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RESUMEN / ABSTRACT

Se llevo a cabo el aislamiento de diligustilida y otras ftalidas a partir de la especie vegetal Ligusticum
porteri. Se prepararon otras ftalidas partiendo de ese compuesto. Por medio del andlisis
espectroscopico de los compuestos sintetizados, se reasigné la estructura de un metabolito aislado
previamente de L. chuanxiong, con una potente actividad como progestina, de acuerdo con lo
informado en la literatura. Se evalud la actividad como progestina de diligustilida y sus derivados
por medio de ensayos de proliferacion celular, microscopia de inmunofluorescencia, asi como por
medio de estudios de acoplamiento molecular. De acuerdo con los resultados, las ftalidas
semisintéticas preparadas tienen potencial actividad como progestina y una de ellas tuvo actividad

mayor en relacion con la ftalida natural aislada previamente.

Diligustilide and other phthalides were isolated from the plant species Ligusticum porteri. Some
phthalides were prepared starting from the former. The stereochemical reassignment of a metabolite
from L. chianxiong, which had a potent activity as progestin in agreement to previous reports, was
achieved through spectroscopic analysis. The activity as progestins of diligustilide and its derivatives
were evaluated by means of cell-proliferation assays, immunofluorescence microscopy as well as
molecular docking analysis. According to our results, the prepared semisynthetic phthalides have
potential activity as progestins and one of them had a greater activity in comparison to that of the

previously isolated natural phthalide.
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Se llevéd a cabo un estudio de la reactividad de dos cadinanos (7-hidroxicadaleno, y 3,4-
dihidro-7-hidroxicadaleno) obtenidos de Heterotheca inuloides con el objetivo de avanzar hacia la
sintesis de el esqueleto y andlogos de dicaladalenol, un disesquiterpenoide aislado de la misma
especie vegetal con una actividad antiinflamatoria sobresaliente, en comparacion con el control. De
las metodologias intentadas, sdlo la condensacion de 2-naftoles (7-hidroxicadalenos) con carbonilos
a,B-insaturados, catalizada por la mezcla de 4cido fenilbordnico y acido acético, fue exitosa para la
obtencion de los compuestos deseados. Los resultados experimentales permitieron proponer una ruta
biogenética para la formacion de dicadalenol. Adicionalmente, se evalu6 la actividad moduladora de
la resistencia de algunos cadinanos in vivo lineas celulares de sarcoma uterino mediante, asi como in
silico. Estos resultados mostraron que 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno es capaz de revertir la

resistencia.

A study on the reactivity of two cadinanes (7-hydroxycadalene and 3,4-dihydro-7-
hydroxicadalene) isolated from Heterotheca inuloides was performed as an approach to the synthesis
of the skeleton and some analogs of dicadalenol, a disesquiterpenoid isolated from the same species,
which had a noteworthy anti-inflammatory activity, in comparison to that of the control. Among the
attempted methodologies, only that consisting in the condensation of 2-napthols (7-
hydroxycadalenes) and a,(3-unsaturated carbonyls, catalised by phenyl boronic acid and acetic acid
mixture, was successful. These results allowed the proposal of a biogenetic route for dicadalenol.
Additionally, the modulating activity of multi-drug resistance of some cadinanes was evaluated in
vivo in uterine sarcoma cells as well as in silico. The results showed that 3,4-dihydro-7-

hydroxycadalene is able to revert resistance.

OH Modulador de la resistencia

‘ (in vitro e in silico)
A - 9
ﬁ\‘. ‘ HO

> 3,4-dihidro- 3,4-dihidro-
‘ 7-hidroxicadaleno 7-hidroxicadaleno

Semisintesis de esqueleto de
dicadalenol y 8 analogos

\\\

Dicadalenol



INDICE

1. INTRODUCCION .....cootrttmiiimeimiiseetsesesesesessssessss sttt 15
2. ANTECEDENTES ..ottt ettt ettt ettt st ebe s e st et etenbesbeenens 17
2.1. Metabolitos de LiQUSTICUM POFLETT ........ccceeeveeeiieiieeiieiee ettt sae et e saeeseesnseensees 17
2.2. Metabolitos de Heterotheca iRUIOIAES .................cccocueveeiiriiiiiiiiiienieeeeseee e 23
2.3. Resistencia @ multiples fArMACOS. .......ieruiiiiieiiieiieieeie ettt 27
3. JUSTIFICACION ...ttt 30
4. OBIETIVOS ...ttt ettt b e e bt bt at st st et et et e s bt e bt eseestent et entenbenbentens 32
5. HIPOTESIS oottt ess s 33
6. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccooouumiimmiiriireiensisesssesssessssssses st ssesssesssssssssssessssessssesees 34
6.1. Dihidrodiligustilida..........coouiiiiiiiieie ettt st ettt st e saneens 34
6.2. Semisintesis del esqueleto de dicadalenol.............ccoooiiiiiiiriiiiiiiiieeeee e 45
6.2.1. Obtencion de analogos de dicadalenol ..............ocieiiieiieniiiiiiiee e 60
6.2.2. Propuesta biogenética de la formacion de dicadalenol..............coocvveviiiiiiiniiiiiiniiiiice, 65
6.3. Actividad moduladora de la resistencia a multiples fArmacos ...........ccccceeeueerieriiieniieniieenieeies 68
7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ..ottt 73
8. SECCION EXPERIMENTAL .......coovuimimieieeeeeeeeeees s eeeeeeeeee s ses e saseessessesssssaneas 75
8.1. Procedimientos qUIMICOS ENETALES.........c.eeviieiierieeiieriie ettt ettt e s ere b eaaeens 75
8.1.1. Aislamiento de productos NAtUTALES............c.cecuieiiiiiiieiiieiece et 75
8.2, REACCIONES ...ttt ettt et b et et b ettt b et ea b e s bt et e e bt e sbe et e eatenbeenbeeatenbeebesanens 76
8.2.1. MetabOlitOS A€ L. POFLE T ..c.ueeeeeeeieieeieeee ettt ettt ettt e e e esaesaaaens 76
8.2.2. Metabolitos de H. iMUIOIAES ..........cc.cccueevuirieiiiiiiiiieesee ettt 79
8.3. ENSAY0S DIOLOZICOS ...ttt ettt ettt ettt et et e et e st e et e ssaeenbeesaaeenseessseenseesnseans 91
8.3. 1. Cultivo de CEIUIAS ...c..eiuiiiiiiieie ettt ettt 91
8.3.2. Ensayos de viabilidad CEIUIAT .........cccoeiiiiiiiieiieie ettt 91
8.3.3. Microscopia de inmunofluorescencia (MIF) .........cccoooiiiiiiiiiiiiiiniiciece e 92
8.3.4. Estudio de modulacion de la resistencia en células de sarcoma uterino resistentes................ 93
8.4. Estudio de acoplamiento MOIECUIAT............ccuiiiiiiiiiiiieieeeee e 94
9. REFERENCIAS ...ttt ettt st e b ettt et e e s et beeae e 96
PUBLICACION ...ituiitmitteeseess e ese sttt 108



ESPECTROS ...t sttt 1

Tablas de contenido

Figuras
Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
1ZU

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

Algunas ftalidas aisladas de plantas de la familia Apiaceae..........ccecevveveriieniineeiennne. 18
Sitios reactivos de (£)-ligustilida (1).......ccveeieeiiiiiieiieeie et 19
Dimeros lineales de (2)-1igustilida (1) ......cooveeeiieriieiieiieeieee e 20
Metabolitos de Heterotheca inUlOIdes .................ccoccevoeeveeiiiiinieiiiiienieeieeeesieee e 24
Modelo de estructura de gP-P. .....ccooooiiiiiieiee s 28
Impedimento estérico para la hidrogenacion de los enlaces C3'-C8' y C7'-C7a' de rac-5.36
Interaccion observada en experimento NOE unidimensional entre H3 y H7 de rac-10.... 37
ViSta OIteP d€ 7AC-101....cueiiiiieiieiie ettt ettt et aeesnaeeneeas 37
Ligantes con que fue cocristalizado el RP en las estructuras con 4APU y 3ZR7 (OrgA) y

C (LANAPTOZEL) . eeeitteeeiete ettt ee ettt e ettt e ettt e sttt e sttt esatteesabeeesabeeesseeesseessbeesnsseesnseeesnseeenns 43

Visualizacion de resultados de acoplamiento molecular entre 10 y RP..........cccoceeieni. 45
Propuesta de estado de transicion de la reaccion catalizada por PAB(OH); .................... 58
Analogos de dicadalenol. ..........cceoiiiiiriiiiiiiii e 61
Andlisis de la configuracion de los diasteredmeros mayoritarios de los productos......... 62
Representacion de las diferentes conformaciones del anillo de ciclohexeno en 8S5......... 65
Cadinanos y controles usados en los ensayos de modulacion de la resistencia. .............. 70

Interaccion de los cadinanos en la estructura de gp-P..........ccccoeviiiiiiiiiniiiiiiecieeieee 71

Figura 17. Interaccion de 42 con 1a gp-1 (MDRI) ..oc.oiiiiiiiiiiiiiiicee e 71
Figura 18. Interaccion de gp-P con 88b. .......cooviiiiiiiiiiie e 72
Figura 19. MIF de células T47D marcadas con fosfo-RP-294............cccoriiiiniiniiiinieeeeeee, 93
Figura 20. Interacciones de rac-5y rac-37 con RP (4APU) .....ccccoiiiiiiiiiiiiieeceeeece e 95

10



Esquemas

Esquema 1.
Esquema 2.
Esquema 3.
Esquema 4.
Esquema 5.
Esquema 6.
Esquema 7.
Esquema 8.

Esquema 9.

Esquema 10.
Esquema 11.
Esquema 12.
Esquema 13.

Adiciones de nucledfilos a (Z)-ligustilida (1) .......ccceeeiieiieniieeiieieeeeeeeee e 20
Cicloaductos [72 +s22s] de (Z2)-ligustilida (1) ....cceeeeveeriieiiiieeiieiecceee e 21
Cicloaductos de Diels-Alder de (Z)-ligustilida (1) .....ccceeeviieniiieiiienieeiieieeeeee e, 21
Reactividad de diligustilida (rac-5) y reasignacion estructural de 35 ............ccceeeneeee. 22
Hidrogenacion catalitica de diligustilida (#AC-5) ....ccccvevvieniiiiiiieciieeeee e 22
Reactividad de 40 y 42........oouiiiiieiieeeeeeee ettt et 25
Preparacion de andlogo de éter de 42 (63) y sintesis total de 40 .........c..coceveerieniennene. 26
Preparacion de inuloiding (43) .......c.coviiiiieriienieeie et 26
Estereoquimica de la hidrogenacion de 7ac-5..........cccovvveoiiiiiinieiiieeceee e 35

Obtencion del epimero de 7ac-10 (FAC-60T) .....c.oecueeeieeiieiieeiieeieeeeee e 38

Propuesta de formacion biogenética de ent-67 ...........ccceecvievieiciienieeiiienienie e, 39

Andlisis retrosintético para la obtencion de 49 ............coccvvevieiiiieiieniieeriee e 46

Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con reaccion de Diels-Alder

................................................................................................................................................... 47
Esquema 14. Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con C-alquilacion 1,4 ....... 47
Esquema 15. Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con adicion 1,2 ................. 47
Esquema 16. Mecanismo de la adicion 1,4 de 2-naftol a perilaldehido .........ccccooeeveniiniiiinicnennne. 49
Esquema 17. AdiCiOn de 75 @ T8 ......ooiiiiiieiieeeete ettt ettt e e eneeas 50
Esquema 18. Propuesta de obtencion de esqueleto de dicadalenol por reaccion de Gilman ............ 50
Esquema 19. Reaccion entre 2-naftol y 3-metilen-2-norbornanona promovida por BF3;-OEt.......... 51
Esquema 20. Nuevo andlisis retrosintético para obtencion de dicadalenol...........cccccoceveevierienenee. 52
Esquema 21. Reacciones de proteccion de 42 ...........c.cooiieiieriieiiieniieeie ettt sve e 53
Esquema 22. Reaccion entre 2-naftol (74) y perilaldehido (85)......cccoovvieiieniiiiiiiiiiieeieeieeeee, 54
Esquema 23. Posible reaccion entre 83 § 40 ..........coovieiiiiiiiiiieiieeiteeee ettt 58
Esquema 24. Propuesta de estereoselectividad con epoxidacion seguida de reduccion ................... 59
Esquema 25. Reaccion entre 43 ¥ 85" ... .ottt s 59
Esquema 26. Biogénesis de dicadalenol.............ccccueeiieiiiiiiiinieiiicieee e 68
Tablas
Tabla 1. Energias de afinidad calculadas entre ftalidas diméricas y estructuras de RP. ................... 44

11


sony
Máquina de escribir
Esquemas


Tabla 2. Reaccion de 2-naftol con crotonaldehidO ........oovvvveiiiiiiiiiiiiiiii 48

Tabla 3. Optimizacion de protecCiOn de 42...........cociieiiiiiiieiiienie ettt eiee et stee e saee e enseesaeeens 53
Tabla 4. Condiciones para la oxidacion alilica de 81a. .........c.cccoeeiiiiiiiiiiniiieee e 54
Tabla 5. Ensayos para llevar a cabo la reaccion entre 40 y 85 .........coovieiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 55
Tabla 6. Intentos adicionales de reaccion entre 40y 85.......ccooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 55
Tabla 7. Comparacion de condiciones de la reaccion entre 85 y 40 en presencia de PhB(OH)s. ..... 57

Tabla 8. Modificacion de la ICso de doxorrubicina (105) y mitoxantrona (106) por los cadinanos

PLODAAOS. ...ttt ettt ettt et et e e et e e bt e s et e e teeeab e e bt e esbeenbeeenbeenbeeenbeeseeenbeenbeeenbeenraas 69

12



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS DE USO COMUN

ADTR-Analisis directo en tiempo real.

APF- Acido polifosférico.

c- Sefial cuadruple.

°C- Grado Celsius.

c.c.f.- Cromatografia en capa fina.

ClIs0- Concentracién inhibitoria media

COSY- Espectroscopia de Correlacion (Correlation Spectroscopy).
d- Sefial doble.

DAED- diacetato de etilendiamonio.

dd- Seial doble de dobles.

ddd- Sefial doble de doble de dobles.

dt- Senal doble de triples.

LBD- Ligand bindind domain, dominio de union del ligante.
0- Desplazamiento quimico.

DEPT- Aumento sin distorsion por transferencia de polarizacion (Distortionless Enhancement by
Polarisation Transfer).

DIPEA- Diisopropiletilamina.

DMDO- Dimetildioxirano.

e.d.- exceso diastereomérico

EM- Espectrometria de masas.

EMAR-Espectrometria de masas de alta resolucion

EtOH- Etanol.

gp-P- Glucoproteina P.

HMBC- Correlacion Heteronuclear de Multiples Enlaces (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation).

Hz- Hertz.

Hex- Hexano.

h- Sefial hepteto.

J- Constante de acoplamiento.

L- Litro.

m- Multiplete.

MHz- Megahertz.

mL- Mililitro.

MOM- Metoximetileno.

NOESY- Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (espectroscopia de efecto nuclear Overhauser).
p- Penteto (sefial quintuple).

PDB- Protein Data Bank

pf- Punto de fusion.

ppm- Partes por millon.

rd- relacion diastereomérica

RMN- Resonancia magnética nuclear.

RMN 'H- Resonancia magnética nuclear de hidrogeno.
RMN !3C- Resonancia magnética nuclear de carbono 13.
RP- Receptor de progesterona.

13



fosfo-RP-294- Receptor de progesterona fosforilado en el residuo serina-294.
s- Singulete.

sext- sexteto

THF- tetrahidrofurano.

TMS- Tetrametilsilano.

TBS- Terbutildimetilsililo.

14



1. INTRODUCCION

La utilizacion de productos naturales y sus derivados ha impactado significativamente en

la vida humana, por ejemplo, al ser empleados como farmacos'= o con usos agricolas.’

Una diferencia con los compuestos completamente sintéticos estriba en que los productos
naturales (entendidos como metabolitos secundarios de los seres vivos) se ubican en una region
diferente del espacio quimico. Esto es asi porque las caracteristicas estructurales de los productos
naturales y los derivados que se pueden obtener partiendo de ellos, se encuentran diferenciadas de
los compuestos completamente sintéticos. Ejemplos de estas diferencias se encuentran en el nimero
de centros estereogénicos, de heterodtomos, o de ciclos (cantidad y tipo) que poseen ambas clases de

compuestos. >+’

Por lo tanto, es relevante tener conocimiento de la reactividad de los productos naturales
y de su preparacion, no sélo desde un punto de vista estrictamente basico, sino que tal conocimiento
es fundamental en la obtencion de derivados de interés con aplicaciones para diversos fines, como

los que se han mencionado previamente.

A la fecha, es sabido que la complejidad de los sistemas bioldgicos deriva en una alta
sensibilidad de respuesta a variaciones estructurales de moléculas huéspedes, incluso frente a
cambios aparentemente minimos en la estereoquimica.® De esa manera, las propiedades
farmacologicas, farmacocinéticas y toxicologicas de estereoisomeros pueden ser muy diferentes. El
impacto de la estructura en la actividad bioldgica se ha visto reflejado en casos extremos, como el de
la talidomida, empleada como antihemético para mujeres embarazadas, que tuvo como consecuencia
teratogénesis en los fetos; sin embargo, también hay otros ejemplos menos drésticos, como el de
citolapram, en el que los dos enantiomeros tienen efecto antidepresivo, pero el enantiomero S- es el
mas activo; o casos sin importancia, como el de ipalcrim, un antibacteriano cuyos dos enantiémeros

poseen la misma actividad.”!°

De cualquier manera, la identificacién de la estructura de un compuesto y la correcta

asociacion con su actividad bioldgica es una labor fundamental, dada la selectividad que existe en
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los organismos vivos; ademas del interés en el conocimiento de la estructura, actividad, reactividad

y sintesis de los productos naturales, que tiene impacto en distintas areas.

En este trabajo se llevo a cabo la exploracion de la reactividad de productos naturales
selectos asi como preparacion de derivados y su evaluacion biologica. Las especies vegetales que

producen estos metabolitos selectos son apreciadas en la etnomedicina del pais.

Se realizaron transformaciones de una ftalida de Ligusticum porteri, y se preparo, a partir
de ésta, otra ftalida natural aislada de L. walichii, la cual posee actividad como progestina,

corrigiendo la estructura con la que fue originalmente informada por Yong y colaboradores.

Adicionalmente, se obtuvo una serie de derivados de sesquiterpenos obtenidos de
Heterotheca inuloides, andlogos de un disesquiterpenoide encontrado en esa planta con una actividad
antiinflamatoria destacada, aportando conocimiento original sobre la ruta en que podria ocurrir su
biogénesis, ademas de contribuir al entendimiento de la reactividad particular de este tipo de

sesquiterpenos.
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2. ANTECEDENTES

Las plantas conocidas como osha y arnica mexicana son dos especies vegetales valoradas en
el pais por su uso medicinal tradicional. En los siguientes apartados se hara una breve descripcion de
los usos de esas plantas, sus componentes quimicos, asi como la estructura, reactividad y bioactividad

de estos.

2.1. Metabolitos de Ligusticum porteri

Ligusticum porteri (Apiaceae), conocida como osha, chuchupate, yerba del cochino, entre
otros nombres, es una planta utilizada en la medicina tradicional de los rardmuris en el norte de
México y por otras etnias en el sur de Estados Unidos.!!"!3 Se emplea en diversas preparaciones para
el tratamiento de diarrea, colicos y otros padecimientos gastrointestinales, asi como para
padecimientos de vias respiratorias, como resfriado, bronquitis y neumonia, e incluso en el

tratamiento de diabetes.!?

Otras especies de esta familia son utilizadas en la medicina tradicional alrededor del mundo,
por ejemplo, L. chuanxiong, empleada en China en preparaciones contra la migrafia, derrames
cerebrales, y accidentes cardiovasculares, entre otros; L. sinense, también es empleada en la medicina
tradicional china para resfriado y aliviar el dolor; y L. officinale, que se usa en Japén como remedio

para la anemia.'*

Los metabolitos secundarios marcadores de ciertos grupos de plantas la familia Apiaceae son
las ftalidas, un tipo de compuestos con esqueleto de isobenzofuranona, que pueden ser monoméricos
o diméricos (homo- o hetero- diméricos). Las ftalidas monoméricas aisladas de plantas de la familia
Apiaceae generalmente se encuentran sustituidas en la posicion 3 —aunque las provenientes de
hongos y de otras fuentes naturales no necesariamente tienen ese tipo de sustitucion—; mientras que
las ftalidas diméricas pueden provenir de cicloadiciones [2 st 72 5] 0 [x4 s +x2s].!>"!7 Incluso hay

ejemplos escasos de ftalidas triméricas derivadas también de este tipo de cicloadiciones.!®
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De L. porteri se han aislado ftalidas como (Z)-ligustilida (1), (Z)-butilidenftalida (2),
senkyunolidas I (3) y F (4) y las ftalidas diméricas diligustilida (rac-5), toquindlida B (rac-6),
riligustilida (rac-7)."-22 De otras especies de la familia también se han aislado los compuestos 1—
rac-7 y otras ftalidas, como walichilida (8) de L.wallichi;** chuanxiongolida A (9) y ent-10 de L.

chuanxiong;***° chaxiongnolida B (11) de L. sinense cv. chaxiong.*® (Ver Figura 1).

rac-7

rac-8 9 ent-10

Figura 1. Algunas ftalidas aisladas de plantas de la familia Apiaceae

Los resultados de los estudios de la bioactividad de las ftalidas obtenidas de plantas de la
familia Apiaceae con uso etnomédico, sugieren la posible existencia de correspondencia entre la

actividad de estos metabolitos y los usos tradicionales de esas plantas.

En cuanto al uso para padecimientos gastrointestinales, se ha encontrado que las ftalidas 1y
4 poseen actividad relajante del masculo liso;*? 1y 3 tienen actividad antinociceptiva;?’ por otro lado,

la ftalida rac-5 tiene actividad gastroprotectora.?®

El uso de L. porteri para el tratamiento de diabetes puede tener relacion con la actividad
hipoglucémica y antihiperglucémica de sus extractos, asi como la actividad antihiperglucémica de

butilidenftalida (2).2°

La actividad sedante de los compuestos 1y 4 podria guardar relacion con el uso ritual que se

le atribuye a esa planta.?
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Para encontrar una posible explicacion sobre el empleo de la planta L. chuanxiong para ciertas
condiciones ginecolodgicas, se hizo un estudio biodirigido de sus constituyentes quimicos, con base
en su bioactividad progestacional. Un hallazgo importante fue la actividad destacada de 10,
determinada por medio de un ensayo de gen reportero. En este, se observo que la ftalida interactua
con el receptor de progesterona con una concentracion efectiva media semejante a la de progesterona.
A pesar del hallazgo significativo en términos de su actividad, existe duda sobre la asignacion
estructural del compuesto bioactivo, debido a que la misma estructura se le asignd a un compuesto
preparado previamente por semisintesis (vide infr-a),?® pero las constantes espectroscopicas de ambos

compuestos difieren, sugiriendo la asignacion incorrecta para uno u otro compuesto.

En cuanto a la reactividad de ftalidas, (Z)-ligustilida (1) ha sido ampliamente estudiada. A
partir de la observacion de su estructura, se encuentra que tiene varias posibilidades de reactividad:
un ciclohexadieno conjugado (Figura 2a), un trieno conjugado (Figura 2b), un carbonilo a.,f,y,0-
insaturado, dentro de un anillo de y-lactona con metileno exociclico (Figura 2c), lo que la hace

propensa a reaccionar de diferentes maneras y explica su reactividad.

(a) (b) (c)
Figura 2. Sitios reactivos de (Z)-ligustilida (1)

La reactividad como electrofilo de 1 fue analizada (Esquema 1) y se encontr6 que reacciona
segun la blandura del nucleéfilo empleado. El tioglicolato de metilo se adiciona a los dobles enlaces
conjugados para obtener los productos 12-14; mientras que bencilamina, un nucleoéfilo mas duro, se

adiciona al carbonilo de 1 (también un electrofilo mas duro), para la obtencion de la lactama 15.3°
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Esquema 1. Adiciones de nucleoéfilos a (Z)-ligustilida (1)

La presencia de un ciclohexadieno homoanular conjugado, y de dobles enlaces, hacen al
compuesto 1 propenso a llevar a cabo cicloadiciones de Diels-Alder. Las ftalidas diméricas rac-5'y
rac-6 se han obtenido al someter ese compuesto a reaccion en condiciones térmicas.’!*? Por otro
lado, cuando la reaccion se intentd en presencia de acidos de Lewis se obtuvieron las ftalidas
diméricas “lineales” 16 19 (mostradas en la Figura 3), en lugar de los cicloaductos esperados. Es
decir, los acidos de Lewis favorecieron adiciones por medio de mecanismos i6nicos, en lugar de

catalizar la cicloadicion [r4s+z2s].%3

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

Por otro lado, los dobles enlaces también han permitido la obtencion de las ftalidas rac-7 y
rac-20- rac-22, por medio de cicloadiciones tipo [z2s+:2s] en condiciones fotoquimicas, como se

muestra en el Esquema 2.%*
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Esquema 2. Cicloaductos [z2 +s12 5] de (£)-ligustilida (1)

En condiciones térmicas, se obtuvieron los cicloaductos [4 s +:2s]: las ftalidas naturales rac-
rac-5 y 6, cuando 1 reacciona como dieno y dienéfilo y los productos 23-33 cuando se le hace

reaccionar con otros dienofilos (Esquema 3).31-2

rac-30 rac-29

Esquema 3. Cicloaductos de Diels-Alder de (Z)-ligustilida (1)

La reactividad de las ftalidas diméricas también se ha estudiado. Por ejemplo, se llevé a cabo

la hidrélisis, reduccion y deshidratacion dependiente del disolvente de la ftalida rac-5,'"3% lo que
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permitid una reduccion estereodiferenciada, ya que en estas condiciones so6lo uno de los dos dobles

enlaces de las cadenas laterales de la ftalida se redujo, lo que condujo a la identificacion de la

estructura correcta de un metabolito de L. wallichii, que corresponde a 35a; ademés, cambiando el

disolvente empleado para la ciclacion, fue posible obtener su epimero (ver Esquema 4).3°

1. Na,COg3 (ac.)
MeQCO

2. NaBH,/MeOH

7

7/ _O
THF o
\

H o)
(@)

rac-35a

z

7/ _O
CeHe o}
\

o0 CHCl3 o
H ©

rac-35b

Esquema 4. Reactividad de diligustilida (rac-5) y reasignacion estructural de 35

Por otro lado, se pudo reducir selectivamente 1 de los 4 dobles enlaces por medio de la

hidrogenacion catalitica de diligustilida (5), obteniendo rac-10 (70 %), y rac-36 (10 %) debido a

una reducciéon subsecuente (Esquema 5). Es notable que, posteriormente, la estructura de 10 se le

asignod a un compuesto aislado de L. chuanxiong y se encontrd que posee una actividad progestacional

notable, del mismo orden de magnitud que la progesterona (vide supra).®> Sin embargo, las

constantes espectroscopicas del producto natural y del producto de semisintesis difieren, lo que es

indicativo de que una de las dos estructuras fue incorrectamente asignada.

7
7 _0
0 H,/Pd-C
)
Z 0 o
rac-5

=0\
H
rac-36

Esquema 5. Hidrogenacion catalitica de diligustilida (rac-5)
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De ese modo, resulta que a la misma estructura se han atribuido diferentes constantes
espectroscopicas, por lo que la estructura del producto natural y el producto semisintético no se
encuentran claramente definidas. Es importante mencionar que la diferencia mas notable es la sefial
del hidrogeno enlazado a C3, que se encuentra deplazado a du 4.80 para el producto natural, mientras
que la sefial correspondiente del producto semisintético esta en du 4.54, por lo que es probable que

estos compuestos sean epimeros en C3.

Es interesante notar que algunas ftalidas diméricas fueron preparadas por semisintesis,

incluso antes de haber sido aisladas como producto natural, por ejemplo, chaxiognolida B (11)%%3¢ y
22'34,37

2.2. Metabolitos de Heterotheca inuloides

Heterotheca inuloides (Asteraceae) es una planta que pertenece al complejo conocido
como ‘““arnica mexicana” y su uso tradicional es muy variado. Ejemplos de ello es el uso para el
tratamiento de heridas externas y sin curar, internas y postoperatorias, padecimientos

gastrointestinales, dolores musculares, entre otros.>%%

Esta especie es una fuente de una diversidad importante de fitoquimicos.>* Se han aislado
principalmente sesquiterpenos como cadaleno (37), acido 15-cadalenoico (38), calacoreno (39), 7-
hidroxicadaleno (40), 7-hidroxicadelan-14-al (41), 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (42), inuloidina
(43), acido (4R,10S)-0-cadinen-15-oico (44), acido (4R,105)-3,4,7,10-tetrahidrocadalen-15-oico
(45), 4-hidroxiisocadaleno (46), 4-metoxiisocadaleno (47) y epoxido de B-cariofileno (48).404
También se han aislado el sesquiterpeno dimérico dicadalenol (49)* y los secocadinanos 50 y 51;%
ademads de flavonoides, como luteolina (52), kampferol (53) y quercetina (54), y triterpenos. Los

compuestos 40, 42 y 54 son metabolitos mayoritarios de H. inuloides.
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Figura 4. Metabolitos de Heterotheca inuloides

Es conveniente aclarar que la estructura de 49 se informé como su enantiémero en la
publicacion original;** sin embargo, en este trabajo se utiliza la representacion de la Figura 4,
considerando que posteriormente se ha hallado que los cadinanos aislados de H. inuloides tienen

configuracion 4R (es decir, tienen orientacion del isopropilo alfa).*>4748

Estos compuestos han mostrado tener actividad antioxidante por quelacion con metales de

transicion,* citotoxica,>® anti Helicobacter pylori.>!

Es destacable la actividad antinociceptiva de 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (42), probada
en la prueba de formalina. En la primera fase del ensayo, 42 fue mas potente (CE30 = 73.8 + 29.5
microgramos/pata) y efectivo que el control (diclofenaco), que no mostr6 actividad; en la segunda
fase, ambos compuestos tuvieron actividad comparable.>? Por otro lado, la actividad antiinflamatoria
de algunos metabolitos de H. inuloides fue probada en el modelo de inflamacién auricular murina
inducida por ATF, y se encontr6é que dicadalenol (49) (DEso = 0.11 mg/ oreja) tuvo mayor efecto

).44

inhibitorio del edema que el control (indometacina 0.18 mg/oreja).** Estos hallazgos muestran una
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posible correlacion entre el uso tradicional de esta planta y las actividades bioldgicas de sus

metabolitos.

La reactividad de los cadinanos de H. inuloides se ha estudiado (ver Esquema 6). Se han
preparado algunos compuestos semisintéticos: la dicetona 55 y el anhidrido 56 por oxidacion de 40
con acido m-cloroperbenzoico;’® y el compuesto 57 a partir de hidrogenacion de 42,%3 asi como

ésteres y carbamatos derivados de estos productos naturales.>*

(0] (0]
T 00 -
40 55 56
/\ /\
42 57

Esquema 6. Reactividad de 40 y 42

El eter metilico racémico 63 se prepard por medio de una acilacion de O-metilanisol (58)
con anhidrido succinico, dando el cetodcido 59, que fue alquilado y deshidratado mediante la
reaccion Grignard, para formar la mezcla de acidos 60a y 60b (que difieren solo por la localizacion
del doble enlace). Esta mezcla se hidrogen6 y el acido 61 fue ciclado, dando lugar al compuesto 62,
que después de una alquilacion y una deshidratacion, resultd en el cadinano protegido 63. A partir
de éste se obtuvo 40 por deshidrogenacion y desproteccion.> Esta secuencia de reacciones se ilustra

en el Esquema 7.
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Esquema 7. Preparacion de analogo de éter de 42 (63) y sintesis total de 40

Como se puede observar en el Esquema 8, partiendo también de 63 se obtuvo inuloidina
(43): primero se obtuvo el cadinano protegido con TBS (65), que se dihidroxil6 y protegio para tener

66; el diasteredmero adecuado fue deshidratado y desprotegido para dar 43.4

- OH
0 O e T
1.EtSNa 1.0s0, _ 1. Reactlvo
/\

DMF 2. TBSCI H
2. TBSCI imidazol PN Burgess
imidazol 2. TBAF
63 vy 65 DMF 66

Esquema 8. Preparacion de inuloidina (43)

A pesar de la diversidad de estudios que se han llevado a cabo sobre la reactividad de los
sesquiterpenos, los compuestos mayoritarios de H. inuloides, 7-hidroxicadaleno (40) y 3,4-dihidro-
7-hidroxicadaleno (42), no se han utilizado para la preparacion de dicadalenol (49), no obstante que
se puede observar que éste es un aducto modificado de aquellos compuestos; ademas, 49 no ha sido
reaislado ni sintetizado, por lo que el estudio de sus propiedades biologicas o de sus andlogos

tampoco se ha continuado.
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Sobre este compuesto es importante mencionar que, ademas de su bioactividad destacada
en el ensayo de inflamaciéon en modelo auricular murino, es uno de los pocos ejemplos de
disesquiterpenos del tipo cadinanoide, con una arquitectura molecular muy particular que lo hace atin
menos comun. De esa manera, los estudios tendientes a su preparacion merecen ser realizados por su

interés sintético, ademas del posible aporte que pudieran realizar desde el punto de vista biogenético.

2.3. Resistencia a multiples fArmacos

La resistencia a multiples fdrmacos es un problema de salud publica que deriva en
dificultad para el tratamiento de céncer y de diversas enfermedades infecciosas causadas por

microorganismos.>%->’

Existen una variedad de mecanismos por medio de los cuales las células y agentes
patdégenos pueden desarrollar resistencia, por ejemplo, mutacion del receptor del farmaco, su
metabolismo, disminucién de su consumo, aumento de su eflujo (transporte desde el interior hacia el

exterior celular).’%>8

Los dos tltimos mecanismos mencionados se basan en la disminucién de la concentracion
intracelular del fArmaco, que en ultima instancia se traducen en una menor toxicidad, puesto que en
esas condiciones el microorganismo o célula estd en condiciones de disminuir la apoptosis, reparar el
ADN vy detoxificarse. Es por eso que disminuir el eflujo del farmaco es una de las principales

estrategias para lidiar con la resistencia.’*>8

Para el transporte de sustancias desde o hacia el interior de las células existen cuatro tipos
de proteinas, entre las que se encuentran las bombas dependientes del ATP. Un subtipo de estas
proteinas son las proteinas ABC (ATP binding cassette), que dependen de la unién de ATP en ciertos

dominios para que se lleve a cabo su funcion de transporte.>

Estas proteinas tienen, en general, una estructura formada por dominios transmembranales

(TMD) y dominios a los que se une el ATP (NBD). El sustrato es expulsado a través de canales
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formados por los dominios transmembranales, una vez que se producen cambios conformacionales
promovidos por la union e hidrdlisis de ATP. Se clasifican en subfamilias en funcién del numero y

tipo de sus dominios TMD y NBD.>"-%

La glucoproteina P (gp-P o MDR1, Multidrug Resistance Protein I) es un transportador
que pertenece a la subfamilia B de los ABC, que se ha asociado con la resistencia a multiples firmacos
y cuya regulacién es una de las principales estrategias para combatir la resistencia basada en el eflujo

de farmacos.”’>°

Como se muestra en la Figura 5, la MDR1 esta integrada por dos TMD y dos NBD.

Figura 5. Modelo de estructura de gp-P.
(a, b, e y f) Muestra el canal formado por la proteina abierto hacia el citoplasma.
(c, d, g y h) Se muestra la proteina en conformacion abierta hacia el espacio
extracelular. Ilustracion tomada de Kato 2019.
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Esencialmente, el funcionamiento de la gp-P consiste en que basalmente el canal formado
por sus TMD se encuentran cerrados en la parte extracelular; en presencia de un sustrato, hay un
cambio conformacional (dependiente de ATP y de la presencia del cation Mg?*) que deriva en la

apertura del canal en su parte exterior, permitiendo la expulsion del sustrato.’”-60

Existen reportes de diversos productos de origen natural que modulan la resistencia

mediada por gp-P.6%i

También se ha informado sobre una gran variedad de sesquiterpenos que disminuyen la
resistencia en células y microorganismos, por medio de la inhibicion de la gp-P.®?% Incluso, hay
estudios que demuestran que ciertos sesquiterpenos diméricos del tipo cadinano revirtieron la
resistencia a doxorrubicina en células MCF-7 resistentes, lo que hace viable el estudio de
sesquiterpenos de H. inuloides y sus analogos en la busqueda de agentes moduladores de la resistencia

a multiples farmacos.

! En el laboratorio se inici6 la exploracion de esta propiedad de una variedad de productos naturales. Los resultados
preliminares han indicado que algunos cadinanos poseen actividad sobresaliente.
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3. JUSTIFICACION

La diversidad vegetal es una fuente importante de productos naturales, cuyo estudio es
pertinente en un pais considerado megadiverso, como México, para el adecuado aprovechamiento de

Sus recursos.

El conocimiento de la estructura, reactividad y sintesis de los productos naturales, es
relevante considerando la variedad estructural a la que se puede tener acceso partiendo de ellos, e
igualmente relevante su impacto en otras areas, como el desarrollo de metodologia sintética, e
incluso, ademads de la quimica basica, en la industria, como la farmacéutica, la agricola, de alimentos,

de cosméticos, etcétera.

Por otro lado, es importante asociar correctamente la estructura de los compuestos con su
bioactividad, considerando a la alta especificidad que existe en el fendmeno de reconocimiento
molecular (huésped - receptor) en la maquinaria bioquimica de los seres vivos, particularmente para

usos terapéuticos.

En ese sentido, es de interés la correcta identificacion de la estructura de la ftalida con
actividad progestacional destacada que se menciond con anterioridad (presumible estructura rac-10,
Esquema 5, pag. 18), debido a la sensibilidad de los sistemas bioldgicos (proteinas) a los cambios
estereoquimicos de las estructuras huéspedes. Por lo tanto, para asignar adecuadamente la actividad
de la ftalida y la estructura del compuesto bioactivo, es conveniente llevar a cabo la experimentacion

conducente a confirmar o corregir la estructura de la ftalida bioactiva.

De la misma manera, se considerd conveniente realizar la preparacion de anédlogos de
dicadalenol (49), un compuesto natural aislado de H. inuloides con actividad antiinflamatoria
destacada, partiendo de otros productos naturales, y eventualmente conocer el cambio en la actividad
bioldgica en funcién de los cambios estructurales, permitiendo un avance, en lo posible, en la

optimizacion de un compuesto activo.
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En otro orden de ideas, considerando la relevancia del problema de la resistencia a
farmacos en células cancerosas y el potencial de los productos naturales para revertirla, es
conveniente llevar a cabo una exploracion de este tipo de actividad de productos naturales selectos,
asi como de los andlogos que se obtengan, en la busqueda de nuevos agentes que logren sensibilizar

células resistentes a multiples farmacos.
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4. OBJETIVOS

Generar conocimiento sobre la quimica y bioactividad de productos naturales de dos especies
utilizadas en la medicina tradicional mexicana (L. porteri 'y H. inuloides) y derivados, mediante los

siguientes objetivos particulares:

e Aislar diligustilida (rac-5) de L. porteri y 7-hidroxicadaleno (40) y 3.,4-dihidro-7-
hidroxicadaleno (42), presentes en H. inuloides.

e Explorar la reactividad quimica de los compuestos naturales rac-5, 40 y 42.

e Semisintetizar el esqueleto del producto natural dicadalenol (49) partiendo de 40 y 42.

e Obtener otros analogos de dicadalenol para obtener diversidad estructural, empleando
reacciones similares a las de la obtencion del esqueleto del producto natural.

e Realizar la hidrogenacion catalitica de rac-S para reestudiar la estereoquimica de la reaccion.

e Llevar a cabo la aclaracion estructural del compuesto de hidrogenacion y el aislado de L.
chuanxiong por medio de semisintesis.

e Explorar la actividad in vitro e in silico de las ftalidas semisintéticas obtenidas a partir de rac-
5 como progestinas y correlacionar ambos resultados.

e Llevar a cabo una exploracion in vitro (con células de sarcoma uterino resistentes) e in silico
de la actividad de productos naturales selectos y derivados en la modulacion de la

glucoproteina P.
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5. HIPOTESIS

a. Enrelacion con las ftalidas de L. porteri.

El compuesto rac-10 fue obtenido por medio de hidrogenacion catalitica de diligustilida
(aislada de L. porteri), cuyo curso estereoquimico indica que su estructura es correcta; ademas, las
diferencias en las sefiales de RMN 'H con el producto natural informado de L. chuanxiong. Por lo
tanto, es posible que este compuesto natural corresponda al epimero en C3 de 10. Ademas, dada la
semejanza estructural entre los dos compuestos mencionados, es posible que éste también posea

actividad bioldgica progestacional.

b. En relacién con los cadinanos de H. inuloides.

Debido a que del analisis retrosintético del dicadalenol (49) se observa que es un compuesto

formado por la condensacion de derivados de 40 y 42, aislados de H. inuloides, es posible la

preparacion del esqueleto de dicadalenol y sus andlogos partiendo de los metabolitos mayoritarios

de la planta (40 y 42).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Dihidrodiligustilida

Se llevo a cabo el fraccionamiento de material vegetal de L. porteri (8.1 kg) de acuerdo con
el procedimiento previamente descrito en la literatura®> y se obtuvo una mezcla (17.1 g) de (2)-
ligustilida (1), (£)-butilidenftalida (2), y los compuestos puros diligustilida (rac-5, 1.6 g), toquinolida
B (rac-6, 5.8 g) y riligustilida (rac-7, 3.7 g).

La hidrogenacion catalitica de la ftalida dimérica rac-5 se llevo a cabo previamente en este
grupo, obteniendo los derivados dihidro- y tetrahidrohidrogenados.!”” En relacion con el
dihidroderivado, se informaron sus constantes espectroscopicas; especificamente en RMN 'H, se
informo una sefial multiple en 6u 4.54, correspondiente al hidrogeno unido al carbono base de oxigeno

C3.

Entonces, la asignacion estructural de rac-10 fue llevada a cabo en 1988 por este grupo de
investigacion y es contraria al reporte del grupo de Yong en 2006. Por lo que estudios
espectroscopicos con RMN modernos pueden aclarar esta inconsistencia en la literatura, cuya

relevancia es mas significativa, tomando en consideracion la actividad del producto natural.

De modo que, con el objetivo de llevar a cabo la aclaracion estructural, en este trabajo se
reestudio la reaccion de hidrogenacion catalitica (Pd-C 10%) de rac-5. Se observo que la reaccion

dio lugar a dihidrodiligustilida (rac-10) y tetrahidrodiligustilida (rac-36) (Esquema 9).

La estereoquimica de la adicion de los productos obtenidos se explica debido a que las
estereocaras de los dobles enlaces que se hidrogenan (C3-C8 y C7'-C7a') no son igualmente
accesibles. Efectivamente, la hidrogenacion, que se lleva a cabo por contacto, ocurre por las caras
(3Re, 8si) y (7'si, 7a'Si), que apuntan hacia la parte convexa de la molécula. Las otras caras de ambos
enlaces se encuentran en la concavidad que se forma por la fusion del biciclo [2,2,2] con una unidad

de ftalida, lo que impide el contacto con la superficie del catalizador heterogéneo.
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La hidrogenacion procede de con total diastereoselectividad. Esto se explica por la disposicion
espacial de los ciclos unidos al biciclo central [2.2.2]. Estos forman una estructura curva con una
parte concava, dificil de acceder y la otra convexa, de facil aproximacion. Lo anterior se ilustra en el

Esquema 9.

Hidrogenacion

Hidrogenacion

4
, Lado concavo Hy/Pd-C (@]
= (dificil acceso)
Lado coéncavo \
7 (dificil acceso) 0
a Z2Ne)
Hidrogenacion rac-5 rac-10

Esquema 9. Estereoquimica de la hidrogenacion de rac-5

La mayor reactividad del doble enlace C3-C8, en relacion con el C7'-C7a'. se puede explicar
debido a la mayor disponibilidad espacial de aquél. Es decir, la olefina C7'-C7a' se encuentra en el
biciclo [2.2.2], que se encuentra fusionado por un lado con el otro monémero de la ftalida y con un
anillo de lactona, por lo que estos sustituyentes adicionales ocasionan mayor impedimento para el
contacto necesario para que se lleve acabo la hidrogenacion. En ese mismo orden de ideas, el enlace
C3-C8 es exociclico y el C7'-C7a’' es endociclico, lo que también hace mas reactivo al primero, por
disponibilidad. Adicionalmente, el aporte electrénico por resonancia del oxigeno de la lactona
aumenta la densidad electronica del mismo enlace, aumentando su reactividad hacia la hidrogenacion;
mientras que el enlace C7'-C7a' esta desactivado por la conjugacion con el carbonilo, lo que también

disminuye su reactividad hacia la hidrogenacion.

Por otro lado, los dobles enlaces C3a-C7a y C3'-C8' no se hidrogenaron. El primero, por ser
tetrasustituido; y la baja reactividad del Gltimo se puede atribuir a la proteccion ocasionada por el
biciclo [2,2,2], que impide el acercamiento del doble enlace a la superficie metalica. Esta disposicion

se ilustra esquematicamente en la Figura 6.
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Figura 6. Impedimento estérico para la hidrogenacion de los enlaces C3'-C8' y C7'-C7a’' de rac-5
(en proyecciones simplificadas de Newman y con diagrama de tubo)
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La estereoquimica del compuesto hidrogenado rac-10 se comprob6 por medio del analisis de
los datos de RMN. Se observo que hay interaccion por NOE entre los hidrogenos unidos a C3 y C7,

al irradiar selectivamente la sefal en dn 4.56, lo que incrementa la intensidad de la sefial en oy 3.18.
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Figura 7. Interaccion observada en experimento NOE unidimensional entre H3 y H7 de rac-10

Adicionalmente, por cristalografia de rayos X de monocristal, se pudo confirmar que la
configuracion relativa de los centros estereogénicos formados en la hidrogenacion catalitica es la que
se sugirid, como se muestra en la Figura 8, correspondiente a la estructura de rac-10, en la que se
pudo asignar la configuracion relativa de los estereocentros, y se observd que los hidrogenos
enlazados a C7 y C8 apuntan hacia el mismo lado de la molécula, con una distancia de 4.780 A entre

ellos (véase Figura 8).

Figura 8. Vista ortep de rac-10
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Al confirmar que al compuesto semisintético rac-10, obtenido previamente en nuestro-grupo,
por hidrogenacion catalitica de diligustilida, se le asigno la estructura correcta, quedaba por elucidar

la estructura que correspondia al producto natural de L. chuanxiong.

Las senales en RMN atribuidas a ambos compuestos son esencialmente coincidentes, excepto
por la de los hidrogenos unidos a C3 (dn 4.56 para el producto semisintético y ou 4.80 para el producto
natural); asi como las de los carbonos C4 y C8 (d¢ 22.4 y 32.2, para el dihidroderivado y 6c 31.1 y
26.3 para el producto natural).

Es por eso que la hipotesis mas plausible y logica es que el producto natural aislado de L.

chuanxiong fuera epimero en C3 del dihidroderivado rac-10.

Se aprovecho la acidez del hidrogeno unidos a C3 en la lactona a,B-insaturada de rac-10,
como consecuencia de la vinilogia con un hidrogeno a a un carbonilo, para llevar a cabo su

epimerizacion con una base no nucleofilica en un medio anhidro para lograr la obtencién del epimero.

Al equilibrar por 24 h el compuesto rac-10 en presencia de DBU en THF a reflujo (Esquema
10), se logré llevar a cabo la epimerizacion del compuesto, obteniendo el epimero en una relacion
1:4, de acuerdo con el espectro de RMN 'H del crudo de reaccion y al rendimiento del producto

aislado obtenido.

VS
\O DBU
THF
rac-10

Esquema 10. Obtencion del epimero de rac-10 (rac-67)

Las senales en RMN del epimero obtenido (rac-67) fueron coincidentes con los del producto
natural de L. chuanxiong, por lo que se corrobora la hipdtesis de que fue ese el compuesto el que se

aislo de la planta (aunque, presumiblemente, enantioméricamente puro).
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Se llevaron a cabo ensayos experimentales de desplazar el equilibrio hacia la formacion del
compuesto rac-67, por medio de uso de un reactor de microondas cerrado. Al aumentar la temperatura
desde 100 hasta 170 °C (en pasos de 10 en 10 °C) y con tiempo de reaccion hasta 45 min, no vari6 la
proporcion relativa de los epimeros. Al intentar la adicion a 180 °C, se observoé la formacion de dos
productos de menor polaridad, correspondientes a (Z)-ligustilida (1) y rac-senkyunoélida A (rac-68)
(Esquema 11) —lo que se supo por comparacion con muestras auténticas de esos compuestos,

obtenidas en nuestro laboratorio, resultado de la reaccion retro Diels—Alder.

Estas evidencias permiten deducir la configuracion absoluta de la ftalida dimérica de L.
chuanxiong: como se menciond anteriormente, este compuesto fue aislado presumiblemente como

5

compuesto enantioméricamente puro,” a diferencia de otras ftalidas diméricas, aunque sélo se

determino su configuracion relativa como (3'Z,3'R,6'R,3R,6R,7R).

Sin embargo, con los ensayos de hidrogenacion de diligustilida, asi como la epimerizacion del
dihidroderivado, se observé que la configuracion relativa de ese compuesto no podia ser la informada,
pues esa corresponde al producto semisintético de hidrogenacion. En ese sentido, el producto natural

debia tener la configuracion relativa (3'Z,3'R,6'R,3S,6R,7R).

Considerando que el producto proviene de una cicloadicion de Diels—Alder entre (Z2)-
ligustilida (1) y senkyunolida A (68), la cual s6lo se ha aislado como producto natural con
configuracion absoluta 3S, entonces el producto natural dimérico deberia tener esa configuracion
absoluta en C3; ademads, la aproximacion endo-f debe ser la favorecida, tanto por factores estéricos
como electrénicos, de modo que el producto natural aislado de L. chuanxiong debe ser

(3'Z,3'R,6'R,3S,6R,7R)-3,8-dihidro-[6,6'.3,7a']-diligustilida.

Esquema 11. Propuesta de formacion biogenética de ent-67.
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Con la evidencia de la estructura correcta del compuesto de L. chuanxiong (ent-67), se estudié

la actividad como progestinas de diligustilida y sus hidroderivados.

Con el proposito de estudiar la actividad de las ftalidas como progestinas, se determiné el
cambio en la proliferacion celular en células T47D, se hicieron estudios microscopia de
inmunofluorescencia y de acoplamiento molecular entre esos compuestos y el receptor de

progesterona.

La proliferacion de la linea celular T47D incrementa cuando se le suministra una progestina
en periodos cortos de tiempo;°¢-%° por lo tanto, si las ftalidas probadas actuaran como progestinas,
deberian provocar un incremento en la proliferacion de las células T47D. De modo que, la

observacion de este efecto seria una prueba indirecta de la actividad agonista del RP.

Por lo tanto, se determind el cambio en la proliferacion celular inducido por las ftalidas. Se
observd que el tratamiento con dihidrodiligustilida (rac-10), epi-dihidrodiligustilida (rac-67) o
tetrahidrodiligustilida (rac-36) produjo un aumento en la proliferacion de las células T47D a partir
de 40 uM, con un efecto mas pronunciado a 75 y 100 uM; por otro lado, el tratamiento con
diligustilida (rac-5), no provoco una diferencia significativa de la proliferacion celular con respecto
al control. De esta manera, se observa por ejemplo, el porcentaje de proliferacion en las células T47D
tratadas con las ftalidas rac-10, rac-36 y rac-67 (a 75 uM) es de 141.5 + 8.0, 143.0 + 6.6 y 130.1 +
9.3; mientras que para progesterona fue 145.8 + 1.6 y para el control 110.4 + 4.8. Esto indica que las
ftalidas mencionadas tienen un efecto similar en la proliferacion celular de las células T47D y por lo

tanto, que pueden tener actividad como progestinas.
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El receptor de progesterona (RP) es un factor de transcripcion del grupo de los receptores
nucleares, que en presencia de sus sustratos (hormonas), desarrollan su actividad transcripcional. Hay
tres isomorfos: PR-A (94 kDa), PR-B (116 kDa) y PR-C (60 kDa). Los isomorfos A y B son los que
tienen actividad transcripcional y el primero de ellos es el responsable, entre otras funciones, del

desarrollo uterino.”%7!

La hormona del RP es la progesterona y los compuestos que tienen actividad agonista sobre

este receptor se llaman progestinas.’?

Hay varios sitios de fosforilacion del RP. El nivel de fosforilacion es variable, en funcion de
la presencia o ausencia de progesterona o progestinas. El sitio Ser294 es particularmente sensible a
la presencia de progestinas; es decir, basalmente no se encuentra fosforilado a altos niveles, pero en
presencia de progestinas, la fosforilacion del sitio incrementa considerablemente, aumentando
consecuentemente la traslocacion hacia el nucleo y la dimerizacion del RP. De modo que, la deteccion

de RP fosforilado en el sitio Ser294 (fosfo-RP-294), es indicativo de la presencia de progestinas.’®7!-73

En ese orden de ideas, se empled microscopia de inmunofluorescencia, para fosfoRP-294 y

su localizacion intracelular. Si se observa un incremento de la fosforilacién y un incremento de la

localizacidon en el nticleo, es otra prueba de la actividad como progestina de un compuesto.
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Se encontr6 que, con tratamiento con dihidrodiligustilida (rac-10), la localizacion del
fosfoRP-294 es eminentemente perinuclear, similar a lo que se observo con progesterona, lo que
indica que se promueve la traslocacion hacia el nucleo; mientras que tanto para el control negativo
como para rac-5, la localizacion de la proteina era principalmente citoplasmatica. Los compuestos
rac-36 y rac-67 mostraron una situacion intermedia entre ambos extremos observados, al menos al

tiempo al que se llevo a cabo el estudio.

El corolario de esas observaciones es que los compuestos antes mencionados, excepto rac-5,

son agonistas del RP (progestinas).

Esos resultados experimentales se vieron reforzados por medio un estudio de acoplamiento

molecular, que se realizé entre cada uno de los enantiomeros de las ftalidas 5, 10, 37 y 69 con el RP.

En el estudio teodrico se observo que todas las ftalidas se unen a la proteina en el sitio activo,
de manera similar a la que lo hace progesterona y otros ligantes (ver Tabla 1). Es destacable que todos
los ligantes se unieron en el sitio activo y que las energias en todo caso fueron similares. Esos
resultados fueron semejantes usando dos programas diferentes (AutoDock 4.2 y AutoDock Vina), lo

que aumenta la confiabilidad del resultado tedrico, que muestra la afinidad de los ligantes por RP.

En un primer momento, se utilizo la estructura con clave de identificacion en el Protein Data
Bank (PDB) 4APU, que corresponde al complejo de los cristales del dominio de unién del ligante
(LBD, ligand binding domain) en los fragmentos 678-933 con el compuesto “OrgA”.”* El hecho de
que los cuatro compuestos (y sus enantiomeros) hubieran tenido interaccion con el sitio activo de la
estructura 4APU del RP, con dos programas diferentes, hizo pensar en la necesidad de estudios

adicionales con otras estructuras.

Por esa razon, se eligieron también las estructuras con clave de identificacion en el PDB
3ZR77°y 1ZUC,’8 para verificar que los céalculos obtenidos no fueran falsos positivos. En estos casos,
los estudios de cristalizacion, al igual que para 4APU, emplearon pldsmidos de Escherichia coli para

expresar y purificar el NBD del RP. Los ligantes usados para cocristalizar el RP fueron “OrgA” para
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la estructura 3ZR7 y tanaproget para 1ZUC (ver Figura 9). Tal como se hall6 con la estructura con
clave PDB 4APU, los ligantes se unieron en la misma bolsa en que lo hace la progesterona, ligante
natural de la proteina y las energias de union no difirieron tanto entre si (por programa y por estructura

del RP), como se muestra en la Tabla 1.

0.0
N/S D NC . )
H |l o,N ;\‘ o
N ] N/gs
0 H

OrgA Tanaproget

Figura 9. Ligantes con que fue cocristalizado el RP en las estructuras con 4APU y 3ZR7 (OrgA) y
1ZUC (tanaproget)

Por lo tanto, se estima que la coincidencia en el sitio en que las ftalidas se unieron con el RP
para las tres estructuras empleadas de RP son evidencia de la capacidad de esos compuestos para

actuar como progestinas.

Una particularidad que se observo es que el compuesto 10, aunque no mostr6 la mayor energia
de afinidad relativa hacia el RP, tuvo un tipo de interaccion S-O, con el residuo Met 756 (este tipo de
interacciones que aunque parecieran prima facie contraintuitivas, no son infrecuentes y se muestran
en amarillo en la Figura 10).”” Se ha encontrado que interacciones con este residuo del sitio activo
pueden ser determinantes para el correcto acomodo enzima-ligante, y por tanto, para la interaccion

entre ambos.”> Ademas, ese resultado tedrico coincide con la buena actividad del racemato rac-10.
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Tabla 1. Energias de afinidad calculadas entre ftalidas diméricas y estructuras de RP.

z J 6
o o
\ )
=0 0 Z>0 (0]
5 10
\ \..|
0 0
© 0
! [
070" 0=
ent-5 ent-10
- AG (kcal/mol)
comp 4APU 3ZR7 1ZUC
AD4 VINA AD4 VINA AD4 VINA
5 10.44 49 1124 69 10.56 4.6
10 10.99 47 1076 6.2 10.05 4.7
36 10.61 5.1 10.98 5.8 9.88 3.9
67 11.10 4.8 11.33 6.5 11.67 7.4
ent-5 10.71 49 1096 6.5 9.81 5.0

ent-10 10.97 47 1088 6.2 1043 3.7
ent-36 10.79 4.6 1087 6.7 9.46 3.7
ent-67 11.04 47 1077 7.1 10.45 4.0
Progesterona 11.14 53 2248 7.6 2427 10

Nota: Se muestran las energias de afinidad (negativas) en kcal/mol de cada enantiomero de
las cuatro ftalidas, con cada una de las tres estructuras cristalizadas del RP (4APU, 3ZR7 y
1ZUC), calculados con AutoDock 4.2 (AD4) y AutoDock Vina (VINA)

En general, los resultados obtenidos mediante docking son evidencia adicional de la posible
actividad como progestinas de las ftalidas derivadas de diligustilida, esto es ambos enantidémeros de
10,37 y 67 (y en particular, por lo mencionado en el parrafo que antecede), aunque son insuficientes
para mostrar las variaciones debidas a la estereoquimica, por lo que estudios mas profundos deberian

ser llevados a cabo en este aspecto.
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Figura 10. Visualizacion de resultados de acoplamiento molecular entre 10 y RP. (A-C):
Simulaciones tridimensionales; D: representacion bidimensional, mostrando la interaccion sulfuro-
oxigeno (destacada en color amarillo).

La relevancia de encontrar nuevas opciones de progestinas de origen vegetal, es su uso en
terapias de reemplazamiento hormonal durante la menopausia, contra sindrome premenstrual, como
anticonceptivos y como tratamiento de la infertilidad (aunque estos dos ultimos usos suenen
antitéticos, de acuerdo a la condicidn particular que genere la infertilidad, y en funciéon del momento
y cantidad de progestina empleada se promueve una u otra actividad), dados los efectos secundarios

perjudiciales de las progestinas esteroidales.”®®?

6.2. Semisintesis del esqueleto de dicadalenol

Con el objetivo de estudiar la reactividad de los sesquiterpenos aislados de H. inuloides, asi

como obtener un compuesto con el esqueleto de dicadalenol (49) y algunos andlogos, cuya actividad

antiinflamatoria se estudiaria, se planted el siguiente esquema retrosintético (Esquema 12):

45



Desproteccion,
Trasformacion
de grupo funcional

OH OR OR

e&—— O‘ &——
+ .
0 HO Hetero Diels-Alder W

Y 0
Cetohlqroxnaqlpn Adicion de Michael 70
42y deshidratacion 71 40

Esquema 12. Andlisis retrosintético para la obtencion de 49

Retrosintéticamente, dicadalenol (49) provendria de la hidratacion y desproteccion del
compuesto 69, que a su vez viene de la deshidratacion del alcohol 70. Este ya tiene el mismo esqueleto
que el compuesto natural. La formacion de 70 es la transformacion clave en este esquema, que se
sugiere que puede ocurrir por medio de varias alternativas: una reaccion hetero Diels-Alder; una
formacion de hemicetal y deshidratacion; o bien, una adicion tipo Michael seguida de ciclacion entre
7-hidroxicadaleno (40) y la enona 71 (que se obtendria de la cetohidroxilaciéon seguida de
deshidratacion del compuesto natural protegido 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno, 42). Esta cetona —a la
que se podria llamar inuloidona— es el compuesto de oxidacion del producto natural inuloidina (43),
y es por lo tanto posible que se forme como metabolito en la planta y ademds que sea intermediario

en la biosintesis de dicadalenol.

Si procediera mediante una reaccion hetero Diels-Alder, el sistema carbonilico a,-insaturado
del compuesto 71 reaccionaria como dieno y el enlace m C6-C7 de 40 como el dienofilo (que tiene
mayor caracter de doble enlace), para dar lugar a un hidroxidihidropirano (70a), que se deshidrataria
para que el fragmento proveniente de 40 recuperara la aromaticidad. Esta opcion se muestra en el

Esquema 13
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Esquema 13. Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con reaccion de Diels-Alder

Si la reaccion procediera por una C-alquilacion por adiciéon conjugada de C6 (de 40) al
carbono electrofilico C14 (del compuesto hipotético 71), después de ese ataque y equilibrios dcido
base, se llevaria a cabo la adicion intramolecular 1,2 en 72 del hidroxilo al carbonilo, lo cual después

de una deshidratacion originaria el mismo pirano (ver Esquema 14).

OR O OR OR
O OO Q w0 (1 I
@ 9 8e
® OHO o)
72 69

40

Esquema 14. Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con C-alquilacion 1,4

Un tercer escenario posible, mostrado en el Esquema 15, seria la adicion 1,2 del hidroxilo de
7-hidroxicadaleno (40) a la cetona protegida de inuloidona (71), para formar el hemicetal 73. El
hidroxilo de este podria ser desplazado por medio de una sustitucion nucleofilica intramolecular y,

después de perder un proton, generaria el pirano 69.

OR

on OR
| -H0 O O
-H* +H J \ ‘ O
> o)
o o
o m® OH
73 69

Esquema 15. Alternativa de paso clave en la formacion de dicadalenol con adicion 1,2

Para poner a prueba el denominado paso clave, es decir, en el que se obtiene la conectividad
C-C y C-O necesaria, se llevaron a cabo varias pruebas, utilizando como reactivos modelo 2-naftol

(74) y crotonaldehido (75), variando las condiciones (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Reaccion de 2-naftol con crotonaldehido

NS
o 04 O Ho
76a

/d
O I
76b

75 74
2-Naftol
Crotonaldehido  p-TsOH o '
(74, Condiciones Observaciones®P-*
(75, mmol) (mmol)
mmol)

15 min, 150 °C,

1 0.50 1.21 0.51 a
hexano, MW
15 min, 130 °C,

2 0.50 2.05 0.50 a
hexano, MW
15 min, 100 °C,

3 0.52 2.05 0.49 a
hexano, MW
15 min, 80 °C,

4 0.47 2.05 0.48 a
hexano, MW
15 min, 100 °C,

5 0.56 2.05 0.53 a
hexano, MW
4 h, 170 °C,

6 0.00 2.05 0.47 hexano, tubo a
sellado
96 h, 110 °C,

7 2.03 1.21 0.00 b
benceno
15 min, 230 °C,

8 2.03 1.21 0.00 b
hexano, MW
7 dias, 110 °C, tubo

9 1.00 4.10 0.00 c
sellado
7 dias, 110 °C, tubo

10 1.00 8.21 0.00 c

sellado

a: mezcla compleja; b: no hay reaccion; c: regioisomero 76b en bajo rendimiento. MW: microondas
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Para favorecer la reaccidn, esta se llevé a cabo en tubo sellado con hexano como disolvente y
p-TsOH en cantidades estequiométricas como promotor de la reaccidon (experimentos 1-5). Se
recuperod 2-naftol y se obtuvo una mezcla compleja de descomposicion (polimerizacion) de 76, lo que
se comprobd al someter a calentamiento este compuesto con p-TsOH en ausencia de 2-naftol

(experimento 6).

También se intentd llevar a cabo la reaccion por medio de cicloadicion, calentando 74 y 75 en
benceno en tubo sellado (experimento 7) o microondas (experimento 8), sin que hubiera
transformacion de las materias primas. Al aumentar la temperatura y el tiempo de reaccion en tubo
sellado, llevandola a cabo por 7 dias a 160 °C, se observo por medio del andlisis de los datos de RMN
que, en lugar de obtener 76a, se obtiene el regioisomero de 76b, cuya formacion se esperaria por la
reaccion de cicloadicion (experimento 9); la formacion de 76a tampoco se observo al aumentar la
cantidad de equivalentes de crotonaldehido, que no mejord el rendimiento en la formacion de 76b
(experimento 10). A pesar de esta observacion, se observo la selectividad del enlace 1,2 del naftol

para reaccionar preferentemente con el carbono 3 y no con el del carbonilo.

La propuesta para explicar la reaccion se muestra en el Esquema 16: a pesar de la ausencia de
catalizador, debido a la alta temperatura y al tiempo largo de reaccién, ocurre una adicion 1,4 del
oxigeno del naftol 74 a 75, generando el intermediario A. Este puede sufrir un reordenamiento
molecular para formar el alcohol alilico B, que por medio de una reaccion Sn2' formaria 76b; o bien,
el intermediario A podria también tautomerizar al aldehido C, que a través de una reaccion de Friedel-

Crafts formaria D, y su tautomero E daria lugar, después de una deshidratacion, a 76b.

O OH
/
%/—\ ‘ “H* +H* r _)

o) HO
75 A

LO
(o]

Esquema 16. Mecanismo de la adicion 1,4 de 2-naftol a perilaldehido

/

o)

\ /
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Para aumentar la reactividad mediante cicloadicion de Diels-Alder, se utilizd6 3-metilen-2-
norbornanona (77), debido a que este heterodieno tiene la ventaja de que la enona se encuentra en
posicion s-cis fija. No obstante, se obtuvieron resultados similares al reemplazar crotonaldehido 75

por 77, y someterlo a calentamiento con 74 en tubo sellado durante 7 dias en benceno (Esquema 17).

oy )

Tubo sellado

7 dlas

Esquema 17. Adicion de 75 a 78

En vista de los resultados anteriores, se pens6 que seria factible forzar la reactividad para la
adicion de Michael deseada por medio de una adicion del reactivo de Gilman3+37 79 a la enona 71.
Para esto seria necesario proteger el 2-naftol preparando su éter metoximetilénico (MOM). Se pensé
que la proteccion con el grupo funcional MOM tiene la ventaja adicional de favorecer la orto-litiacion
(con BuL.i), para que con una transmetalacion se obtuviera el arilcuprato de litio (ver Esquema 18);
ademas de que las condiciones acidas necesarias para la desproteccion podrian favorecer la ciclacion

sin necesidad de pasos adicionales.
HO

~~.Cu O
280
W 0 0

71 79

Esquema 18. Propuesta de obtencion de esqueleto de dicadalenol por reaccion de Gilman

Nuevamente se emplearon reacciones modelo para explorar esta propuesta. La proteccion de
2-naftol se llevd a cabo de manera cuantitativa. Pero los intentos de llevar a cabo la o-alquilacion
fueron infructuosos, recuperandose la materia prima. Este resultado puede deberse a que el reactivo
de Gilman obtenido por la proteccion con el grupo MOM puede reducir su reactividad, debido a las
interacciones de oxigeno con Cu (mediante la presumible formacion de un ciclo como el que se
muestra en el Esquema 18), y un mayor impedimento estérico para que el carbanion ataque al

nucleofilo.
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Considerando la regioselectividad de la adicion del naftol en adiciones 1,4 a carbonilos a,3-
insaturados es por la adicion del oxigeno, se planted la posibilidad de que se llevara a cabo la adicion
de 74 a una cetona a,p-insaturada mediante la formacion de un hemicetal y luego ciclacion (tercera
alternativa para el paso determinante, descrita en parrafos precedentes, Esquema 15). Para forzar esa
reactividad, se pensé en obtener la base conjugada del naftol (74), por lo que se traté con DIPEA en
CH:Cl, y posteriormente se anadi6 la enona. Luego de tres horas, se not6 que en el seno de la reaccion
no habia materia prima y en su lugar aparecia un producto mas polar, pero después de llevar a cabo
el proceso de purificacion, que incluy6 una extraccion en medio dcido, se obtuvieron las materias
primas intactas, lo que podria deberse a la formacion del hemiacetal deseado, que en el medio acido

de purificacion (gel de silice) se hidrolizo regenerando las materias primas.

Por lo anterior, se repitio6 la reaccion, pero en lugar de terminarla, se afiadio BF3-OEt; como
agente deshidratante y se dejo reaccionar por 24 h a temperatura ambiente, y se encontrd nuevamente
que la reaccion ocurrida es una adicion 1,4- del hidroxilo del naftol a la enona, de modo que la adicion
de los acido o bases afiadidos no favoreci6 el tipo de reactividad deseada (

Esquema 19).

OH 1. DIPEA o
+ 2. BF,OELy
o o)

Esquema 19. Reaccion entre 2-naftol y 3-metilen-2-norbornanona promovida por BF3;-OEt:

Los resultados descritos permiten concluir que la reactividad de los naftoles frente a las enonas
es una O-alquilacion mediante una adicién tipo Michael, y en las condiciones ensayadas no fue
posible forzar a que ocurriera la C-alquilacion necesaria, por lo que se decidi6 abandonar el esquema

retrosintético original.
Sin embargo, estas observaciones también permitieron replantear la ruta retrosintética,

aprovechando la reactividad observada, con base en la cual se propuso el siguiente esquema (Esquema

20):
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Desproteccion,
Trasformacion
de grupo funcional

69a
/ Condensacion

‘ Oxidacién
ﬁ alilica, W
desprotecciéon
42 80 40

Esquema 20. Nuevo analisis retrosintético para obtencion de dicadalenol

Esta nueva retrosintesis se encuentra sustentada en la reactividad observada (adicion 1,4 de
hidroxilos a carbonilos o,fB-insaturados), que puede ser aprovechada cambiando la posicion del
sistema carbonilico o,f-insaturado, de modo que ahora el enlace C-O se formaria por adicion del
oxigeno del cadinano al carbono [ del sistema insaturado (ubicado ahora en el carbono 2 del cadinano
dihidrogenado) y el enlace C-C se formaria por una alquilacion tipo Friedel-Crafts (por ataque del
carbono 8, orto al oxigeno, de uno de los cadinanos, al carbonilo 14). Esto se lograria mediante la

sustitucion de la enona 71 por el enal 80, para reaccionar con 40.

Es decir, en el nuevo esquema, de acuerdo con las observaciones anteriores, el compuesto con
el esqueleto de dicadalenol (69a) tendria el doble enlace conjugado con los dos sistemas aromaticos
y se formaria en un solo paso de condensacion, por medio de la adicion 1,4 del hidroxilo de 40 al
aldehido protegido 80 (obtenido por proteccion y oxidacion alilica del producto natural 42), seguida

de la ciclacion, de acuerdo con las observaciones previas.

Para la aplicacion de esta metodologia sintética, era necesario obtener el producto protegido
80, por lo que se llevo a cabo, en una primera etapa, la proteccion del producto natural 42 (Esquema
21), con metilo (por reaccidon con diazometano o con sulfato de dimetilo, obteniendo 81a) y con TBS
(por reaccion con imidazol y TBSCI para dar lugar a 81b), observandose mayor rendimiento en la

obtencion de 81a usando Me>SOs, ademas de que experimentalmente su preparacion fue mas sencilla
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y una exploracion preliminar de la reaccion de oxidacion alilica con SeO», permiti6 observar que era

mas limpia la reaccion cuando se protege con metilo.

H

PN /_\
2 81a (R = CHy)
81b (R = TBS)

5

4

Esquema 21. Reacciones de proteccion de 42.
Una vez que se eligio la utilizacion del producto protegido 81a, se optimizo la reaccion y se
decidio llevar la alquilacién con Me2SOs, logrando hasta 91 % de rendimiento al tratar 42 con KOH

y después adicionar Me>SO4 y calentar en el reactor de microondas a 150 °C por 15 min, como se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Optimizacion de proteccion de 42

O e 0
: 2. M92804 B
N N
42 81a
Ensayo Condiciones Rendimiento
1 Calentamiento a reflujo por 2 h 70 %
2 Calentamiento en microondas a 150 °C por 15 min 91 %

Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion de oxidacion de 81a con SeO: en diferentes
condiciones (Tabla 4). Se observd que en todos los casos se forman los productos 7-metoxicadalen-
14-al (82), 3,4-dihidro-7-metoxicadalen-14-al (83) y 7-metoxicadaleno (84), siendo éste en todos los
casos mayoritario. Se llevo a cabo la reaccion en distintas condiciones, y de acuerdo con los
experimentos de RMN 'H, se obtiene 83 en mayor proporcion (en relacion con otras condiciones)
cuando 81a se sometid a reaccion con SeO; en una relacién molar 1:5 durante dos horas en EtOH-

H>0 9:1.
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Tabla 4. Condiciones para la oxidacion alilica de 81a.

MeO 0 MeO MeO MeO
i OGRS GOk
PN A
82 83 84

81a

Ensayo 7 (mmol) SeO;(mmol) Condiciones Observaciones

1 0.093 0.187 EtOH-H>0 9:1 reflujo Se forman 3 productos.

. Mejor proporcion de 83
2 0.093 0.467 EtOH-H>0 9:1 reflujo
(hasta 30.9 %).
3 0.093 0.186 Dioxano, HCOOH, reflujo Casi exclusivamente 84.
EtOH, TBHP 0.23 mmol,
4 0.093 0.014 No hay reaccion.

temperatura ambiente, 24 h.

Una vez que se obtuvo el aldehido, se continué con la exploracion de la reaccion de formacion
de pirano, con la conectividad del esqueleto de dicadalenol. El uso de reacciéon modelo —2-naftol (74)
con crotonaldehido (75)— habia sido exitoso y demostré la viabilidad de la metodologia basada en el
nuevo analisis retrosintético, por lo que se proboé un modelo mas cercano, empleando perilaldehido
(85) como enal. Esta se llevo a cabo por calentamiento durante 7 dias en tubo sellado en tolueno a

140 °C, formandose el producto 86 (Esquema 22).

] ()
+ ‘ . =
O Tolueno 160 °C
HO tubo sellado 0

85 74 7dias 86 (81 %)

Esquema 22. Reaccion entre 2-naftol (74) y perilaldehido (85)

El uso de las mismas condiciones se intentd con una reaccion modelo mas aproximada a la
real, entre 7-hidroxicadaleno (40) y perilaldehido (85). A pesar de variar la relacion estequiométrica
y adicionar fenotiazina (con el objetivo de impedir la descomposicion por polimerizacion radicalaria

del aldehido), no se observo que las materias primas reaccionaran (ver Tabla 5).
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Tabla S. Ensayos para llevar a cabo la reaccion entre 40 y 85

0]
‘ ()
+ —H—
Tolueno 160 °C
HO tubo sellado
7dias

85 40
Ensayo 40 (mmol) 85 (mmol)
1 0.093 0.186
2 0.093 0.186 + 1.1 mg de fenotiazina
3 0.093 0.280
4 0.093 0.441

En consecuencia, se decidid utilizar un catalizador. Se ha observado que la adicion 1,4 de
naftoles y fenoles a compuestos carbonilicos a,p-insaturados puede ser catalizada por diacetato de
etilendiamonio (DAED).%# Por lo tanto, se intent6 la reaccion modelo nuevamente entre 75 y 85,

que procedio6 en 4.5 h con buen rendimiento.

No obstante, al intentar llevar a cabo la reaccion entre 7-hidroxicadaleno (40) y perilaldehido
(85), tampoco se llevo a cabo la adicion deseada, recuperandose el producto natural intacto, a pesar

88,89

de aumentar la temperatura, variar el disolvente 3% la cantidad de catalizador,®®% y el tiempo de

reaccion, lo que se resume en la Tabla 6.

Tabla 6. Intentos adicionales de reaccion entre 40 y 85

Ensayo 40 (mmol) 85 (mmol) DAED Condiciones
1 0.078 0.19 20 mol %  Tolueno, reflujo, 36 h.
2 0.086 0.19 10 mol % CHCls, reflujo, 36 h.
3 0.104 0.19 20 mol % Tolueno, tubo sellado, 24 h, 130 °C.
4 0.098 0.19 10 mol %  CHCls, tubo sellado, 24 h, 130 °C.
5 0.107 0.19 20 mol % Tolueno, tubo sellado, 7 dias, 130 °C.
6 0.097 0.19 10 mol % CHCIs, tubo sellado, 7 dias, 130 °C.
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Cuando se llevo a cabo la reaccion de 40 con aldehidos mas reactivos, como crotonaldehido
y 3-metilen-2-norbornanona, en presencia de DAED, tampoco hubo reaccion, lo que es indicativo de
que la sustitucion (probablemente en C4 y C8) disminuye la reactividad del aldehido por factores

estéricos que dificultan el ataque del hidroxilo al sistema carbonilico a.,-insaturado.

Se intenté aumentar la reactividad de 40, desprotonando con una base (DBU o DIPEA). A
pesar de lo anterior, el cadinano tampoco reaccioné con perilaldehido. El uso de otros 4cidos de Lewis
y Bronsted-Lowry (BF3;-OEt: y p-TsOH) como catalizadores para aumentar la electrofilia de 85
tampoco fue fructifera, puesto que unicamente se descomponia el aldehido, sin que reaccionara con
el producto natural. Con estas observaciones, se confirmé que 7-hidroxicadaleno (40) es menos

reactivo que 2-naftol (74) debido a los sustituyentes adicionales.

Otra forma de promover la reaccion de adicion 1,4 de naftoles a carbonilos a,[3-insaturados,
es la adicion de PhB(OH)2, en presencia de un acido carboxilico empleando una trampa de Dean-
Stark.”® Presumiblemente, el 4cido fenilbordnico y el 4cido acético forman el éster fenilboronico in
situ, que cataliza la reaccion por ser un acido de Lewis. Convenientemente, como se muestra en la
Tabla 7), la reaccion entre 40 y 85 en relacion equimolar se llevo a cabo, dando lugar al producto
esperado (87) como una mezcla de diastereoisomeros (cis/trans 10:1.5), de acuerdo a lo observado
por medio de los datos de RMN y EM (ensayo 1). Debe hacerse notar que ese producto es muy labil
y se transforma facilmente, probablemente debido a la repulsion estérica entre metilo C14’ y el metino
C10 (analoga al efecto de tension transanular o helicoidal, por los sustituyentes); ademas de que el
doble enlace que se forma (C8-C14') también puede ser la causa de la alta reactividad del compuesto.
La reaccion se llevod a cabo también sin trampa de Dean-Stark, para observar si se logra aislar el
producto hidroxilado intermediario; sin embargo, inicamente se nota menor formacion del producto
final (ensayo 2). Ademads, en microondas (sistema hermético que no permite la exclusion de agua del
seno de la reaccion), inicamente se recuperan las materias primas (ensayos 3 y 4). Estos resultados
revelan la importancia de la eliminacion de agua para la obtencion del producto, y son un indicio de
que el éster fenilbordnico es la especie que cataliza la reaccion, cuya formacion disminuye al haber
agua presente, y consecuentemente, el rendimiento también. Los intentos de utilizar agentes
desecantes para evitar el efecto de agua (ensayos 5—8) no favorecieron la reaccion; y al extender el

tiempo de reaccion, se comenzaron a observar subproductos (ensayo 9)
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Tabla 7. Comparacion de condiciones de la reaccion entre 85 y 40 en presencia de PhB(OH)..

14 4

0
J10 6 PhB(OH),
1 + - -
2 O AcOH
7 HO 7 Tol
15
85 40

Ensayo Condiciones Observaciones

1 26 h, reflujo, trampa de Dean-Stark, N> Se forma compuesto en bajo
rendimiento (76 %).

2 26 h, reflujo, sin trampa de Dean-Stark, Se forma compuesto,

N2 aparentemente menor

rendimiento (c.c.f.)

3 Microondas, 170 °C, 100 W, 15 min No hay reaccion

4 Microondas, 190 °C, 150 W, 30 min No hay reaccion

5 Calentamiento a reflujo por 24 h en

presencia de malla molecular

6 Calentamiento en microondas a 200 °C
por 15 min, con malla molecular

7 Calentamiento en microondas a 200 °C
por 30 min, con malla molecular

8 Calentamiento en microondas a 200 °C
por 30 min en presencia de sulfato de
sodio

9 Calentamiento convencional, trampa, 4

dias, Na.

Adsorcion de sustratos.

No hay reaccidn; adsorcion de
sustratos.
No hay reaccidn; adsorcion de

sustratos.

No hay reaccion

Se obtiene producto;

aparentemente, mayor

descomposicion (c.c.f)

El resultado de que los agentes desecantes no mejoren el rendimiento puede deberse a que el

proceso de adsorcion es desfavorecido a alta temperatura.

57



Por lo tanto, entre las condiciones intentadas, la reaccion con calentamiento convencional y
mediante el uso de una trampa de Dean-Stark, calentando a reflujo por 26 h, da el mejor resultado,

obteniendo un rendimiento maximo (considerando producto purificado) de 76 %.

El hecho de que la formacion del producto se observe solamente usando la mezcla
PhB(OH)2/AcOH como catalizador puede explicarse a que se forma un éster bordnico que funciona
como especie catalitica. Ademas de modificar la energia de los orbitales frontera, es probable que la
presencia del anillo aromatico tenga interacciones estabilizadoras secundarias n- 7, con el sistema
aromatico del sustrato, que facilitan la aproximacion para los dos ataques nucleofilicos que se

requieren, al disminuir la movilidad del enlace C-O del naftol, como ese muestra en la Figura 11.

QAc
HO-B.

Loy

Interacciones estabilizadoras
del estado de transicion

Figura 11. Propuesta de estado de transicion de la reaccion catalizada por PhB(OH)2

Lograda la reaccion anterior, se intento realizar la condensacion entre 7-hidroxicadaleno (40)
y 3,4-dihidro-7-metoxicadalen-14-al (83). Por medio de c.c.f y RMN, se observo la formacion de un
compuesto menos polar (como ocurrié en la reaccion anterior) después de 40 h de reaccién que
corresponde a 88 (Esquema 23); sin embargo, el producto es mas inestable y su aislamiento se
dificulta dada la labilidad frente al 4cido de este producto y su volatilidad. La mayor reactividad del
producto podria obedecer al aumento de los factores estéricos (mayor repulsion estérica debido a la
presencia de un anillo de benceno adicional) y electronicos (mayor densidad electronica en el doble

enlace por el anillo de benceno) antes mencionados para 87.

OCHj 14

O‘ PhB(OH),
+
14
‘ HO AcOH

Tol
15 Reflujo 40 h

40

Esquema 23. Posible reaccion entre 83 y 40
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Para avanzar en la obtencion de dicadalenol, se ensay0 la hidratacion del doble enlace de 88.
Como primeras alternativas, se intentd la hidratacion directa del doble enlace por oximercuracion-

desmercuracion o boracion-oxidacion, las cuales no dieron lugar al producto hidratado deseado.

Otra alternativa que se exploro fue la epoxidacion del doble enlace, seguida de reduccion. Es
posible que de esa forma se lograria la estereoquimica deseada, puesto que la epoxidacion ocurriria
en la estereocara menos impedida (por el analisis de los modelos moleculares, la que esta del mismo
lado del hidrogeno en el 4&tomo 2), por lo que el grupo hidroxilo quedaria en posicion cis en relacion

con ese atomo de hidrégeno, como se representa en el Esquema 24.

(@) OH
= o
m Epoxidacion :f\/i Reduccion :I\/\/i
(0]
H H (0] H (0]

Esquema 24. Propuesta de estereoselectividad con epoxidacion seguida de reduccion

El compuesto 88 es extremadamente inestable y para prepararlo es necesario obtener 83 (que
se obtiene en rendimiento bajo y por lo tanto hay mucho consumo de materia prima), por lo que se
emple6 como modelo para la reaccion de hidratacion el compuesto 89 (derivado de la reaccion de
condensacion entre 43 y 85', mostrada en el Esquema 25), que tiene la ventaja de ser aparentemente
mas estable en las condiciones empleadas, de acuerdo a observaciones experimentales, y se acerca
mas al compuesto deseado, ya que las diferencias estructurales (mayor sustitucion de 41 en relacion

con 2-naftol) disminuyen la reactividad del compuesto, como se notd anteriormente.

i ‘
' PhB(OH), _
+ _ >
O Tol/AcOH ‘ O
HO 0

85' 43 89 (85 %)

Esquema 25. Reaccion entre 43 y 85'

ii Esta reaccion intentd optimizarse por medio de uso de calentamiento con microondas en un sistema abierto, al cual se
puede adaptar trampa de Dean-Stark; pero en las condiciones ensayadas, no hubo formacién de producto.
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La epoxidacion de 89 (el cual se utilizo como producto crudo y puro) se intentd con acido m-
cloroperbenzoico, pero dio lugar a una mezcla compleja que se forma también en ausencia de este
reactivo. El uso de un buffer de benzoato y el empleo de DMDO (generado in situ o justo antes de la
reaccion), tampoco permitieron la obtencion del epoxido. Los resultados proporcionan evidencia de

la alta reactividad del precursor olefinico 88 hacia la oxidacion

Debido a la limitacion en las cantidades disponibles de los productos naturales requeridos
como materias primas, no fue posible la realizacion de ensayos adicionales, lo que impidi6 la
obtencion de dicadalenol en las condiciones de transformacion de grupo funcional ensayadas. No
obstante, el haber logrado la preparacion del compuesto 88 con la conectividad molecular correcta
correspondiente a la estructura objetivo, resulta un hallazgo significativo. Por otro lado, la labilidad
hacia el 4cido es una dificultad adicional para la purificacion y caracterizacion de este compuesto

(dada la acidez del gel de silice, a pesar de que se desactivd con DIPEA)

6.2.1. Obtencion de analogos de dicadalenol

Una vez que se llevo a cabo la reaccion de formacion del producto 88 (que posee el esqueleto
de dicadalenol, 50), se obtuvieron compuestos andlogos haciendo reaccionar los aldehidos con los
naftoles correspondientes para obtener los compuestos 90-95.1 En la Figura 12 se muestran los
compuestos obtenidos, que se aislaron como mezclas diastereoméricas, mostrandose en la figura el
rendimiento (que en general fue moderado a bueno) y el exceso diastereomérico correspondiente al

diasteredmero dibujado.

De ese modo, se sintetizaron nueve analogos (87-92), de dicadelenol (Figura 12). Se observo
que la mayoria de estos compuestos son inestables frente al oxigeno y frente a 4cidos, lo que inhibid

la posibilidad de llevar a cabo bioensayos de su actividad.

iii Para obtener cantidades adicionales de 7-hidroxicadaleno (40), se aromatizé el compuesto 3,4-dihidro-7-
hidroxicadaleno (42, también reaislado en el presente trabajo) con DDQ.
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86
(87 %, rd 83:17) (78 %, rd 88:12) (72 %, rd 54:46)2

OCHj

(73 %, rd: 87:13) (63 %, rd: 58:41) 82 %
o o’ cox o‘ v
O O
92

Figura 12. Analogos de dicadalenol.
“El tiempo de reaccion para la obtencion de este producto se aumento de 26 a 48 h, en relacion
con los demas.

Se atribuye esa inestabilidad al doble enlace conjugado con el anillo aromatico. La presencia
de luz, de oxigeno y de acido da lugar a productos mas polares y coloridos, lo cual puede ser indicativo

de polimerizacion radicalaria o cationica.

Notablemente, los productos derivados de 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (92-94) son atin mas
labiles al acido, al aire y/o a la luz, lo que ha derivado en la imposibilidad de caracterizarlos

espectroscopicamente, pero si detectarlos espectrométricamente.

La importancia de la sintesis de estos analogos radica en la ampliacion de la aplicabilidad del
catalizador empleado. Se observo que entre los catalizadores empleados, el 4cido fenilboronico fue
el tnico con el que se llevo a cabo la reaccion con los cadinanos, que tienen el sistema de naftol mas

sustituido (la menor reactividad puede atribuirse a los dos metilos en las posiciones 3 y 8).
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Estereoquimica

En la obtencion de algunos analogos obtenidos, se generd un nuevo centro estereogénico al
formarse un nuevo enlace carbono-oxigeno por la adicion del hidroxilo al carbono B del carbonilo

o, PB-insaturado.

Como ya se menciond, los compuestos obtenidos se obtuvieron como mezclas inseparables
de diasteredmeros poco polares. La estereoquimica de cada producto se pudo comprobar por medio
del andlisis de los datos de resonancia magnética nuclear (principalmente mediante el andlisis del

experimento NOESY vy la interpretacion de las constantes espectroscopicas).

Los mayores excesos diastereoméricos corresponden a los compuestos 86, 87 y 89. Para los
diasteredmeros mayoritarios de esos compuestos, el isopropilo (o isopropileno) y el oxigeno se
encuentran en disposicion cis. Como se muestra en la Figura 13a, las evidencias espectroscopicas
para esta asignacion son las interacciones observadas en el espectro bidimensional y las constantes
de acoplamiento entre los hidrogenos H2-H3b (°J = 10.8 para ambos compuestos) y H3b-H4 (°J =
12.7 y 12.5, para 87 y 89, respectivamente), propias de una orientacion antiperiplanar, debida a su
disposicion trans diaxial. Entonces, dado que tanto H2 como H4 son trans a H3b, se sigue que
aquellos hidrégenos apuntan hacia el mismo lado de la molécula y los sustituyentes unidos a C2 (O)
y a C4 (isopropilo), se encuentran en disposicion relativa cis. Esta observacion es consistente con la

interaccion entre H2 y H4 que se observa en el espectro NOESY.

(a) . Hab (b)
4 H 2 O
H H
A
34, 3p = 10.8 Hz; 3Jzp 4 = 12.6Hz 8Up3p = 11.8 Hz; 3z 4 = 4.1Hz

Figura 13. Analisis de la configuracion de los diasteredmeros mayoritarios de los productos: (a) 87
y 89;y, (b) 88

Por otro lado, para los compuestos objetivo 88 y 90 el diasteredmero mayoritario corresponde
al que tiene los sustituyentes trans (que corresponde a la estereoquimica del esqueleto de dicadalenol).

En el compuesto 88, este resultado se deduce por las interacciones observadas en el espectro NOESY
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(pero en este caso, entre el hidrégeno enlazado a C2 y los enlazados a C11 y a C13 y C14. Las
constantes de acoplamiento de los hidrogenos enlazados a C2, C3 y C4 refuerzan la observacion
anterior, puesto que para el caso del diasteredmero trans (mayoritario), las constantes de que se habla
son 33, = 11.8 Hz (disposicion trans diaxial) y /3,4 = 4.1 Hz (adecuada para una disposicion
pseudoecuatorial del hidrégeno 3b), aunque no de manera tan contundente como el caso de los otros

compuestos, lo que se muestra en la Figura 13b.

Cabe sefialar que la estereoselectividad de la reaccion es de regular a moderadamente buena
y estuvo controlada por el sustrato, puesto que el compuesto 83, perilaldehido (85) o felandral (90),

tienen un centro estereogénico que proporciona la informacidn estereoquimica a la reaccion.

El diasteredmero deseado del producto objetivo (88) se obtuvo como mayoritario, aunque el

exceso diastereomérico es de solo 8 % (es decir, se obtuvieron practicamente en relacion 1:1).

En efecto, la estereoselectividad en la obtencion de 88 disminuyd considerablemente en
relacion con la reaccion con perilaldehido (se obtienen ambos isomeros en relacion aproximada 1:1,
de acuerdo con el analisis por RMN 'H). La mayor planaridad de 83 con respecto a 85 puede ser la
razén que explique esta menor selectividad, debido a que no ocurre la diferenciacion derivada de la

informacion estereoquimica proveniente de la enona.

Es decir, la presencia de centros estereogénicos, como ya se menciono, derivd en la
diferenciacion de la proporcion en que ambos diasteredmeros se sefialaron; sin embargo, la utilizacion
como sustrato del compuesto 83 tiene un menor impacto en la estereoselectividad de la reaccion, en

comparacion con el uso de 85 y 90.
La observacion anterior se puede explicar por las diferentes conformaciones que adopten los
compuestos, particularmente en relacion con el centro estereogénico. El sustituyente en ambos casos

es un propilo (o isopropileno).

En primer lugar, la presencia o ausencia de doble enlace aparentemente no hace diferencia

entre los compuestos obtenidos con los sustratos 85 y 85', por lo que no hay evidencia de que el doble
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enlace del isopropileno tenga efecto importante en la conformacién que adopta el sustrato, y

consecuentemente en la estereoselectividad de la reaccion.

La diferencia a la que se ha hecho referencia anteriormente debe radicar, entonces, en la
orientacion del isopropilo (que desde luego influye en la conformacion total del compuesto). Ahora
bien, en el aldehido 83 el isopropilo se encuentra en un anillo dihidrobencenoide, que tiene cuatro
carbonos sp?, que ademas esta fusionado con otro anillo de benceno. Estos factores propician que el
anillo sea bastante plano y por lo tanto el efecto de proteccion del isopropilo sobre las caras
proquirales es muy pequefio, y consecuentemente estereoselectividad de la reaccion en la formacion
de los compuestos 88 y 90 es baja. Entonces, a pesar de que el isopropilo se ubica en una posicion
pseudoecuatorial, que si bien favorece la preferencia de reactividad de una de las caras, no es
suficiente para provocar gran estereodiferenciacion entre ellas. Es decir, el isopropilo no impide de

manera significativa el acercamiento del nucledfilo por la cara hacia la que preferentemente apunta.

Por otro lado, en el caso de los sustratos 85 y 90, hay una mayor libertad conformacional
(puesto que €l ciclo solo tiene dos carbonos sp?), lo que podria dar lugar a conformeros en los que las
caras del compuesto se diferencien por impedimento para acercamiento del nucleofilo. Al respecto,
existe un estudio conformacional sobre perilaldehido (85), sustentado en datos espectroscopicos y
teoricos, en el que se propone que el compuesto tiene tres conférmeros mayoritarios. En estos, el
anillo de ciclohexeno tiene conformacion de media silla con el isopropenilo en disposicion
pseudoecuatorial. La variacion entre los tres es que puede haber rotacion del enlace que une el
isopropenilo con el anillo. En conjunto, estos conféormeros suman una abundancia relativa del 93 %
a temperatura ambiente, de acuerdo con la distribucion de Boltzman (Figura 14a). El segundo y tercer
conférmeros siguientes en energia tienen 1.24 y 1.75 kJ/mol, con respecto al de menor (al que se le
asignd energia relativa de 0 kJ/mol).”! Adicionalmente, se represent6 la forma de bote (Figura 14b)
por considerar que también puede explicar la estereoselectividad observada, aunque la forma en que
se realizaron los calculos en el estudio citado fue restringida para dejar los carbonos 5 y 6 en
posiciones invariables, por lo que la energia de este otro posible conférmero no se calculd. Cabe
afiadir que en el estudio tedrico se mostrd que uno de los conféormeros de media silla con el
isopropenilo en posicion axial (Figura 14c¢), es el cuarto mas estable, con energia relativa (en relacion

con el mas estable) de 5.34 kJ/mol.”!
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Figura 14. Representacion de las diferentes conformaciones del anillo de
ciclohexeno en 8S.
Conférmeros de media silla con isopropenilo en posicion pseudoecuatorial, varian por
el giro entre el isopropenilo y el carbono 4 del ciclo; (b) la conformacion de bote es
otra alternativa que explicaria la regioselectividad; (c) conférmeros de media silla con
isopropenilo en posicion pseudoaxial, en energia (5.34 kJ/mol).

6.2.2. Propuesta biogenética de la formacion de dicadalenol

Como se ha indicado, el dicadalenol es un disesquiterpenoide, formado por dos unidades
de cadinanos. Entonces, la biogénesis de dicadalenol inicia por la ruta formacién de los
sesquiterpenos, en la que se enlazan tres unidades de isoprenoides cabeza-cola para formar el catiéon
(E,Z)—farnesilo y la ciclacion adecuada para dar lugar, sucesivamente a los cationes germacrilo y
cadinilo, con modificaciones, se obtienen dos unidades de cadinanos.’? Posteriormente, la formacion
de dicadalenol contintia por medio de la formacién de un aducto formado entre ambas unidades y su

posterior funcionalizacion (Esquema 26).

Debido a que se inform¢ el aislamiento del compuesto inuloidina (43) de H. inuloides*,
se pensO que este compuesto podria ser un intermediario en la biogénesis del dicadalenol (49),
después de un paso de oxidacion, para formar “inuloidona” y una reaccion, mediante diversas
alternativas con 7-hidroxicadaleno (40) y algunos pasos posteriores de funcionalizacion darian lugar

a 49 (como fue planteado en el Esquema 12).

Sin embargo, los resultados aqui obtenidos indican que esa hipdtesis de formacion no es
plausible a la luz de la reactividad de los cadinanos y de los sistemas carbonilicos a,p-insaturados, a
pesar de la existencia del hipotético intermediario 43. En ese sentido, se propone una ruta similar, en

la que 40 reaccionaria con el aldehido derivado de 42.
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Este paso podria estar facilitado por al menos una enzima —quiza con cocatalizador, ya que
la organocatélisis en nuestros ensayos no fue suficiente—, debido a la enantioselectividad en la
formacion de dicadalenol, puesto que mediante la metodologia aqui empleada, pese a la informacion
estereoquimica del sustrato, la reaccion no es estereoselectiva; ademas, existe un paso adicional: la
hidratacion del doble enlace C1'-C14', que podria estar mediado por la misma u otra enzima . La
necesidad de una enzima para que haya hidratacion también se deduce de la dificultad experimental
para hidratar el enlace y de la diastereoselectividad de la reaccidn, a pesar de la aparente planaridad
y poca estereodiferenciacion entre las caras. Es posible que sea la misma enzima la que catalice
ambas reacciones, dada la inestabilidad del compuesto 88 y tomando en consideracion la existencia
de enzimas en las que se llevan a cabo varias reacciones, incluso con intermediarios poco favorecidos

que son estabilizados por las enzimas, como ocurre en la formacion de triterpenos.”

Se sabe de compuestos naturales que contienen boro, y se cree que este elemento y sus
compuestos podrian actuar, entre otros, como reguladores de enzimas metalicas (ya sea inhibidores,
estimuladores o estabilizadores), aunque se desconoce si esa regulacion es relevante a
concentraciones normales de boro.’* Se ha informado sobre la influencia del contenido de
metabolitos secundarios en funcion del contenido de boro en agua de riego,” aunque también hay
consecuencias por su deficiencia, dado el rol que tiene en la constitucion de la membrana celular y
de la pared celular, e incluso se ha establecido cambios en los requerimientos de compuestos de boro
y la coincidencia de falta de éstos junto a otros tipos de estrés, puede resultar en la superacion de la

capacidad de las células para enfrentar los efectos de las especies reactivas de oxigeno.”®

Debido al intrincado y delicado equilibrio ecologico que existe, y teniendo en cuenta las
observaciones derivadas de este estudio, ademas de la poca abundancia con que se ha encontrado
dicadalenol (48), se puede sugerir que su produccion responde condiciones de estrés, y que incluso
en sistemas bioldgicos, compuestos de boro son los responsables de la formacion de este compuesto,
ya sea como respuesta a un exceso de boro, o0 como medida para la disminucién de estrés oxidante —
en el que este elemento tiene un rol. No obstante, la comprobacion de esta hipotesis es motivo de un

estudio independiente y queda lejos del alcance de este trabajo.
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Con base en lo expuesto, se hace la siguiente propuesta de biogénesis de dicadalenol

(Esquema 26):

La parte inicial de la biogénesis seria la normal para la formaciéon de cadinanos: una
molécula de pirofosfato de y,y-dimetilalilo (pirofosfato de 3-metil-but-2-enilo, 95) reaccionaria
sucesivamente con 2 unidades de pirofosfato de isopentenilo (96) para formar, mediante la unién
cabeza-cola de tres unidades de isoprenilo, pirofosfato de (E,E)-farnesilo (97). Este compuesto se
ionizaria para formar el cation (E,E)-farnesilo (98), para poder migrar sus dobles enlaces y
convertirse en el cation (E,Z)-farnesilo (99), el cual, por medio de una adicion intramolecular para
formar el cation germacrilo (100), que se isomerizaria por transposiciones de Wagner-Meerwein a
101, el cual sufriria otra adicion intramolecular para formar el ion cadinilo (102) que se puede
transformar mediante reacciones sucesivas de oxidacion y deshidratacion y/o deshidrogenacion, en
3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (42). En este punto, habria una divergencia para que: (a) por medio de
deshidrogenacion u oxidacion y deshidratacion, se formara 3,4-dihidro 7-hidroxicadaleno (40); y (b)
por oxidacion de C14 se produjera 80a. Entre estos dos ultimos intermediarios ocurriria una
condensacion que formaria el compuesto 1abil 88, posiblemente mediada por una enzima con boro
como cocatalizador, y probablemente esa misma enzima catalizaria la hidratacion estereoselectiva

del doble enlace C8-C1' con regioquimica de Markovnikov para obtener dicadalenol (48).
Desde luego, no se descarta la posibilidad de que sea otra la ruta que en realidad siga; sin

embargo, la reactividad de los compuestos y la informacion disponible, hacen que esta propuesta

resulte plausible.
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Esquema 26. Biogénesis de dicadalenol

6.3. Actividad moduladora de la resistencia a multiples farmacos

Se llevdo a cabo una exploraciéon preliminar sobre la posible bioactividad como
sensibilizadores de la resistencia de los metabolitos de L. porteri y de H. inuloides en las células de
sarcoma uterino resistentes a mitoxantrona (MES-SA/MX2), debido al conocimiento de que éstas
sobreexpresan gp-P."Y De modo que, la modulacion en la resistencia observada en estas células se

podria atribuir razonablemente a la accion de los compuestos probados sobre la gp-P.

En el ensayo se encontr6 que las ftalidas de L. porteri carecen de actividad en ese ensayo

en estudio. Sin embargo, los cadinanos 42, 103 y 104" fueron capaces de revertir la resistencia.

¥ Consulta en: https://www.atcc.org/products/all/CRL-2274.aspx#characteristics
V Estos dos compuestos se encontraban disponibles en el laboratorio.
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Para el experimento emplearon doxorrubicina (105) y mitoxantrona (106) como agentes
citotoxicos contra las células cancerosas normales (MES-SA) y las resistentes (MES-SA/MX2). Los
resultados se muestran en la Tabla 8 (en la Figura 15 se muestran los cadinanos y controles). En el
primer renglon, se observa en ambos casos que la ICso es en ambos casos mayor, como era esperable,

para las células resistentes.

Los siguientes renglones muestran la ICso del firmaco en combinacion con los compuestos
senalados, donde verapamilo (107) y resveratrol (108) se utilizaron como controles positivos, todos
los compuestos a una concentracion de SuM. En general, la ICso de ambos farmacos disminuye con
todos los compuestos probados (excepto para mitoxantrona (106), con 103, 104 y el control 107). El
efecto mas notable es el del compuesto 42 en combinacion con doxorrubicina (105), que disminuye
la ICso de esta substancia de 2.414 uM a 0.194 uM, esto implica un indice de reversion de 12.442; es
decir, en presencia de 42, se necesita 12.442 veces menos doxorrubicina para causar el mismo efecto
que en su ausencia. Esa disminucién es menor, aunque del mismo orden de magnitud, que la
provocada por verapamilo (107) y mayor que la del otro control (resveratrol, 108). También es de
destacarse que, para mitoxantrona (106), el compuesto 1 tuvo el mayor indice de reversion, esto es,

que tuvo el mayor efecto en la disminucion de la ICso de ese fArmaco.

Tabla 8. Modificacion de la ICso de doxorrubicina (105) y mitoxantrona (106) por los cadinanos
probados.

Doxorrubicina (105) Mitoxantrona (106)
Compuesto ICso uM (LR.)P ICso uM (LR.)P
afiadido MES-SA/MX2  MES-SA MES-SA/MX2 MES-SA
- 2.414* 0.050* 0.513 0.029

42 0.194 (12.442)  0.010(5.233) 0.132(3.946)  0.012(2.547)
103 1.416 (1.705)  0.015 (3.370) 1.181 (0.441)  0.014 (2.079)
104 0.823 (2.934)  0.046 (1.084) 0.525(0.992)  0.023 (1.307)
Verapamilo (107)  0.110 (21.890)  0.045 (1.114) 0.269 (1.936)  0.0014 (2.074)
Resveratrol (108)  0.822(2.936)  0.016 (3.077) 1518 (0.337)  0.012(2.538)

®Indice de reversion (I.R.) = (ICso farmaco solo) / (ICso combinacién farmaco + modulador).
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Figura 15. Cadinanos y controles usados en los ensayos de modulacion de la resistencia.

Como se puede observar en la Figura 16 y en la Figura 17, los resultados del modelado
molecular, muestran que el cadinano 42, el mas activo en los estudios experimentales muestran que
éste se localiza en la parte superior del canal formado por la proteina MDRI. El tipo de interacciones
que son observadas son -t y puente de hidrégeno con los residuos Tyr-303 y Gln-72. Esto podria
indicar que incide en el funcionamiento del mecanismo de expulsion de los farmacos (es decir, impide
la apertura del canal hacia el exterior de la célula), o bien podria ser que sea un sustrato mas afin que
se expulsa preferentemente por la gp-P, ya que se ha mostrado que enlaces de hidrégeno con esos
sitios de la zona altamente hidrofobica, podrian contribuir a una uniéon mas fuerte entre ambos
TMD,”’-*° ademas de que la interaccion con el residuo Tyr-306 obstruye el acceso a farmacos como

paclitaxel dentro de la gp-P.%*
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Figura 17. Interaccion de 42 con la gp-1 (MDR1): (A) y (B) acercamiento a la forma tridimensional;
(C) diagrama bidimensional de interacciones de 1 con sitios de gp-P.

Los resultados obtenidos muestran posibilidad de que los cadinanos cumplan con la funcion

de inhibir la gp-P. La analogia y fragmentos estructurales compartidos con los compuestos aqui

sintetizados han impulsado la exploracion in vivo e in silico de las propiedades biologicas de los
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derivados de los cadinanos. Particularmente, de los aductos se ha enfocado en la actividad in silico,

dada la labilidad de estos, que se ha mencionado en el apartado respectivo.

En este ultimo aspecto, se encontrd que los analogos de dicadalenol tuvieron interaccion
cerca del mismo sitio que 42. Particularmente, el compuesto que resultdé mas afin, de acuerdo con las
energias de activacion fue 88b (el diasteredmero del esqueleto de dicadalenol), como se muestra en
la Figura 18, que tuvo interacciones tipo n-x con los residuos Phe-339 y Phe-299. De modo que estos
andlogos tienen potencial actividad como moduladores de la resistencia a multiples farmacos, a través
de la inhibicién con la gp-P. Se ha informado que otros inhibidores con estructura de oligopéptidos
ciclicos tienen interacciones hidrofobicas con los residuos Phe-339 y Phe-766, como las que muestra
88b con la gp-P,% por lo que es posible que los compuestos sintetizados posean también actividad

inhibitoria frente a este mecanismo de resistencia.

£203 TYR PHE
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Figura 18. Interaccion de gp-P con 88b.

72



7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se confirmé que la hidrogenacion catalitica de diligustilida da lugar al
producto 10 y que el compuesto 69 es el producto natural aislado de L. chuanxiong. De acuerdo con
los resultados de los ensayos in vitro e in silico, estos compuestos tienen actividad progestacional.
Estas conclusiones son relevantes en términos de la asociacion adecuada entre la estructura que se
propuso para un compuesto cuya actividad como agonista del receptor de progesterona es la del orden
de nanomolar, apropiada para un compuesto lider o cabeza de serie para una diana molecular
definida, ademds de hacer una propuesta sobre la biogénesis de ese compuesto, adecuada a la

estructura molecular confirmada.

Se llevd a cabo la preparacion de andlogos de dicadalenol. La estrategia inicial de
cicloadicion de carbonilos a carbonilos a,B-insaturados, o el intento de conducir esta reaccion por
mecanismos i6nicos fue fallida. Sin embargo, se encontrd que estos compuestos pueden ser obtenidos
a través de una reaccion de adicion 1,4 del hidroxilo de los 7-hidroxicadalenos a un sistema
carbonilico a,p-insaturado, mediante la catalisis por la mezcla de 4cidos acético y boroénico; con
otros catalizadores (acidos, basicos y anfotéricos, como DAED) no se observo la reaccion, lo que
puede ser consecuencia de la sustitucion de los cadinanos, en relaciébn con el 2-naftol. El
descubrimiento de esta reactividad ha permitido la obtencion de variedad estructural partiendo de
productos naturales, y constituye un hallazgo significativo tendiente a la preparacion de una serie de

compuestos con presumible actividad antiinflamatoria.

Es destacable que este estudio mostr6 que la catélisis con acido fenilboronico es una
alternativa adecuada para la adicién de naftoles impedidos, como los cadinanos, para su adicién
conjugada a enales y enonas, dado que fue el unico catalizador capaz de que se llevara a cabo esta
adicion, lo que da indicativo de que una posible ruta biogenética implique una enzima que involucre

algiin centro metalico.

En este aspecto, aun se puede continuar hacia la sintesis del dicadalenol, por medio de la

hidratacion del doble enlace C8'-C14, y la desproteccion del metoxilo. Es conveniente que tanto la
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condensacion que da lugar al esqueleto como la reaccion de hidratacion sean estereoselectivas. Esta

ultima ademas debe ocurrir con la regioquimica adecuada.

Las conclusiones sobre la reactividad que se obtuvieron en este estudio, aunadas a

informacion previamente existente, permiten hacer una propuesta biogenética de su obtencion.

También es relevante el hallazgo de que la sustancia 42 es agente modulador que actia
sensibilizando a organismos resistentes a multiples fdrmacos, presumiblemente mediante la

inhibicion de la gp-P.
El presente trabajo amplia el conocimiento de la reactividad de los productos naturales, de

su biogénesis, de la metodologia tendiente a la sintesis de compuestos bioactivos, y de ciertas

propiedades biologicas, por lo que se lograron los objetivos propuestos en la investigacion.
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8. SECCION EXPERIMENTAL

8.1. Procedimientos quimicos generales

Los espectros de RMN se obtuvieron con un espectrémetro Bruker Ascend 700 usando la
sefial residual del disolvente (CDCl; o acetona-d6, Sigma-Aldrich) como referencia interna y se
procesaron con el programa MestReNova (MestreLab). Los experimentos de difraccion de rayos X
de monocristal se realizaron en un difractdémetro Bruker Smart Apex, equipado con irradiacion de Mo
(A =0.71073 A) y un detector bidimensional CCD. Los puntos de fusiéon se midieron con un aparato
de Fisher-Johns (Cole Parmer) y no estan corregidos. Los experimentos con microondas se llevaron
a cabo con un reactor Anton Paar Monowave 300. Las reacciones se llevaron a cabo bajo atmosfera
de N2, los disolventes se secaron mediante procedimientos estandar previo a su uso y los reactivos se
utilizaron como fueron obtenidos comercialmente. Las columnas cromatograficas se prepararon con
gel de silice (malla 230-400, Macaray-Nigel). Las reacciones y columnas se monitorearon por medio
de c.c.f (cromatofolios de gel de silice en aluminio 60 F2s4 (0.2 mm) Merck), observadas en lampara
de UV (254 y 365 nm, Spectroline) y reveladas con disoluciones de sulfato cérico amoniacal o

vainillina.

8.1.1. Aislamiento de productos naturales

Ligusticum porteri

Las ftalidas de L. porteri se aislaron de acuerdo al procedimiento informado previamente:?? el
material vegetal (8.1 kg de raices) fue molido y macerado sucesivamente con hexano, acetona y
metanol. El extracto acetonico (871 g) se dividid y posteriormente se fracciond por medio de
cromatografia en columna. Las ftalidas aisladas (identificadas por comparacion con muestras
auténticas) fueron (Z)-ligustilida y (Z)-butilidenftalida (17.1 g de mezcla), diligustilida (1.6 g),
toquindlida B (5.8 g) y riligustilida (3.7 g).

75



Heterotheca inuloides

Las flores de H. inuloides (10 kg) se molieron y se extrajeron por maceracion con acetona (3
x 24 h). El extracto (512 g) fue fraccionado por cromatografia en columna con mezclas de Hex-AcOEt
de polaridad creciente. En fracciones de menor polaridad (Hex-AcOEt 95:5) se obtuvieron mezclas
enriquecidas de los compuestos de interés, cuya separacion se continud por cromatografia en columna
abierta y recristalizacion de hex. Se obtuvieron 7-hidroxicadaleno (0.8 g) y 3,4-dihidro-7-

hidroxicadaleno (1.4 g), de acuerdo con la comparacién con muestras auténticas.

8.2. Reacciones

8.2.1. Metabolitos de L. porteri

Hidrogenacion de diligustilida

74 3.,
7 _0 7 0O
0 H,/Pd-C o
\ )
Z 0 o 0
rac-5 rac-10

Una mezcla de rac-5 (112.6 mg, 0.292 mmol) y Pd-C (4.2 mg) en AcOEt (10 mL) se agito a
temperatura ambiente en una atmoésfera de Hz por dos horas. Se filtrd en una columna de celita y se
evaporo6 el disolvente. El producto crudo (118.2 mg) se purificé por CCA, eluyendo con Hex-AcOEt
(8:2), obteniendo rac-10 (75.5 mg, 0.196 mmol, 66.4 %) como agujas incoloras, pf 117-119 °C, Rf
0.35 (hex-AcOEt 3:2), rac-37 (11.2 mg, 0.029 mmol, 9.9 %) como agujas incoloras, pf 106-118 °C,
Rf 0.50 (hex-AcOEt 3:2) y recuperando rac-5 (13.0 mg, 0.034 mmol, 11.6%).

Dihidrodiligustilida (rac-10)

RMN 'H: (700 MHz, CDCls) & 7.33, (d, J= 6.5 Hz, 1H, H7'), 4.98 (t, J= 7.5, 1H, H8'), 4.56 (ddd, J
=7.5,4.0,2.0 Hz, 1H, H3), 3.18 (d, J= 9.0 Hz, 1H, H7), 2.97 (dq, J= 5.5, 2.5 Hz, 1H, H6"), 2.54 (t,
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J=8.0 Hz, 1H H6), 2.18 (q, J=7.5 Hz, 1H 9'), 2.08 (dddd, J= 17.5, 12.5, 5.0, 2.0 Hz, 1H, H4), 2.03
(ddd, J = 12.5, 10.0, 5.0 Hz, 1H, H4"), 1.99, dd (17.5, 4.5 Hz, H4b), 1.90 (dddd, J = 13.5, 4.5, 1.0,
0.5 Hz, 1H, H52), 1.86 (dq, J=9.8, 3.1 Hz, 1H, H5'a), 1.68 (dtd, J = 8.0, 4.5, 1.9 Hz, 1H, H8), 1.54
(dddd, J = 13.5, 12.0, 7.0, 5.0 Hz, 1H, H5) 0.92 (t, J= 7.5 Hz, 3H, H11"), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
HI1).

RMN 'H (700 MHz, CDCls) & 7.33 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H7'), 4.98 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H8'), 4.56 (ddd,
J=17.5,4.0,2.0 Hz, 1H, H3a), 3.18 (dq, J = 9.0, 1.4 Hz, 1H, H7), 2.97 (dq, J= 5.5, 2.5 Hz, 1H, H6"),
2.54 (t, J= 8.0 Hz, 1H, H6), 2.18 (q, J = 7.5 Hz, 2H, H9'), 2.08 (dddd, J = 17.5, 12.5, 5.0, 2.0 Hz,
1H, 4), 2.03 (ddd, J = 12.5, 10.0, 5.0 Hz, 1H, H4'), 1.99 (dd, J = 17.5, 4.5 Hz, 1H, H4b), 1.90 (dddd,
J=13.5,4.5,1.0,0.5 Hz, 1H, 5a), 1.86 (dq, J=9.8, 3.1 Hz, 1H, H5'), 1.68 (dtd, J=8.0, 4.5, 1.9 Hz,
1H, H8), 1.54 (dddd, J = 13.5, 12.0, 7.0, 5.0 Hz, 1H, H5b), 1.51 — 1.44 (m, 1H, H10'), 1.45 — 1.35
(m, 3H, H4'b, H8b, H10'b), 1.35 — 1.25 (m, SH, H5'b, H9, H10), 0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H11"), 0.90
(t,J=7.0 Hz, 3H, H11).

RMN 3C (175 MHz, CDCl3) 5 171.9 (C1), 165.0 (C1"), 168.2 (C3a), 150.6 (C3"), 141.9 (C7'), 134.5
(C7a"), 127.1 (C7a), 108.6 (C8"), 82.5 (C3), 47.4 (C3a"), 41.6 (C6'), 41.1 (C7), 38.3 (C6), 32.2 (C8),
30.9 (C4"), 28.8 (C5), 27.5 (C9"), 26.5 (C9), 25.7 (C5'), 22.4 (C4), 22.3 (C10, C10", 14.0 (C11"), 13.7
(C11).

Tetrahidrodiligustilida (rac-37)

RMN 'H (700 MHz, CDCls) § 4.70 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H8'), 4.55 (dt, J= 9.5, 3.0 Hz, 1H, H3a), 2.86
(d, J=10.0 Hz, 1H, 7), 2.59 (dddd, J = 18.5, 12.5, 6.0, 2.5 Hz, 1H, H4a), 2.47 (t, J= 10.0 Hz, 1H,
H7a"), 2.23 (dd, J = 18.5, 6.0 Hz, 1H, H4), 2.21 — 2.17 (m, 1H, H6), 2.13 (q, J = 7.5 Hz, 2H, H9'),
1.95 (ddd, J=13.0, 9.5, 7.5 Hz, 1H, 4'a), 1.92 — 1.88 (m, 1H, H5a), 1.85 (ddd, J= 13.0, 11.0, 1.5 Hz,
1H, H4'b), 1.83 — 1.78 (m, 4H, H5'a, H6', H7'), 1.70 — 1.51 (m, 5H, H5b, H5'b, H8, H9a), 1.52 — 1.47
(m, 1H, H10'), 1.47 — 1.41 (m, 1H, HOb), 1.41 — 1.32 (m, 3H, H10, H10'b), 0.92 (dt, J = 7.5 Hz, 3H,
H11'), 0.91 (dt, J= 7.5 Hz, 3H, H11").
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RMN 3C (175 MHz, CDCL3) § 175.3 (C1'), 171.7 (C1), 166.2 (C3a), 153.1 (C3'), 126.2 (C7a), 105.7
(C8"), 83.3 (C3), 43.8 (C3a'), 41.0 (C7a'), 38.0 (C7), 33.6 (C6"), 33.0 (C6), 31.6 (C8), 29.8 (C4'), 28.3
(C9), 27.5 (C5), 27.3 (CS"), 27.1 (C9"), 23.0 (C7'), 22.7 (C4), 22.3 (C10), 22.3 (C10'), 13.9 (C11),
13.9 (C11").

Epimerizacién de dihidrodiligustilida

VS
\0 DBU
THF
rac-10

Una disolucion de rac-10 (160.1 mg, 0.419 mmol) y DBU (0.10 mL, 0.67 mmol) en THF (3
mL) se calentd en el reactor de microondas (160 °C, 30 min). Posteriormente, se evapord el disolvente
y al residuo se agregéo HC1 10 % (5 mL) y se extrajo con AcOEt (5 x 3 mL). Las fases organicas se
reunieron, se lavaron con salmuera (5 mL) y se secaron con Na>xSOs. Se evapor6 el disolvente y se
obtuvo un residuo aceitoso color &mbar (161.2 mg) que se purificod por columna, eluyendo con Hex-
AcOEt (8:2). Se obtuvo rac-10 recuperada (108.8 mg, 0.284 mmol, 68 %) y (3epi)-3,8-
dihidrodiligustilida, rac-67, (29.0 mg, 18 %) como agujas incoloras, pf 114-119 °C, Rf 0.44 (hex-
AcOEt 3:2).

Alternativamente, la reaccion se llevo a cabo también en microondas, con la mezcla de
dihidrodiligustilida 122.6 mg, 0.321 mmol) y DBU (0.06 mL, 0.402 mmol) en THF (3 mL), pero
usando calentamiento con potencia constante (120 W) a 150 °C por 30 min. El incremento de la
temperatura en pasos de 10 en 10 °C hasta 170 °C no modificé el rendimiento relativo de los epimeros;
pero al aumentar a 180 °C, se observo la formacion de (2)-ligustilida y senkyunélida A, identificadas

por comparacion con muestras auténticas obtenidas previamente en el laboratorio.

(3epi)-3.8-Dihidrodiligustilida (rac-67)

78



RMN 'H (700 MHz, CDCls) § 7.33 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H7'), 4.98 (dd, J= 8.0, 7.0 Hz, 1H, HS"), 4.80
(dd, J=17.5,3.5 Hz, 1H, H3), 3.20 (d, J= 9.0 Hz, 1H, H7), 2.98 (dq, J = 6.5, 2.5 Hz, 1H, H6'), 2.52
(dd, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 2.20 — 2.10 (m, 2H, H9"), 2.08 — 1.97 (m, 4H, H4, H4'a, H9%), 1.91 (ddt, J
=13.5,4.5, 1.5 Hz, 1H, H5'a), 1.87 (ddt, J=13.5, 10.0, 3.5 Hz, 1H, H5'b), 1.81 (dddd, J= 14.0, 10.5,
4.5,3.5 Hz, 1H, H4'b), 1.51 — 1.42 (m, 2H, H5b, H10'a), 1.43 — 1.37 (m, 2H, H8a, H10a), 1.36 — 1.22
(m, 3H, H8b, H10b, H10'b), 1.17 (dddd, J= 11.0, 4.5, 3.5, 2.0 Hz, 1H, HOb), 0.91 (t, J= 7.5 Hz, 3H,
H11'), 0.85 (t, J= 7.0 Hz, 3H, H11).

RMN 13C (175 MHz, CDCl5) § 172.1 (C1), 168.2 (C3a), 165.2 (C1'), 150.6 (C3'), 142.2 (C7"), 134.6
(C7a"), 127.8 (C7a), 108.9 (C8"), 81.5 (C3), 47.6 (C3a'), 41.8 (C6'), 41.1 (C7), 38.4 (C6), 31.3 (C4Y,
31.2(C8),29.4 (C5), 27.6 (C9"), 26.5 (C9), 25.7 (C5"), 22.5 (C10), 22.3 (C10), 21.7 (C4), 14.1 (C11"),
14.0 (C11).

8.2.2. Metabolitos de H. inuloides

Protecciéon de 3.4-dihidro-7-hidroxicadaleno (Preparacidon de 3.4-dihidro-7-metoxicadaleno)

HO MeO
() e T )
: 2. M92804 :
42

Una disolucién de 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (42) (364.0 mg, 1.68 mmol) y KOH (367.3
mg, 6.55 mmol) en acetona (16 mL) se agité durante una hora a temperatura ambiente. Pasado ese
tiempo, se adiciond Me>SO4 (0.18 mL, 1.90 mmol). La mezcla se calent6 en el reactor de microondas
a 150 °C por 30 min (calentamiento a 120 W, con enfriamiento simultdneo). Se decant6 el so6lido, y
se evaporo el disolvente. El producto crudo (486.6 mg) se adsorbio en gel de silice y se aplico en una
columna empacada con una suspension de gel de silice (20 g) en Hex; se eluyd con Hex-AcOEt
(99.5:0.5). Se obtuvo 81a como un aceite amarillo palido (370.6 mg, 1.68 mmol, 95.6 %) Rf 0.62
(Hex-AcOEFEt 9:1).
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3.4-dihidro-7-metoxicadaleno (81a)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 6.88 (t, J= 1.0 Hz, 1H, H5), 6.80 (s, 1H, HS), 5.68 (ddq, J = 6.0,
3.0, 1.5 Hz, 1H, H2), 3.83 (s, 3H, H16), 2.38 — 2.26 (m, 4H, H3, H4), 2.16 (d, /= 1.0 Hz, 3H, H15),
2.02 (dt, J = 3.0, 1.5 Hz, 3H, H14), 1.82 (oct, J = 7.0 Hz, 1H, H11), 0.87 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H12),
0.78 (d, J= 7.0 Hz, 3H, H13).

RMN 13C (700 MHz, acetona-d6) § 157.4 (C7), 135.1 (C9), 132.9 (C1), 131.9 (C5), 131.7 (C10),
124.5 (C6), 123.9 (C2), 106.3 (C8), 55.8 (C16), 44.5 (C4), 31.4 (C12), 26.7 (C3), 21.9 (C13), 20.8
(C14), 19.5 (C11), 16.3 (C15).

EMAR (ADTR): m/z 231.17188 (calc. para [Ci1sH230]": 231.17489).

Oxidacion de 3.4-dihidro-7-metoxicadaleno (81a) (Preparacion de 3.4-dihidro-7-metoxicadalen-14-

al (82))
MeO MeO MeO MeO
i OO OO
82 83 84

81a

Una disolucién de 81a (273.4 mg, 1.19 mmol) y SeO, (772.8 mg, 6.96 mmol) en EtOH-H>O
(9:1, 10 mL) se calent6 a reflujo durante 2 h. La mezcla se filtr6 con celita-gel de silice y el filtrado
se concentrd. Se afiadi6 NaHCOs al residuo y se extrajo con CH2Cl> (3 x 5 mL); las fases orgénicas
se reunieron, se lavo con H>O, salmuera, y se seco con NaxSOs. El residuo se purificé por CC
eluyendo con hex-AcOEt (99.05:0-5 —99:1), obteniéndose 82 (11.9 mg, 4.1 %) como aceite amarillo,
Rf 0.63 (Hex-AcOEt 9:1); 83 (89.8 mg, 0.368 mmol, 30.9 %) como aceite amarillo Rf 0.52 (Hex-
AcOEt 9:1) y 83 (147.0 mg, 0.644 mmol, 54.2 %) como aceite transparente Rf 0.50 (Hex-AcOEt

9:1). (Este procedimiento es adaptacion de uno previamente informado)!?.

3,4-dihidro-7-metoxicadalen-14-al (83)
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RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 9.67 (s, 1H, H14), 7.85 (s, 1H, H8), 7.08 (ddd, J = 7.0, 3.0, 1.0
Hz, 1H, H2), 6.98 (s, 1H, H5), 3.82 (s, 3H, H16), 2.86 — 2.80 (m, 1H, H3a), 2.64 (ddd, J = 18.5, 7.5,
3.0 Hz, 1H, H3b), 2.49 (td, J = 7.5, 3.0 Hz, 1H, H4), 2.17 (s, 3H, H15), 1.74 (dq, J = 7.0 Hz, 1H,
H11), 0.88 (d, J= 7.0 Hz, 3H, H12), 0.79 (d, J= 7.0 Hz, 3H, H13).

RMN C (175 MHz, acetona-d6) & 193.5 (C14), 157.1 (C7), 153.6 (C2), 138.6 (C1), 132.1 (C5),
131.4 (C10), 128.7 (C9), 126.4 (C6), 108.6 (C8), 55.7 (C16), 43.7 (C4), 32.2 (C11), 28.0 (C3), 21.6
(C12), 20.6 (13), 16.4 (C15).

EMAR (ADTR): m/z 245.15411 (calculado para [CisH2102]": 245.15415)

Analogos de dicadalenol

o) Fla
H
%[ R4 . 0 R4
|
Ry Re
Rs™ 'R Rs

Procedimiento tipico:

Una disolucion de 2-naftol o el cadinano correspondiente (ca. 40 mg), el compuesto
carbonilico a,B-insaturado (1 eq) y PhB(OH)> (1.3 eq) en Tol/AcOH (9:1) se calent6 a reflujo bajo
atmosfera de N2 en un matraz equipado con una trampa de Dean Stark durante 26 h (excepto para la
obtencion de 88, que durd 48 h). Después de ese tiempo, se anadid una disolucion saturada de
NaHCO; (5 mL). La mezcla se extrajo con Et;O (3 x 5 mL). Las fases orgdnicas se reunieron, se
lavaron con una disolucién saturada de NaCl y se secaron con Na>SOs. El disolvente se evapord y el
residuo se disolvio en hexano y se aplicé en una columna empacada con una suspension de gel de

silice (previamente desactivada con EtsN 0.1 % V/V en Hex), eluyendo con Hex. Los productos en
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general fueron aceites amarillo palido a intenso (que se obscurecia al permanecer seco)"’, labiles y se
obtuvieron como mezclas inseparables de diasteredémeros que se caracterizaron asi por medio de
RMN. Los rendimientos mostrados en Figura 12 se calcularon sobre el producto aislado. Los

productos 92-94 s6lo se detectaron por espectrometria de masas del crudo de reaccion.

Nota 1: Este aducto, ademas de ser obtenido por medio del procedimiento tipico, descrito, se
obtuvo mediante calentamiento en disolucion en tolueno por 7 dias dentro de un tubo sellado a 140
°C. Después de ese tiempo, se abrio el tuvo, se evapor? el disolvente y se purificd por cromatografia

en columna, con un rendimiento de 81 %.

Nota 2: Otro procedimiento alternativo para la obtencion de este producto, consistid en
someter los productos a reaccion en presencia de DAED al 20 % (que fue preparado por adaptacion
del protocolo informado previamente)!?! en CHCl3 a reflujo durante 4.5 h, obteniéndose un

rendimiento similar a la catalisis con la mezcla de acidos.

Rf 0.70 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 8.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H1'), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H4'), 7.63
(d, J= 8.8 Hz, 1H, H5"), 7.45 (ddd, J= 8.4, 6.8, 1.0 Hz, 1H, H2"), 7.30 (ddd, J = 8.0, 6.8, 1.0 Hz, 1H,
H3"), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H6"), 6.91 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H10), 5.19 (dddd, J = 11.0, 5.4, 2.1, 1.6
Hz, 1H, H2), 4.78 (dd, J = 1.5, 0.9 Hz, 1H, H9a), 4.76 (p, J = 1.5 Hz, 1H, HOb), 2.69 (ddd, J = 14.4,
4.2,2.5 Hz, 1H, H6), 2.34 — 2.27 (m, 3H, H3a, H4, H6), 1.91 (ddq, J = 12.7, 5.1, 2.5 Hz, 1H, H5),
1.82 — 1.77 (m, 1H, H3b), 1.78 (t, J = 1.5 Hz, 3H, H8), 1.38 (dtd, J = 13.7, 12.7, 12.1, 4.3 Hz, 1H,
H5).

¥ Se encontr6 que almacenarlos en solucion en hexano o acetona, era preferible a hacerlo en seco, incluso a temperatura
baja.
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RMN C (175 MHz, acetona-d6) & 151.7 (C7'), 149.6 (C7), 137.6 (C1), 130.5 (C9'), 130.4 (C10",
129.4 (C4"), 129.2 (C5"), 127.3 (C2'), 124.1 (C3"), 122.0 (C1"), 118.1 (C6'), 114.3 (C8"), 113.0 (C10),
109.8 (C9), 77.7 (C2), 43.9 (C4), 40.8 (C3), 33.2 (C6), 32.7 (C5), 21.1 (C8).

EMAR (ADTR): m/z

Rf 0.70 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 4H, H1'), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 3H, H4"), 7.64
(d, J= 8.8 Hz, 1H, H5"), 7.45 (ddd, J = 8.4, 6.7, 1.9 Hz, 1H, H2"), 7.32 (dd, J = 8.0, 6.8, 1.0 Hz, 1H,
H3"), 7.01 (dd, J=8.7, 0.8 Hz, 1H, H6"), 6.92 — 6.89 (m, 1H, H10), 5.19 — 5.16 (m, 1H, H2), 4.93 (h,
J= 1.5 Hz, 1H, H9a), 4.90 (td, J = 1.7, 0.9 Hz, 1H, H9b), 2.70 — 2.68 (m, 1H, H4), 2.51 — 2.47 (m,
1H, 6a), 2.48 — 2.44 (m, 1H, H3a), 2.40 (dddd, J = 16.6, 8.9, 6.2, 4.1 Hz, 1H, H6b), 2.10 — 2.07 (m,
1H, H3b), 2.04 — 1.99 (m, 1H, H5a), 1.81 (dt, /= 1.6, 0.8 Hz, 3H, H8), 1.78 — 1.75 (m, 1H, H5b).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) & 152.0 (C7'), 147.6 (C7), 137.6 (C1), 130.6 (C10'), 130.5 (C9",
129.4 (C4"), 129.1 (C5"), 127.3 (C2'), 124.3 (C3"), 122.3 (C1"), 118.2 (C6'), 115.8 (C8"), 114.0 (C10),

111.5 (C9), 74.4 (C2), 39.6 (C4), 36.3 (C3), 28.6 (C6), 28.4 (C5), 22.3 (C8).

EMAR (ADTR): m/z
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Rf0.72 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) 5 7.81 (s, 1H, HS"), 7.13 (d, J= 7.3 Hz, 1H, H2'), 7.10 (d, J= 7.3
Hz, 1H, H3"), 7.08 (t, J= 2.5 Hz, 1H, H10), 4.93 (dddd, J = 10.8, 6.4, 2.5, 1.0 Hz, 1H, H2), 4.78 (dq,
J=1.5,1.0 Hz, 1H, H9a), 4.76 (p, J = 1.5 Hz, 1H, HOb), 3.66 (hept, J = 6.9 Hz, 1H, HI1"), 2.74 (s,
3H, H14'), 2.65 (ddt, J = 15.3, 4.4, 2.5, 1.0 Hz, 1H, H6a), 2.39 (ddt, J = 12.2, 6.4, 2.5 Hz, 1H, H3a),
2.35 (dddt, J= 15.3, 12.7, 5.1, 2.5 Hz, 1H, Héb), 2.32 (s, 3H, H15'), 2.20 (tt, J = 12.7, 2.5 Hz, 1H,
H4), 1.83 (ddq, J= 12.7, 5.1, 2.5 Hz, 1H, H5a), 1.78 (t, /= 1.5, 1.0 Hz, 3H, H8), 1.71 (ddd, J = 12.7,
12.2, 10.8 Hz, 1H, H3b), 1.33 (qd, J = 12.7, 4.4 Hz, 1H, H5b), 1.33 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H12'), 1.32
(d, J= 6.9 Hz, 3H, H13").

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) & 151.9 (C7'), 149.8 (C7), 143.1 (C4"), 133.0 (C1), 131.5 (C9"),
130.8 (C1"), 130.2 (C2"), 128.9 (C10"), 126.0 (C6), 125.2 (C5"), 119.9 (C3"), 119.2 (C10), 117.0 (C8"),
109.6 (C9), 75.3 (C2), 43.2 (C4), 39.6 (C3), 32.6 (C6), 31.7 (C5), 29.0 (C11"), 26.3 (C14'), 24.1
(C12'),23.9 (C13"), 21.0 (C8), 17.1 (C15").

EMAR (ADTR): m/z 347.23599 (calc. para [CasH31O]": 347.23749).

Rf0.72 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) 5 7.84 (s, 1H, HS"), 7.15 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H2'), 7.10 (d, J = 7.4
Hz, 3H, H3"), 7.00 (q, J = 1.9 Hz, 1H, H10), 4.88 — 4.83 (m, 1H, H2), 4.83 (q, J = 1.2 Hz, 2H, H9),
3.66 (hept, J = 6.7 Hz, 1H, H11"), 2.72 (s, 3H, 14') , 2.62 — 2.54 (m, 1H, H4), 2.51 — 2.45 (m, 2H,
H6), 2.35 (s, 3H, H15"), 2.33 —2.29 (m, 1H, H3a), 2.12 — 2.06 (m, 1H, H3b), 1.78 (t, J= 1.0 Hz, 3H,
HS), 1.77 — 1.74 (m, 1H, 5a), 1.33 (dd, J= 6.9, 1.2 Hz, 51H, 5, 12', 13"), 1.32 — 1.28 (m, 1H, H5b),
1.33 (d,J=6.5, 3H, H12"), 1.32 (d, J = 6.5, 3H, HI13").
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RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) & 152.5 (C7'), 149.0 (C7), 143.0 (C4"), 133.0 (C1), 131.1 (C9"),
130.7 (C1"), 129.9 (C2"), 128.8 (C10"), 126.1 (C6), 125.3 (C5"), 121.0 (C10), 120.1 (C3"), 118.5 (C8"),
110.3 (C9), 73.0 (C2), 38.4 (C4), 34.2 (C3),29.0 (C11'), 27.6 (C5), 27.2 (C6), 25.6 (C14"), 24.1 (C12),
23.9 (C13),21.5 (C8), 17.2 (C15").

EMAR (ADTR): m/z 347.23599 (calc. para [CasH31O]": 347.23749).

Rf 0.63 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) § 7.92 (s, 1H, H5"), 7.80 (d, J = 2.1, 0.8 Hz, 1H, H14), 7.38 (s, 1H,
HS), 7.24 (d,J=7.3 Hz, 1H, H2'), 7.21 (d, J= 7.3 Hz, 1H, H3"), 6.96 (s, 1H, H5), 4.88 (ddd, J=11.8,
5.7,2.1 Hz, 1H, H2), 3.90 (s, 3H, H16), 3.73 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, H11"), 2.84 (s, 3H, H14"), 2.78
(dddd, J=12.2,5.7, 3.1, 0.8 Hz, 1H, H3a), 2.55 (ddd, J = 9.6, 4.1, 3.1 Hz, 1H, H4), 2.42 (d,J=1.0
Hz, 3H, H15'), 2.21 (s, 3H, H15), 2.07 (ddd, J= 12.2, 11.8, 4.1 Hz, 1H, H3b), 1.67 (dheptd, J = 9.6,
6.6,0.8 Hz, 1H, 11), 1.35 (d, J = 6.9 Hz, 6H, H12', H13'), 1.07 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H12), 0.91 (d, J =
6.6 Hz, H13, 3H).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) & 157.9 (C7), 154.6 (C7'), 143.2 (C4"), 133.6 (C10), 133.1 (C5),
132.1 (C1'), 132.0 (C9'), 130.8 (C9), 130.1 (C2"), 129.0 (C10", 126.1 (C6), 126.0 (C6'), 126.0 (C3"),
124.2 (C1), 120.5 (C3'), 119.7 (C8"), 118.9 (C14), 105.5 (C8), 72.2 (C2), 55.7 (C16), 46.1 (C4), 32.3
(C11), 31.6 (C3), 29.1 (C11'), 24.9 (C14'), 23.9 (C12', C13"), 22.3 (C12), 21.2 (C13), 17.0 (C15"),
16.3 (C15).

EMAR (ADTR): m/z 441.27846 (calc. para [CasH31O": 441.27935).
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(25,45)-88

Rf 0.63 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 7.92 (s, 1H, H5"), 7.56 (d, J= 2.2 Hz, 1H, H14), 7.26 (s, 1H, HS),
7.24 (d,J=7.3 Hz, 1H, H2'), 7.20 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H3'), 7.05 (s, 1H, H5), 4.84 (ddd, J = 6.2, 5.3,
2.2 Hz, 1H, H2), 3.92 (s, 3H, H16), 3.71 (hept, J = 6.9 Hz, 1H, H11'), 2.89 (s, 3H, H14"), 2.58 (td, J
= 7.0, 4.0 Hz, 1H, H4), 2.43 (d, J = 1.0 Hz, 3H, H15"), 2.40 (ddd, J = 13.6, 7.0, 5.3 Hz, 1H, H3a),
2.27 (ddd, J = 13.6, 6.2, 4.0 Hz, 1H, H3b), 2.28 — 2.20 (m, 1H, H11), 2.21 (s, 3H, 15), 1.36 (d, J =
6.9 Hz, 3H, H12',)), 1.36 (d, J= 6.9 Hz, 3H, H13"), 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H12), 0.92 (d, J= 6.7 Hz,
3H, H13).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) & 157.6 (C7), 153.8 (C7'), 143.2 (C4"), 133.2 (C10), 132.7 (C9),
132.0 (C9'), 131.8 (C1'), 130.9 (C5), 130.1 (C2'), 129.0 (C10", 126.1 (C1), 126.1 (C6), 126.0 (C6"),
126.0 (C5"), 120.5 (C3'), 120.0 (C14), 119.6 (C8"), 106.5 (C8), 74.2 (C2), 55.6 (C16), 44.9 (C4), 30.0
(C3), 29.8 (C11), 29.1 (C11'), 25.1 (C14"), 24.2 (C12'), 24.1 (C13'), 22.3 (C12), 19.3 (C13), 17.1
(C15"), 16.4 (C15).

EMAR (ADTR): m/z 441.27846 (calc. para [CasH31O": 441.27935).

(25,45)-89
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Rf0.71 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 7.81 (s, 1H, H5"), 7.13 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 2'), 7.10 (d, J = 7.5 Hz,
1H, H3'), 7.08 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H10), 4.92 (ddtd, /= 10.8, 6.0, 2.5, 1.0 Hz, 1H, H2), 3.66 (hept, .J
= 6.8 Hz, 1H, H11'), 2.75 (s, 3H, H14"), 2.65 (dddd, J = 15.2, 4.0, 2.5, 1.0 Hz, 1H, H6a), 2.35 (ddt, J
=12.5, 6.0, 2.5 Hz, 1H, H3a), 2.33 (s, 3H, H15"), 2.30 (dddt, J = 15.2, 12.5, 5.2, 2.5 Hz, 1H, Héb),
1.79 (ddq, J = 12.5, 5.2, 2.5 Hz, 1H, H5a), 1.60 (heptd, J = 7.0, 5.2 Hz, 1H, H7), 1.52 (td, J= 12.5
10.8 Hz, 1H, H3b), 1.42 (dddt, J= 12.5, 11.6, 5.2, 2.5 Hz, 1H, H4), 1.33 (d, J = 6.8 Hz, 4H, H12"),
1.32 (d, J= 6.8 Hz, 2H, H13"), 1.15 (tdd, J= 12.5y, 11.6, 4.0 Hz, 1H, H5b), 0.95 (d, /= 7.0 Hz, 3H,
H8), 0.95 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H9).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) § 152.0 (C7'), 143.1 (C4'), 133.8 (C1), 131.5 (C1"), 130.9 (C9"),
130.2 (C2'), 128.9 (C10'), 126.0 (C6'), 125.1 (C5'), 119.9 (C3'), 118.9 (C10), 117.1 (C8"), 75.7 (C2),
42.2 (C4), 37.8 (C3), 33.2 (C7), 32.7 (C6), 29.6 (C5), 29.1 (C11'), 26.3 (C14"), 24.1 (C12'), 23.9
(C13'),20.0 (8), 19.9 (C9), 17.1 (15").

EMAR (ADTR): 353.28347 (calc. para [CasH370]*: 353.28444).

Rf0.71 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) § 7.83 (s, 1H, H5"), 7.15 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H2'), 7.10 (d, J = 7.5
Hz, 7H, H3'), 7.00 (dd, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H, H10), 4.82 (ddd, /= 6.3, 5.5, 1.5 Hz, 1H, H2), 3.68 (hept,
J=6.8 Hz, 1H, HI1"), 2.73 (s, 3H, H14"), 2.53 — 2.45 (m, 2H, H6), 2.35 (s, 3H, H15"), 2.17 (dt, J =
14.0, 7.8, 5.5 Hz, 1H, H3a), 1.98 (ddd, J = 14.0, 6.3, 3.5 Hz, 1H, H3b), 1.77 — 1.59 (m, 4H, H4, H5,
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H7), 1.33 (d, J= 6.8 Hz, 3H, H12",), 1.32 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H13'), 0.99 (d, J = 6.5 Hz, 3H, HS), 0.96
(d, J= 6.5 Hz, 1H, HO).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) § 152.6 (C7'), 143.0 (C4'), 131.8 (C1'), 131.4 (C1), 131.1 (C9"),
129.9 (C2'), 128.8 (C10'), 126.2 (C6'), 125.2 (C5'), 120.7 (C10), 120.0 (C3"), 118.4 (C8", 73.1 (C2),
38.5 (C4), 33.5 (C3), 30.5 (C7), 29.1 (C11), 27.3 (C6), 26.4 (C5), 25.6 (C14'), 24.1 (C12'), 23.9
(C13'),20.0 (C8), 19.9 (C9), 17.1 (C15").

EMAR (ADTR): 353.28347 (calc. para [CasH370]*: 353.28444).

(25,4R)-90

Rf0.72 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) & 8.25 (dd, J= 8.0, 1.0 Hz, 1H, H1'), 7.94 (d, J=2.5 Hz, 1H, H14),
7.84 (dd, J=8.0, 1.0 Hz, 1H, H4"), 7.75 (d, J= 9.0 Hz, 1H, H5'), 7.59 (s, 1H, H8), 7.53 (ddd, J = 8.0,
7.0, 1.0 Hz, 1H, H2"), 7.39 (ddd, J= 8.0, 7.0, 1.1 Hz, 1H, H3"), 7.18 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H6'), 6.96 (s,
1H, H5), 5.06 (ddd, J = 12.5, 5.7, 2.5 Hz, 1H, H2), 3.94 (s, 3H, H16), 2.70 (dt, J= 9.5, 5.0 Hz, 1H,
H3a), 2.57 (ddd, J=9.5, 4.5, 2.5 Hz, 1H, H4), 2.20 (s, 3H, H15), 2.07 (td, J = 12.5, 4.5 Hz, 1H, H3b),
1.63 (dhept, J=9.5, 6.5 Hz, 1H, H11), 1.04 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H12), 0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H13).

RMN 13C (175 MHz, acetona-d6) 8 157.9 (C7), 154.2 (C7"), 133.7 (C10), 133.4 (C5), 131.6 (C10"),
130.8 (C9"), 130.7 (C9), 130.2 (C1), 129.9 (C5"), 129.5 (C4'), 127.6 (C2'), 126.9 (C6), 124.8 (C3"),
123.3 (C1"), 119.1 (C8'), 118.1 (C6"), 113.5 (C14), 106.0 (C8), 73.2 (C2), 56.0 (C16), 46.1 (C4), 32.8
(C11), 31.9 (C3), 22.4 (C13), 21.3 (C12), 16.5 (C15).
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(2R4R)-90

Rf0.72 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) 5 8.25 (dd, J= 8.1, 0.9 Hz, 1H, H1"), 7.82 (dd, J= 8.0, 1.2 Hz, 1H,
H4"), 7.74 (d, J= 2.4 Hz, 1H, H14), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H5'), 7.54 (s, 1H, H8), 7.50 (td, J = 8.1,
7.0, 1.2 Hz, 1H, H2"), 7.37 (td, J = 8.0, 7.0, 0.9 Hz, 1H, H3"), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H6"), 7.11 (s,
1H, H5), 5.05 (ddd, J= 8.4, 5.7, 2.4 Hz, 1H, H2), 3.95 (s, 3H, H16), 2.72 (ddd, J= 9.4, 5.6, 4.1 Hz,
1H, H4), 2.47 (heptd, J = 6.7, 5.6 Hz, 1H, H11), 2.33 (ddd, J = 12.7, 5.7, 4.1 Hz, 1H, H3a), 2.22 (s,
3H, 1H5), 2.11 (ddd, J = 12.7, 9.4, 8.4 Hz, 1H, H3b), 1.02 (d, J= 6.7 Hz, 3H, H12), 0.90 (d, J= 6.7
Hz, 3H, H13).

RMN 3C (175 MHz, acetona-d6) 8 157.7 (C7), 153.5 (C7'), 133.2 (C10), 132.5 (C9), 132.1 (C1),
131.4 (C9'), 130.8 (C10'), 130.2 (C5), 129.8 (C5"), 129.5 (C4"), 127.5 (C2"), 127.3 (C6), 124.7 (C3"),
123.1 (C1"), 118.5 (C8'), 118.1 (C6"), 113.2 (C14), 106.6 (C8), 75.8 (C2), 56.0 (C16), 43.5 (C4), 30.1
(C3),29.6 (C11), 21.9 (C12), 17.9 (C13), 16.6 (C15).

Rf 0.76 (Hex-AcOEt 9:1)

RMN 'H (700 MHz, acetona-d6) 8 7.91 (s, 1H, H5), 7.25 (dd, J = 9.7, 1.8 Hz, 1H, H1'), 7.20 (d, J =
7.5, 1H, H2), 7.16 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H3), 5.67 (dd, J=9.7, 3.6 Hz, 1H, H2'), 4.82 (qdd, J= 6.7, 3.6,
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1.8 Hz, 1H, H3'), 3.69 (hept, J = 6.8 Hz, 1H, H11), 2.73 (s, 3H, H14), 2.36 (s, 3H, H15), 1.53 (d, J =
6.7 Hz, 3H, H4'), 1.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H12), 1.33 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H13).

RMN 13C (175 MHz, acetona-d6) § 153.1 (C7), 143.1 (C4), 131.6 (C1), 131.5 (C9), 130.1 (C2), 128.7
(C10), 126.9 (C1'), 126.6 (C6), 126.3 (C5), 121.2 (C2"), 120.3 (C3), 117.6 (C8), 70.8 (C3"), 29.0
(C11),25.2 (C14), 24.1 (C12), 24.0 (C13), 20.1 (C4'), 17.1 (C15).

EMAR (ADTR): 267.17386 (calc. para [C1oH230]": 267.17489).

Hidrogenacion de perilaldehido (85)

85 85
Con base en un procedimiento previamente informado,!*? una disolucion de 85 (204.8 mg,
1.36 mmol) en Hex-AcOEt (1:1, 24 mL) bajo atmosfera de H» en presencia de PtO; (4.5 mg) se agitd
durante 12 h a temperatura ambiente. La mezcla se filtr6 en una cama de celita, se evaporo el
disolvente. El residuo se purifico por medio de CCA con gel de silice y hex-AcOEt 99.5:0.5,
obteniendo felandral (85', 147.3 mg, 0.967 mmol, 71.0 %).

Aromatizacion de 3.4-dihidro-7-hidroxicadaleno

HO HO
T — O
DDQ

42 42

Nota: Esta reaccion se llevo a cabo con el objetivo de obtener 7-hidroxicadaleno adicional.

Una disolucién de 3,4-dihidro-7-hidroxicadaleno (450.2 mg, 2.08 mmol) en CH>Cl, (10 mL)
se afiadi6 gota a gota a una suspension de 2,3-dicloro-3,4-diciano-p-quinona (DDQ) (708.6 mg, 3.12
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mmol) en CH>CL (10 mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente por 2 h y posteriormente se
retird el exceso de DDQ con una disolucion saturada de NaHCOs3 (5 x 5 mL), después se lavo con
una de NaCl (10 mL), se sec6 con NaxSO4 y se evapord el disolvente. El residuo se adsorbid en gel
de silice y se aplico en una columna empacada con una suspension de gel de silice en Hex/AcOEt

(97:3-95:5), obteniéndose 7-hidroxicadaleno (326.1 mg, 1.52 mmol, 73.1 %).

8.3. Ensayos bioldgicos

8.3.1. Cultivo de células

La linea celular T47D se obtuvo del American Type Culture Collection (ATCC) y se cultivo
en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Gibco®), suplementado con suero fetal bovino
10% (SBF, Gibco®). Se incubd a 37 °C en una atmoésfera de CO: (5 %) con humedad (95 %) antes

del tratamiento.

8.3.2. Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad inducida por los productos naturales y semisintéticos se determiné usando el
ensayo de reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).!%
Brevemente, las células T47D se sembraron en placas de 96 pozos (7000 células/pozo en 200 pL de
medio RPMI libre de rojo de fenol suplementado con FBS 10% libre de hormonas esteroidales).
Después de 17 h de deprivacion de SFB, disoluciones de los compuestos de prueba (rac-5, rac-10,
rac-37 y rac-67) en DMSO (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) se diluyeron en RPMI (50 pL), y se
agregaron a los pozos con células en 200 uL de medio, alcanzando diferentes concentraciones de los
compuestos (40, 75, 100 y 150 uM). Las células se incubaron 24 h mas. Después, se afiadié una
disolucion de MTT en DMSO (20 uL, 2.5 mg/mL) a cada pozo y se incub6 por 90 min. Se retir6 el
supernadante y los cristales resultantes se disolvieron en DMSO (200 uL). Se determiné la
absorbancia en la placa de pozos a 540 nm en un espectrofotometro Epoch (Bio Tek®). La
proliferacion se expresd como porcentaje de la aborbancia en las células tratadas comparada con la
de las céulas tratadas con el vehiculo. Se us6 progesterona (Sigma-Aldrich) como control positivo a

las mismas concentraciones que los compuestos de prueba.
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8.3.3. Microscopia de inmunofluorescencia (MIF)

Se llevaron a cabo ensayos de MIF como se ha informado previamente.!%* Las células T47D
(800,000) se cultivaron en un cubreobjetos y se trataron (20 min) con los compuestos de prueba (rac-
5, rac-10, rac-37 y rac-67 (75 uM); se us6 progesterona (75 uM) como control positivo y también
vehiculo como control. Después, se removio el supernadante, y las células se lavaron tres veces con
bufer salino de fosfatos (PBS). Las células se fijaron con paraformaldehido (4%) por 45 min a
temperatura ambiente y después se lavaron con PBS dos veces. Posteriormente, se incubaron con
buffer de permeabilizacion (dodecil sulfato de sodio (SDS) 0.5 %, Triton 100X 0.5% en PBS) por 15
min y con buffer de bloqueo (albumina de suero fetal (BSA) al 3 % en PBS) por 1 h a temperatura
ambiente. Las células se incubaron sucesivamente con anticuerpos primarios (pRP Ser 294 rabbit
polyclonal, Abcam ab2074) y secundarios (Goat-Anti-Rabbit Rhodamine, Zymed 31686), en una
solucion bloqueadora, ambos diluidos 1:500, por 2 h a 37 °C. El anticuerpo secundario se incub6 en
obscuridad. Se lavo con PBS entre cada paso. Las células se tifieron con 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) en medio acuoso de montaje (Fluoroshield con DAPI, Genetex GTX30920). Los cubreobjetos
de cada condicion experimental se montaron sobre portaobjetos y se observaron bajo un microscopio
de fluorescencia. En cada caso, se seleccionaron aleatoriamente los campos, usando una
magnificacion de 40% con una camara digital (Evolution MP Color, Media Cybernetics) acoplada al

microscopio de fluorescencia (Olympus BX51).
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Control e Progesterona

rac-67

Figura 19. MIF de células T47D marcadas con fosfo-RP-294.

Se muestra la localizacion intracelular de fosfo-RP-294 (rojo) y el nucleo tefiido con DAPI (azul),
para: (a) (a) células sin tratar, donde PR se localiza en el citoplasma; y (b) células después de
tratamiento; con rac-10, la localizacion perinuclear es notable. Barras de escala: 100 pm.

8.3.4. Estudio de modulacion de la resistencia en células de sarcoma uterino resistentes

Para determinar la actividad sensibilizadora de la resistencia a multiples farmacos, se empleo
la linea celular de sarcoma uterino epitelial humano MES-SA (ATCC® CRL-1976™) y el fenotipo
resistente MES-SA/MX2 (ATCC® CRL-2274™), Ambas lineas se obtuvieron del American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA).

Las células MES-SA se cultivaron en medio McCoy’s 5 y la variante MES-SA/MX2 en una
mezcla 1:1 de medio Waymouth’s MB 752/1 y McCoy’s 5. En ambos casos, el medio de cultivo fue
suplementado con 10 % de suero bovino inacticado con calir y 1 % de antimicotico. Las células se
cultivaron a 37 °C, en encubadora humidificada con 5 % de CO». La viabilidad de las células usadas

en los experimentos (determinada por el ensayo de azul de tripano) fue mayor al 95 %.
El potencial quimiosensibilizante de los compuestos en las lineas celulares MES-SA y MES-

SA/MX2 se determind por medio de su inhibicion usando el ensayo de sulforrodamina B.!1% Se

realizaron ensayos de proliferacion celular de doxorrubicina (105) y mitoxantrona (106) (ambas en
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concentraciones de 0.01 a 10.0 uM) solas y en combinacion con los compuestos prueba a 5 uM. La
viabilidad en cada caso se expreso como porcentaje respecto al blanco (que contiene células, el medio
y el compuesto prueba a 5 uM). Verapamilo (107) y resveratrol (108) se usaron como controles a la
misma concentracion de los compuestos de prueba. Todos los ensayos se llevaron a cabo por

triplicado.

Una vez obtenida la Clso de los farmacos 105 y 106 solos y con los compuestos, se expreso el
indice de reversion como la relacion entre la Clso del fArmaco en combinacion con el compuesto de
prueba, entre la Clso del fArmaco solo.

8.4. Estudio de acoplamiento molecular

Receptor de progesterona

Tres estructuras cristalograficas del RP (PDB ID: 4APU,’* 3ZR17° y 1ZUCS) fueron
descargadas del repositorio RCSB PDB. Las geometrias fueron optimizadas primero usando un
modelo semiempirico Austin Model 1 (AM1).1% MGL tools 1.5.4 (The Scripps Research Institute)
con AutoDock 4.2!7 o AutoDock Vina,'® se usaron para acoplar los ligantes, e identificar las
entidades activas para los sitios de unidn en las estructuras protericas del RP. Las moléculas se
acoplaron sobre la proteina entera para identificar los sitios y forma de unién. Se implementaron
algoritmos genéticos Lamarckianos!? para los calculos con AutoDock 4.2; y un algoritmo optimizado
que combina procedimientos locales de optimizacion, incluyendo algoritmos genéticos, optimizacion
por enjambre de particulas, anillacion simulada y otros se usaron para AutoDock Vina.!®® Las
posiciones finales de los compuestos se ordenaron por los valores de interaccion menores (docking
score expresado en kcal/mol y residuos de union). Las interacciones de puentes de hidrégeno entre
los ligantes y la proteina se exploraron. Los resultados obtenidos de AutoDock 4.2 y AutoDock Vina
se analizaron con la paqueteria de software PyMOL (Schrodinger, LLC, NY, USA) y Discovery
Studio Visualizer (Dassault Systemes, BIOVIA Corp., CA, USA). Una posicion de acoplamiento con

un valor de desviacion media de la raiz cuadrada < 2 A se considerd efectuado exitosamente.!!?
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B:905

CYs
B:891

Figura 20. Interacciones de rac-5 y rac-37 con RP (4APU)
Ay B: Interaccion de van der Waals del compuesto rac-5. C y D. Interaccion de van der
Waals del compuesto rac-37. E. Sopreposicionamiento de rac-5 y rac-37, apreciando el
empalme de éstas dos estructuras.

Glucoproteina P (MDR1)

La metodologia en general fue la misma, que la descrita anteriormente, variando la estructura

utilizada por la de gp-P (PDBID: 4M1M).
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ABSTRACT: Several phthalides were semisynthesized, includ-
ing a 3,8-dihydrodiligustilide with progesterone-like activity,
previously isolated from Ligusticum chuanxiong, the structure of
which was earlier assigned to a semisynthetic product with
nonidentical spectroscopic constants. The structure of this  Ligusticum
natural phthalide was reassigned with a proposal of its absolute porteri

configuration. Phthalides acted as progestins in cell viability
assays, immunofluorescence microscopy, and docking analysis.
Therefore, the structures for natural and semisynthetic
phthalides with potential use in hormone-related therapies

were reassigned. chuanxiong

Ligusi /cum

rogestins are substances that act as progesterone receptor
(PR) agomsts and can induce the natural activity of
progesterone.' These compounds are used in hormone
replacement therapy”™* and contraception®® and for the
treatment of infertility, although there are risks associated
with these uses, such as an increased breast cancer incidence,
depending upon the progestin.*” Therefore, identifying new
progestins, with fewer side effects, that could be used for
therapeutic purposes is warranted. Pr
Phthalides are a group of compounds isolated from several 1 2 rac-3
natural sources, such as plants, fungi, and lichens,® and are
secondary metabohtes of some plants belonging to the Pr
Apiaceae family.” The latter are widely used in traditional Pr Pr /
medicines in Asia and North America.® '’ For example,
Ligusticum porteri is employed in folk medicine in Northern o) 0©
Mexico and Southern USA for headaches, colds, stomach lo)
disorders, diabetes, etc.'”'> The bioactivity of phthalides (0] (OM
correlates in several cases with the traditional uses of the Pr
plants; eg, compound 1 has antinociceptive av:tlvu'y,13
phthalides 1, 2, rac-3, and rac-4 have sedatlve effects,"* and
rac-3 is a gastroprotector (see Figure 1)." rac-4 rac-5
Chuanxiong rhizome (L. chuanxiong) is recommended for
menstrual disorders in traditional Chinese medicine, and this
use correlates with the isolation of progestins rac-S and,
specifically, 6, which activate the PR according to a gene
reporter assay.'®'” However, structure 6 had been prevnously
assigned to one of the hydrogenation products of rac-3.'
Therefore, two sets of different physical data were allocated to
the same structure, and one was incorrectly assigned. Analysis

Figure 1. Phthalides from Apiaceae plants.

Herein, we report the semisynthesis of both C3 epimers of
3,8-dihydrodiligustilide from diligustilide (rac-3), the structural
correction and absolute configuration of the bioactive Diels—
Alder adduct of L. chuanxiong (reported as 6), as well as the

of the spectroscopic data allowed us to hypothesize that we Received: August 6, 2019

P P ypP gu
were observing epimers at C3 of 3,8-dihydrodiligustilide. Published: September 9, 2019

ACS Publications  © 2019 American Chemical Society 7460 DOI: 10.1021/acs.orglett.9b02762
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evaluation of these compounds as progestins. Theoretical
calculations were also performed to explore the interaction
between phthalides and PR.

In the first stage, the hydrogenation of the natural product
rac-3 (reisolated from L. porteri) was achieved, yielding 3,8-
dihydro- and 3,8,7',7a’-tetrahydro-derivatives, rac-6 and rac-7,
respectively (Scheme 1), which were characterized through

Scheme 1. Derivatization of Diligustilide (rac-3)“

nOe
H(C3)-H(CT): 4.780 A Hr/:\: H

rac-3

b 1 rac-8/rac-6 1:4

Bu

y o
(o}
\

Z0 o}
Pr rac-8

“Reagents: (a) Hy/Pd—C (rac-6: 66%, rac-7: 12%); (b) DBU/THF
(MW or reflux, rac-8: 18%).

spectroscopic methods. "H and *C NMR assignments of the
obtained compounds (Table 1) were coincident with the
semisynthetic products obwmined previously in our group.'®
The orientation of the hydrogen attached to C3 of rac-6 was
determined by the NOE existing between this hydrogen (8
4.56) and the one bonded to C7 (5 3.18), indicating that
both atoms should be oriented toward the side of the
molecule. This observation was confirmed by X-ray cryswllog-
raphy, which showed that the butyl substituent pointed to the
inner side of the molecule, and the calculated distance between
hydrogens bound to C3 and C7 is 4.780 A. The structure of
the tetrahydroderivative (rac-7) was also confirmed by X-ray
aystallography (see the Supporting Information), being
consistent with the former observation. Consequently, the
metabolite from L. chuanxiong could not be 6.

A substantial difference in the spectroscopic conswnts was
the '"H NMR chemical shift of the hydrogen bound to C3,
which is 8 4.56 for the semisynthetic product (rac-6)'® and
8 4.80 for the natural product isohted from L. chuanxiong.'®
‘We envisaged the possibility of epimerizing rac-6 to confirm
that the natural product corresponded to rac-8. This task was
atempted by reacting rac-6 with DBU in refluxing THF for 24
h and for 30 min upon microwave irradiiation. By increasing
the temperature, or the reaction length, a retro-Diels—Alder
reaction was observed. As a result, a separable 1:4 mixture of
rac-8 and rac-6 was obtained (*H NMR control). The

7461

spectroscopic data of compound rac-8 were consistent with
those reported for the L chuanxiong mewmbolite (minor
comections in '>C NMR chemical shifts were performed for
C4 and C8, Table 1). Therefore, the correct structure for this
potent natural progestin is one of the enantiomers of rac-8.

The fact that the progestogenic 3,8-dihydrodiligustilide
isolated from L. chuanxiong was found as an emantiomerically
pure compound could be exphined through a Diels—Alder
reaction between (Z)-ligustilide (1) as a diene and one
enantiomer of 3,8-dihydroligustilide as a dienophile. Thus, the
absolute configuration of this substance could be deduced as
follows: considering the characterization of the racemic
epimers at C3 of 3,8-dihydrodiligustilides and that only the
3S-enantiomer of 3,8-dihydroligustilide has been characterized
as a matural product (senkyunolide A, 9), then the biosynthetic
Diels—Alder reaction for producing the enantiomerically pure
adduct (the mewmbolite of L. chuanxiong ' should proceed via
a face-differentiated supra,supra approach between the
C3a’si,C6'si face of diene 1 and the C6si,C7re face of 9
(endo-p approach of the dienophile to the diene) to produce
(3'2,3S,6R,7R,32'R,6'R)-3,8-dihydrodiligustilide (ent-8 in
Scheme 2).

Thus, ent-8 (not 6) is the structure of the phthalide isolated
from L. chuanxiong. We then verified its activity (and that of
the other phthalides) as progestin.

The T47D cancer cell line viability was determined through
MTT assays. Given that it is a measure of the mitochondrial
metabolic activity, the assay provides information on cell
proliferation. The results showed that rac-6, rac-7, and rac-8
increased cell proliferation after 24 h of treatment, depending
on the concentration (see Figure 2). Of note, rac-6 and rac-7
had a similar effect to that of progesterone (P4). In contrast,
the effect of rac-3 was not significantly different than the
control. The observed effect could be attributed to the
interaction of phthalides with PR because this observation is
consistent with the fact that progestins up-regulate the
proliferation of T47D cells.'?~>>

The translocation of PR from the cytoplasm to the nucleus,
due to the nuclear translocation signal depending on the
hormone, and its retention there, may be a consequence of
exposure to progestins, which induces PR phosphorylation,
particulardy at residue Ser 294.7*** It was observed through
immunofluorescence microscopy (IMF) that after 20 min of
treatment, phosphorylated PR (phospho®®-PR) is distribused
mainly throughout the cytoplasm for the control. The same
occurs for rac-3 and rac-8 (shown in the Supporting
Information). On the other hand, phospho®®*-PR was in
perinudear or nuclear localization after treatment with
compounds rac-6 and rac-7 (see Figure 3). This result is
evidence that this phthalide acts as a progestin, i.e., it is an
agonist of PR, capable of inducing i% phosphorylation, which
in turn allows for the translocation of this nudear receptor
from the cytoplasm to the nucleus after 20 min, where it
remains and activates signaling pathways conceming PR
fanction.

Furthermore, molecular docking of tested phthalides (both
enantiomers of rac-3, rac-6 and rac-8) on PR suppoited the
agonist activity of these compounds toward this protein.
Dodking calculations between the studied phthalides and PR
(using three different crystallized structures of this protein,
4APU,™ 3ZR7,” and 1ZUC"’), performed in both AutoDock
42" and AutoDock VINA,” showed that all of the tesked
phthalides interact with the protein near the ligand binding

D@L 10.1021/aes.orglett. 9002762
Org. Lert. 2019, 21, 7460-7465
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Table 1. 'H NMR (700 MHz) and 3C NMR (125 MHz) Data for rac-6, rac-7, and rac-8 (CDCl,)

position

11’

rac6 rac-7 rac-8

éc 8y, multiplicity (J, Hz) éc Sy, multiplicity (J, Hz) 8¢ 8y, multiplicity (J, Hz)

1719 171.7 1722

825  4.56,ddd (7.5, 4.0, 20) 833  4.55,4dt (9.5,30) 815  4.80,dd (7.5, 3.5)

1682 166.2 168.2

224  2.08,dddd (17.5, 12.5, 50, 2.0); 1.99, dd (17.5, 4.5) 27 259, dddd (185, 125, 6.0, 2.5); 2.23, dd (185, 6.0) 217 207-197, m

288  1.54,dddd (13.5, 12.0, 7.0, 5.0); 1.90, dddd (13.5, 45, 1.0, 05) 275  192-1.88, m; 1.70—1.51, m 294  191,ddt (140, 4.5, 1.5); 1.50-1.44, m

383  2.54,t (89) 330 221-217,m 384 252, dd (8.0)

4L1  3.18,d (90) 380  2.86,d (10.0) 411 3.20,d (990)
127.1 1262 127.8

322 1.68,dud (80, 4.5, L9); 1.45-1.35, m 316 LA-1L5L m 312 143-137, m; 1.36-1.22,m

265 135-125,m 283  170-15,m; 147-141, m 265  1.17,dddd (119, 4.5, 3.5, 20); 2.07-1.97, m
223 125-135,m 23  141-132,m 25 143-137, m; 1.36-1.22, m

137 090, t (7.0) 139 092t (73) 140 0385, t, (70)
165.0 1753 165.3
150.6 153.1 150.6

474 3.8 47.6

309  2.03,ddd (125, 100, 50); 1.45—-1.35, m 298 195, ddd (13.0,9.5, 7.5); 1.85, ddd (13.0, 110, 1.5) 313 2.07-197, m; 181, dddd (14.0, 10.5, 4.5, 35)
257  1.86,dq (9.8, 3.1); 1.35-125, m 273 183-178, m; 1.720-1.51 257 191, dde (135, 4.5, 1.5); 1.87, ddt (135, 109, 35)
416 2.97,dq (5.5, 25) 336 183-178, m 418 298 ,dq (65, 25)
1419  7.33,d (65) 230 183-178, m 1422 733,d (65)
1345 419 247t (10.0) 134.6
1086 498, t (7.5); 1.45-135, m 1057  4.70,t (7.5) 1089 498, dd (8.0, 7.0)

275  218mq(73) 271 213,q (7:) 276 220-210, m

223 LS51-145,m; 1.45-135, m 23 L52-147, m; 141-1.32, m 223 151-14, m; 1.43-137, m

140 092t (75) 139 091,t(73) 41 091, (25)

s193397 J1uebiQ
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Scheme 2. Regio- and Stereo-Differentiated Biosynthetic
Diels—Alder Reaction (1 + 9) for Producing ent-8

Bu Bu

H H*
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o +
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Figure 2. T47D cell proliferation assays with tested compounds at 24
h. Proliferation increased upon treatment with rac6, rac-7, amd
progesterone at 40, 75, 100, and 150 #M. Results are presented as the
means + SD (n = 3); ***p < 0.001, **p < 0002, *p < 0.033
compared wiith the control.

Control

Figure 3. Immunofluorescence microscopy showing subcellular
localization of PR in T47D cells labeled with phospho®® PR (red)
and nucleus stained in blue with 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) for: (a) untreated cells, with PR located in the cytoplasm,
and (b) cells after treatment with test rac-6, pPR is notably located
imside the nucleus. Scale bars: 100 um.

domain (LBD), similar to progesterone and other agonists.”*"*’
The respective docking scores are shown in Table 2. On the

7463

basis of these results, all proven natural and semisynthetic
plhthalides could be PR agonists.

Table 2. Calculated Affinity Energies for Interaction
between Phithalides and Different Crystallized Structures of
PR

—AG (keal/mol)
4APU 3ZR7 1ZUC
compd AD4 VINA AD4 VINA AD4 VINA
3 1044 49 1124 69 1056 46
6 10.99 47 10.76 62 1005 47
7 1061 51 1098 58 9.88 39
s 1110 438 1133 65 1167 74
ent3 1071 49 1096 65 9.81 50
at6 1097 47 10.88 62 1043 37
eat7 1079 46 10.87 67 946 37
ent-8 1104 47 10.77 74 1045 40
P4 1L14 53 22.48 76 2427 10

As mentioned above, these compounds were located near
the LBD, consistent with the experimental results of the
activity of phthalides as progestins. Of note, the calculated
affinity energies were similar among the tested compounds.
For example, in the case of structure 4APU using AD4, the
energies for all of the compounds are in the range of —10.44
and —11.14 kcal/mol, like P4. With VINA, a similar behavior
was observed, and the range was between —4.7 and —5.3 kcal/
mol, very dose to, and similar to, P4. In particular, we found
that compound 6 showed an interaction between the sulfur
(from residue Met-756) and carbonyl oxygen from the ligand,
as shown in Figure 4 (S—O attractive interactions, though

Figure 4. (A—C) Dockingposition of 6 with PR. (D) 2D interaction
diagram between 6 and PR.

counterintuitive, are coum.mi:\).31 The correct interaction of
ligamds with this residue is relevant to increase agonistic
activity, which correlates with the in vitro resuls for rac-6.°

Hence, we demonstrated that, despite the misassignment of
the structure of the compound from L. chuanxiong (ent-8), it
actuallly acs as a progestin, as do other hydrodiligustilides.
Furthermore, this class of compounds could be a family of
phytoprogestins useful in therapy, different from the natural
flavonoids displaying this activity.*>>* The impact of any side
effects of these phthalides and its optimization remain
umstudied.

In summary, we prepared two bioactive compounds,
correcting the originally reported structure for the natural

D@L 10.1021/aes.orglett. 9002762
Org. Lett. 2019, 21, 7460-7465
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progestin isolated from L. chuanxiong and proposing it
absolute configuration (formula (3'Z,3S,6R,7R,32'R,6'R)-8).
These compounds increased cell viability in hormonodepend-
ent T47D cancer cells and led to the phosphorylation of PR
and its translocation into the nucleus, according to
experimental and computational studies. These results are
evidence of the progestin-like activity of dimeric phthalides,
such as dihydro- and tetrahydrodiligustilides, which may be
considered as possible candidates for hormone replacement

therapies.
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E24. Espectro RMN 3C (acetona-d6, 175 MHz) de 91.
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