarados por CPP y se
presentaron como productos estereoisoméricegi{6O,N) de acuerdo a sus formulas moleculares
establecidas por EMAR-FAB. El analisis espectrosmdgvidencio las bandas de absorcion de tres
grupos carbonilo 1763, 1705, 1656 ¢para €)-71, 1760, 1707, 1658 ctpara (+)71, 1768, 1704,
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1658 cm® (+)-72'y 1761, 1706, 1642 crhpara €)-72, respectivamente. Las 32 sefiales de carbono
observadas en los espectros de RM® para cada estructura fueron asignados por andalii
experimento DEPT a tres grupos carbonilo: cetameipha y amida; un carbono cuaternario, cinco
carbonos vinilicos, once metinos, nueve metilenpstres grupos metilo. EI cambio en el
desplazamiento del-' y la sefial nueva para-@ como grupo cetona fue parte de la evidencia de la
transformacion. Ademas, el espectro de RMDindico que esos carbonos estuvieron involucrados

la conversion. Asimismo se obervé la ausencia ddlled enlace €3/C-8 en los productos
(desplazamiento de los carbono®@150.4 y 108.5 en la materia prima); se identiibanuevas
sefiales correspondientes a las aminas enantioparascada caso (ver parte experimental). Las
sefiales nuevas en los espectros de RMIN &, 7.22-7.37 para{)-71, (+)-71, (+)-72y (-)-72, asi
como las sefiales correspondientes-a"Hy H-2" también fueron indicativas de la adicion de larami

a la materia prima. El andlisis de los experimed®2D HSQC, HMBC, COSY y NOESY ayudo a

confirmar la conectividad molecular de los prodsacto

El mecanismo para la transformacién observada gdicaxmediante el ataque quimio-
selectivo de la amina el grupo carbonilo de undaddactonas deac-4. La apertura de la misma y

posterior estabilizacion, da lugar a los produ¢Esgjuema 33).

Esquema 33. Mecanismo de formacion propuesto parderivados enantioméricos rée-

diligustilida fac-4)

Las configuraciones absolutas de los compuest)s/l (+)-71, (+)-72 y (-)-72 se
determinaron mediante el anélisis de las curva®@eg el método de la quiralidad del excit&i.
Se identificaron los cromoéforos con bandas de icamsfuertesrt » 1 y se pudo observar que cada
compuesto contenia mas de tres cromoforos excéidrdnte acoplados: ugdactonaa,B-insaturada,
un doble enlace (€3/C-8), un grupo carbonilo de cetona, una anug&insaturada y un anillo de
benceno. Para facilidad de la explicacion se cenaidn estructuras de las Figuras 22 y 23. Para los
productos obtenidos deac-4 y (R)-(+)-a-metilbencilamina, se consideraron las proyecciones

Newman a través de varios enlaces, enfocAndonos7&C€2" (ambos son centros estereogénicos
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dentro de la molécula y cercanos a grupos cromgfdfigura 22Vl y LVIl ). La curva de DC del
compuesto levorrotatorio (#)1 (Figura 21) mostré dos efectos Cotton del grugoree (n- 1t 304

nm @es +2.19); -1 267 nm Q¢ -5.25)) que no contribuyen a la quiralidad del eéxcide la
molécula y que son mas débiles que aquellos mastrpdra lay-lactonaa,-insaturada y para el
anillo de benceno que contribuyen a la quiralidadadmolécula, el primero de ellos, negativo, se
presentd en 237 nMg§ —11.46) seguido por un segundo efecto positivo 20§4€ + 7.27) indicando
asi una quiralidad negativa (Figura 2|l y LVIII )y estableciendo la configuracién absoluR 6
7R, 3aR, 6'S, 2'R paraLV (Figura 22).

20

CD

-15

-20
200 250 300 350

Longitud de onda (nm)

s ()-71 0 (+)-72

Figura 21. Curvas de dicroismo circular pseudo-éoaéricas de los derivados

diastereoméricos§-73y (+)-74 obtenidos deac-diligustilida fac-4) con R)-(+)-a-MBA

Figura 22. Determinacion de la quiralidad de {1
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(+)-72, obtenido también a partir dB){(+)-a-metilbencilamina (compuesto mas polar, Figura
23, LIX) presento un efecto Cotton positivo a 209 da { 16.34) (Figura 20), los efectos Cotton
atribuidos al grupo cetona {4t 302 nm Qe -1.87) yni-1* 271 nm (A + 4.42)) nuevamente en
este caso, fueron mas débiles que los atribuidagugdo benceno y a Iglactonaa,B-insaturada
presentdndose una quiralidad a favor de las méasedil reloj (Figura 23,XI y LXIl ) y por lo tanto
una configuracion absolut&67S, 3aS 6'S, 2'R (Figura 23LIX).

Figura 23. Determinacion de la quiralidad de 12)-

Los productos deac-4 con §-(-)-a-metilbencilamina (+)f1 y (-)-72, mostraron efectos
Cotton de signos opuestos comparados €pfily (+)-72, siendo estos: 271 nmg +11.96), 203 nm
(Ae -8.23) para (+)f1 e indicando una quiralidad positiv&g, 6/S 3aS 6Sy 2'S y 272 nm ¢
-11.35) (Figura 24), para dar lugar a un efecto dbottegativo (Figura 24) y una configuracion
absoluta para{-726R, 7R, 3aS 6S2'S (Esquema 34).
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Figura 24. Curvas pseudo-enantioméricas de dicm&@raular de los derivados

diastereoméricos (+J1y (-)-72 obtenidos deac-diligustilida fac-4) con §-(-)-a-MBA
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Esquema 35. Reacciones enantioselectivaaddiligustilida fac-4)

De acuerdo a la importancia farmacolégica de lakdfts, se consider6 pertinente llevar a
cabo las evaluaciones citotoxicas de los derivagagc-4 frente a tres lineas celulares cancerosas,
resultados que se muestran en la Tabla 14 (vatterédk, de acuerdo al protocolo estartyr Los
resultados indican claramente la alta dependeneidasl variaciones estructurales. Los derivados
enantioméricos mostraron ser mas activos que leduptos naturales y que los derivadas-25y

rac-26 obtenidos de las hidrolisis basicagae diligustilida fac-4).

Tabla 14. Evaluacion de la £ (uM) de los derivados dec-diligustilida fac-4)

Compuesto K562 HCT-15 SKLU-1°
Rac4 46.09+ 3.8 11.86+ 1.1 10.25+ 1.0
Rac25 47.20+ 4.6 >100 137.7% 10.8
Rac26 19.9+ 0.5 71.6+ 3.0 42.6x 3.5
(-)-71 13.8+ 0.7 36.7¢ 0.3 27.0: 0.3
(+)-72 10.4+ 0.5 32.5+ 3.0 26.9 2.5
(+)-71 44+1.3 12.2+ 0.4 7.3+ 0.4
(-)-72 17.1+ 0.4 9.6+ 0.6 7.1£0.7

3 _eucemia,’colon, pulmén. El control positivo (helenalina), mostré;Gt 0.28 + 0.02, 0.29 + 0.02
y 0.21 + 0.02 uM contra K562, HCT-15 y SKLU-1, resfivamente. Los Resultados son el

promedio + D.E.M.
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En la busqueda por obtener los productos enanticoséderac-4, se trataron de hidrolizar las
amidas generadas de acuerdo a las mismas condiaigiigadas en la Tabla 12. Los resultados
indicaron la nula reactividad de los compuest)s/(l, (+)-71, (+)-72y (-)-72 misma que se atribuye

al acomodo de los diversos grupos funcionales osnqlie cuenta la estructura impidiendo asi la
hidrélisis.
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6. SECCION EXPERIMENTAL

6.1. Material y equipo

La separacion y purificacion de los constituyemgisnicos de los extractos orgénicos, asi comogle lo
derivados semisintéticos obtenidos a partir de slpeeie vegetal. porteri se efectu6 mediante
técnicas cromatogréaficas usuales, como son: crgradfa en columna a presion reducida (CCPR),
cromatografia de capa delgada preparativa (CCDi?pmatografia de placa preparativa (CPP). Los
procesos de purificacion cromatografica tuvieromgofase estacionaria silica gel (9iOmarca
Macherey-Nagel, malla 70/230, 230/400 ASTM. Lo®blientes utilizados como fase mévil fuenen
hexano, acetato de etilo, diclorometano, tolueheryceno en diferentes proporciones. El andlisis por
cromatografia en capa fina se efectué en cromatsfde silica gel de la marca Merck® 69,K0.20
mm de espesor). La visualizacién del andlisis @enatografia en capa fina (CCF) se llevé a cabo
mediante la utilizacion de una lampara ld¢ Spectroline ENF-240@\ de 254 y 365 nm), una
solucion de sulfato cérico amoniacal (BU€e(SQ),) al 1% en &cido sulfdrico 2N y una solucién de
acido fosfomolibdico (12MogH3PQ,) 20% en etanol. Las cromatografias en capa fiepgpativas y
analiticas se realizaron en placas preparativask¥é2 mm y 0.20 mm de grosor, respectivamente y
una superficie de 28 20 cm). Los puntos de fusion se determinaron eapamatd=isher Johnsy no
fueron corregidos. Los espectros de infrarrojolstenoeron en un equipBT-IR Bruker TENSOR 750
en CHC}. Los espectros de UV fueron obtenidos en un esgetimetroShimadzu UV160ULos
espectros de Dicroismo Circular fueron determinaaoan dicrégrafdasco-J720La determinacion
de la rotacién Optica se realizdé en un polarimBedkin-Elmer 341Los espectros de espectrometria
de masas se obtuvieron en un espectrémetro nimoiaJMS-AX505HAUtizando la técnica de
impacto electronico con un potencial de ionizaaérv0 eV y una corriente de ionizacion de uag
espectrometraleol JMX-SX102/para la técnica de ionizacién por bombardeo rapidoatomos
(FAB®). Los espectros de RMM y *°C, fueron llevados a cabo a 25°C utilizando losespmetros:
Varian Inova 500(a 500/125 MHz)Bruker (400/100 Mz), Varian XR-300 (a 300/75 MHz)Byuker
ARX300(a 300/75 MHz). Los espectros fueron obtenidoBICl; y en DMSO como disolvente,
utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandaeinb. Los valores de desplazamiento quimico se
encuentran en ppm. Se recurrid a experimentos bitiionales de RMN COSY, NOESY, DEPT,
HMQC y HMBC para los derivados novedosos. Adiciaratte, el andlisis por difraccidon de rayos X

fue realizado mediante un difractometro automdiadker Smart Apegon un detector de area CCD.
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6.2. Material Vegetal

Las raices de.igusticum porteri fuente natural para la obtencion de las matgriasas, fueron
adquiridas en el mercado de Sonora, México. Latiiigacion fue confirmada por comparacion
morfoldgica con especimenes identificados con emtdad por el Dr. Robert Bye y la M. en C.
Edelmira Linares del Jardin Botanico del InstitdéoBiologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (Numero de registro: R. B. & E. L. 1414Bgas raices frescas fueron obtenidas de un
especimen vivo, crecido de semillas colectadas kihu@hua, México y cultivadas en el Jardin
Botanico, Instituto de Biologia de la UNAM (NUmete registro: R. B. 34467).

6.3. Extraccion, aislamiento y purificacion

Las raices de la especie vegéigusticum porteride lotes diferentes fueron pulverizadas (15.9Kg)
posteriormente se obtuvo el correspondiente extd@63.4 g) a partir de la maceracion con acetona
(tres ocasionex 48 h) a temperatura ambiente, mismo que fue corachn a presion reducida
obteniéndose el respectivo residuo que fue adsoandsilica gel (proporcion 1:1.5) y aplicado eis se
columnas empacadas con silice (malla 230/400)raraa&tografia fue desarrollada mediante elucion a
presién reducidd® utilizando como eluyente mezclas déhexano/acetato de etilo de polaridad
creciente. Los eluatos obtenidos en cada procespudécacion fueron monitoreados por CCF
analitica y reunidos de acuerdo a su similitud atmgrafica. Las fracciones unidas de acuerdo a su

perfil fueron sometidas a recromatografias sucegeagrama 1).

L. porteri

‘ Raices

15.9 Kg
’ Maceracioén en aceton% |

Extracto aceténico
126349

, CCPR Silica gel (malla 230/400hexano/AcOEt
recromatografias sucesivas

| |
»—n-Pr
P P 4
n r n r O ’o
0707, )= 20
n-Pr o)

rac-3

‘ Residuo vegetal

rac-4 rac-5

82.7 9 (0.52%
w 11.12 9 (0.069%) ] 8179 (0. 051%)\ ] 3.4090. 021%\

Diagramal. Fraccionamiento primario y purificacion de laittas monoméricas y diméricas

del. porteri
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Mediante la aplicacion de los procedimientos crogdtficos descritos, fueron obtenidas las
materias primaZ-ligustilida (1), rac-toquindlida B fac-3) y rac-diligustilida fac-4), éstas sustancias
se caracterizaron de acuerdo a su andlisis poratogmafia en capa fina (CCF) tomando como
referencia estandares aislados y caracterizadosrtenioridad en nuestro grupo de investigacion y

mediante la comparacion de sus datos espectrossdma los reportados en la literatlird "

Z-ligustilida () fue obtenida como un aceite de color amarillojge que se caracterizd por tener un
olor caracteristico penetrante. Se observé que ®gbatancia se transforma espontdneamente a
temperatura ambiente y a la exposicion de la kbatilidenftalida ).

n-Pr

/
| ©

Z-ligustilida (1)

Aceite amarillo-naranja

Rr 0.38 f-hexano/AcOEt 95:5)

RMN *H (500 MHz, CDCJ): & 6.29 (1H,dt, J = 9.5, 2.0 Hz, H7), 6.00 (1H,dt, J = 10.0, 4.0 Hz,
H-6), 5.22 (1Ht, J = 8.0 Hz, H8), 2.612.44 (2H,m, H~-4, H-5), 2.39 (1Hg, J = 7.5 Hz, H9), 1.52
(1H, ¢, J = 7.5 Hz, H10), 0.95 (3Ht, J = 7.0 Hz, H11)

n-Pr
/
| O

Z-butilidenftalida (2)
Aceite amarillo
Rr 0.39 f-hexano/AcOEt 95:5)
RMN *H (500 MHz, CDCJ): 5 7.89 (1H,ddd, J = 7.0, 1.0, 1.0 Hz, H7), 7.67 (1Hddd, J = 7.0, 1.0,
1.0 Hz, H-5), 7.64 (1Hddd, J = 7.0, 1.0, 1.0 Hz, H4), 7.51 (1Hddd, J = 8.0, 6.5, 1.0 Hz, Hp), 5.64
(1H,t, J = 8.0 Hz, H8), 2.46 (2Hc, J = 8.0 Hz, H9), 1.56 (2Hsext J = 7.5 Hz, H10), 0.99 (3Ht,
J=7.5Hz, H11)

Por otro ladorac-toquindlida B (ac-3), sufre aromatizacion eac-4,5-deshidrotoquinélida
(rac-64) al almacenarse durante largos periodos de tiesnpo es almacenada a bajas temperaturas y

en atmosfera de nitrégeno.
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n-Pr
oo
(@) oY y—
n-Pr

rac-toquindlida B (rac-3)
Agujas blancas
Rr 0.46 (-hexano/AcOEt 4:1)
RMN *H (500 MHz, CDCY): & 7.51 (1H,d, J = 7.0 Hz, H7'), 6.17 (1H,dt, J = 9.5, 2.0 Hz, H7),
5.92 (1H,dt, J = 9.5, 4.5 Hz, H6), 4.62 (1Hdd, J = 8.5, 6.5 Hz), 3.11 (1Hn, H-6'), 2.50 (1H,m,
H-4'a), 2.29 (1Hm, H-5), 2.17 (2H,m, H-4a, H-9a), 2.06 (2H,m, H-4b, H-5a), 1.98 (1Hm,
H-9b), 1.67 (1Hm, H-9'b), 1.67 (1Hm, H-8), 1.47 (2H,m, H-9a, H-10a), 1.29 (5HmM, H-4'b,
H-5'b, H-9b, H-10), 1.13 (1H,m, H-10b), 0.89 (3Ht, J = 7.0 Hz, H11), 0.82 (3H}, J = 7.0 Hz,
H-11)
RMN C (125 MHz, CDCJ): & 170.4 (G1), 164.2 (G1), 161.7 (G3a), 148.5 (€3), 132.9
(C-T'a), 129.3 (€6), 125.5 (G7a), 116.6 (€7), 107.5 (C8), 89.6 (C-3), 50.1 (G-3'a), 42.7 (C8),
36.6 (G-6'), 28.3 (C9), 28.1 (C4), 26.9 (C9), 22.6 (C5), 22.5 (CG10), 21.1 (C-10), 21.0 (C4),
16.9 (G-5), 14.1 (G-11), 13.5 (G11)
RMN *H (500 MHz, DMSOd): & 7.64 (1H,d, J = 6.7 Hz, H-7'), 6.03 (1Hdt, J = 9.5, 1.9 Hz, H7),
5.95 (1H,dt, J = 9.6, 4.5 Hz, H6), 4.44 (1Hdd, J = 9.3, 6.2 Hz, H8), 3.11 (1H,dddd J = 6.5, 4.5,
4.5, 2.2 Hz, H6'), 2.50 (1H,q, J = 9.0 Hz H4'a), 2.272.20 (2H,m, H-5), 2.08 (1Hddd J = 7.0,
2.5, 2.5 Hz, H4a), 1.9#1.91 (1H,m, Hz, H-9'a), 1.88 (1Hddd J = 7.0, 2.5, 2.5 H4b), 1.841.78
(2H, m, H-5, H-9b), 1.46-1.22 (4H,m, H-8, H-9a, H-10a, H10), 1.22-1.16 (2H, m, H-9b,
H-5'b), 1.171.12 (1H,m, H-4'b), 1.1+1.02 (1H,m, H-10b), 0.82 (3Ht, J = 7.2 Hz, H-11), 0.74
(3H,t,J = 7.4 Hz, H17)
n-Pr
0._o

070"y =
n-Pr

rac-4,5-deshidrotoquindlida B (rac-64)
Polvo blanco
Rk 0.46 g-hexano/AcOEt 4:1)
M.p. 88-90°C
UV (MeOH) Aax nm (loge): 275 (3.6), 228.0 (4.3), 204.4 (4.4)
IR (CHCl) Vimax 2961, 2933, 2873, 1766, 1704, 1663, 1465, 128B7,11096, 1022, 947 ¢
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RMN H (500 MHz, CDCJ, asignaciones por COSY, HSQC, HMBC y NOES¥)..80 (1H.,dt, J =
7.5, 1.0 Hz, H7), 7.69 (1Hd, J = 6.5 Hz, H-7'), 7.57 (1Htd, J= 7.5, 1.0 Hz, H5), 7.47 (1H{d, J =
6.5, 1.0 Hz, H6), 7.09 (1Hd, J = 7.0 Hz, H4), 4.56 (1Hdd, J = 8.8, 6.8 Hz, H8), 3.173.15 (1H,
m, H-6), 2.57 (1H,t, J = 9.3 Hz, H4'a), 2.162.09 (1H,m, H-5a), 1.971.916 (1H,m, H-8),
1.89-1.80 (1H,m, H-9'a), 1.79-1.68 (1H,m, H-9'b), 1.53-1.47 (1H,m, H-9a), 1.451.32 (3H,m,
H-4'b, H-5'b, H-9b), 1.26-1.13 (1H,m, H-10a), 1.060.94 (2H,m, H-10b, H-104a), 0.93-0.82 (1H,
m, H-10b), 0.79 (3Ht, J = 7.3 Hz, H11), 0.55 (3Hf, J = 7.5 Hz, H11)

RMN *¥C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)170.0 (G-1), 164.3 (G1'),
152.5 (G-3a), 148.4 (€3), 145.4 (G7), 134.8 (C5), 133.2 (G7'a), 129.5 (€6), 126.2 (C7a),
125.2 (G-7), 121.0 (G4), 107.2 (G8), 88.5 (G3), 51.1 (G3a), 47.2 (C8), 32.7 (G6), 28.9
(C-9), 27.4 (G4, 26.7 (G9), 22.1 (G-10), 21.1 (G-10), 17.1 (E5), 14.0 (G-11), 13.2 (G11)
EMIE m/z(rel. int.): 378[M*] (3), 190 (100), 189 (15), 161 (24), 148 (50), 186 134 (4), 105 (10),
103 (3), 77 (4), 55 (8), 18 (5)

Racdiligustilida fac-4) resulté ser el compuesto natural mas establa dedma forma que

rac-riligustilida ().

o

n-Pr
rac-diligustilida (rac-4)

Cristales incoloros
Rr 0.5 -hexano/AcOEt 3:2)
RMN *H (CDCl, 500 MHZ):5 7.36 (1H,d, J = 7.0 Hz, H-7'), 5.07 (1Ht, J = 7.5 Hz, H-8), 5.00 (1H,
t,J=7.5, Hz, H6), 3.26 (1Hd, J = 8.5 Hz), 2.97 (1HM, H-6'), 2.55 (1H,m, H-6), 2.29 (2Hg, J =
7.5 Hz, H9), 2.17 (2H¢c, J = 7.5 Hz, H9), 2.06 (3H,m, H-4, H-4'a), 1.90 (3Hm, H-5, H-4'b),
1.45 (2H,c, J = 7.4 Hz, H10), 1.44 (2Hg, J = 7.4 Hz, H10), 1.40 (2Hm, H-5), 0.93 (3Ht, J =
7.0 Hz, H-11), 0.92 (3Ht, J = 7.0 Hz, H11)
RMN **C (125 MHz, CDG)): 3 168.4 (G-1), 164.8 (G1'), 154.9 (G3a), 150.4 (€3), 147.9 (G3),
142.0 (G-7'), 134.1 (G7'a), 126.5 (G7a), 112.0 (€8), 108.5 (G8), 47.5 (G-3a), 41.4 (G7), 41.2
(C-6'), 38.2 (C6), 30.9 (C4), 28.9 (C5), 27.9 (C9), 27.4 (C9), 25.7 (CY5'), 22.5 (C10), 21.5
(C-10), 19.6 (C4), 13.9 (C11), 13.8 (G17T)
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RMN H (500 MHz, DMSO¢): & 7.50 (1H,d, J = 6.5 Hz, H-7"), 5.35 (1Ht, J = 7.5 Hz, H-8), 4.90
(1H,t, J = 7.5 Hz, H8), 3.20 (1Hd, J = 8.5 Hz, H-7), 2.972.95 (1H,m, H-6), 2.53-2.21 (2H,m,
H-6a, H-6b), 2.20 (2Hg, J = 7.5 Hz, H-9), 2.112.05 (3H,m, H-4, H-4'a), 2.01 (2Hg, J = 7.5 Hz,
H-9), 1.96-1.80 (3H,m, H-5, H-4'b, H-5), 1.4 (2H,q, J = 7.5 Hz, H-10), 1.27 (2Htd, J = 12.1,
2.9 Hz, H10), 1.171.11 (2H,m, H-5), 0.88 (3H,t, J = 7.0 Hz, H-11), 0.86 (3Ht, J = 7.0 Hz,
H-11)

rac-riligustilida (rac-5)

Cristales incoloros

Re: 0.47 -hexano/AcOEt 7:3)

RMN *H (CDCl, 500 MHz):3 6.17 (1H,dt, J = 9.5, 2.0 Hz, H7), 5.93 (1Hdt, J = 10.0, 4.0 Hz,
H-6), 5.21 (1Ht, J = 7.5 Hz, H8), 3.47 (1H,d, J = 7.0 Hz, H7'), 2.94 (1H,c, J = 7.5 Hz, H8),

2.78-2.71 (1H,m, H-4'), 2.63-2.49 (3H,m, H-5, H-6), 2.34 (2H,ddd, J = 7.5, 3.0, 3.0, H9),

2.24-2.12 (1Hm, H-5a), 2.17 (1HmM, H-5'b), 2.06-2.00 (2H,m, H-4), 1.48 (4HsextupJ = 7.5 Hz,
H-10, H-10b), 0.95 (3H}, J = 7.5 Hz, H11'), 0.86 (3H}, J = 7.5 Hz, H11)

RMN C (125 MHz, CDCJ)): & 170.3 (G1), 168.5 (G1'), 160.1 (G3a), 154.6 (E3a), 149.1
(C-3), 128.7 (C6), 123.5 (G7'a), 122.3 (E7a), 116.9 (€7), 112.1 (C8), 91.9 (C-3), 44.0 (C7'),

34.9 (G-6), 32.3 (G8), 27.9 (G9), 26.9 (G5, 22.6 (G-10), 22.4 (G-10), 20.9 (G4), 20.5 (C9y

C-5), 19.6 (G4, 14.9 (G-11), 13.8 (G11)

(500 MHz, DMSO#): 3 6.03 (1H,dt, J = 10.0, 2.0 Hz, H7), 5.95 (1Hdt, J = 9.5, 4.0 Hz, H8),

5.51 (1H,t, J = 8.0 Hz, H8), 3.61 (1H,t, J = 7.0 Hz, H7'), 3.06 (1H,q, J = 10.0 Hz, H8),

2.76-2.64 (1H,m, H-4), 2.62-2.54 (3H,m, H-5, H-6'), 2.49 (2H,dt, J = 3.6, 1.8 Hz, HE), 2.43
(2H, tdd, J = 10.6, 4.2, 2.0 Hz H9'), 2.25 (2H,dt, J = 10.1, 5.0 Hz, H9), 2.0-1.94 (2H,m, J = 7.5
Hz, H-5a), 1.78 (2Hddd J = 24.8, 12.0, 4.4 Hz +b'b), 1.45 (2Hdqd J = 14.4, 7.3, 1.9 Hz, D),

1.39-1.26 (2H,m, H-4), 1.15-0.99 (4H,m, H-10, H-10), 0.90 (3H, J = 7.5 Hz, H11), 0.80 (3H,
t,J=7.5Hz, H11)

Finalmente, fueron obtenidos 82.7 g&ikigustilida (1), 11.12 g deac-toquindlida B (ac-3),
8.17 g derac-diligustilida fac-4) y 3.40 g deac-riligustilida (rac-5). El porcentaje correspondiente
del peso total de la raiz seca de cada ftalidaéu@52%, 0.069%, 0.051% y 0.021%, respectivamente
(Diagrama 1).
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6.4. Andlisis por resonancia magnética nuclear deo$ extractos de las raices deigusticum

porteri
6.4.1. Preparacion de los extractos de. porteri para el andlisis cualitativo de RMN'H

El especimen fue crecido de semillas colectadadaelvcalidad de Basigochi en el Estado de
Chihuahua, México. Las raices fueron cortadas iglidias en cuatro partes, con el fin de llevar acab
el analisis a diferentes periodos de tiempo dedsecBarte de este material (4 g) fue extraido
inmediatamente (t = 0) con acetona (tres vecesttu20 min a temperatura ambiente y concentrado
al alto vacio) para obtener 10.2 mg de extractand&krial de raiz remanente fue secado por 48, 72 y
96 h. Los extractos subsecuentes fueron prepatditiaando 750 mg de raices con el procedimiento

arriba descrito para obtener 4.3, 4.2 y 4.2 mgxti@aetos, respectivamente.

6.4.2. Preparacion de las muestras de RMRH, adquisicion y procesamiento de datos para el

analisis cualitativo

Las muestras de los extractos de acetona fuerganados por disolucion de 4 mg del residuo en 0.8
mL de CDC}. Un total de 128 scans fueron colectados con 689€on un espacio de 10s y 30 pulsos
con una amplitud de 4. El procesamiento y andlisis de los datos despectros de RMNH se

realizé con el programa MestReNové.2.0-7163 Se aplico linea de amplificacion de 0.3 Hz a los

espectros de transformada de Fourier, fase y Hasa de correccién.
6.4.3. Preparacion de los extractos de. porteri para el andlisis cuantitativo

Fueron transferidos 12 mg del extracto de aceterla glanta fresca, 0.4 mL de DMSO y 1.0 mg del
estandar interno a un tubo de RMN de 5 mm. Losoéspefueron adquiridos usando una secuencia
de pulsos estandar s2pul, 30 pulsos de amplitu@l . de tiempo de relajacion de 10 s, una amplitud
espectral de 6498.8 Hz y un tiempo de adquisic®rB¢ en 38992 puntos. Un total de 128 scans
fueron llevados a cabo para cada muestra, genetantdempo de analisis de ca. 28 min por muestra.
Los archivos de RMNH fueron procesados y analizados con el progranstRédlovav6.2.0-7163

para determinar las areas de las integrales.
6.4.4. Especificidad, linearidad, precision y reprducibilidad del método de RMN

La especificidad del método fue establecida patia sabstancia de prueba mediante la demostracion
de la ausencia de interferencia entre cada undadees los trazos de los espectros, asi como Ke la
interferencia con el estandar interno y con el ldesde. La linearidad del método fue evaluada

mediante la relacion entre la respuesta del detdet® MN y la concentracion de la muestra empleada
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con el andlisis de regresion lineal de los datoldespuesta. Para ello, cinco muestras contemiend
12.0 mg del extracto de acetona de las raices planga fresca, 1.0 mg de 4-dimetilaminopiridina y
cantidades crecientes 2.0, 6.0, 10.0, 15.0 y 2@ .@enac-toquindlida B (ac-3), 1.8, 4.6, 9.0, 13.5y
18.0 mg deac-diligustilida fac-4) y 2.5, 7.5, 12.5, 18.75 y 25.0 mg me-riligustilida (rac-5) en 0.4

mL de DMSO fueron preparadas; después de cadaadie los dimeros, el espectro de RNV
resultante de la muestra fue realizado por trigiicadespués de obtener los 15 espectros, todos los
parametros de validacion fueron obtenidos por dllisia de la cantidad de los componentes

representativos presentes en el extracto de leesriibscas de la plantaldeporteri.
6.4.5. RMN para DOSY y andlisis cualitativo

Los espectros se realizaron en un espectroméran Inova500 con 5 mm en una sonda de
gradiente-z inverso, el disolvente (DMSO) fue méitlo como referencia interna. El espectro de RMN
'H fue adquirido con una amplitud espectral de @8l9838992 puntos, el tiempo de adquisicion fue

de 5 s a 90 pulsos, amplitud de 885y 128 transientes.

El experimento RMN DOSY fue adquirido utilizandoneétodo del par de pulsos de difusién
bipolar echo estimulado (diffusion bipolar pulser simulated echo (DBPPSTE) methdt)” Los
datos fueron obtenidos con un tiempo de esperdfasiGh de 170 ms, amplitudes de gradientes de
pulso en un rango de 0.30 a 28 Gerdurante 3 ms, un gradiente de estabilizaciéniatapo de
espera de 300 ms. El procesamiento se llevé a @atm programa DOSY macro en el instrumento

Varian.

6.5. Actividades sedantes y espasmoliticas de Ig#iflas y algunos de sus derivados

6.5.1. Preparacion deac-4,5-dehidrotoquindlida B (ac-64)

A una solucion deac-toquindlida B (ac-3, 66 mg, 0.17 mmol) en tolueno (5 mL) fue adiciomach
canula una soluciéon de DDQ (93.7 mg, 0.412 mmol}atmeno (5 mL) a temperatura ambiente y
después se dejo a reflujo por 48 h en atmésferatidgyeno. La mezcla de reaccion de dejo enfriar a
temperature ambiente, fue diluida con AcOEt (10 mise lavé con NaHC(X3 x 15 mL). Las fases
organicas de reunieron y se lavaron con solucidmrada de NaCl (2 x 10 mL), se secaron con
Na,SO, anhidro y se concentraron al vacio. El residupwséic6 mediante CCFP (tolueno/GEl,,

4:1, seis veces) obteniéndose el compuemtebd R 0.56 f-hexano/AcOEt, 7:3) (31.5 mg, 48%)
cuyas constantes espectroscopicas fueron idéntidas informadas por Lim y colaboradofésy
materia primarac-3 R: 0.55 (-hexano/AcOEt, 7:3) (15 mg, 22.8%). Algunos ensayuss, se

muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Condiciones experimentales para la oliterte64

Experimento Condiciones Rac-3 Rac-64

DDQ (5 eq.)

1 CsHs, N2 34.9% 23%
reflujo, 24 h

2 DDQ (2 eq.), @Hs, N,
60 °C,40h 22.5% 3.4%

3 DDQ (2.4 eq.), tolueno, N
reflujo, 48 h 22.8% 48%

6.6. Preparacion deac-desmetilwallichilida (rac-25) yrac-dicetodiacido de diligustilida ¢ac-26)

Se disolvieron 200 mg dac-diligustilida fac-4) en 10 mL de acetona. A la solucion resultante se
adicionaron 10 mL de una solucién de,81@; al 2% y se mantuvo en reflujo durante 3.5 h. Adaca

del tiempo sefalado, la mezcla de reaccion seeatdjiar, se acidulé con una solucién de HCI 10%
hasta pH 4, se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). lzs®$ orgénicas fueron reunidas, se lavaron con una
solucién saturada de NaCl, se secaron cos8@aanhidro y finalmente se concentraron a presion
reducida. La purificacion de los productos se llavéabo mediante CC utilizando mezclas crecientes
de n-hexano/AcOEt para obteneac-4 (64 mg, 32%),rac-25 (88 mg, 42%) yrac-26 (54.7 mg,
25%) 1!

y n-Pr n-Bu
@]
L0 COOH
o} \
\ COOH
H -
n-Bu ) coo n-Bu
rac-25 rac-26

6.7. Preparacionon ded-(3'S)-(3,8)-dihidrodesmetilwallichilida (27)

Se disolvieron 464 mg (1.17 mmol) dec-desmetilwallichilida ac-25) en 15 mL de metanol y a la
solucion resultante se le adicioné un exceso deHYdB50 mg). La mezcla resultante se dejé con
agitacion a temperatura ambiente por 2 h y la réacse dié por terminada al adicionagH Se
adicionaron 20 mL de AcOEt, y se acidulé con undcson de HCI al 10%. Se realizaron
extracciones con AcOEt (3 x 15 mL). Las fases dmgénde reunieron, se lavaron con solucion
saturada de NacCl, se secaron copSq anhidro y se concentraron a presion reducidaegitino fue
purificado por CC con mezclas dehexano/AcOEt de polaridad creciente, obteniéndusateria
prima (236.2 mg, 50%Jac-27 (166.9 mg, 35.8%) y un producto minoritaniad-79) (14.9 mg, 32%).
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6.8. Preparacion deac-3',8-dihidrotoquindlida B (rac-41)

Una solucién deac-cetodcido de toquindlida B (100 mg, 0.26 mmol)g0g (150 mg, 0.6 mmol) en
EtOH (8 mL) fue agitada por 10 min y después fuiiadado NaBH (10 mg, 0.26 mmol)
manteniéndose a temperatura ambiente. Despuéstiddl&€CF de la reaccion mostré Unicamente la
materia prima, entonces se adicioné nuevamente NéBg, 0.13 mmol). Después de 2h, el analisis
por CCF no mostré ningun avance, por lo que seepliéca adicionai-propanol (3 mL) y un exceso
de NaBH (10 mg, 0.27 mmol). La mezcla de reaccion se dejagitacion nuevamente. Después de
19 h, la CCF indicé la presencia de un compuestmeigor polaridad. A la mezcla de reaccion se le
adicion6 HO (5 mL) y se extrajo con AcOEt (8 20 mL). Las fases organicas se reunieron y se
lavaron con una solucién saturada de NaCl, se @eozon NaSO, anhidro y se concentraron a
presion reducida. El residuo se purifico mediar®®@-hexano/acetona, 88:12, tres veces) de donde

se obtuvo el compuestac-41 (16 mg, 16%) y materia prima (40 mg, 40%).

P.f.. 136-141 °C

UV (EtOH) Apax nm (loge): 205 (3.61)

IR (CHCl) Vimax (ci™): 2962, 2934, 2875, 1749

RMN 'H (300 MHz, CDC}, asignaciones por COSY, HSQC, HMBC y NOESYY-.49 (1H,d, J =
6.0 Hz, H-7"), 6.18 (1Hdt, J= 9.0 Hz, H-7), 5.925.98 (1H,m, H-6), 4.36-4.31 (1H,m, H-3)),
3.04-3.03 (1H,m, H-6")

RMN **C (75 MHz, CDC}, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)170.1 (G-1), 167.1 (G1),
162.7 (G-3a), 144.8 (€7, 135.2 (G7'a), 129.5 (€6), 116.5 (G7), 89.6 (G3), 89.0 (G-3"), 49.9
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(C-3'a), 44.9 (€8), 35.2 (G6'), 29.6 (C9), 29.3 (CH,), 28.7 (CHy), 27.3 £CH,), 22.6 (CH,),
22.2 £CH,), 21.4 £CH;,), 20.9 (CH,), 17.4 (CH,), 14.0 (G-11), 13.6 (G11").

EM-IE m/z(%): 382 (5)M*], 193 (100), 161 (20), 148 (50), 137 (5).

EMAR-IE m/z382.2142 (obs); calculado parald;0, m/z382.2144.

6.9. Actividad biologica

Animales. Se utilizaron ratones machos (peso: 222355 g) para los experimentimsvivo, en grupos
de cinco y para el efecto del reflejo peristalfiee utilizado ileon de cobayos machos (peso-800

9).
6.9.1. Efecto de potenciacion del pentobarbital sdmb

Siguiendo el método descrito por Tortoriello ef’@lse utiliz6 un grupo control, al cual se le
administro el vehiculo (250 pL, solucion de twe®nB)%) utilizando la ruta intraperitoneal, miestra
que los otros grupos fueron tratados con 50 mgikyg k@ac-3, rac-4, 9, rac-25, rac-26, rac-27 y rac-

41 por la misma ruta de administracion. El pentoltatisiédico (50 mg/kg) fue administrado 30 min
después. La pérdida del reflejo de enderezamiemtaifilizada para determinar el inicio del tiempo
hipnético, mientras que el retorno del reflejo delexrezamiento fue utilizado como indice de
espabilamiento. Los tiempos promedio de los grupamdos fueron comparados con los grupos

control mediante una prueba “t" de Student (Tabla 6
6.9.2. Efecto de la contraccién inducida eléctricaamte en ileon de cobayo

De acuerdo con la metodologia descrita por Lozayal.£% los animales fueron sacrificados y se
obtuvieron los fragmentos de ileon terminales-(Tcm), y una porcién de 3 cm fue montada en una
camara de perfusion intraluminar y fijado con diecteodos unidos a los extremos. El tejido fue
mantenido en 20 mL de solucion Tyrode y burbujeaoio G 95% y CQ 5% a 37°C. La misma
soluciéon Tyrode fue perfundida intraluminalmente pb sistema de la camara. Los preparados se
dejaron reposar durante 30 min para su estabifimatias contracciones musculares fueron inducidas
por aplicacion de pulsos eléctricos (20 V, 10 mbiz1 5 s, cada 3 min) de un estimulador Phipps y
Bird y captadas en un poligrafo Grass modelo 790ipagio con un transductor de desplazamiento
FTO3. Después de que las respuestas del contronfudtenidas], rac-3, 9 y rac-26 se disolvieron

en una solucién acuosa de PVP (0.05 mg/mL) y fuaplicados directamente a la cadmara de
incubacién. La capacidad de las substancias déilinlai contraccion eléctricamente-inducida fue
medida (Tabla 7).
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6.10. Reaccion de dimerizacion dé-ligustilida (1)

Se realizaron experimentos exploratorios para fotosdimerogac-toquindlida B (ac-3) y
rac-diligustilida fac-4) a partir deZ-ligustilida (), mediante reacciones de cicloadicion (Diels-
Alder). Para ello fue necesario purificar por crtmgaafia en column&-ligustilida (). Una vez
purificada la materia prima mediante cromatografiacolumna, se realizaron los experimentos de
reaccion de dimerizacién, donde se probaron digecsadiciones (Tabla 3). Para cada ensayo, se
colocaron en un recipiente de acero inoxidable ¢BQ, sistema cerrado, alta presion)
aproximadamente 10 g deligustilida (), en algunos casos se adicionaron via jeringaidfeé\l5
mL de tolueno recién destilado, el sistema fue adogcon nitrégeno, sellado e introducido en un bafio
de aceite previamente caliente a las temperaturasmpos sefialados en la Tabla 16. Una vez
terminada la reaccion, se dejo enfriar, se evapbrdisolvente en rotavapor de alta presion, y el
residuo se purificO mediante cromatografia en coluroon mezclas crecientes adaexano-AcOEt

para obtener los rendimientos sefialados en la T#&bla

Tabla 16. Condiciones de reaccién para la formadlas ftalidas diméricaac-3 y rac-4

Temp. (°C) Tiempo (h) Tolueno Rac3 Rac4
150 1 — — —
150 5 — — —
150 8 — — —
120 72 15mL — 3.2%
111 120 15 mL 0.84% 10.34%

6.11. Reactividad quimica deac-toquindlida B (rac-3)

6.11.1. Tratamiento delrac-cetoacido de toquindlida B (ac-39) con R)-(+)-a-metilbencilamina

Una mezcla deac-39 (50.2 mg, 0.12 mmol) 8°rOH (0.5 mL) se calent6 a 55°C bajo atmosfera de
nitrégeno hasta disolucion total de la muestratdPimsmente, se adicion®)-(+)-a-metilbencilamina
(16 pL, 0.12 mmol). La mezcla de reaccion resultantelejé enfriar a temperatura ambiente y fue
guardada a 0°C de 12 a 96 h. Los mismos ensayeosnfllevados a cabo utilizando diferentes
disolventes (AcOEt, C}Cl,, EtOH) y con §-(-)-a-metilbencilamina. Después del trabajo usual,

Unicamente se recupero la materia prima.
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6.11.2. Tratamiento delrac-cetoacido de toquindlida B (ac-39) con SOC}

A una solucién deac-39 (91.1 mg, 0.22 mmol) en GBI, seco (3 mL) y piridina anhidra (34,

0.37 mmol) a-78 °C se afiadié SOL(30 L, 0.41 mmol) bajo atmoésfera de nitrégeno. La mezd
reaccion se mantuvo en agitacion por 2 h hastazdca°C. Después de trascurrido este tiempo, se
afadié R)-(+)-a-metilbencilamina (5QuL, 0.45 mmol), la reaccion se dejé en agitacion pér h
hasta alcanzar temperatura ambiente. Finalmensais®nd CHCI, para diluir y después de trabajo
usual de la mezcla de reaccién, se obtuvo un aaeitillo, mismo que fue purificado mediante
cromatografia en columna-bexano/AcOEt, gradiente) obteniéndoae-toquindlida B (ac-3) como
unico producto de reaccion (73.7 mg, 84%). Los rosmesultados fueron obtenidos al utilizar THF
en lugar de CkCl,.

6.11.3. Preparacion del compuestac-65

A una solucion deac-cetoacido de toquinodlida Bac-39, 36 mg, 0.095 mmol) en tolueno
anh. (10 mL), colocada en un reactor de acero dadpe (20 mL) se le adicion®)-(+)-a-

metilbencilamina, (S)-{)-a-metilbenciamina o)-a-metilbencilamina (0.02 mLQ.15 mmol)
bajo atmosfera de nitrdgeno. El sistema se sed goloco en un bafio de aceite previamente caliente
(130°C) por 18 h (presion: 50 psi). Después dehpie sefialado, el sitema se dejo enfriar a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién seentmica presion reducida y seguidamente de le
adiciono AcOEt (10 mL), la fase organica se lavd noa solucion de HCI (10%,>85 mL), la fase
acuosa se re-extrajo con AcOEt{30 mL). Finalmente las fases organicas se reumie lavaron
con solucion saturada de NaCl, se secaron ceB@®aanhidro y se concentraron en rotavapor. El
residuo se purificé por cromatografia en colummagxano/AcOEt, gradiente) dando como resultado
la obtencién deac-3 (3 mg, 8%, compuesto menos polarpg-65 (cristales blancos, 15.4 mg, 42%).
La utilizacion de periodos de reaccion extensosrénié la formacion de productos minoritarios,
mientras que, tiempos de reaccion cortos dismimumyel rendimiento deac-3 y rac-65. Los ensayos
llevados a cabo en ausencia de disolvente sOlaupma@oh un residuo obscuro y materia prima fue

recuperada de ensayos realizados en ausenciaale bas
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P.f.: 204-206°C

Re: 0.51 f-hexano/AcOEt, 4:1)

UV (MeOH) Amax NM €): 217 (29077)

IR (CHCL) vinax 3028, 2875, 1757, 1686, 1665, 1329, 1126, 10681100111, 955, 887 crh

RMN H (500 MHz, CDC}, asignaciones por COSY, HSQC, HMBC y NOESYY).43 (1H,d, J =
7.0 Hz, H-7), 7.01 (1Hdt, J = 7.0, 2.5 Hz, H7), 3.04 (1HmM, H-6'), 2.46 (1H,m, H-6a), 2.40 (1H,
m, H-4a), 2.14 (1Hm, H-6b), 2.01 (1Hm, H-5d), 1.85 (2H,m, H-5, H-8), 1.67 (1H,m, H-8),
1.62 (1H,m, H-4a), 1.50 (2Hm, H-9, H-9a), 1.33 (2Hm, H-4, H-4k), 1.09 (2Hm, H-10b, H-9b),
0.89 (3Ht, J= 7.5 Hz, H-11), 0.87 (3Ht, J= 7.5 Hz, H-11)

RMN **C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®).67.6 (G-1), 165.2 (G1'),
144.8 (G-7'), 141.6 (G7), 135.5 (G74d), 129.8 (G7a), 115.0 (€3), 94.3 (G-3), 86.2 (C3a), 59.3
(C-34d), 44.9 (G-8), 37.9 (G6'), 35.6 (G8), 29.2 (G-4), 28.9 (G9), 25.1 (C6), 24.7 (C9), 22.8
(C-10), 22.6 (G-4'), 21.1 (G-10), 17.4 (C5), 16.7 (G5'), 14.1 (G-11), 13.8 (G11)

EIMS m/z (rel. int.): 398[M*] (21), 380 (9), 356 (100), 338 (65), 309 (11), 228), 271 (15), 253
(10), 207 (5), 190 (38), 189 (10), 149 (7), 91 @®,(5)

EM-AR (FAB") m/z Calculado para [GH3Os + H]": 399. 2094; observado 399.2092

Andlisis de Rayos-X. Todos los datos fueron cobtlmdaen un difractdmetro Bruker Smart
Apex CCD utilizando 1.58 - 25.536 a 294(2) K. El compuest@ac-65 pertenece al sistema
ortorémbico, grupo espaciBlb ¢ a cora = 12.1979(9) Ap = 90°,b = 12.744(1) AB = 90°,

c = 26.941(2) Ay = 90°. Los métodos de refinamiento fueron matramapletas de minimos
cuadrados sobrE®. Los datos cristalograficos para esta estructeransuentran depositados
en Cambridge Crystallographic Data Centre CCDC 7129deposit@ccdc.cam.ac.uk
http://www.ccdc.cam.ac.uk/deposit. Teléfono: (44223 762910.

6.11.4. Preparacion deac-ciclotoquindlida B (rac-37) a partir del rac-cetoacido de toquindlida B
(rac-39)

A una solucién defac-cetoacido de toquindlida Bac-39, 22 mg, 0.06 mmol) en THF (5 mL) y
MeOH (1 mL) se adicion6 NaOH (33.1 mg, 0.83 mmdgspués de 2 h de reflujo en atmdsfera de
nitrdgeno, la reaccién se dejé enfriar a tempesadumbiente y se concentrd en rotavapor. La mezcla
de reaccion se diluyd con GEl, (10 mL), se lavé con HCI (10%,210 mL), la fase acuosa se re-
extrajo con CHCI, (3 x 10 mL) y finalmente las fases organicas se reanjese lavaron con una
solucién saturada de NaCl ¢ 10 mL), se secaron con MED, anhidro y se concentraron en
rotavapor. El residuo obtenido se purific6 mediaotematografia de capa fina preparativa (
hexano/EtOAc, 3:2) permitiendo obtener el compuested7 (13.8 mg, 63%).
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6.11.5. Derivatizacion defac-cetoacido de toquindlida B (ac-39) con bencilamina

A una solucion delac-cetoacido de toquindlida B&c-39, 59.4 mg, 0.15 mmol) en tolueno anhidro (6
mL) colocada en un reactor de acero inoxidabletmidsfera de nitrégeno, se le adiciond bencilamina
(0.08 mL, 78.56 mg, 0.75 mmol). El reactor se sglifalentd (130°C, 50 psi) por 18 h. Transcurrido
el tiempo, el sistema se dejé enfriar a temperanrhiente, y a la mezcla de reaccion se le adiciond
AcOEt (15 mL), se neutralizé con HCI (10%), se ajxtrcon AcOEt (3x 10 mL), se reunieron las
fases orgéanicas, se lavaron con una solucion satuda NaCl, se secaron con,8@, anhidro y
finalmente se concentré a presion reducida. Lafipacion se llevd a cabo por medio de
cromatografia de capa fina preparatimehéxano/AcOEt, 1:1, 2 veces) recuperdndose materiza
(8.0 mg, 13.5%) y el derivadac-66 (18.7 mg, 25.7%).

Polvo amorfo beige

P.f.. 15#159 °C

R¢: 0.45 f-hexano/AcOEt, 3:2)

IR (CHCL) vmax 3506, 3020, 2961, 2932, 2873, 1759, 1686, 1480211352, 1242, 1190, 1128,
1040, 953, 922 ci

RMN 'H (500 MHz, CDC}; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.38 (2H,dd, J = 8.5, 1.5
Hz, H-4", H-8"), 7.27 (2Htd, J = 7.5, 1.0 Hz, H5", H-7"), 7.21 (1H,dddd J = 8.5, 7.5, 1.5, 1.5,
H-6"), 7.23 (1H,d, J = 6.5 Hz, H7'), 6.9 (1H,dd, J = 7.0, 4.0 Hz, H7), 4.61 (1Hd, J = 15.0 Hz,
H-2"a), 4.52 (1H, dJ = 15.0 Hz, H2"b), 2.93 (1Hdddd J = 10.5, 5.5, 4.0, 2.5 Hz,48'), 2.45 (1H,
ddd J=11.0, 2.0, 2.0 Hz, H¥'a), 2.26 (1Hdddd J = 10.5, 6.0, 4.5, 4.5 Hz,46a), 2.06 (1Hdddd J
=11.5, 6.5, 3.0, 3.0 Hz,+6b), 1.98 (1Hdddd J = 11.0, 7.5, 2.5, 2.5 Hz,+¥a), 1.92 (1Hddd J =
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115, 4.0, 4.0, Hz, HB'a), 1.39-1.29 (4H,m, H-5b, H-9a, H-10a H-5'b), 1.24-1.13 (3HmM, H-4'b,
H-9a, H10a), 1.13-1.05 (4Hm, H-9b, H-10b, H-9'b, H-10b), 1.75 (1Hddd J = 11.5, 4.0, 4.0
Hz, H-8'b), 1.62 (1Hdd, J = 10.5, 4.0, 4.0 Hz, +8), 1.53-1.45 (2H,m, H-4a, H-5a), 0.94 (1Hddd,
J=9.5,6.0, 5.5, Hz, H4b), 0.85 (3H1, J = 7.5 Hz, H-11), 0.75 (3Ht, J = 7.0 Hz, H-11)

RMN C (125 MHz, CDG, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)168.1 (G-1), 165.1 (G1),
140.2 (G-7), 138.8 (G7'a), 138.6 (G3"), 138.1 (G7'), 130.7 (G7a), 128.5 (4", C-5", C-7",
C-8"), 127.2 (G6"), 100.5 (G3a), 95.5 (C3), 84.9 (C-3a), 57.1 (C3), 45.4 (G-8), 43.6 (C2"),
36.3 (G-6), 34.9 (G-8), 28.9 (G-4), 28.8 (C9), 25.5 (G9), 24.9 (C6), 23.9 (G4), 22.9 (G-10),
20.9 (G-10), 17.5 (G5, 17.0 (G5), 14.1 (G11), 13.7 (G11)

EIMS m/z(rel. int.) 487 [M] (8), 502 (5), 364 (100), 336 (12), 296 (8), 286)( 191 (80), 149 (12),
106 (15), 91 (82) 69 (8), 57 (8), 18 (34)

EM-AR (FAB") m/z Observado 488.2791 [MH Calculado para £H3;0;,N+H" 488.2801
[MH"]

6.12. Procedimientos computacionales

La obtencion del célculo de energiarde-37, rac-39 y rac-65 se inicié con la optimizaciéon de la
geometria de cada una de las moléculas. La megidaloe se llevd a cabo para la optimizacién de la
geometria se realiz6 como a continuacion se meac&nse modelaron y optimizaron los fragmentos
rigidos mas grandes de cada compuesto en congdterag al fragmento obtenido del paso previo
(inciso a) se le adicion6 un nuevo fragmento yesdizo la optimizacion de la geometria, c) se llavo
cabo el escanéo de la energia potencial relajaB&$Rrelaxed potencial energy scan) sobre los
angulos diedros entre los dos fragmentos moleculangdos en el paso b. EI RPES consiste en la
optimizacion de la geometria de todos los graddghdead de la molécula, con una Unica excepcion,
en este caso, el valor asignado del angulo diétrdos calculos, el angulo fue variado de cero@ 36
grados, con incrementos de 45 grados; d) la corftdn molecular con el minimo de energia en el
paso c) fue seleccionado para la optimizacion detanetria. Los pasos b) a d) fueron repetidosante
de que el compuesto en consideracion fuera contpletans fragmentos moleculares con movilidad
fueron las cadenas-propilicas pararac-37, rac-39 y rac-65, ademas, paraac-37 y rac-39 se
considerd el fragmento O(FE(1)-0O(2)-H(2") y para rac-65 la lactona fusionada con el
ciclohexeno se tomé en cuenta como otro fragmeBtmssView se utilizd en todos los pasos de
modeladd®®. Todos los célculos molecualres fueron realizados nivel de teoria B3LYP/@11G**

y fueron llevados a cabo con el conjunto de progsaen Gaussian 3.
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6.13. Derivatizacion derac-toquinolida B (rac-3) con R)-(+)-a-metilbencialmina

A una solucion deac-toquindlida (ac-3 100.8 mg, 0.26 mmol) en tolueno anhidro (5 mL)caba

en un reactor de acero inoxidable (20 mL) en atemastle nitrdgeno, fue adicionadd)-(+)-a-
metilbencilamina (0.06 mL, 57.12 mg, 0.47 mmol)r&ictor se selld e introdujo en un bafio de aceite
caliente (130°C) por 20 h (presion: 50 psi). Despdé enfriamiento a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion fue concentrada a presion ma@si rotavapor. Se adicion6 AcOEt (10 mL), la
fase orgénica generada se neutralizé con HCI (18&)xtrajo con AcOEt (8 10 mL). La fase
organica fue lavada con soluciéon saturada de Nsé&lada con N8O, anhidro y concentrada a
presion reducida. La purificacion del residuo metliecromatografia en columna-tiexano/AcOEt,
gradiente) permitié la obtencion de dos produc@s6 mg, 70%): )-67 (45.3 mg, 41%) y (+§8
(38.9mg, 29%).

Aceite amarillo palido

R¢: 0.47 f-hexano/AcOEt, 65:35)

[a]p*-54.8 € 1.35% 10°, MeOH)

IR (CHCL) vmax 3349, 3061, 2959, 2872, 1766, 1689, 1494, 1438111214, 1166, 1037, 924, 752
cm™

UV (MeOH) Amax (l0g €): 211 (4.4)

CD (c9.6x 10°, MeOH): 246 nm4e +9.11), 224 nmAe —20.29)

'H NMR (500 MHz, CDC%; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.58 (2H,dd, J= 8.5, 1.5
Hz, H-4", H-8"), 7.27 (2H,ddd J = 8.5, 7.5, 1.5 Hz, +b", H-7"), 7.20 (1H,dddd J = 8.5, 7.5, 1.5,
1.5, H6"), 7.15 (1H,d, J = 6.5 Hz, H7), 6.87 (1H,dd, J = 7.0, 4.0 Hz, H7), 4.85 (1Hc,J=7.0
Hz, H-2"), 2.90 (1H,dddd J = 10.5, 6.5, 4.0, 4.0 Hz, 46, 2.42 (1H,ddd J = 9.5, 7.0, 2.0 Hz,
H-4'a), 2.20 (1Hdt, J = 10.5, 4.5 Hz, H6a), 1.98 1.92 (3H,m, H-6b, H-5'a, H-8a), 1.90 (1Hd, J
=7.5 Hz, H9"), 1.76 (1H,ddd J = 9.5, 6.0, 6.0 Hz, H8'b), 1.59 (1Hdd, J = 10.5, 4.0, Hz, H8),
1.45 (1H,dd, J = 10.5, 4.0 Hz, H4a), 1.351.32 (3H,m, H-5a, H-10a, H-5b ), 1.36-1.28 (1H,m,
H-9a), 1.28-1.25 (4Hm, H-9a, H-9b, H-10a, H-10b), 1.19 (1H,ddd J = 11.5, 6.0, 6.0 Hz,
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H-4'b), 1.12-1.05 (2Hm, H-5b, H-10b), 0.99 (1Hdd, J = 10.0, 4.0 Hz, H9b), 0.90 (1Hddd, J =
10.0, 6.0, 6.0 Hz, H4b), 0.86 (3Hf, J = 7.0 Hz, H11), 0.83 (3Hf, J = 7.5 Hz, H11')

RMN C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®):168.18 (G1), 165.2
(C-1'), 143.4 (G3"), 140.2 (G7), 139.2 (GT'a), 137.4 (ET'), 130.7 (C7a), 128.2 (E5", C-7"),
127.9 (G4", C-8"), 127.1 (G6"), 101.8 (G3), 95.3 (G-3), 85.2 (G-3a), 56.9 (E3a), 52.7 (CG2"),
45.5 (G-8), 36.2 (G6), 34.9 (G8), 28.9 (G4), 28.8 (G9), 25.7 (G9), 24.9 (C6), 23.9 (G4),
22.9 (G-10), 20.9 (G-10), 19.5 (G9"), 17.3 (G5, 16.8 (G5), 14.1 (G11), 13.7 (G11)

EMIE m/z (rel. int.) 501 [M] (15), 378 (17), 310 (8), 274 (33), 191 (100), 149), 120 (32), 105
(28), 55 (5)

EMAR (FAB") m/z Observado 502.2959 [MH Calculado para £H3s0,N+H" 502.2957 [MH]

Aceite amarillo palido

Rs: 0.44 f-hexano/AcOEt, 65:35)

[a]p®+7.8 € 1.15% 1073, MeOH)

IR (CHCL) vimax 3347, 3060, 2958, 2872, 1765, 1688, 1526, 1485211352, 1214, 1036, 1013, 924,
751 cm”

UV (MeOH) Amax (l0g €): 210 (4.5)

CD (c 7.2% 10, MeOH): 245 nm4&e —7.89), 223 nmAe +12.62)

RMN 'H (500 MHz, CDC}; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.47 (2H,dd, J = 7.5, 1.5
Hz, H-4", H-8"), 7.29 (2H,ddd J= 7.5, 7.5, 1.5 Hz, +b", H-7"), 7.22 (1H,dddd J= 7.5, 7.5, 1.5,
1.5, H-6"), 7.22 (1H,d, J = 6.5 Hz, H7'), 6.98 (1H,dd, J = 7.0, 4.0 Hz, H7), 4.69 (1Hc, J= 7.0
Hz, H-2"), 2.93 (1H,dddd J = 10.0, 6.5, 4.0, 4.0 Hz,4§'), 2.46-2.39 (2H,ddd J = 11.0, 4.0, 4.0
Hz, H-6a, H4'a), 2.19-2.16 (1H,m, H-6b), 1.99-1.89 (3H,m, H-5a, H-5a, H-84a), 1.85 (3Hd, J =
7.0 Hz, H9"), 1.63 (1H,ddd J = 11.0, 4.5, 4.5 Hz, +8'b), 1.65 (1H,ddd J = 10.0, 3.0, 3.0 Hz,
H-8), 1.51 (1Hddd, J = 10.0, 4.5, 4.5 Hz, +4a), 1.371.33 (3H,m, H-5b, H-10a, H-5'b), 1.73 (1H,
dt, J= 6.5, 3.0 H9a), 1.281.25 (1H,m, H-9b), 1.23-1.17 (2H,m, H-10b, H-4'b), 1.15-1.09 (2H,
m, H-9a, H-10a), 1.02-0.96 (3Hm, H-4b, H-9b, H-10b), 0.87 (3Ht, J = 7.0 Hz, H11), 0.66
(3H,t,J=7.0 Hz, H11)
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RMN %C (125 MHz, CDGJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)168.0 (G-1), 164.9 (G1),
143.2 (G-3"), 139.9 (G7), 139.6 (G7'a), 137.4 (C7), 130.8 (G7a), 128.4 (G5, C-7"), 126.9
(C-4", C-8"), 126.9 (G6"), 101.5 (G-3), 95.7 (C-3), 84.9 (C-3a), 56.9 (C3a), 54.0 (C2"), 45.4
(C-8), 36.3 (C6), 34.8 (C8), 29.0 (G-4), 28.8 (C9), 25.6 (C9), 25.0 (C6), 24.0 (C4), 22.8
(C-10), 20.9 (G-10), 20.3 (G9"), 17.6 (G5, 17.3 (G-5), 14.1 (G11), 13.6 (G-11)

EMIE m/z (rel. int.) 501 [M] (24), 378 (60), 310 (16), 274 (86), 228 (10), 1200), 149 (18), 120
(38), 105 (58), 79 (8), 55 (7)

EMAR (FAB") m/z Observada 502.2961 [MH Calculada para £H3;dO,N+H" 502.2957 [MH]

6.14. Derivatizacion derac-toquindlida B (rac-3) con §)-(=)-a-metilbencilamina

A una solucién deac-toquindlida B (ac-3, 250 mg, 0.65) en tolueno anhidro (5mL) colocadaie
reactor de acero inoxidable (20 mL) bajo atmosfee nitrogeno, se adicion6S)¢(-)-a-
metilbencialmina (0.16 mL, 152.3 mg, 1.25 mmol).sistema se sellé y de introdujo en un bafio de
acetie caliente (130°C) por 20 h (presion: 50 mjpués de enfriamiento a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion fue concentrada y posteriornuihtiela con AcOEt (10 mL), la fase organica se
neutralizé con HCI (10%), se extrajo con ACOEtx(A0 mL). Las fases organicas se reunieron, se
lavaron con solucion saturada de NaCl, se secananNaSQ, anhidro y fueron concentradas a
presion reducida (294.1 mg, 89%). La purificaci@realizd por medio de CQGi-hexano/AcOEt,
gradiente) permitiendo la obtencion de una mezelprdductos que nuevamente fueron purificados
mediante cromatografia de capa fina preparativhekano/EtOAc, 3:2, 3 veces) que permitié la
obtencion de dos nuevos productos: §¥)63.3 mg, 19%) y-«)-68 (230.8 mg, 70%).

Aceite amarillo pélido

Rs: 0.50 f-hexan0/AcOEt, 65:35)

[a]p®-45.2 € 1.30% 10°, MeOH)

IR (CHCl) vimax 3339, 2961, 2875, 1760, 1685, 1494, 1454, 1438311266, 1165, 1039, 957 tm
UV (MeOH) Amax (l0g €): 217 (4.3)

CD (c 4.0x 10°, MeOH): 245.5 nmAg —-39.65), 224.5 nmAg +90.08)
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RMN *H (500 MHz, CDC3; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.58 (2H,dd, J = 8.5, 1.0
Hz, H-4", H-8"), 7.28 (2H,ddd J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz, +b", H-7"), 7.21 (1H,dddd J= 7.5, 7.5, 1.5,
1.5, H-6"), 7.15 (1H,d, J = 6.0 Hz, H7"), 6.87 (1H,dd, J = 7.0, 4.0 Hz, H7), 4.85 (1Hc, J=7.0
Hz, H-2"), 2.90 (1H,dddd J = 10.0, 6.5, 3.5, 3.5 Hz,46), 2.42 (1H,ddd, J = 11.0, 9.0, 1.5 Hz,
H-4'a), 2.21 (1Hddd, J = 11.5, 5.0, 5.0 Hz, +ba), 1.98 1.93 (3H,m, H-6b, H-5'a, H-8'a), 1.90
(1H,d, J = 7.5 Hz, H9"), 1.78-1.76 (1H,m, Hz, H-8'b), 1.59 (1Hddd J = 10.5, 4.0, 4.0, Hz, +8),
1.47 (1H,ddd J = 10.0, 5.0, 5.0 Hz, H4a), 1.291.23 (6H,m, H-5a, H-9a, H-5b, H-9a, H-10a,
H-10b), 1.22-1.19 (2Hm, H-4'b, H-9'b), 1.12—1.06 (2Hm, H-5b, H-10b), 0.99 (1Hddd, J = 10.0,
3.5, 3.5 Hz, H9Db), 0.89 (1Hddd, J = 10.0, 4.0, 4.0 Hz, Hib), 0.86 (3H}, J = 7.0 Hz, H11), 0.83
(3H,t,J = 7.5 Hz, H11)

RMN *C (125 MHz, CDC}, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)168.2 (G-1), 165.1 (1),
143.4 (G-3"), 140.2 (G7), 139.1 (GT'a), 137.4 (E7), 130.7 (G7a), 128.2 (€5", C-7"), 127.9
(C-4", C-8"), 127.1 (G6"), 101.8 (G3), 95.3 (C-3), 85.2 (C-3a), 56.9 (C3a), 52.6 (C2"), 45.5
(C-8), 36.1 (G6), 34.9 (C8), 28.9 (G4), 28.8 (G9), 25.7 (C9), 24.9 (C6), 23.9 (G4, 22.9
(C-10), 20.9 (G-10), 19.5 (G9"), 17.3 (G-5), 16.8 (G-5), 14.0 (G-11), 13.7 (G1Y)

EMIE m/z(rel. int.) 501 [M] (15), 378 (15), 310 (8), 274 (27), 191 (100), 18] 120 (45), 105 (28),
55 (6), 18 (26)

EMAR (FAB") m/z Observada 502.2964 [MH Calculado para §HzO,N+H" 502.2957 [MH]

Aceite Amarillo pélido

R¢: 0.44 f-hexano/AcOEt, 65:35)

[a]p™+8.12 € 1.60x 10, MeOH)

IR (CHCL) vinax 3337, 2961, 2874, 1759, 1685, 1455, 1414, 11380,11012, 955 cin

UV (MeOH) Amax (l0g €): 216 (4.3)

CD (c 4.4% 10°, MeOH): 245 nm#e +34.43), 223 nmAg —57.65)

RMN 'H (500 MHz, CDC}; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.48 (2H,dd, J = 7.5, 1.0
Hz, H-4", H-8"), 7.29 (2H,ddd J= 7.5, 7.5, 1.5 Hz, +b", H-7"), 7.22 (1H,dddd J = 7.0, 7.0, 1.5,
1.5, H6"), 7.18 (1H,d, J = 6.5 Hz, H7), 6.98 (1H,dd, J = 7.0, 4.0 Hz, H7), 4.69 (1Hc,J=7.0

Hz, H-2"), 2.94 (1H,dddd J = 10.5, 6.0, 5.0, 5.0 Hz,46), 2.44 (2H,ddd, J = 11.0, 4.0, 4.0 Hz,
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H-6a, H-4'a), 2.2+2.13 (1H,m, H-6b), 2.06-1.89 (3H,m, H-5a, H-5'a, H-8a), 1.85 (3Hd, J= 7.0
Hz, H-9"), 1.63 (1H,ddd J = 11.0, 4.0, 4.0 Hz, +B'b), 1.66 (1H,ddd J = 10.5, 4.0, 4.0 Hz, +B),
1.51 (1H,ddd J = 10.0, 5.5, 4.5 Hz, +4a), 1.391.26 (4H,m, H-5b, H-9b, H-10a, H-5b ), 1.73
(1H, dt, J = 10, 3.5 H9a), 1.241.16 (2H,m, H-10b, H-4'b), 1.15-1.08 (2Hm, H-9'a, H-104a),
1.03-0.95 (3HM, H-4b, H-9'b, H-10b), 0.87 (3H, J = 7.0 Hz, H11), 0.66 (3H}, J = 7.0 Hz,
H-11)

RMN *¥C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)168.0 (G-1), 164.9 (G1'),
143.2 (G3"), 139.9 (G7), 139.6 (G7'a), 137.4 (E7), 130.8 (G7a), 128.4 (E€5", C-7"), 126.9
(C-4", C-8"), 126.9 (G6"), 101.5 (G3), 95.7 (G-3), 84.9 (G3a), 56.9 (E3a), 54.0 (G2"), 45.4
(C-8), 36.3 (C6'), 34.8 (G8), 29.0 (G4), 28.8 (G9), 25.6 (G9), 25.0 (GC6), 24.0 (G4), 22.8
(C-10), 20.9 (G-10), 20.3 (G9"), 17.6 (G5), 17.3 (G5), 14.1 (G11), 13.6 (G11)

EMIE m/z (rel. int.) 501 [M] (20), 378 (43), 310 (12), 274 (58), 191 (100)9142), 120 (44), 105
(47), 79 (7), 55 (7), 18 (10).

EMAR (FAB") m/z Observado 502.2964 [MH Calculado para £H3s0,N+H" 502.2957 [MH]

6.15. Preparacion de 69

A una solucién de (+$7 (44.8, 0.09 mmol) en THF/MeOH/B (10 mL, 7:2.5:0.5) se le adicion6
NaOH al 10% (0.5 mL, 50 mg, 1.25 mmol) y se mantanoagitacion a 60°C. Después de 1 h, la
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambientacigiicé con una solucién de HCI (10%, pH 5), se
extrajo con AcOEt (4 10 mL), las fases organicas de reunieron, sedaveon solucion saturada de
NaCl, se secaron con MO, anhidro y se concentraron a presion reducida &vapor. El residuo
(50.7 mg) se purificé por C@+hexano/AcOEt, 7:3) obteniéndo8® (25.3 mg, 55%).

Aceite incoloro

Rs: 0.43 f-hexano/AcOEt, 3:2)

IR (CHCL) vmax 3546, 3365, 2962, 2874, 1787, 1686, 1602, 1488411415, 1352, 1279, 1233,
1127, 1073, 956, 920 ¢

UV (MeOH) Anay (l0g €): 227.5 (4.0), 210 (4.2)

103



RMN 'H (500 MHz, CDC%; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.45 (2H,dd, J = 8.0, 1.5
Hz, H-4", H-8"), 7.29 (2Htd, J = 7.5, 1.0 Hz, H5", H-7"), 7.22 (1H,dddd J = 8.5, 7.5, 1.5, 1.5,
H-6"), 7.20 (1H,d, J = 6.5 Hz, H-7), 4.77 (1H,c, J = 7.5 Hz, H2"), 3.73 (1H, J = 2 Hz, H-7),
2.98 (1H,dddd J = 10.5, 6.0, 4.0, 4.0 Hz, 46), 2.46 (1H,ddd J = 11.0, 2.0, 2.0 Hz, H¥a),
2.18-2.14 (1H,m, H-6a), 2.021.97 (2H,m, H-5a, H-84a), 1.87 (1Hddd, J=5.0, 4.7, 4.7 Hz, tB),
1.82 (3H,d, J = 7.0 Hz, H9"), 1.69-1.58 (4H,m, H-5a, H-6b, H-9a, H-8b), 1.581.52 (1H,m,
H-4a), 1.431.33 (3H,m, H-5b, H-10a, H-5b), 1.33-1.13 (5HmM, H-9b, H-10b, H-4'b, H-9a,
H-104a), 1.10-1.03 (3Hn, H-4b, H-9'b, H-10b), 0.91 (3H}, J = 7.5 Hz, H-11), 0.69 (3Ht, J=7.5
Hz, H-11)

RMN *C (125 MHz, CDC}, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®@)171. 5 (G-1), 164.6 (G1),
142.9 (G3"), 139.4 (G3a), 137.6 (C7), 128.4 (5", C-7"), 126.9 (G4", C-8"), 126.9 (G6"),
102.3 (G-3), 96.2 (G-3a), 84.2 (C3), 59.4 (G7a), 58.7 (C7), 57.6 (C7'a), 53.9 (C2"), 45.9
(C-8), 34.7 (G6), 34. 7 (C8), 29.8 (C-9), 29.4 (G4), 25.8 (C9), 24.6 (C-6), 23.9 (G4, 22.8
(C-10), 20.9 (G-10), 20.4 (G9"), 17.5 (G5, 14.8 (G-5), 14.2 (G-11), 13.6 (G11)

EMIE m/z(rel. int.) 517 [M] (100), 502 (5), 475 (10), 398 (15), 378 (20), 488), 251 (15), 191
(49), 120 (56), 105 (52), 55 (10)

EMAR (FAB") m/z Observado 518.2905 [MH Calculado para §HsgO,N+H" 518.2906 [MH]

6.16. Preparacion de 70

A una solucién de—)-68 (34.3 mg, 0.07 mmol) en THF/MeOH/M (10 mL, 7:2.5:0.5) se adicioné
NaOH ac. 10% (0.5 mL, 50 mg, 1.25 mmol) y se mamten agitacion a 60°C. Después de 2 h, la
mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatubaeate, se acidificé con una soluciéon de HCI (10%,
pH 5), se extrajo con AcOEt ¢4 10 mL), las fases organicas se reunieron, sedaveon solucion
saturada de NaCl, se secaron con{@y anhidro y finalmente se concentrd en rotavaporegifn
reducida. El residuo (44.2 mg) se purificé media@€P (-hexano/AcOEt, 7:3, dos veces)
permitiendo la obtencién &0 (15 mg, 42.3%)
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Aceite incoloro

R¢: 0.53 f-hexano/AcOEt, 1:1)

IR (CHCL) vmax 3548, 3365, 2962, 2874, 1788, 1686, 1604, 1488611415, 1353, 1279, 1235,
1190, 1128, 1073, 1008, 956, 920¢m

UV (MeOH) Amax (I0g ) 227 (4.1), 209 (4.2)

RMN *H (500 MHz, CDC#%; asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.45 (2H,dd, J= 8.5, 1.5
Hz, H-4", H-8"), 7.29 (2H,ddd J = 7.5, 7.5, 1.5 Hz, +b", H-7"), 7.22 (1H,dddd J = 8.5, 8.5, 1.5,
1.5, H-6"), 7.20 (1Hd, J = 6.5 Hz, H-7), 4.77 (1Hc, J = 7.0 Hz, H-2"), 3.73 (1H}, J = 2 Hz, H-7),
2.97 (1H,dddd J = 10.5, 6.5, 4.0, 4.0 Hz,46'), 2.46 (1H,ddd J = 11.5, 2.0, 2.0 Hz, Hfa),
2.17-2.15 (1H,m, H-6a), 2.031.95 (2H,m, H-5'a, H-8a), 1.87 (1H,ddd J = 10.0, 4.5, 4.5 Hz,
H-8), 1.82 (3HM, J = 7.5 Hz, H9"), 1.69-1.57 (4H,m, H-5a, H-6b, H-9a, H-8'b), 1.54 (1Hddd, J
=9.5, 5, 5, H4a), 1.461.35 (3H,m, H-5b, H-10a, H-5'b), 1.30-1.16 (5HM, H-9b, H-10b, H-4'b,
H-9a, H-10a), 1.11-1.06 (3Hn, H-4b, H-9'b, H-10b), 0.91 (3H{, J= 7.5 Hz, H11), 0.70 (3H{,
J=7.5Hz, H1Y1)

RMN 3C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)171.8 (G-1), 164.8 (G1'),
143.2 (G-3"), 139.6 (CG-3'a), 137.8 (C7'), 128.7 (C5", C-7"), 127.2 (CG4", C-8"), 127.2 (C6"),
102.5 (G3), 96.5 (G-3a), 84.4 (€3), 59.6 (G-7a), 58.9 (C7), 57.8 (G7a), 54.2 (G2"), 46.2
(C-8), 36.9 (G6), 34. 9 (G8), 30.1 (G9), 29.6 (G4), 26.0 (C9), 24.8 (G6), 24.2 (G4, 23.0
(C-10), 20.2 (G-10), 20.7 (G9"), 17.7 (G5), 15.1 (G5), 14.5 (G11), 13.9 (G11)

EMIE m/z(rel. int.) 517 [M] (100), 502 (5), 475 (7), 398 (6), 378 (20), 34B) 274 (55), 251 (8),
190 (52), 120 (56), 105 (54), 79 (6), 55 (10)

EMAR (FAB") m/z Observado 518.2907 [MH Calculado para £H3s0,N+H" 518.2906 [MH]

6.17. Derivatizacion derac-diligustilida (rac-4) con R)-(+)-a-metilbencilamina

A una solucion deac-diligustilida fac-4, 99.2 mg, 0.26 mmol) en tolueno anhidro (10 mL)ese
adicioné R)-(+)-a-metilbencilamina (57.12 mg, 0.47 mmol), se mantanoagitacion y reflujo bajo
atmasfera de nitrégeno por 20 h. La mezcla de i@ase dejé enfriar, se neutralizé con HCI (10%),
se extrajo con con AcOEt (8 10 mL), las fases organicas se reunieron, sedavaon solucion
saturada de NaCl, se secaron conS@a anhidro y finalmente el disolvente se elimind aspgin
reducida. El residuo (aceite amarillo, 115.3 m@) furificado mediante CCFR-fiexano/AcOEt 7:3,

4 veces), de este proceso se recuperd parte datésianprima (7.9%) y se obtuvieron){73 (43.18
mg, 33%) y (+)74 (49.36 mg, 37.7%).
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Aceite incoloro

Rs: 0.50 f-hexano/AcOEt, 3:2, dos veces)

[0]p™-96.1 € 1.3x 10°, MeOH)

IR (CHCL) vmax 3435, 3012, 2961, 2937, 2874, 1763, 1705, 1686611451, 1378, 1233, 1167,
1133, 997 cmt

UV (MeOH) Amax (I0g ): 269 (3.6), 208 (4.3)

CD (c 1.68x 10°, MeOH): 304 nm#Ae +2.19), 267 nmAe —5.25), 237 nmAe —-11.46), 206 nmAe
+7.27)

RMN *H (500 MHz, CDC3, asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.30 (2H,ddd J = 8.5,
8.5, 1.0 Hz, H5", H-7"), 7.27 (2H,dd, J = 8.5, 1.5 Hz, H4", H-8"), 7.22 (1H,dddd J = 8.5, 8.5,
1.5, 1.5, H6"), 6.50 (1Hd, J = 6.5 Hz, H-7'), 5.45 (1Hd, J = 8.0 Hz, H-1"), 5.09 (1Ht, J = 7.5 Hz,
H-8), 5.05 (1Hdddd J = 7.5 Hz, H2"), 3.19 (1Hd, J = 8.5 Hz, H7), 2.88 (1Hddd, J = 18.5, 7.5,
7.5 Hz, H84a), 2.60-2.53 (2Hn, H-6', H-8'b), 2.46-2.44 (1H,m, H-6), 2.31 (2H,dddd J = 13.0,
7.5, 7.5, 7.5 Hz, H9a, H-9b), 2.23 (1Ht, J = 4.5 Hz, H4a), 2.19-2.16 (1Hn, H-4b), 2.14 (1H,
ddd J = 12.5, 6.0, 3.0, 3.0 Hz,H'a), 1.88 (1Hdddd J = 15.5, 6.5, 3.0, 3.0 Hz,+%a), 1.81 (1H,
dddd J = 14.0, 8.5, 4.0, 4.0 Hz,4¥'a), 1.70-1.63 (3Hn, H-4'b, H-9a, H-9'b), 1.63-1.58 (1HM,
H-5'b), 1.45 (2Hc, J = 7.5 Hz, H-10a, H-10b), 1.46 (1Hd, J = 6.5 Hz, H9"), 1.43-1.40 (1H,m,
H-5b), 1.36 (2Hdddd J = 15.0, 7.5, 7.5, 7.5 Hz,404a, H-10b), 0.93 (3H}t, J = 7.0 Hz, H11),
0.92 (3Ht,J=7.5Hz, H11)

RMN *C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)208.5 (G-3), 168.9 (G-1),
168.3 (C1'), 152.8 (G3a), 148.5 (€3), 143.7 (G3"), 141.8 (CT7'a), 135.6 (C7'), 128.5 (C5",
C-7"), 128.0 (G-7a), 127.0 (€6"), 126.1 (G4", C-8"), 111.2 (G8), 57.3 (G3a), 48.6 (G2"), 39.4
(C-7), 39.2 (G8), 37.9 (G6), 37.6 (GC6), 29.4 (G4), 28.5 (G5), 28.0 (G5), 27.9 (G9), 25.3
(C-9), 22.4 (C-10), 22.4 (G10), 21.6 (C9"), 19.4 (C4), 14.0 (C17), 13.8 (C-11)

EMIE m/z(rel. int.) 501 [M] (23), 461 (11), 444 (4), 381 (7), 311 (25), 28, (191 (100), 120 (98),
105 (77), 79 (10), 57 (9), 43 (6), 29 (5)

EMAR (FAB") m/z Observado 502.2955 [MH Calculado para £H3s0,N+H" 502.2957 [MH].
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Aceite incoloro

Rs: 0.45 f-hexane/AcOEt, 3:2, dos veces)
[a]p?>+117.0 € 1.35% 10°, MeOH)

IR (CHCL) vmax 3436, 3012, 2961, 2874, 1768, 1704, 1658, 1496011377, 1232, 1167, 1133, 997,
920 cm*

UV (MeOH) Anay (log €): 277 (3.5), 207.8 (4.3)

CD (c 2.4x 10°, MeOH): 302 nmAe -1.87), 271 nmdfe +4.42), 219 nmAe +16.34), 205 nmAe
+11.40)

RMN *H (500 MHz, CDC3}, asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.31 (2H,ddd J = 7.5,
7.5, 1.5 Hz, H5", H-7"), 7.35 (2H,dd, J = 8.5, 1.5 Hz, H4", H-8"), 7.23 (1H,dddd J = 8.5, 7.0,
15,15, H6"),6.58 (1Hd, J=6.5 Hz, H7'), 5.68 (1Hd, J=8.0 Hz, H1"), 4.99 (1H}, J = 8.0 Hz,
H-8), 5.08 (IHdddd J = 7.0 Hz, H-2"), 3.29 (1Hda, J = 9.0 Hz, H7), 2.95 (1Hddd, J = 15.0, 6.0,
6.0 Hz, H-84a), 2.59-2.56 (1Hm, H-8b), 2.56-2.53 (1HmM, H-6'), 2.48-2.44 (1H,m, H-6), 2.28
(2H, ¢, J = 7.5, Hz, H9a, H-9b), 2.22 (1Hg, J = 7.5 Hz, H4a), 2.14-2.07 (2Hn, H-4b, H-4'a),
1.89 (1H,dddd J = 15.5, 6.5, 3.5, 3.5 Hz,45%a), 1.79 (1Hdddd J = 14.0, 8.5, 3.5, 3.5 Hz,+%'a),
1.69-1.54 (4Hm, H-4'b, H-5'b, H-9'a, H-9'b), 1.34 (2Hc, J = 7.5 Hz, H10a, H-10b), 1.47 (1Hd,
J=6.5 Hz, H9"), 1.43-1.40 (1H,m, H-5b), 1.34 (2Hg, J = 7.5 Hz, H10a, H-10b), 0.92 (3Ht, J

= 7.5 Hz, H-11), 0.89 (3Ht, J = 7.5 Hz, H-11)

RMN *C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)208.5 (G-3), 169.2 (G-1),
167.7 (G-1), 152.9 (G3a), 148.4 (€3), 143.2 (G3"), 141.5 (G7), 136.5 (G7'), 1285 (G5',
C-7"), 127.6 (G-7a), 127.0 (€6"), 126.4 (C4", C-8"), 111.0 (C8), 57.2 (C-3'a), 48.3 (G2"), 39.4
(C-7), 39.0 (G8), 37.9 (C6'), 37.8 (C6), 29.8 (C4'), 28.4 (C5), 28.2 (C5), 27.9 (C9), 25.6
(C-9), 22.4 (C-10), 22.4 (G10), 21.3 (C9"), 19.2 (C4), 14.0 (C11), 13.8 (G11)

EMIE m/z(rel. int.) 501 [M] (17), 461 (6), 444 (4), 381 (5), 341 (7), 311)1®7 (10), 191 (73), 105
(100), 79 (12), 60 (55), 43 (94), 29 (19), 18 (24)

EMAR (FAB") m/z Observado 502.2961 [MH Calculado para §HsgO,N+H" 502.2957 [MH]
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6.18. Derivatizacion derac-diligustilida (rac-4) con (S)-€)-a-metilbencilamina

A una solucion deac-diligustilida fac-4, 100 mg, 0.26 mmol) en tolueno anhidro (10 mLaBadi6é
(9-(-)-a-metilbencialamina (63.7 mg, 0.52 mmol) y se maaoten agitacion y reflujo en atmésfera
de nitrégeno por 24 h. La mezcla de reaccion sé @efriar, se neutralizd con una solucién de HCI
(10%) y se extrajo con AcOEt 810 mL). Las fases organicas se reunieron, sedavasn solucién
saturada de NaCl, se secaron conS@a anhidro y finalmente el disolvente se elimind aspgin
reducida. La purificacion del residuo (aceite afftari20 mg) se llevd a cabo mediante cromatografia
de capa fina preparativa-fiexano/AcOEt 4:1, 4 veces) recuperandose 6.3%a@é y obteniéndose

92.36 (76%) de los productos siguientes: {1)48.13 mg, 40%) y~)-74 (44.23 mg, 36%).

Aceite incoloro

Rs: 0.56 fi-hexano/AcOEt, 2:3, dos veces)

[a]p®® +46.3 €9.5% 107, MeOH)

IR (CHCL) vmax 3436, 2961, 2939, 2872, 1760, 1707, 1658, 1498311374, 1234, 1210, 1169,
1133, 997, 949 cm

UV (MeOH) Ama (l0g ): 276.5 (3.8), 207.5 (4.3)

CD (c 2.2x 10°, MeOH): 302 nm e —4.80), 271 nmAe +11.96), 243 nmle +8.01), 203 nmAe
-8.23)

RMN *H (500 MHz, CDC3}, asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.31 (2H,ddd J = 8.5,
8.5, 1.0 Hz, H5", H-7"), 7.37 (2H,dd, J = 8.5, 1.5 Hz, H4", H-8"), 7.22 (1H,dddd J = 8.5, 8.5,
1.5, 1.5, H6"), 6.50 (1Hd, J = 6.5 Hz, H-7'), 5.46 (1Hd, J = 8.0 Hz, H-1"), 5.08 (1H}, J = 8.0 Hz,
H-8), 5.05 (1Hdddd J = 7.5 Hz, H2"), 3.20 (1Hd, J = 8.5 Hz, H-7), 2.87 (1Hddd J = 18.5, 7.5,
7.5 Hz, H8a), 2.59-2.52 (2Hn, H-6'), 2.45-2.42 (1H,m, H-6), 2.30 (2Hdddd J = 13.0, 7.0, 7.0,
7.0 Hz, H9a, H-9b), 2.20 (1H}, J = 4.5 Hz, H4a), 2.18-2.14 (1Hn, H-4b), 2.13 (1Hddd, J =
12.5, 6.5, 3.0, 3.0 Hz, H'a), 1.89 (1Hdddd J = 15.5, 6.5, 3.0, 3.0 Hz,+%a), 1.80 (1Hdddd J =
14.5, 8.5, 4.0, 4.0 Hz, +¥'a), 1.70-1.63 (3HM, H-4'b, H-9'a, H-9'b), 1.64-1.58 (1HmM, H-5h),
1.46 (2H,c, J = 7.5 Hz, H10a, H10b), 1.45 (1Hd, J = 7.5 Hz, H9"), 1.42-1.39 (1H,m, H-5b),
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1.35 (2H,dddd J=15.0, 7.5, 7.5, 7.5 Hz,H40a, H-10b), 0.92 (3H}, J = 7.0 Hz, H11), 0.91 (3H,
t,J=7.5Hz, H17)
RMN 3C (125 MHz, CDCJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)208.5 (G-3), 169.0 (G-1),
168.9 (G-1), 152.8 (G3a), 148.5 (€3), 143.7 (G3"), 141.8 (G7'a), 135.6 (G7), 128.5 (G5,
C-7"), 128.1 (G-7a), 127.0 (€6"), 126.1 (G4", C-8"), 111.1 (G8), 57.3 (G3a), 48.6 (G2"), 39.4
(C-7), 39.2 (G8), 37.9 (G6), 37.6 (GC6), 29.4 (G4), 28.5 (G5), 28.0 (G5), 27.9 (G9), 25.3
(C-9), 22.4 (G-10), 22.4 (G10), 21.6 (G-9"), 19.4 (G-4), 14.0 (G-17), 13.8 (G-11)
EMIE m/z(rel. int.) 501 [M] (25), 444 (4), 381 (5), 311 (19), 226 (6), 190@), 120 (82), 105 (62),
79 (9), 69 (17), 28 (16), 18 (23)
EMAR (FAB") m/z Observado 502.2954 [MH Calculado para £H3s0,N+H" 502.2957 [MH]

n-Pr A
O \
o]

H /
S: \_ N
o)
0 n-Pr

()72
Aceite incoloro
Rs: 0.54 fi-hexano/AcOEt, 2:3, dos veces)
[a]p?-125.8 € 8.5% 10°* MeOH); IR (CHCY) vmax 3434, 3273, 2961, 2935, 2873, 1761, 1706, 1642,
1504, 1452, 1378, 1239, 1168, 1132, 920'cm
UV (MeOH) Amax (l0g £): 278 (3.9), 207 (4.3)
CD (c 1.9x10°, MeOH): 303 nmAe +4.47), 272 nmAe -11.35), 218 nmAs -11.82), 203 nmAs
~12.50)
RMN *H (500 MHz, CDC3, asignaciones por COSY, NOESY y HMQ®)7.31 (2H,ddd, J = 7.0,
7.0, 1.5 Hz, H5", H-7"), 7.36 (2H,dd, J = 8.0, 1.5 Hz, H4", H-8"), 7.23 (1H,dddd J = 7.0, 7.0,
1.5, 1.5, H6"), 6.58 (1Hd, J = 6.5 Hz, H-7'), 5.68 (1Hd, J = 8.0 Hz, H-1"), 4.99 (1Ht, J = 8.0 Hz,
H-8), 5.08 (1Hdddd J = 7.0 Hz, H-2"), 3.29 (1Hda, J = 9.0 Hz, H7), 2.95 (1Hddd J = 15.0, 6.5,
6.5 Hz, H-84a), 2.61-2.50 (2Hn, H-6', H-8b), 2.49-2.42 (1H,m, H-6), 2.27 (2H,c, J = 7.5, Hz,
H-9a, H-9b), 2.19 (1Hgc, J = 7.5 Hz, H4a), 2.13-2.04 (2Hn, H-4b, H-4'a), 1.88 (1Hdddd J =
15.5, 5, 3.0, 3.0 Hz, +ba), 1.80 (1Hdddd J = 13.5, 8.0, 4.0, 4.0 Hz,4¥'a), 1.68-1.59 (4Hm,
H-4'b, H-5'b, H-9a, H-9b), 1.34 (2H,c, J = 7.5 Hz, H10a, H-10b), 1.47 (1Hd, J = 7.0 Hz,
H-9"), 1.42-1.39 (1H,m, H-5b), 1.34 (2H¢, J = 7.5 Hz, H10a, H-10b), 0.91 (3H}, J = 7.0 Hz,
H-11), 0.89 (3H}, J = 7.5 Hz, H-11)
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RMN “C (125 MHz, CDGJ, asignaciones por DEPT, HSQC y HMB®)208.5 (G-3), 169.2 (G1),
167.7 (G-1'), 153.0 (G3a), 148.4 (€3), 143.2 (G3"), 141.5 (G7'a), 136.5 (C7'), 128.5 (G5,
C-7"), 127.7 (G-7a), 127.0 (C6"), 126.3 (G4", C-8"), 110.9 (C8), 57.2 (G-3a), 48.3 (G2"), 39.4
(C-7), 38.9 (C8), 37.9 (C6), 37.8 (G6), 29.8 (C4), 28.4 (C5), 28.2 (G5), 27.9 (C9), 25.6
(C-9), 22.4 (G-10), 22.4 (G10), 21.3 (G9"), 19.2 (G-4), 14.0 (G11), 13.8 (G1Y1)

EMIE m/z(rel. int.) 501 [M] (22), 444 (4), 381 (5), 311 (17), 226 (5), 190@), 148 (12), 120 (67),
105 (56), 57 (52), 43 (26), 28 (7)

EMAR (FAB") m/z Observado 502.2956 [MH Calculado para §Hs;gO,N+H" 502.2957 [MH]

6.19. Ensayo de Citotoxicidad

Las lineas celulares de tumores humanos, colon {H&};Tleucemia (K-562) y pulmén (SKLU-1),
fueron proporcionadas por el Instituto Nacional @&incer de Estados Unidos de América. Las
propiedades citotdxicas de los productos naturaséscomo de algunos de sus derivados frente a
dichas células tumorales fueron determinadas usahénsayo de crecimiento celular mediante el
método de la sulforrodamina B (SRB, colorante dérua proteinas}® Las lineas celulares fueron
cultivadas en el medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Cal., St. Louis, MO, USA), enriquecido con
Suero Bovino Fetal al 10%,2M de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina G, 108/mL de sulfato

de estreptomicina y 0.25g/mL de anfotericina B (Gibco). Se mantuvieron #G7en una atmosfera
de 5 % de CQy 95 % de humedad. Para realizar el ensayo, sartonsuspensiones celulares de 5 x
10* células/mL (K562), 10 x focélulas/mL (HCT-15) y 7500 células/mL (SKLU-1). Sembraron
100 yL de las suspensiones celulares en los pozos aeiaroplato (96 pozos) y se incubaron para
permitir la fijacion de las células a las paredelspzo. Después de 24 h de incubacion se adicionar
100 yuL de cada muestra y de la sustancia usada comoteositivo. Transcurridas 48 h de haber
agregado las sustancias a probar, las célulasiddtdueron fijadafm situ mediante la adicion de 50
uL de é&cido tricloroacético (TCA) frio al 50 %p€gso/val y se incubaron nuevamente a 4 °C por 60
min. El sobrenadante fue descartado y los platesofulavados tres veces con agua destilada y
posteriormente secados con aire. Los cultivosdgacbn TCA fueron coloreados con 1@d0de una
solucion de SRB al 0.4% por 30 min. El colorantelora proteinas fue extraido con (18l de una
base sin bufer. Las densidades épticas de lasicoésc coloreadas extraidas fueron leidas en un
Lector Ultra de MicroplatosH]x 808 BIO-TEK Instrumentsinc.), a una longitud de onda de 515 nm.
Los resultados fueron expresados como concentexiohibitorias medias (€) y fueron calculados

de acuerdo al protocolo de Mor& donde, la curva dosis-respuesta fue graficadaqaata sustancia

y la concentracion G obtenida fue estimada mediante la ecuacion deremgesion lineal. Los
valores de G} para las sustancias estan reportados como la nteglieor estandar y se encuentan

mostrados en tablas en la secciéon de discusiéestéados.
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7. CONCLUSIONES

La determinacion de las condiciones experimentzdes la obtencién de diferentes productas-67,

via O-alquilacion yrac-37, via C-alquilacion) a partir delac-cetoécido de toquindlida Bec-39), la
obtencion del derivadoac-68 con bencilamina y corac-39 y las reacciones dec-toquinolida B
(rac-3) y rac-diligustilida fac-4) con R)-(+)-I- y con §)-(-)-I-metilbencilamina que produjeron pares
enantioméricos ((—/+39, (—/+)-70, (-/+)-73 y (—/+)-74), permitieron la obtencién de substancias
enantioméricamente puras y la generacion de comatimacerca de la reactividad quimica particular
de las ftalidas diméricas y que, en algunos caaesciclizaciones intramoleculares pueden ser

consideradas como una caracteristica de las mismas.

Por otro lado, la determinacion de la presencisldtalidasrac-3 y rac-4 se llevo a cabo en
los extractos de las raices (a) frescas y (b) shlasporteri mediante el andlisis cualitativo por RMN
'H y RMN DOSY. El anélisis permitié6 concluir quac-3 y rac-4 son productos naturales y no son
formados como productos post-cosecha. Adicionalmefite desarrollado un método analitico
selectivo, lineal y preciso mediante el cual fuesiple cuantificar mediante RMNH los

constituyentes mayoritarios y las ftalidas diméipeesentes en el extracto de las raices frescas.

La investigacion referente a la relacion existeatdre las estructuras de los productos
naturales y derivados con su actividad biologicemi@ determinar que los compuestos de tipo
toquindlida B fac-3 y rac-41) incrementaron el tiempo de hipnosis causadoegbgrentobarbital
sbdico (70.8 y 100%, respectivamente), mientrasloggi€ompuestos monoméricos, como es el caso
de senquiundlida F9J, mostraron actividad anti-espasmoédica modera@&o)6 Las actividades
citotoxicas de los pares enantioméricos obtenigdasireacciones aac-toquindlida B ac-3) y rac-
diligustilida fac-4) con R)-(+)-0- y con §-(-)-0-metilbencilamina fueron més potentes al compararse
con los productos naturalesc-3, rac-4 y rac-5. La determinacién de la inhibicion de la prolifeaci

celular permitié concluir que algunas ftalidas diices constituyen agentes citotoxicos novedosos.
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DIFFERENTIATED CYCLIZATION OF THE KETOACID DERIVED
FROM TOKINOLIDE B
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Abstract — Treatment of the ketoacid derivative (5) of the bioactive natural
dimeric phthalide tokinolide B under weakly basic conditions and pressure,
produced the novel ketal compound 6 via addition of the carboxylate of 5 to the
ketone, followed by Michael addition of the alcoholate (O-alkylation) and
equilibration. On the other hand, treatment of 5 with strong base (NaOH, THF,
MeOH) promoted C-alkylation, affording cyclotokinolide B (7). Relative
theoretical energies indicated that derivatives 6 and 7 are energetically more
stable than the starting material 5. The cytotoxicities of the natural product 3 and

its analogues 57 against selected human cancer cells are reported.

INTRODUCTIONS

Phthalides are a small group of less than one hundred natural acetogenins that includes around twenty
natural dimeric substances derived from [n26 + n2¢] and [nd4o + n26] cycloadducts of Z-ligustilide (1) or
structural analogues. These substances are found mainly in plants belonging to the family Umbelliferae
(Apiaceae) used in traditional medicine in Asia, Europe, and North America.' In Northern Mexico and the
Southern United States Ligusticum porteri 1s considered one of the most important medicinal remedies in
the region2 and is used for the treatment of stomachaches, tuberculosis, bronchitis, colds, pneumonia, and
diabetes. Chemical analysis of this species allowed the 1solation of 1, and the dimeric racemic compounds
diligustilide (levistolide A) (2), tokinolide B (3) and riligustilide (4) (Scheme 1).3 The preparation of
linear dimers from Z-ligustilide (1) has been l'epol“[ed,4 as well as the relay synthesis of 2—4 from the same

monomer (1).° Our earlier studies on the chemical reactivity of these intriguing racemic cycloadducts

¥ This paper is dedicated to Professor Albert Eschenmoser for his 85th birthday
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revealed the feasibility of intramolecular reactions to afford polyeyelic compounds.” In accordance with

the diverse ethnomedicinal uses of plants containing dimeric phthalides, preliminary bioassays indicated

1.6-8

that these substances displayed various biological activities.

Scheme 1. Phthalides from L. porteri

Our consideration of the limited predictive knowledge of the chemistry of dimeric phthalides, the
experimental difficulties in obtaining derivatives, and the unknown potential of these types of substances
as cytotoxic agents, led us to mvestigate the chemical reactivity of the ketoacid of tokinolide B (5), a
derivative of the natural dimeric phthalide 3, in order to obtain derivatives that could be bioevaluated. Our
results, reported herein, encompass (a) the characterization of an unexpected cyclization product from 5
whose preparation was compared with the formation of cyclotokinolide B (7), (b) the determination of the
relative theoretical energies of the starting material and the obtained products, and (c) the evaluation of

the cytotoxic potential of compounds 3, 5, 6, and 7 against three human tumor cell lines.

RESULTS AND DISCUSSION

Compound 5 was obtained in good yield by chemoselective lactone ring opening of the natural product 3
with base in acetone under reflux.” but treatment of 5 with (R)-(+)- or (S)-(—)-a-methylbenzylamine at
0 °C or at room temperature using different solvents (/PrOH, EtOAc, CH,Cl,) did not afford products.
The absence of the expected salts could be due to the steric hindrance of both the carboxylic acid and the
amine, preventing the formation of the product. Therefore, we considered the possibility of obtaining
diastereomeric amides. For this purpose, we undertook several attempts toward the preparation of the
corresponding acyl chloride, which in turn could react directly with the chiral amine. However, treatment
of 5 using SOCI, with different solvents (CH,Cl,, THF) at different temperatures (—78 °C, 0 °C, room
temp.) afforded only tokinolide B (3) as the sole product in good yields (Scheme 2).

We then proposed that direct reaction of the keto group of 5 with a chiral amine under pressure could
afford the corresponding diastereomeric addition products. After extensive experimentation, however, we
found that treatment of 5§ with (S)-(—)-c-methylbenzylamine in toluene (or with

(R)-(+)-a-methylbenzylamine or with (£)-a-methylbenzylamine) under 50 psi unexpectedly resulted in a
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mixture of the racemic ketal 6 and tokinolide B (3) in 42% and 8% yield, respectively, and 22% of

starting material (Scheme 2). The transformation did not proceed in the absence of base.

toluene

130°C, 50 psi
18h
(S)-(-)-o-MBA

5 6 42 % 3 8%
raf SOCL, pyridine  '°© o raf 2

(84%)

Scheme 2

The structure of the new compound 6 was determined according to the following spectroscopic evidence.
The molecular formula (Cy4H3505 established by HRMS) indicated that the product was 1someric with the
starting material; the ’C NMR data for 6 showed 24 signals which were assigned (by DEPT analysis) to
two lactonic carbonyls, six quaternary carbons, four methines, ten methylenes and two methyl groups.
The disappearance of the *C NMR signals assigned to the ketone group, the carboxylic group and the
C(6)-C(7), C(3a)-C(7a) double bonds for 6, in comparison with the starting material, indicated that these
groups were involved in the transformation. The new signals at &c 115.01, 129.75 and 141.58
corresponded to a ketalic carbon and a trisubstituted double bond (assignments by HSQC, HMBC, and
NOESY experiments) respectively, establishing the structure 6 for the product, which was confirmed by
X-ray analysis (Figure 1). The structure of the additional product (3) was secured by direct comparison

with an authentic sample from our laboratory.

Figure 1. ORTEP view of the X-ray diffraction structure of 6
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Complementary to this transformation, treatment of 5 with NaOH, THF, MeOH afforded cyclotokinolide
B (7)° (Scheme 3).

reflux, 2 h
(63%)

Scheme 3. Formation of cyclotokinolide B (7)

The suggested mechanistic routes for the formation of 3, 6 and 7 from 5 are shown in Scheme 4. The
abstraction of the carboxylic proton by methylbenzylamine (R-NH;) afforded entity A (pathway a),
promoting the nucleophilic attack on the C—3’ carbonyl group (via 5-exo-trigonal cyclization) to form the
intermediate B. Michael addition of the oxyanion to the double bond C(3a)-C(7a) with a second
5-exo-trigonal cyclization (O-alkylation) and subsequent equilibration afforded the unexpected enone 6.
The formation of 3 could be explained via protonation and dehydration of B. Therefore, there is
competition between the formation of 3 and 6. Complementary, the transformation of 5 into 7 could be
described via formation of the enolate which is C-alkylated (via 5-enolendo-exo-trigonal cyclization)'™ to
afford cyclotokinolide B (7) (Scheme 4, pathway b). These results clearly demonstrated that keto acid 5 is

endowed with potential to generate polycyclic structures.

n-Pr
0.0 B: (RNH>)

(pathway a) © (-O)
5
n-Pr

HO ppr

5 . A +By B
NaOH C-alkylation l O-alkylation
THF/MeOH
reflux, 2 h v (Pathway b) i HZEV l

Scheme 4. Suggested mechanistic routes for the formation of 3, 6 and 7 from 5

To determine the relative stabilities of 5, 6 and 7 (they are isomeric compounds), we conducted

theoretical total energy calculations. For this purpose, each compound was modeled and once the
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structure was completed, global geometry optimization was computed. Molecular modeling procedures
were made with GaussView.!! All molecular computations were performed at the B3LYP/6-311G level
of theory using the suite of programs in Gaussian 03."> The performance of the B3LYP functional over a
set of organic molecules has been described.”® From the computed total energies we obtained AE (5-6) =
6.95 keal/mol and AE (5-7) = 4.71 kcal/mol.

This theoretical analysis of total energies of the optimized structures mdicated that compound 6 was
energetically more stable than 7 by 2.24 kcal/mol. The stability of 6 could be attributed to the greater
number of rings, m this case six 1ings, in contrast with 7 which mcorporates five rings. 5 was found to be
the energetically less stable compound, perhaps due to its tetracyclic nature and its inability to maintain

conformationally rigid alkyl chains (Figure 2).

% o?

e

el

. AE(5-7) = 4.71 kealmol”
E AE(5-6) = 6.95 kcalmol ' “ “3 2
Y :" ,_‘ @ "':i—qx.
B, /ol
b T I @
>, 2. o
& 2 7
6

AE(6-7) = 2.24 kecalmol”

Figure 2. Representation of total energies of 5, 6 and 7. Hydrogens have been omitted for clarity.
Molecular computations were done at the B3SLYP/6—311G level of theory12

Since the cytotoxic potential of dimeric phthalides is not known, we tested the activities of the obtained
compounds 3, 5, 6, and 7 agamnst human leukemia (K562), colon (HCT-15), and lung (SKLU-1) cancer
cell lines following standard protocols.’* The ICsy values (Table 1) indicated moderate selectivities

toward certain cell lines, compared with the positive control (helenalin).
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Table 1. ICs5o (uM) of 3, 5, 6 and 7°

Compound K562° HCT-15° SKLU-14
3 266+ 1.4 105+09 7.1+0.62
5 =100 =100 =100
6 30.6+3.1 23.1+18 374+3.6
7 219+13 284+038 229+1.4

"For experimental details, see the Supporting Information. *Leukaemia.
“Colon. *Lung. The positive control (helenalin), showed ICsp = 0.28 =
0.02,0.29 £0.02 and 0.21 + 0.02 uM against K562, HCT-15 and
SKLU-1 respectively. Results are meantSEM.

Natural product 3 exhibited moderate activity agamst the cell lines HCT-15 and SKLU-1, while 5 showed
lack of cytotoxicity.

In conclusion, we have developed experimental conditions to afford different cyclization products from 5.
Treatment with weak base and pressure afforded the unexpected ketal (6) via O-alkylation while
treatment with strong base afforded cyclotokinolide B (7) via C-alkylation. The theoretical results
indicated that 6 was the structure with relatively lower energy, followed by 7, and this outcome may be
correlated with the number of rings and conformational constraints in the structures. These results are in
agreement with previous observations suggesting that the intramolecular cyclizations of the dimeric
phthalides are a general feature for these types of substances. Our demonstrations of these characteristics
should extend our predictive capacity for the reactivity of dimeric phthalides. Compounds 3, 6, and 7

exhibited moderate cytotoxic activities toward the tested cell lines.

EXPERIMENTAL

GENERAL

Melting points were measured on a Fisher Johns apparatus and are uncorrected. Infrared spectra were
recorder with FTIR Bruker TENSOR 27 instrument. Ultraviolet spectra were determinated on a Shimadzu
UV160U Instrument. EISM and HRMS (FAB”) were recorded on a JEOL SX102A Mass Spectrometer.
The 'H- and “C-NMR experiments were performed at 25 °C using Varian 500 spectrometer (at 500/125
MHz) and Bruker AVANCE (at 300/75 MHz), and the chemical shifts are expressed in parts per million
(8) relative to trimethylsilane. 1D and 2D homo- and heteronuclear NMR techniques, COSY, NOESY,
¢HMQC and gHMBC, were employed to elucidate the structure of 6. Analytical TLC was carried out
using Merck aluminum silica gel 60 F,s4 plates and the visualization was accomplished with a UV lamp
and a solution of ammonium cerium sulfate. Column chromatography was performed using silica gel 60

(230-400 meshes, Merck®). The solvent system is specified in each experiment. Tokinolide B (3) was
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isolated from the acetonic extract of the roots of Ligusticum porteri by successive column
chromatographies.?

Treatment of 5 with (R)-(+)-o.-Methylbenzylamine

5 (50.2 mg, 0.12 mmol) was dissolved in /PrOH (0.5 mL) at 55 °C under nitrogen; the solution was
cooled at room temperature. (R)-(+)-o-methylbenzylamine (16 pL, 0.12 mmol) was then added to the
reaction mixture and kept from 12 to 96 h at room temperature at 0 °C. The same assays were carried out
using different solvents (EtOAc, CH,Cl,, EtOH) and with (S)-(—)-o-methylbenzylamine. After usual
work up, only the starting material was recovered.

Treatment of 5 with SOCI,

To a solution of 5 (91.1 mg, 0.22 mmol) in dry CH>ClL, (3 mL) and dry pyridine (30 pL, 0.37 mmol) at
—78 °C was added SOCI; (30 pL, 0.41 mmol) under nitrogen. The mixture was stirred for 2 h to reach
0 °C. After this time, (R)-(+)-a-methylbenzylamine (50 pL, 0.45 mmol) was added and stirred for 2.5 h
to reach room temperature. The reaction mixture was diluted with CH,Cl, and usual work up allowed
affording a yellow oil which was purified by column chromatography (n-hexane/EtOAc, gradient) to
obtain compound 3 as the only reaction product (73.7 mg, 84%). The same results were obtained using
THEF instead of methylene chloride.

Preparation of compound 6

To a solution of ketoacid of tokinolide B (5, 36 mg, 0.095 mmol) in anhydrous toluene (10 mL) placed in
a  stainless steel reactor (100 mL) was added (S)-(—)-o-methylbenzylamine or
(R)-(+)-a-methylbenzylamine or (+)-c-methylbenzylamine (0.02 mL, 0.15 mmol) under mtrogen
atmosphere. The reactor was sealed and heated (130 °C) for 18 h (pressure: 50 psi). After cooling to room
temperature, the reaction mixture was concentrated at reduced pressure. EtOAc was added and the
organic phase was washed with HC1 (10%, 3 x 5 mL), and aqueous phase was re-extracted with EtOAc (3
» 10 mL). The organic layers were combined, washed with brine, dried with Na,;SO,4 and concentrated
under vacuum. The residue was purified by column chromatography (n-hexane/EtOAc, gradient) to
obtam compound 3 (3 mg, 8% as the less polar compound), 6 (white crystals, 15.4 mg, 42%) and the
starting material was recovered (8 mg, 22%). Using longer reaction times for the reaction favored the
formation of additional minor products, while shorter reaction times lowered the yield of 3 and 6.
Attempts to carry out the transformation without solvent afforded an insoluble dark brown residue. The
starting material was recovered from assays carried out with the absence of base. Mp 204-206 °C; Rg:
(n-hexane/AcOEt, 4:1) 0.51; UV (MeOH) Amay nm (g): 217 (29077); IR (CHCl3) Vanax (cm'): 3028, 2875,
1757, 1686, 1665, 1329, 1126, 1068, 1041, 1011, 955, 887: 'H NMR (500 MHz, CDCls, assignments by
COSY, HSQC, HMBC, NOESY) &: 7.43 (d, /= 7.0 Hz, 1H, H-7"), 7.01 (dt, J = 7.0, 2.5 Hz, 1H, H-7),
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3.04 (m, 1H, H-6"), 2.46 (m, 1H, H-6a), 2.40 (m, 1H, H—4a), 2.14 (m, 1H, H-6b), 2.01 (m, 1H, H-5a"),
1.85 (m, 2H, H-5, H-8"), 1.67 (m, 1H, H-8), 1.62 (m, 1H, H—4a), 1.50 (m, 2H, H-9, H-9a), 1.33 (m, 2H,

H-4, H-4b"), 1.09 (m, 2H, H-10b, H-9b), 0.89 (t, /= 7.5 Hz, 3H, H-11"), 0.87 (t, J= 7.5 Hz, 3H, H-11).

C NMR (125 MHz, CDCl;, assignments by DEPT, HSQC, HMBC) &: 167.61 (C—1), 165.17 (C-1),
144.78 (C=7"), 141.58 (C=7), 135.51 (C—Ta’), 129.75 (C—7a), 115.01 (C—3"), 94.27 (C-3), 86.15 (C—3a),
59.262 (C—3a’), 44.88 (C-8), 37.85 (C—6"), 35.56 (C—8"), 29.24 (C—4), 28.99 (C-9), 25.15 (C—6), 24.73
(C-9"), 22.76 (C-10"), 22.60 (C-4"), 21.09 (C-10), 17.36 (C-5), 16.72 (C-5"), 14.10 (C-11), 13.82
(C-11"). EIMS m/z (rel. int.): 398 [M'] (21), 380 (9), 356 (100), 338 (65), 309 (11), 296 (13), 271 (15),
253 (10), 207 (5). 190 (38), 189 (10), 149 (7), 91 (5), 79 (5); HRMS (FAB™) m/z: Caled. for [CasHs005 +
HJ™: 399.2094; found 399.2092. X-Ray analysis data: All data were collected on Bruker Smart Apex
CCD diffractometer using 1.516-25.536 at 294(2) K. Compound 6 belongs to the orthorhombic system,
space group P b ¢ a witha = 12.1979(9) A, & =90°, 5 = 12.744(1) A, B =90°, ¢ = 26.941(2) A, v = 90°.
The refinement methods was full-matrix least squares on F. Crystallographic data for the structure
reported in this paper has been deposited with the Cambridge Crystallographic Data Centre CCDC
712971. deposit@eccde.cam.ac.uk http://www.ccde.cam.ac.uk/deposit. Telephone: (44) 01223 762910.
Preparation of cyclotokinolide B (7) from 3

To a solution of ketoacid of tokinolide B® (5, 22 mg, 0.06 mmol) in THF (5 mL) and MeOH (1 mL) was
added NaOH (33.1 mg, 0.83 mmol), after 2 h of reflux under nitrogen, the reaction mixture was cooled to
room temperature and concentrated under vacuum. The reaction mixture was diluted with methylene
CH,Cl; (10 mL), washed with aq. HCl (10%, 2 x 10 mL), the aqueous layer was re-extracted with
methylene CH,Cl; (3 * 10 mL). The organic layers were combined and washed with brine (2 x 10 mL),
dried over Na;SOy and concentrated under vacuum. The residue was purified by preparative thin layer
chromatography (n-hexane/EtOAc, 3:2) to obtain compound 7° (13.8 mg, 63%).

Computational Details

To compute the total energy here reported for 5, 6 and 7, it was necessary to proceed first to a geometry
optimization procedure for each molecule. Our geometry optimization paradigm was: a) model and
geometry optimize the largest rigid molecular fragment of the compound in consideration, b) to the
fragment from the previous step add a new molecular fragment and perform a geometry optimization, c)
carry out a relaxed potential energy scan (RPES) over the dihedral angle between the two recently added
molecular fragments in step b). This RPES consists in the geometry optimization of all degrees of
freedom of the molecule, with the only exception, in this case, of the assigned value to the dihedral angle.
In our calculations this angle was varied from zero to 360 degrees, with increments of 45 degrees. d) The

molecular conformation with the minimum energy in step c) was selected for a global geometry
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optimization. The steps b) to d) were repeated until the compound in consideration was completed. The
identified molecular fragments with mobility were the n-propyl chains for 5, 6 and 7, in addition, for 5
and 7 the fragment O(1°)-C(1°)-0O(2")-H(2") was considered, and for 6, the lactone ring fused with the
cyclohexene was considered as another fragment. GaussView was used in all the modeling steps'!. All
molecular calculations were calculated at B3LYP/6-311G level of theory and were carried out with the
suite of programs in Gaussian 03."

Cytotoxic assay

Colon (HCT-15), leukaemia (K-562) and lung (SKLU-1) human tumor cell lines were supplied by
National Cancer Institute (NCT), USA. The cytotoxicity of the tumors cells with the test compounds was
determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure cell
growth [23]. The cell lines were cultured in RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., Ltd., St. Louis, MO, USA),
supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 pM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin G, 100 pg/mL
streptomycin sulfate, and 0.25 pg/mL amphotericin B (Gibco). They were mamtamned at 37 °C m a 5%
CO; atmosphere with 95% humudity. For the assay, 5 x 10* cell/mL (K562), 10 x 10* cell/well (HCT-15)
and 7500 cell/mL (SKLU-1), and 100 pL/well of these cells suspension were seeded in 96-well microtiter
plates and incubated to allow the cell attachment. After 24 h, 100 pL of each test compounds and positive
substances were added to each well. Later 48 h, adherent cell cultures were fixed in situ by adding 50 pL
of cold 50% (wt/vol) trichloroacetic acid (TCA) and incubated for 60 min at 4 °C. The supernatant was
discarded and the plates were washed three times with water and air-dried. Cultured fixed with TCA were
stained for 30 min with 100 pL of 0.4% SRB solution. Protein-bound dye was extracted with 10 pM
unbuffered tris base and the optical densities were read on an Ultra Microplate Reader (Elx 808,
BIO-TEK Instruments, Inc.), with a test wavelength of 515 nm. Results were expressed as mhibitory
concentration 50 (ICsp) values, they were calculated according to the protocol of Monks'* where a
dose-response curve was plotted for each compound. and the concentration giving 50% inhibition (ICsg)
was estimated from linear regression equations. The ICsy values (mean + standard error) are shown in

Table 1.
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The chemical constituents of the organic extracts from the rhizomes of
Ligusticum porteri were isolated, characterised and identified as
Z-ligustilide. Z-butylidenephthalide, diligustilide, tokinolide B, riligustilide,
senkyunolides F and 1, ferulic acid, among other known compounds. The
preparation of 4,5-dehydrotokinolide B from tokinolide B is reported, and
its structure confirmed by X-ray analysis. The sedative and spasmolytic
activities of some of these natural products and derivatives were evaluated
by applying them to in vive and in vitro models. Several of these dimeric
phthalides displayed sedative and spasmolytic properties that may correlate
with some popular uses of L. porteri.

Keywords: Ligusticuon porteri; phthalides; sedative activity; spasmolytic
activity

1. Introduction

The rhizome of Ligusticum porteri (Umbelliferae) is representative of a complex of
medicinal plants termed ‘chuchupate’, but recently more commonly referred to as
‘osha’. Osha is used traditionally by the Raramuri and Zuni communities in
Northern Mexico and Southern United States for treatment of bronchitis, colic,
ulcers, stomachaches and diarrhea, diabetes, tuberculosis, pneumonia, colds, sore
throats and ritual-curing ceremonies (Bye & Linares, 1986; Linares & Bye, 1987).
Previous studies reported the constituents of L. porteri, including alkylphthalides
(e.g. Z-ligustilide (1), Z-butylidenephthalide (2)). dimeric phthalides (e.g. diligustilide
(3)., tokinolide B (4) and riligustilide (5)), phenolic constituents (e.g. ferulic acid (6)
and isovanillin) and monoterpene hydrocarbons (Beck & Chou, 2007; Delgado,
Reza-Garduno, Rios, & Del Rio, 1992; Delgado, Reza-Gardufio, Toscano, Bye, &
Linares, 1988). Furthermore, a broad diversity of bioactivities has been reported for
some of these constituents (Beck & Chou. 2007; Lin, Chan, Chung, & Li, 2006).
Herein, we report the chemical analysis of the organic extracts from the rhizome of
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this species which led to the to the isolation of the above mentioned metabolites, in
addition to glyceride (7). senkyunolides 1 (8) and F (9), coniferyl ferulate (10),
acylglucosyl sterols (11, 12), B-sitosteryl p-p-glucopyranoside and sucrose.
Additionally, we report the chemical transformation of tokinolide B (4) to 4.5-
dehydrotokinolide B (13) (Lim. Shen, Gong, & Yong, 2006), whose structure was
confirmed by X-ray analysis. The sedative and spasmolytic activities of selected
compounds are also reported and these activities are in agreement with some of the
uses of this plant in traditional medicine.

2. Results and discussion

From the organic extracts of the rhizome of L. porteri were isolated Z-ligustilide (1)
(Mitsuhashi, Muramatsu, Nagai, Nakano, & Ueno, 1963; Mitsuhashi, Nagai, &
Muramatsu, 1960), Z-butylidenephthalide (2), diligustilide (3) (Kaouadji, De
Pachtere, Pouget, & Chulia, 1986), tokinolide B (4) (Tsuchida, Kobayashi,
Kaneko, & Mitsuhashi, 1987), riligustilide (5), glyceride (7) (Calvano, Palmisano.
& Zambonin, 2005; Yang & Heikki, 2006), ferulic acid (6), coniferyl ferulate (10)
(Tsuchida et al., 1987), senkyunolides I (8) and F (9) (Kobayashi, Fujita, &
Mitsuhashi, 1984), the acyl-glucosyl-sterols (11) and (12) (Ghosal, 1985; Greca,
Monaco, & Previtera, 1990), p-sitosteryl g-p-glucopyranoside (Greca et al., 1990)
and sucrose (Figure 1). The compounds were identified by direct comparison with
authentic samples. Several of the constituents that we isolated have not been
previously reported for this species, including compounds 7-9, B-sitosteryl g-p-
glucopyranoside and sucrose.

A recent preliminary report identified 4,5-dehydrotokinolide B (13) as a natural
product from the rhizomes of Ligusticum chuanxiong, but the authors reported that
an X-ray analysis of this substance was necessary to confirm the proposed structure
(Lim et al., 2006). In this study compound 13 was prepared by treating 4 (isolated
from L. porteri) with dichlorodicyanoquinone (DDQ) in toluene. The spectroscopic
and spectrometric data of 13 were consistent with those previously reported
(Lim et al., 2006). An X-ray analysis of 13 confirmed the structure and relative
stereochemistry proposed for this compound (Figure 2).

Previous reports indicated that some monomeric and dimeric phthalides
displayed different biological activities (Beck & Chou, 2007; Lin et al., 2006):
indeed, their sedative and anti-spasmodic activities are well recognised. In particular,
Z-ligustilide (1) and Z-butylidenephthalide (2) were tested as sedatives (Matsumoto
et al., 1998) and as relaxant agents (Ko, Liao, Shih, Lei, & Chen, 2002; Ko, Sheu,
Tzeng, & Chen, 1998). To further explore the potential sedative properties of the
components of L. porteri, and some associated derivatives, the bioactivities of several
compounds were investigated. It was found that the hypnotic time induced by
sodium pentobarbital in mice was increased significantly (p < 0.05) by pre-treatment
with 50mgkg ! doses of Z-ligustilide (1), diligustilide (3), tokinolide B (4),
senkyunolide F (9), the diketodiacid of diligustilide (14) (Rios. Delgado, &
Toscano, 1998), demethylwallichilide (15), rel-(3'S)-(3'.8")-dihydrodemethylwallichi-
lide (16) (Rios et al., 1998) and rel-(3'R)-3’.8'-dihydrotokinolide B (17). All tested
compounds displayed activity since the hypnotic times, expressed as percentages,
were increased by 46.3, 24.6, 70.8, 34.6, 66.0, 52.3, 36.2 and 100% above baseline,
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Figure 1. Molecular structures of the constituents isolated from the rhizomes of L. porteri and
some chemical derivatives.

respectively. Table | shows the results expressed in minutes. The natural product 4
was highly active as sedative and its derivative 17 showed the highest activity among
this group of substances, suggesting a major bioactivity for tokinolide-type

85 compounds. The only difference between compounds 4 and 17 is lack of the
double bond between positions C-3 and C-8. This observation is noteworthy owing
to the report that the C-3, C-8 double bond has been implicated as one of the
potential sites of bioactivity (Beck & Stermitz, 1995), and warrants further
investigation.

90 Several compounds were tested for spasmolytic activity in vitro using guinea pig
ileum preparations. Investigation determined that treatments (50 ugmL ') with
compounds 1, 4, 9 and 14 were able to inhibit the electrical contraction induced by
the guinea pig ileum by 41.5, 22.4, 54.6 and 9.34%, respectively (Table 2). Within this
series of compounds. 9 was the most effective, displaying 65% of the anti-spasmodic

95 activity of the control compound papaverine. The spasmolytic activity found for the
natural compounds 1, 4 and 9, although relatively weak (Table 2), may correlate with
some of the uses of this plant in traditional folk medicine for the treatment of
gastrointestinal ailments.
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Figure 2. ORTEP view of the X-ray diffraction structure of 4,5-dehydrotokinolide B (13).

Table 1. Effect produced by 50mgkg™" i.p. of sodium
pentobarbital in mice pre-treated with S0mgkg "' of

[1-4]
[PREPRINTER stage]

each pure substance.

Compound

Hypnotic time (min)

Control
1

%

4

9

14

15

16

17

22,66+1.19
33.16:2.33
28.2443.34*
38.70+ 1.68**
30.50+ 3.57**
34.50+2.95%*
37.62+ 5.85%*
30.86+5.10%
45.5042.59%*

Notes: Results are mean + 8D of five observations.
*p < 0.05; **p < 0.005 with Student’s /-test.

3. Experimental
100 3.1. General procedures

Column chromatography (CC) was carried out on silica gel (70-230, 230-400 mesh
and TLC grade; Merck®). Thin layer chromatography (TLC) analyses were made on
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Table 2. Inhibition effect produced by different compounds
(50 ugmL™") and papaverine (10pgmL™") on electrically
induced contractions of guinea pig ileum in vitro.

Compound Percentage of inhibition
1 41.48+7.0
4 2240+34
9 54.59+9.8
14 9.34+5.9
Papaverine 828421

Note: Results are mean £ SD of five observations.

aluminum silica gel 60 F,s4 plates (Merck™) and visualisation was accomplished with
either a UV lamp or a solution of ammonium cerium sulphate. Melting points were
measured on a Fisher Johns apparatus and are uncorrected. Infrared spectra were
recorded with FT-IR Bruker Tensor 27 instrument. UV spectra were determined on
a Shimadzu UVI160U Instrument. EIMS and HRMS (FAB') were recorded on a
JEOL SXI102A mass spectrometer. The 'H- and C-NMR experiments were
performed at 25°C using Varian UnityPlus 500 spectrometer (at 500/125 MHz) and
Varian XR-300 (at 300/75 MHz), and the chemical shifts are expressed in parts per
million (§) relative to trimethylsilane.

3.2. Plant material

The dried rhizomes of L. porteri were obtained in the Sonora market of Mexico City.
on August 1996. The identification was confirmed by morphological comparison
with specimens by Robert. A. Bye and Edelmira Linares, from Botanic Garden,
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México (Voucher R.B. &
E.L. 14148).

3.3. Extraction and isolation

The dried rhizomes of L. porteri (5kg) were cut into small pieces and extracted
consecutively three times with n-hexane, acetone and MeOH at room temperature.
The hexane extract was concentrated fo give a residue (262 g), which was then
subjected to CC (Si0,, gradient n-hexane/EtOAc) to give, in sequence of elution, 1 as
a yellow oil (32 g), fatty acids, 7 (300 mg), 4 (2.5 g), B-sitosterol (1.3 mg), stigmasterol
(1.5mg), 3 (22.8 mg) and 5 (31 mg). The acetone extract (292 g) was separated by CC
(Si0, gradient, n-hexane/EtOAc) affording 1 (16.5g), 2 (8.1g), 7 (120mg). 4 (6.7 g),
3(2.2g). 9 (243.0mg), 10 (75mg), 6 (20mg) and 8 (118 mg). The methanol extract
(190 g) was chromatographed on SiO, eluting with n-hexane/EtOAc and CHCl;/
MeOH gradient elution system to afford in sequence of increasing polarity 7 (78 mg),
3 (1.2g). 4 (400 mg), isovanillin (20 mg), 4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid (ferulic
acid (6), 939 mg), 11 and 12 (200 mg), S-sitosteryl f-p-glucopyranoside (200 mg) and
sucrose (30mg).
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3.4. Preparation of 4,5-dehydrotokinolide B (13)

To a solution of tokinolide B (4, 66 mg, 0.17 mmol) in toluene (5mL) was added via
cannula a solution of DDQ (93.7mg, 0.412mmol) in toluene (5mL) at room
temperature and then refluxed 48 h under nitrogen. The reaction mixture was cooled
at room temperature, diluted with EtOAc (10mL), washed with NaHCO;
(3 x I5mL). The organic layer was washed with brine (2 x 10mL), dried over
Na,SO, and concentrated under vacuum. The residue was purified by preparative
TLC (toluene/CH5Cls, 4: 1, six times) to obtain compound 13 Ry 0.56 (n-hexane/
EtOAc, 7:3) (31.5mg, 48%) whose physical and spectroscopic data are identical to
those reported (Lim et al., 2006), and starting material 4 Rz 0.55 (n-hexane/EtOAc,
7:3) (15mg, 22.7%).

3.4.1. X-ray crystal structure determination of 13

All data were collected on Siemens P4/PC diffractometer using 2.11-25.00 & at
293(2) K. The refinement methods was full-matrix least squares on F? (Figure 2).

3.5. Preparation of diketodiacid of diligustilide (14)
In accordance with the methodology described by Quiroz-Garcia, Hernandez,
Toscano, Sterner, and Delgado (2003).

3.6. Preparation of demethylwallichilide (15)

Demethylwallichilide (15) was prepared in accordance with the procedure described
by Rios et al. (1998).

3.7. Preparation of vel-(3'S)-(3,8' )-dilydrodemethylwallichilide (16)

Rel-(3'S)-(3',8")-dihydrodemethylwallichilide was prepared in accordance with the
methodology described by Rios et al. (1998).

3.8. Preparation of 3'.8'-dihydrotokinolide B (17)

A solution of ketoacid of tokinolide B (Quiroz-Garcia et al., 2003) (100mg,
0.26 mmol) and CeCl; (150 mg, 0.6 mmol) in EtOH (8§ mL) was stirred for 10 min and
then NaBH4 (10 mg, 0.26 mmol) was added. The reaction mixture was maintained at
room temperature. After 16 h, TLC of the reaction showed only the starting material
and then NaBH4 (5mg, 0.13mmol) was added. After 2h, the TLC analysis did not
show any product, then was added i-propanol (3mL) and an excess of NaBH4
(10mg, 0.27mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature. After
19h TLC indicated the presence of a less polar compound. To the reaction mixture
was added water (5mL) and was extracted with EtOAc (3 x 20mL). The organic
layer was washed with brine, dried over Na,SO,4 and concentrated under vacuum.
The residue was purified by preparative TLC (n-hexane/acetone, 88 : 12, three times)
to obtain compound 17 (16 mg, 16%) and starting material (ketoacid of tokinolide B;
Quiroz-Garcia et al., 2003; 40 mg, 40%).
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3.8.1. Physical, spectroscopic and spectrometric data of 17

M.p. 136-141°C. UV (EtOH) Ayax nm (loge): 205 (3.61). IR (CHCl3) vppay: 2962,
2934, 2875 and 1749/cm. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;, assignmenis by COSY,
HSQC, HMBC, NOESY): §7.49 (1H, d, /J=6.0Hz, H-7), 6.18 (1H, dt, /=9.0Hz,
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")."*C-
NMR (75 MHz, CDCls, assignments by DEPT, HSQC, HMBC) 170.1 (C-1), 167.1
(C-1"), 162.7 (C-3a), 144.8 (C-7"), 135.2 (C-Ta), 129.5 (C-6), 116.5 (C-7), 89.6
(C-3), 89.0 (C-3"), 49.9 (C-3'a), 44.9 (C-8), 35.2 (C-6'), 29.6 (C-9), 29.3 (—CH,), 28.7
(-CH,), 27.3 (-CH>), 22.6 (-CH,), 22.2 (-CH>), 21.4 (-CH,), 20.9 (-CH,), 174
(-CHa), 14.0 (C-11), 13.6 (C-11"). EIMS m/z (%): 382 (5) [M"]. 193 (100), 161 (20),
148 (50), 137 (5). HREIMS m/z 382.2142 (obs); Caled for Ca4H3004 m/z 382.2144.

3.9. Biological activity
3.9.1. Animal

Male albino mice (22.25-23.5 g body weight) were used for the in vive experiments,
grouped into five animals each, and for the effect on peristaltic reflex of guinea pig
ileum, male guinea pigs (400-600 g body weight) were used.

3.9.2. Effect on potentiation of sodium pentobarbital

Following the method described by Tortoriello and Aguilar-Santamaria (1996), a
control group was used, which was given the vehicle (250 L, tween 80 solution,
10%) using the intraperitoneal (i.p.) route, while other groups were treated with
S0mgkg ' of 1, 3, 4, 9 and 14-17 by the same route. Sodium pentobarbital
(50mgkg ') was administered after 30 min. The loss of righting reflex was used to
determine the beginning of hypnotic time, whereas the return of the righting reflex
was used as an index of awakening. Mean hypnotic times of the treated groups were
compared with the control by Student’s ‘t’-test (Table 1).

3.9.3. Effect on electrically induced contraction of guinea pig ilewmn

In accordance with the methodology described by Lozoya, Becerril, and Martinez,
1990, the animals were sacrificed and the terminal ileum was then excised (10—12cm),
and a 3cm portion was mounted in the intraluminal perfusion chamber and fixed
with two electrodes attached to the ends. Tissue was maintained in 20mL of Tyrode
solution and bubbled with O2 95% and CO2 5% at 37°C. The same Tyrode solution
was perfused intraluminally by the camera system. Preparations were allowed to
stand for 30min for stabilising. Muscle contractions were induced by applying
electric pulses (20V, 10ms, | Hz, 5s) every 3 min from a Phipps and Bird stimulator
and recorded on a Grass polygraph model 79D equipped with a displacement
transducer FTO3. After control responses were obtained, 1, 4, 9 and 14 dissolved in
aqueous PVP solution (0.05mgmL ") were directly applied to the incubation
chamber. The ability of the substances to inhibit electrically-induced contraction was
measured (Table 2).
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Supplementary material

CCDC-746173 contains the supplementary crystallographic data for this article.
These data can be obtained free of charge via hittp://www.cede.cam.ac.uk/
data_request/cif
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¢'H and DOSY NMR spectroscopy analysis
of Ligusticum porteri rhizome extracts

Alejandra Leon, Maria Isabel Chavez and Guillermo Delgado*

The presence of dimeric phthalides and other constituents in extracts of the vegetal species Ligusticum porteri was established
by NMR spectroscopy. In comparative qualitative "H NMR analyses of acetone extracts of rhizomes from fresh and dried L. porteri
samples, we found that the dimeric phthalides tokinolide B (3), diligustilide (4) and riligustilide (5) were naturally produced
by the plant and not post-harvest products. We also obtained DOSY "H NMR data that provided both virtual separation and
structural information for the phthalides present in a dry acetone extract of L. porteri. In addition, we developed a protocol for
the quantification of dimeric phthalides, which is performed by calculating the relative ratio of the peak area of selected proton
signals for some compounds with respect to the known signal of the internal standard, 4-dimethylaminopyridine. The protocol
allows the rapid and direct quantification of dimeric phthalides and others constituents in fresh L. porteri rhizomes. Copyright
(© 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: NMR; DOSY NMR; 'H; qNMR; quantification; Ligusticum porteri; dimeric phthalides; Z-ligustilide; tokinolide B; diligustilide;
riligustilide; coniferyl ferulate
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Introduction

The vegetal species Ligusticum porteri (Umbelliferae) is recog-
nized by the biosynthesis of monomeric and dimeric phthalides
including Z-ligustilide (1), Z-butylidenephthalide (2), tokinolide B
(3), diligustilide (4) and riligustilide (5), as well as phenolic com-
pounds, such as coniferyl ferulate (6), and ferulic acid (7) (Fig. 1).l"
Bioactivities have been mainly attributed to just two phthalides,
Z-ligustilide (1) and Z-butylidenephthalide (2). These compounds
display anti-proliferative effects,'?! anti-spasmodic®~*! and anti-
cholinergic activity.”! In contrast, the 3,8-dihydro derivative
of diligustilide (4) exhibits a potent progesterone-like activity,
and progestogenic activity has been recognized for riligustilide
(5),7) diligustilide (4), and some of its derivatives, such as the
diketoacid of diligustilide, demethylwallichilide, rel~(3'5)-(3,8')-
dihydrodemethylwallichilide and tokinolide B (3), as well as its
derivative rel-(3'R)-3’,8'-dihydrotokinolide B increased the hyp-
notic effect of sodium pentobarbital as a sedative agent. In
addition, tokinolide B (3) displays spasmolytic activity.®®

Examples of ethnomedical uses of L. porteri include tea made
from the rhizomes to alleviate diarrhea and stomach aches, or
to treat bronchitis, the common cold, tuberculosis, pneumonia
and diabetes. In Northern Mexico, the plant is used in ritual
curing ceremonies.”>'% Several publications have identified and
quantified monomeric phthalides,"'?] and the determination of
the dimeric phthalides in organic extracts has been performed by
HPLC-DAD and HPLC-ESI-MS.[3-151

Here, we report a qualitative chemical analysis of an acetone
extract from the rhizomes of this species using 'H NMR to
establish the presence of individual components. This analysis
verified that the dimeric phthalides tokinolide B (3), diligustilide
(4) and riligustilide (5) were natural products in the fresh L. porteri
rhizomes. These results are in concordance with those reported by
Li et al. for Ligusticum chuanxiong (Rhizoma Chuanxiong), which
indicated that 3 and 5 are found in fresh herbs.['®! We also report
an alternative analytical DOSY NMR experiment!'” '] that was

used to carry out a virtual separation (without physical separation)
of some components in the acetone extract of the rhizomes of
L. porteri, which aimed to determine the presence of the major
dimeric phthalides, such as tokinolide B(3) and diligustilide (4). This
experimental technique is a powerful tool for analyzing complex
mixtures based on different translation diffusion coefficients, D,
which depend on the effective molecular weight, size and shape
of each compound. The DOSY spectrum is displayed with the 'H
NMR chemical shift on the horizontal axis and the derived diffusion
coefficients on the vertical axis.

Finally, we developed a protocol for quantifying some con-
stituents of L. porteri, which is performed by calculating the
relative ratio of the peak area of the selected proton signals of
some compounds with respect to the known signal of the inter-
nal standard, 4-dimethylaminopyridine. All these findings provide
conclusive evidence of the existence of these compounds as
natural products.

Results and Discussion

Chemical variation occurs in some constituents of L. officinale
(syn: Cnidium officinale) during storage!' as well as in some
taxonomically related plant material processed for preparations
used in traditional Asian medicine. Variations in the chemical
composition have also been detected by HPLC for L. chuanxiong 1'%l
Other reports have identified variations by comparing the
constituents of several umbelliferous drugs using TLC, HPLC and
LC-MS.2% Thus, we performed a detailed "H NMR analysis on fresh
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Figure 1. The chemical structures of Z-ligustilide (1), Z-butylidenephthalide (2), tokinolide B (3), diligustilide (4), riligustilide (5), coniferyl ferulate (6),

ferulic acid (7) and triacylglyceride (8).

acetone extracts of L. porteri to identify their major components,
verifying the presence of the dimeric phthalides and establishing
variations in the composition of the rhizome at different drying
times. The assignments were made by comparisons with the
spectra of authentic samples available in our laboratory. The trace
in Fig. 2(a) shows the richness of the plant extract (of the fresh
rhizomes) in the complexity of the profile. The spectrum was
divided into four sections in order to facilitate signal assignment
(Fig. 2(b)-(e)). The presence of Z-ligustilide (1) was confirmed by
the signals in Fig. 2(c) at: § 6.29 (dt, J = 9.6, 2.1 Hz, 1H, H-7), § 6.00
(dt, J = 9.7, 43 Hz, 1H, H-6) and § 5.22 (t, / = 8.0 Hz, 1H, H-8);
Fig. 2(d) at: § 2.62-2.57 (m, 2H, H-4, H-5) and § 2.38 (dd, J = 15.2,
7.6 Hz, 1H, H-9); and Fig. 2(e) at: 6 1.51 (g, J = 7.4 Hz, TH, H-10) and
5 0.96 (t, J = 7.4, 3H, H-11). The presence of coniferyl ferulate (6)
was confirmed by the signals in Fig. 2(b) at: § 7.65 (d, J = 15.9 Hz,
1H, H-7), 5 7.08 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H, H-6), 6 7.04 (d, / = 1.9 Hz,
1H,H-2), 6 6.94 (d, J = 1.9Hz, 1H, H-2'), 6 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
H-5',H-6"), 5 6.87 (d,J = 8.2 Hz, 1H,H-5) and § 6.63 (d, ] = 15.8 Hz,
1H, H-7); Fig. 2(c), at: § 6.33 (d, J = 15.9 Hz, 1H, H-8), § 6.21 (dt,
J=15.8,6.6 Hz, 1H, H-8") and 5 4.84 (dd, J = 6.6, 1.2 Hz, 1H, H-9');
and Fig. 2(d) at: § 3.92 (s, 3H, -OMe) and & 3.91 (s, 3H, —~-OMe).
The presence of the triacyl glyceride 8 was verified by the signals
in Fig. 2(c) at: 4 5.42-5.29 (m, H-C=C-H) and 4§ 4.32-4.11 (m,
R-CH;-OCOR); Fig. 2(d), at: § 2.83-2.75 (m, C=C-CH,-C=0);
and Fig. 2(e) at: 4 1.25 (s, CHy).

We compared the "H NMR spectrum profiles of the acetone
extract of fresh rhizomes (t = 0, Fig. 4(a)) with those obtained
after different drying periods (Fig. 4(b): 48 h, Fig. 4(c): 72 h, and
Fig. 4(d): 96 h). We found that the profiles were not identical at
times, establishing that the chemical composition of the rhizomes
was slightly modified with drying. In particular, signals for ferulic
acid (7, § 7.70 (d, J = 15.6 Hz, 1H, H-7)) appeared and the signals
for Z-butylidenephthalide (2, § 7.89 (dt, J = 1.0, 7.7 Hz, 1H, H-7))
increased in the extracts of samples that were dried for longer
times. This analysis also provided direct evidence for the decline of
coniferylferulate (6) with drying. The lability of 6 in the production
of ferulic acid (7), and the direct transformation of Z-ligustilide (1)
to Z-butylidenephthalide (2) was previously documented./ 119!

Additional evidence for the presence of Z-butylidenephthalide
(2), tokinolide B (3), diligustilide (4), coniferyl ferulate (6) and ferulic
acid (7) in the acetone extract of dry rhizomes of L. porteri was
obtained from DOSY NMR experiment. The spectrum (obtained

in DMSO, due to the better separation of the components
in comparison with CDClz) revealed four main diffusion rate
levels: A, B, C and D (Figs 5 and 6). Looking at the 5§ 7.00-4.3
region, the signals that appear with a diffusion coefficient of
1.75 x 107" m? s~ (highlighted as level A), corresponds to a
mixture of coniferyl ferulate (6) and ferulic acid (7). On the next
levels, B and C, which occurred at a diffusion coefficient range of
2.20-2.45 % 107 m? 57, the most representative signals were
found for diligustilide (4) (H-7' at § 7.50, H-8 at § 5.35 and H-8’
at & 4.90) and tokinolide B (3) (H-7" at 5 7.64 and H-8' at § 4.45).
This analysis corroborates the existence of the dimeric phthalides.
Due to the low concentration of riligustilide (5), its separation was
not possible by this method. The signals of the major compounds,
which displayed a diffusion coefficient of 3.65 x 107 m?s™!
(level D), belong to the group of signals corresponding to the
monomer Z-ligustilide ( 1).

Nuclear magnetic resonance spectroscopy offers several impor-
tant advantages as technique for qualitative analysis, including
(a) the easiness with which multicomponent mixtures can be
analyzed, (b) the non-destructive nature of NMR, and (c) direct
proportionality of the integrated resonance intensity and concen-
tration of nuclei giving the resonance. Nevertheless, NMR has the
disadvantage of inherently low sensitivity relative to other spec-
troscopic and chromatographic methods (NMR (LOD (mol): 10°°
to 10~'"), fluorescence (LOD (mol): 1078 to 102%), mass spec-
trometry (LOD (mol): 1073 to 1072"), electrochemical (LOD (mol):
1071% to 107'9), radiochemical (LOD (mol): 10~ to 107°) and
UV-Vis absorbance (LOD (mol): 10" to 10 '9)).21.22] However,
the sensitivity of NMR instrumentation has increased over the past
decade, so it is now possible to obtain 'H spectra from nanomoles
of material.?? HPLC-DAD-ESI-MS, HPLC-DA, HPLC-UV and HPLC-
ESI-MS have been used for the quantification of phthalides,!'' 1%
and HPLC with UV detection has been used for simultaneous
analysis of these compounds,/'" but it proves to be difficult to
separate all components in a single run and some contaminations
cannot be detected because they lack UV absorbance. The gNMR
does not require chromatographic clean-up steps.

To solve the problems associated with these analytical tech-
niques, and taking into account that the NMR spectroscopy has
been shown to be a useful tool for quantifying single compounds
in crude extracts,”> we proceeded to calculate the amount of
dimeric phthalides present in acetone extracts from fresh L. por-
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Figure 2. Complete 'H NMR spectrum (500 MHz, CDCls, 4 8.00-0.00) of fresh rhizomes of L. porteri (a) and details of the spectrum: 5 8.00-6.40 (b); &
6.40-4.00 (c); 6 4.00-2.00 (d); 5 2.00-0.00 (e). (1) Z-ligustilide, (2) Z-butylidenephthalide, (3) tokinolide B, (4) diligustilide, (6) coniferyl ferulate, (7) ferulic
acid and (8) triacylglyceride. Pure samples of dimeric phthalides 3-5 from L. porteri displayed distinctive signals in the 'H NMR spectra at § 7.35 (d,
J=6.6Hz, 1H,H-7),5 7.51 (d, = 6.7 Hz, 1H, H-7") and § 3.46 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-7"} in CDCls, respectively, and at § 7.64 (d, / = 6.7 Hz, 1H, H-7’), § 7.50
(d, J = 6.6 Hz, TH,H-7") and § 3.61(d, J/ = 7.5 Hz, TH, H-7') in DMSQ0, respectively. These signals were clearly identified in the different expanded traces of
the spectra for dry and fresh acetone extracts of the rhizomes (Fig. 3), providing direct evidence that the dimeric phthalides 3 -5 exist as natural products.

teri specimens without the use of chromatographic separation.
To achieve this aim, identifying the NMR signals of the individ-
ual dimers 3, 4 and 5, was necessary; the qualitative analysis of
the whole acetone extract allowed the signals to be used in the
quantification procedure and, consequently, the choice of inter-
nal standard. The signals selected to quantify each substance are
shown in Fig. 3: for tokinolide B (3), 5§ 7.64 (d, J = 6.8Hz, H-7',
Fig. 3(b)); diligustilide (4), § 7.50 (d, J = 6.6 Hz, H-7', Fig. 3(b));
and riligustilide (5), § 3.61 (d, J = 6.6 Hz, H-7’, Fig. 3(b)). Addi-
tionally, the proton signals H-6 (56.06 (dt, J = 9.2, 4.7 Hz)), H-7
(8 6.17 (dt, J = 9.6, 2.1 Hz)) and H-8 (5 5.52 (d, J = 7.9 Hz)) for
compound Z-ligustilide (1) were taken into account to ensure
the quantification of this compound, and the ratio 1:1:1 was
observed. The same procedure was done for H-7' and H-8" (5 4.44
(dd, J = 9.3, 6.2Hz)) of tokinolide B (3), for diligustilide (4) only
H-7" was analyzed, for coniferyl ferulate (6) were considered H-7
(8 7.57 (d, J = 15.9Hz)), H-3 (8 3.78 (s)) and H-3’ (5 3.80 (s)), and
finally for Z-butylidenephthalide (2) H-7 (5 7.98 (ddd, J = 8.0, 1.5,
0.5 Hz)) was the unique proton not overlapped. This selection was
made by taking into consideration that all the signals were in a
non-crowded region and well separated from one another. An
internal standard was added in order to calculate the amount of
the compound present in the extract by comparing the integral
ratios. The 'H NMR signal of 4-dimethylaminopyridine at 5 8.08 (d,

J = 5.5 Hz) does not overlap with any resonance signals of the
extract to be quantified. This compound is soluble and stable in
sample media, representing a good choice for this analysis.

For each pure dimer, five diluted solutions were prepared from
the stock solution. The range of concentrations used for tokinolide
B (3) was 0.0075-0.075 mM, 0.0068-0.068 mm for diligustilide (4)
and 0.0094-0.094 mm for riligustilide (5). The spectra of each pure
substance were obtained and the selected integral values plotted.
The integration ratios were proportional to the amount of each
compound and used to evaluate the linearity of the method.
The linearity parameters (R?) for tokinolide B (3) were 0.9993,
0.9906 for diligustilide (4) and 0.9946 for riligustilide (5). The
accuracy of the method was checked by adding known amounts
of authentic compounds to the extract samples, with the peak
areas corresponding to each constituent being studied increasing
proportionally to the concentration of the added standard. For
the evaluation of the robustness of the method, all important
parameters of data acquisition, processing and evaluation of
NMR (see Section on Experimental) were determined.”?2-2% The
specificity and the selectivity of the method were established for
each test substance by demonstrating the lack of interference
among them, as well as from the internal standard and the
solvent. The recovery of each dimeric phthalide was more than
95% with the used method (Table 1), indicating the accuracy of the
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Figure 3. 'H NMR (500 MHz, CDCls) spectrum of the acetone extract of fresh rhizomes (a) and of dry rhizomes (b). 'H NMR (500 MHz, dz-DMSO) spectrum
of the acetone extract of fresh rhizomes (c) and of dry rhizomes (d). The insets are amplifications (5x) of distinctive signals of the dimeric phthalides

tokinolide B (3), diligustilide (4) and riligustilide (5).

Table 1. Recovery of dimeric phthalides (%) after the addition of
known amounts of authentic compounds

Table2. Quantification of some constituents of the acetone extract
of L. porteri by "H NMR*

method.?2-24 The repeatability of the method was demonstrated
by determining the concentrations of 1, 3, 4and 6 in three samples
whose NMR profile remained unchanged during three consecutive
days.

Once the methodology was validated, we analyzed the acetone
extract of a fresh sample of L porteri using 'H NMR method
developed in this study. Z-ligustilide (1) was a major component
in the extract followed by coniferyl ferulate (7) and we could
determine the percentage of the dimeric phthalides tokinolide
B (3) and diligustilide (4) (Table 2). The low concentration of
riligustilide (5) prevented its quantification in the acetone extract
of the fresh sample of L. porteri.

Tokinolide B (3) Diligustilide (4)° Riligustilide (5)° Quantifiedby  Quantified by '"HNMR  Percentage
"HNMR in plant's rhizomes in
95.0(4+9.2) 96.5 (+2.0) 99.4(+0.7) Compound (mg/12 mg extract)  (mg/g wet weight) extract
Each experiment was performed in triplicate. Standard deviations are 1 2.087 +0.054 0.345 + 0.009 17.21+0.40
agil\'gnni]" parentheses. 2 0.018 = 0.005 0.003 £ 0.001 015£0.04
5945 r?"g_ 3 0.044 + 0.005 0.007 + 0.001 0.36 + 0.04
<125 mg. 4 0.042 + 0.004 0.007 + 0.001 0.35+0.03
6 0.518 +0.012 0.086 = 0.002 4.30+0.08

*Values shown are means (xstandard deviation) based on triplicate
measurements.

The qualitative analysis by "H NMR allowed identifying and
assigning directly known compounds from extracts of L. porteri.
Analysis of the '"H NMR and DOSY spectra of extracts of the fresh
and dry rhizomes of L. porteri confirmed that dimeric phthalides
are natural products from this species and they are not formed
as post-harvest compounds. Some variations on the composition
of the extracts were observed after drying. The study showed
the similarities of phenolic constituents and phthalides content
between taxonomically related different species and genera, such

wileyonlinelibrary.com/journal/mrc
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Figure 4. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) spectra of acetone extracts of fresh rhizomes, before (a) and after drying at 48 h (b), 72 h (c), 96 h (d). The left section

indicates the signals for Z-butylidenephthalide (2) and ferulic acid (7).

as L. chuanxiong, L. officinalis and A. sinensis.!"1'219! The results of
the quantitative analysis developed in this study indicated that
the method was selective, linear, accurate and precise in the range
of concentrations tested and indicated that the method could
be a valid procedure for other plant extracts and for analyzing
mixtures of phthalides, considering that the proton signals are in
a non-crowded region and well separated from one another.

Experimental
General

Column chromatography (CC) was carried out on silica gel
(70-230and 230-400 mesh). Thin-layer chromatography analyses
were made on aluminum silica gel 60 Fys, plates (Merck®) and
visualization was accomplished with eithera UV lamp or a solution
of ammonium cerium sulfate. The 'H experiments were performed
at 25 "C using Varian Inova 500 spectrometer (at 500 MHz), and
the chemical shifts are expressed in parts per million (3) relative to
trimethylsilane. 4-Dimethylaminopyridine was purchased from
Sigma-Aldrich (ReagentPlus®, 99%). Deuterated chloroform
(CDCl3, 99.8%) and deuterated DMSO-d; were obtained from

Magn. Reson. Chem. 2011, 49,0
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Aldrich and Cambridge. All organic solvents were of analytical
grade.

Pure phthalides were previously isolated and identified by us.!"#!
The following isolated compounds were used for the quantifica-
tion: Z-ligustilide (1), Z-butylidenphthalide (2), tokinolide B (3),
diligustilide (4) and coniferyl ferulate ( 7).

Plant material

Dry rhizomes of L. porteri were purchased in the Sonora Market
(Mexico). Fresh rhizomes were obtained from a living specimen,
grown from seeds collected in Chihuahua, Mexico, and cultivated
at the Botanic Garden, Instituto de Biologia, UNAM (Voucher R. B.
34467).

Extraction and isolation

The dried rhizomes of L porteri (7.6 kg) were grounded and
extracted three times with acetone at room temperature. The
acetone extract (698.3 g) was subjected to repeated CC (SiO;,
gradient, n-hexane/EtOAc) to give 1 (129.3 g), 2(1.23 g), 3(2.96 g),
4(2.54 g), 5 (340 mg), 6 (30.38 g) and 7 (199.8 mg).
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Figure 6. DOSY slice spectrum with different diffusion coefficients: level A (1.75 x 10" m? s'), mixture of coniferyl ferulate (6) and ferulic acid (7);
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The "H NMR data in DMSO-dg for the compounds 3, 4 and 5
have not been previously reported in the literature and are the
following:

"HNMR data of 3 (500 MHz, DMSO-d)

54 87.64(1H,d,J = 6.7 Hz, H-7"),6.03 (1H, dt, J = 9.5, 1.9 Hz, H-7),
5.95(1H,dt,J = 9.6,4.5Hz,H-6), 444 (1H,dd, ) = 9.3,6.2 Hz, H-8'),
3.11(1H,dddd, J = 6.5,4.5,4.5,2.2 Hz,H-6"),2.50 (1H,q,J = 9.0 Hz,
H-4'a), 2.27-2.20 (2H, m, H-5), 2.08 (1H, ddd. J = 7.0, 2.5, 25 Hz,
H-4a), 1.97-1.91 (1H, m, Hz, H-9'a), 1.88 (1H, ddd, J = 7.0, 2.5, 2.5,
H-4b), 1.84-1.78 (2H, m, H-5', H-9'b), 1.40-1.22 (4H, m, H-8, H-9a,
H-10a, H-10"), 1.22-1.16 (2H, m, H-9b, H-5'b), 1.17-1.12 (1H, m,
H-4'b), 1.11-1.02 (1H, m, H-10b), 0.82 (3H, t, J = 7.2 Hz,H-11), 0.74
(3H,t,J=7.4Hz, H-171').

"HNMR data of 4 (500 MHz, DMSO-d)

8750 (1H, d, J = 6.5Hz, H-7), 5.35 (1H, t, J = 7.5Hz, H-8), 4.90
(1H, t, J = 7.5Hz, H-8), 3.20 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-7), 2.97-2.95
(1H, m, H-6"), 2.53-2.21 (2H, m, H-6a, H-6b}, 2.20 (2H, q,J = 7.5 Hz,
H-9), 2.11-2.05 (3H, m, H-4, H-4'a), 2.01 (2H, q, / = 7.5Hz, H-9'),
1.96-1.80 (3H, m, H-5, H-4'b, H-5'), 1.4 (2H, q, J = 7.5 Hz, H-10'),
1.27 (2H,td, J = 12.1, 2.9 Hz, H-10), 1.17-1.11 (2H, m, H-5'), 0.88
(3H,t,J=7.0Hz,H-11),0.86 (3H,t,J = 7.0 Hz, H-11").

TH NMR data of 5 (500 MHz, DMSO-ds)

§6.03 (1H, dt, J = 10.0, 2.0 Hz, H-7), 595 (1H, dt, J = 9.5, 40 Hz,
H-8),5.51(1H,t,J = 8.0 Hz, H-8'), 3.61 (1H, ,J = 7.0 Hz, H-7'), 3.06
(TH,q,J = 10.0 Hz, H-8), 2.76-2.64 (1H, m, H-4), 2.62-2.54 (3H, m,
H-5,H-6'), 2.49 (2H, dt,J = 3.6, 1.8 Hz, H-6'), 2.43 (2H,tdd, J = 10.6,
4.2,2.0 Hz, H-9"), 2.25 (2H, dt, J = 10.1, 5.0 Hz, H-9), 2.0-1.94 (2H,
m, ) = 7.5Hz, H-5'a), 1.78 (2H, ddd, J = 24.8,12.0, 44 Hz, H-5'b),
1.45 (2H, dqd, J = 14.4, 7.3, 1.9 Hz, H-9), 1.39-1.26 (2H, m, H-4),
1.15-0.99 (4H, m, H-10, H-10'), 0.90 (3H, 1, J = 7.5 Hz, H-11), 0.80
(3H,t,J=7.5Hz, H-11).

Preparation of the extracts from L. porteri for 'TH NMR
qualitative analysis

The specimen was grown from seeds collected in the town of
Basigochi from Chihuahua State, Mexico. The rhizomes were cut
and divided into four parts, in order to carry out the analysis at
different periods of drying time. Part of this material (4 g) was
extracted immediately (t = 0) with acetone (three times over
20 min at room temperature and concentrated at high vacuum) to
obtain 10.2 mg extract. The remaining plant material was left to dry
for48,72and 96 h. The subsequentacetone extracts were prepared
by using 750 mg of rhizomes, with the procedure described above,
to obtain 4.3, 4.2 and 4.2 mg of extracts, respectively.

Preparation of the samples, "TH NMR acquisition and process-
ing data for qualitative analysis

The samples of the acetone extracts were prepared by dissolving
4 mg of the residue in 0.8 ml of CDCl;. A total of 128 scans were
collected over spectral with of 6999 Hz with a delay of 10s and
30 pulse width of 2.7 us. Data processing and analysis of "TH NMR
spectra were performed using MestReNova v6.2.0-7163 program.
A line broadening of 0.3 Hz was applied to the spectra Fourier
transformation, phasing and baseline correction.

Preparation of the extracts from L. porteri for 'TH NMR
quantitative analysis

The acetone extract (12 mg) from fresh plant, deuterated DMSO-
ds (04ml, using the DMSO-ds impurity in the deuterated
DMSO solvent as the internal chemical shift reference) and 4-
dimethylaminopyridine (1.0 mg as the internal standard) were
transferred to 5-mm NMR tubes. The spectra were acquired using
the standard s2pul sequence, a 30-pulse width of 3 ps, a relaxation
delay of 10 s, a spectral width of 6498.8 Hz and an acquisition time
of 3 5in 38992 data points. A total of 128 scans were recorded for
each sample, yielding an analysis time of ca 28 min per sample 23!
NMR files were processed and analyzed with the MestReNova
v6.2.0-7163 program to determine the peak integrals.

Specificity, linearity, accuracy and reproducibility of the NMR
method

The specificity of the method was established for each test
substance by demonstrating the lack of interference among
them, as well as from the internal standard and the solvent.
The linearity of the method was evaluated by measuring the
relationship between the NMR detector response and the sample
concentration employing a regression analysis of the response
data. Five samples containing 12.0 mg of the acetone extract of
fresh plant, 1.0 mg of 4-dimethylaminopyridine and increasing
amounts 2.0, 6.0, 10.0, 15 and 20 mg of tokinolide B (3), 1.8, 4.6, 9.0,
13.5 and 18.0 mg of diligustilide (4) and 2.5, 7.5, 12.5, 18.75 and
25.0 mg of riligustilide (5) in 0.4 ml of deuterated DMSO-dg were
prepared; after each addition of dimers, the "H NMR spectrum of
the resulting sample was recorded in triplicate, after obtaining all
15 spectra, all validation parameters were obtained by analyzing
the quantity of the representative components present in the
acetone extract of the fresh rhizomes of L. porteri.

NMR for DOSY and qualitative analysis

The spectra were performed on a Varian Inova 500 spectrometer
with a 5-mm z-gradient inverse probe; the resonance solvent
DMSO-ds was used as the internal reference. The 'H NMR spectrum
was acquired with a spectral width of 6498.8 and 38992 data
points, acquisition time of 5 s, a 90 pulse width of 8.25 usand 128
transients.

DOSY NMR experiment was acquired using the diffusion bipolar
pulse pair stimulated echo (DBPPSTE) method.'”?%) The data
were obtained with a diffusion delay of 170 ms, gradient pulse
amplitudes ranging from 0.30to0 28 G cm~', during 3 msa gradient
of stabilization of delay of 300 ms. The processing program used
the DOSY macro in a Varian Instrument.
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Enantiomeric derivatives ofrac-tokinolide B: Absolute
configurations and biological properties

Alejandra Leén, J. Antonio Cogordan, Olov Sterageid Guillermo Delgado*

Reaction of the natural produetc-tokinolide B with the chiral amine®&)- and §-MBA
afforded the cytotoxic enantiomeric lactams whdssolute configuration were assigned by
experimental and theoretical circular dichroism.
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The enantiomeric lactams)(8, (+)-8, (+)-9 and ¢)-9 were formed by the reaction under
pressure of the dimeric phthalidec-tokinolide B fac-3) with the chiral aminesR)-(+)-
a-methylbenzylamine andS|-(-)-a-methylbenzylamine. The absolute configuration of
compounds8 and 9 were assigned by experimental (circular dichroismyl theoretical
(simulation of the electronic circular dichroismesfra using 6-311G* approach) methods
for (+)-8 and ¢)-9. Compoundsrac-3, rac-5, (-)-8, (+)-8, (+)9 and )-9 display
cytotoxic activity towards several human tumor dieles, ()-8 and ¢)-9 being the most
potent.

Introduction

Natural phthalides are found in plants of the Uniteghe family. The monomerZ-ligustilide (1)
and Z-butylidenephthalide?), as well as the dimersic-tokinolide B @), rac-diligustilide 4) and
rac-riligustilide (5) have been isolated frotrigusticum porteri the dimer§* being formed frond
via [ds+12s] and f@s+12s] cycloadditions. These natural phthalides aterésting for their
chemical behavior; previous studies have shownttiephotochemical reaction tfgaverac-5;°
the relay synthesis afic-3—rac-5 have been studi€d,as well as the formation of linear dimers
from 1.2 Addition of methyl thioglycolate and benzylamireZ-ligustilide (1) has established the
electrophilic character of this mononfetinder basic conditionsac-3 produced the pentacyclic
compound cyclotokinolide B® whereas base catalyzed treatmentasf4 afforded products from
intramolecular reactiorisln Northern Mexico, the rhizomes bf porteri are used by the Raramuri
community for treating gastrointestinal disordensl &or ritual curing ceremoni€s™ Z-ligustilide

(1) andZ-butylidenephthalide2) have exhibited several bioactivities e.g. anditgllet aggregation,
anti-thrombosis, cardiac function modulation andosth muscle relaxatiol,”> and the wide
biological activities of dimeric phthalides haveshevell recognized*’ Considering the particular
chemistry of the dimeric phthalides as well as rth@harmacological activities, including the
cytotoxic activities towards human cancer cell simeported here, we were interested in preparing
enantiomeric derivatives olc-tokinolide B ¢ac-3) of known configuration that could be evaluated
as cytotoxic agents.

Figure 1. Representative monomeric and dimericaitatés fromLigusticum porteri
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Results and Discussion

Bearing in mind thatrac-tokinolide B fac-3) possesses different electrophilic sites, it was
envisaged that treatment with an enantiomericallye pamine as nucleophile (such &-(+)-a-
methylbenzylamine) would afford a pair of diasteneoic addition products -8 + (+)-9) that
could be separated by conventional methods. Tredtofeac-3 with the enantiomeric amineS)¢
(-)-a-methylbenzylamine) would produce another pair @istéreomers ((+§-+ (-)-9) derived
from the addition reaction. The expected stereodatednnelationships between the two pairs of
products obtained by treatment odc-3 with (R)-(+)-a-methylbenzylamine andS)-(-)-a-
methylbenzylamine are shown in Scheme 1. The atesclanfiguration of the products could be
determined by the application of chiroptical anddtetical methods, as previously reported for
several natural compountfs.

Diastereomers

Enantiomers (R)-(+)-a-MBA
n Toluene
130°C, 50 psi

)-8 (+)-9

Enantiomers ———————a ______———=m

00
S)-(-)-a-MBA . +
(8)-(-)-o oF*%N:
AN Toluene
o 130°C, 50 psi ©/\ n-Pr
R
acemic mixture )8
rac-3 Diastereomers

Scheme 1. Stereochemical relationships9( (+)-8, (+)-9, and ¢)-9

Treatment ofrac-tokinolide B fac-3) in toluene under pressure (50 psi) witR)-(+)-a-
methylbenzylamine afforded a pair of diastereomedmpounds: a levorotatory compoung-8
(less polar product) and a dextrorotatory compo)ed (more polar product) as major and minor
products, respectively. As anticipated, wh&p(()-a-methylbenzylamine was used as nucleophile
under the same conditions, a dextrorotatory pro¢hje8 (less polar) and a levorotatory compound
(-)-9 (more polar) were obtained as minor and major yets] respectively. These stereochemical
relationships were confirmed by the identity of #peectroscopic properties 6f)¢(8 and (+)8, and
those of (+)9 and ()-9, by the specific optical rotations and by the CD cur(®se below and
experimental).

The products «)-8, (+)-8, (+)-9, and €)-9 (Scheme 1) were stereoisomericfsO;N) and
derived from the addition of the aminegkG:N) to the starting material (gH2¢0,), according to
their molecular formulas established by FABHRMSefesence of (a)yalactam conjugated with
an endocyclic trisubstituted double bofi®85 cm* for (-)-8 and (+)8; 1689 cnt for (+)-9 and
(-)-9); (b) a tetrahydrofuran ring¢ 85.22, G-3a (see Scheme 1 for numbering) fey-8 and (+)8;

Oc 84.94, G-3a for (+)9 and €)-9); (c) a quaternary carbon linked to an oxygen amitrogen §c
101.84, G3 for (-)-8 and (+)8; &: 101.51, G3 for (+)9 and ()-9) and (d) ay-lactone
conjugated with an exocyclic trisubstituted doumbed (6c 168.18, G1 anddy 6.87, H-7 for (-)-8
and (+)8; 6c 168.03, CG1 anddy 6.98, H-7 for (+)9 and ()-9) established the heptacyclic nature
and the molecular connectivity of the stereoisomstriuctures.

All carbon signals (32) and hydrogen signals {@8Je assigned in thHéC and'H NMR spectra
(by DEPT, HMQC, HMBC, NOESY experiments) confirmitige proposed structurés.

The mechanism which explains the formation of ibsulting lactam (illustrated for one of the
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products in Scheme 2), starts with a nucleophtiliack by the chiral amine on the carbonyl group
of the enolic lactone (€l') to form a keto amide, followed by an attack bg #imide nitrogen on
the keto group (€3) (via 5-exotrigonal cyclizatioR) followed by a Michael addition of the
oxyanion to the C-3a/C—7a double bond, producingther bridgevia a second ®xotrigonal
cyclization. Subsequent equilibration afforded greducts (Schemes 1 and 2). Interestingly, the
transformation does not proceed at room temperatureflux at normal pressure.

H
Phﬂ)\NHZ

n-Pr n-Pr n-Pr
) 00 00 0o
TR —_— O@Nl-?z o=\ T~ O N'/I; 0)=
n-Pr e P K
5 H H l-H"

nPr
h h n-Pr

Scheme 2. Suggested mechanism for the formatitimeastereocisomeric compoun8lgnd9 from rac-3

The absolute configurations of compoune$-&, (+)-8, (+)-9, and ()-9 were established by
analysis of the circular dichroism curves (CD) witte aid of exciton chirality method which
predicts that when two (or more) chromophores etthipbstrongr— 1 interactions are located in
chiral positions with respect to each other, thertation between the chromophores will determine
the sign of the longer wavelength CD extremum anid then in agreement with the sense of
handedness of the interacting transition mom&mtsThe products derived from the reaction with
(R)-(+)-a-methylbenzylamine are shown in Figures 2 and Zofdingly, the CD spectrum of the
levorotatory compound obtained witR){(+)-a-methylbenzylamingless polar and major product)
exhibited two Cotton effects of opposite signshe tegion of the intramolecular charge transfer
transition; the first positive Cotton effect at ¢far wavelength has a value of 246 nks ¢9.11),
while the second Cotton effect at shorter wavelerngis a value of 224 nnAg —20.29) due to
exciton coupling between the two different chrommgs: thea,B-unsaturated-lactone and the
a,B-unsaturatedy-lactam, respectively, indicating that the trawsitidipole moments of the two
chromophores were oriented in a clockwise manner. ifustrative purposes the Newman
projection of the structure (shown in Figure 2Ahd#e considered through the C-8/Cetbond
(Figure 2B), which clearly shows the clockwise otaion of the two chromophores defining a
positive chirality (Figure 2C). This representatican be simplified as shown in Figure 2D. The
absolute sense of twist is of course the same whetbwed from C-6to C—8 or from the opposite
direction, leading to the assignment of the absatohfiguration S, 325 8S 3R, 3aS 6R, 2'R for
compound 2A (structure-J-8, Scheme 2).
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2C 2D

Figure 2. Representations of the orientation ofttmophoric groups to define the chirality of§-)

(+)-9, the minor product obtained from the reaction wWi#)-(+)-a-methylbenzylamine (more
polar product, shown in Figure 3A), displays a nimgaCotton effect which can be explained
considering the Newman projections through the C-8/ o bond (Figures 3B and 3C). The
arrangement of the chromophores determines axeifioa chirality (245 nm&e —7.89), 223 nni\e
+12.62, Figures 3C and 3D), confirming structuref8A(+)-9, allowing the assignment o3 3aR,
8R, 3S 3aR, 6S 2'Ras its absolute configuration.

Figure 3. Representations of the orientation ofct@mophoric groups to define the chirality of-©+)

On the other hand, the products obtained from daetion with §-(-)-a-methylbenzylamine
showed Cotton effects of opposite signs comparél (#)-8 and (+)9: 245 nm Qe —39.65), 224
nm (Ae +90.08) for the negative chirality establishing tibsolute configurationR3 3aR, 8R, 3§
3aR, 6S 2'Sfor (+)-8, and 245 nmAe +34.43), 223 nmle -57.65) for the positive chirality
establishing the absolute configuratiof 3&S, 8S, 3R, 3aS 6R, 2'Sfor (-)-9, respectively. The
absolute configurations for all enantiomers arexshm Scheme 1.

The absolute configuration proposed by the expamtal data was confirmed by the calculated
ECD spectra of the optimized structures of §+and ()-9 (see Electronic Supplementary
Information).

Following the computational details describedhi@ éxperimental section, rotatory strengths were
calculated for the velocity and length formali$hi® and the computed data were used to reproduce
the experimental ECD spectra. The two Cotton efféat both compounds (8-and ¢)-9 are in
agreement with the experimental data (Figure 4 Tbmputed ECD spectra of (8)and ¢)-9
exhibit the characteristic exciton-split CD curvhee to the dipole-electric dipole interaction of th
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o,B-unsaturated-lactone and ther,B-unsaturatedi-lactam chromophores. This exciton splitting
could be attributed to the— 1t* transitions of the interacting electric transittomoments of the
chromophores of both molecules. The first positBaton effect and the second negative effect,
and the first negative Cotton effect followed bgexond positive Cotton effect of the theoretically
computed ECD spectra of (8)and €)-9, respectively, are consequently in complete ages¢m
with the experimental CD curves.

@ 120
b
100
o
S
o
80 %
4
60 - ° °
°
— a .
T 40 A ® o
g P o B
Al 20 X <’o
E X d °
G x %o,
~ X 00,
w 0 [ > 0000001000000 0
£ % ‘X °
ST NN
204 % .
X%
40 % X
60| %
-80

200 250 300 350 400 450 500
Wavelength (nm)

(B) 200
b
&
150 -
.
AN
o o
1004 °
T K .
2 F&
T 5ol xox °
§ XX e
8 %2 x
P <& x o
0 4.?;7 o T %&90 o 00000 606 & 0-0—
E%sggf" K
X :
o
50 °s
a oo oo
P
-100
200 250 300 350 400 450 500

Wavelength (nm)

Figure 4.Comparison between the experimemtablack x line) and the theoretical CD spectrabue? line)
of (a) (+)8 and (b) €)-9, respectively.

Encouraged by the previously reported biologicaivaies of the natural phthalides, and taking
into consideration their pharmacological importgnitevas decided to investigate the cytotoxic
activity of these enantiomerically pure compourmsards three human cancer cell lines, following
standard protocol@. The 1G, values determined are shown in Table 1 and allcttrapounds
displayed activity. The two pairs of enantiomery-&/(+)-8 and (+)9/(-)-9 are more potent
compared withrac-3 andrac-5, although less potent compared to the positivarobghelenalin).
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Moreover, it was observed that compoungsq and €)-9 were significantly more active than their
enantiomers (+8 and (+)9 in the cell lines K562 and HCT-15. This suggebktt the compounds
exert their cytotoxic effect by interacting wittchiral target, and other derivatives&nd9 would
possibly shed light on this. For the SKLU-1 celhdi only small differences between the
enantiomers are noted.

Table 1. Evaluation of the kg(uM) of the natural products and derivatived. oporteri

Compoun K562  HCT-18  SKLU-I°
d

rac-3 266+1.4 105+09 7.1+06
rac-5  46.1+3.8 44.813 13.213
(-)-8 57+0.9 5.4+05 4.1+0.1
(+)9 21.7+13 85:06 5.9+05
(+-8  139+16 7.5:05 4.9+0.3
(-)-9 52+0.3 52+0.2 4.3+04

3_eukaemia®colon, lung. The positive control (helenalin), showedd€ 0.28 + 0.02, 0.29 + 0.02 and 0.21 *
0.02 uM against K562, HCT-15 and SKLU-1, respetyivResults are means + SEM.

Conclusions

The reaction between the racemic mixturac-tokinolide B ¢ac-3) and R)-(+)-0-
methylbenzylamine, as well aS{(-)-a-methylbenzylamine, yielded two pairs of enantiosnés
/+)-8 and (-/+)9, derived from the intramolecular cyclizations ¢k tdimeric phthalides. The
circular dichroism method and its rules togethethvihe exciton chirality method was used to
determine the absolute configurations )-8, (+)-8, (-)-9 and (+)9. The theoretical ECD
simulation by 6-311G** of (+8 and (-)9, respectively showed that the Cotton effects ae td

the dipole-electric dipole interaction of tlydactam and the-lactone chromophores, and are in
agreement with the experimental spectra. The foangomers prepared are more potent towards
three human cancer cell lines compared to the aghnoductsac-3 andrac-5, and )-8 and ¢)-9

are, in general, more potent compared to theipadss.

Experimental Section

Ractokinolide B fac-3) was isolated from the acetonic extract of thezatries ofLigusticum
porteri by repeated column chromatograpghsarried out on silica gel (23800 mesh, Merck®).
Preparative TLC separations were performed on glaated (2 mm thickness) 2020 cm plates
(Merck®). Thin layer chromatography analyses weeslenon aluminum-backed silica gel 60 F254
plates (0.20 mm thickness) plates (Merck®) and aligation of chromatograms were first
visualized under UV lamp and then with solutioraofmonium cerium sulfate, followed by drying
and gentle heating. Melting points were measured Bisher Johns apparatus and are uncorrected.
Infrared spectra were recorded with FTIR Bruker BENR 27 instrument. Ultraviolet spectra were
determined on a SHIMADZU UV160U Instrument. Theiogl rotation was measured in MeOH
using a Perkin-Elmer 341 polarimeter. Theand**C NMR experiments were performed at 25 °C
using Varian UnityPlus 500 spectrometer (at 500/fz) and Varian XR-300 (at 300/75 MH2z);
the spectra were recorded in CB@&hd the solvent residual signals (7.26 and 770, ppr 'H and

13C NMR, respectively) as reference. The chemicaltsifd) are expressed in parts per million
relative to tetramethylsilane, and the coupling stants J) in Hz. EIMS and HRMS (FAB+)
spectra were recorded on a JEOL SX102A mass speeteo, and the accurate mass was calculated
using polyethylene glycol 400 as standard.
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Derivatization of rac-tokinolide B (rac-3) with (R)-(+)-a-methylbenzylamine

To a solution ofac-tokinolide B fac-3, 100.8 mg, 0.26 mmol) in anhydrous toluene (5 plaged

in a stainless steel reactor (100 mL) was ad&q+)-a-methylbenzylamine (0.06 mL, 57.12 mg,
0.47 mmol) under nitrogen atmosphere. The reacts gealed and heated (130 °C) for 20 h
(pressure: 50 psi). After cooling to room tempemtithe reaction mixture was concentrated at
reduced pressure. EtOAc (10 mL) was added, thenargdnase was washed with HCI (10%) which
subsequently was extracted with EtOAc (3 x 10 rilbe combined organic layer was washed with
brine, dried with Ng5O, and concentrated under reduced pressure. Theueegids purified by
column chromatography+{hexane/EtOAc, gradient) to afford two products.§7g, 70.2%).

(-)-8 (44.6 mg, 40.9%) as a pale oil; R47 f-hexane/EtOAc, 65:35)afp*° -54.8 € 1.35 x
10 in MeOH); IR (CHC}) vma/cm™ 3349, 3061, 2959, 2872, 1766, 1689, 1494, 14581 1R214,
1166, 1037, 924, 752; U¥mna{MeOH)/nm 211 ¢/dm® mol™ cm™ 25 119); CD ¢ 9.6 x 10° in
MeOH)/nm: 246 Qe +9.11), 224 A& -20.29);'H NMR 84(500 MHz, CDC3%; assignments by
COSY, NOESY and HMQC) 7.58 (2 H, di#i= 8.5, 1.5 Hz, 4-H, 8'-H), 7.27 (2 H, dddJ = 8.5,
7.5, 1.5 Hz, 5-H, 7'-H), 7.20 (1 H, ddddJ = 8.5, 7.5, 1.5, 1.5,"6H), 7.15 (1 H, dJ = 6.5 Hz,
7-H), 6.87 (1 H, ddJ = 7.0, 4.0 Hz, #H), 4.85 (1 H, qJ = 7.0 Hz, 2-H), 2.90 (1 H, ddddJ =
10.5, 6.5, 4.0, 4.0 Hz,/€H), 2.42 (1 H, dddJ = 9.5, 7.0, 2.0 Hz,'d-H), 2.20 (1 H, dtJ = 10.5, 4.5
Hz, 6aH), 1.98- 1.92 (3 H, m, 6bH, 5a-H, 8a-H), 1.90 (1 H, dJ = 7.5 Hz, 9-H), 1.76 (1 H,
ddd,J =9.5, 6.0, 6.0 Hz,'B-H), 1.59 (1 H, ddJ = 10.5, 4.0, Hz, 84), 1.45 (1 H, ddJ = 10.5, 4.0
Hz, 4a-H), 1.35-1.32 (3 H, m, 5aH, 10a-H, 5b-H), 1.30-1.28 (1 H, m, 9aH), 1.28-1.25 (4 H,
m, 9a-H, 9b-H, 10a-H, 10b-H), 1.19 (1 H, dddJ = 11.5, 6.0, 6.0 Hz,'8-H), 1.12-1.05 (2 H,
m, 5b-H, 10b-H), 0.99 (1 H, ddJ = 10.0, 4.0 Hz, 9H), 0.90 (1 H, ddd) = 10.0, 6.0, 6.0 Hz,
4b-H), 0.86 (3 H, tJ = 7.0 Hz, 1¥Me), 0.83 (3 H, tJ = 7.5 Hz, 11-Me); **C NMR 8¢(125 MHz,
CDCls, assignments by DEPT, HSQC and HMBC) 168.181)C165.16 (1), 143.42 (CG3"),
140.22 (CG7), 139.16 (G7'a), 137.43 (€7'), 130.75 (C7a), 128.21 (€5", C-7"), 127.99 (C4",
C-8"), 127.12 (CG6"), 101.84 (C3'), 95.34 (C3), 85.22 (C3a), 56.95 (€3'a), 52.66 (C2"),
45.54 (C-8), 36.16 (C6'), 34.97 (C8), 28.97 (C4), 28.81 (C9), 25.69 (C9), 24.98 (C6),
23.94 (C4'), 22.99 (C10), 20.94 (C10), 19.49 (€9"), 17.35 (C5'), 16.81 (Cb5), 14.08 (C11),
13.73 (G-11); EIMS m/z501 (M, 15%), 378 (17), 310 (8), 274 (33), 191 (100), 149), 120
(32), 105 (28), 55 (5); HRMS (FAB m/z (Found: [M+H] 502.2959. GH3O,N+H" requires
[M+H]" 502.2957).

(+)-9 (31.9 mg, 29.3%) as a pale oil; ®44 f-hexane/EtOAc, 65:35)p]o*° +7.8 € 1.15x 103
in MeOH); IR (CHC}) vma/cm ' 3347, 3060, 2958, 2872, 1765, 1688, 1526, 1495214352,
1214, 1036, 1013, 924, 751; U¥a{MeOH)/nm 210 ¢/dm® mol™* cm™* 31 623); CD ¢ 7.2% 10°
in MeOH)/nm: 245 fie -7.89), 223 fie +12.62);'"H NMR &,(500 MHz, CDC}; assignments by
COSY, NOESY and HMQC) 7.47 (2 H, d#i= 7.5, 1.5 Hz, 4-H, 8'-H), 7.29 (2 H, dddJ = 7.5,
7.5, 1.5 Hz, 5-H, 7'-H), 7.22 (1 H, dddd) = 7.5, 7.5, 1.5, 1.5,"6H), 7.22 (1 H, dJ = 6.5 Hz,
7'-H), 6.98 (1 H, ddJ = 7.0, 4.0 Hz, 7#H), 4.69 (1 H, qJ = 7.0 Hz, 2-H), 2.93 (1 H, ddddJ =
10.0, 6.5, 4.0, 4.0 Hz,€H), 2.46-2.39 (2 H, ddd) = 11.0, 4.0, 4.0 Hz, 6&, 4a-H), 2.19-2.16
(1 H, m, 6bH), 1.99-1.89 (3 H, m, 5&H, 5a-H, 8a-H), 1.85 (3 H, d,J = 7.0 Hz, 9-H), 1.63 (1
H, ddd,J = 11.0, 4.5, 4.5 Hz,'B-H), 1.65 (1 H, dddJ = 10.0, 3.0, 3.0 Hz,-81), 1.51 (1 H, ddd)
= 10.0, 4.5, 4.5 Hz, 4#d), 1.37#1.33 (3 H, m, 5bH, 10a-H, 5b-H), 1.73 (1 H, dtJ = 6.5, 3.0
9a-H), 1.28-1.25 (1 H, m, 9bH), 1.23-1.17 (2 H, m, 10bH, 4b-H), 1.15-1.09 (2 H, m,'&H,
10a-H), 1.02-0.96 (3 H, m, 4, 9b-H, 10b-H), 0.87 (3 H, tJ = 7.0 Hz, 1¥Me), 0.66 (3 H, t,

J = 7.0 Hz, 11Me); **C NMR 3¢(125 MHz, CDC}, assignments by DEPT, HSQC and HMBC):
168.03 (C1), 164.98 (G1'), 143.20 (G3"), 139.95 (C7), 139.59 (E7'a), 137.41 (€7'), 130.76
(C-7a), 128.41 (5", C-7"), 126.98 (C4", C-8"), 126.92 (C6"), 101.51 (C3'), 95.69 (C3),
84.92 (C-3a), 56.89 (E3a), 54.05 (C2"), 45.42 (C8), 36.29 (C6), 34.84 (C8), 29.02 (C4),
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28.77 (G9), 25.65 (G9), 25.05 (G6), 24.03 (G4), 22.84 (G-10), 20.98 (G-10), 20.33 (C9"),
17.56 (G5), 17.27 (G5), 14.10 (G11), 13.61 (G11); EIMSm/z501 (M', 24%), 378 (60), 310
(16), 274 (86), 228 (10), 191 (100), 149 (18), {28), 105 (58), 79 (8), 55 (7); HRMS (FABM/z
(Found [M+H] 502.2961. GH3dO,N+H" requires [M+H] 502.2957).

Derivatization of rac-tokinolide B (rac-3) with (S)-(=)-a-methylbenzylamine

To a solution ofrac-tokinolide B fac-3, 250 mg, 0.65 mmol) in dry toluene (5 mL) placedai
stainless steel reactor (100 mL) was add®d«)-a-methylbenzylamine (0.16 mL, 152.3 mg, 1.25
mmol) under nitrogen atmosphere. The reactor wakedeand heated (130 °C) for 20 h (pressure:
50 psi). After cooling to room temperature, thectesm mixture was concentrated at reduced
pressure. EtOAc (10 mL) was added and the orgamise was washed with HCI (10%) which
subsequently was extracted with EtOAc (3 x 10 riilbe combined organic layer was washed with
brine, dried with Ng&5O, and concentrated under reduced pressure. Theueesids purified by
column chromatographyy{hexane/EtOAc, gradient) afforded (234 mg, 71%aspure products.
The NMR data were identical to their enantiomers.

(+)-8 (96.24 mg, 29.2%) as a pale od]§> +46.2 € 1.30x 107 in MeOH); UV Ana(MeOH)/nm
217 €/dm® mol™* cmi* 19 953); CD ¢ 4.0 x 10° in MeOH)/nm 245.5 e —39.65), 224.5 K¢
+90.08).

(-)-9 (137.8 mg, 41.8%) as a pale oila]® -8.12 € 1.60 x 10° in MeOH); UV
Ama{MeOH)/nm 216 g/dn?® mol™ cm™ 19 953); CD ¢ 4.4x 10° in MeOH)/nm 245 i +34.43),
223 (\e -57.65).

The reaction ofac-3 with (§- or (R)-a-methylbenzylamine does not proceed without pressur

Cytotoxicity assay

Colon (HCT-15), leukaemia (K-562) and lung (SKLUH)man tumor cell lines were supplied by
National Cancer Institute (NCI), USA. The cytotawjoof the tumors cells with the test compounds
was determined using the protein-binding dye shidamine B (SRB) in microculture assay to
measure cell growtff. The cell lines were cultured in RPMI-1640 (Sigmiae@ical Co., Ltd., St.
Louis, MO, USA), supplemented with 10% fetal bovieerum, 2uM L-glutamine, 100 1U/mL
penicillin G, 100ug/mL streptomycin sulfate, and 0.2§/mL amphotericin B (Gibco). They were
maintained at 37°C in a 5% G@tmosphere with 95% humidity. For the assay, B0 cell/mL
(K562), 10x 10" cell/well (HCT-15) and 7500 cell/mL (SKLU-1), a0 uL/well of these cells
suspension were seeded in 96-well microtiter plamd incubated to allow the cell attachment.
After 24 h, 100uL of each test compounds and positive substances ageled to each well. Later
48 h, adherent cell cultures were fixadsitu by adding 5QuL of cold 50 % (wt/vol) trichloroacetic
acid (TCA) and incubated for 60 min at 4°C. Theespptant was discarded and the plates were
washed three times with water and air-dried. Catiixed with TCA were stained for 30 min with
100 uL of 0.4% SRB solution. Protein-bound dye was ested with 10uM unbuffered tris base
and the optical densities were read on an Ultradpiate Reader (Elx 808, BIO-TEK Instruments,
Inc.), with a test wavelength of 515 nm. Resultgemexpressed as inhibitory concentration 50
(ICso) values, they were calculated according to theéogem of Monks?’ where a dose-response
curve was plotted for each compound, and the cdrat@n giving 50% inhibition (IG) was
estimated from linear regression equations. Thg V&lues (mean + standard error) are shown in
Table 1.

Computational Details

To obtain minimum energy conformations for struetuf+)8 and ¢)-9 we followed a geometry
optimization by consecutive addition of a molecdtagment at the time. For this purpose a basic
central molecular fragment was modeled. This fragmeas submitted to a geometry optimization
computation with AM#* followed by a subsequent density functional GOthwihe hybrid
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functional B3LYP using a 6-311G** basis $2tA new molecular fragment was modeled on the
previously optimized one, and a new GO with AM1 8®LYP was carried out. This paradigm
was followed until the full molecular structure wasmpleted. Oncg+)-8 and ()-9 were
completed and optimized, an ECD calculation wasiegrout within the time dependent density
functional theory formalism, using the B3LYP fumctal with the 6-311G** basis set previously
employed. All the described molecular modeling vaasie with Gauss VieW, whereas the
described quantum mechanical computations werdedaout with the suite of programs in
Gaussian 0

The ECD spectrum was simulated by overlapping Gandanctions for each transition according
to:

_[[E=2Ra) )
AE(E)_[2.29;—39][Jzir_a]g(ﬂgna)(%)m[ [ 5 ”

Whereo is the width of the band atelheight andAE,, andRy, are the excitations energies and
rotatory strengths & value of 0.2 eV was uséd.
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