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1. INTRODUCCION

L os productos naturales han sido empleados en € tratamiento de enfermedades a
lo largo de la historia de la humanidad. El uso de la quinina, aislada de especies vegetales
del género Cinchona, como antimaldrico,' y del &cido acetilsalicilico, derivado
semisintético del &cido salicilico, que se obtiene de la corteza de especies de Salix de uso
tradicional para € tratamiento de fiebre,®> son ejemplos de la relevancia de los usos
etnomédicos en la terapéutica moderna, y larelevancia de los fitoquimicos y sus derivados

en ese mismo campo.

A pesar de que la medicina tradicional puede ser una fuente fértil de desarrollo
de farmacos modernos, € uso de esos compuestos (naturales y semisintéticos) implica un
transito por diversas etapas, cada una de los cuales implica un reto cientifico que tiene que
ser abordado de forma multidisciplinaria, comenzando por €l uso etnomédico, continuando
por su aislamiento y/o sintesis, la determinacidn de los mecanismos de accion y las pruebas
clinicas y desarrollo.? Por lo tanto, la quimicatiene importancia en el aislamiento y sintesis

de estos compuestos.

México, con la vasta biodiversidad que ostenta, también tiene eemplos
importantes de remedios de origen vegetal en la medicina tradicional desde la época
precolonial, y que en algunos casos se preservan hasta nuestros dias. Los resultados de
estudios cientificos han correlacionado con ciertas aplicaciones etnomédicas en
enfermedades importantes como la diabetes.” Por lo anterior, resulta evidente la relevancia

de continuar con los esfuerzos cientificos en este sentido, en particular en quimica.

Aproximadamente 10% de las moléculas pequefias empleadas como farmacos
son compuestos de origen natural, y 29% derivados semisintéticos. Generalmente los
productos natural es tienen una complejidad estructural mayor, que se reflgja especialmente
en la cantidad de ciclos y centros estereogénicos, en comparacion con los compuestos

sintéticos y en ocasiones es dificil |a preparacion sintética de |os productos naturales.”
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Estimaciones de la dimensién del espacio quimico, aun delimitdndolo (hay
arededor de 10° moléculas con peso menor a 500 Da), proporcionan evidencia de la
importancia de su exploracion, por lo que la quimica puede ser llevada hacia esa parte
desconocida, en respuesta a la presion que significa la necesidad de nuevos compuestos de
bajo peso molecular como farmacos.’

En ese contexto, este trabajo se refiere a la preparacion de derivados de una
ftlida aislada de Ligusticum porteri, una planta usada en la medicina tradicional mexicana
con actividad bioldgica diversa’ Con ello se pretende aportar conocimiento sobre la
reactividad del fitoquimico, a la par que se efectla un gjercicio exploratorio del espacio
quimico en la busqueda de compuestos con actividad antiinflamatoriay citotdxica.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Ligusticum porteri y Z-ligustilida

La planta Ligusticum porteri (Umbelliferae), conocida cominmente como
chuchupate u osha, es empleada en la medicina tradicional del norte de México y sur de
Estados Unidos, para € tratamiento de padecimientos como resfriados, dolor estomacal,

dismenorrea, entre otros.®

A través de estudios quimicos de L. porteri, se ha determinado que un grupo
importante de los metabolitos que produce la planta son ftalidas, destacando Z-ligustilida
(1), Z-butilidenftdlida (2), las mezclas racémicas de toquindlida B (rac-3), diligustilida
(rac-4) y riligustilida (rac-5), senquiundlida F (6), senquiundlida | (7) y otros compuestos,
como isovainillina (8), &cido ferulico (9), ferulato de coniferilo (10), entre otros (ver Figura
1).91°
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Figura 1. Metabolitos secundarios de L. porteri

Las ftdlidas (Figura 2) son metabolitos secundarios comunes de las plantas de la
familia Umbelliferae,"* con la particularidad de que, proviniendo de estas fuentes, €
carbociclo puede estar parcial o totalmente hidrogenado y no se encuentra sustituido, a
diferencia del anillo furanoide, que se encuentra sustituido en la posicion 3 por alquilos o

aquilidenos.™™

R
432Rl
5/| 3
6%
77a1
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Figura 2. Estructura de ftdliday numeracion
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La ftdlida Z-ligustilida (1) es notable por la abundancia relativa con que se
encuentraen L. porteri,®*'**? ademas de la variedad de actividad biol 6gica que posee, verbi
gratia, sedante y espasmolitica,® neuroprotectora, **** moduladora de la resistencia de
Saphylococcus aureus contra norfloxacina,* antiinflamatoria,*®> antinociceptiva,'® entre

otras.ta’

Un aspecto notable en la estructura aparentemente simple de Z-ligustilida (1), es
el ciclohexadieno homoanular (ver Figura 1), donde resulta evidente que € compuesto
puede reaccionar con diendfilos en reacciones de Diels-Alder. De hecho, las ftaidas
diméricas toquindlida B (rac-3) y diligustilida (rac-4) se pueden ver como productos de
esta reaccion entre dos moléculas de 1, actuando como diendfilos la olefina C3-C8 y C6-
C7, respectivamente, como se muestraen el Esquema 1.

El hecho de que las ftdlidas 3, 4 y 5 se hayan aisado como racematos ha sido
objeto de controversia sobre su origen natural. Asi, Lin et al. *® afirmaron que rac-3 es un

artefacto y no metabolito secundario de Ligusticum chuangxiong.

Sin embargo, hay gran cantidad de evidencias del origen natural de estos dos
compuestos. Wakamatsu et al.* prepararon rac-3 y rac-4 con rendimientos muy bajos, de
hasta 26% y 3%, respectivamente, |0 que aunado con otras observaciones, como la
dificultad para prepararlos por medio de catdlisis con &cidos de Lewis® o por
calentamiento con microondas,® da evidencia de que estos productos son productos
naturales, a pesar de que se encuentran como mezclas racémicas. Estas evidencias
confirman el trabajo previo de Mitsuhashi y colaboradores,? quienes observaron que las
ftalidas diméricas no se forman a partir del calentamiento de 1 en benceno, tolueno ni
xileno, ni almacenandolo por 6 meses a temperatura ambiente, ademas de que €l contenido
de los dimeros en los extractos frescos y afigjados de Angelica acutiloba es constante. Por

lo anterior concluyeron que estos son componentes originales de la planta.
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Esquema 1. Formacion de ftdlidas diméricas através de reacciones de Diels-Alder de dos

moléculas de Z-ligustilida (1).

En € intento del grupo de Delgado para obtener los dimeros rac-3 y rac-4 a
partir de 1, por medio de catdlisis con acidos de Lewis, especificamente Et,OBF, y SnCl,,
se obtuvieron los dimeros 11-14 (Figura 3), unidos por un solo enlace carbono-carbono, en
lugar de laformacién del ciclohexadieno que se formaria por lareacciéon de Diels-Alder, 1o

que sugiere que se siguieron mecanismos i6nicos para formar |os compuestos.™

11 12 13 14

Figura 3. Dimeroslinealesde 1

Los autores racionalizan la observacion anterior por medio de la formacion de

carbocationes a ocurrir la compleacion del &cido de Lewis con €l oxigeno del carbonilo o
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los carbonos olefinicos, 10 que en lugar de facilitar 1a reaccion de Diels-Alder, lleva a

mecani smos i énicos.

Como se muestra en el Esguema 2, se propone gque el producto mayoritario se
forma por un ataque nucleofilico de los electrones del doble enlace de la olefina C6-C7 al
carbono C8 de otra molécula de 1, en una adicion conjugada 1,6, que es facilitada por la
complejacion del &cido de Lewis con el oxigeno. Isomerizaciones ulteriores a través de
reacciones de transferencia de hidrogeno llevan al ciclohexadieno que se deshidrogena para

formar el producto observado, con rendimiento de 20%.

!
H® o
— H O —
Pr (0]
L/ Qe

-[2H

Esquema 2. Formacion de 11.

De modo similar, la formacién de los dimeros 12-14 se explica porque la
presencia del acido de Lewis promueve la adicion 1,2 de la olefina C6-C7 de 1 a doble
enlace C6-C7 de otra molécula de Z-ligustilida, al cual se une el acido de Lewis. Aungque
los autores mencionan una baja nucleofilia y regioseleccion de este doble enlace, [lama la
atencion que e segundo compuesto mayoritario corresponde a carbocation alilico como
intermediario, con carga formal en C7, més estable que €l carbocation secundario que se

forma cuando €l &cido de Lewis se une a este mismo carbono (ver Esquema 3), 1o que
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podria explicar € rendimiento més de 10 veces mayor en la formacion de 14 (16%), en
relacion con 12 (1.4%) y 13 (1.2%), lo que parece indicar una leve regioseleccion en la

coordinacion del acido de Lewis con la olefina.

Pr
Pr
/ /
o — + | (o]
®
o AL 6
AL AL o

Esquema 3. Otros carbocationes en la formacion de dimeros lineales

Esguema 4. Formacién del dimero lineal 12
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Esguema 5. Formacién del dimero lineal 13

Para la formacién de 12 y 13 (Esquemas 4 y 5), se coordina el acido de Lewis
con C7 de 1. Posteriormente hay un atague nucleofilico de la olefina C6-C7 de otra unidad
de 1, llevandose a cabo la unién del carbono C7 de la primera unidad con C7 o C6 de la
segunda, para los intermediarios necesarios para 12 y 13, respectivamente. Sucesivas
reacciones de intercambio de proton, la descoordinacion del acido de Lewis y una
aromatizacion en el caso de 12, explican laformacion de estos dimeros minoritarios.

Para que se forme 14 (Esquema 6), el acido de Lewis se coordina con € carbono

C7 de 1 lo que dgjaria una carga formal sobre C6, que es atacado por € carbono C6 de la

olefina C6-C7 de otra unidad de 1; equilibraciones sucesivas explican laformacion de 14.
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Esquema 6. Mecanismo de reaccion paralaformacion de 14

También se ha hecho reaccionar 1 con diferentes diendfilos. Por eemplo,
Mitsuhashi et al.”® exploraron la reaccion con anhidrido maleico para llevar a cabo la
elucidacion estructural de esta ftdlida, con € fin de discernir si €l dieno se encontraba

conjugado o no obteniendo 15a (Figura 4(a)).

Ese mismo compuesto (15a) y otros aductos de Diels-Alder fueron obtenidos a
partir de 1 por Delgado y colaboradores (Ver Figura 4).** Sin embargo, en este trabajo
notaron la formacion de los isdmeros endo y exo (15ay 15b) en una proporcion de 3:1. La
reaccion con acrilato de etilo también fue estereoselectiva, siendo predominante la
formacion de 16a con respecto a 16b; la regioselectividad se racionaliza por medio de
calculos tedricos, debido a que la unién de los carbonos C6 y C3ade 1 a carbono C3y C2
del acrilato de etilo, respectivamente, no es favorable al considerar los coeficientes y las
fases de los orbitales, por lo que la formacién de los regioisdbmeros 16¢c y 16d es

minoritaria.
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Figura 4. Cicloaductos de Diels-Alder de Z-ligustilida (1) y (a) anhidrido maleico; (b)
acrilato de etilo; (c) acohal alilico; (d) &cido acrilico; (€) ADDM,; vy, (f) propiolato de etilo

Por otro lado, la reaccion de 1 con alcohol alilico procede solo en presencia de p-
TsOH y es también regio- y estereoselectiva, puesto que solo se observa e aducto 17, lo
gue sugiere que primero ocurre la cicloadicion, formandose mayoritariamente e producto
endo, gue continda reaccionando en presencia del &cido mediante la adicién del hidroxilo a
la olefina C3-C8 proveniente de 1 por la cara s de C3, que es la Unica accesible. La
reaccion con écido acrilico para la formacién de 18 se puede explicar por un argumento

similar.

Finalmente, en e mismo estudio se llevd a cabo la reacciéon entre 1 y
acetilendicarboxilato de dimetilo (ADDM) o propiolato de etilo. En ambos casos ocurre
una reaccion de Alder-Rickert para formar los compuestos aromaticos 19, 20a y 20b,
analogos sustituidos de Z-butilidenftalida (2), siendo notable la regioselectividad para la
formacién de 20a en €l Ultimo caso.

La presencia de tres dobles enlaces carbono-carbono también ha llevado a la
exploracion de la reactividad de 1 por medio de cicloadiciones [,2.+ 2], permitidas en
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condiciones fotoquimicas, teniendo en cuenta que riligustilida (5) es un dimero de este tipo,
gue efectivamente se obtuvo, ademés de los dimeros 21, 22 y 23 (los dos Ultimos obtenidos
también como producto natural de A. sinensis)®. El producto 21 fue mayoritario lo que es
explicado por medio de calculos teoricos, en los que se encontré que las interacciones entre
los orbitales moleculares (ocupados por un electrén) méas ato y més bgo en energia
(HSOMO y LSOMO, respectivamente, por sus siglas en inglés), son més favorables para el
doble enlace C3-C8, considerando la reactividad por medio de cicloadicion; y también por
el andlisis de carga de Milliken, que sugiere la preferencia de ese mismo doble enlace
considerando lareactividad dirigida por la carga.”®

Figura 5. Fotociclodimeros sintéticos de 1

Una carcteristica de Z-ligustilida (1) es su inestabilidad, que ha sido ampliamente
estudiada.

Pauli et al. * llevaron a cabo una evaluacion de la pureza y estabilidad de Z-
ligustilida aislada de Angelica sinensis, por medio de resonancia magnética nuclear
cuantitativa (RMNCc) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM). Encontraron que 1 se descompone rapidamente al ser almacenada en CDCl,, 1o que
diferia del estudio de estabilidad en CHCI,, atribuyendo la diferencia a la cantidad de
fosgeno o acido clorhidrico presente en e disolvente deuterado, que se descompone al ser
expuesto alaluz. Los otros disolventes que se probaron fueron n-hexano, metanol, DM SO
y una mezcla de hexano-acetato de etilo-agua-metanol (9:1:9:1), siendo este en e que
aumenta la estabilidad de 1. También llevaron a cabo la degradacién forzada de 1,

encontrando tanto por RMNc como por CG-EM que e compuesto se transforma
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sucesivamente a un epoxido, 4,5-dihidro-3-hidroxi-8-oxabutilftalida, butiraldehido y
anhidrido ftalico.

Lin et al.”® observaron que Z-ligustilida (1) se transforma a las ftalidas diméricas
diligustilida (rac-3) y riligustilida (rac-5) por accion de laluz y en los dioles rac-6 y su
epimero rac-epi-6, por accion del oxigeno del aire, concluyendo que estos compuestos son

producto de la ateracion postcosecha de los compuestos presentes en L. chuangxiong.

Hu y colaboradores establecieron que la descomposicion de 1 es favorecida por
factores como la temperatura, la luz y € oxigeno. Entre estos, la luz tiene un efecto méas
perceptible, asi como & uso de disolventes miscibles en agua o € almacenamiento en agua.
En cambio, cuando se agregan antioxidantes a Z-ligustilida (1) almacenada, su degradacién
es retrasada. Estas evidencias muestran que las reacciones de oxidacion, hidrélisis y
fotoquimicas tienen profundainfluencia en la estabilidad de 1. %

Otra evidencia de la labilidad de Z-ligustilida es la que aportaron Lau y
colaboradores, quienes analizaron la composicién quimica de los extractos crudos de raices
de Angelica sinensis (RAS) y rizoma de L. chuangxiong (RC) por medio de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo (CG-EMTC), y
compararon con los extractos de las mismas plantas después de tratamiento con vino. Para
el andlisis por CG-EMTC, se usaron como marcadores quimicos Z-ligustilida (1), Z-
butilidenftdlida (2), &cido ferdlico (10), butilftdida (24), senquiundlida A (25). Se
encontraron diferencias en e contenido de estos compuestos después del tratamiento con
vino en la composicion quimica de RAS y RC. En la primera, la cantidad de Z-ligustilida
(1) y Z-butilidenftalida (2) disminuyeron; la proporcion de écido ferdlico (10) aumenté 'y no
hubo variaciones significativas en el contenido de butilftalida (24) ni de senquiundlida A
(25). Por otro lado, la composicion quimica de RC después del tratamiento con vino
tambien cambié: la cantidad de 10 aument6 en 20% en relacidn con € extracto crudo; la
cantidad de 24 y 25 disminuy6 y la de 1 y 2 permanecieron constantes. En este mismo
estudio se establecié gque es posible discernir entre los extractos de RAS 'y RC con base en

el contenido de estos marcadores quimicos. Ademas se mostré que la estabilidad de las
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ftalidas podria depender del contenido de otros compuestos quimicos, como se desprende
del contraste en las variaciones quimicas de ambos extractos antes y después del

tratamiento con vino.®

Xiao et al. también observaron que Z-ligustilida (1) a ser amacenada bajo la luz
directa del sol a temperatura ambiente se transforma, primero en (32)-6,7-epoxiligustilida
(Z-26), que se hidroliza paraformar €l diol trans (rac-6), y este asu vez seisomerizaal diol
cis, o también ocurre que se isomeriza €l doble enlace exociclico para formar e epdxido E
(E-26), que también se hidroliza paraformar € diol rac-27.%

Mitsuhashi y colaboradores reportaron la epoxidaciéon con acido meta-
cloroperbenzoico (AMCPB) seguida de hidrdlisis basica de ligustilida. Los productos
fueron senquiundlida H (25) y senquiundlida | (7),** asi como la formacién de
senquiundlida L (25).* Ademaés, también prepararon diversos derivados con la finalidad de
determinar la estructura de Z-ligustilida (1), sometiendo este compuesto a hidrogenacion,
de donde se obtuvo butilftdlida (24), y las ftélidas di- y tetrahidroligustilida (28 y 29).%
También obtuvieron un dialdehido por calentamiendo de 1.%

Pr Pr Pr Pr Pr Pr
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Figura 6. Derivados de 1.

Beck y Stermitz hicieron reaccionar 1 con bencilamina y tioglicolato de metilo,
obteniendo e producto 30, derivado de la adicidén de bencilamina. El segundo nucledfilo
dio una mezcla de productos: 31, derivado de una adicion conjugada 1,6; 32, de una adicion
1,2; y el producto 33 disustituido. Estos resultados estén de acuerdo con la teoria de &cidos
y bases duros y blandos, porque la bencilamina, como base més dura (con respecto al
azufre), atacd a carbonilo de 1, que es un &cido mas duro que las olefinas (acidos méas

blandos), sitios donde se uni6 el nucledfilo de azufre, que es una base mas blanda. *
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Figura 7. Derivados de 1

2.1. Sintesisorientada a la diversidad

Los productos naturales han sido y siguen siendo una fuente de obtencién de
derivados semisintéticos que se emplean como farmacos. De las aprobaciones totales de la
Food and Drug Administration (FDA) de nuevos farmacos de 2000 a 2010, el 50% esta
relacionado con productos naturales o sus derivados, gue en muchas ocasiones poseen una
mayor actividad. La quimica sintética es importante en la construccion de bibliotecas de
estos derivados, mediante herramientas como la sintesis combinatoria a partir de esquel etos
de productos naturales, o la sintesis de compuestos miméticos de estos.*

No todos los compuestos son activos desde € punto de vista biolégico. Por lo
tanto, las sintesis que parten de productos naturales o se dirigen hacia estructuras
privilegiadas tienen mayor potencial de tener determinada actividad biol6gica. También
hay enfoques en los que las sustancias se prueban en una gran variedad de actividades
bioldgicas, en las gque intervienen diferentes mediadores, para probar la capacidad de
interaccién de los compuestos de bajo peso molecular con las biomacromoléculas

involucradas.®

La sintesis orientada a un objetivo esta enfocada a la preparacion de
compuestos que pueden ser farmacos o candidatos a farmacos. El andlisis retrosintético es
la herramienta indispensable para este enfoque, cuya exporaciéon se sirve también de la
preparacion de una biblioteca de compuestos con caracteristicas estructurales similares,
gue tengan el potencia para enlazarse a una proteina previamente seleccionada como
blanco.
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Por el contrario, la sintesis orientada a la diversidad no estéd encaminada ala sintesis
de un objetivo en especifico, ni a la posible unidn con una proteina en particular; en
consecuencia, € andlisis retrosintético no es aplicable, sino que se busca la sintesis de
muchos compuestos complejos con diversas estructuras. Este tipo de sintesis se analiza de
los reactivos hacia los productos, y si bien aun no hay un conjunto de principios que guien
su planeacion, es util € uso del andlisis conformacional y de rutas sintéticas que
incrementen la ramificacion, para que permitan la union de diferentes fragmentos Utiles en

el proceso de diversificacion estructural .

La identificacion de substancias de bajo peso molecular con actividad bioldgica
puede ser favorecida por la exploraciéon de bibliotecas de compuestos funcionalmente
diversos, en la medida en que de esa forma incrementa la posibilidad de identificar
entidades quimicas con las propiedades deseadas. Para €ello es Util la preparacion de
compuestos con diversidad estructural, la cua tiene, esencialmente, cuatro componentes:
(a) la diversidad de bloques constructores arededor de un esqueleto; (b) la diversidad de
grupos funcionales presentes; (c) la diversidad estereoquimica; y (€) la diversidad de
esqueletos. A ladiversidad estructural se debe afiadir la complgjidad estructural, que puede

favorecer lainteraccion con macromoléculas de forma selectivay especifica.®”

Galloway et al.*” definieron a la sintesis orientada a la diversidad como “la sintesis
deliberada, simultédnea y eficiente de més de un compuesto objetivo en un enfoque
conducido por la diversidad”. Su objetivo esla generacion de bibliotecas con alto grado de
diversidad estructural que abarque gran parte del espacio quimico, que puedan tener
actividad incluso en aquellos procesos cuya modul acion es considerada desafiante.
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3. JUSTIFICACION

Una gran variedad de productos naturales ha sido empleada exitosamente en €l
tratamiento de varias enfermedades, o como compuestos lider, en la sintesis tota o
semisintesis de otros compuestos con actividad biolégica mejorada en relacion con los
propios productos naturales.

La sintesis orientada a la diversidad es una herramienta Gtil con gran potencial
para la obtencion de substancias con actividad biolégica, incluso por mecanismos
desconocidos 0 novedosos, en la medida que tiene como objetivo la exploracion del
espacio quimico, a través de la sintesis de compuestos con estructuras diversificadas y
novedosas que pueden interactuar con las biomacromoléculas involucradas en los procesos
fisiol6gicos de los padecimientos.

La ftélida de origen natural Z-ligustilida (1) se obtiene con relativa abundancia

delasraicesde L. porteri, teniendo una pluralidad de actividades biol 6gicas notables.

Por otro lado, muchos productos naturales, incluyendo Z-ligustilida (1), tienen
particularidades estructurales, funcionales y estereogquimicas, que implican dificultades en
su preparacion, y les confieren a aquellos una reactividad especifica cuyo estudio permite

seguir aportando conocimiento sobre la quimica de los compuestos organi cos.

Dada la importancia de los agentes antiinflamatorios y citotoxicos, es
conveniente explorar el espacio quimico adyacente a Z-ligustilida (1) con € fin de obtener
nuevos compuestos que puedan tener estas actividades, y paralelamente, aportar datos

sobre esta substancia en apariencia sencilla desde el punto de vista estructural.
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4. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la aportacion de conocimiento cientifico
sobre la reactividad de Z-ligustilida (1) y agunos derivados, logrando con sus
transformaciones explorar compuestos estructuralmente muy diferentes, que pudieran ser
bioactivos y, en la medida de lo posible, contribuir al establecimiento de relaciones

estructura-actividad, através de los siguientes objetivos particul ares:

e Obtener derivados de Z-ligustilida (1) mediante reacciones de reduccién,

cicloadicién, hidrélisisy adiciones nucleofilicas.

e Evauar laactividad antiinflamatoria y citotdxica (lineas celulares) de los
derivados de Z-ligustilida (1).

o Establecer relaciones de estructura-actividad con Z-ligustilida y sus

derivados, en las actividades biol 6gicas evaluadas.
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5.HIPOTESIS

Se ha demostrado que la ftalida de origen natural Z-ligustilida (1) posee una
variedad importante de actividades biol6gicas, entre ellas |as actividades antiinflamatoria y
citotéxica. Es reconocido que frecuentemente los derivados semisintéticos muestren

actividad mejorada o modulada; es decir, con menores efectos secundarios.

Asi, la exploracion del espacio quimico, por medio de sintesis orientada a la
diversidad, puede permitir e hallazgo de sustancias que actlen contra padecimientos

conocidos por vias aln inexploradas.
En consecuencia, es posible obtener a partir de Z-ligustilida (1) compuestos con

estructura diversificada que posean actividad antiinflamatoria mejorada en relacion con la
ftalida original, 0 que muestren actividad citotoxica en ciertas lineas celulares.
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6. RESULTADOSY DISCUSION

En este capitulo se exponen y discuten los resultados de la reactividad de Z-
ligustilida (1) y de agunos de sus derivados. Se explica la reduccion de ese compuesto y
una transformacién de uno de los productos de reduccién a través de una reaccién de
Alder-Rickert. Igualmente se exponen las dificultades para llevar a cabo reacciones de 1
con diferentes nucledfilos, y la forma en que se logré dlanarlas, para obtener los
derivados. Finalmente, se dan a conocer los resultados de la actividad antiinflamatoria y
citotéxica en las lineas celulares U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1 de los
compuestos obtenidos en la presente investigacion.

6.1 Reduccién de Z-ligustilida (1)

Con €l objetivo de activar e homodieno de Z-ligustilida (1) y redizar més
eficientemente la reaccion de Alder-Rickert con diferentes diendfilos electrofilicos, se
intentd la reduccién del carbonilo y del doble enlace exociclico. La reduccion de 1 con
LiAIH, sellev6 acabo avarias temperaturas y en presenciade Et,O o THF (Tabla 1).

Por medio de las placas de c.c.f., se notd que la materia prima desapareci6, y en
su lugar habia compuestos mas polares. Uno de los compuestos que se generaron se
caracterizd como sedanendlida (33), cuya identificaciéon se hizo por comparacion de sus
datos espectroscopicos con los repotados previamente.®® El otro compuesto generado fue
34, que resulté muy 14bil y hubo dificultad en su caracterizacion espectroscopica, por 1o
gue su estructura se discute Unicamente con base en la informacién obtenida a partir de los
estudios de resonancia magnética nuclear, incluyendo los experimentos HSQC, HMBC y
COSY.
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Esquema 7. Reduccion de 1 con LiAIH,

Las condiciones en que se llevo a cabo la reaccidn de reduccion de 1 se muestran
enlaTablal.

Tabla 1. Condiciones de reaccion y rendimiento paralas reacciones de 1

Disolvente T t (min) 33 34
Et,O 0°C 30 39% 4%
Et,O th 180 28% no
THF 0°C 30 44% 8%
THF reflujo 90 42% 13%
THF reflujo 300 c.cf. c.cf

Laanotacién “no” significa que no se observo su formacion; c.c.f indica que si se obtuvo el
compuesto, de acuerdo alo observado en cromatografia en capa fina.

El aisamiento y caracterizacion de 34 fue dificil debido a que en €l proceso de
purificacion por cromatografia en columnay en capa fina se transforma a otros productos;
no obstante, el andlisis de los datos de resonancia magnética nuclear permite postular la
estructura indicada.

En el espectro de RMN **C de 34, se encuentran doce sefiales, cuatro de €ellas
correspondientes a carbonos sp?, ubicadas en 8. 137.6, 130.6, 127.3 y 127.2. De acuerdo
con los experimentos DEPT 90 y 135, las primeras dos sefiadles son de carbonos
cuaternarios y las Ultimas dos son de metinos. En €l espectro de RMN *H, los hidrégenos
unidos a estos dos ultimos carbonos generan las sefidles en 6, 6.01 (dt, J = 9.5 Hz, 1.5 Hz)
y 5.88 (dt, J = 9.5 Hz, 4.0 Hz), correlacionan entre si en COSY, y son similares a las
sefides del ciclohexadieno de 1, pero desplazadas hacia campo alto. La sefid en §,, 6.01 se
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atribuye a H3 y la ded ,, 5.88, a H4, debido a que H3 se encuentra en e plano de
desproteccion de la olefina C1-C2. Ademés, la sefid de H4 correlaciona en e espectro
HMBC con la sefial del carbono base de oxigeno en 6. 61.1, C1'. Este ultimo, de acuerdo
con & experimento HSQC correlaciona con los hidrégenos diastereotopicos que dan lugar
alas sefides end |, 4.29 (d, J = 120 Hz) y 4.13 (d, J = 12.0 H2); es decir, son los
hidrégenos unidos a C1' (H1'ay H1'b). Bajo un argumento similar, por € desplazamiento
quimico propio de &omos de carbono de oximetino, 0 aomos de hidrogeno unidos a este
tipo de carbonos y por su correlaciéon en e experimento HSQC, se encuentra que C7 da
origen ala sefial en 6. 70.6, y H7 general la sefid ubicadaen §,, 4.63 (t, J=7.0Hz). En €
experimento COSY, la sefial de H7 tiene correlacion con la de los hidrogenos que dan
sefiales multiples en 6, 1.63-1.70 y 1.48-1.56, por |o que se asignan a los hidérgenos H8.
Estas sefiales tienen correlacion en €l espectro HSQC con la sefial en 6. 35.0, que se asigna
por eso a C8. Las seflalesen 0. 28.3, 22.8y 14.2, y sus correlativasen §,, 1.32-1.36 y 1.18-
1.25, 1.29-1.37 y 0.90 (t, J = 7.0 Hz), corresponden al resto de la cadena de alquilica (C9,
C10y C11). Las sefides de los carbonos aliféticos del ciclohexadieno se encuentran en o
229y 21.8 (C6 y C5, respectivamente), y las sefiales en e esectro de RMN 'H que les
corresponden se encuentran entred , 2.08-2.16 y 2.25-2.32, en la region de hidrégenos

alilicos, en concordancia con la estructura propuesta.

Laformacion de 33 en mayor proporcién parece indicar que € mecanismo de la
reduccion de 1 (Esquema 8) procede mediante un ataque del hidruro a carbono C8 de este
compuesto, que después de una tautomeria ceto-endlica se convierte en la forma cetonica,
esto es, en e anién de sedanendlida (33). La observacion de que en THF a aumentar €l
tiempo y temperatura de reaccion disminuye € rendimiento de 33, y que a calentar a
reflujo por 5 h en este disolvente el compuesto 1 en presencia de LiAIH,, dalugar a una
mezcla compleja, sugiere que 33 se forma primero y posteriormente se transforma en otros
compuestos de reduccion, entre ellos 34, y posiblemente también productos secundarios de
condensaciéon; ademés una vez terminada la reaccion, € producto 33 continda
transformandose, por g emplo, a butilftalida (24).
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Esquema 8. Mecanismo de formacion de 33

AUn mas, es probable que la formacion de 34 podria tener lugar en e momento en
gue se comienza a llevar a cabo la desactivacién del exceso de LiAlH,, porque €
intermediario que se forma no es electrofilico y consecuentemente no puede ser atacado
por otro hidruro, para lo cual habria mayor densidad de carga negativa, que dificilmente
podria ser estabilizada. Esto explicaria € bajo rendimiento en la formacion de 34, porque
como se sugiere en €l Esquema 9, cuando entra en contacto un poco de agua en la mezcla
de reaccién, ocurre la protonacion del enolato para fomar sedanendlida, que reacciona con
el exceso aun existente de LiAlH,, reduciéndose la lactona. Es interesante que este otro
compuesto mayoritario posee alin e ciclohexadieno conjugado, debido a que la reduccién
mediante adicion conjugada 1,4 de hidruro en el carbono C3a, tendria mayor impedimento
estérico para llevarse a cabo, en relacion con la adicion 1,6 gque se sugiere se lleva a cabo
inicialmente. Por |o tanto, aunque seguramente esa adicion podria ocurrir en alguna etapa
de lareaccion, seguro lo haria en mucho menor proporcion, por larazon expuesta, como se

puede deducir de la observacion de los productos formados en mayor proporcion.

Bu Bu Bu
+H,0 +H,0
( [l x0 + He[M] s OH He[M] e OH
XN -OHO H -OH© H
G {o OH
33 34

Esquema 9. Propuesta de reduccién de 33

6.2. Reaccion de Alder-Rickert de sedanendlida (33)
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El compuesto 33 se calentd a reflujo por 22 h en tolueno con acetilendicarboxilato
de dimetilo (ADDM), con €l objetivo de obtener 35.

OCH; 5 H,CO
o + 3 3
@ 3CO\H/J\ Tolueno,
reflujo, 22 h

47%

ADDM

Esquema 10. Reaccion entre 33y ADDM

Efectivamente, la reaccion dio lugar a un producto que en e espectro de RMN *'H
mostré dos sefides dobles (6, 8.02 (H7) y 7.95 (H6)) en la regidon aromética, con tipico
acoplamiento orto de 8.0 Hz. Hay dos sefiales simples en 6, 3.95 y 3.95 que por su
desplazamiento quimico e integracion se atribuyen a las generadas por los hidrégenos de
los metoxilos provenientes de ADDM. También hay una sefia end, 5.75 (dd) que se
atribuye a H3, que se acopla se acopla a tres enlaces con dos hidrégenos diastereotopicos
(3J = 8.0, 3.0 Hz). De acuerdo con las interacciones observadas en HSQC, alos hidrégenos
H7 y H6 estan enlazados con los carbonos que dan lugar a las sefides en 6. 127.74 (C7) y
130.32 (C6). Las otras sefiales de carbonos arométicos son cuaternarias y se encuentran en
& 148.6, 135.8, 129.6 y 127.8. En € espectro de RMN C hay tres sefiales de grupo
carbonilo, en 8. 168.5, 166.3 y 166.1, que se pueden atribuir, la primera, a la lactona que
proviene de 33, y las otras dos a diéster proveniente de ADDM. También hay dos sefiales
muy cercanas tanto en RMN *C (8. 53.1 y 53.0) que se atribuyen a los metoxilos
provenientes también de ADDM. Hay una sefiad de carbono de oximetino (8. 81.56) que,
debido a que se encuentra desplazada hacia campo bagjo, concuerda con un carbono
bencilico unido a oxigeno (C3), y que muestra correlacion en el experimento HSQC con la
sefial de H3.

El rendimiento de lareaccién fue de 47% y se observo que aproximadamente 15 al

20% de materia prima queda sin reaccionar, cantidad que fue recuperada, aun cuando se
aumentd la cantidad de ADDM (de 4 a 8 equivalentes).
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La formacién de 35 se explica por medio de una reaccion de Alder-Rickert, en la
gue un ciclohexadieno reacciona con un acetileno, en la especie ADDM, para formar un
compuesto biciclo[2,2,2]-octadieno por medio de unareaccién de Diels-Alder, € cual sufre
una retro Diels-Alder, liberando etileno y un compuesto aromético, como se ilustra en €l
Esquema 11.

Esquema 11. Mecanismo de reaccién de Alder-Rickert entre 33y ADDM

En las condiciones en que se llevd a cabo la reaccidn, no se logré obtener el
“intermediario” de Diels-Alder, debido, probablemente, a la baja estabilidad de éste, que
gue facilmente forma de nuevo las materias primas, o bien libera etileno y e producto 35.
Este, debido a que es aromético, es mas estable y no vuelve a reaccionar para formar el
cicloaducto de Diels-Alder. Por ese motivo la ultima flecha del mecanismo indica un solo
sentido, demostrando la irreversibilidad del paso. Es probable, por lo tanto que si se
aumentara €l tiempo de reaccion, habria mayor acumulacion de producto; sin embargo,
esta hipotesis no se comprobo.

6.3. Reaccion de Z-ligustilida (1) con PANHNH,

Se llev6 a cabo la exploracion de la reaccion entre Z-ligustilida (1) y
fenilhidrazina de varias formas. En todos los casos se obtuvieron mezclas complejas
coloridas, en los que se veia en gran medida la presencia de 1 sin reaccionar. Se asumio
gue las mezclas se debian principalmente a productos de descomposicién de fenilhidrazina,

por lo que se intentd llevar a cabo la reaccion en atmésfera de nitrégeno. De ese modo se
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logré reducir la complgjidad de las mezclas, no obstante, también quedaba gran cantidad
de 1 sin reaccionar. Los intentos que se llevaron a cabo para que procediera la reaccion se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones ensayadas parallevar a cabo lareaccion entre 1 y PANHNH,

1 PhNHNH, o _
Intento Condiciones Observaciones
(mmol) (mmol)
1 0.45 0.46 EtOH, reflujo, 3h Mezclacompleja
EtOH, MW, Mezclamuy
2 0.29 0.29 _ _
145°C, 10 min compleja
EtOH, MW, Mezcla muy
2a 0.29 +0.29 _
108°C, 3h compleja
EtOH, reflujo,
3 0.29 0.44 n.r. (c.c.f.)
24 h, N,
EtOH, reflujo, 24 h, N,,
4 1.02 1.07 n.r. (RMN)
AcOH_,

Notas: (a) La abreviatura n.r. significa que no hay reaccién. (b) El intento 2a, que indica
+0.29 en la columna de PANHNH,, indica que ala mezcla del intento 2 se adicionaron 0.29
mmol de ese reactivo y se volvio a hacer reaccionar la mezcla.

Por medio del andlisis del espectro RMN 'H del crudo de reaccion del intento 4
(Figura 8), se corrobor6 que quedaba aun gran cantidad de 1 sin reaccionar. También se
noté que aunque en c.c.f. la mezcla de reaccion era menos compleja en comparacion con
los intentos en que no se llevo a cabo la reaccion en atmaésfera de N, comenzaba a haber
descomposicién, aparentemente de PANHNH, (debido a los cambios que se observaron en
las sefiales de RMN 'H en laregion de hidrégenos arométicos). En el espectro de RMN 'H
del crudo de reaccion hay una sefia adicional en o, 7.04. Ademas, las sefiales del reactivo
se notan més anchas y complejas. Esto puede deberse a la descomposicion térmica de la

fenil hidrazina, o bien, a su oxidacién con oxigeno remanente.
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Figura 8. Espectros RMN *H apilados de (a) En la parte superior, el crudo de reaccién
entre 1 y PANHNH,; (b) En medio, el compuesto 1 puro; y, (c) En la parte inferior,
PhNHNH, pura

L as observaciones anteriores llevaron a la conclusion de la poca reactividad de Z-
ligustilida (1) frente a fenilhidrazina.

Esto puede deberse a que aungue fenilhidrazina es un compuesto nucleofilico, €
compuesto 1 no es lo suficientemente electrofilico para reaccionar. Para corroborar esta
hipétesis, se consideré pertinente la hidrélisis de la lactona para obtener € cetoécido
correspondiente. En principio, € carbonilo de la cetona deberia ser mas electrofilico que
el carbonilo de 1, y en consecuencia la reaccion entre el cetoacido y el nucledfilo deberia
proceder. Lo agui planteado se discute en los apartados que siguen.

6.4. Hidrolisis de Z-ligustilida (1)
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La hidrdlisis de Z-ligustilida (1) (Esgquema 12) se llevd a cabo con calentamiento

por microondas en medio bésico (K,CO,). EI megor rendimiento (78%) se obtuvo a

calentar el compuesto disuelto en acetonay una disolucién acuosa de la base al 10%, a 140

°C por 6 min. Variaciones de la concentracion de labase y de 1 tienen efecto importante en

el rendimiento de la reaccion. Como se nota en la Tabla 3, € intento 2, en el que la

concentracion de 1 y la de la base son dtas, € rendimiento es menor; cuando la

concentracion de 1 es muy baa, € rendimiento también es bao (intento 3). Las

condiciones Optimas son cuando |as concentraciones de ambos compuestos son moderadas.

Esto se nota al comparar losintentos 1y 5, en € que las concentraciones de 1 son iguales,

pero cuando la concentracion de K,CO, cambia de 20% a 10%, €l rendimiento sube de

51% a 78%.

7 Pr s @) .
2
4
o K,CO3 7 g 10
H,O 5 T~ OH
6
& Me,CO I
1 36

Esquema 12. Hidrdlisisde 1

Tabla 3. Condiciones de hidrélisis

% m/V o
Intento C; (mmol/mL)? Rendimiento
K,CO,

1 20 04 51%
2 20 11 22%
3 10 0.1 41%
4 10 0.3 60%
5 10 04 78%

a. indicala concentracion de Z-ligustilida (1)
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L os resultados expuestos resultan 16gicos tomando en consideracion gue se forman
dos fases, y que por lo tanto a incrementar las repulsiones hidrofébicas, con
concentraciones muy altas de los reactivos, estos entran menos en contacto debido a la
inmiscibilidad de las fases. Por otro lado, cuando las concentraciones son adecuadas,
ambas fases entran en contacto y por ende los reactivos también, y procede mejor la
reaccion. Cuando es muy baja la concentracion de los reactivos € rendimiento es bajo,
debido a que se trata de reacciones en equilibrio, que se encuentra desplazado hacia la

formacién de los reactivos, dada su baja concentracion.

Comparando la reactividad de 1 con respecto a la hidrélisis y a la adicién de
PhNHNH,, resulta evidente la €eficiencia de la primera transformacion, ya que en esta
reaccion €l nucledfilo es € ion hidroxilo, que al poseer carga formal negativa, aumenta su
caracter nucleofilico.

De la observacion del espectro de RMN 'H del producto, queda clara la
transformacion de 1, puesto que desaparece la sefia triple del hidrégeno vinilico (H8)
centrada en 9, 5.21, y las sefiales de los hidrogenos vinilicos del producto se encuentran
ligeramente desplazadas a campo alto en relacion con las de 1: la sefial de H7 de 1 se
desplazd de 6, 6.29 a6.01 (H-6 en 36); lade H6, de §,, 6.15 (H6 en 1) a5.96 (H5 en 36).

En RMN *C no se observa la sefia tipica de un carbonilo de cetona. Esto se
atribuye a que e cetoécido 36 se encuenta en equilibrio con su forma hemicetdica (y-
hidroxi-y-lactona) 37, observandose las sefiales de este Ultimo compuesto. El equilibrio
esta desplazado hacia la formacién de 37 y por lo tanto, son éstas las sefides de este
compuesto las que se observan. Esto explica también la separacion de las sefidles de los
hidrogenos de los metilenos a- y p- a carbono hemicetdlico, que es un centro
estereogénico que causa que los hidrogenos vecinos sean diastereotopicos. Esta

observacion se refuerza con la hidrélisis de 2, que se discutira posteriormente.
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OH o
36 37

Esquema 13. Equilibrio cetoéster-hemicetal

Figura 9. Espectros apilados de RMN *H de 1 (inferior) y 37 (superior).
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Figura 10. Espectro de RMN **C de 37

6.5. Reacion entre 36 y PhNHNH,

Lamezcladel cetoacido 36 y fenilhidrazina se calentd a reflujo en EtOH por 1.5 h,
observandose que hubo transformacién a un producto de condensacién, como se muestra
en el Esquema 14.

Bu

(@]
Bu PhNHNH, SN
—_— " h
(@] EtOH | NPh
85%
(0]

OH
36 38

Esquema 14. Reaccién entre 36 y PANHNH,
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Lareaccion se llevo a cabo en atmdsfera de nitrogeno porgue, como se describio en
lineas anteriores, la fenilhidrazina se oxida facilmente. En estas condiciones, la reaccién

tuvo un rendimiento de 85%.

De ese modo se comprobd que el cetoacido 36 es més electrofilico que la ftalida 1,
como se habia previsto, por lo que la reaccion procede para formar la fenilftalazona 38,
con buen rendimiento y como producto Unico aislado, porque solo se recuperd materia
primay ese producto.

La formacién del producto 36 se comprobd por medio de espectroscopia y
espectrometria de masas. En e espectro de RMN 'H se observan las sefiales del sistema
vinilico desplazado hacia campo bgjo, en 9, 6.91 (td, J = 9.5, 2.0 Hz, H8) y 6.30 (td, J =
9.5, 45 Hz, H7). Las sefidles del fenilo proveniente del nucledfilo se observan como
sefiales propias de un sistema AA'BB'C, esto es, dos multipletes (0, 7.63-7.59y 7.47-7.43)
y una sefid triple de triplesen 6, 7.35 (J = 7.4, 1.2 Hz), correspondiente a H4'. La sefial
del grupo carbonilo se localizaen & 157.9, y ladd carbono de laimina se observa en o
147.8. Las sefides del primer metileno de la cadena de butilo esta desplazado a campo bajo
debido a su vecindad con laimina, en 6. 32.2y d,, 2.66.

La reaccion tiene esa regioselectividad en virtud de que & atomo de nitrégeno mas
nucleofilico de PANHNH, es e terminal: la conjugacion con el sistema aromético del
atomo de nitrégeno interno disminuye la disponibilidad de su par de electrones para
proceder con la adicion nucleofilica. Ademés, € sitio a que se une este &omo es el
carbonilo de cetona, més electrofilico que el carboxilo del &cido, dando lugar a una imina.
En e Esguema 15 se ilustra que ese es e primer atague que ocurre y determina la
selectividad. Es probable que €l segundo atagque, que ocurre del &omo de nitrégeno menos
nucleofilico a domo de carbono menos electrofilico, se encuentre facilitado debido a la
cercania de ambos en la hidrazona intermediaria, que tampoco se pudo aidlar, por lo que la
reaccion procede con buen rendimiento paraformar el segundo ciclo de seis atomos.
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Esquema 15. Mecanismo de reaccién para formacion de 38

6.6. Reaccion entre 36 e NH,OH

Se intentdé llevar a cabo la reaccion entre Z-ligustilida (1) y NH,OH-HCI
directamente, en ausencia de cualquier otro reactivo, pero no ocurrié ningan cambio. Al
aumentar el tiempo de reaccion tampoco se observé cambio alguno. Al calentar con
microondas, s bien en apariencia hubo cambio en e color de la disolucion, en

cromatografia no se veia un cambio claro ain después de agregar base.

Tabla 4. Exploracion de reaccion entre 1y NH,OH-HCI

Intento 1 (mmol) NH,OH-HCI Condiciones Observaciones
1 0.48 0.48 mmol EtOH, reflujo, 3h n.r.(c.c.f.)
EtOH, reflujo,
2 0.75 0.74 mmol n.r.(c.c.f.)
24 h
EtOH, MW, 140 °C, 10 Mezcla amarilla; n.r.
3 0.75 0.74 mmol
min (cct)
EtOH, MW, 140 °C, 10 _
4 0.63 0.65 mmol Mezcla complea

min, 0.75 mmol K,CO,

Nota: n.r. indica que no se observé que procediera lareaccion.
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Ante |los resultados de los intentos mencionados, se decidio [levar a cabo lareaccion
con 36 en lugar de 1, calentando con microondas a 140 °C, por 16 min en EtOH, lo que

resulté en una mezcla de dos productos.

El producto més polar muestra en los espectros de RMN 'H y *C sefiales
esencialmente iguales, aungque con diferente desplazamiento quimico, deduciéndose por lo
tanto que la conectividad carbono-carbono y carbono-hidrégeno se mantiene como en 36.
El carbono C4 da una sefial en RMN **C en &, 157.0, adecuado para el carbono enlazado a
nitrégeno de una aciloxima. Esta sefid tiene correlacion en e espectro HMBC con los
hidrégenos cuyas sefiales se encuentran en §, 2.63-2.55 (H9, sefial traslapada con la de
otros dos nucleos, por la integracion) y 1.61 (g, J = 7.5 Hz, H10), confirmando de ese
modo su asignacion como C4. Las sefiales en RMN *H correspondientes a los hidrégenos
vinilicos del compuesto se encuentran desplazadas a campo bgjo, en §,, 6.65 (dt, J = 9.5,
2.0 Hz, H8) y 6.35 (dt, J = 9.5, 4.0 Hz, H7) La observacién en el espectro de masas del
pico base en m/z 206.0985 (M+1) y 411.1785 (2M+1), confirman que se formo el segundo
ciclo. También se puede notar la pérdida de los fragmentos C,H; y C,H,, en m/z 178.1013 y
150.0369. Con base en esta informacion se confirma la benzoxazolona 39 como estructura
para este producto de reaccion.

Figura 11. Estructuray numeracion de 39
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Figura 12. Espectro de masas de 39.

En e espectro de RMN “*C del producto de menor polaridad de esta reaccion, se
observaron catorce sefidles de carbono, esto es, dos d&omos de carbono adicionales al
producto 39. En RMN 'H, se observan las sefiales tipicas del ciclohexadieno de este
compuesto: las sefiales de dos hidrégenos vinilicos, uno en §,, 6.20 (dt, °J = 10.0 Hz, *J =
1.5 Hz), deduciéndose que es el hidrégeno interno del dieno (H6) y otro en 6.11 (m, H5),
ligeramente desplazadas hacia campo bajo en relacién con 36 y hacia campo alto en
relacion con 1; también se observd una sefial multiple alrededor de 6,, 2.53 que integra para
cuatro hidrégenos. De acuerdo con las interacciones que se encuentran en el espectro
HSQC, estos hidrégenos se encuentran enlazados a los carbonos cuyas sefiales estan
desplazadas a 6. 116.7 (C6), 132.0 (C5), 23.1 (C4) y 20.7 (C3). En €l espectro HMBC se
observan correlaciones entre las sefiales de H6 y las sefidles de carbono cuaternarias
ubicadas en 6. 112.0 (C1), 132.0 (C2) y 159.4 (C7), (en € experimento HMBC tienen
correlacién con el hidrogeno vinilico H6, y el multiplete de los hidrogenos alilicos). Asi se

completa el fragmento A que se muestraen laFigura 13.
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Hay dos metilos, uno de los cuales (C5', §,, 0.95y o 14.2) se encuentra enlazado a
un metileno (C4', 8. 23.5) y este, a su vez, con otro metileno (C3', O, 26.2). Las sefides
correspondientes a los hidrégenos de ambos metilenos se enciman alrededor de 6,, 1.36. El
metileno C3' también se acopla, de acuerdo con lo observado en los espectros HMBC y
COSY, con e metileno con sefial de carbono en o, 36.8 (C2') y cuyos hidrogenos (H2'ay
H2'b) originan las sefiales doble de doble de dobles en §,, 2.04 (?3J = 14.0, 3] = 11.5, 4.5 Hz)
y 1.84 (3J = 14.0, ®J = 11.0, 5.0 Hz). La no equivalencia magnética puede atribuirse a la
rigidez generada por la posible formacion de puentes de hidrogeno intramolecular. Las
sefiadl es de ambos hidrégenos H2' (,, 2.04 y 1.84) tienen correlacién en HMBC con la sefial
de grupo carbonilo en 8. 170.5 (C1").

El otro metilo mostré sefiales en los espectros de RMN *Hy *C en §,, 1.23 (t, 3] =
7.0 Hz) y 6. 15.5 (C9) De acuerdo a lo observado en los espectros de RMN 'H y COSY,
los hidrogenos de ese metilo se acoplan con dos atomos de hidrogeno que dan sefidles
dobles de cuadruples, end,, 3.47 y 3.38 (°J = 9.0, °J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz), enlazados a
carbono base de oxigeno desplazado a 6. 60.1 (C8). El fragmento C es, como se indica en

la Figura 13, un etoxilo.

N
():‘)\ fkﬂ/\/ CHs B”f\o/\cHg
o
o
A B

Cc

Figura 13. Fragmentos A, B y C de la estructura del producto menos polar entre 36 y
NH,OH

Sabiendo que uno de los compuestos que reaccioné fue NH,OH, y considerando que
el aomo de carbono cuya sefiad se desplaza a &, 170.46, dentro de la regién de carbonilos

de amida, se concluye que la estructura del compuesto es la que se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Estructura del compuesto 40

Con la estructura de ambos compuestos determinada, se puede establecer que €

rendimiento global de la reaccidn fue de 71%, como se muestra en el Esquema 16.

Q Y
Bu  NH,OH-HCI ( N NH
——— +
OH EtOH, MW X O OEt
o) o o)
36 39 40
(17%) (54%)

Esquema 16. Reaccién entre 36 y NH,OH

Para la formacion de ambos compuestos, es necesario primero la formacion de la
oximall, como se muestraen el Esquema 17. Se propone gue la reaccion es catalizada por
el proton proveniente del clorhidrato de hidroxilamina. Esto deja libre a par de electrones
del &omo de nitrégeno (mas nucleofilico que e de oxigeno) para atacar a carbonilo de la
cetona (més electrofilico que el del &cido). Laoximall no se pudo aislar ni caracterizar en
las condiciones en que se llevd a cabo la reaccion. Este intermediario comun continda

reaccionando paradar lugar alos compuestos 39 y 40, como se explica méas adelante.

49



Y
Bu ® B S
+ u +
OH NH3OH oH NH,0H
o 0
36
H ® OH ,OH
N. HN N
TOH Lo | ® |
2 | Bu H | Bu
~ OH NN OH
o}
11

®
Bu
+H,0
(e}

OH
(@]
Esquema 17. Formacion de laoximal 1 a partir del cetoacido 36 y NH,OH-HCI
El mecanismo de reaccion mediante € cual la oxima |1 se transforma en 39 se

muestra en el Esquema 18. Se parte del isdmero Z-11 (intuitivamente se nota que el isdmero

E no podria reaccionar paraformar 39), en el cual el hidroxilo de la oxima ataca al carbono

del carboxilo, paso que puede estar catalizado por la presencia de HCl en el medio, que
protona el oxigeno sp? de ese grupo. Una vez formado el enlace carbono-oxigeno, ocurre

una serie de reacciones de transferencia de protones y finamente la eliminacion de agua

para que se forme 39.
Bu Bu
®® N ®
SN +H-H | N -H,0,-H
| = o < ® -
i HO+H X
H,O%:OH
(0]
2® 39

B
HO . u
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Esquema 18. Mecanismo de reaccion paralaformacion de 39
Por otra parte, para que se lleve a cabo la formacién de 40, también es notoria la
importancia del medio acido, puesto que un anadlisis de la transformacién revela que se trata
de una reaccion de Beckmann. Esta reaccion, tipica de oximas en medio acido, procede por
la protonacion del hidroxilo de la oxima, que promueve lamigracion del butilo al nitrogeno

y la eiminacion de agua. El carbocation es estabilizado por agua para formar el iminol
protonado, €l cua se desprotonay se tautomeriza ala amida. La presencia del éster etilico

@ @
-H,+H
HO OH
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40 se explica mediante el mecanismo de adicion — eliminacion promovida por acido. Este
mecanismo seilustraen el Esquema 19.
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Esquema 19. Mecanismo de formacion de 40

Como se menciong, laformacion de 40 se explicé como una reaccién de Beckmann
seguida de una esterificacion; sin embargo, un panorama més completo de lo que podria
estar ocurriendo en e seno de la reaccion se ilustra en el Esquema 20. En este se puede
notar que la esterificacion 36 y la adicion de NH,OH a mismo puede ser simultanea. El
cetoéster que se forma a partir de 36 también puede ser atacado por NH,OH. Dd ataque de
ese nucledfilo al cetoacido y al cetoéster resultan cuatro compuestos (losisdbmeros Ey Z de
las oximas). Los isdmeros Z de ambas oximas tienen la geometria adecuada para la
ciclacién, por 1o que ambos dan lugar a 39. En cambio, los isomeros E tienen la geometria
adecuada para gque se de la migracion del fragmento de ciclohexadienilo (que se encuentra
trans a hidroxilo).
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Esquema 20. Competencia de reacciones de 36 con NH,OH en EtOH

En virtud de que la presencia de HCI disminuyé € rendimiento en la formacion de
la bezoxazolona 39, se decidio llevar a cabo la reaccion en presencia de Et;N, inhibiendo
asi la reaccién de Beckmann. El resultado fue e previsto, logrando que Unicamente se

formara 39.

(e} Bu
Bu NH,OH-HCI | \N
OH EtsN (0]

EtOH, MW
0]
38 40

(55%)

Esquema 21. Reaccion entre 36 y NH,OH-HCI en presencia de Et;N.

Una observacion experimental sobre estos compuestos es que ambos son

especialente sensibles ala aromatizacion.

La afirmacion anterior se hace evidente con los espectros de RMN *H de ambos
productos. Se tomaron |os espectros de las muestras de ambos productos recién purificads y
posteriormente se repurificaron y se tomaron nuevamente |os espectros después de algunos

dias.
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En la Figura 15, se muestran los espectros de RMN 'H correspondientes a 39. En
ambos espectros hay cuatro sefial es de hidrégenos aromaticos, en d,, 8.40, 7.94, 7.85y 7.74
gue corresponden a compuesto aromético que corresponde; sin embargo, en e espectro
inferior son més notorias estas sefides. Iguamente, las sefides de hidrogenos alifaticos
cercanas a las de 39 son mas evidentes en e espectro de la muestra cuyo espectro se tomd
después de dias de haberla purificado. De acuerdo con la relacién de areas bajo la curva de
las sefiales de 39 y del compuesto aromatizado en RMN *H, |a proporcion de 25:1, en la
muestra recién purificada, cambia a 8:1, en la muestra analizada después de dias de haber
sido purificada.

Figura 15. Espectros de RMN *H de 39 de una muestra recién purificada (superior) y de
una muestra después de varios dias de haberla purificado.

En el caso del compuesto 40, la transformacion es ain mas evidente, puesto que las
sefiales de compuestos aromaticos (6, 7.88, 7.71, 7.58 y 7.48) en el compuesto recién
purificado son casi imperceptibles. También aparecen sefiales de hidrogeno unido a base de

oxigeno cercanas a las que produce el compuesto 40. Igualmente se nota la complicacion de
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las sefiales a campo alto, debido a la aparicion de sefiales que se traslapaban parcialmente
con las que origina 40. En este caso la proporcion de 40 con respecto al compuesto
aromatizado es inicialmente de 9:1 y posteriormente 3:1, de acuerdo con la integracion del
area bajo la curva de las sefiales de cada uno de los compuestos en los espectros de RMN
H.

Figura 16. Espectros de RMN *H de 39 de una muestra recién purificada (superior) y de
una muestra después de varios dias de haberla purificado.

6.7. Reaccion de 36 con NH,NH,

La reaccion del cetoécido 36 con el dihidrocloruro de hidrazina empleando etanol
como disolvente generé una transformacion parcia de la materia prima a Z-ligustilida (1),
debido a que la adicion intramolecular del &cido a la cetona protonada procede més
eficientemente que la adicién de la hidrazina (cuya nucleofilia se encuentra disminuida por

la presencia de &cido).
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Por lo anterior, la reaccion se efectud con e dihidrocloruro de hidrazina en
presencia de Et;N, calentando en MeOH con microondas a 120 °C por 4 min, y la reaccion

condujo a4l en un rendimiento de 70 %.

o}
By N,H4-2HCI
—_—
OH EtsN
EtOH, MW
o} 70%

Figura 17. Reaccién de 36 con NH;NH,-2HCI y EtsN

La estructura se confirmé por medio de RMN. De acuerdo con el andlisis de los
espectros RMN “*C y DEPT, hay seis sefiales de carbono sp?, cuatro de ellas cuaternarias y
dos més de metino. Las dos sefid es mas desplazadas hacia campo bajo se encuentran en o,
161.10y 150.49, correspondientes a grupo carbonilo (C1) y a carbono de laimina (C4). El
carbono del metino ubicado en 6. 120.52 esta enlazado al hidrégeno que se observa en 9,
6.71, y este se acopla con € hidrégeno que resuenaen d,, 6.34 (y esta unido al carbono que
se localiza en 8. 134.8). Hay dos sefiales de carbono sp® en 6. 23.0 (C5) y 22.6 (C6) que
tienen correlacion en el espectro HSQC con los hidrégenos alilicos cuyas sefidles son
multipletes centrados en 9, 2.71 (H5) y 2.41 (H6), respectivamente. Con estas sefiales se
integra €l ciclohexadieno, que se encuentra unido por los carbonos de uno de los dobles
enlaces a los carbonos de la imina y carbonilo mencionados anteriormente. El primer
metileno de la cadena de butilo produce la sefia en o, 32.7 (C9) y esta enlazado con los
hidrégenos del multiplete 6,, 2.64 (H9), desplazamiento quimico que confirma su vecindad
al doble enlace C-N. Finalmente, hay otros dos metilenos (6. 31.0, 6,, 1.60 y 6. 23.4, o,
1.42, respectivamente) y un metilo (8. 14.29, d,, 0.96), con lo que se completa la estructura
de4l.

6.8. Hidrélisisde 2

Se hidrolizé e compuesto 2, en las mismas condiciones que €l compuesto 1. Se

comprob6 su formacién por medio de RMN.
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Esquema 22. Hidrdlisis de 2

De una observacion de los espectros en la Figura 18, se nota que después de 25 min
de adquisicion en e espectro de RMN **C del producto, se observan doce sefiales del
producto; sin embargo, después de més adquisiciones (10 h), aparecen més sefiaes de
intensidad menor. Se nota que algunas de ellas corresponden a las doce sefiales de 37.
Determinando €l area bajo la curva de las sefides arométicas del producto de hidrdlisis de
2, y las de los hidrégenos vinilicos de 37, espectro de RMN 'H de esta mezcla, sellegaala
conclusién de que estos compuestos se encuentran en relacion 9:1. El andlisis de los
espectros de RMN 'H y °C (ambos) llevan a la conclusién de que en disolucion se
encuentran los productos 37, 42 y 43, en relacion 7:10:65, respectivamente.

Como se menciond en el parrafo que precede, en e espectro de RMN *C que se
adquirié por 25 min se observan sefidles correspondientes a 43. La sefid de carbono
cuaternaria en §. 168.8 corresponde a carbono carbonilico (C1); la sefial en 6. 107.9 se
atribuye a C3. Hay seis sefiales méas de carbonos sp? en §. 149.0, 126.9 (ambas de carbono
cuaternario), 134.8, 130.7 125.6, y 122.4 (de metino), que conforman €l anillo aromético.
Adicionalmente, hay cuatro sefiadles de carbono que conforman la cadena de butilo,
ubicadas en §. 38.7 (C8), 25.5 (C9), 22.6 (C10) y 13.9 (C11). Por medio del experimento
HSQC, se determina que las sefidles de los hidrégenos enlazados a estos &omos de carbono
que se localizan en 6, 2.27-2.01 (m, H8a y H8b), 1.44-1.34 (m, H9a), 1.39-1.24 (H10)
1.21-1.10 (H9b), y 0.86 (t, J = 8.0 Hz, H11). Esta informacion es suficiente para confirmar

laformacion de 43.
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Figura 18. Comparacion de los espectros de RMN *3C del producto de hidrélisis de 2
después de 25 min (superior) y 10 h (inferior) de adquisién

Las sefidles restantes en € espectro de RMN **C (adquirido durante 10 h), se
asignan razonablemente al compuesto 42, la forma de cetoécido de 43. Las sefides en d .
207.0 y 169.9 corresponden a los grupos carbonilo de cetona y de acido, C7 y C1',
respectivamente. Las sefiales en 0. 158.8, 144.4, 133.1, 130.9, 130.2 y 129.7 corresponden
al anillo de benceno o-disustituido. Hay cuatro sefidles més de carbonos aliféticos
correspondientes a la cadena de butilo, en 6. 43.0, 29.2, 22.4 y 14.0. Estas asignaciones se

pueden observar en Figura 19.
De esta manera se nota que en €l caso del cetoécido 42, también se encuentra en

equlibrio con su forma de hemiaceta 43, desplazado hacia esta Ultima, tal como ocurre con
el cetoécido 36.
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Figura 19. Asignacion de las sefiales en el espectro de RMN *3C de la mezcla de 37, 42 y
43

T 1
3 9
2
4
¥
s\~ OH —
6
O
42

Figura 20. Equilibrio entre 42 y 43

6.9. Reaccion de 42 con PANHNH,

Sellevo acabo lareaccion entre € cetoacido 42 con PANHNH,, por calentamiento a

reflujo en EtOH por 2h, obteniéndose €l producto que se muestra en laFigura 21.
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Figura 21. Reaccion entre 42 y PANHNH;

En el espectro de RMN **C del producto, hay dieciséis sefidles. Dos de ellas, en la
region de carbonos sp?, del doble de intensidad que las otras, por lo que corresponde al
compuesto 44. La sefial de carbono cuaternario en o 160.8 corresponde al grupo carbonilo
(C1). Esta sefid correlaciona en el espectro de HMBC con la sefia en §. 8.43 (H8), que
tiene correlacion con la sefial de carbono 6 . 128.2 (C8) en el experimento HSQC. Esta
sefid correlaciona en e espectro COSY con la sefial en 6, 7.95 (ddd, J = 8.0, 7.0, 1.5 Hz,
H7), que corresponde al hidrogeno enlazado a carbono cuya sefid se encuentraen . 135.0
(C7). Bgjo argumentos similares se asignan la sefiales de metinos en 6. 126.4y 133.0 aC5
y C6; y las sefiales en §,, 8.02 (ddd, J = 8.0, 1.5, 0.5 Hz) y 7.86 (ddd, J=8.0, 7.0, 1.5 Hz) a
H5 y H6, respectivamente. En RMN *H, hay, de campo bajo a campo ato, sefidles en §,,
3.03 (m, H9), 1.78 (m, H10), 1.49 (sext, J = 7.0 Hz, H11) y 0.98 (t, J = 7.0 Hz, H12), que
correlacionan en € espectro HMBC con las sefidles de carbono en 6. 32.7 (C9), 31.2 (C10),
235 (C11) y 14.2 (C12), correspondientes a la cadena de butilo. Las sefidles de H5, H9 y
H10 tienen correlacion con la sefid en 6 . 149.6 (C4) en el experimento HMBC. En €l
mismo experimento se observa las correlaciones entre las sefiales de H5, H8 y H9 con la
gue se ubica en d . 130.5 (C4a). La presencia en € producto del fenilo proveniente de
PhNHNH,, se confirmé por las sefiales mltiples que originan en el espectro RMN *H, en
O, 7.64-7.58 (H2' y HE"), 7.54-7.46 (H3' y H5") y 1.44-7.36 (H4'), que en € experimento
HSQC tienen correlacion con las sefidles de carbono en 6. 129.7 (C2'y C6'), 127.1 (C3'y
C5) y 128.8 (C4'). La sefia correspondiente a H2' y H6'correlaciona con la que se ubicaen
0c 143.4 (C1') en & espectro HMBC.

6.10. Actividad biol6gica
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La pertinencia de llevar a cabo la evaluacion antiinflamatoria de los productos
obtenidos es evidente a considerar que algunos dimeros naturales de 1 poseen esta
propiedad, y un derivado semisintético mostré lamejor actividad.*

La actividad antiinflamatoria de los productos naturales 1 y 2 y de los compuestos
semisintéticos preparados fue evaluada por € modelo de inflamacion auricular murina
(Tabla 5)." También se evalud la actividad citotoxica en las lineas celulares U251, PC-3,
K562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1."* En la Figura 22, se muestran las estructuras de los

compuestos evaluados; en las Tabla 5 y 6 se resumen | os resultados obtenidos.

O._OCH,
35
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1 2 33 34

O Bu Bu O Bu
n-Bu | \I}l | ~ NHn-Bu | \N
OH NPh N OH NH
(0] O (6] (0] O
36 38 3 40 41
Figura 22. Compuestos evaluados
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Tabla 5. Resultados de evaluacion antiinflamatoria en el modelo de inflamacién auricular
murina de los compuestos obtenidos en este trabajo

Muestra Dosis Edema Inhibicién
(umol/oreja) (mg) (%)
Control (CHCls) - 17.83+£1.33 -
1 1 15.13+0.71 15.14
33 1 14.60+0.12 18.13
35 1 14.10+0.75* 20.93*
38 1 14.13+0.84 20.75
41 1 16.53+0.69 7.29
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Los datos representan el promedio de tres animales * el error estandar de la media
(xi EEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de Dunnett, los valores de p

=< 0.05 (*) y p = 0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al
control.

Tabla 6. Evaluacién de actividad inhibitoria de la proliferacion celular de algunos
compuestos preparados en este trabajo
% de inhibicion de la proliferacion celular en lineas
cancerigenas humanas

Compuesto
U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
1 22.28  19.07 52.81 35.04 22.67 11.54
35 2.82 13.3 NC 14.0 24.32 18.37
36 6.21 NC 3.90 7.53 NC NC
38 36.85  39.25 73.63 60.84 37.69 20.84
41 6.17 7.97 22.54 NC 7.36 NC

Como se puede observar, ninguno de los compuestos tiene actividad
antiinflamatoria importante, y en cuanto a la actividad citotdxica, Unicamente 38 inhibe las
lineas celulares K256 y HCT-15, en 73.63 y 60. 84%, respectivamente, y 1, la primera de

las lineas mencionadas en 52.81%.

L os resultados no permiten definir relaciones de estructura reactividad, puesto que
no hay unatendencia entre e cambio del heterociclo y cambio en las actividades biol gicas

de los derivados.

No obstante, se ilustra la conveniencia de la sintesis orientada a la diversidad,
puesto que de un portafolio de compuestos en 1os que la mayoria posee una leve actividad
(citotoxica), existe un compuesto (38) que si tiene mayor actividad con respecto al producto
natural del que proviene, o que pone de relieve que eficiencia préctica de este enfoque
sintético, a considerar que evaluando en diversas actividades biol 6gicas compuestos que se
encuentren en regiones no muy cercanas del espacio quimico, se pueden descubrir
compuestos que tengan actividad bioldgica potenciada, aunque, como en este trabgjo, se

parta de compuestos que no posean tal actividad.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se hicieron aportes sobre el conocimiento de la reactividad
guimica de los productos naturales Z-ligustilida (1) y Z-butilidenftalida (2). Se not6 que la
reduccion mediante hidruro de litio y aluminio del primero tiene caracteristicas peculiares,
debido a la presencia del carbonilo o,f,y,6-insaturado, 1o cual impide que se comporte
tipicamente ante esta reduccién, para dar la reduccion total a diol. También se establecio
gue ese compuesto es poco reactivo frente a nucledfilos como PhANHNH, y NH,OH, pero
reacciona con € ion hidroxilo. El cetoacido resultante es mas reactivo con este tipo de
compuestos, puesto que proceden las reacciones para obtener los heterociclos
correspondientes. Las reacciones de Z-butilidenftalida pueden considerarse con mayor
predictibilidad con respecto alas de Z-ligustilida.

Los productos naturales 1 y 2 asi como los derivados obtenidos permitieron
integrar un portafolio que guardan relativa semeanza estructural y que permiten ampliar €l
espacio quimico conocido.

Por otro lado, la exploracion de la actividad bioldgica (ampliacion del espacio
biolégico) del portafolio, permitié reconocer la presencia de un compuesto activo (38)
contra lalinea celular K256 (leucemia), aunque debido a nimero reducido de substancias,
no resulta posible proponer relaciones entre la estructura molecular y la actividad
biolégica. De cualquier manera, es importante reconocer que la sintesis orientada a la
diversidad estructural constituye una metodologia adicional para la buUsqueda de
compuestos con actividad biolégica de interés préctico, como la terapéutica y la

agronomia, entre otras areas.
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8. SECCION EXPERIMENTAL

Las reacciones de Z-ligustilida (1) y del cetoacido 36 se llevaron a cabo con el
compuesto recién purificado y preparado, respectivamente. Se emplearon disolventes de
grado analitico y los reactivos (Sigma-Aldrich) se emplearon del envase. El secado de THF
se realizd refluyéndolo en LiAIH, por una noche y destilando; posteriormente, se redestil
después de refluir en hilo de sodio y adquirir una coloracion morada con benzofenona. Se
almacend con hilo de sodio. El tolueno se secd por agitacion con CaH, y posterior
destilacién de CaH,. Para las reacciones con fenilhidrazina, a disolvente (EtOH) se le
burbujed previamente N, (30 min) para eliminar € aire disuelto. Se empled un reactor de
microondas Anton Par Monowave 300, con pulsos de potencia variable, con viales de
vidrio de borosilicato (10 mL o 30 mL). La temperatura se determind con e termémetro

externo deinfrarrojo.

A menos que se indique de otra forma, la purificacién por cromatografia en
columna abierta se llevo a cabo con gel de silice malla 230-400 y fue monitoreada por
cromatografia en capa fina (cromatofolios Merck 60 F,, de 0.2mm de espesor),
visuaizando con lampara de ultravioleta y con revelador de sulfato cérico de amonio.
Cuando fue necesario, se emplearon cromatoplacas preparativas de gel de silice (Merck 60

F,s, 2mm 20 x 20 cm) parala purificacion de los compuestos.

L os espectros de RMN se adquirieron en equipos Varian Inova a 500 MHz, Bruker
Avance |1l a 400 MHz, Jeol Eclipse a 300 MHz, y se reportan los desplazamientos
guimicos en ppm, referenciando con TMS o € disolvente; los espectros de UV, en un
equipo Shimadzu UV 160U; y los espectros de IR, en un equipo FT-IR Bruker Tensor 750.
L a espectrometria de masas se llevé a cabo en un equipo Jeol AccuTOF IMS-T100LC. Los

puntos de fusion fueron tomados con un aparato Fisher-Johns, y no estan corregidos.

La actividad antiinflamatoria se determind basandose en el protocolo de inflamacion

auricular murina aguda inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol, usando
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ratones machos (cepa CD-1) de 25-30 g, con disolventes (etanol) Baker y reactivos Aldrich.
La actividad inhibitoria de la proliferacion celular se llevo a cabo mediante el método de

sulforrodamina B.*

Purificacion de Z-ligustilida (1)

Se adsorbi6 parte del aceite (2 g) proveniente de un fraccionamiento primario de L.
porteri que contiene Z-ligustilida (1), Z-butilidenftalida (2) y algunas impurezas, en gel de
silice (4.0 g). El aceite se aplicé en una columna (5 cm de didmetro) empacada con una
suspension de gel de silice (70 g) en una mezcla de Hex-AcOEt (98.5:1.5). Se eluyd la
columna con este mismo sistema de disolventes. Se colectaron fracciones de 120 mL. Se
obtuvo € compuesto 2 (201.6 mg, R;: 0.53, Hex-AcOEt 4:1) en las fracciones 6-8 y 1
(739.8 mg, R;: 0.51, Hex-AcOEt 4:1) en las fracciones 9-15.

Una parte del compuesto 1 (160 mg) obtenido de la columna se sometié a una
repurificacion por medio de cromatografia en capa fina preparativa fijada en vidrio,
adsorbiendo 160 mg en una placa, que se eluyd con Hex-AcOEt (85:15). La franja
correspondiente a 1 se desprendié del vidrio (mediante un raspado cuidadoso de la placa) y
la gel de silice se extrgjo a agitar con 100 mL de AcOEt-Me,CO 1:1. Se evapor6 €
disolvente y se obtuvo una mezcla (116 mg) de los compuestos 1y 2 en proporcion 98:2.
Los compuestos se identificaron por comparacién con muestras auténticas obtenidas
previamente en el laboratorio. Debido alalabilidad de 1 alaluz y a contacto con € aire,
esta substancia debe almacenarse en recipientes de color ambar, en atmésfera de nitrégeno
y abajatemperatura (4 °C).

Reduccion de Z-ligustilida (1)
En un matraz bajo atmosfera de N, se agregd una disolucion de 1 (116.3 mg, 0.61

mmol en 2 mL de THF) a 1.3 mL de una disolucién 2.0 M de LiAIH, (2.6 mmol) en THF

diluidaen 5 mL més de ese disolvente a 0 °C. La mezcla se agit6 bajo reflujo por 90 min.
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Pasado ese tiempo, se desactivo el exceso de LiAlIH, con agua (0.1 mL), luego se adiciond
una disolucion de NaOH 10% (0.1 mL) y finamente agua (2 mL). La mezcla resultante se
extrajo con AcOEt (5 x 10 mL), se reunieron las fracciones organicas, y esta fase se filtré
sobre celita, se secd con Na,SO, anh. y se evaporo € disolvente. El residuo (141.4 mg), se
purificd por cromatografia en columna abierta eluyendo con un gradiente de Hex-AcOEt
(4:1 a3:2), obteniéndose sedanendlida (33) (Lit.*) (aceite amarillo, 49.8 mg, 42%, R;: 0.38,
Hex-AcOEt 7:3) y 34 (aceite incoloro, 15.7 mg, 13%, R;: 0.26 (Hex-AcOEt 1:1).

Sedanendlida (33) (Lit.*)

RMN 'H (500 MHz, CDCl,) & 6.20 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, H7), 5.93 — 5.88 (m, 1H,
H6), 4.92 (dd, J = 8.0, 4.0 Hz, 1H, H3), 2.52 — 2.40 (m, 4H, H4, H5), 1.88 (dddd, J = 14.0,
9.0, 7.0, 4.0 Hz, 1H, H8a), 1.53 (td, J = 14.5, 8.0 Hz, 1H, H8b), 1.44 — 1.30 (m, 4H, H9,
H10), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H11).

5C NMR (125 MHz, CDCl,) & 171.2 (C1), 161.3 (C3a), 128.3 (C6), 124.5 (C7a), 116.9
(C7), 82.5 (C3), 31.9 (C8), 26.7 (C9), 22.4 (C10), 22.3 (C5), 20.8 (C4), 13.8 (C11).
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1-(1-hidroxibutil)-2-hidroximetil-ciclohexa-1,3-dieno (34)

Nota: Laaltalabilidad de este compuesto se menciond en la péagina 29.

RMN *H (500 MHz, CDCl,) 6 6.01 (dt, J = 9.5, 1.6 Hz, 1H, H3), 5.88 (dt, J = 9.5, 4.0 Hz,
1H, H4), 4.63 (t, J=7.0 Hz, 1H, H7), 4.29 (d, J = 12.0 Hz, 1H, H1'a), 4.13 (d, J = 12.0 Hz,
1H, H1'b), 2.32 = 2.22 (m, 1H, H34a), 2.18 — 2.09 (m, 3H, H3b, H4), 1.48-1.70 (m, 2H, H8)
1.36-1.18 (m, 4H, H9, H10), 0.90 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H11).

RMN C (125 MHz, CDCl,) § 137.6 (C1), 130.6 (C2), 127.3 (C3), 127.2 (C4), 70.6 (C7),
61.1 (C1'), 35.0 (C8), 28.3 (C9), 22.9 (C5), 22.8 (C10), 21.8 (C8), 14.2 (C11).

Preparacion de 3-butil-1-oxo-1,3-dihidroisobenzofurano-4,5-dicarboxilato de dimetilo (35)

A una disolucion de 33 (88.4 mg, 0.46 mmol) en tolueno (10 mL), se afiadio
ADDM (0.44 mL, 3.59 mmol). La mezcla se calentd a reflujo por 22 h. Posteriormente se
evaporod € disolvente y se purificd por cromatografia en columna abierta con Hex-AcOEt
(4:1). Se obtuvo 35 (66.6 mg, 0.218 mmol, 47%) como un aceite amarillo. R;: 0.44 (Hex-
AcOEt 3:2) y 33 (25.4 mg, 0.12 mmol, 26%).

UV (MeOH) Amax (10g €): 289.5 (3.8), 207.0 (4.8), 269.5 (3.6) nm.

IR (KBr) vimax: 2955, 2865, 1769, 1726, 1604, 1466, 1435, 1378, 1341, 1279,1238,1195,
1147, 1074, 1000, 962, 923, 858, 826, 788, 751, 695, 605, 412 nm.

RMN H (500 MHz, CDCl.) & 8.02 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H7), 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6),
5.75 (dd, J = 8.0, 3.0 Hz, 1H, H3), 3.95 (s, 3H, H2), 3.95 (s, 3H, H2"), 2.06 (dddd, J =
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14.5, 10.0, 5.5, 3.0 Hz, 1H, H8a), 1.62 (dddd, J = 14.5, 10.0, 8.0, 4.5 Hz, 1H, H8b), 1.44 —
1.21 (m, 4H, H9, H10), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H11).

RMN C (125 MHz, CDCl,) & 168.54 (C1), 166.31 (CL'), 166.08 (C1"), 148.55 (C3a),
135.79 (C5), 130.32 (C6), 129.63 (C4), 127.84 (C7a), 127.74 (C7), 8156 (C3), 53.10
(C2), 52.95 (C2"), 33.22 (C8), 26.63 (C9), 22.15 (C10), 13.67 (C11).

EM (ADTR) m/z 308, 307 [M + H]+

EMAR-IES m/z 307.11707 [M + H]+ (calculado para C16H190s: 307.11816)

Hidrdlisis de Z-ligustilida (obtencion de 36)

A un via de 30 mL con una disolucion de Z-ligustilida (1) (412.9 mg, 2.173 mmol) en
acetona (6 mL) se le afiadié una disolucién acuosa de K,CO,-1.5H,0 10% (6 mL), y se
calentd por 6 min a 140 °C en €l reactor de microondas. Se afiadieron 15 mL de HCI 10%, y
se extrgjo con CH,CI, (5 x 8 mL). Las fases organicas se reunieron y se extrgo con una
disolucién saturada de NaCl (25 mL), luego se filtrd a través de Na,SO, anh. Se evapor6 €l
disolvente y se obtuvo un residuo liquido de color café (490.2 mg), que se adsorbi6 en gel
de silice (1.0 g), aplicado sobre una columna previamente empacada con una suspension de
25.0 g de gel de silice en Hex-AcOEt 4:1, sistema con € que se eluy6 la columna. Se
obtuvo e compuesto 36 el cual se encuentra en equilibrio con 37 (352.6 mg, 1.695 mmol;
78%) como un aceite amarillo pdlido. R: 0.40 (Hex-AcOEt 3:2).

Acido 2-valeril-3,4-dihidrobenzoico (36) [3-hidroxi-sedanendlida (37)]
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UV (MeOH) Amax (10g €): 283.5 (3.4), 204.5 (3.9), 248.0 (3.0) nm.

IR (KBr, pelicula) vmax: 3584, 3389, 2962, 2937, 2872, 1764, 1670, 1355, 1276, 1061, 944,
904 nm.

Nota: La asignacion en RMN se hace con base en € compuesto 36, pero se debe tener en
consideracion que se observa 37, como se discutio en las paginas 36 y 37.

RMN *H (300 MHz, CDCl.)  6.15 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz, 1.7 Hz, 1H, H6), 6.00 — 5.92 (m,
1H, H5), 2.65 — 2.29 (m, 4H, H3, H4), 2.08 — 1.92 (m, 1H, H8a), 1.88 — 1.72 (m, 1H, H8b),
1.39-1.16 (m, 4H, H9, H10), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H11).

RMN C (75 MHz, CDCl,) & 169.5 (C1), 158.9 (C2), 130.2 (C1), 126.1 (C5), 116.4 (C6),
107.5 (C7), 36.0 (C8), 25.3 (C9), 22.6 (C4, C10), 19.4 (C3), 13.94 (C11).

EM (ADTR) m/z 209 [M + H]+

Obtencion de 4-butil-2-fenil-5,6-dihidroftalazin-1(2H)-ona (38)

A una disolucion del cetoécido 36 (180.6 mg, 0.8682 mmol) en EtOH (2.5 mL) se
anadi6 fenilhidrazina (142.9 mg, 1.3231 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo durante 1.5
h. Transcurrido ese tiempo, se evapor6 € disolvente y € crudo (287.3 mg) se adsorbi6 en
gel de silice (576.6 mg). Se empacd una columna de 2.6 cm de diametro con una
suspension de gel de silice (15 g) en Hex-AcOEt (85:15) y se eluy6 con la mezcla de ambos
disolventes en la misma proporcion, obteniéndose 38 (207 mg, 0.793 mmol, 85%) como un
solido ligeramente amarillo. R;: 0.49 (Hex-AcOEt 3:2); P;: 65 —69 °C.
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4-butil-2-fenil-5,6-dihidroftal azin-1(2H)-ona (38)

UV (MeOH) Amax (g €): 336.5 (3.8), 205.0 (4.4), 267.5 (3.2) nm.

IR (KBF) vmax: 2934, 2861, 1651, 1619, 1580, 1486, 1457, 1430, 1394, 1367, 1310, 1283,
1233, 1159, 1136, 1077, 1027, 966, 935, 886, 860, 839, 805, 788, 767, 736, 694, 655, 614,
558, 509, 476, 418 nm.

RMN 'H (500 MHz, CDCl,) & 7.63 — 7.59 (m, 2H, H2', H6"), 7.47 — 7.43 (m, 2H, H3', H6),
7.35 (tt, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, H4'), 6.91 (td, J = 9.5, 2.0 Hz, 1H, H8), 6.30 (dt, J = 9.5, 4.5
Hz, 1H, H7), 2.72 — 2.61 (m, 4H, H5, H9), 2.41 (dddd, J = 9.5, 9.5, 4.5, 2.0 Hz, 2H, H6),
1.63 (p, J = 7.5 Hz, 2H, H10), 1.43 (sext, J = 7.5 Hz, 2H, H11), 0.95 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
H12).

RMN C (125 MHz, CDCl;) & 157.9 (C1), 147.8 (C4), 142.1 (C1), 134.6 (C4a), 132.6

(C7), 132.3 (C8a), 128.6 (C3), 127.7 (C4), 125.5 (C2), 121.0 (C8), 32.2 (C9), 30.1 (C10),
22,5 (C11), 22.0 (C5), 21.8 (C6), 13.8 (C12).

EM (ADTR) m/z 281 [M + H]+

EMAR-IES m/z 281.16470 [M + H]+ (calculado para C1gH21N,0O: 281.16359)

Obtencién de 4-butil-5,6-dihidro-1H-benzo[ d][ 1,2] oxazin-1-ona (39)
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A una disolucién de 36 (96.5 mg, 0.46 mmol) y Et;N (80.5 mg, 0.80 mmol) en
EtOH (2 mL) se adiciond6 NH,OH-HCI (36.2 mg, 0.52 mmol). La mezcla se calent6é con
microondas a 120 °C por 4 min. Se evapor0 € disolvente y e residuo se purificd por
cromatografia en columna abierta con Hex-AcOEt (4:1). Se obtuvo un aceite amarillo que
se caracterizd como 39 (52.2 mg, 0.25 mmol, 55%), R;: 0.53 (Hex-AcOEt 3:2) y 36 (18.4
mg, 0.09 mmol, 19%).

4-butil-5,6-dihidro-1H-benzo[d][ 1,2] oxazin-1-ona (39)

UV (MeOH) Amax (10g €): 323.0 (3.8), 205.0 (4.1), 258.5 (3.3) nm

IR (pelicula) vmax: 3053, 2959, 2934, 2872, 1724, 1636, 1591, 1528, 1464, 1436, 1378,
1341, 1279, 1250, 1174, 1103, 1022, 939, 911, 883, 728, 697 nm.

RMN *H (500 MHz, CDCL,) & 6.65 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, H8), 6.35 (dt, J = 10.0, 4.5

Hz, 1H, H7), 2.63 — 2.51 (m, 4H, H5, H9), 2.47 — 2.37 (m, 2H, H6), 1.61 (p, J = 7.5 Hz,
2H, H10), 1.42 (s, J = 7.5 Hz, 3H, H11), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H, H12).

RMN %C (125 MHz, CDCl.) & 163.3 (C1), 157.0 (C4), 135.2 (C4a), 133.8 (C7), 127.3
(C8a), 119.6 (C8), 30.7 (C9), 29.2 (C10), 22.4 (C11), 13.8 (C12).

EM (ADTR) m/z 411 [2M+H]+, 206 [M + H]+, 178, 150.

EMAR-IES m/z 206.11806 [M + H]+ (calculado para C1,H17N,O: 206.11810).
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Obtencién de 2-(butilcarbamoil)ciclohexa-1,5-dieno-1-carboxilato de etilo (40)

Una mezcla del cetoécido 36 (71.6 mg, 0.34 mmol) y NH,OH-HCI (24.2 mg, 0.35
mmol) en EtOH (2 mL) se calentd en e reactor de microondas a 140 °C por 16 min. Se
evaporo € disolventey el crudo se purificd por cromatografia en columna abierta con Hex-
ACcOEt (9:1). Se obtuvo € aceite incoloro 39 (46.4 mg, 0.18 mmol, 54%) R;: 0.49 (Hex-
AcOEt 4:1) y el aceite amarillo 40 (12.0 mg, 0.06 mmol, 17%) R;: 0.53 (Hex-AcOEt 3:2) y
36 (7.9 mg, 0.04 mmol, 11%).

2-(butilcarbamoil)ciclohexa-1,5-dieno-1-carboxilato de etilo (40)

UV (MeOH) Amax (10g €): 283.5 (3.7), 204.5 (3.9), 245.5 (3.1) nm.

IR (KBr) vmax: 3049, 2958, 2934, 2874, 1766, 1669, 1464, 1438, 1381, 1316, 1274, 1212,
1178, 1134, 1110, 1054, 1008, 941, 891, 862, 731, 702 nm.

RMN 'H (500 MHz, CD,0OD) & 6.20 (dt, J = 10.0, 1.5 Hz, 1H, H6), 6.14 — 6.08 (m, 1H,
H5), 3.47 (dg, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H8a), 3.38 (dg, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, H8b), 2.54 — 2.50
(M, 4H, H3, H4), 2.04 (ddd, J = 14.0, 11.5, 4.5 Hz, 1H, H2'a), 1.84 (ddd, J = 14.0, 11.0, 5.0
Hz, 1H, H2'b), 1.43 — 1.27 (m, 4H, H3'y H4'), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H9), 0.95 (t, J = 7.0
Hz, 3H, H5).
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RMN “C (126 MHz, CD,OD) & 170.5 (C8), 159.4 (C7), 132.0 (C5), 128.9 (C1), 116.7
(C6), 112.0 (C2), 60.2 (C1), 36.8 (C1"), 26.2 (C2"), 23.6 (C3"), 23.1 (C4), 20.7 (C3), 15.5
(C2), 14.2 (C4").

EM (ADTR) m/z 252 [M + H]+, 253.

Obtencion de 4-butil-5,6-dihidroftalazin-1(2H)-ona (41)

Una mezcla de 98.1 mg (0.47 mmol) de cetoacido 36, 75. 3 mg de N,H,-2HCI y 156.0 mg
(2.54 mmol) de Et;N en 2 mL de EtOH se calentd con microondas por 4 min a 120 °C. Se
evaporo € disolventey el producto crudo (250.1 mg) se adsorbié en 370 mg de gel de silice
gue se aplicd en una columna de 2.6 cm de diametro empacada con 12.5 gel de silice en
Hex-AcOEt 3:2, eluyente que se empled en la columna. Se obtuvieron 66.0 mg (0.3235
mmol, 70 %) de un solido blanco (41). R;: 0.43 (Hex-AcOEt 1:1), P;: 136-138°Cy 36 (9.1
mg, 0.04 mmol, 9 %)

UV (MeOH) Amax (l0g €): 322.5 (3.6), 321 (3.7), 205.5 (4.1), 263.5 (3.1), 225 (3.7) nm

IR (KBr) vmax: 3127, 3055, 3007, 2956, 2928, 2864, 2829, 1645, 1613, 1581, 1533, 1458,
1434, 1392, 1372, 1350, 1294, 1239, 1209, 1181, 1107, 1078, 1017, 988, 929, 883, 777,
730, 705, 665, 598, 567, 533, 489, 462, 419 nm.

RMN H (500 MHz, CD,OD) & 6.71 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, H8), 6.34 (dt, J = 10.0, 4.5
Hz, 1H, H7), 2.73 — 2.67 (M, 2H, H5), 2.66 — 2.61 (M, 2H, H9), 2.45 — 2.35 (m, 2H, H6),
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1.61 (p, J = 7.5 Hz, 1H, H10), 1.42 (sext, J = 7.5 Hz, 2H, H11), 0.96 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
H12).

13C NMR (125 MHz, CD,OD) & 161.1 (C1), 150.5 (C4), 138.4 (C8a), 134.8 (C7), 132.4
(C4a), 120.5 (C8), 32.7 (C9), 31.0 (C10), 23.4 (C11), 23.0 (C5), 22.6 (C6), 14.2 (C12).

EM (ADTR) m/z 409 [2M+H]+, 205 [M + H]+, 206.

EMAR-IES m/z 205.13410 [M + H]+ (calculado para C12H17N,O: 205.13409).

Hidrdlisis de Z-butilidenftalida (obtencion de 42)

A un via de 10 mL con una disolucién de 2 (201.8 mg, 1.073 mmol) en acetona
(2.5 mL) se le afadié una disolucion acuosa de K,CO,-1.5H,0 10% (2.5 mL), y se calentd
por 7 min a 140 °C en €l reactor de microondas. Se afiadieron 10 mL de HCl 10%, y se
extrgo con CH,CI, (5 x 8 mL). Las fases organicas se reunieron y se extrgjo con una
disolucién saturada de NaCl (25 mL), luego se filtrd a través de Na,SO, anh. Se evapor6 €l
disolvente y se obtuvo un residuo liquido de color café (185.5 mg), que se adsorbi6 en gel
de silice. Este se aplicd sobre una columna previamente empacada con una suspension de
9.4 g de gel de silice en Hex-AcOEt 4.1, sistema con €l que se eluyo la columna. Se obtuvo
el compuesto 42, el cua se encuentra en equilibrio con 43 (149.1 mg, 0.724 mmol; 68%)
como un aceite amarillo palido. R;: 0.36 (Hex-AcOEt 3:2).

73



Acido 2-valerilbenzoico (42)

Nota: La asignacion en RMN se hace con base en € compuesto 42, pero se debe tener en
consideracion que se observa 43, como se discutio en las péginas 53 y 54.

RMN *H (300 MHz, CDCl,) & 7.82 (dt, J= 7.7, 1.0 Hz, 1H, H6), 7.77 — 7.65 (m, 1H, H4),
7.57 (m, 2H, H3, H5), 2.31 — 1.94 (m, 2H, H8), 1.46 — 1.04 (m, 4H, H9, H10), 0.86 (t, J =
7.1 Hz, 3H, H11).

RMN “C (75 MHz, CDCl,)  168.8 (C1), 149.1 (C3a), 134.8 (C4), 130.7 (C3), 125.6 (C6),
122.4 (C5), 107.9 (C7), 38.7 (C8), 25.54 (C9), 22.59 (C10), 13.95 (C11).

Obtencion de 4-butil-2-fenil-ftalazin-1(2H)-ona (44)

A una disolucion del cetoécido 42 (149.1 mg, 0.724 mmol) en EtOH (2 mL) se
anadio fenilhidrazina (140.1 mg, 1.296 mmol). La mezcla se calentd a reflujo durante 2 h.
Transcurrido ese tiempo, se evaporo € disolvente y e crudo (216.0 mg) se adsorbid en gel
de silice (408.0 mg). Se empacd una columna de 2.4 cm de diametro con una suspension de
gel de silice (10 g) en Hex-AcOEt (4:1) y se eluyé con la mezcla de ambos disolventes en
la misma proporcion, obteniéndose 44 (207 mg, 0.793 mmol, 85%) como un aceite
amarillo. R;: 0.50 (Hex-AcOEt 7:3).

4-butil-2-fenil-ftalazin-1(2H)-ona (44)

UV (MeOH) Amax (10g €): 296.2 (4.0), 212.6 (4.7), 273.0 (3.9) nm.
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IR (KBr) vmax: 3051, 2961, 2935, 2898, 2868, 1658, 1589, 1491, 1461, 1451, 1429, 1382,
1338, 1236, 1167, 1131, 1067, 1028, 998, 964, 902, 866, 831, 789,750, 725, 683, 641, 613,
587,533, 512, 487, 466, 422. nm.

RMN 'H (300 MHz, CD,OD) & 8.43 (ddd, J = 8.=, 1.5, 1.0 Hz, 1H, H8), 8.02 (ddd, J = 8.0,
1.5, 1.0 Hz, 1H, H5), 7.95 (ddd, J = 8.0, 7.0, 1.5 Hz, 1H, H7), 7.86 (ddd, J = 8.0, 7.0, 1.5
Hz, 1H, H6), 7.64 — 7.58 (m, 2H, H2', HB)), 7.54 — 7.46 (m, 2H, H3, H5")), 7.44 — 7.36 (m,
1H, H4'), 3.03 (M, 2H, H8), 1.87 — 1.65 (m, 4H, HO), 1.49 (sext, J = 7.0 Hz, 2H, H10), 0.98
(t, J=7.0 Hz, 3H, H11).

RMN C (75 MHz, CD,OD) & & 160.8 (C1), 149.6 (C4), 143.4 (C1)), 135.0 (C7), 133.0

(C6), 130.5 (C4a), 129.7 (C3, C5), 129.3 (C8a), 128.8 (C4), 128.2 (C8), 127.1 (C2, C8),
126.4 (C5), 32.7 (C9), 31.2 (C10), 23.5 (C11), 14.2 (C12).

EM (ADTR) m/z 279 [M + H]+

EMAR-IES m/z 479.14962 [M + H]+ (calculado para CigH21N,0O: 279.14974)
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