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Resumen

En este trabajo se realizé un estudio de la actividad antifingica de analogos
sintéticos de geranilfenoles lineales contra dos hongos fitopatdgenos de gran
preocupacion en el sector fruticola chileno, Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi
Rands. Botrytis cinerea es un hongo necrotroéfico, responsable del moho gris, una de las
enfermedades de plantas méas importantes, el hongo tiene una amplia gama de
huéspedes y puede infectar a mas de 230 especies de plantas. En Chile el principal
problema generado por B. cinerea, se encuentra en la producciéon de uva, ya que ataca el
follaje, tallos, flores y frutos de la planta. En cambio Phytophthora cinnamomi produce la
enfermedad llamada " pudricion de la raiz" o "muerte regresiva", que afecta a un gran
numero de especies, comunes de jardin, nativos y cultivos agricolas. Esta lista de plantas
sensibles incluye rosas, azaleas y arboles frutales. Ademas es econdmicamente
importante ya que a nivel mundial y en Chile, puede producir la enfermedad llamada la
“tristeza del palto” (Persea americana).

Los objetivos de este trabajo fueron los siguientes: primero, sintetizar una serie
compuestos derivados de geranilfenoles, utilizando la estrategia sintética para la
preparacion de los compuestos propuestos corresponde a la reaccion de acoplamiento
entre los compuestos aromaticos con geraniol por una modificacion de la Reaccién de
Alilacion de Friedel-Crafts usando como catalizador BF3;*Et,O. Segundo, analizar las
actividades antifingicas frente a los hongos patdgenos Botrytis cinerea y Phytophthora
cinnamomi Rands, para cada compuesto sintetizado en su forma libre y luego encapsular
los compuestos que presenten la menor y la mayor actividad antifingica en forma libre, en
micelas poliméricas. Y tercero, establecer una relacion de estructura-actividad de los
compuestos sintetizados en los ensayos de actividad antifingica contra Botrytis cinerea y
Phytophthora cinnamomi Rands, en su forma libre y encapsulada.

Como resultado de este trabajo se sintetizaron 34 derivados de geranilfenoles
(Figura 1), a partir de los fenoles correspondientes y geraniol, de los cuales 11
compuestos corresponden a moléculas nuevas: 44, 46, 47, 52, 58, 68, 69, 72, 73, 74 y 75.
En su evaluacion de la actividad antifingica de los compuestos en forma libre, se puede
decir que existen compuestos especificos que son mas activos para un determinado
hongo fitopatégeno y que esta actividad antifiingica, esta relacionada con su estructura, y
ademas, hay compuestos que presenta actividad antifingica contra los dos hongos
fitopatdgenos. Al encapsular los compuestos mas activos, para el caso de B.cinerea,

éstos en su mayoria conservan su actividad antifingica y el compuesto menos activo en
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forma libre, la micela permiti6 una mayor incorporacién de éste dentro del hongo, por lo
gue permiti6 que este aumentara su actividad antifingica. Para el caso de P.cinnamomi,
solamente tres compuestos encapsulados presentaron actividad antifungica, con lo que se
podria concluir que los mecanismos de incorporacion del compuestos activo en el hongo
son totalmente diferentes para ambos casos, ya que ambos tienen pared celular
diferentes y ademas, los mecanismos de accion de los geranilfenoles sean posiblemente
diferentes para los dos hongos.

Finalmente el trabajo de investigacion desarrollado en esta tesis, permitiod
confirmar la hipotesis planteada, demostrando que estructuras de geranilfenoles y sus
analogos estructurales lineales sintéticos con grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo
aromatico, poseen actividad inhibitoria del crecimiento de patégenos vegetales, y que
podria eventualmente aumentar su actividad antifingica una vez encapsulado en sistema
de polimeros.
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Figura 1.Estructura de derivados de geranilfenoles.
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Summary

This paper presents a study of the antifungal activity of synthetic analogs of linear
geranylphenols against two phytopathogenic fungus of great concern in the Chilean fruit
sector, Botrytis cinerea and Phytophthora cinnamomi Rands. Botrytis cinerea is a
necrotrophic fungus, responsible for gray mold, one of the most important plant diseases,
the fungus has a wide range of hosts and can infect over 230 species of plants. In Chile
the main problem generated by B. cinerea is in the production of grapes, because it
attacks the foliage, stems, flowers and fruits of the plant. In contrast Phytophthora
cinnamomi produces the disease called "root rot" or "regressive death", which affects a
large number of species, common garden, native and agricultural crops. This list of
sensitive plants includes roses, azaleas and fruit trees. In addition, it is economically
important because at the global level and in Chile, it can produce the disease called
"sadness of the avocado” (Persea americana).

The objectives of this work were the following: first, to synthesize a series of
compounds derived from geranylphenols, using the synthetic strategy for the preparation
of the proposed compounds, it corresponds to the coupling reaction between the aromatic
compounds with geraniol by a modification of the Allylation Reaction of Friedel-Crafts
using as catalyst BF3*Et,O. Second, analyze the antifungal activities against the
pathogenic fungi Botrytis cinerea and Phytophthora cinnamomi Rands, for each compound
synthesized in its free form and then to encapsulate the compounds that present the
lowest and the highest free form antifungal activity in polymeric micelles. And third, to
establish a structure-activity relationship of the compounds synthesized in the antifungal
activity tests against Botrytis cinerea and Phytophthora cinnamomi Rands, in their free and
encapsulated form.

As a result of this work, 34 derivatives of geranylphenols (Figure 1) were
synthesized from the corresponding phenols and geraniol, of which 11 compounds
correspond to new molecules: 44, 46, 47, 52, 58, 68, 69, 72, 73, 74 and 75. In their
evaluation of the antifungal activity of the compounds in free form, it can be said that there
are specific compounds that are more active for a certain phytopathogenic fungus and that
this antifungal activity is related to its structure, and there are too compounds that have
Antifungal activity against the two phytopathogenic fungus. By encapsulating the most
active compounds, for the case of B. cinerea, these mostly retain their antifungal activity

and the less active compound in free form, the micela allowed a great incorporation of this

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

in the fungus, and it will increase its antifungal activity. In P. cinnamomi, only three
encapsulated compounds presented antifungal activity, so the mechanisms of
incorporation of the active compounds in the fungus are totally different for both cases,
because both have different cell walls and, the mechanisms of action of the
geranylphenols may be different for the two fungus.

Finally the research work in this thesis, confirmed the hypothesis, demonstrating
that structures geranilphenols and their synthetic linear structural analogs with hydroxyl
groups and methoxy on the aromatic ring, have inhibitory activity of growth of vegetables
pathogens, and that could eventually increase their antifungal activity when the polymer

system is encapsulated.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

OH OH
HO. HO. R i R Rj i R Rj : :R
@ (j\ HO: i :R HO HO HO OH
44
OH OH oH
[I [I " fl : R
HO OH OH HO OH R HCO
OH OH

48 49 50 51 52 53
OH OH OH
R 3CO\©/ f OCHjg H3CO. HOD[R i R
R R H3CO R HsCO
54 55 56 57 58 59
OH OH
R i H3CO\<>/R H3CO\<>:R
OCH3 R
OCHjs ocH3 OCH; OCH;
60 61 62 63 64 65
OH OH OH OCH; OH OH
R H3CO. H3CO R HyCcO R H3CO R  HsCO
H5CO R HsCO HO H3CO H3CO R
OCHj3 OCHjg OCHjz OCHg
66 67 68 69 70 71
OH OH OH
HsCO OCH;  H,cO OCH; R R R
R HaCO OCHz  H3CO OCH; R= M
OCH;z OCH3 OCH; OCH;
72 73 74 75

Figure 1.Structure geranylphenols derivatives.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTE GENERALES

En la dltima década, la industria fruticola de Chile se ha consolidado como uno de
los principales polos de exportacion del pais, con valores de exportacién de fruta fresca
que alcanzan los 4.430.745,5 miles de doélares FOB, en el 2015 (valor FOB: franco a
bordo), frutos preparados o en conserva a 1.316.678,0 miles de délares FOB y frutos
congelados a 9.658,8 miles de délares FOB'. La clara orientacion exportadora de la
fruticultura chilena se expresa también en el hecho de que cerca del 80% de la produccién
de frutas del pais se destina a la exportacion, tanto en fresco como en productos
procesados. A su vez, del total exportado por el sector fruticola, cerca del 80%
corresponde a fruta fresca y alrededor del 20% a fruta con algun grado de procesamiento.
Las exportaciones de fruta fresca se han diversificado de tal forma que actualmente en
Chile se exportan cerca de 75 especies diferentes, entre las cuales destacan uva de
mesa, manzanas, kiwis, ardndanos y paltas?.

El término plaga en la agricultura se utiliza para nombrar a los organismos que
dafan los cultivos y afectan las cosechas, de manera que los rendimientos y la calidad
disminuyen, produciéndose pérdidas economicas debido a una menor produccion,
disminucion de las ganancias por su comercializacion y por los gastos que se incurre para
el control de éstas. Por lo tanto, el control de las plagas constituye una de las principales
preocupaciones del sector fruticola, no solo por las importantes pérdidas ocasionadas por
estos organismos en la fruta, sino también por los costos asociados a las medidas de
control y las limitaciones que se producen para la comercializacion de los productos
agricolas, en algunos casos por la disminucion de su valor comercial debido a que no
cumplen con los requisitos de calidad y en otros porque dia a dia hay mayores exigencias
de procesos de produccion mas limpios, que garanticen productos agricolas libres de
residuos toxicos®.

Las tecnologias actuales para el control de diferentes plagas de insectos y de
hongos patégenos, requieren del uso de multiples productos agroquimicos (plaguicidas).
Estos plaguicidas que combaten las plagas que afectan a los sectores de produccion
agricola y forestal, producen una contaminacion del medio ambiente provocando graves
secuelas en la salud de la poblacion y en especial a los trabajadores agricolas. Las

actuales demandas internacionales apuntan hacia una mayor seguridad y por lo tanto, se
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requiere aumentar el uso de alternativas naturales o moléculas de menor toxicidad. El
control quimico ha sido el método principal para combatir las plagas, ocasionando dafios
ecolégicos, no solo en el medio ambiente, sino que llegando a afectar incluso la salud
humana, donde algunos de los plaguicidas mas usados son: Aldicarb®, Acephate®,
Carbaryl®, Paraquat®*®. Por otro lado, su uso masivo ha inducido la generacién de
resistencia de algunos patégenos’, obligando a aumentar la cantidad de plaguicidas y a la
bdsqueda de nuevas formulaciones mas efectivas. Una alternativa para reducir estos
efectos nocivos es el uso de sustancias de origen natural, como por ejemplo, los
terpenilfenoles y terpenilhidroquinonas, lo que puede significar una estrategia menos
contaminante y mas amigable con el medio ambiente y la poblacion humana involucrada
en las actividades agricolas®®. Por otra parte, el control quimico puede integrarse con
otros tipos de control como lo son el control biologico’®, el manejo fitogenético™ y las
buenas practicas culturales®?, que en conjunto pueden contribuir a reducir las pérdidas por

plagas.

1.2 Hongos fitopatdbgenos: Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi
Rands.

Botrytis cinerea es un hongo que produce un dafio importante, especialmente en
Chile, considerado como el principal problema fitosanitario que limita la produccion de
uva (Figura 2). Las pérdidas se producen tanto durante el proceso de produccion como
de la comercializacion, ya que la enfermedad puede manifestarse en el campo y

13715 Botrytis cinerea es un patdégeno que ataca el follaje, tallos,

después de la cosecha
flores y frutos y puede resultar en graves dafios econdémicos en la agricultura®™. La
enfermedad se produce en una amplia variedad de condiciones, incluso a bajas
temperaturas, lo que lleva a pérdidas significativas de pre-cosecha y post-cosecha. Este
patégeno produce enzimas que degradan las paredes y especies reactivas de oxigeno
que promueven la enfermedad y destruyen los tejidos de la planta®’.

Actualmente, el control de la enfermedad en nuestro pais se realiza mediante
tratamientos con fungicidas y practicas de prevencion agricolas. Todos ellos estan
ofreciendo principalmente condiciones para reducir los factores que favorecen la
manifestacién de Botrytis cinerea, que es un equilibrio adecuado entre la densidad del
dosel, la iluminacién y ventilacién de los racimos®. Se ha utilizado como una préactica

comun durante afios, controlar el hongo con productos quimicos, sin embargo, la
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extraordinaria capacidad de Botrytis cinerea de adaptarse y desarrollar cepas tolerantes
0 resistentes a los productos quimicos, provoca una necesidad constante para el
desarrollo de nuevos fungicidas. Los ingredientes activos actuales contenidos en
fungicidas incluyen las dicarboximidas, bencimidazolas y anilinopirimidinas™®.

La estrategia del control quimico mediante el uso de estos fungicidas considera
la aplicacion de reiteradas veces, en la temporada durante los periodos de mayor
susceptibilidad de la vid y que corresponden a la floracion, antes de la cosecha y en
algunos casos también en la post-cosecha. Este tipo de control debe tener en cuenta la
presencia de diferentes grupos de especies resistentes a algunos fungicidas que se
utilizan actualmente. Especies resistentes al grupo de fungicidas de los bencimidazoles
y dicarboximidas ya se han detectado en Chile. Por lo tanto, este hecho debe tenerse en
cuenta, en la eleccién de la clase de pesticidas que se ha de utilizar. En las dltimas
temporadas, nuevos ingredientes se han aplicado para el control de la enfermedad, tales
como tebuconazol (Horizon ®), ciprodinilo (Vangard ®), pirimetanilo (Scala ®) y la
mezcla de fludioxonilo + ciprodinilo (® Switch), los cuales, se han incorporado en el

mercado chileno. Algunos biopesticidas también estan siendo ofrecidos como

20,21

Trichoderma spp. (Trichodex ®) y el Bacillus subtilis (Serenade)

Figura 2. Imagen de conidio e hifa de B.cinerea al microscopio y de los efectos que produce en vid.
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Phytophthora cinnamomi Rands es otro de los hongos fitopatégenos mas dafiino
para el sector fruticola, el cual, ataca a mas de 950 especies vegetales, algunas de
importancia econémica para el sector fruticola chileno®. Entre las especies que ataca este
hongo, se encuentran plantas frutales tales como: palto, pifia, castafio, melocoton, peral,
macadamia; plantas horticolas como rododendros y camelias; y arboles como el roble,
pino y eucalipto (Figura 3). El nimero de especies vegetales conocidas por ser
susceptibles a la enfermedad producida por Phytophthora cinnamomi ha aumentado por
lo que se ha convertido en una importante plaga que causa amplias pérdidas econdémicas
en la agricultura, horticultura, silvicultura y es una gran amenaza para los ecosistemas
naturales y la biodiversidad®*%.

La “tristeza del palto” (Persea americana) producida por Phytophthora cinnamomi
Rands, es la enfermedad del palto mas importante a nivel mundial. EI hongo se dispersa a
través del suelo, agua y durante la comercializacion de plantas. Se localiza en el sistema
radicular provocando podredumbre. Su accidon se intensifica en terrenos hdmedos,
escasos de oxigeno y con temperaturas de 25 a 30 [°C]*.

En Chile es la Unica enfermedad econdmicamente importante en el palto y es
particularmente grave, debido a que gran parte de la zona cultivada con esta especie se
encuentra en suelos pesados o arcillosos, los que al acumular una excesiva humedad se
ven afectados por este patégeno®. Hay antecedentes en otros paises de estimaciones de
las pérdidas econdmicas provocadas por Phytophthora cinnamomi en paltas entre las que
destacan: la pérdida de US$ 44 millones (1989)*° en California donde se estima que
afecta entre un 60-75 % de los huertos, pérdida de US$ 30 millones anualmente, en
huertos de California (1996)%', y 640 millones de pesos mexicano (US$ 489.139.572) en
Michoacéan, México (1999)%. En otros cultivos tales como la pifia y el pino ha provocado
pérdidas, de AU$ 1 millon (US$ 1.047.199) en cultivos de pifia en Queensland, Australia
(1980) y US$ 5 millones al afio en plantaciones de pino en los bosques de Virginia a
Mississippi (1980)°.

Se ha encontrado un amplio nUmero de clases de compuestos para inhibir el
crecimiento de especies del género Phytophthora y disminuir la infeccion de la planta
dafiada'”*%. Dos grupos de sustancias quimicas han demostrado ser las mas eficaces
para Phytophthora cinnamomi: las fenilamidas (por ejemplo Metalaxil®: metil N-
(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninato) y los fosfonatos o fosfitos (por ejemplo, Fosetil-
Al®: tris(O-etil fosfonato)®**°. El Metalaxil® y los fosfitos son inhibidores sistémicos,

ambos tratamientos proporcionan un control eficaz en agricultura y horticultura; los fosfitos
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también han sido ampliamente probados en ecosistemas naturales®. El Metalaxil® fue el
primero de esta nueva generacion de fungicidas. Se ha determinado que inicialmente
proporciona un buen control para la pudricion de raices. Sin embargo, se conoce que
después de un uso continuado en una misma plantacién durante tres afios seguidos este
fungicida pierde su efectividad, esto se debe aparentemente a la biodegradacion
acelerada del Metalaxil en el suelo. El grupo de fosfitos que incluye Aliette-Ca® y Fosject-
200® han resultado ser productos quimicos mas exitosos, y actualmente se usan para
ayudar al control de la pudricién de raices. Ambos se recomiendan para ser inyectados en
troncos y se utilizan con un fin restaurador del arbol y como protector ante la

enfermedad®2.

Figura 3. Imagen de P. cinnamomi al microscopia y de los efectos que produce en paltas.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM


https://www.google.cl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjJk7CIgPbMAhUHEpAKHbNMDi0QjRwIBw&url=http://www.invasive.org/browse/catthumb.cfm?cat=127&aut=29361&bvm=bv.122676328,d.Y2I&psig=AFQjCNEz5Zmp_jzBmOS13qAkfaPMTAqq9Q&ust=1464292282272125
https://www.google.cl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=&url=http://www.icia.es/icia/download/noticias/Eduardo_Torres.pdf&bvm=bv.122676328,d.Y2I&psig=AFQjCNEz5Zmp_jzBmOS13qAkfaPMTAqq9Q&ust=1464292282272125

“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

1.3 Indicadores toxicoldgicos de fungicidas sintéticos comerciales.

El Servicio Agricola y Ganadero (SAG) establece los requisitos que deben cumplir
los plaguicidas de uso Agricola, segun la Resolucion Exenta N° 2.196 del afio 2000, y la
publicacion WHO/PCS/92.2 “The WHO Recommended Classification of Pesticides by
Hazard“, donde se clasifican segun su toxicidad como se muestra en la Tabla 1. La Dosis
letal media (DLs) es la cantidad de téxico necesario para causar la muerte del 50% de los
animales de ensayo, y se expresa en mg/kg de animal ensayado. A menor DLg,, mayor

toxicidad y depende de la via de penetracion, que puede ser oral o cutanea®.

Tabla 1. Clasificacion toxicologica para los plaguicidas segun el Servicio Agricola y Ganadero.

Clasificacion DL 54 (ratas) de plaguicida formulado
en mg/kg
Por via oral Por via cutdnea
Sdélidos Liquidos Sdélidos Liquidos
la, Sumamente peligroso <5 <20 <10 <40
Ib, Muy peligroso 5a50 20 a 200 10 a 100 40 a 400
II, Moderamente peligroso 50 a 500 200 a 2.000 100 a 1.000 400 a
4.000
I, Poco peligroso 500 a 2.000 2.000a 3.000 | >1.000 >4.000
IV, Productos que normalmente >2.000 > 3.000
no ofrecen peligro

Los fungicidas sintéticos comerciales mas utilizados contra Botrytis cinerea y
Phytophthora cinnamomi Rands se muestran en la Tabla 2. En esta tabla se muestra el
nombre comercial del fungicida, el ingrediente activo, la toxicidad segun la tabla 1 y su
estructura molecular.

De la Tabla 2, se puede concluir que los fungicidas utilizados en Chile contra
Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi Rands tienen una toxicidad del Grupo Il y IV,
los cuales, se clasifican como productos poco peligroso o como productos que
normalmente no ofrecen peligro, siempre que sean utilizados en concentraciones
adecuadas. La mayoria de estos compuestos tienen un alto riesgo a generar resistencia, y
algunos presentan atomos de cloro y fldor en sus estructuras, lo cual, producen un dafio
ambiental al no ser biodegradables. Por lo tanto, es posible que estos compuestos deban

ser retirados a un corto plazo del mercado.
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Tabla 2. Fungicidas sintéticos comerciales contra B.cinerea y P.cinnamomi Rands.

Nombre Hongo Ingrediente activo | Toxicidad | Estructura
comercial
Horizon® Botrytis Tebuconazol Grupo IV
cinerea < \\ HO
N\
Cl
Switch® Botrytis Ciprodinil (A) + Grupo Il N—
cinerea Fludioxonil (B) ONH‘Q )
N
A
CN
0 \ A\
F B
Scala® Botrytis Pirimetanil Grupo IV N H
cinerea = T
N
Captan® Botrytis Ftalimida Grupo IV O
cinerea Cl
N—sS Cl
Cl
O
Metalaxil® | P. cinnamomi Fenilamidas Grupo IV 0 o—
Rands >—/
N
OIO/
Fosetil-Al® | P. cinnamomi Fosfonatos Grupo IV O\
Rands N /
/
Aliette® P. cinnamomi Fosfonatos Grupo IV
Rands 0 +3
\\ /O Al
H N
0N\
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1.4 Desarrollo de nuevos fungicidas.

A pesar de que actualmente se encuentran disponibles en el mercado fungicidas
sintéticos relativamente efectivos para el control de varios hongos patégenos, su eficacia
varia con las diferentes cepas y de las condiciones ambientales. En general, el uso
indiscriminado de estos fungicidas, ha producido persistencia, generando una serie de
problemas ambientales, incluyendo la contaminacion de suelos y aguas®. Ademas, hoy
en dia se percibe un aumento en la discusion de la poblacién con respecto a la aplicacion
de estos productos y la presencia de sus residuos en alimentos, ya que ambas
situaciones ponen en riesgo la salud tanto de trabajadores como de consumidores®. Por
ambas razones, actualmente el uso de varios pesticidas sintéticos se ha restringido y esta
siendo regulado gubernamentalmente®. Esto, sumado a la creciente demanda por
agroquimicos ambientalmente seguros generado por sistemas de agricultura alternativa,
tales como la agricultura organica, ha incentivado el desarrollo de investigaciones
orientadas a proporcionar métodos alternativos de control fitosanitario, como el control
biolégico® y las buenas préacticas agricolas®’.

Los productos naturales y/o hemisintéticos de origen marinos y terrestres como los
terpenilfenoles y terpenilhidroquinonas, presentan una serie de ventajas con respecto a
los fungicidas sintéticos, las que incluyen su baja toxicidad, menor residualidad y alta

38,39
d y

selectivida , por lo que pueden ser candidatos ideales para su uso como

agroquimicos®.
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1.5 Estudios de compuestos naturales y sintéticos utilizados como
fungicidas in vitro contra Botrytis cinerea.

Se han encontrado diversos trabajos, en los cuales se informan compuestos
aislados de plantas y también obtenidos desde origen sintético, que se han aplicado

experimentalmente como fungicidas contra el hongo fitopatégeno de Botrytis cinerea.

1.5.1 Compuestos Naturales.

Los diterpenoides como el 4cido kaurenoico y 3B-hidroxi-kaurenoico (ver Figura 4),
obtenidos a partir de la resina de la Pseudognaphalium vira vira, fueron usados como
fungicidas contra Botrytis cinerea. Se observd un efecto protector mayor en la presencia
del diterpenohidroxilado. El grupo hidroxilo aumentaria la polaridad y esta caracteristica
podria ser importante para la actividad antifingica de este compuesto. El acido 3p-hidroxi-
kaurenoico 1b redujo el crecimiento del micelio de B. cinerea en medios soélidos y liquidos
donde se obtuvo un 80% de inhibicidon del crecimiento, a una concentracién de 40 pg/mL,
a los 5 dias de inoculacion®.

\\\\‘\‘

Acido Kaurenoico (1a) Acido 3-B-hidroxi-Kaurenoico (1b)

Figura 4. Derivados del Acido Kaurenoico como fungicida contra B.cinerea.

También se investig6 el efecto inhibidor del acido salvico 2a, acido acetilsalvico 2b,
y sus derivados, el &cido propanoilsalvico 2c, acido butanoilsalvico 2d y acido
isopentanoilsalvico 2e contra Botrytis cinerea (ver Figura 5). Todos los diterpenoides, con
la excepcion de &cido isopentenoilsalvico, inhibieron el crecimiento micelial del hongo en
medios sélidos. Los diterpenoides de cadena lateral mas cortos fueron mas efectivos que

los derivados con cadenas mas largas en la inhibicion del crecimiento del micelio del
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hongo. Los resultados sugieren que la hidrofobicidad y las caracteristicas estructurales

podrian ser factores importantes en el efecto antifingico de estos diterpenoides®.

“"OCOCH,CH(CHs),)

Figura 5. Derivados del Acido Salvico como fungicidas contra B.cinerea.

La Fusapirona y la deoxifusapirona (ver Figura 6), son dos compuestos que tienen
actividad antifangica contra los mohos, aislados del Fusarium semitectum.
Estructuralmente 3a y 3b consisten de un residuo de azucar hidrofilico con una cadena
larga hidrofébica y, por lo tanto, posee una naturaleza anfifilica, que se ha relacionado
con propiedades antifingicas y antibidticas. Estas moléculas, conocido como
biotensioactivos, interactian con las membranas plasmaticas y causar la pérdida de
integridad de la membrana y lisis celular. Para el compuesto 3a, se obtuvo una
concentracion inhibitoria minima de 1,56 pg/mL a las 72 hr de inoculacién. Debido a su
baja toxicidad y accion selectiva son potencialmente utilizable para control de las

enfermedades de los cultivos post-cosecha®.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencién Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

3a: R;=R,=R;=H, R,=OH
3b: Ry=R, =R3 =R,= H

Fusapirona (3a) y Deoxifusapirona (3b)

Figura 6. Derivados de la Fusapirona como fungicidas contra B.cinerea.

Los derivados del Widdrol (ver Figura 7), fueron aislados de la madera Britton
(J.lucayana), y se pusieron a prueba contra los patdégenos necrotréficos de Botrytis
cinerea y Colletotrichum gloeosporioides. Se encontré que estos compuestos eran
inactivos contra C. gloeosporioides, pero mostré un efectivo control selectivo contra B.
cinerea, donde inhibe significativamente el crecimiento del micelio del hongo en
concentraciones superiores de 100 ppm. El compuesto 4a obtuvo un 71 % de inhibicion a
6 dias de la inoculacion, a una concentracion de 200 pg/mL. La conclusién de los autores
es que el aumento de grupos hidroxilos en el esqueleto del widdrol conduce a una

disminucién pronunciada en la actividad antifingica contra B. cinerea®.

4d

Derivados del Widdrol (4)

Figura 7. Compuestos extraidos de plantas y usados como fungicidas contra B.cinerea.
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El compuesto 2-alilfenol 5 (ver Figura 8), es un fungicida registrado en China para
controlar enfermedades fungicas en tomate, fresa y manzana. Este compuesto es

sintético y su estructurase asemeja a la del ginkgol, ingrediente activo aislado de la
corteza del GinkgobilobaL*.

OH

2-alilfenol (5)

Figura 8. 2-alilfenol usado como fungicidas contra B.cinerea.

Compuestos derivados del acido benzoico aislados de la planta Piper cf.
Cumanense Kunth (Piperaceae), mostraron actividad antifingica contra Fusarium
oxysporum f. sp. dianthiy Botrytis cinerea®®. EI compuesto 6 (ver Figura 9), present6 un
100% de inhibiciobn del crecimiento micelial a las 72 Hr de la inoculacion, a una
concentracion de 0,01 ug/mL, contra Botrytis cinerea.

HO 0

OH 0

Acido Cuménico (6)

Figura 9. Acido Cuménico como fungicida contra B.cinerea.
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1.5.2 Compuestos sintéticos.

Se ha estudiado la actividad antifungica del acido adipico monoetil éster (AAME) 7
(ver Figura 10), contra el patégeno necrotréfico. Este inhibe la germinacion de esporas y
el desarrollo del micelio en concentraciones no fitotéxicos. La germinacién de las esporas
en la presencia de AAME se detiene en una fase muy temprana, y previene el desarrollo
del tubo germinativo. Por ultimo, el AAME suprime la enfermedad del moho gris de los
frutos como el tomate bajo condiciones controladas de inoculacién, proporcionando
pruebas de su eficacia en un contexto bioldgico y para el uso potencial de esta sustancia
quimica como un tratamiento de alternativo de fungicida®’.

El efecto sobre el crecimiento del micelio del hongo Botrytis cinerea se estudié con
hidroquinonas triciclicas y quinonas triciclicas. En general, las antraquinonas presentan
mayor actividad de las antrahidroquinonas. Los derivados de antraquinona vy
antrahidroquinona con grupos metilo en el anillo mostraron mayor actividad antifingica
gue las que no sustituidas. EI compuesto 8 (ver Figura 10), resulté ser el méas activo, con

100% de inhibicién de la germinacion a las 7 h de incubacién®.

o o
0
\/O\’(\/\)‘\OH
o o)

Acido adipico monoetil éster (7) 4,4-dimetilantraceno-1,9,10(4H)-triona (8)

Figura 10. Compuestos sintéticos usados como fungicidas contra B.cinerea.

El acidol2-oxo-fitodienoico (12-oxo-PDA) 9 (ver Figura 11), es un agente
antifingico potente. Se sintetizaron una serie de miméticos moleculares del 12-oxo-PDA
gue varian en la longitud de la cadena alquilica en la posicién C-4 del anillo. El analogo de
4-octi-ciclopentanona 10 (ver Figura 11), era el méas eficaz en la supresion de la
germinacion de esporas y el posterior crecimiento del micelio de una gama de hongos

patégenos y era particularmente eficaz contra Cladosporium herbarum y Botrytis cinerea,
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con concentraciones en el rango de100-200 mM*. Los compuestos derivados del furilo 11
(ver Figura 11), que estan estrechamente relacionados con el resveratrol, presentan
actividad antifiingica contra Botrytis cinerea utilizando una dosis efectiva media (EDs,) de
16,6 ug/mL, a los 4 dias de incubacion®.

o) 12-0x0-PDA (9) SNGZ

COOH

4-octil-ciclopentanona (10) H5CO OCH3

(E)-3,5-dimetoxi-b-(2-furil)-estireno (11)

Figura 11. Compuestos sintéticos usados como fungicidas contra B.cinerea.
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1.6 Estudios de compuestos naturales y sintéticos utilizados como
fungicidas in vitro contra Phythophthora cinnamomi Rands.

Para el caso de P. cinnamomi Rands se encontrdé un compuesto aislado de Persea
borbonia, llamado Borbonol 12 (ver Figura 12), que inhibi6 significativamente el
crecimiento del patdgeno a una concentracidon minima de 1 pg/mL y la produccién de

esporangios en concentraciones de 5y 10 ug/mL>.

AN

HO
Borbonol (12)

Figura 12. Compuesto extraido de plantas y usado como fungicida contra P.cinnamomi.

Recientemente la Oxisporona (compuesto 13) (ver Figura 13), un
dihidrofuropiranona fitotéxico, se aislé junto con dos compuestos estrechamente
relacionados, Afritoxinonas A 'y B (14 y 15), a partir de cultivos liquidos de Diplodia
africana, un hongo patdégeno invasivo de Phoenicean juniper. En este estudio, ocho
derivados fueron hemisintetizados y se evaluaron sus actividades antifangicas in vitro, en
comparacion con el compuesto original contra cuatro patégenos vegetales Athelia rolfsii,
Diplodia corticola, Phytophthora cinnamomi y Phytophthora plurivora. Cabe destacar que,
entre los derivados sintetizados, el compuesto 16 es eficaz en la inhibicién del crecimiento
micelial de A.rolfsii, Phythophthora cinnamomi y Phytophthora plurivora, obteniéndose un
porcentaje de inhibicibn del crecimiento micelial de un 100%, 77,2% y un 100%,
respectivamente utilizando como controles positivos fungicidas comerciales PCNB,
Toclofos-metil y Metalaxil-M. Los presentes resultados sugieren fuertemente que este
derivado podria ser utilizado como compuesto prototipo para el descubrimiento de
analogos mas eficaces con potenciales aplicaciones biotecnolégicas como biopesticida

para el desarrollo de estrategias de gestion de estos patdgenos®.
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16

Afritoxinona B (15)

Figura 13. Compuestos hemisintéticos usados como fungicidas contra P.cinnamomi.

La mayoria de los trabajos encontrados estudia la actividad antifingica de
extractos o compuestos aislados de plantas contra otras especies de Phytophthora.
Extractos de propdleo en una concentracion de 3 pg/mL provocaron un 100% de
inhibicion micelial en las especies de Phytophthora infestans, Phytophthora capsici y
Phytophthora parasitica®. Los extractos de ajoy, aceite de citronela fueron probados
sobre la germinacion de Phytophthora infestans. La mas alta inhibicion sobre la
germinacion del hongo se obtuvo conel extracto de ajo. El porcentaje de inhibicion de la
germinacion de los esporangios y zoosporas se incrementaron con el aumento de las
concentraciones de los extractos y llegaron al 100% cuando las dosis eran altas>. El
Acido Penicilico aislado de Aspergillus sclerotiorum, tiene una alta actividad antifingica in
vitro contra Phytophthora spp. Las CIMs de acido penicilico son de 1 a 25 ug/ml contra
Phytophthora cactorum, P.cambivora, P. capsici, P. drechsleri, P. infestans y P.

nicotianae®.
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1.7 Generalidades sobre los terpenil(hidro)quinonas y terpenilfenoles.

Las terpenil(hidro)quinonas y terpenilfenoles lineales son una importante subclase
de metabolitos marinos de biosintesis mixta. La porcién terpénica de estas quinonas e
hidroquinonas pueden variar de una a varias unidades de isopreno y es producto de la
ruta biogenética del mevalonato, mientras que la porcidon hidroquinénica o quindnica

deriva de la ruta biogenética del acido shikimico. Estas terpenil(hidro)quinonas han sido

56-59 60,61

aisladas desde algas pardas del orden Fucales®™°, Esponjas®®, Alcyonaceas®,

56,64-68

Gorgonaceas®®, y Ascidias pertenecientes al género Aplidium . Las algas pardas

56-59

contienen monoterpen-, sesquiterpen-, y diterpen- quinonas e hidroquinonas™ . Las

esponjas contienen 1,4-benzoquinonas e hidroquinonas terpeniladas con cadenas

laterales de carbonos largas y lineales®®®.

Las Ascidias del género Aplidium han
proporcionado una docena de quinonas terpeniladas y compuestos relacionados®°°. Esta
clase de compuestos han sido estudiadas en otras investigaciones debido a sus potentes

propiedades biologicas, entre las que se reportan: actividad neutralizadora de radicales

70,71 72,73
k)

libres citotoxica’®’®, potencial actividad antiinflamatoria” y como agente

antiulceroso’™. Se ha informado también de actividad antifitopatogena’®’’

en compuestos
aislados de Phacelia loxides. Adicionalmente varios reportes han demostrado que
especies de Piper crassinervium producen compuestos con que presentan potencial

antioxidante’"®

, especificamente las hidroquinonas terpeniladas han sido reconocidas por
su rol como antioxidante en la prevencién de la formacion de radicales de oxigeno y
peréxido de hidrégeno que inducen citotoxicidad y dafo tisular en varias enfermedades
humanas®. La farnesil hidroquinona también posee otras propiedades bioldgicas como
por ejemplo actividad antimalarica y antioxidante®. Mientras que las quinonas
terpeniladas obtenidas desde Peperomia galioides mostraron actividad in vitro contra tres
especies de Leishmania, responsables de la Leishmaniasis, y contra tres cepas del

parasito Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas®.
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1.8 Geranilquinonas y geranilhidroquinonas.

Este subgrupo de monoterpenil(hidro)quinonas (geranilquinonas y geranilfenoles)
lineales esta representado por un importante nimero de compuestos (ver Figura 14), por
ejemplo la 2-geranil-1,4-benzoquinona 17 aislada desde Ascindian synoicum
castellatumand ® y geranilhidroquinona 18 aislada desde las especies Cordia alliodora®,
Phacelia crenulata®, Aplidium antillense®® y desde el tunicado Amaroucium
multiplicatum®. Los ensayos biolégicos del compuesto 17 han demostrado interesantes
actividades de toxicidad contra Gambusia affinis y Artemia salina y antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Micrococcus luteus y
Bacillus subtilis®. Mientras que el compuesto 18 ha demostrado actividad antimicrobiana
contra Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Por otra parte también se ha reportado
citotoxicidad contra células tumorales de Leucemia Linfocitica P388 y carcinoma
epidermoide oral humano KB53; ademas para el compuesto 18 se estudié la inhibicion
de la enzima araquidonato 15-lipooxigenasa y la actividad antioxidante’® en microsomas
de higado de rata, como la inhibicién de la formacion de peréxido lipidico®®.

Por otra parte, el compuesto 19 aislado desde la especie de alga tunicado
Amaroucium multiplicatum y Cordia alliodora mostré actividad antioxidante®® 'y
antifngica®, mientras que la verapliquinona A 20 fue aislada desde Aplidium spi1l. La
Ubiquinona Q2 sirve como trasportador redox en la cadena respiratoria mitocondrial y es
el dnico antioxidante liposoluble que es endégenamente sintetizado tanto por
organismos unicelulares y pluricelulares®®. Estudios recientes han mostrado que el
compuesto 21 también esta involucrado en un amplio rango de procesos metabdlicos,
ademas de estar involucrado en procesos redox y poseer accibn como antioxidante. El
compuesto 22 se aislé del Ascidio Aplidiumblabrum®, el compuesto 23 de las raices de
la Salvia trijuga® y el compuesto 24 del Peperomia galioides®. El compuesto 22 juega
un papel importante en el transporte de electrones, la fotosintesis y como antioxidante

91,92

en planta y animales™ . Los extractos que contienen el compuesto 24, mostraron

actividad contra las formas promastigotas de tres especies de Leishmania®.
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2-geranil-1,4,-benzoquinona (17)

Figura 14. Estructuras de algunas geranil(hidro)quinonas naturales.

Sin embargo, los compuestos 25 y 26 (Figura 15) mostraron actividad fangica en
Cladosporium cladosporioides (un hongo patégeno que afecta el trigo) y Cladosporium
sphaerospermum® (un hongo encontrado como un invasor secundario de las plantas,
alimentos, suelo, pintura y textiles). El compuesto 27 fue aislado de la corteza de la raiz
de Cordia alliodora y mostr6 propiedades antifungicas contra los fitopatdgenos
Cladosporium cucumerinum (un patégeno vegetal que afecta a los pepinos) y una
marcada actividad contra larvas de la fiebre amarilla mosquito transmisor Aedesaegypti
8 Los compuestos 28 (acetato de 3-geranil-2,5-dihidroxifenilo), 29 (acetato de 2-geranil-
6-hidroxi-4-metoxifenilo) y 30 (acetato de 2-geranil-4-hidroxifenilo) aislados desde

Phacelia ixodes™ y Phacelia crenulata®, han demostrado poseer una actividad biolgica
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gue les permite repeler y en algunos casos matar insectos fitfagos y patégenos de las

plantas’®.

OH O OH O Z OH

= = “ X
/
25 26
27

OH OH OH

OH OAC OAc
AcO P P HO = = Z

OH OCH; OH

Figura 15. Estructuras de geranil(hidro)quinonas naturales con actividad pesticida.

Se han aislado de cultivos liquidos de Nectria galligena Bres. (hongo
fitopatdgeno,el agente mas comun de la enfermedad cancro de arboles de madera dura)
los compuesto Colletorin B (31) y Colletochlorin B (32) (ver Figura 16), donde el
compuesto 32 mostro una actividad inhibitoria contra las enzimas acetilcolinesterasa
(AChE) y B-glucuronidasa, con valores de ICsy de 30-36 ug/mL en el ensayo de AChE y
32-43 ug/mL en el ensayo de B-glucuronidasa®. De los extractos de las raices de la
Cordia globifera se aislé el compuesto Alliodorina (33), el cual muestra una significativa
actividad antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis (CIM de 12,5 pg/mL) y
antimalarica contra Plasmodium falciparum (ICs, = 3,1 pg/mL)%. El compuesto sintético
(34) que es un derivado prenilado de un &cido benzoico, fue evaluado en su actividad
antibacterial contra Staphylococcus aureus, obteniéndose una CIM de 7,29 *107

pumol/mL comparado con la Norfloxacina (1 *10*umol/mL)®.
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31: R=H, Colletorina B
OH 32: R=Cl, Colletoclrina B

OH OH
- = HoOC - =

33 34
OH

Figura 16. Estructura de geranil(hidro)quinonas sintéticos con actividad citotoxica y antibacteriana.
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1.9 Métodos de sintesis de Geranilfenoles.

Los geranilfenoles han sido aislados desde variados organismos y a su vez han
demostrado poseer un gran numero de propiedades bioldgicas, sin embargo el gran
problema para el estudio de este grupo es su bajo rendimiento de obtencion desde sus
fuentes naturales. La mas recurrente de las estrategias sintéticas usadas para la
preparacion de geranilfenoles, consiste como primer paso, en la preparacion por
separado de los fragmentos terpeno y aromatico apropiados para la sintesis. El segundo
paso de la sintesis, consiste en el acoplamiento del equivalente sintético terpenilo al

nacleo aromatico. Los métodos més usados para la sintesis de estos compuestos son:

1. Condensacién del terpeno y el fenol (alilacion de Friedel-Crafts) catalizada por un
4cido de Bronsted®. Consiste en un acoplamiento entre nicleo aromatico rico en
electrones y el terpeno catalizada bajo condiciones acidas, obteniendo el producto
final en un solo paso, sin embargo, este esquema sintético esta limitado a la

inestabilidad del geraniol bajo condiciones acidas (Esquema 1).

o

OH on oH
HO
x
HO% _ + HOW @) HO+—
Geraniol (1-2%aq.) (9-20%)
80-90°C

Esquema 1. Sintesis de Geranilfenol via alilacién de Friedel-Crafts catalizada por un acido de
Bronsted.

2. Alguenilacion de ariléter con fosfato de diisopropilgeranilo catalizada por acidos de
Lewis®’. La alquenilacion fue llevada a cabo en presencia de eterato de trifluoruro de
boro usando exceso (5 eq a 1 eq del fosfato) de éteres aromaticos para prevenir la
polialquenilacién. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente o por debajo de
50°C, la alquenilacion presente requirié una temperatura de reaccion mas baja (0°C
para prenilacion y -23°C para geranilacion) para evitar la formacion de otros

productos (Esquema 2).
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OCH, OCHj
(0]
| \ '!\ W BF;OEL
H3;CO-— Jr i-Pro” | 0O — > H3CO-
| . CH,CI, N
> Oi-Pr 2Cla, Np = (47%)

Esquema 2. Sintesis de Geranilfenol via Alguenilacion de ariléter con fosfato de diisopropilgeranilo
catalizada por acidos de Lewis

3. Reordenamiento de prenil-aril éteres catalizado por acidos de Lewis®. La introduccion
de grupos poliprenil dentro de anillo aroméatico por un reordenamiento regioselectivo
de prenil-aril éterres. Este reordenamiento se lleva a cabo en presencia de acidos de

Lewis (Esquema 3).

OW OH

‘ x BF3OEt, ol A 7 7
HsCr CCly-15°C AN
\%(/)Ac N2 \%OAC (76%)

Esquema 3. Sintesis de Geranilfenol por Reordenamiento de prenil-aril éteres catalizado por acidos
de Lewis.

4. Litiacion aromdtica directa de tatrametoxitolueno y posterior acoplamiento con
bromuro de geranilo®. La litiacién aromatica directa seguida por el acoplamiento
sobre el halogenuro de alquilo catalizada por cobre proporciona una secuencia de
sintesis con numero reducido de etapas para la obtencién de todos los miembros de

la familia de ubiquinonas (Esquema 4).
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OCH; OCH3
Li M TMEDA
- F F
o + B Z = n-hexano/0"CITHF
H,CO k/\/ r CUCN, N, HsCO
CHs CH,4 (66%)

|
TMEDA = ~N~N-
|

Esquema 4. Sintesis de Geranilfenol por Litiacion aromatica directa de tatrametoxitolueno y
posterior acoplamiento con bromuro de geranilo.

10 pe forma similar al

5. Condensacion por intercambio de metal halégeno (MHE)
esquema sintético anterior, se puede formar una fraccibn organometdlica sobre
terpeno, el que posteriormente puede producir la sustitucién de un haluro anclado a

un sistema aromético (Esquema 5).

OCH,4 OCHg
NP + B 7 Z n-BuLil0°C/ELO Z Z

|
HsCO— N2 H
3 KX ,CO

CH, TMEDA =~ ~No CH; 27%)
I
Esquema 5. Sintesis de Geranilfenol por Condensacién por intercambio de metal halégeno (MHE)

6. Condensacion de hidroquinona con geraniol catalizada por fendxido de aluminio e
isoproxido de aluminio™®. En la reacciéon de hidroquinona con geraniol utilizando
como catalizador el fenéxido de aluminio e isopréxido de aluminio, se obtuvieron tres

productos como se muestra en la Esquema 6.
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OH OH
AI(PhO)3/
+ y — - Al(i-PrO); *
o T=160°C 44 (50%)
OH OH
o}
.
/ /
43 43+43a (19%) 43a
o} o}

Esquema 6. Sintesis de Geranilfenol por Condensacién de hidroquinona con geraniol catalizada
por fendéxido de aluminio e isopréxido de aluminio

7. Condensacion de metoxifenoles e hidroquinona con geraniol catalizado por acidos de
Lewis (BFsE,0)?'%, En la reaccién de metoxifenoles e hidroquinonas con geraniol
utilizando como catalizador el trifluoruro de boro, se obtuvo el geranilfenol como se

muestra en la Esquema 7.

OH OH
| N W ﬂ, 7 Z
HsCO— - + Ho Et,0, N, H3CO
=
OCH3 OCHs

Esquema 7. Sintesis de geranilfenol por Condensacion de metoxifenoles e hidroquinona con
geraniol catalizado por acidos de Lewis (BF3;Et,0)
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1.91 Actividad Antifungica de Geranilfenoles sintéticos.

Se evaluo el efecto sobre el crecimiento micelial de Botrytis cinerea, in vitro, de
una serie de geranilfenoles sintéticos. Estos derivados fueron preparados por reacciones
de prenilaciéon directas entre los correspondientes derivados de fenol y geraniol, usando
BF3;.OEt, como catalizador y AQNO3; como catalizador secundario. Estos compuestos se
muestran en la Figura 17. Los compuestos 18 y 37 fueron las sustancias mas eficaces
con un 86% y 81% de porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial, respectivamente,
a una concentracion de 250 mg/L, con respecto al fungicida comercial Captan. La
monosustitucion en el nucleo aromético por una cadena de geranilo parece ser mas
eficaz en el efecto para la inhibicion del crecimiento micelial que una sustitucién doble.
Estos resultados sugieren que los nuevos derivados de geranilfenoles tienen la
capacidad de bloquear el desarrollo del micelio del patégeno B. cinerea y que esta
capacidad depende fuertemente de las caracteristicas estructurales y lipofilicidad de los

compuestos®.

OH
Z Z
18
OH OAc
OAc OH
ACOW G Z 7 G
AcO 37 HO OH 38 H3CO OCH; 39

OAc OH

35

Figura 17. Estructura de geranil(hidro)quinonas sintetizadas con actividad antifingica.
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1.10 Mecanismos de encapsulamiento y liberacion de compuestos
hidrofébicos.

La autoagregacion de polimeros anfifilicos lleva a la formacién de micelas
poliméricas las cuales son capaces de solubilizar una amplia variedad de compuestos, lo
gue ha llevado a su uso como recipientes de diversos farmacos. La mayoria de las
micelas de polimero que se utilizan para la administracién de farmacos, son estructuras
de forma esférica donde los segmentos hidrofébicos del polimero constituyen el nicleo
de la micela, mientras que las partes hidrofilicas forman la corona. El ndcleo de la micela
sirve como un micro entorno para la incorporacion de la droga lipofilica, mientras que la
corona ayuda a evitar la agregacion de las micelas y asegura la solubilidad micelar
(Figura 18).

A Hidrofilico Hidrofébico  Hidrofilico

QO
=
\\,
x y x
B Nucleo hidrofébico
- /
L AN .:’ Hu ‘e
“ -~ *u @ e
o “
’ H ) -
Lo ™
Compuesto
I hidrofébico

Corona hidrofilica

Figura 18. Molécula de copolimero en bloque de Pluronic (A) y la micela con una droga solubilizada

(B).

La ubicacion de los compuestos en el agregado estd determinada por
interacciones de Van der Waals, electrostaticas, y especificas entre las unidades de
mondémero y del compuesto. Por lo tanto, los sustratos se pueden incorporar a la micela
mediante atrapamiento fisico o por reaccion para formar un compuesto conjugado. Un

tipo especial de polimeros anfifilicos lo constituyen copolimeros en bloque de distinta
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polaridad. Los copolimeros que se autoagregan en un medio acuoso son de forma AB o
ABA, en la que A y B son los bloques hidrofilicos e hidrofébicos, respectivamente!®%",
El bloque hidrofilico mas comunmente utilizado es el poli (6xido de etileno) (PEO), que
tiene el mondmero de subunidad -CH,-CH,-O-. Los estudios de toxicidad realizados en
compuestos de copolimeros de PEO han demostrado que son bastante seguros, sobre
todo aquellos con alto contenido de PEO. Los copolimeros de tres bloques solubles en
agua de poli (6xido de etileno), los poli (6xido de propileno) (PPO) estdn comercialmente
disponibles en una gama de pesos moleculares y de diferentes proporciones en
composicion de PPO/PEO (Figura 19). Los hombres comerciales de estos copolimeros
son Poloxameros® y Pluronic®. Estas moléculas son ampliamente utilizadas en
aplicaciones industriales, tales como la detergencia, la formacion de espuma,

108-110

emulsificacién, solubilizacion y la liberacién controlada de drogas , Y recientemente

en el encapsulamiento de pesticidas™* ™2,

A \/'L'*
g at0 00N

&7

poloxamero Pluronic F127

poloxamina Tetronic 1107

Figura 19. Estructura molecular de copolimero en bloque (PEO-PPO) (A) poloxamero lineal
PLuronic F127 y (B) poloxamina ramificado Tetronic 1107.

En la aplicacion de micelas poliméricas para el almacenamiento y/o transporte de
drogas se requiere conocer algunos parametros fisicoquimicos que juegan un papel
fundamental en estas aplicaciones. Estos son el coeficiente de reparto y la cinética de
liberacion. El coeficiente de reparto de una molécula hidrofébica entre la fase micelar y la

solucién acuosa es una medida de la extensiéon de la incorporacion del compuesto en las
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micelas™***°. Por otro lado, los farmacos parecen ser liberados por un mecanismo de
difusién o por la desintegracién de las micelas.

Se han realizado estudios de encapsulamiento de geranilfenoles lineales
(compuestos 18 y 35) y la evaluacion de su actividad antifingica in vitro contra Botrytis
cinerea utilizando micelas de copolimeros tribloque (PEO10-PPOgs-PEO;o0) Y micelas de
copolimeros dibloque PEO44-b-PCL,,, a una concentracién de compuesto de 250 ppm, a
las 48 hr de inoculacion. Los resultados muestran que para el compuesto 18 se obtiene un
mejor resultado utilizando micelas de copolimeros tribloque con un porcentaje de
inhibicién de 97,4%, en cambio, para el compuesto 35 utilizando micelas de copolimeros

dibloque se obtiene un porcentaje de inhibicién del 97,5% 6%

. Otro trabajo realizado es
el estudio del efecto de micelas de polimero sobre la actividad antifangica contra Botrytis
cinerea de compuestos derivados del orcinol, donde se utilizan dos tipos de copolimeros
de bloque que forman micelas, Pluronic F-127 y poli (6xido de etileno) -b-poli
(caprolactona) (Figura 20). Los resultados muestran que, para todos los compuestos de
prueba, la incorporacion en micelas, formado por Pluronic F-127, produce un gran
aumento del efecto inhibidor sobre el crecimiento de B. cinerea. Para algunos
compuestos, a la concentracién mas baja ensayada (50 ppm), aumenta el porcentaje de

inhibicion significativamente (de 0-10% a 80-90%) **'.

compuesto geranilfenol = Q

célula de
hongo

micela

compuesto
libre

Figura 20. Incorporacién de compuestos derivados del orcinol a través de micelas dentro de las

células fungicas.
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1.11 Hipotesis de trabajo

Se ha demostrado que productos naturales con las estructuras de derivados de
geranilfenoles y analogos estructurales sintéticos, poseen actividad biolégica que permite
repeler y en algunos casos produce la muerte de insectos fitofagos, ademas de presentar
una marcada bioactividad inhibitoria del crecimiento de patégenos vegetales. Por lo tanto,
una serie analoga de nuevos derivados de geranilfenoles lineales presentan actividad
antifingica contra los hongos de Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi Rands, en su
forma libre.

La hipdtesis de este proyecto de tesis es que “La Actividad Antifungica de los
Geranilfenoles depende de los grupos sustituyentes y de su posicibn en el anillo
aromatico, y que esta actividad mejore cuando estas sustancias se apliqguen en sistemas
encapsulados con liberacién controlada”.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Sintetizar una serie de geranilfenoles que en su estructura contengan un esqueleto
de geranilo y grupos metoxilos e hidroxilos, sustituidos en el anillo aromatico y evaluar su
actividad antifangica en estado libre, y en sistemas encapsulados utilizando micelas

poliméricas (Pluronic F-127).

2.2 Objetivos especificos.

1.- Sintetizar treinta y cuatro geranilfenoles lineales mediante la reaccién de alilacién y

alquilacion de Friedel-Crafts, entre los nlcleos aromaticos y geraniol.

2.- Sintetizar los fenoles que no estan disponibles en forma comercial, a partir de sus
respectivos benzaldehidos, mediante la reacciéon de oxidaciéon de Baeyer-Villiger y

posterior saponificacion.

3-. Evaluar los compuestos sintetizados en ensayos de actividad antifungica, contra las

cepa de Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi Rands en su forma libre.

4.-Evaluacion de la actividad biolégica de los compuestos sintetizados encapsulados

contra las cepas de los hongos fitopatégenos del punto 3.

5.- Establecer una relacién de estructura-actividad de los compuestos sintetizados en los
ensayos de actividad antifingica contra Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi

Rands, en su forma libre y encapsulada.
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CAPITULO 3: PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiales y Equipos: Sintesis organica

Solventes: Los solventes utilizados fueron adquiridos desde Sigma-Aldrich, Merck vy
Fluka A.G. en grado analitico (p.a.)

1. Acetonitrilo

2. Metanol
3. Dioxano
4

Acetona

Solventes de grado técnico purificados por destilacién y posterior secado con sulfato de
sodio anhidro (Na,SO,) y/o cloruro de calcio anhidro (CacCl,).

1. Hexano (destilacion entre 60° a 80° C).

2. Acetato de etilo (destilacion a77° C).
3. Diclorometano (destilacién a 40° C).
4

Metanol, 99% pureza, procedencia nacional.

Reactivos (grado p.a.) e Insumos:

1. Cromatoplacas de silicagel 60 Fys4 MERCK.

2. Silica gel para cromatografia en columna (0,040-0,063 mm), MERCK.
3. Sulfato de magnésio, fraccionado por Distribuidora Cientifica.
4. Bicarbonato de sodio, Merck.

5. Carbonato de potasio, Merck.

6. Cloruro de calcio anhidro, Merck.

7. Sulfato de sodio, Fluka-Garantie.

8. Anhidrido acético, BDH.

9. 4-dimetilaminopiridina (DMAP), Merck.

10. Hidroquinona, Merck.

11. Catecol, Sigma-Aldrich.

12. Resorcinol, Sigma-Aldrich.

13. Orcinol, Sigma-Aldrich.

14. 1,2 ,4-trihidrobenceno, Sigma-Aldrich.

15. 2-metoxihidroquinona, Sigma-Aldrich.
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

Guiacol, Sigma-Aldrich.

3-metoxifenol, Sigma-Aldrich.

4-metoxifenol, Sigma-Aldrich.

2,4-dimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

2,4,5-trimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

2,3-dimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

2,3,4-trimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

2,4,6-trimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

3,4,5-trimetoxifenol, Sigma-Aldrich.

Geraniol, Sigma-Aldrich.

Boro trifluoruro-éter dietilico, Sigma-Aldrich.

Trietilamina, Merck.

AgNO;

NaHCO3;, Aldrich.

Sulfato de dimetilo

Cromatografia en capa fina: Se utilizaron placas cromatograficas de Silica gel
Merck 60F 254. Fueron eluidas con mezclas de acetato de etilo y hexano en
proporciones adecuadas para cada muestra. Los cromatogramas se revelaron en
luz ultravioleta (UV 365 nm) y por pulverizado de la placa con una solucién acuosa
de acido sulfurico al 20%, con posterior calcinacién sobre una placa calefactora.
Cromatografia en columna: Se realizaron con Silica gel Merck 60 (0,032 -0,063
mm) y/o Silica Merck (0,063- 0,2 mm). Los eluyentes fueron mezclas de acetato de

etilo y hexano aplicadas en diferentes gradientes de polaridad y se indican en cada

caso.
Equipos:

1. Espectrometro Infrarrojo con trasformada de Fourier Modelo 6700 FT-IR Nicolet
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EE.UU.) Los espectros de los compuestos se
registraron en film entre cristales de cloruro de sodio. Las frecuencias de absorcion
fueron expresadas en nimero de onda (cm™).

2. Espectrometro de masa (EM) Agilent 5973 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

EE.UU.) con un voltaje de ionizacién de 70 eV, en una columna DB-5 m, 30 m X
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0,25 mm x 0,25 um, los datos estan entregados como una respuesta m/z (%
relacion/intensidad). Los espectros de masa de alta resolucion fueron registrados
en un equipo Orbitrap XL (Thermo Scientific, San Jose, CA, EE.UU.) con voltajes
de 1,8 kV y 1,9 kV en modo de ionizacidén positivo y negativo respectivamente. Los
espectros fueron registrados modo de barrido completo, cubriendo masas con un
rango de m/z de 100 a 1300.

Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker Avance 400 (Bruker,
Rheinstetten, Alemania). Los espectros fueron llevados a cabo utilizando como
solvente deuterado cloroformo (CDCls) al 99,8%. Los desplazamientos quimicos
(®) fueron expresados en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento
J en Hertz (Hz). Como referencia se utilizd el desplazamiento quimico de las
senales residuales del cloroformo deuterado, a & = 7,26 ppm y & = 77,0 ppm para

los espectros de 'H y de C respectivamente.
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3.2 Sintesis Quimica

3.2.1 Sintesis de los compuestos geranilfenoles.

Durante esta investigacion se logré sintetizar treinta y cuatro derivados de
geranilfenoles a partir de quince equivalentes sintéticos (Figura 21), donde en algunos
casos se han obtenido compuestos de geranilfenoles monoacoplados y diacoplados en la
reaccion. Para sintetizar los fenoles que no estan disponibles en forma comercial, éstos
compuestos se sintetizaron a partir de sus respectivos benzaldehidos, mediante la
reaccion de oxidacion de Baeyer-Villiger y posterior saponificacion (Figura 22).

La reaccién de acoplamiento entre los sintones arométicos con geraniol fue la reaccion de
Alilacién de Friedel-Crafts utilizando como catalizador BF3*Et,O, y como solvente dioxano.
Un segundo método corresponde a una modificacion de las condiciones de reaccion de la

alilacién de Friedel-Crafts, consistente en la adicion de Nitrato de Plata y como solvente

acetonitrilo.
OH OH OH OH OH
HO. i HO
HO HO
OH OH
| I I v %
OH OH OH OH OH
H4CO HsCO i HsCO
HsCO
OH OCHj3 OCHjs
VI il VIl IX X
OH OH OH OH OH
HsCO HsCO HsCO OCH; H5CO
HsCO H;CO OCH, H3CO OCHgs
OCHs OCHj OCH, OCHj
XI Xl il XIV XV

Figura 21. Estructura de compuestos aromaticos que seran usados para la reaccion de
acoplamiento con geraniol.
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CHO CHO CHO CHO CHO
H3CO HsCO HCO OCHz H,3CO
HsCO OCH3; HsCO OCHjy
OCH; OCHy OCH,4 OCHy OCHy

Xa Xlla Xllla XIVa XVa
CHO OCHO OH
X MCPBA AN 1)EtsN,CH3OH x

HO-— - - HO-L HO--
L@  CH,Cl, NaHCO; (e 2)Hz0* e
OCHy OCHs OCHjy

Figura 22. Sintesis de compuestos aromaticos por reaccion de oxidacién de Bayer-Villiger.

Para la identificacion y caracterizacion de los compuestos de acoplamiento, se

asigné la numeracion a cada compuesto de acuerdo a las reglas de la IUPAC. En la

Figura 23 se encuentran tres ejemplos para cada uno de los distintos patrones de

sustitucion posible: producto mono-acoplado, producto di-acoplado simétrico y producto

di-acoplado asimétrico. La asignacion espectroscépica de RMN seguira estos patrones de

numeracién segun corresponda.

OH CHg-Cy' CHj-C7'

Producto Diacoplado Asimetrico

Figura 23. Ejemplos de numeracién para los compuestos sintetizados.
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Compuestos 42, 43 y 44.

Para la sintesis del compuesto 42 se utilizé6 el método de alilacion de Friedel—
Crafts entre geraniol y el nacleo aromatico catecol, catalizado por BF3Et,O y utilizando
AgNO; como catalizador secundario. En este caso se obtuvo el compuesto deseado 42

y ademas de los compuestos 43 y 44, de acuerdo con el Esquema 8.

OH

" M o "
+
HO Z

AgNOg3 ACN, Teamb.
Ny, 48 horas

OH

44 (0,7% Rend.)

Esquema 8. Sintesis de los compuestos 42, 43y 44

A una solucién de catecol (1,0 g; 9,1 mmol), geraniol (1,4 g; 9,1 mmol) y
acetonitrilo (40mL) se adicion6 una solucién de acetonitrilo saturada en AgNOs (1 mL), y
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmadsfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyect6 lenta y directamente BF;Et,O (0,46 g; 3,2 mmol). Se dej6é en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucién se agreg6 30 mL de agua y una cucharada de NacCl, y
se transfiri6 a un embudo de decantacion, luego la fase acuosa se lavo tres veces con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica fue lavada con una solucién 5% de NaHCO; (15 mL)
y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta solucion
fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia
en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase movil una mezcla
de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente (0:100—95:5). Se
obtuvieron tres Fracciones. Fraccién | 108 mg (4,8% de rendimiento) de un aceite viscoso

color rojizo (compuesto 42). Fraccion 1l: 239 mg (10,7% de rendimiento) de un aceite
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viscoso color rojizo (compuesto 43). Fraccién lll: 24,8 mg (0,7% de rendimiento) de un

aceite viscoso color rojizo (compuesto 44).

Compuesto 42: (E)-3-(3.7-dimetillocta-2,6-dienil)benceno-1,2-diol

RMN de 'H: 6,78 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 6,75 (dd, J = 8,4 y 6,8 Hz, 1H, H-5); 6,66 (d, J
= 6,8 Hz, 1H, H-4); 5,38 (s, 1H, OH-2); 5,33-5,31 (m, 2H, H-2’ y OH-1); 5,05-5,04 (m, 1H,
H-6"); 3,37 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-1"); 2,14-2,12 (m, 2H, H-5); 2,11-2,10 (m, 2H, H-4’); 1,78
(s, 3H, CH3-C3’); 1,69 (s, 3H, H-8'); 1,60 (s, 3H, CH5-C7’);

RMN de *C: 144,3 (C-1); 141,9 (C-2); 138,9 (C-3'); 132,2 (C-7’); 127,4 (C-3); 123,7 (C-6');
121,7 (C-2’); 121,4 (C-4); 120,7 (C-5); 113,2 (C-6); 39,6 (C-4’); 29,9 (C-1"); 26,3 (C-5");
25,7 (C-8’); 17,7 (CH3-C7’); 16,1 (CH3-C3");

IR (cm™): 3418; 2967; 2922; 1620; 1590; 1475; 1375; 1278.

EM (m/z, %): M* 246 (37,5); 123 (100): 69,1 (42,9); 159 (38,0); 131 (35,5).

Compuesto 43: (E)-4-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1,2-diol

RMN de 'H: 6,78-6,76 (m, 1H, H-6); 6,69-6,68 (m, 1H, H-3); 6,62-6,61 (m, 1H, H-5); 5,29
(t, J =6,7 Hz, 1H, H-2’); 5,10 (t, J = 6,4 Hz, 1H, H-6’); 3,24 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1’); 2,11-
2,08 (m, 2H, H-5); 2,05-2,02 (m, 2H, H-4’); 1,68 (s, 6H, CHs-C3’ y H-8); 1,60 (s, 3H, CHs-
C7).

RMN de *3C: 143,4 (C-2); 141,3 (C-1); 136,1 (C-3’); 135,0 (C-4); 131,5 (C-7’); 124,3 (C-6');
123,1 (C-2’); 120,7 (C-5); 115,4 (C-3); 115,3 (C-6); 39,7 (C-4’); 33,4 (C-1"); 26,6 (C-5);
25,7 (C-8’); 17,7 (CH3-C7’); 16,1 (CH5-C3’).

IR (cm™): 3402; 2973; 2922; 1605; 1442; 1375; 1278.

EM (m/z, %): M* 246 (49,5); 123 (100); 69 (36,0); 159 (60,5); 131 (49,2).

Compuesto 44: 4,5-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dieni)benceno-1,2-diol

RMN de 'H: 6,67 (s, 2H, H-3, H-6); 5,39 (s, 2H, H-1, H-2); 5,22 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H-2");
5,10 (t, J = 6,4 Hz, 2H, H-6’); 3,21 (d, J = 7,0 Hz, 4H, H-1"); 2,11-2,01 (m, 8H, H-4’, H-5’);
1,68 (s, 6H, CH3-C3’); 1,65 (s, 6H, H-8'); 1,60 (s, 6H, CHs-C7’).

RMN de *C: 141,3 (C-2 y C-1); 135,9 (C-3’); 132,2 (C-4 y C-5); 131,4 (C-7’); 124,2 (C-6’);
123,0 (C-2’); 116,1 (C-3 y C-6); 39,7 (C-4’); 30,7 (C-1"); 26,6 (C-5°); 25,7 (C-8’); 17,7 (CHs-
C7); 16,1 (CH5-C3)).

IR (cm™): 3399; 2967; 2921; 2855; 1606; 1514; 1447; 1376; 1283; 1174.

EM (m/z, %): M* 382 (4,5); 243 (17,0); 215 (21,6); 175 (100); 69(63,6); 41 (48,9).
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Compuestos 45, 46 y 47.

Para la sintesis del compuesto 45 se utilizé6 el método de alilacion de Friedel-
Crafts entre geraniol y el ndcleo aromatico resorcinol, catalizado por BFzEt,O y
utilizando AgNO3; como catalizador secundario. En este caso se obtuvo el compuesto
deseado 45 y ademas de los compuestos di sustituidos 46 y 47, de acuerdo con el

Esquema 9.

OH OH

M BF3:0Et,
+
HO Z

AgNO; ACN, T°amb.
HO N dghoras HO 45 (15,0% Rend.)

46 (2,5% Rend.) 47 (0,4% Rend.)

Esquema 9. Sintesis de los compuestos 45, 46 y 47.

A una solucién de resorcinol (1,0 g; 9,1dmmol), geraniol (1,4 g; 9,1mmol) y
acetonitrilo (40mL) se adicion6 una solucién de acetonitrilo saturada en AgNO3; (1 mL),
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyect6 lenta y directamente BF;Et,O (0,46 g; 3,2 mmol). Se dejé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucién se agreg6 30 mL de agua y una cucharada de NacCl, y
se transfiri6 a un embudo de decantacion, luego la fase acuosa se lavé tres veces con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica fue lavada con una solucién 5% de NaHCO; (15 mL)
y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta solucién
fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccioén fue purificado por cromatografia
en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase mavil una mezcla
isocratica de acetato de etilo / hexano al 20% (20:80). Se obtuvieron tres Fracciones.
Fraccion I: 337,1 mg (15,0% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo

(compuesto 45). Fraccién Il: 86,9 mg (10,7% de rendimiento) de un aceite viscoso color
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amarillo (compuesto 46). Fraccion 1ll: 13,2 mg (0,7% de rendimiento) de un aceite viscoso

color amarillo (compuesto 47).

Compuesto 45: (E)-4-(3.7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1,3-diol

RMN de 'H: 6,92 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5); 6,37 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-2); 6,36 (dd, J=2,4
y 8,8 Hz, 1H, H-6); 5,30 (t, J = 6,8 Hz, 1H, H-2"); 5,09 (t, J = 6,1 Hz, 1H, H-6"); 3,27 (d, J =
7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,12-2,09 (m, 2H, H-5%); 2,08-2,06 (m, 2H, H-4"); 1,72 (s, 3H, CH3-C3");
1,69 (s, 3H, H-8"); 1,60 (s, 3H, CH3-C7").

RMN de **C: 154,8 (C-1); 154,8 (C-3); 137,6 (C-3°); 131,7 (C-7°); 130,3 (C-5); 124,0 (C-
6); 122,1 (C-27); 119,4 (C-4); 107,6 (C-6); 103,2 (C-2); 39,6 (C-47); 28,3 (C-1"); 26,4 (C-
57); 25,6 (C-8"); 17,6 (CH3s-C7'); 16,0 (CH3-C3").

IR (cm™): 3387; 2927; 1702; 1620; 1508; 1455; 1377; 1297; 1152.

EM (m/z, %): M 246 (16,8); 177 (43,5); 161 (28,5); 123 (100); 69 (29,0).

Compuesto 46: 2,4-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1,3-diol

RMN de 'H: 6,83 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-5); 6,36 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-4); 5,43 (s, 1H, OH-
C1); 5,28 (m, 2H, H-2"y H-2"); 5,06 (m, 2H, H-6"y H-6"); 5,04 (s, 1H, OH-C3); 3,43 (d, J =
7,0 Hz, 2H, H-1"); 3,29 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-1’); 2,13-2,06 (m, 8H, H-4’-5’-4"-5"); 1,82 (s,
3H, CH5-C3"); 1,77 (s, 3H, CHs-C3"); 1,69 (s, 3H, H-8"); 1,68 (s, 3H, H-8"); 1,61 (s, 3H,
CHs-C77); 1,59 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de **C: 153,7 (C-3); 153,4 (C-1); 138,6 (C-3”); 138,3 (C-3’); 131,9 (C-7' y C-77);
127,5 (C-5); 124,0 (C-6’ y C-6"); 122,3 (C-2); 121,7 (C-2"); 119,1 (C-6); 113,9 (C-2); 107,6
(C-4); 39,7 (C-4’ y C-4"); 29,7 (C-1'); 26,4 (C-5 y C-5”); 25,7 (C-8'y C-8"); 22,5 (C-17);
17,7 (CHs-C7’ y C77); 16,2 (CH3-C3"); 16,1 (CH3-C3).

IR (cm™): 3447; 2967; 2915; 2854; 1615; 1500; 1488; 1452; 1376; 1279; 1224; 1107;
1022.

EM (m/z, %): M 382 (14,6); 297 (34,1); 259 (29,3); 189 (100); 135 (34,1); 69(51,2); 41
(50).

Compuesto 47: 4,6-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1,3-diol

RMN de *H: 6,78 (s, 1H, H-5); 6,33 (s, 1H, H-2); 5,29 (t, J = 7,1 Hz, 2H, H-2"); 5,05 (t, J =
5,9 Hz, 2H, H-6"); 5,04 (s, 2H, OH); 3,27 (d, J = 7,0 Hz, 4H, H-1"); 2,11-2,04 (m, 8H, H-5"y
H-47); 1,78 (s, 6H, CH5-C3"); 1,68 (s, 6H, H-87); 1,59 (s, 6H, CHs-C7").
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RMN de **C: 153,8 (C-1y C-3); 138,2 (C-3'); 131,9 (C-7’); 130,9 (C-5); 123,8 (C-6’); 122,3
(C-2); 118,7 (C-6); 103,8 (C-2); 39,7 (C-4); 29,3 (C-1"); 26,4 (C-5’); 25,7 (C-8"); 17,7 (CHs-
C7); 16,2 (CHs-C3).

IR (cm™): 3347; 2967; 2923; 2857; 1959; 1620; 1505; 1443; 1375; 1157; 1098.

EM (m/z, %): M* 382 (20,4); 365 (100); 259 (61,3); 207 (45,2); 69(36,6); 41 (40,9).

Compuestos 48, 49, 50 y 51.

Para la sintesis del compuesto 48, se utilizé el método de alilacion de Friedel—
Crafts entre geraniol y el ndcleo arométicos orcinol, catalizado por BF3Et,O y utilizando
AgNO; como catalizador secundario. En este caso se obtuvo el compuesto deseado 48,
ademas de los compuestos 49 y los compuestos di sustituidos 50 y 51, de acuerdo con

el Esquema 10.

M 4>BF3. OFt,

+ HO 7 7 AgNO3 +
ACN, T° amb.

HO OH N, 48hrs.  HO

48 (27,6% Rend.)
OH

OH

OH

49 (12,5% Rend.) 50 (9,9% Rend.)

OH OH

HO OH 51 (6,1% Rend.)

Esquema 10. Sintesis de los compuestos 48, 49, 50 y 51.

A una solucién de orcinol (2,0 g; 16 mmol), geraniol (2,5 g; 16 mmol) y
acetonitrilo (40 mL) se adicion6 una solucién de acetonitrilo saturada en AgNO3 (1 mL), y
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrdgeno. A esta
mezcla se le inyectd lenta y directamente BF3.Et,O (0,75 g; 5,3 mmol). Se dejé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucién se agreg6 30 mL de agua y una cucharada de NaCl, y

se transfirié a un embudo de decantacidn, luego la fase acuosa se lavé tres veces con
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AcOEt (3 x 20 mL). La fase orgéanica fue lavada con una solucién 5% de NaHCO; (15
mL) y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta
solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por
cromatografia en columna (CC) usando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:100—95:5). Se obtuvieron cuatro fracciones. Fracciéon I: 628 mg (9,9% de
rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo oscuro (compuesto 50). Fraccion Il: 520
mg (12,5% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo (compuesto 49). Fraccion
Ill: 387 mg (6,1% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo oscuro (compuesto
51). Fraccién IV: 1149 mg (27,6% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo

(compuesto 48).

Compuesto 48:(E)-4-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metilbenceno-1,3-diol

RMN de *H: 6,26 (s, 1H, H-6); 6,22 (s, 1H, H-2); 5,60 (s, 2H, OH); 5,13 (t, J = 6,8 Hz, 1H,
H-27); 5,05 (t, J = 6,7 Hz, 1H, H-6"); 3,28 (d, J = 6,7 Hz, 2H, H-1"); 2,21 (s, 3H, H-7);
2,09-2,06 (m, 2H, H-5"); 2,04-2,00 (m, 2H, H-4"); 1,78 (s, 3H, CHs-C3"); 1,67 (s, 3H, H-
8); 1,58 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de **C: 155,2 (C-3); 154,1 (C-1); 138,6 (C-5); 137,2 (C-3°); 131,8 (C-7"); 123,9 (C-
67); 122,2 (C-27); 118,1 (C-4); 109,7 (C-6); 101,0 (C-2); 39,6 (C-4"); 26,4 (C-5"); 25,6 (C-
8); 25,0 (C-1"); 20,0 (C-7); 17,6 (CH5-C77); 16,1 (CH5-C3").

IR (cm™): 3393; 2975; 2925; 2859; 1602.

EM (m/z, %): M+ 260 (21,7); 137 (100); 191 (26,9); 177 (13,9); 123 (10,5).

Compuesto 49:(E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metilbenceno-1,3-diol

RMN de 'H: 6,26 (s, 2H, H-6 y H-4); 5,66 (s, 2H, OH); 5,29 (t, J = 6,6 Hz, 1H, H-2"); 5,08
(t, J = 6,1 Hz, 1H, H-6"); 3,42 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-1"); 2,20 (s, 3H, CHs-Ar); 2,13-2,10
(m, 2H, H-5%); 2,09-2,07 (m, 2H, H-4"); 1,83 (s, 3H, CH5-C3"); 1,70 (s, 3H, H-8"); 1,61 (s,
3H, CHs-C7").

RMN de *C: 154,8 (C-1 y C-3); 138,6 (C-3°); 137,3 (C-5); 131,9 (C-7°); 123,7 (C-6");
121,8 (C-27); 110,6 (C-2); 109,0 (C-4 y C-6); 39,6 (C-47); 26,3 (C-5"); 25,6 (C-8'); 22,1
(C-17); 21,0 (CHz-Ar); 17,6 (CH5-C77); 16,0 (CH3-C3").

IR(cm™): 3455; 2966; 2922; 2852; 1772.
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Compuestos 50: 2,4-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metilbenceno-1,3-diol

RMN de *H: 6,30 (s, 1H, H-6); 5,50 (s, 1H, OH); 5,44 (s, 1H, OH); 5,32 (t, J = 6,9 Hz, 1H,
H-2"); 5,19 (t, J = 6,6 Hz, 1H, H-2"); 5,11 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-6" y H- 67); 3,46 (d, J = 6,9
Hz, 2H, H-17); 3,35 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-1); 2,25 (s, 3H, CHs-Ar); 2,16-2,15 (m, 4H, H-5
y H-57); 2,12-2,09 (m, 4H, H-4" y H-4""); 1,86 (s, 3H, CHs-C3"); 1,84 (s, 3H, CH3-C3");
1,73 (s, 6H, CH3-C7" y CH3s-C77"); 1,64 (s, 6H, H-8" y H-87).

RMN de *3C: 153,4 (C-3); 152,5 (C-1); 138,3 (C-3"); 137,0 (C- 3"); 135,1 (C-5); 131,8 (C-
77); 131,6 (C-77); 123,9 (C-67); 123,8 (C-6"); 122,5 (C-27); 122,0 (C-27"); 118,1 (C-4);
111,5 (C-2); 109,7 (C-6); 39,6 (C-4"); 39,5 (C-4"); 26,4 (C-5"); 26,3 (C-5); 25,6 (C-8" y C-
87); 25,4 (C-1"); 22,5 (C-1"); 19,7 (CHs-Ar); 17,6 (CHs-C7'y CH5-C77); 16,1 (CH5-C3”);
16,0 (CHs-C3").

IR (Cm'l): 3454; 2967; 2917, 2855; 1747; 1621; 1592; 1448; 1377.

Compuesto 51: 4,6-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metilbenceno-1,3-diol

RMN de 'H: 6,25 (s, 1H, H-2); 5,12 (t, J = 6,4 Hz, 2H, H-2); 5,05 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-
6); 3,33 (d, J = 6,6 Hz, 4H, H-1"); 2,21 (s, 3H, CHz-Ar); 2,09-2,06 (m, 4H, H-57); 2,03-
2,00 (m, 4H, H-4"); 1,78 (s, 6H, CH;-C3"); 1,66 (s, 6H, H-8"); 1,58 (s, 6H, CHs- C7");
RMN de *C: 152,9 (C-1 y C-3); 136,7 (C-3°); 136,4 (C-5); 131,7 (C-7"); 124,0 (C-6");
122,6 (C-27); 118,5 (C-4 yC-6); 101,4 (C-2); 29,6 (C-4"); 26,5 (C- 57); 25,7 (C-8"); 25,6
(C-1"); 17,6 (CH3-C7"); 16,2 (CH5-C3"); 15,8 (CH3-Ar).

IR(cm™): 3404; 2967; 2922; 2855; 1649; 1599; 1445; 1376.
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Compuesto 52.

Para la sintesis del compuesto 52, se utilizé el método de alilacion de Friedel—
Crafts entre geraniol y el nucleo aromético 1,2,4-trihidroxibenceno, catalizado por

BF;Et,0O, de acuerdo con el Esquema 11.

OH OH

HO M BF3:OFt, HO
=+ —_—
HO Z F

Dioxano, T°amb.
N,, 48 horas X X

OH OH

52 (1,0% Rend.)

Esquema 11. Sintesis del compuesto 52.

A una solucién de 1,2,4-trihidroxibenceno (2,0 g; 15,7 mmol), geraniol (2,7 g; 15,7
mmol) y dioxano (40 mL) en agitacibn a temperatura ambiente bajo atmdsfera de
nitrégeno, se le inyectd lenta y directamente BF3.Et,O (0,31 g; 2,2 mmol). Se dejoé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agregé 30 mL de agua y se extrajo la
fase orgénica con tres porciones de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con
una solucién 5% de NaHCO; (15 mL) y agua (2 x 15 mL), para posteriormente ser secada
sobre Na,SO, anhidro, y luego esta solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El
crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase
estacionaria silica gel y como fase moévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en
gradiente de polaridad creciente (0:100—90:10). Se obtuvieron 28,3 mg (1,0% de

rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 52).

Compuesto 52: (E)-5-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1,2 4-triol

RMN de *H: 6,61 (s, 1H, H-6); 6,41 (s, 1H, H-3); 5,26 (t, J = 7,08 Hz, 1H, H-2’); 5,06 (t, J
= 6,00 Hz, 1H, H-6"); 3,22 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-1"); 2,09-2,05 (m, 4H, H-4’ y 5’); 1,74 (s,
3H, CH;-C3); 1,68 (s, 3H, H-8"); 1,59 (s, 3H, CHs-C7").
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RMN de °C: 148,3 (C-4); 142,7 (C-2); 138,3 (C-3'); 136,7 (C-1); 131,9 (C-7°); 123,9 (C-
6°); 121,9 (C-27); 118,9 (C-5); 116,7 (C-6); 104,1 (C-3); 39,7 (C-4°); 29,1 (C-1'); 26,4 (C-
57); 25,7 (C-8"); 17,7 (CH5-C7°); 16,1 (CH5-C3").

IR(cm™): 3389; 2975; 2966; 2924; 1626; 1521; 1449; 1375; 1187; 866.

EM (m/z, %): M*262 (39,5); 245 (100); 191 (25,3); 137 (9,9); 69 (17,3); 41 (15,8).

Compuesto 53.

Para la sintesis del compuesto 53, se utilizé el método de alilacion de Friedel-
Crafts entre geraniol y el nlcleo aromaticos 2-metoxihidroquinona, catalizado por

BF;Et,0O, de acuerdo con el Esquema 12.

OH OH

H5CO . M BF4.OEt, H3CO
HO P P _—

Dioxano, T°amb.
N,, 48 horas

OH OH

53 (5,9 % Rend.)

Esquema 12. Sintesis del compuesto 53.

A una solucion de 2-metoxihidroquinona (2,0 g; 14,4 mmol), geraniol (2,8 g; 14,4
mmol) y dioxano (40 mL) en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de
nitrégeno, se le inyectd lenta y directamente BF;.Et,O (0,31 g; 2,2 mmol). Se dej6é en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccién se agregd 30 mL de agua y se extrajo la
fase organica con tres porciones de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con
una solucién 5% de NaHCO; (15 mL) y agua (2 x 15 mL), para posteriormente ser secada
sobre Na,SO, anhidro, y luego esta solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El
crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase
estacionaria silica gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en
gradiente de polaridad creciente (0:100—90:10). Se obtuvieron 233 mg (5,9% de

rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 53).
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Compuesto 53: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metoxibenceno-1,4-diol

RMN *H: 6,67 (s, 1H, H-3); 6,43 (s, 1H, H-6); 5,28 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2"); 5,15 (s, 1H,
OH-C4); 5,06 (t, J = 5,5 Hz, H-6"); 4,87 (s, 1H, OH-C1); 3,83 (s, 3H, CH30); 3,26 (d, J =
7,2, 2H, H-1"); 2,12-2,10 (m, 2H, H-5"); 2,08-2,05 (m, 2H, H-4"); 1,76 (s, 3H, CH5;-C3");
1,69 (s, 3H, H-8"); 1,60 (s, 3H, CH3-C7").

RMN™C: 147,6 (C-1), 145,4 (C-5), 139,2 (C-3), 138,6 (C-4), 132,1 (C-7°), 123,8 (C-6"),
121,8 (C-27), 118,5 (C-2), 115,3 (C-3), 100,4 (C-6), 56,1 (CH30), 39,7 (C-4"), 29,4 (C-1"),
26,4 (C-5), 25,7 (C-8"), 17,7 (CH3-C7"), 16,2 (CH5-C3").

IR (cm'): 3420; 2965: 2924; 2852; 1603; 1520; 1446; 1196; 1105; 835.
EM (m/z, %): M*276 (39,5); 191 (21); 175 (9,9); 153 (100); 91 (4,9); 69 (16); 41 (16).

Compuesto 54.

La sintesis del compuesto 54 se utilizd la estrategia sintética reportada

anteriormente, segun el Esquema 13.

OH OH
M o
F F
+
HO AgNO5 54 (16% Rend.)
ACN, T° amb.
N, 48 hrs.
OH OH

Esquema 13. Sintesis del compuesto 54.

A una solucién de p-hidroquinona (1,0 g; 9,1 mmol), geraniol (1,4 g; 9,1 mmol) y
acetonitrilo (40 mL) se adicion6 una solucion de acetonitrilo saturada en AgNO; (1 mL), y
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyectd lenta y directamente BF3.Et,O (0,38 g; 2,7 mmol). Se dejé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agregé 30 mL de agua y se extrajo la
fase organica con tres porciones de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con

una solucién 5% de NaHCO; (15 mL) y agua (2 x 15 mL), para posteriormente ser secada
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sobre Na,SO, anhidro, y luego esta solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El
crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase
estacionaria silica gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en
gradiente de polaridad creciente (0:100—90:10). Se obtuvieron 359 mg (16,0% de
rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 54).

Compuesto 54: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)benceno-1.4-diol

RMN de 'H: 6,68 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 6,61 (d, J = 2,8 Hz, 1H, H-3); 6,57 (dd, J = 8,4y
2,8 Hz, 1H, H-5); 5,28 (t, J = 7,1 Hz, 1H, H-2"); 5,06 (t, J = 6,2 Hz, 1H, H-6"); 4,77 (s, 1H,
OH-1); 4,49 (s, 1H, OH-2); 3,30 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-1’); 2,12-2,11 (m, 2H, H-5’); 2,09-
2,07 (m, 2H, H-4’); 1,75 (s, 3H, CH5-C3’); 1,68 (s, 3H, H-8’); 1,60 (s, 3H, CH;-C7’).

RMN de °C: 149,3 (C-4); 148,2 (C-1); 138,6 (C-3’); 132,0 (C-7’); 128,3 (C-2); 123,8 (C-6');
121,3 (C-2’); 116,6 (C-3 y C-6); 113,7 (C-5); 39,6 (C-4"); 29,7 (C-1’); 26,4 (C-5); 25,7 (C-
8’); 17,7 (CH3-C7’); 16.2 (CH3-C3’).

IR(cm™): 3364; 2970; 2921; 1668; 1450; 1377; 1198.

EMAR (m/z, %): M+ 247,1623.

Compuestos 55, 56, 57 y 58.

Sintesis del compuesto 55 y obtencién de los compuestos 56, 57 y 58 se ultilizé la

estrategia sintética reportada anteriormente, segun el Esquema 14.

OH OH

H3C0\© HOW B—>F3*0Et2 H3CO F F ¥
+

AgNO3 ACN, T°amb.
N,, 48 horas

55 (4,5% Rend.)

OCHs
HO - _ HO / % HO Pz %
+ +
H3CO H3CO ~ N
56 (6,3% Rend.) 57 (0,6% Rend.) 58 (2,1% Rend.)

Esquema 14. Sintesis de los compuestos 55, 56, 57 y 58.
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A una solucién de guaiacol (1,5 g; 12,1 mmol), geraniol (0,9 g; 6,0 mmol) y
acetonitrilo (40 mL) se adicion6 una solucién de acetonitrilo saturada en AQNO3 (1 mL), y
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyectd lenta y directamente BF;.Et,O (0,46 g; 3,2 mmol). Se dejé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucién se agregd 30 mL de agua y una cucharada de NaCl, y
se transfiri6 a un embudo de decantacion, luego la fase acuosa se lavo tres veces con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase orgénica fue lavada con una solucion 5% de NaHCO; (15
mL) y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta
solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
moévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:100—90:10). Se obtuvieron cuatro fracciones. Fraccion I: 70,6 mg (4,5% de
rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo (compuesto 55); Fraccion II: 98,5 mg
(6,3% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo (compuesto 56); Fraccion Il
9,3 mg (0,6% de rendimiento) del compuesto 57 y Fraccién IV: 99,4 mg (2,1% de

rendimiento) del compuesto 58.

Compuesto 55: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-6-metoxifenol

RMN de 'H: 6,81-6,74 (m, 3H, H-3, H-4 y H-5); 5,72 (s, 1H, OH); 5,37 (t, J = 7,0 Hz, 1H,
H-27); 5,13 (t, J = 6,6 Hz, 1H, H-6"); 3,90 (s, 3H, CH30); 3,39 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-1");
2,14-2,11 (m, 2H, H-5"); 2,09-2,05 (m, 2H, H-4); 1,74 (s, 3H, CHs-C3); 1,71 (s, 3H, H-
8); 1,62 (s, 3H, CH3s-C7").

RMN de *3C: 146,3 (C-2); 143,4 (C-1); 136,3 (C-3); 131,4 (C-7); 127,5 (C-6); 124,4 (C-
6); 122,1 (C-2); 121,8 (C-5); 119,2 (C-4); 108,3 (C-3); 56,0 (CH30); 39,8 (C-4"); 27,8
(C-1); 26,6 (C-5"; 25,7 (C- 8"); 17,7 (CH5-C7"); 16,0 (CH3-C3").

IR (cm™): 3545; 2964; 2923; 2853; 1616; 1592; 1478; 1442; 1376; 1356; 1270; 1217.

EM (m/z, %): M* 260 (53,8); 191 (29,4); 137 (100); 123 (78,7); 69 (36,7).

Compuesto 56: (E)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2-metoxifenol

RMN de 'H: 6,83 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-6); 6,68 (d, J = 6,8 Hz, 2H, H-4 y H-5); 5,47 (s,
1H, OH); 5,33 (t, J = 7,1 Hz, 1H, H-2"); 5,12 (t, J = 6,4 Hz, 1H, H-6"); 3,87 (s, 3H, CH;0);
3,29 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-1"); 2,13-2,10 (m, 2H, H-5"); 2,07-2,06 (m, 2H, H-4"); 1,71 (s,
3H, CH;-C37); 1,69 (s, 3H, H-87); 1,61 (s, 3H, CHs-C7")
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RMN de **C: 146,4 (C-2); 143,6 (C-1); 136,0 (C-3°); 133,7 (C-3); 131,4 (C-7'); 124,2 (C-
6); 123,4 (C-2); 120,8 (C-5); 114,2 (C-6); 110,9 (C-4); 55,8 (CH30); 39,7 (C-4"); 33,8
(C-1); 26,7 (C-5"; 25,7 (C-87); 17,7 (CHs-C7"); 16,1 (CH3-C3").

IR (cm™): 3444; 2964; 2924 2854:; 1676; 1600; 1512; 1451; 1432.

EM (m/z, %): M* 260,2 (84,3); 159 (100); 137 (89,9); 123 (42,0); 69 (40,4).

Compuesto 57: (E)-5-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2-metoxifenol

RMN de 'H: 6,78 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-3); 6,76 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-6); 6,66 (dd, J = 8,3
y 1,7 Hz, 1H, H-4); 5,55 (s, 1H, OH); 5,31 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H-2"); 5,10 (t, J = 6,7 Hz,
1H, H-6"); 3,86 (s, 3H, CH30); 3.26 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-1"); 2,12-2,08 (m, 2H, H-5);
2,05-2,04 (m, 2H, H-4"); 1,69 (s, 6H, CH5-C3y H-8"); 1,60 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de °C: 145,48 (C-1); 144,66 (C-2); 136,01 (C-3°); 135,20 (C-5); 131,44 (C-7°);
124,28 (C-6"); 123,19 (C-2°); 119,48 (C-4); 114,59 (C-6); 110,60 (C-3); 56,04 (CH;O);
39,71 (C-4"); 33,50 (C-17); 26,62 (C-5"; 25,69 (C-8'); 17,69 (CH5-C7"); 16,08 (CH3-C3").
IR (cm™): 3443; 2923; 2853; 1591; 1509; 1442; 1377; 1270; 1212; 1128.

EMAR (M-H"): 259,17157 Cy7H,0,.

Compuesto 58: 4,5-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2-metoxifenol

RMN de 'H: 6,74 (s, 1H, H-6); 6,67 (s, 1H, H-3); 5,39 (s, 1H, OH); 5,24 (t, J = 7,2 Hz, 2H,
H-2" y H-2"); 5,09 (t, J = 5,8 Hz, 2H, H-6" y H-6"); 3,84 (s, 3H, CH30); 3,26 (d, J = 6,9 Hz,
2H, H-17); 3,23 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-1"); 2,12-2,08 (m, 4H, H-5" y H-5"); 2,05-2,03 (m,
4H, H-4" y H-4”); 1,70 (s, 6H, CH3-C3’ y CH;-C3"); 1,68 (s, 6H, H-8 y H-8"); 1,59 (s, 6H,
CHs-C7" y CH3-C7").

RMN de *3C: 144,5 (C-2); 143,5 (C-1); 135,8 (C-3" y C-3"); 132,5 (C-4); 131,4 (C-77);
131,0 (C-7°); 131,0 (C-5); 124,3 (C-67); 124,2 (C-6"); 123,3 (C-2"); 122,9 (C-2); 115,2 (C-
6); 111,8 (C-3); 56,0 (CH30); 39,7 (C-4" y C-4”); 31,2 (C-17); 30,8 (C-1"); 26,8 (C-5"); 26,7
(C-5); 25,7 (C-8" y C-8"); 17,7 (CH3-C7" y CH3-C7”); 16,2 (CH3-C3" y CH5-C3”).

IR (cm™): 3552; 3449; 2965; 2915; 2854; 1592; 1509; 1445; 1376; 1274; 1234.

EM (m/z, %): M" 396 (7,4); 257 (27,4); 189 (100); 137 (17,9); 69 (66,3); 41 (51,6).
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Compuestos 59 y 60.

Sintesis del compuesto 59 y obtencién del compuesto 60, se utiliz6 el mismo
procedimiento de alilacion de Friedel-Crafts, segun se indica en el Esquema 15.

OH OH
M BF3-OEt, % Z +
+ HO 7 7 AgNO3 ACN,
Teamb.
HsCO Ny 48horas  H3CO 59 (7,4% Rend.)
OH
F F
OCHg;

60 (4,2% Rend.)

Esquema 15. Sintesis de los compuestos 59 y 60.

A una solucién de 3-metoxifenol (0,8 g; 6,5 mmol), geraniol (1,0 g; 6,5 mmol) y
acetonitrilo (40 mL) se adicioné una solucion de acetonitrilo saturada en AQNO; (1 mL), y
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyectd lenta y directamente BF;.Et,O (0,46 g; 3,2 mmol). Se dejé en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucion se agreg6 30 mL de agua y una cucharada de NacCl, y
se transfiri6 a un embudo de decantacion, luego la fase acuosa se lavo tres veces con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase orgéanica fue lavada con una solucion 5% de NaHCO; (15
mL) y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta
solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
moévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:100—90:10). Se obtuvieron dos Fracciones. Fracciéon |: 125 mg (7,4 % de
rendimiento) de un aceite viscoso color rojizo (compuesto 59) y Fraccion Il: 71.1 mg (4,2

% de rendimiento) de un aceite viscoso color rojizo (compuesto 60).
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Compuesto 59: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-5-metoxifenol

RMN de 'H: 6,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-3); 6,44 (dd, J = 2,5y 8,0 Hz, 1H, H-4); 6,42 (d, J
= 2,5 Hz, 1H, H-6); 5,31 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2"); 5,25 (s, 1H, OH); 5,08 (t, J = 5,9 Hz,
1H, H-6"); 3,76 (s, 3H, CH30); 3,31 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,13-2,12 (m, 2H, H-5");
2,09-2,06 (m, 2H, H-4"); 4,77 (s, 3H, CH5-C3"); 1,69 (s, 3H, H-8"); 1,60 (s, 3H, CH3s-C7").
RMN de *C: 159,4 (C-5); 155,4 (C-1); 138,4 (C-3"); 132,0 (C- 7°); 130,3 (C-3); 123,8 (C-
6); 122,0 (C-27); 118,9 (C-2); 106,1 (C-4); 102,0 (C-6’); 55,3 (CH30); 39,7 (C-4"); 29,2 (C-
1'); 26,4 (C-5"); 25,7 (C-8); 17,7 (CH5-C7°); 16,1 (CH5-C3").

EMAR (M+H"): 261,18558 C;7H,,0,.

Compuesto 60: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-3-metoxifenol

RMN de *H: 7,06 (dd, J = 8,2 y 8,2 Hz, 1H, H-5); 6,49 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-4 y H- 6);
5,32 (s, 1H, OH); 5,24 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H-2"); 5,06 (t, J = 6,6 Hz, 1H, H-6"); 3,81 (s, 3H,
CH:0); 3,43 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-1"); 2,11-2,08 (m, 2H, H-5"); 2,06-2,04 (m, 2H, H-4");
1,81 (s, 3H, CHs-C3); 1,68 (s, 3H, H-8"); 1,59 (s, 3H, CH3-C7").

RMN de **C: 157,9 (C-3); 155,6 (C-1); 138,1 (C-3); 131,8 (C-7); 127,1 (C-5); 123,9 (C-
67); 121,9 (C-2); 115,2 (C-2); 108,1 (C-6); 103,1 (C-4); 55,8 (CH30); 39,7 (C-4"); 26,4
(C-57); 25,6 (C-8"); 22,2 (C-1"); 17,7 (CH3-C7"); 16,1 (CH5-C3).

EMAR (M-H"): 259,17151 C17H2,0,.
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Compuestos 61, 62 y 63.

Para la preparacién del compuesto 61 y la obtencién de los compuestos 62 y 63,

se utilizé el mismo procedimiento de alilacion de Friedel-Crafts, segun se indica en el

Esquema 16.
OH OH
M .
F F
*+ HO AgNO; 61 (18% Rend.)
ACN, T° amb.
Ny, 48 hrs.
OCHs OCHs
OCHs OH
+ 63 (0,7% Rend.)

62 (3,1% Rend.)

Esquema 16. Sintesis de los compuestos 61, 62 y 63.

A una solucién de 4-metoxifenol (1,00 g; 8,0 mmol), geraniol (1,2 g; 7,9 mmol) y
acetonitrilo (40 mL) se adicion6 una solucion de acetonitrilo saturada en AgNO; (1 mL),
luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. A esta
mezcla se le inyect6 lenta y directamente BFi.Et,O (0,2 g; 1,6mmol). Se dej6 en
agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (CCF). A la solucién se agreg6 30 mL de agua y una cucharada de NacCl, y
se transfiri6 a un embudo de decantacién, luego la fase acuosa se lavo tres veces con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase orgéanica fue lavada con una solucion 5% de NaHCO; (15
mL) y agua (2 x 15 mL) y luego secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta
solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:100—90:10). Se obtuvieron tres fracciones. Fraccion |1 3755 mg (18 % de

rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 61); Fraccion Il: 87,6 mg
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(3,1% de rendimiento) de un aceite viscoso color amarillo (compuesto 62); Fraccion lll:

20,0 mg (0,7% de rendimiento) del compuesto 63.

Compuesto 61: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-metoxifenol

RMN de 'H: 6,75 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-6); 6,70 (d, J = 2,9 Hz, 1H, H-3); 6,66 (dd, J = 8,6-
2,9 Hz, 1H, H-5); 5,32 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2"); 5,08 (t, J = 6,0 Hz, 1H, H-6"); 4,94 (s, 1H,
OH); 3,76 (s, 3H, CH30); 3,34 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,14-2,11 (m, 2H, H-57); 2,10-
2,07 (m, 2H, H-4"); 1,77 (s, 3H, CH5-C3°); 1,69 (s, 3H, H-8"); 1,60 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de **C: 153,6 (C-4); 148,3 (C-1); 138,4 (C-3°); 131,9 (C-7°); 128,1 (C-2); 123,8 (C-
6); 121,4 (C-2°); 116,3 (C-6); 115,6 (C-3); 112,0 (C-5); 55,7 (CH30); 39,6 (C-4°); 29,8
(C-1"); 26,4 (C-5"); 25,6 (C-87); 17,7 (CH5-C7°); 16,1 (CH5-C3").

EMAR (M-H"): 259,17031 C;7H,40-.

Compuesto 62: (E)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-metoxifenol

RMN de 'H: 6,71 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-5); 6,65 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-2); 6,61 (dd, J =
8,5-2,4 Hz, 1H, H-6); 5,29 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2"); 5,11 (t, J = 6,0 Hz, 1H, H-6"); 4,44 (s,
1H, OH); 3,78 (s, 3H, CH;0); 3,29 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,14-2,11 (m, 2H, H-5);
2,10-2,07 (m, 2H, H-4"); 1,69 (s, 6H, CH5-C3" y H-8); 1,60 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de *C: 151,6 (C-4); 149,2 (C-1); 136,5 (C-3°); 131,6 (C-7°); 131,3 (C-3); 124,3 (C-
67); 121,9 (C-2°); 116,6 (C-2); 112,5 (C-6); 111,5 (C-5); 56,1 (CH30); 39,8 (C-4"); 28,0
(C-17); 26,7 (C-5"); 25,7 (C-8'); 17,7 (CH5-C7"); 16,1 (CH5-C3").

IR (cm™): 3396; 2966; 2915; 2854; 1598; 1499; 1452; 1437; 1213; 1180.

EM (m/z, %): M* 260 (58,1); 191 (100); 123 (90,3); 137 (64,1); 161 (33,5).

Compuesto 63: (E)-4-(3.7-dimetilocta-2,6-dieniloxi)fenol

RMN de *H: 6,81 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2 y H-6); 6,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-3 y H-5); 5,48
(t, J =6,4 Hz, 1H, H-2"); 5,09 (t, J = 5,6 Hz, 1H, H-6"); 4,48 (d, J = 6,5 Hz, H-1"); 4,46 (s,
1H, OH); 2,1-2,07 (m, 4H, H-4" y H-5"); 1,72 (s, 3H, CH5s-C3" y H-8’); 1,68 (s, 3H, H.8);
1,61 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de *C: 153,1 (C-4); 149,4 (C-1); 140,9 (C-3°); 131,8 (C-7); 123,9 (C-6); 119,8 (C-
2); 116,0 (C-2y C-6); 115,9 (C-3 y C-5); 65,6 (C-1’); 39,6 (C-4"); 26,3 (C-5); 25,7 (C-8");
17,7 (CHs-C7'); 16,6 (CH3-C3").

IR (cm™): 3390; 2967; 2923; 2852; 1668; 1508; 1447; 1377; 1224; 1102; 1008; 825.

EM (m/z, %): 110 (100); 69 (27,7); 93 (13,4); 81 (12,8); 41 (11,1).
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Compuestos 64 y 65.

Se preparé el compuesto 2,4-dimetoxifenol a partir de 2,4-dihidroxibenzaldehido
realizando primero la reaccion de metilacion, para obtener el 2,4-dimetoxibenzaldehido,
luego la reaccion de oxidacion de Baeyer-Villiger para obtener el 2,4-dimetoxifenil
formiato, y posteriormente, la reaccion de saponificacion del formiato para obtener el 2,4-

dimetoxifenol, segln el Esquema 17.

CHO CHO OCHO OH
HO (CHg),80, H3CO Aamcpe  H3CO 1)E;N,CHzo0H  H3CO
K,CO3, Acetona, CH,Cl,, NaHCO4 2)H;0*
reflujo
OH OCHg OCHgs OCHg4
(98,9% Rend.) (82,8% Rend.) (81,1% Rend.)

Esquema 17. Sintesis del compuesto 2,4-dimetoxifenol.

Se disolvio el 2,4-dihidroxibenzaldehido (3,0 g; 21,7 mmol) y el carbonato de
potasio (6,1 g; 57,6 mmol) en 100 mL de acetona. Luego se agrego el dimetilsulfato (5,9 g;
47,4 mmol) y se dejo reaccionar con agitacion y reflujo durante 90 min. El término de la
reaccion fue monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF). La solucion se filtré y el
solvente fue evaporado en rotavapor. Se disolvio la muestra en acetato de etilo y se lavo
con 30 mL de solucion de HCI al 5% seguido de dos lavados con 30 mL de agua, y luego
fue secada sobre Na,SO, anhidro, y posteriormente esta solucion fue filtrada y evaporada
a sequedad. Se obtuvieron 3,56 g de 2,4-dimetoxibenzaldehido (98,9% de rendimiento).

Se disolvio el 2,4-dimetoxibenzaldehido (3,56 g; 21,4 mmol), el acido
metacloroperoxibenzoico (AMCPB) (7,35 g; 42,6 mmol) y el NaHCO3 (3,6 g; 64 mmol) en
100 mL de diclometano. La solucion se dejé con agitacion por 3 horas a temperatura
ambiente. La solucién se filtr6 a vacio y se lavé la fase organica tres veces con solucion
saturada de NaHCO; (3 x 50 mL) y dos veces con agua (2 x 50 mL), para
posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y
evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por cromatografia en

columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase mévil una mezcla
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de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente (0:50—20:30). Se
obtuvieron 3,23 g de 2,4-dimetoxifenil formiato (82,8% de rendimiento).

Se disolvi6 el 2,4-dimetoxifenil formiato (3,23 g; 17,7 mmol) en 50 mL de metanol
y se agregaron 4 mL de trietilamina (2,9 g; 28 mmol). La solucion se dejé con agitacion
por 3 horas a temperatura ambiente. Luego se evaporé la solucién a sequedad y se
diluyé con acetato de etilo. La fase organica se lavé dos veces con una solucion de
acido clorhidrico al 5% (2 x 30 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 2,22 g de 2,4-dimetoxifenol (81,1% de
rendimiento). RMN de *H: 6,83 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-6); 6,49 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-3);
6,39 (dd, J = 2,0y 7,5 Hz, 1H, H-5); 5,21 (s,1H, OH); 3,87(s, 3H, CH30); 3,84 (s, 3H,
CH30), RMN de 3C: 153,4 (C-4); 147,0 (C-2); 139,7 (C-1); 114,1 (C-6); 104,1 (C-5); 99,3
(C-3); 55,8 (C-2 OCHg); 55,7 (C-4 OCHj).

En la sintesis del compuesto 64 y obtencion del compuesto 65, se utilizé el mismo
procedimiento de alilacion de Friedel-Crafts, segun se indica en el Esquema 18.

OH OH
H,CO M BFy OEt,  H3CO 7 F +
FZ v -
* HO Dioxano, T° amb.
Ny, 48 hrs.
OCHs OCHj
64 (1,0 % Rend.)
OH OCHs
H3CO > = / =
+
. . HsCO
OCHj OH
65 (1,2 % Rend.) 67 (3,0 % Rend.)

Esquema 18. Sintesis de los compuestos 64, 65y 67.

Se disolvié el 2,4-dimetoxifenol (0,81 g; 5,2 mmol) y geraniol (0,80 g; 5,2 mmol) en
dioxano (40 mL) y luego se puso en agitacién a temperatura ambiente bajo atmésfera de

nitrogeno. A esta mezcla se le inyecto lenta y directamente BF3Et,O (0,31 g; 2,2 mmol).
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Se dejé en agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado por
cromatografia en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agregd 30 mL de agua y
se extrajo la fase organica con tres porciones de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue
lavada con una solucion 5% de NaHCOs; (15 mL) y agua (2 x 15 mL), para posteriormente
ser secada sobre Na,SO, anhidro, y luego esta solucién fue filtrada y evaporada a
sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna (CC),
usando como fase estacionaria silica gel y como fase mdévil una mezcla de acetato de
etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente, en % volumen (0:100—90:10). Se
obtuvieron tres Fracciones. Fraccion I: 15,0 mg (1,0 % de rendimiento) de un aceite
viscoso color café claro (compuesto 64), Fraccion Il: 28,0 mg (1,2 % de rendimiento) de
un aceite viscoso color café claro (compuesto 65) y Fraccion Ill: 45,0 mg (3,0 % de

rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 67).

Compuesto 64: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4,6-dimetoxifenol

RMN de *H: 6,36 (d, J = 2,6 Hz, 1H, H-5); 6,30 (d, J = 2,6 Hz, 1H, H-3); 5,33 (t, J = 7,2 Hz,
1H, H-2); 5,28 (s, 1H, OH); 5,11 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H-6’); 3,86 (s, 3H, CH;0-C6); 3,75 (s,
3H, CH30-C4); 3,35 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1’); 2,11-2,08 (m, 2H, H-5"); 2,06-2,03 (m, 2H, H-
4’);1,72 (s, 3H, CH;3 C-3’); 1,67 (s, 3H, H-8’); 1,60 (s, 3H, CH; C-7’).

RMN de C: 152,9 (C-4); 146,7 (C-6); 137,4 (C-1); 136,5 (C-3); 131,4 (C- 7’); 127,5 (C-2);
124,3 (C-6’); 122,0 (C-2’); 105,5 (C-3); 96,7 (C-5); 56,0 (CH3;0-C6); 55,7 (CH;0-C4); 39,8
(C-4’); 28,1 (C-1’); 26,7 (C-5');25,7 (C-8’); 17,7 (CH3-C7’); 16,1 (CH3-C3’).

IR (cm™): 3556; 2964; 2919; 2854; 1613; 1497; 1466; 1432; 1376; 1227; 1197; 1148;
1089; 1055; 939; 829.

EM (m/z, %): M"290 (100); 205 (23,5); 189 (18,8); 168 (64,7: M* + H- 123 (CgH15)); 167
(38,8); 166 (44,7); 161 (29,4); 69 (17,6); 41 (21,2).

Compuesto 65: 2,3-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4,6-dimetoxifenol

RMN de 'H: 6,42 (s, 1H, H-5); 5,31 (s, 1H, OH); 5,12-5,06 (m, 4H, H-2’, H-2”, H-6’ and H-
6”); 3,87 (s, 3H, CH;0-C6); 3,77 (s, 3H, CH;0-C4); 3,39 (d, J = 6,0 Hz, 2H, H-1"); 3,31 (d,
J =6,0 Hz, 2H, H-1"); 2,07-2,05 (m, 4H, H-5" y H-5"); 2,03-1,98 (m, 4H, H-4’ y H-4"); 1,76
(s, 3H, CH;-C3’); 1,74 (s, 3H, CH;-C3”); 1,66 (s, 6H, H-8 y H-8"); 1,58 (s, 6H, CH:-C7’ y
CH3-C7”).

RMN de C: 150,7 (C-4); 144,4 (C-6); 137,9 (C-1); 135,2 (C- 3'); 134,4 (C-3"); 131,2 (C-
7"y C-7'); 127,3 (C-2); 124,4 (C-6’ y C-6"); 123,8 (C-2'); 122,8 (C-2"); 122,1 (C-3); 95,3
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(C-5); 56,9 (CH30-C4); 56,1 (CH3;0-C6); 39,7 (C-4'y C-4"); 26,7 (C-5'y C-5"); 25,6 (C-8' y
C-8”); 25,3 (C-1"); 24,6 (C-17); 17,6 (CH3-C7’ yCH5-C7”); 16,2 (CH5-C3’); 16,1 (CH3-C3”).
IR (cm™): 3556; 2965; 2925; 2854; 1616; 1485; 1451; 1437; 1376; 1341; 1237; 1202;
1089; 941, 855.

EMAR: (M + 1) calc. CygH4,05: 427,3134, encontrado: 427,3141; MS (m/z, %): M*426
(74,2); 302 (16,1); 259 (32,3); 220 (39,8); 219 (100); 201 (40,9); 187 (63,4); 167 (19,4); 69
(66,7); 41 (48,4).

Compuestos 66 y 67.

Se prepar6 el compuesto 2,4,5-trimetoxifenol a partr de 2,4,5-
trimetoxibenzaldehido realizando primero la reaccion de oxidacion de Baeyer-Villiger para
obtener el 2,4,5-trimetoxifenil formiato, y segundo, la reaccion de saponificacién del

formiato para obtener el 2,4,5-trimetoxifenol, segin el Esquema 19.

CHO OCHO OH
HL,CO
H3CO AMCPB H3CO 1)EtsN,CH5OH s
CH,Cl,, NaHCO 2)H;0*
OCH, 2 ° ’ OCH, OCH;,
OCH; OCH, OCH3;
(91,6% Rend.) (94,3% Rend.)

Esquema 19. Sintesis del compuesto 2,4,5-trimetoxifenol.

Se disolvié el 2,4,5-trimetoxibenzaldehido (3,01 g; 15 mmol), AMCPB (5,0 g; 29
mmol) y el NaHCO; (1,8 g; 32 mmol) en 70 mL de diclometano. La solucién se dej6 con
agitacion por 3 horas a temperatura ambiente. La solucién se filtr6 a vacio y se lavo la
fase organica tres veces con solucién saturada de NaHCO; (3 x 50 mL) y dos veces con
agua (2 x 50 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, y luego esta
solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:50—20:30). Se obtuvieron 2,99 g de 2,4,5-trimetoxifenil formiato (91,6 % de

rendimiento).
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Se disolvié el 2,4,5-trimetoxifenil formiato (2,99 g; 14 mmol) en 50 mL de metanol
y se agregaron 4 mL de trietilamina (2,9 g; 28 mmol). La solucion se dejé con agitacion
por 3 horas a temperatura ambiente. Luego se evaporé la solucion a sequedad y se
diluyé con acetato de etilo. La fase organica se lavé dos veces con una solucion de
acido clorhidrico al 5% (2 x 30 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 2,46 g de 2,4,5-trimetoxifenol (94,3 % de
rendimiento). RMN de H: 6,61 (s, 1H, H-6); 6,57 (s, 1H, H-3); 5,29 (s, 1H, OH); 3,87 (s,
3H, CH;0); 3,84 (s, 6H, 2 x CH;0). RMN de *C: 144,2 (C-2); 143,6 (C-5); 143,1 (C-1);
141,9 (C-4); 104,8 (C-3); 100,1 (C-6),m,p,: 83,5-87,0 °C. IR (cm™): 3480; 3067; 2996;
1621; 1479; 1441; 1375; 1209; 1027; 823.

En la sintesis del compuesto 66 y obtencion del compuesto 67, se utilizé el mismo

procedimiento de alilacién de Friedel-Crafts, segln se indica en el Esquema 20.

OH OH

HsCO W PO ~ ~
*+ HO

Dioxano, T° amb.

OCH3 N, 48 hrs.  H3CO
OCHg OCH; 66 (5,2% Rend.)
OCH3
7 7
+
H3CO
OH 67 (4,3% Rend.)

Esquema 20. Sintesis de los compuestos 66 y 67.

Se disolvi6 el 2,4,5-trimetoxifenol (2,46 g; 13,3 mmol) y geraniol (2,07 g; 13,3
mmol) en dioxano (40 mL) y luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo
atmoésfera de nitrogeno. A esta mezcla se le inyecté lenta y directamente BF3.Et,O (0,62
g; 4,4 mmol). Se dejé en agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue

monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agregé
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agua destilada (aproximadamente 30 mL) y se extrajo la fase organica con tres
porciones de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con una solucion 5% de
NaHCO; (15 mL) y agua (2 x 15 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, posteriormente esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de
reacciéon fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase
estacionaria silica gel y como fase mdvil una mezcla de acetato de etilo/hexano en
gradiente de polaridad creciente (0:100—90:10). Se obtuvieron dos Fracciones. Fraccién
I: 200,1 mg (5,2 % de rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto
66) y Fraccion Il: 168,4 mg (4,3 % de rendimiento) de un aceite viscoso color café

oscuro (compuesto 67).

Compuesto 66: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4,5-dimetoxifenol

RMN de 'H: 6,62 (s, 1H, H-3); 6,45 (s, 1H, H-6); 5,30 (t, J = 7,1 Hz, 1H, H-2"); 5,07 (t, J =
7,1 Hz, 1H, H-6’); 4,93 (s, 1H, OH); 3,82 (s, 6H, 2 x OCHs); 3,30 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-1);
2,12-2,02 (m, 4H, H-5’' y H-4’); 1,78 (s, 3H, CH3-C3’); 1,68 (s, 3H, H-8'); 1,60 (s, 3H, CHs-
C7).

RMN de *C: 148,4 (C-1); 148,3 (C-5); 142,8 (C-4); 138,6 (C-3’); 132,0 (C-7’); 123,7 (C-
6'); 121,9 (C-2’); 117,3 (C-2); 113,7 (C-3); 101,2 (C-6); 56,6 (CH30-C5); 55,9 (CH;0-C4);
39,6 (C-4’); 29,6 (C-1); 26,4 (C-5'); 25,6 (C-8'); 17,7 (CH3-C7’); 16,2 (CH3-C3).

IR (cm'l): 2924; 1619; 1512; 1451; 1195.

EM (m/z, %): M* 290 (45,4); 205 (19,3); 167 (100: M" - 123 (CgH15)); 69 (11,4); 41 (12,5).

Compuesto 67: (E)-5-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,4-dimetoxifenol

RMN de *H: 6,68 (s, 1H, H-6); 6,54 (s, 1H, H-3); 5,49 (s, 1H, OH); 5,28 (t, J = 7,1 Hz, 1H,
H-2%); 5,11 (t, J = 6,9 Hz, 1H, H-6’); 3,82 (s, 3H, CH30 C-5); 3,76 (s, 3H, CHsO C-4); 3,25
(d,J=7,0, 2H, H-1’); 2,12-2,02 (m, 4H, H-5" y H-4"); 1,70 (s, 3H, CH3; C-3’); 1,67 (s, 3H,
H-8’); 1,60 (s, 3H, CH3 C-7°).

RMN de **C: 151,8 (C-4); 144,1 (C-1); 140,1 (C-2); 136,0 (C- 3); 131,4 (C-7’); 124,3 (C-
6’); 122,8 (C-2’); 120,9 (C-5); 112,8 (C-6); 99,3 (C-3); 56,8 (CH30 C-5); 56,1 (CH30 C-4);
27,7 (C-1’); 39,8 (C-4"); 26,8 (C-5"); 25,7 (C-8); 17,7 (CH; C-7"); 16,1 (CH3 C-3).

IR (cm™): 2924; 1602; 1512; 1194; 1042.

EM (m/z, %): M* 290 (< 1%); 288 (13); 287 (28); 246 (43); 245 (9); 219 (12); 203 (15);
178 (39); 177 (70); 175 (9); 163 (17); 161 (31); 149 (10); 124 (16); 123 (100); 122 (21);
69 (36).
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Compuestos 68 y 609.

Para la preparacion del compuesto 68 y la obtencion del compuesto 69, se utilizd

el mismo procedimiento de alilacién de Friedel-Crafts, segun se indica en el Esquema 21.

OH OH

H;CO . M BF4.OEt, H;CO = =
HO Z

Dioxano, T°amb.

H3CO Ny 48 horas  HaCO
68 (13,9% Rend.)
OCHgs;
H3CO = =
+
HO

69 (25,1 % Rend.)

Esquema 21. Sintesis de los compuestos 68 y 69.

A una solucién de 2,3-dimetoxifenol (1,5 g; 9,7 mmol), geraniol (1,5 g, 9,7 mmol) y
dioxano (20 mL), se agreg6 mediante goteo una solucion de BF3Et,0O (1,25 mL, 10 mmol).
La mezcla fue agitada a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno durante 48
horas. El término de la reaccién fue monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF). La
solucion resultante fue lavada con H,O (2 x 20mL), para luego extraer la fase orgénica
con AcOEt (2 x 30mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, filtrada y
evaporada a sequedad. EIl crudo de la reaccion fue purificado por cromatografia en
columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase mévil una mezcla de
acetato de etilo/hexano de polaridad creciente (0,2:19,8—12,0:8,0). Se obtuvieron dos
fracciones. Fraccion |: 236 mg (13,9 % rendimiento) de un aceite viscoso de color amarillo
(compuesto 68). Fraccion 1I: 426 mg (25,1 % de rendimiento) de un aceite viscoso de

color amarillo (compuesto 69).

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencién Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

Compuesto 68: (E)-6-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,3-dimetoxifenol

RMN de *H: 6,79 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-5); 6,41 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-4); 5,88 (s, 1H, OH);
5,32 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2'); 5,12 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H-6'); 3,90 (s, 3H, CH50-C6); 3,84 (s,
3H, CH;0-C5); 3,30 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1’); 2,12-2,09 (m, 2H, H-5'); 2,07-2,03 (m, 2H,
H-4"); 1,71 (s, 3H, CH3-C3'); 1,69 (s, 3H, H-8); 1,61 (s, 3H, CH5-C7").

RMN de C: 150,5 (C-3); 147,2 (C-1); 136,2 (C-3"); 135,4 (C-2); 131,4 (C-7°); 124,4 (C-
6'); 123,5 (C-5); 122,2 (C-2°); 120,7 (C-6); 103,3 (C-4); 60,9 (CH;0-C3); 55,8 (CH;0-C2);
39,7 (C-4); 27,5 (C-1); 26,6 (C-5); 25,7 (C-8); 17,7 (CHs-C7’); 16,0 (CH5-C3").

IR (cm™): 3422; 2966; 2928; 2852; 1597; 1493; 1466; 1376; 1350; 1283; 1200; 1164;
1096; 1065; 1022; 962; 810.

EM (m/z, %): M*290 (54,7); 247 (13,2); 221 (33,9); 205 (15,0); 189 (39,6); 167 (100: M* -
123 (CoHss)); 153 (15,0); 129 (28,3); 91 (13,2); 69 (17,0); 41 (20,8).

Compuesto 69: (E)-5-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,3-dimetoxifenol

RMN de 'H: 6,78 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5); 6,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 5,61 (s, 1H, OH);
5,25 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-2’); 5,10 (t, J = 6,3 Hz, 1H, H-6’); 3,92 (s, 3H, CH3O-C2); 3,83 (s,
3H, CH;0-C3); 3,27 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-1"); 2,11-2,08 (m, 2H, H-5"); 2,06-2,04 (m, 2H,
H-4'); 1,71 (s, 3H, CHs-C3’); 1,68 (s, 3H, H-8'); 1,60 (s, 3H, CHs-C7").

RMN de *3C: 150,6 (C-2); 147,7 (C-1); 139,7 (C-3); 135,8 (C-3'); 131,4 (C-7); 126,9 (C-
4); 124,3 (C-6'); 124,2 (C-5); 123,1 (C-2); 110,1 (C-6); 60,7 (CH;0-C2); 60,3 (CH;0-C3);
39,7 (C-4’); 27,7 (C-1); 26,6 (C-5'); 25,7 (C-8’); 17,6 (CH3-C7’); 16,0 (CHs-C3).

IR (cm™): 3522; 2960; 2926; 2849; 2840; 1617; 1505; 1464; 1430; 1376; 1279; 1216;
1096; 1038; 971; 890; 787; 696.

EM (m/z, %): M*290 (11,6); 221 (9,6); 205 (13,5); 189 (11,5); 167 (100: M* -123 (CyH15));
129 (17,3); 91 (7,7); 69 (9,6); 41 (13,5).

Compuestos 70y 71.

Se prepar6 el compuesto 2,34-trimetoxifenol a partir de 2,3,4-
trimetoxibenzaldehido realizando primero la reaccién de oxidacion de Baeyer-Villiger para
obtener el 2,3,4-trimetoxifenil formiato, y segundo, la reaccion de saponificacion del

formiato para obtener el 2,3,4-trimetoxifenol, segun el Esquema 22.
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CHO OCHO OH
HsCO AMCPB H3CO 1)ELN,CHoH  113C0O
H3CO CH2C|2, NaHC03 H3CO 2)H3O H3CO
OCHj OCHj OCHg
(89,2% Rend.) (99,6% Rend.)

Esquema 22. Sintesis del compuesto 2,3,4-trimetoxifenol.

Se disolvié el 2,3,4-trimetoxibenzaldehido (2,0 g; 10 mmol), AMCPB (3,3 g; 19
mmol) y el NaHCO; (1,8 g; 21 mmol) en 70 mL de diclometano. La solucién se dej6 con
agitacion por 3 horas a temperatura ambiente. La solucién se filtr6 a vacio y se lavo la
fase orgéanica tres veces con solucion saturada de NaHCO; (3 x 50 mL) y dos veces con
agua (2 x 50 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, y luego esta
solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente
(0:50—20:30). Se obtuvieron 1,81 g de 2,3,4-trimetoxifenil formiato (89,2 % de
rendimiento).

Se disolvié el 2,3,4-trimetoxifenil formiato (1,7 g; 8 mmol) en 50 mL de metanol y
se agregaron 2 mL de trietilamina (1,45 g; 14 mmol). La solucién se dej6 con agitacion
por 3 horas a temperatura ambiente. Luego se evaporé la soluciéon a sequedad y se
diluyé con acetato de etilo. La fase organica se lavé dos veces con una solucion de
acido clorhidrico al 5% (2 x 30 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 1,80 g de 2,3,4-trimetoxifenol (99,6 % de
rendimiento). RMN de *H: 6,62 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-6); 6,55 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-5);
3,95 (s, 3H, CH50); 3,89 (s, 3H, CH50); 3,80 (s, 3H, CH;0), RMN de C: 146,9 (C-1);
143,3 (C-2); 142,2 (C-3); 140,4(C-4); 108,5 (C-6); 107,6 (C-5); 61,2 (CH30); 60,9
(CH;0); 55,5 (CH30), IR (cm™): 3421; 2995; 2940; 1601; 1479; 1427; 1360; 1052; 955;
797.
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En la sintesis del compuesto 70 y obtencion del compuesto 71, se utilizé el mismo

procedimiento de alilacion de Friedel-Crafts, segun se indica en el Esquema 23.

OH

OH
+ HO 7

Dioxano, T° amb.
HsCO Ny 48 hrs.  H3CO

OCHs OCH,

70 (8,6% Rend.)

OCHj
H5CO _ -

H5CO
OH

71 (4,1% Rend.)

Esquema 23. Sintesis de los compuestos 70y 71.

Se disolvi6 el 2,3,4-trimetoxifenol (1,0 g; 5,5 mmol) y geraniol (0,85 g; 5,5 mmol)
en dioxano (40 mL) y luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera
de nitrégeno. A esta mezcla se le inyectd lenta y directamente BF;.Et,O (0,46 g; 3,2
mmol). Se dejé en agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado
por cromatografia en capa fina (CCF). Para dar fin a la reacciébn se agregd agua
destilada (aproximadamente 30 mL) y se extrajo la fase organica con tres porciones de
AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con una solucién 5% de NaHCO3 (15 mL)
y agua (2 x 15 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro,
posteriormente esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron dos Fracciones. Fraccion I: 150,5 mg (8,6 % de
rendimiento) de un aceite viscoso color café claro (compuesto 70) y Fraccion Il: 71,0 mg

(4,1 % de rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 71).
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Compuesto 70: (E)-6-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,3,4-trimetoxifenol

RMN de *H: 6,44 (s, 1H, H-5); 5,47 (s, 1H, OH); 5,32 (t, J = 6,8 Hz, 1H, H-2)); 5,11 (t, J =
6,6 Hz, 1H, H-6’); 3,95 (s, 3H, CH;0-C2); 3,87 (s, 3H, CH30-C3); 3,79 (s, 3H, CH3;0-C4);
3,31 (d, J =7,2 Hz, 2H, H-1); 2,11-2,09 (m, 2H, H-5’); 2,07-204 (m, 2H, H-4’); 1,72 (s, 3H,
CH; C-3’); 1,67 (s, 3H, H-8"); 1,60 (s, 3H, CH3 C-7’).

RMN de **C: 146,1 (C-4); 140,8 (C-1); 140,0 (C-2 y C-3); 136,6 (C-3’); 131,4 (C-7’); 124,2
(C-6’); 122,0 (C-2'); 121,6 (C-6); 108,2 (C-5); 61,2 (CH30-C2); 60,9 (CH3;0-C3); 56,6
(CH30-C4); 39,7 (C-4%); 27,9 (C-1"); 26,7 (C-5'); 25,7 (C-8’); 17,7 (CHs-C7’); 16,1 (CHs-
C3)).

IR (cm™): 3446; 2966; 1497; 1464; 1125; 1072.

EM (m/z, %): M*320 (70,7); 235 (14,6); 198 (18,3); 197 (100: M*- 123 (CoH;5)); 181 (12,2);
159 (12,1); 69 (8,5); 41 (12,2).

Compuesto 71: (E)-5-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,3.4-trimetoxifenol

RMN de'H: 6,50 (s, 1H, H-6); 5,46 (s, 1H, OH); 5,25 (t, J = 6,2 Hz, 1H, H-2’); 5,10 (bt, J =
6,8 Hz, 1H, H-6"); 3,93 (s, 3H, CH3;0-C3); 3,92 (s, 3H, CH30-C2); 3,78 (s, 3H, CH;0-C4);
3,27 (d, J =7,2 Hz, 2H, H-1°); 2,11-2,08 (m, 2H, H-5’); 2,05-2,02 (m, 2H, H-4"); 1,70 (s, 3H,
CH;-C3’); 1,68 (s, 3H, H-8’); 1,60 (s, 3H, CHs-C7’).

RMN de °C: 145,9 (C-3); 144,9 (C-4); 144,5 (C-1); 138,0 (C- 2); 136,2 (C-3’); 131,5 (C-7);
130,6 (C-5); 124,2 (C-6’); 122,5 (C-2’); 109,5 (C-6); 61,2 (CH30-C3); 61,0 (CH30-C2); 60,7
(CH30-C4); 39,7 (C-4’); 27,8 (C-1’); 26,6 (C-5’); 25,7 (C-8); 17,7 (CHs-C7’); 16,0 (CH3C3’).
IR (cm™): 3421; 2966; 1590; 1487; 1465; 1198; 1110.

EMAR: (M + 1) calc, para C19H»504: 321,1988, encontrado: 321,1994; MS (m/z, %): M*320
(100); 219 (32,5); 206 (26,0); 197 (75,3: M*- 123 (CgH15)); 183 (18,2); 159 (49,4); 69
(24,7); 41 (27,3).

Compuestos 72y 73.

Se prepar6 el compuesto 2,4,6-trimetoxifenol a partir de 2,4,6-
trimetoxibenzaldehido realizando primero la reaccién de oxidacion de Baeyer-Villiger para
obtener el 2,4,6-trimetoxifenil formiato, y segundo, la reaccion de saponificacién del

formiato para obtener el 2,4,6-trimetoxifenol, segun el Esquema 24.
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CHO OCHO OH
H3CO OCHs  Avcpe  HsCO OCH3 1)Et;N,CH;oH  H3CO OCHjs
CH,Cl,, NaHCO, 2)H;0*
OCHs3 OCH; OCH;
(89,2% Rend.) (99,6% Rend.)

Esquema 24. Sintesis del compuesto 2,4,6-trimetoxifenol.

Se disolvi6 el 2,4,6-trimetoxibenzaldehido (3,03 g; 15,4 mmol), AMCPB (4,45 g;
25,8 mmol) y el NaHCO; (2,7 g; 32,1 mmol) en 70 mL de diclometano. La solucién se
dej6 con agitacion por 3 horas a temperatura ambiente. La solucién se filtr6 a vacio y se
lavo la fase organica tres veces con solucion saturada de NaHCO3; (3 x 50 mL) y dos
veces con agua (2 x 50 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, y
luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel
y como fase mavil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 2,95 g de 2,4,6-trimetoxifenil formiato (90,2 % de
rendimiento).

Se disolvi6é el 2,4,6-trimetoxifenil formiato (2,95 g; 13,9 mmol) en 75 mL de
metanol y se agregaron 6 mL de trietilamina (4,35 g; 42 mmol). La solucion se dej6é con
agitacion por 3 horas a temperatura ambiente. Luego se evaporo la soluciéon a sequedad
y se diluy6é con acetato de etilo. La fase organica se lavo dos veces con una solucion de
acido clorhidrico al 5% (2 x 30 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 2,44 g de 2,4,6-trimetoxifenol (95,0 % de
rendimiento). RMN de 'H: 6,16 (s, 2H, H-3 y H-5); 3,83 (s, 6H, 2 x CH;30); 3,74 (s, 3H,
CH;0),RMN de *C: 153,0 (C-1); 147,2 (C-2 y C-6); 128,9 (C-4); 91,7 (C-3 y C-5); 56,1
(2 x CH30); 55,6 (CH;0),IR (cm™): 3422; 3010; 2964; 1626; 1469; 1439; 1361; 1236;
1053; 942; 815.

En la sintesis del compuesto 72 y obtencion del compuesto 73, se utiliz6 el mismo

procedimiento de alilacién de Friedel-Crafts, segln se indica en el Esquema 25.
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OH OH
HsCO OCHj, W BF, OF,  HsCO OCH, .\
+ HO Dioxano,T° amb. § §
N, 48 horas
OCH; OCHs

72 (16,4 % Rend.)

73 (14,0 % Rend.)

Esquema 25. Sintesis de los compuestos 72y 73.

Se disolvié el 2,4,6-trimetoxifenol (2,58 g; 14,0 mmol) y geraniol (2,49 g; 16,0
mmol) en dioxano (40 mL) y luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo
atmaosfera de nitrogeno. A esta mezcla se le inyecto lenta y directamente BFsEt,O (0,90 g;
6,3 mmol). Se dejé en agitacion durante 48 horas. El término de la reaccion fue
monitoreado por cromatografia en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agrego
agua destilada (aproximadamente 30 mL) y se extrajo la fase organica con tres porciones
de AcOEt (3 x 20 mL), fase que luego fue lavada con una solucion 5% de NaHCO; (15
mL) y agua (2 x 15 mlL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro,
posteriormente esta solucién fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente, en % volumen (0:100—65:35). Se obtuvieron dos Fracciones. Fraccion |: 735,9
mg (16,4 % de rendimiento) de un aceite viscoso color café oscuro (compuesto 72),
Fraccion 1l: 901,8 mg (14,0 % de rendimiento) de un aceite color café oscuro (compuesto
73).

Compuesto 72: (E)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,4,6-trimetoxifenol
RMN de *H: 6,32 (s, 1H, H-5); 5,17 (t, J = 6,2 Hz, 1H, H-2"); 5,15 (s, 1H, OH); 5,06 (t, J =
6,7 Hz, 1H, H-6); 3,88 (s, 3H, CH3;0-C6); 3,83 (s, 3H, CHs0-C2); 3,78 (s, 3H, CH;0-C4);
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3,30 (d, J = 6,8 Hz, 2H, H-1’); 2,06-2,02 (m, 2H, H-5); 1,98-1,94 (m, 2H, H-4); 1,76 (s, 3H,
CH;-C3’); 1,64 (s, 3H, H-8'); 1,57 (s, 3H, CHs-C7’).

RMN de *3C: 150,6 (C-4); 145,9 (C-2); 145,3 (C-6); 134,4 (C-3’); 133,0 (C-1); 131,1 (C- 7");
124,4 (C-6); 123,5 (C-2’); 116,8 (C-3); 93,0 (C-5); 60,8 (CH;0-C2); 56,5 (CH;0-C4); 56,3
(CH;0-C6); 39,7 (C-4); 26,7 (C-5'); 25,6 (C-8'); 22,5 (C-1’); 17,6 (CHs-C7’); 16,0 (CHa-
C3).

IR (cm™): 3447; 2965; 2929; 2838; 1668; 1615; 1500; 1454; 1377; 1345; 1245; 1199;
1105; 910; 872; 801.

EM (m/z, %): M* 320 (77,3); 251 (21,6); 237 (15,9); 221 (30,7); 219 (33,0); 197 (100: M* -
123 (CoHy5)); 186 (27,3); 183 (23,9); 159 (17,0); 69 (18,2); 41 (22,7).

Compuesto 73: 3,5-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-2,4,6-trimetoxifenol

RMN de 'H: 5,34 (s, 1H, OH); 5,24-5,20 (m, 2H, H-2' y H-2"); 5,08 (m, 2H, H-6’ y H-6");
3,81 (s, 6H, CH3;0-C6 y CH;0-C2); 3,66 (s, 3H, CH;0-C4); 3,34 (d, J = 6,6 Hz, 4H, H-1"y
H-17); 2,07-2,04 (m, 4H, H-5" y H-5"); 2,01-1,97 (m, 4H, H-4’ y H-4"); 1,77 (s, 6H, CH;-C3’
y CH3-C3”); 1,64 (s, 6H, H-8' y H-8"); 1,57 (s, 6H, CH3-C7’ y CH5-C7”).

RMN de *C: 149,5 (C-4); 144,4 (C-2 y C-6); 139,0 (C-1); 134,8 (C-3' y C-3”); 131,3 (C- 7’
y C-7"); 124,4 (C-3 y C-5); 124,3 (C-6’ y C-6”); 123,8 (C-2' y C-2”); 61,7 (CH30-C4); 60,9
(CH30-C2 yCH30-C6); 39,7 (C-4’y C-4"); 26,6 (C-5'y C-57); 25,6 (C-8' y C-8”); 23,5 (C-T1’
y C-1"); 17,6 (CH3-C7’ yCH3-C7”); 16,2 (CH3-C3’ yCH5-C3”).

IR (cm'l): 3447; 3086; 2968; 2926; 2856; 1675; 1642; 1604; 1460; 1422; 1376; 1235;
1106; 1031; 920; 835.

EMAR: (M + 1) calcd, para C,gH440,4: 457,3240, encontrado: 457,3247; MS (m/z, %):M*
456 (33,3); 333 (22,2: M" - 123 (CgH1s5)); 301 (11,1); 263 (100); 211 (34,4); 69 (54,4); 41
(37,8).

Compuestos 74y 75.

Se prepar6 el compuesto 3,4,5-trimetoxifenol a partir de 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido realizando primero la reaccion de oxidacion de Baeyer-Villiger para
obtener el 3,4,5-trimetoxifenil formiato, y segundo, la reaccion de saponificacion del

formiato para obtener el 3,4,5-trimetoxifenol, segln el Esquema 26.
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CHO OCHO OH
AMCPB 1)Et3N,CH;0H
CH,Cl,, NaHCO 2)Hz;0*
HeCO OCH, 22 7T HeCO OCHs, HsCO OCHj
OCHj4 OCHj3 OCHj
(41,6% Rend.) (52,5% Rend.)

Esquema 26. Sintesis del compuesto 3,4,5-trimetoxifenol.

Se disolvio el 3,4,5-trimetoxibenzaldehido (3,0 g; 15,4 mmol), AMCPB (4,45 g;
25,8 mmol) y el NaHCO; (2,7 g; 32,1 mmol) en 70 mL de diclometano. La solucion se
dej6 con agitacién por 3 horas a temperatura ambiente. La solucién se filtr6 a vacio y se
lavo la fase organica tres veces con solucion saturada de NaHCO; (3 x 50 mL) y dos
veces con agua (2 x 50 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, y
luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel
y como fase moévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—5:45). Se obtuvieron 1,36 g de 3,4,5-trimetoxifenil formiato (41,6 % de
rendimiento).

Se disolvié el 3,4,5-trimetoxifenil formiato (1,36 g; 6,4 mmol) en 75 mL de
metanol y se agregaron 3 mL de trietilamina (2,17 g; 21 mmol). La solucién se dejo con
agitacion por 3 horas a temperatura ambiente. Luego se evaporo la solucién a sequedad
y se diluy6é con acetato de etilo. La fase organica se lavo dos veces con una solucién de
acido clorhidrico al 5% (2 x 30 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO,
anhidro, y luego esta solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccién
fue purificado por cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica
gel y como fase mévil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad
creciente (0:50—20:30). Se obtuvieron 0,62 g de 3,4,5-trimetoxifenol (52,5 % de
rendimiento). RMN de 'H: 6,09 (s, 2H, H-2 y H-6); 3,81 (s, 6H, 2 x CH30); 3,78 (s, 3H,
CH30), RMN de **C: 153,8 (C-3 y C-5); 152,4 (C-1); 131,9 (C-4); 93,0 (C-2 y C-6); 61,0
(CH30); 55,9 (2 x CH30). IR (cm™): 3381, 2940, 2845, 1600, 1508, 1479, 1230, 1130,
995.

En la sintesis del compuesto 74 y obtencion del compuesto 75, se utilizé el mismo
procedimiento de alilacion de Friedel-Crafts, segun se indica en el Esquema 27.
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OH OH
W o Ol - -
+ HO Dioxano, T° amb. +
HsCO OCH N, 48 horas ~ H3CO OCHj
3 3 2,
OCHg3 OCHj,

74 (11,0 % Rend.)

75 (4,0 % Rend.)

Esquema 27. Sintesis de los compuestos 74 y 75.

Se disolvio el 3,4,5-trimetoxifenol (1,03 g; 5,6 mmol) y geraniol (0,87 g; 5,6 mmol)
en dioxano (40 mL) y luego se puso en agitacion a temperatura ambiente bajo atmdsfera
de nitrégeno. A esta mezcla se le inyectd lenta y directamente BFsEt,O (0,30 g; 1,8
mmol). Se dej6 en agitacion durante 48 horas. El término de la reaccién fue monitoreado
por cromatografia en capa fina (CCF). Para dar fin a la reaccion se agreg6 agua destilada
(aproximadamente 30 mL) y se extrajo la fase organica con tres porciones de AcOEt (3 x
20 mL), fase que luego fue lavada con una soluciéon 5% de NaHCO; (15 mL) y agua (2 x
15 mL), para posteriormente ser secada sobre Na,SO, anhidro, posteriormente esta
solucion fue filtrada y evaporada a sequedad. El crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de acetato de etilo/hexano en gradiente de polaridad creciente, en %
volumen (0:100—10:90). Se obtuvieron dos Fracciones. Fracciéon |: 197,7 mg (11,0 % de
rendimiento) de un aceite viscoso color café (compuesto 74), Fraccion II: 98,5 mg (4,0 %

de rendimiento) de un aceite color café (compuesto 75).

Compuestos 74: (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-3,4,5-trimetoxifenol
RMN de 'H: 6,25 (s, 1H, H-6); 5,21 (t, J = 6,7 Hz, 1H, H-2"); 5,05 (t, J = 6,3 Hz, 1H, H-6’);
3,84 (s, 3H, CH30-C3); 3,81 (s, 3H, CHs0-C4); 3,79 (s, 3H, CH;0-C5); 3,36 (d,J =7,0
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Hz, 2H, H-1’); 2,08-2,02 (m, 4H, H-4' y 5'); 1,80 (s, 3H, CHs-C3’); 1,67 (s, 3H, H-8'); 1,59
(s, 3H, CHs-C7).

RMN de *3C: 152,1 (C-4); 151,8 (C-3); 151,2 (C-1); 138,4 (C-3’); 136,2 (C-5); 132,0 (C- 7");
123,7 (C-6); 122,2 (C-2’); 112,3 (C-2); 96,6 (C-6); 61,2 (CH;0-C3); 61,0 (CH;0-C4); 55,9
(CH;O-C5); 39,7 (C-4); 26,4 (C-5'); 25,6 (C-8'); 22,7 (C-1’); 17,7 (CHs-C7’); 16,1 (CHa-
C3).

IR (cm™): 3403; 2965; 2932; 2854; 1644; 1603; 1484; 1461:1376; 1126; 1085; 998.

EM (m/z, %): M* 320 (54,1); 197 (100); 235 (27,1); 182 (21,4); 196 (20,5).

Compuesto 75: 2,6-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-3,4,5-trimetoxifenol

RMN de 'H: 5,28 (s, 1H, OH); 5,21 (t, J = 6,8 Hz, 2H, H-2’); 5,06 (t, J = 6,2 Hz, 2H, H-6");
3,85 (s, 3H, CH30-C4); 3,82 (s, 6H, CH3;0-C3 y C5); 3,36 (d, J = 6,9 Hz, 4H, H-1"); 2,07-
2,04 (m, 8H, H-4’ y H-5’); 1,80 (s, 6H, CH5-C3’); 1,66 (s, 6H, H-8"); 1,58 (s, 6H, CH3-C7’).
RMN de *3C: 150,0 (C-3 y C-5); 149,5 (C-1); 140,4 (C-4); 137,0 (C-3’); 131,7 (C-7’); 124,0
(C-6'); 122,6 (C-2'); 116,9 (C-2 y C-6); 61,2 (CH30-C4); 60,9 (CH3;0-C3 yCH30-C5); 39,7
(C-4’); 26,5 (C-5'); 25,7 (C-8’); 23,0 (C-1"); 17,7 (CH3-C7’); 16,1 (CH3-C3’).

IR (cm™): 3446; 2966; 2928; 2855; 1668; 1605; 1461; 1419; 1377; 1080; 1050; 988.

EM (m/z, %): M* 456 (52,1); 371 (18,8); 333 (32,3); 263 (80,2); 209 (100); 69 (47,9); 41
(39,6).
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3.3 Encapsulacién y liberacion de geranilfenoles lineales.

Las micelas poliméricas formadas por copolimeros en bloque se basaran en PEO,
en este trabajo se utilizé Pluronic F-127, copolimeros en tribloque poli(6xido de etileno)-
poli(6xido de propileno)-poli(dxido de etileno) (PEO-b-PPO-b-PEO).

El estudio de encapsulamiento y liberacion de los compuestos sintetizados fue
guiado por el Profesor Dr. Andrés Olea C. de la Facultad de Ingenieria, Universidad

Auténoma de Chile?®®,

3.4 Métodos de preparacion de micelas.

Para la preparacion de las micelas de polimeros se utilizé el método de disolucion
directa, el cual, consiste en la simple adicion del polimero en agua y mediante agitacion
con baja temperatura (no mayor a 60°C), el polimero se disolvera obteniéndose una
solucion acuosa transparente.

Procedimiento: Se pesaron 0,63 g de Pluronic F-127 (PM = 12.500 g/mol) y se disolvieron
en 50 mL de agua ultra pura para obtener una concentracion final de 0,001 M. Luego, se
midi6 el tamafio de los agregados en un equipo del tipo Light Scattering (Zetasizer Nano
ZS, Malvem Instruments Ltda) y se dejé reposar 24 horas para luego incorporar los
compuestos seleccionados. La disolucion se realizé en un matraz aforado de 50 mL sobre
una placa calefactora a temperatura baja y constante, y cada cierto intervalo de tiempo se
incorpora en un bafo ultrasonido (Elam® Trannonic 460/H Ultrasonic Cleaning Unit) para

facilitar la disolucion y homogenizacion del polimero.

3.5 Métodos de incorporacion de los compuestos sintetizados a las micelas
poliméricas.

El encapsulamiento fisico de los compuestos en las micelas poliméricas se llevé a
cabo por el método de emulsion. En el método de emulsion, el compuesto se disolvié en
un disolvente volatil (diclorometano o acetonitrilo), y se afiadié a la solucion acuosa de
micelas poliméricas. La mezcla se homogenizd por agitacion constante y ultrasonido
(cuando fue requerido) formando una emulsién, donde el disolvente organico se evapord
en un sistema abierto al aire sobre placa calefactora a 60 °C. Los nlcleos de las micelas

atrapan el compuesto de la emulsién quedando incorporado éste.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencién Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

3.6 Medicién de coeficiente de distribucion.

La distribuciéon de sustratos, entre la fase acuosa y las micelas poliméricas, se
analizaron en términos del modelo de pseudo-fase. De acuerdo con este modelo la

constante de distribucion se puede expresar en base a una concentraciéon molar como:

Ks = [sustrato]y (1)

a [sustratolw[P]m

Donde [sustrato] y Yy [sustrato] v denotan las concentraciones molares del sustrato en las
fases micelares y acuosa, respectivamente, [P]y es la concentracion de las cadenas
poliméricas que forman las micelas.

Los valores de Ks se determinaron mediante la ultrafiltracion en una celda Amicon de 202
con una membrana PM 5000 (Figura 24 - 25). Las soluciones acuosas del polimero a un
pH fijo, con diferentes concentraciones de sustrato se filtraron, y se midié la absorbancia
de las soluciones filtradas. La concentracién molar del sustrato en la fase acuosa se
obtuvo a partir de una curva de calibracion y se represento frente a la concentracién molar
del sustrato en la fase micelar de acuerdo con la ecuacion 1.

Procedimiento: Se prepar6 una solucién de 10 mL de Pluronic F-127 0,001 M con 450 yL
del compuesto seleccionado de una solucion stock a 0,101 M y se incorporé a la celda
Amicon, en agitacion constante. Se realizdé una linea con agua para calibrar el equipo en
cero (blanco) y realizar las siguientes mediciones en el espectrometro para UV (UV-1800
UV-VIS Spectrophotometer Shim seadzu Corporation, Tokyo, Japén). Luego, se recolectd
en una cubeta de cuarzo de 1 mL de la solucidn filtrada y se midié su absorbancia. Una
vez registrados los datos y observada la constancia de ellos, se agregé 1 mL mas de
solucién de polimero y se registré el valor de absorbancia obtenido. Este procedimiento se
repiti6 hasta completar un volumen final de 10 mL de solucién, afiadiendo cada volumen
con 10 minutos de diferencia entre una muestra y otra para equilibrar el sistema.
Finalmente, se tomd una muestra de la solucion final y se midié en el Light Scattering
(DLS).
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Figura 24. Sistema de Ultrafiltracion (célula con agitacion Amicon®) modificado.

Tapé
/G—\_ apoén

Vélvyja de __Q 2 Sitio de adicion
presion S )

Embolo de
agitacion

Figura 25. Esquema de componentes individuales de la celda de ultrafiltracion.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM



“Estudio de la Actividad Antifungica de Geranilfenoles Lineales contra B.cinerea y P. cinnamomi”

3.8 Materiales y equipos: pruebas bioldgicas

Citotoxicidad sobre hongos patégenos vegetales

Insumos:

=

Placas Petri de plastico de 5 cm para cultivo.
Dextrosa de patata (PDA; DIFCO, Detroit, MI, EE.UU.)
Carbonato de calcio

Botella Pyrex de 500 mL.

Agar

Micropipeta 1000 L

Micropipeta 200 pL

Micropipeta 100 pL

© ©® N o g~ 0D

Filtro Millipore 0,22 pm estéril

[EY
o

. Agua destilada
11. Etanol

Medios de cultivo:

Medio PDA: Se pesan 39 g de sélido y se disuelven en un litro de agua desionizada.

Equipos:

1. Congelador 4°C
Equipo Autoclave
Vértex Dragonlab
Estufa de cultivo Memmert modelo 500
Campana de flujo laminar Labconco
Céamara fotogréfica

Sacabocados de 5 mm

© N o g bk Wb

Balanza analitica BEL engineering

Obtencién del hongo fitopatégenos.

Los hongos fitopatbgenos Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi Rands,
fueron proporcionados por la Dra. Katy Diaz Peralta de la Universidad Técnica Federico

Santa Maria. La cepa de Botrytis cinerea fue aislada de tejido infectado naturalmente
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(Vitis vinifera) y se mantuvo en medio de agar de dextrosa de patata (PDA) a 4°C. El
inoculo del patdgeno fue cultivado en PDA bajo fotoperiodos de 16 h luz/ 8 h oscuridad a
23°C durante 3 dias. El cultivo de P. cinnamomi se realiz6 en mismo medio que el
utilizado para B. cinerea, a una temperatura de incubacién de 23°C bajo régimen de

oscuridad por un periodo de 6 dias.

3.8.1 METODO. Test de difusion (ensayo de inhibicion del crecimiento micelial, in
vitro, de hongos fitopatdgenos)

Las actividades antifiingicas de los compuestos, el control negativo (C) y el control
positivo (C*, fungicida comercial Captan® para B.cinerea y Metalaxil® para P.cinnamomi)
fueron evaluados utilizando la técnica de prueba de crecimiento radial en medio de PDA*.
Todos los compuestos ensayados se disolvieron en etanol al 1% en agua, y fueron
afiadidos en diferentes cantidades para obtener concentraciones finales de 50, 150 y 250
mg/L en el medio PDA.

El control negativo contiene solo medio PDA que contiene etanol al 1%, mientras

qgue el control positivo es el fungicida comercial Captan a la misma concentracién
especificada para los compuestos de interés, en medio PDA.
Un disco (4 mm) de micelio de 5 dias de crecimiento del patbégeno en medio PDA se
colocod en el centro de una placa de Petri con medio PDA con o sin compuesto.
Posteriormente, se incubaron en condiciones controladas de temperatura a 23°C y
fotoperiodo 16 h luz / 8 h durante 72 h para B. cinerea y 168 hr para P. cinnamomi.

El porcentaje de inhibicion se determiné para cada compuesto mediante la
medicion del halo de crecimiento del hongo en presencia del compuesto con respecto al
control negativo. La evaluacion se llevd a cabo a través de la medicion de didmetros de
crecimiento del micelio. Se calcularon los porcentajes de inhibicion del crecimiento
micelial para cada compuesto y se compararon con el control negativo (ecuacién 3)*.

Todos los tratamientos se realizaron de forma independiente en triplicado.

Area del Halo control negativo (mm)—Area del Halo compuesto(mm)

Porcentaje de inhibicion = * 100 (3)

Area del Halo control negativo (mm)
Todos los datos se presentaron como media + desviacién estandar (media + d.s.).
Los compuestos mas activos fueron seleccionados con un % de inhibicién de crecimiento

micelial sobre un 70%, en relacion al control negativo.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estrategia sintética para la preparacion de los compuestos geranilfenoles

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos mencionados anteriormente, se
probaron tres estrategias sintéticas para la preparacién de los geranilfenoles, donde se
consider6 como sintén aromatico la Hidroquinona. La primera opcién de reaccién de
acoplamiento entre la Hidroquinona con Geraniol fue la reaccion de Alilacion de Friedel-
Crafts usando como catalizador BF;*Et,0, donde se obtuvo un rendimiento de reaccion de
un 6,9 % utlizando como solvente dioxano, y un 16,0 %, utilizando como solvente

acetonitrilo y agregando ademas, Nitrato de Plata, como se muestra en el Esquema 28.

OH
. BF3Et,0, dioxano, t.a.
+ Geraniol .
N, atm. 48 hr
6,9% rendimiento
OH OH
OH
. BF3Et,0, ACN, t.a.
+ Geraniol -
AgNO3; Ny atm. 48 hr
OH OH 16,0% rendimiento

Esquema 28. Reaccion de Alilacion de Friedel-Crafts entre Hidroquinona y Geraniol catalizada por
BF3*Et,0.

La segunda reaccién de acoplamiento entre la Hidroquinona con Geraniol fue la
reaccion de alilacion de Friedel- Crafts usando como catalizador TiCl,, donde se obtuvo

un rendimiento de reaccién de un 4,0 % utilizando como solvente dioxano (Esquema 29).

OH OH

. TiCly, ACN, t.a.
+ Geraniol

N, atm. 48 hr

OH OH 4,0% rendimiento

Esquema 29. Reaccion de Alilacién de Friedel-Crafts entre Hidroquinona y Geraniol catalizada por
TiCl,.
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Otro método de acoplamiento propuesto es utilizando un fenil prenil éter ((E)-4-
((4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il)oxi)benzoato de metilo) con el catalizador el Triflato de
Bismuto (Bi (OSO,CF3)3) en acetonitrilo como solvente, donde no ocurrié la reaccion de

acoplamiento (Esquema 30)'*°.

Bi(0SO,CF3)z, ACN, t.a.

N.H.R.

N, atm. 48 hr

COOCH;

Esquema 30. Reaccion de Acoplamiento entre un Fenil prenil éter y Geraniol catalizada por
Bi(OSO,CF3)s.

Basandonos en estos resultados, la reaccion de acoplamiento entre los sintones
aromaticos con geraniol fue la reaccion de Alilacién de Friedel-Crafts utilizando como
catalizador BFs*Et,0, y como solvente dioxano. Un segundo método también fue utilizado
gue corresponde a una modificacién de las condiciones de reaccion de la alilacion de

Friedel-Crafts, consistente en la adicion de Nitrato de Plata y como solvente acetonitrilo.

En la mayoria de las reacciones de acoplamiento se obtuvo mas de un producto
de reaccion (compuestos monoacoplados y diacoplados) con polaridades similares entre
si segun analisis de CCF. Sin embargo, utilizando técnicas de separacién por CC, con
eluciones isocraticas y por gradiente de polaridades, se lograron separar en su mayoria y

se obtuvieron con grados de pureza adecuados.

En la Tabla 3 se encuentra un resumen de las condiciones de sintesis y el
rendimiento de cada una de las reacciones realizadas para la obtencion de los treinta y
cuatro geranilfenoles. Los compuestos geranilfenoles 44, 46, 47, 52, 58, 68, 69, 72, 73, 74

y 75 son moléculas nuevas.
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Tabla 3. Condiciones de sintesis y el rendimiento de reaccién para la obtencién de los

geranilfenoles.

N° Compuesto Catalizador Solvente % Rendimiento
Reaccién
42 BF;*Et,0 / AQNO3 Acetonitrilo 4.8
43 BF3*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 10,7
44 BF:*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 0,7
45 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 15,0
46 BF3*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 2,5
47 BF3;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 0,4
48 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 27,6
49 BF3*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 12,5
50 BF3*Et,0O / AgNO; Acetonitrilo 9,9
51 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 6,1
52 BF;*Et,O Dioxano 1,0
53 BF;*Et,0O Dioxano 5,9
54 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 16,0
55 BF3*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 45
56 BF3*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 6,3
57 BF3;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 0,6
58 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 2,1
59 BF;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 7.4
60 BF3;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 4,2
61 BF3;*Et,O / AQNO; Acetonitrilo 18,0
62 BF3*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 3,1
63 BFs*Et,O / AgNO; Acetonitrilo 0,7
64 BF;*Et,O Dioxano 1,0
65 BF;*Et,O Dioxano 1,2
66 BFs*Et,O Dioxano 5,2
67 BFs*Et,O Dioxano 13,9
68 BF3*Et,O Dioxano 25,1
69 BF:*Et,O Dioxano 8,6
70 BF;*Et,O Dioxano 4,1
71 BF3*Et,O Dioxano 16,4
72 BF;*Et,O Dioxano 14,0
73 BF;*Et,O Dioxano 4.3
74 BF3*Et,O Dioxano 11,0
75 BFs*Et,O Dioxano 4,0
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4.2 Determinacion Estructural de los compuestos geranilfenoles.

La estructura quimica de todos los compuestos nuevos obtenidos a través de la
sintesis descrita anteriormente se realiz6 por técnicas espectroscépicas de IR, EM, y por
experimentos mono- y bidimensionales de RMN (RMN 'H, RMN *3C, DEPT 135, 1D
NOESY selectivo, 2D *H-*C HSQC, 2D *H-*C HMBC). La técnica bidimensional de RMN
HMBC fue fundamental para determinar el éxito del acoplamiento entre el nucleo
aromatico y el fragmento terpénico, mientras que el experimento NOESY selectivo
permitid asignar la geometria E del doble enlace préximo al anillo y la posicién de las
cadenas de geranilo en el anillo aromatico. Todos los espectros de IR, EM y RMN

aparecen en el Anexo.

Compuesto 44:

El compuesto 44 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3399 cm™

correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2967, 2921 y 2855
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcién a 1606 y 1514 cm™ de enlace C=C
aromatico.

Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 382 (4,5%).

En el espectro de RMN *H se observé una sola sefial aromatica a 8y = 6,67 ppm (s, 2H),
lo que confirma el patrén de un aromatico disustituido y simétrico. Las sefiales a &y =
5,38 ppm (s, 1H) y 5,08 ppm (s, 1H) corresponden a la sefales asignadas a los grupos
hidroxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY, en donde la sefal aromatica oy =
6,67 ppm asignada a los H-3 y H-6 mostraron correlaciones espaciales con la sefial de
5,22 ppm (H-2’) y 3,21 ppm (H-1’); y la sefial &4 = 3,21 ppm asignada a los H-1" mostraron
correlaciones espaciales con la sefial de 6,67 ppm (H-3 y H-6) y 5,22 pm (H-2’) (Figura
26-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacién heteronuclear ‘H-*C HMBC, donde el protén H-1" se
correlaciona a 3Jy.c con las sefiales de carbono C-6 y C-3' a d = 116,1 y 135,9 ppm y a
Ju.c con los carbonos C-5y C-2° a & = 132,2 y 135,9 ppm, respectivamente. El proton
aromatico se correlaciona a 3J,.c con la sefial de carbono C-1"a & = 30,7 ppm y a 2Jy.c con
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los carbonos C-1 y C-5 a & = 141,3 y 132,2 ppm, respectivamente. Estas y otras

correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 26-B.

A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D *H-13C HMBC

Figura 26. Principales correlaciones observadas del compuesto 44, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-*C HMBC.

Compuesto 46:

El compuesto 46 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3447 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcién a 2967, 2915y 2854
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1615 y 1500 cm™ de enlace C=C
aromético. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 382 (14,6%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8, = 6,83 ppm
(d, J=8,2 Hz, 1H, H-5) y &, = 6,36 ppm (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-4); lo que confirma el patrén
de un aromatico disustituido y asimétrico. Las sefiales a o4 = 5,43 ppm (s, 1H, OH-C1) y
5,04 ppm (s, 1H, OH-C3) corresponden a la sefiales asignadas a los grupos hidroxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial &, = 3,43
ppm asignada al H-1” mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 5,43 ppm (OH-
Cl), 5,28 ppm (H-2"), 5,04 ppm (OH-C3) y 1,82 ppm (CHs-C3”) y la senal &y = 3,29 ppm
asignada a los H-1" mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,83 ppm (H-5),
5,43 ppm (OH-C1), 5,28 ppm (H-2") y 1,77 ppm (CH;-C3’) (Figura 27-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de

bidimensional de correlacién heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1" se
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correlaciona a *J,.c con las sefiales de carbono C-3"y C-3a 8 = 138,6 y 153,8 ppm y a
ZJu.c con los carbonos C-2'y C-2” a & = 113,9 y 121,7 ppm, respectivamente. El protén H-
1’ se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-5, C-3’ yC-1ad=1275,138,3y
153,4 ppm y a 2Juc con los carbonos C-6 y C-2° a & = 119,1 y 122,3 ppm,
respectivamente.

El protén aromético & = 6,83 ppm se correlaciona a *J,.c con la sefal de carbono
C-1ad=1534 ppmy C-1" a d = 29,7 ppm. El protébn aromético & = 6,36 ppm se
correlaciona a 3J,.c con la sefial de carbono C-2ad =113,9y C-6 ad =119,1 ppmy a 2J,.
c con los carbonos C-3 a & = 153,8 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se

muestran en la Figura 27-B.

B.- Correlaciones heteronucleares 2D H-'3C HMBC

Figura 27. Principales correlaciones observadas del compuesto 46, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-*C HMBC.
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Compuesto 47:

El compuesto 47 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3347 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcién a 2967, 2923 y 2857
cm? de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1620 y 1505 cm? de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observd la sefial de ion molecular a m/z M* 382 (20,4%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8, = 6,78 ppm
(s, 1H, H-5) y &4 = 6,33 ppm (s, 1H, H-2), lo que confirma el patron de un aromatico
disustituido y simétrico. La sefial a &y = 5,04 ppm (s, 2H, OH-C1 y C3) corresponde a la
sefal asignada a los grupos hidroxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial a &, = 3,27
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,78 ppm (H-5),
5,29 ppm (H-2"), 5,04 ppm (OH-C1) y 1,78 ppm (CHs-C3’). La sefial d4 = 5,29 ppm
asignada a los H-2’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,78 ppm (H-5),
3,27 ppm (H-17), 2,11-2,04 (H-4") y 1,78 ppm (CH3-C3’). La sefial o4 = 5,05 ppm asignada
a los H-6’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 2,11-2,04 (H-4") y 1,68 ppm
(H-8") (Figura 28-A).

La confirmacién del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el proton H-1" se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-5, C-3’ yC-1a0=130,9;138,2y 153,8
ppm y a 2J,.c con los carbonos C-6 y C-2’a d = 118,7 y 122,3 ppm, respectivamente.

El protén aromético & = 6,78 ppm se correlaciona a 3J,.c con la sefial de carbono
C-1ad=293ppmy C-1ad=153,8 ppm. El protbn aromético d = 6,33 ppm se
correlaciona a *J,.c con la sefial de carbono C-6 a & = 118,7 y a 2J,.c con el carbono C-1 a
5 = 153,8 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 28-
B.
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B.- Correlaciones heteronucleares 2D *H-13C HMBC

Figura 28. Principales correlaciones observadas del compuesto 47, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-**C HMBC.

Compuesto 52:

El compuesto 52 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3389 cm™
correspondiente a la vibracién del enlace O—H; bandas de absorcion a 2966 y 2924 cm™
de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1627 y 1521 cm™ de enlace C=C aromatico.
Del espectro EM se observo la sefial de ion molecular a m/z M* 262 (39,5%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8 = 6,61 ppm
(s, 1H, H-6) y &4 = 6,41 ppm (s, 1H, H-3), lo que confirma el patron de un aromético
monosustituido. La posicion de la cadena de geranilo en el anillo aroméatico se establecio
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial &y = 3,22
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,61 ppm (H-6),
5,27 ppm (H-2) y 1,74 ppm (CHs-C3’) (Figura 29-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protbn H-1’ se
correlaciona a 3Jy.c con las sefiales de carbono C-6, C-3’ yC-4ad=116,7;138,3y 148,3
ppm y a 2Jy.c con los carbonos C-5y C-2’ a d = 118,9 y 121,9 ppm, respectivamente. El
proton aromatico & = 6,61 ppm se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-1’, C-
2y C-4ad=291;142,7 y 148,3 ppm y a “Ju.c con el carbono C-1 a & = 136,9 ppm. El
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protén aromatico & = 6,41 ppm se correlaciona a *J,;.c con las sefiales de carbono C-5y C-
1a6=118,9y 136,9 ppm y a 2Ju.c con el carbono C-2'y C-4 a d = 142,7 y 148,3 ppm.

Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 29-B.

ROV @@A\W@
% e )

A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D H-'3C HMBC

Figura 29. Principales correlaciones observadas del compuesto 52, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D 'H-"*C HMBC.

Compuesto 53:

El compuesto 53 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3420 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2965, 2924 y 2852
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1603 y 1520 cm™ de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 276 (39,5%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales arométicas a 8, = 6,67 ppm
(s, 1H, H-3) y &4 = 6,43 ppm (s, 1H, H-6), lo que confirma el patrén de un aromatico
monosustituido. La sefiala &4 =5,15y 4,87 ppm (s, 1H, OH-C4 y C1) correspondea a las
sefales asignadas a los grupos hidroxilos y la sefial a &4 = 3,83 ppm (s, 3H, CHs0)
corresponde a la sefial asignada al grupo metilo.

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-1, C-3y C-3' a & = 147,6; 115,3y 139,2
ppm y a 2J,.c con los carbonos C-2'y C-2’ a d = 118,5 y 121,8 ppm, respectivamente. La
sefial a & = 5,15 (OH-C4) ppm se correlaciona a %J,.c con la sefial de carbono C-3 a & =
115,3 y la sefial a & = 3,83 (CH;30) se correlaciona a *J,.c con el carbono C-5 a d = 145,4

ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 30.
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Figura 30. Principales correlaciones observadas del compuesto 53 2D 'H-C HMBC.

Compuesto 58:

El compuesto 58 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3552 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcioén a 2965, 2915y 2854
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1592 y 1509 cm™ de enlace C=C
aromético. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 396 (7,4%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8 = 6,74 ppm
(s, 1H, H-6) y &4 = 6,67 ppm (s, 1H, H-3), lo que confirma el patron de un aromatico
disustituido y asimétrico. La sefial a &y = 5,39 ppm (s, 1H, OH-C1) corresponde a la
sefal asignada al grupo hidroxilo y la sefial a &4 = 3,84 ppm (s, 3H, CH3;0) corresponde
a la sefal asignada al grupo metoxilo.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial &, = 3,23
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,74 ppm (H-6),
y la sefial & = 3,26 ppm (H-2’) mostraron correlaciones espaciales con 6,67 ppm (H-3),
5,24 ppm (H-2") y 1,70 ppm (CHs-C3’). La sefal d4 = 3,84 ppm asignada a los CH;O
mostraron correlaciones espaciales con la sefal de 6,67 ppm (H-3) (Figura 31-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del analisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protbn H-1’ se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-6, C-4 y C-3ad=115,2;1325y 135,8
ppm y a 2Jy.c con el carbono C-2’ a & = 122,9 ppm, respectivamente.

El proton H-1” se correlaciona a %J..c con las sefiales de carbono C-3, C-4 yC-3ad-=
111,8;132,5y 1358 ppmya 2J,.ccon el carbono C-2’a & = 123,3 ppm, respectivamente.
El proton aromatico 8 = 6,74 ppm se correlaciona a 3Jy.c con la sefial de carbono C-1'a &

=30,8 ppmy C-2 a = 144,5 ppm; y a 2J,.c con el carbono C-5 a & = 131,0 ppm. El protén
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aromatico & = 6,67 ppm se correlaciona a 3J.c con la sefial de carbono C-1” a & = 31,2
ppm y C-1 a & = 143,5 ppm; y a 2Ju.c con el carbono C-4 a = 132,5 ppm. Estas y otras

correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 31-B.

)

HO = =
H,CO N X
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 'H-13C HMBC

Figura 31. Principales correlaciones observadas del compuesto 58, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-*C HMBC.

Compuesto 62:

El compuesto 62 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3396 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2966, 2915 y 2854
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcién a 1598 y 1499 cm™ de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 260 (58,1%).

En el espectro de RMN 'H se observaron tres sefiales aromaticas a 8, = 6,71 ppm
(d, J=8,5Hz, 1H, H-5), 64 =6,65(d, J =2,4 Hz, 1H, H-2); y 6,4 = 6,61 (dd, J = 8,5-2,4 Hz,
1H, H-6); lo que confirma el patron de un aromético monosustituido.

La sefal a &y = 4,44 ppm (s, 1H, OH) corresponde a la sefal asignada al grupo
hidroxilo y la sefial a &4 = 3,78 ppm (s, 3H, CH3;0) corresponde a la sefal asignada al
grupo metoxilo. La posicién de la cadena de geranilo en el anillo aromatico se estableci6
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial &4 = 3,29
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 6,65 ppm (H-2),
5,29 ppm (H-2") y 1,69 ppm (CH3-C3’). La sefal &4 = 5,29 ppm asignada al H-2' mostraron
correlaciones espaciales con la sefal de 6,65 ppm (H-2), 3,29 ppm (H-1) y 2,09 ppm (H-
4’). La sefial oy = 5,11 ppm asignada al H-6' mostraron correlaciones espaciales con la
sefial de 2,13 ppm (H-5") y 1,60 (CH3s-C7") (Figura 32-A).
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La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el proton H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-2, C-3’ yC-4ad=116,6;136,5y 151,6
ppm y a 2Jy.c con los carbonos C-2'y C-3 a d = 121,9 y 131,3 ppm, respectivamente. El
proton aromatico & = 6,71 ppm se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-1, y
C-3ad =131,1y 149,2 ppm. El protén aromético & = 6,61 ppm se correlaciona a J.c con
las sefales de carbono C-4 a & = 151,6 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares

se muestran en la Figura 32-B.

OH
77N
X X
OCHjs <,,
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 1H-13C HMBC

Figura 32. Principales correlaciones observadas del compuesto 62, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D *H-**C HMBC.

Compuesto 63:

El compuesto 63 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3390 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2967, 2923 y 2852
cm? de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1595 y 1508 cm? de enlace C=C
aromaético.

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8, = 6,81 ppm
(d, J=8,8 Hz, 2H, H-2 y H-6) y &, = 6,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-3 y H-5), lo que confirma el
patréon de un aromatico monosustituido. La sefal a &y = 4,46 ppm (s, 1H, OH)
corresponde a la sefial asignada al grupo hidroxilo.

La posicién de la cadena de geranilo en el anillo aromético se establecié por
experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial 6y = 5,48 ppm

asignada al H-2" mostraron correlaciones espaciales con la sefal de 4,48 ppm (H-1") y
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2,09 ppm (H-4°). La sefal &y = 5,09 ppm asignada al H-6" mostraron correlaciones
espaciales con la sefial de 2,09 ppm (H-5") y 1,68 ppm (H-8’) (Figura 33-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlaciéon heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-3'y C-4a 8 =140,9 y 153,1 ppmy a
%Ju.c con el carbono C-2’' a & = 119,8 ppm, respectivamente. El proton aromatico d = 6,81
ppm se correlaciona a 2J,.c con las sefiales de carbono C-1, y C-3 a & = 149,4 y 1159
ppm. El protén aromatico & = 6,75 ppm se correlaciona a 2J,.c con la sefial de carbono C-
4 a d = 153,1 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura
33-B.

OH

OH
Y RN,
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 1H-13C HMBC

Figura 33. Principales correlaciones observadas del compuesto 63, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-*C HMBC.

Compuesto 64:

El compuesto 64 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3556 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2964, 2919 y 2854
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcién a 1612 y 1497 cm™ de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 290 (100%).

En el espectro de RMN 'H se observaron dos sefiales aromaticas a 8 = 6,36 ppm
(d,J=2,6 Hz, 1H, H-5) y &4 =6,30 (d, J = 2,6 Hz, 1H, H-3), lo que confirma el patron de
un aromatico monosustituido. La sefial a &y = 5,28 ppm (s, 1H, OH) corresponde a la
sefal asignada al grupo hidroxilo y las sefales a 64 = 3,86 ppm (s, 3H, CH;0-C6) y & =

3,75 ppm (s, 3H, CH;0-C4) corresponde a las sefales asignada a los grupos metoxilos.
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La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el proton H-1' se
correlaciona a %Jy.c con las sefiales de carbono C-3y C-3'ad =105,5 y 136,5 ppmy a
2Ju.c con los carbonos C-2y C-2' a8 = 127,5y 121,9 ppm, respectivamente.

El protén aromatico & = 6,36 ppm se correlaciona a 3Jy.c con las sefiales de carbono C-1,
y C-3ad=137,4y 105,5 ppm y correlaciona a *Jy.c con la sefial de carbono C-4 a & =
152,9 ppm, respectivamente. El protén aromatico & = 6,30 ppm se correlaciona a J,.c con
las sefales de carbonos C-5, C-1"y C-4 a & = 96,7, 28,1 y 137,4 ppm, respectivamente.

Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 34.

Figura 34. Principales correlaciones observadas heteronucleares 2D *H-"*C HMBC del compuesto
64.

Compuesto 65:

El compuesto 65 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3556 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2965, 2925 y 2854
cm? de enlace C-H alcano; bandas de absorciéon a 1616 y 1485 cm™ de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observd la sefial de ion molecular a m/z M* 426 (74,2 %).

En el espectro de RMN *H se observé una sola sefial de un hidrégeno aromatico a
Oy = 6,42 ppm (s, 1H), lo que confirma el patron de un aromatico disustituido. La sefial a
oy = 5,31 ppm (s, 1H) corresponde a la sefial asignada al grupo hidroxilo y las sefiales a
oy = 3,87 ppm (s, 3H, CHs0-C6) y &4 = 3,77 ppm (s, 3H, CH;0-C4) corresponden a las
sefiales asignada a los grupos metoxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefal &4 = 3,31

ppm asignada al H-1” mostraron correlaciones espaciales con la sefal &y = 3,39 ppm (H-
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17); 3,37 (CH30-C4) y 1,74 ppm (CHs-C3"). La sefial &y = 3,39 ppm asignada al H-1’
mostraron correlaciones espaciales con la sefial &y = 5,31 ppm (OH); 3,39 ppm (H-1") y
1,76 ppm (CH;-C3'). La disustituciébn aromatica orto de ambas cadenas geranilo se
confirmd por la observacion de la interaccion espacial entre NOE del hidrogeno H-1 'y H-
1" (Figura 35-A).

La confirmacién del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el proton H-1" se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-2, C-3” yC-4a 6=127,3; 134,4y 150,7
ppm y a “Ju.c con los carbonos C-3y C-2"a & = 122,1y 122,8 ppm, respectivamente. El
protén H-1' se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-3, C-3’ yC-la 6=122,1,
135,2 y 137,9 ppm y a 2J,.c con los carbonos C-2'y C-2 a & = 123,8 y 127,3 ppm,
respectivamente. El protdn aromatico 8 = 6,42 ppm se correlaciona a 3J,.c con las sefales
de carbono C-3,y C-1 a d = 122,1 y 137,9 ppm y correlaciona a %J,.c con la sefial de
carbono C-6 y C-4 a d = 144,4 y 150,7 ppm, respectivamente. Estas y otras correlaciones

heteronucleares se muestran en la Figura 35-B.

OHY“

H5;CO > = =
\1 X X
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 1H-13C HMBC

Figura 35. Principales correlaciones observadas del compuesto 65, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D "H-"*C HMBC.

Compuesto 68:

El compuesto 68 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3422 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2966, 2928 y 2852
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcién a 1597 y 1493 cm™ de enlace C=C

aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 290 (54,7 %).
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En el espectro de RMN *'H se observaron dos sefiales arométicas a 8, = 6,79 ppm
(d,J=85Hz, 1H, H-5y 64 =6,41 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-4), lo que confirma el patron de
un aromatico monosustituido. La sefial a &4 = 5,88 ppm (s, 1H, OH) corresponde a la
sefal asignada al grupo hidroxilo y las sefales a &y = 3,90 ppm (s, 3H, CH;0-C6) y & =
3,84 ppm (s, 3H, CH;0O-C5) corresponde a las sefales asignada a los grupos metoxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefal &4 = 3,30
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial &4 = 6,79 ppm (H-
5); 5,88 ppm (OH-C1); 5,32 ppm (H-2') y 1,71 ppm (CH5-C3"). La sefial 64 = 5,12 ppm
asignada al H-6’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial &4 = 2,05 ppm (H-4) y
1,69 ppm (H-8") (Figura 36-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlaciéon heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-1, C-5 yC-3a 6=147,2; 1235y 136,2
ppm y a “Ju.c con los carbonos C-6 y C-2' a & = 120,7 y 122,2 ppm, respectivamente.

Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 36-B.

0] OH
H3CO W H:C—O\‘ />:> G

H;CO H;CO
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 1H-13C HMBC

Figura 36. Principales correlaciones observadas del compuesto 68, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D 'H-"*C HMBC.

Compuesto 69:

El compuesto 69 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3522 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcién a 2960, 2926 y 2849
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1617 y 1505 cm™ de enlace C=C

aromatico. Del espectro EM se observd la sefial de ion molecular a m/z M* 290 (11,6 %).
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En el espectro de RMN *H se observaron dos sefiales aromaticas a 8 = 6,78 ppm
(d, J=8,4Hz, 1H, H-5) y &4 =6,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6), lo que confirma el patron de
un aromatico monosustituido. La sefial a &4 = 5,61 ppm (s, 1H, OH) corresponde a la
sefal asignada al grupo hidroxilo y las sefales a &y = 3,92 ppm (s, 3H, CH;0-C2) y & =
3,83 ppm (s, 3H, CH;0O-C3) corresponde a las sefales asignada a los grupos metoxilos.

Las posiciones de las cadenas de geranilo en el anillo aromatico se establecieron
por experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefal &4 = 3,27
ppm asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial &4 = 6,78 ppm (H-
5); 5,25 ppm (H-2"); 3,83 ppm (CHs0-C3) y 1,71 ppm (CHs-C3'). La sefal &, = 5,10 ppm
asignada al H-6’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial &4 = 2,05 ppm (H-4) y
1,69 ppm (H-8") (Figura 37-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlaciéon heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-3, C-5 y C-3a 6=139,7; 124,2y 135,8
ppm y a “Ju.c con los carbonos C-4 y C-2' a & = 126,9 y 123,1 ppm, respectivamente.

Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 37-B.

OCHs‘Yﬂ @
VR

G Z H3CO G
\7 \\_/4
\_/ v
HO HO
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D H-13C HMBC

Figura 37. Principales correlaciones observadas del compuesto 69, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-**C HMBC.

Compuesto 70:

El compuesto 70 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3446 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; banda de absorcién a 2966 cm™ de enlace
C-H alcano; bandas de absorcién a 1467 cm™ de enlace C=C aromético. Del espectro EM

se observo la sefial de ion molecular a m/z M* 320 (70,7%).
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En el espectro de RMN *H se observaron una sefial aromatica a 5, = 6,44 ppm (s,
1H, H-5), lo que confirma el patrén de un aromatico monosustituido. La sefial a &y = 5,47
ppm (s, 1H) corresponde a la sefial asignada al grupo hidroxilo. Las sefiales a &y = 3,95
ppm (s, 3H, CH;0-C2); 3,87 ppm (s, 3H, CH3O-C3) y 3,79 ppm (s, 3H, CH30-C4)
corresponden a las sefiales asignadas a los grupos metoxilos. La posicién de la cadena
de geranilo en el anillo aromatico se establecid6 por experimentos selectivos
unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefal &4 = 3,31 ppm asignada al H-1’
mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 1,72 ppm (CH3-C3’); 3,79 (CH3;0-C4);
5,32 (H-2') y 6,44 ppm (H-5). La sefial o4 = 5,32 ppm asignada al proton H-2’ mostraron
correlaciones espaciales con la sefial de 6,44 ppm (H-5) y 3,31 ppm (H-1") (Figura 38-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-5, C-3’ y C-1ad=108,2; 136,6 y 140,8
ppm y a 2J,.c con el carbono C-2'y C-6 a & = 122,0 y 121,6 ppm, respectivamente. El
proton aromatico & = 6,44 ppm se correlaciona a 2J,.c con la sefial de carbono C-4 a & =
146,1 ppm. El protén aromatico 8 = 6,44 ppm se correlaciona a 3J,.c con las sefales de
carbono C-1"y C-1 a & = 27,9 y 140,8 ppm, respectivamente. La sefial & = 5,47 ppm
(asignada a OH) se correlaciona a “Jy.c con la sefial de carbono C-1 a & = 140,8 ppm y a
Ju.c con el carbono C-6 a & = 121,6 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se

muestran en la Figura 38-B.

HaCO T [\: _ HQ@%@ _

H3CO H5CO
OCH, (OJCHs
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 'H-13C HMBC

Figura 38. Principales correlaciones observadas del compuesto 70, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D "H-"*C HMBC.
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Compuesto 71:

El compuesto 71 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3421 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—-H; bandas de absorcioén a 2967, 2933 y 2854
cm? de enlace C-H alcano; bandas de absorciéon a 1590 y 1487 cm? de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 320 (100%).

En el espectro de RMN 'H se observaron una sefial aromatica a &, = 6,50 ppm (s,
1H, H-6), lo que confirma el patrén de un aromético monosustituido. La sefial a &, = 5,46
ppm (s, 1H) corresponde a la sefal asignada al grupo hidroxilo. Las sefiales a &y = 3,93
ppm (s, 3H, CH3;0-C3); 3,92 ppm (s, 3H, CH3O-C2) y 3,78 ppm (s, 3H, CH3;0-C4)
corresponden a las sefales asignadas a los grupos metoxilos.

La posicién de la cadena de geranilo en el anillo aromatico se establecié por
experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial &y = 3,27 ppm
asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 1,70 ppm (CHs-C3’);
3,78 ppm (CH30-C4); 5,25 (H-2’) y 6,50 ppm (H-6). La sefal &, = 5,46 ppm asignada al
grupo OH mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 3,93 ppm (CHs0O-C3) y 6,50
ppm (H-6) (Figura 39-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del analisis del espectro de
bidimensional de correlacion heteronuclear *H-*C HMBC, donde el proton H-1' se
correlaciona a *J,.c con las sefiales de carbono C-6, C-3'y C-4 a & = 109,5; 136,2 y 144,9
ppm y a 2J.c con el carbono C-2'y C-5 a & = 122,5 y 130,6 ppm, respectivamente. El
protén aromatico 5 = 6,50 ppm se correlaciona a “Ju.c con las sefiales de carbono C-1, y
C-3ad =149,4y 115,9 ppm. El protén aromatico & = 6,50 ppm se correlaciona a Jy.c con
las sefales de carbono C-1’, C-2 y C-4 a & = 27,8; 138,0 y 144,9 ppm, respectivamente.
La sefial & = 5,46 ppm (asignada a OH) se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de
carbono C-6 y C-2 a d = 109,5 y 138,0 ppm y a 2J,.c con el carbono C-1 a & = 144,5 ppm,
respectivamente. Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura
39-B.
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m 0
H3CO > H3CO
HsCO N N H3CO \/Q N
OCH{k/ OCHj
A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D H-13C HMBC

Figura 39. Principales correlaciones observadas del compuesto 71, A) selectivas 1D NOESY; B) 2D
'H-*C HMBC.

Compuesto 72:

El compuesto 72 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3447 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcion a 2965, 2929 y 2838
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 1615 y 1500 cm™ de enlace C=C
aromatico. Del espectro EM se observé la sefial de ion molecular a m/z M* 320 (77,3%).

En el espectro de RMN *H se observaron una sefial aromatica a 5y = 6,32 ppm (s,
1H, H-5), lo que confirma el patrén de un aromatico monosustituido. La sefial a &y = 5,15
ppm (s, 1H) corresponde a la sefial asignada al grupo hidroxilo. Las sefiales a &y = 3,88
ppm (s, 3H, CH;0-C6); 3,83 ppm (s, 3H, CHs0-C2) y 3,78 ppm (s, 3H, CHs;0-C4)
corresponden a las sefales asignadas a los grupos metoxilos.

Sélo hay una posibilidad de monosustitucién en el anillo aromatico y esto se refleja
en el espectro de bidimensional de correlacién heteronuclear *H-*C HMBC, donde el
protén H-1’ se correlaciona a %J,.c con las sefiales de carbono C-2, C-4 y C-3’ad =145,9;
150,6 y 134,4 ppm y a 2J..c con el carbono C-3 y C-2° a & = 116,8 y 123,5 ppm,
respectivamente. El protén aromatico & = 6,32 ppm se correlaciona a 3J,.c con las sefiales
de carbono C-3y C-1ad =116,8y 133,0 ppm, y a Ju.c con las sefiales de carbono C-2 y
C-4 a b =1459y 150,6 ppm, respectivamente. La senal & = 5,15 ppm (asighada a OH)
se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-6 y C-2 a 5 = 145,3y 1459 ppm y a
Ju.c con el carbono C-1 a & = 133,0 ppm, respectivamente. Estas y otras correlaciones

heteronucleares se muestran en la Figura 40.
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Figura 40. Principales correlaciones observadas heteronucleares 2D 'H-C HMBC del

compuesto 72.

Compuesto 73:

El compuesto 73 mostr6 una banda ancha de absorcién IR a 3447 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O-H; bandas de absorcion a 3086 cm? de
enlace C=C-H alqueno; bandas de absorcion a 2968, 2926 y 2856 cm™ de enlace C-H
alcano; bandas de absorcién a 1642 y 1604 cm™ de enlace C=C alqueno y aromatico. Del
espectro EM se observo la sefial de ion molecular a m/z M* 456 (33,3%).

En el espectro de RMN *H no se observaron sefiales de hidrégenos aromaticos, lo
gue confirma el patrén de un aromatico disustituido simétrico. La sefial a &y = 5,34 ppm (s,
1H) corresponde a la sefial asignada al grupo hidroxilo. Las sefiales a &y = 3,81 ppm (s,
6H, CH30-C6 y CH30O-C2) y 3,66 ppm (s, 3H, CH30O-C4) corresponden a las sefales
asignadas a los grupos metoxilos.

La determinacién de la estructura completa del compuesto 8la se establecio
principalmente por experimentos 2D HSQC y 2D HMBC. La confirmacion del
acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de bidimensional de correlacién
heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1’ se correlaciona a %J,.c con las sefiales
de carbono C-3’, C-2/C-6 y C-4 ad =134,8; 144,4y 1495 ppm y a 2J,.c con el carbono C-
2’y C-3/C-5ad=123,8y 124,4 ppm, respectivamente. La sefial d = 5,34 ppm (asighada
a OH) se correlaciona a %Jy.c con las sefiales de carbono C-2/C-6 a & = 144,4 ppmy a 2J,.
c con el carbono C-1 a & = 139,0 ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se

muestran en la Figura 41.
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Figura 41. Principales correlaciones observadas heteronucleares 2D 'H-C HMBC del compuesto
73.

Compuesto 74:

El compuesto 74 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3403 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcién a 2965, 2932 y 2854
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcién a 1644 y 1603 cm™ de enlace C=C
alqueno y aromatico. Del espectro EM se observo la sefial de ion molecular a m/z M* 320
(54,1 %).

En el espectro de RMN 'H se observaron una sefial aromatica a &, = 6,25 ppm (s,
1H, H-5), lo que confirma el patron de un aromatico monosustituido. Las sefiales a &y =
3,84 ppm (s, 3H, CH3;0-C3); 3,81 ppm (s, 3H, CH3;0-C4) y 3,79 ppm (s, 3H, CH;0-C5)
corresponden a las sefiales asighadas a los grupos metoxilos.

La posicion de la cadena de geranilo en el anillo aromatico se establecié por
experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial 6y = 3,36 ppm
asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 1,80 ppm (CHs-C3’);
3,84 ppm (CH30-C3) y 5,21 (H-2’). La sefal o4 = 6,25 ppm asignada a H-6 mostraron
correlaciones espaciales con la sefial de 3,79 ppm (CH3;0-C5) (Figura 42-A).

Solo hay una posibilidad de monosustitucion en el aromatico y esto se refleja en el
espectro de bidimensional de correlacién heteronuclear *H-**C HMBC, donde el protén H-
1’ se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-3’, C-1 yC-3ad=1384;151,2y
151,8 ppm y a *Jy.c con el carbono C-2 y C-2° a & = 112,3 y 122,2 ppm, respectivamente.
El protén aromatico & = 6,25 ppm se correlaciona a %J4.c con la sefial de carbono C-2 a &
= 112,2 y a %.c con las sefiales de carbono C-5y C-1 a & = 136,2 y 151,2 ppm,

respectivamente. La sefial & = 5,21 ppm (H-2’) se correlaciona a 3J,.c con las sefiales de
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carbono CH;-C3' y C-4 a & = 16,1 y 39,7 ppm y a 2J,.c con el carbono C-1' a & = 22,7

ppm. Estas y otras correlaciones heteronucleares se muestran en la Figura 42-B.

OHC P
508

HsCO OCH,
OCHs

A.- Correlaciones selectivas 1D NOESY B.- Correlaciones heteronucleares 2D 1H-13C HMBC

Figura 42. Principales correlaciones observadas del compuesto 74, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D 'H-"*C HMBC.

Compuesto 75:

El compuesto 75 mostr6 una banda ancha de absorcion IR a 3446 cm™
correspondiente a la vibracion del enlace O—H; bandas de absorcién a 2966, 2928 y 2855
cm™ de enlace C-H alcano; bandas de absorcion a 168 y 1605 cm™ de enlace C=C
alqueno y aromatico. Del espectro EM se observo la sefial de ion molecular a m/z M* 456
(52,1%).

En el espectro de RMN *H no se observaron sefiales de hidrégenos aromaticos, lo
gue confirma el patrén de un aromatico disustituido simétrico. La sefal a 6y = 5,28 ppm (s,
1H) corresponde a la sefal asignada al grupo hidroxilo. Las sehales a &4 = 3,85 ppm (s,
3H, CH;0-C6) y 3,82 (s, 6H, CH30-C3 y C5) corresponden a las sefiales asignadas a los
grupos metoxilos.

La posicion de la cadena de geranilo en el anillo aromatico se confirmé por
experimentos selectivos unidimensionales NOESY (1D), en donde la sefial 6y = 3,36 ppm
asignada al H-1’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 1,80 ppm (CHs-C3’);
3,82 ppm (CH30-C3 y C5); 5,21 (H-2’) y 5,28 (OH). La sefial 6, = 5,21 ppm asignada a H-

2’ mostraron correlaciones espaciales con la sefial de 3,82 ppm (CH;0-C3 y C5) y 3,36
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(H-1"). La sefial o4 = 5,06 ppm asignada a H-6" mostraron correlaciones espaciales con la
sefial de 1,66 ppm (H-8’) (Figura 43-A).

La confirmacion del acoplamiento se desprende del andlisis del espectro de
bidimensional de correlaciéon heteronuclear *H-*C HMBC, donde el protén H-1' se
correlaciona a 3J,.c con las sefiales de carbono C-3’, C-1 y C-5ad=137,0; 149,5y 150,0
ppmy a 2Jy.c con el carbono C-6 y C-2’a & = 116,9 y 122,6 ppm, respectivamente.

La sefial & = 5,28 ppm (OH) se correlaciona a 2J,.c con las sefiales de carbono C-6 y C-1
ad=116,9 y 149,5 ppm, respectivamente. Estas y otras correlaciones heteronucleares se

muestran en la Figura 43-B.

B.- Correlaciones heteronucleares 2D H-13C HMBC

Figura 43. Principales correlaciones observadas del compuesto 75, A) selectivas 1D NOESY; B)
2D 'H-"*C HMBC.
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4.3 Evaluacién de los compuestos sintetizados en ensayos de actividad
antifungica, in vitro, contra las cepa de Botrytis cinerea y Phytophthora
cinnamomi Rands en su forma libre.

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden a los ensayos
biologicos realizados para analizar el efector inhibitorio en el crecimiento de Botrytis
cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands que poseen los compuestos, en su forma libre.
Se realizé un Test de Difusion para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento
de los hongos en presencia de los treinta geranilfenoles sintetizados. Las actividades de
los compuestos sintetizados seran clasificados segun el grupo sustituyente, nimero y

posicion de éstos en el anillo aromatico, como se muestra a continuacion:

Grupo |I: Compuestos 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 y 51 poseen dos sustituyentes

hidroxilos, en posicion 1y 2; 1y 3, en el anillo aroméatico (Figura 44).

OH OH
HO = - HO HO % G

42 43 44

51

Figura 44. Estructuras de los compuestos geranilfenoles del grupo 1.
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Del grupo | todos los compuestos fueron evaluados en su actividad antifingica
contra Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands, a excepcion de los compuestos
44 y 47, debido al bajo rendimiento en la reaccién de sintesis (menor al 1%). En el
grafico 1, se muestra el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial para Botrytis
cinerea a tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a un
tiempo de inoculaciéon de 72 hr. Los resultados de porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial fueron mas altos para los compuestos 49, 50 y 51 con valores sobre
un 82%, a una concentracion de 250 mg/L.

Grupo |: Botrytis cinerea

% inhibicién crecimiento micelial

42 43 45 46 48 49 50 51 C- C+
®50 mg/L 25 0 0 5 0 37 25 12 0 89

m150mg/L| 47 0 14 9 25 65 61 56 0 94
m250mg/L| 60 30 22 12 63 82 93 83 0 94

Grafico 1. Resultados de los porcentajes de inhibicidn del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo | contra Botrytis cinerea, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).
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En el grafico 2, se muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial

para Phytoththora cinnamomi Rands a tres diferentes concentraciones de compuesto

(50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculacion de 168 hr. Los resultados de

porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial fueron mas altos para los compuestos

42, 43, 45, 48 y 49 con valores sobre un 89%, a una concentracion de 150 mg/L y para

los compuestos 45 y 48 con valores de 94 y 95 %, respectivamente, a una concentracion

de 50 mg/L.

% inhibiciéon de crecimiento micelial
N
o

Grupo I: Phytophthora cinnamomi Rands

il

42 43 45 46 48 49 50 51 C- C+

m50 mg/L 56 76 94 44 95 73 14 0 0 99
m150mg/L| 93 89 99 37 98 92 43 36 0 99
m250mg/L| 95 95 99 0 99 99 55 37 0 100

Gréfico 2. Resultados de los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo | contra Phytoththora cinnamomi Rands, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250

mg/L).
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Grupo Il: Compuestos 52, 53 y 54, poseen dos sustituyentes hidroxilos fijos (posicion 1
y 4), y otros grupos funcionales (hidroxilo y metoxilo) en posicion 2 6 36 5, en el
anillo aromético (Figura 45).

OH OH
HO - -
N N H5CO
OH OH
52 53
OH
Z Z
OH
54

Figura 45. Estructuras de los compuestos geranilfenoles del grupo II.

Del grupo Il todos los compuestos fueron evaluados en su actividad antifingica
contra Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands. En el grafico 3, se muestra el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial para Botrytis cinerea a tres diferentes
concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculacién de 72
hr. Los resultados de porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fueron mas altos
para los compuestos 52 con un 78% a 250 mg/L y 54 con valores de un 82% y 86%, a
una concentracion de 150 y 250 mg/L, respectivamente.

En el grafico 4, se muestra el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
para Phytoththora cinnamomi Rands a tres diferentes concentraciones de compuesto
(50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculacion de 168 hr. Los resultados de
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fueron méas altos para los compuestos
52 con un 89% a 250 mg/L, y compuesto 54 con un valor de un 96%, a una

concentracion de 50 mg/L.
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Grupo II: Botrytis cinerea

100
80
60
40

20

% inhibiciéon crecimiento micelial

52 53 54 C- C+
m 50 mg/L 1 49 58 0 89
m 150 mg/L 72 55 82 0 94
1250 mg/L 78 56 86 0 94

Grafico 3. Resultados de los porcentajes de inhibicidn del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo Il contra Botrytis cinerea, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).

Grupo Il: Phytophthora cinnamomi Rands
8
8 100
£
o 80
5
g 60
[&]
© 40
o
S 20
[&]
S 0
<
£
L
52 53 54 C- C+
=50 mg/L 25 42 96 0 99
= 150 mg/L 71 64 100 0 99
= 250 mg/L 89 76 100 0 100

Grafico 4. Resultados de los % de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles del
grupo |l contra Phytoththora cinnamomi Rands, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).
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Grupo lll: Compuestos 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 y 63 poseen un sustituyente
hidroxilo en posicion 1, y un grupo metoxilo (en posicion 2, 3 6 4) en el anillo

aromético (Figura 46).

OH OH OH
H3CO\©/\)\/\/L OCHs HsCO
X X X X
56 57

55
OH OH
T W W
H3CO o N H,cOo OCH,
58 59 60
OH OH OH
/ 7
X AN
61 62 63

Figura 46. Estructuras de los compuestos geranilfenoles del grupo Il

Del grupo lll todos los compuestos fueron evaluados en su actividad antifingica
contra Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands, a excepcion de los compuestos
57 y 63, debido al bajo rendimiento en la reaccion de sintesis (menor al 1%).

En el grafico 5, se muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
para Botrytis cinerea a tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150 y 250
mg/L), a un tiempo de inoculacion de 72 hr. EI compuesto 58 obtuvo el porcentaje de
inhibicion més alto del grupo, con un 72% para una concentracion a 250 mg/L. En el
grafico 6, se muestra el porcentaje de inhibicibn del crecimiento micelial para
Phytoththora cinnamomi Rands a tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150
y 250 mg/L), a un tiempo de inoculaciéon de 168 hr. Los resultados de porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial fueron mas altos para los compuestos 59, 60, 61 y 62
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con un 92%, 88%, 76% y 88% a una concentracion de 250 mg/L, y compuestos 59 y 62
con un valor de un 81 y 91%, a una concentracion de 50 mg/L.

Grupo llI: Botrytis cinerea

% inhibicién crecimiento micelial

55 56 58 59 60 61 62 C- | C+
50 mg/L 18 0 29 5 34 24 9 0 89

m150mg/L| 31 4 56 20 46 40 27 0 94
m250mg/L| 41 26 72 45 64 40 45 0 94

Gréfico 5. Resultados de los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo lll contra Botrytis cinerea, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).

Grupo lll: Phytophthora cinnamomi Rands

100

% inhibiciéon crecimiento micelial

55 56 58 59 60 61 62 C- | C+
50 mg/L 0 20 4 81 66 38 91 0 99

m150mg/L| O 20 15 89 80 66 88 0 99
m250mg/L| O 34 1 92 88 76 88 0 100

Gréfico 6. Resultados de los % de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles del
grupo lll contra Phytoththora cinnamomi Rands, a diferentes concentraciones (50,150 y 250 mg/L).
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Grupo IV: Compuestos 64, 65, 66, 67, 68 y 69 poseen un sustituyente hidroxilo en
posicion 1, y dos grupos metoxilo (en posicion 2-4, 3-4, 2-3) en el anillo

aromético (Figura 47).

OH OH OH
H;CO. = = H5CO - - G P
N N~ HgCO
OCH3 OCHj,4 OCH3
64 65 66
OH OH OCH,
HsCO mcoW H@OW
o~ N H,CO HO
OCHjs
67 68 69

Figura 47. Estructuras de los compuestos geranilfenoles del grupo IV.

Del grupo IV todos los compuestos fueron evaluados en su actividad antifangica
contra Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands.
En el gréfico 7, se muestra el porcentaje de inhibiciébn del crecimiento micelial para
Botrytis cinerea a tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a
un tiempo de inoculacion de 72 hr. Los resultados de porcentaje de inhibicién del
crecimiento micelial fueron mas altos para los compuestos 66, 67 y 69 con un 79%, 78%
y 71% a una concentracion de 250 mg/L. En el grafico 8, se muestra el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial para Phytoththora cinnamomi Rands a tres diferentes
concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculaciéon de 168
hr. Los resultados de porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial fueron mas altos
para los compuestos 66, 67 y 68 con un valor de un 76%, 79% y 71%, a una

concentracion de 250 mg/L
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Grupo IV: Botrytis cinerea

% inhibicién de crecimiento micelial

64 65 66 67 68 69 C- C+
®m50 mg/L 9 0 49 32 44 36 0 89

m150mg/L| 46 20 59 41 66 66 0 94
m250mg/L| 54 21 79 71 69 78 0 94

Gréfico 7. Resultados de los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo IV contra Botrytis cinerea, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).

Grupo IV: Phytophthora cinnamomi Rands

100

% inhibiciéon crecimiento micelial
N
o

64 65 66 67 68 69 C- C+
® 50 mg/L 50 0 59 59 55 36 0 99

m150mg/L| 48 0 67 63 64 64 0 99
m250mg/L| 27 0 76 71 79 67 0 100

Gréfico 8. Resultados de los % de inhibicién del crecimiento micelial de los geranilfenoles del
grupo IV contra Phytoththora cinnamomi Rands, a diferentes concentraciones (50,150 y 250 mg/L).
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Grupo V: Compuestos 70, 71, 72, 73, 74 y 75 poseen un sustituyente hidroxilo en
posicion 1, y tres grupos metoxilo (en posicion 2-3-4, 2-3-5, 2-4-5 y 3-4-5) en el
anillo aromético (Figura 48).

OH OH OH
H3CO 7 . HsCO H3CO. OCH;
HsCO H5CO N N N N
OCHj OCHj; OCHjs
70 71 72
OH
7 7
H3CO OCHjs
OCHjs
73 74

Figura 48. Estructuras de los compuestos geranilfenoles del grupo V.

Del grupo V todos los compuestos fueron evaluados en su actividad antifangica
contra Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands.
En el gréfico 9, se muestra el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial para
Botrytis cinerea a tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a
un tiempo de inoculacion de 72 hr. Los resultados de porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial fueron mas altos para los compuestos 70, 71, 72 y 75 con un 91%,
91%, 73% y 84% a una concentracion de 250 mg/L. En el gréfico 10, se muestra el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial para Phytoththora cinnamomi Rands a
tres diferentes concentraciones de compuesto (50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de
inoculacién de 168 hr. Todos los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial para

los compuestos de este grupo fueron bajo el 51%.
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Grupo V: Botrytis cinerea

% inhibicion de crecimiento micelial

70 71 72 73 74 75 C- C+
=50 mg/L 13 0 18 1 27 26 0 89

m150mg/L| 39 66 67 20 39 49 0 94
m250mg/L| 91 91 73 66 55 84 0 94

Grafico 9. Resultados de los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial de los geranilfenoles
del grupo V contra Botrytis cinerea, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L).

Grupo V: Phytophthora cinnamomi Rands

% inhibiciéon crecimiento micelial

70 71 72 73 74 75 C- C+
m 50 mg/L 36 36 51 36 46 3 0 99
m150mg/L| 36 29 40 35 49 3 0 99
m250mg/L| 36 29 35 24 51 5 0 100

Grafico 10. Resultados de los % de inhibicién del crecimiento micelial de los geranilfenoles del
grupo V contra Phytoththora cinnamomi Rands, a diferentes concentraciones (50,150 y 250 mg/L).
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En la Tabla 4, se encuentra un resumen de los resultados obtenidos de los
porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles sintetizados contra
Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands, in vitro, a diferentes concentraciones
(50,150 y 250 mg/L). Los mejores resultados obtenidos en la actividad antifiingica contra
Botrytis cinerea, in vitro, son los compuestos 49, 50, 51, 52, 54, 58, 66, 67, 68, 69, 70, 71
y 75, con un porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial sobre un 70%, a una
concentracion de 250 mg/L. De esta seleccion, se destacan los compuestos 52 y 54 con
un 72 y 82 % de inhibicién, respectivamente, a una concentracion de 150 mg/L. Estos
compuestos pertenecen al grupo Il, que son compuestos que tienen en su estructura dos
grupos hidroxilos (en la posicion 1y 4 del anillo aromético).

En el caso de Phytoththora cinnamomi Rands los mejores resultados en la
actividad antifingica, in vitro, fueron observados para los compuestos 42, 43, 45, 48, 49,
52, 53, 54, 59, 60, 61, 62, 66, 67 y 68, con un porcentaje de inhibiciébn del crecimiento
micelial sobre un 70%, a una concentracion de 250 mg/L. De esta seleccion, se destacan
los compuestos 45, 48, 54 y 62 con un % de inhibicion de 94, 95, 96 y 91%,
respectivamente, a una concentracion de 50 mg/L. Estos compuestos pertenecen al grupo
| (45 y 48), al grupo Il (54) y al grupo Il (62), donde el grupo | y Il tienen dos grupos
hidroxilo en el anillo aromatico y el grupo IV tiene un grupo hidroxilo y un grupo metoxilo
en el anillo aromético.

En la Figura 49 se muestra el efecto de los geranilfenoles sobre el crecimiento
micelial, in vitro, de B. cinerea, donde se muestra el efecto de inhibicion de los
compuestos 46 (12%) y 7 (91%), a una concentracion de Captan® y de los compuestos
ensayados de de 250 mg/L. En la Figura 50 se muestra el efecto de los geranilfenoles
sobre el crecimiento micelial, in vitro, de P. cinnamomi, donde se muestra el efecto de
inhibicion de los compuestos 46 (44%) y 45 (99%), a una concentracién de Metalaxil® y

de los compuestos ensayados de de 50 mg/L.
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Tabla 4 . Resultados de los % de inhibicion del crecimiento micelial de los geranilfenoles contra
Botrytis cinerea y Phytoththora cinnamomi Rands, in vitro, a diferentes concentraciones (50,150 y

250 mg/L).

Numero % inhibicién B. cinerea % inhibicidn P.cinnamomi
compuesto 50 mg/L 150 mg/L 250 mg/L 50 mg/L 150 mg/L 250 mg/L

42 2515,6 47+4,2 60+6,7 56+2,6 93+4,5 95+2,8
43 0 0 3045,8 76+2,2 89+4,0 95+0,5
45 0 14423 22+5,0 94+2,5 99+0,6 99+0
46 5+2,0 9+2,0 12+0 37£1,7 44+1,8 0
48 0 25+7,1 63+4,2 95+0,5 98+0,6 99+0,6
49 37+2,2 65+£2,5 82+2,3 73+2,9 92+1,9 99+0,6
50 25£1,5 61+2,1 93+2,4 14+11 43+£3,5 55+3,1
51 12+2,8 56+7,1 83+7,4 0 360 3715,0
52 1+2,0 72+2,0 78£3,0 25+9,8 71+5,9 89+4,6
53 49+3,3 56+2,8 56%2,1 42+2,3 64+0 76x1,1
54 58+2,1 82+3,0 86+1,4 9610 100+0 100+0
55 18+3,5 31+3,4 41+4,6 0 0 0
56 0 4+1.4 2615,4 20+2,1 20+2,1 34+3,8
58 29+0 56+3,0 72+2,0 410,6 15+1,8 1+1,9
59 5+1,0 20+4,8 45+4,0 81+3,9 89+0 92+2,3
60 34+4,0 46+2,0 64+0 66+2,7 80+0,9 88+0,8
61 24+9,6 40+4,5 40+3,9 38+3,6 66+2,7 76%2,2
62 9+2,0 27+£2,0 450 91+2,6 88+0 8840
64 9+2,1 46x2,8 54+4,8 50+1,6 4815,1 27+7,1
65 0 20£2,0 21+1,9 0 0 0
66 49+3,3 59£3,0 79+2,1 5910 67+1,3 76x1,1
67 32+2,2 41+1,7 71+£3,8 5910 63+£1,4 71+£3,4
68 44+2,6 66+2,0 69+0,7 55+3,1 64+0 79+3,3
69 36+2,6 66+4,0 78+0,7 360 64+0 67+2,7
70 13+2,6 39+4,0 91+0,7 36+0 3645,6 36+0
71 0 66+6,4 91+0,7 36+0 2910 2940
72 18+2,9 67+5,5 73£3,1 51+0 40+1,8 35+1,9
73 1+0,4 20+4,2 66+3,9 36x0 35+1,9 24+5,3
74 27+4,0 39+3,0 55+8,0 46+4,5 49+3,3 51+0
75 26x0 49+3,0 84+0 34,5 34,5 5+4,8
C+ 89+2,1 94+1,1 94+1,3 99+2,1 99+1,1 100+1,3
C- 0 0 0 0 0 0

C+: Captan® para B. cinerea, Metalaxil® para P. cinnamomi Rands
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Figura 49. Efecto de los geranilfenoles sobre el crecimiento micelial, in vitro, de B. cinerea a una
concentracion a 250 mg/L, (A) Control positivo, Captan® a 250 mg/L; (B) control negativo, el medio
contiene s6lo PDA y 1% de etanol; (C) compuesto 46; (D) compuesto 70.

Figura 50. Efecto de los geranilfenoles sobre el crecimiento micelial, in vitro, de P. cinnamomi. a
una concentracion de 50 mg/L, A) Control positivo, Metalaxil® a 50 mg/L; (B) control negativo, el
medio contiene s6lo PDA 'y 1% de etanol; (C) compuesto 46; (D) compuesto 45.
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4.4 Evaluacion de los compuestos sintetizados en ensayos de actividad
antifungica, in vitro, contra las cepa de Botrytis cinerea y Phytophthora
cinnamomi Rands en su forma encapsulada.

Los resultados en la determinacion del tamafio de las micelas y constante de
Reparto (Ks) fueron obtenidos del Proyecto de Tesis de Magister Reyes P.'°. Para el
compuesto 54 se evaluaron los parametros fisicoquimicos, para posteriormente realizar el
encapsulacion de los compuestos antifingicos activos sobre Botrytis cinerea y
Phytophthora cinnamomi Rands.

El compuesto 54 absorbe a una longitud de onda de 292 nm, con este dato se
realizé un grafico de Absorbancia vs Concentracién del compuesto, a partir del cual se
obtuvo el coeficiente de extincién molar (¢) del compuesto, considerando la férmula A =
€*C*l, donde A corresponde a la Absorbancia a la cual se mide la muestra; €, es el
coeficiente de extincién molar del compuesto [M™*cm™], C es la concentraciéon molar de
dicho compuesto [M] y | es el ancho de la cubeta igual a 1[cm].

En el Grafico 11 se muestra la curva de calibracion Absorbancia vs Concentracion
para el compuesto 54. En el eje x se sefiala la concentracion molar del compuesto 54 y en
el eje y la absorbancia medida a diferentes concentraciones del compuesto a una longitud
de onda de 292 nm. De la ecuacién de la recta, se obtiene la pendiente que representa el
coeficiente de extincion molar (¢) para el compuesto 54, donde el valor obtenido es igual a
2935 [M*cm™.

1,2
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Gréfico 11. Absorbancia vs Concentraciéon del compuesto 54.
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Se determiné el méximo valor de absorbancia alcanzado por el compuesto 54
disuelto en agua. De acuerdo a esto, en agua, el compuesto 54 absorbe a 289,4 nm con
una absorbancia de 0,565. A partir de estos datos, se determiné la concentracion de
compuesto disponible en solucién. Despejando la concentracién C de la formula: A =
£*C*| se obtiene que la concentracion es igual a 1,925x10™ [M]. Tomando en cuenta la
dilucion realizada de una solucién de 0,101[M] del compuesto 54, con una alicuota de
0,015 [mL] en 5 [mL], la concentracion final es 3,03x10™ [M].

Se evalud el encapsulamiento del compuesto 54 en copolimeros tribloque Pluronic
F-127 (PEO-PPO-PEOQ). Las principales caracteristicas del polimero Pluronic F-127 se
encuentra en la Tabla 5.

Tabla 5. Principales caracteristicas del copolimero en bloque Pluronic F-127.

POLIMERO ESTRUCTURA P.M., Da CMC, [M] CARACTERISTICA
a 37°C
Pluronic % Copolimero de bloque
PEO;00-PPOgs-PEO190 12600 2.8*10 o .
F-127 anfifilico del tipo ABA

*Las estructuras sefialadas corresponden a: PEO: Poli (6xido de etileno), PPO: Poli (6xido de propileno).

4.4.1 Formacion de las micelas poliméricas

A través de la utilizacién del equipo light scattering (DLS) fue posible observar y
determinar la formaciébn de las micelas poliméricas en presencia o ausencia del
compuesto, dado que este sistema entrega informacion respecto a la distribucion de
tamafio e intensidad (porcentaje de formacion de agregados micelares), lo cual permite
determinar el equilibrio entre el polimero y la formacion de micelas, ademas de deducir la
concentracion adecuada de solucién de polimero a utilizar. Considerando esto, en el
Gréafico 12 se sefiala la distribucion y formacién de los agregados micelares a partir de

una concentracién de 1x10M de solucién de Pluronic F-127, ademas del comportamiento
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gue establecen las micelas tanto en ausencia como en presencia del compuesto 54,
indicando su incorporacion al interior del sistema polimérico, a una concentarcion de

compuesto de 10 mM.

30

20 4

Intensity, (percent)

1 10 100 1000
Size, (d. nm)

Gréfico 12. Distribucion de tamafio de los agregados formados por una solucién de Pluronic F-127
a una concentracion de 1x107 [M] A) en ausencia y en B) presencia del compuesto 54 (10 mM).
Las mediciones fueron realizadas a 25°C.

4.4.2 Medicion del Coeficiente de Distribucion. Determinaciéon de la
Constante de Reparto (Ks).

A través del sistema de ultrafiltracion representado se determiné la constante de
reparto (Ks) del compuesto 54 encapsulado en los dos polimeros disponibles de acuerdo

al siguiente equilibrio:
Compuesto 54 en agua (ac) + micela (m) €-> Compuesto 54 en micela (m)

Se puede obtener la siguiente ecuacién, que corresponde a la constante de

reparto del compuesto 54:
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[compuesto 54]m
Ks =

[compuesto 54]ac * [micela]
Despejando se obtiene,

[compuesto54]m

K ' -
S * [mlcela] [Compuest054] ac

Donde la pendiente del grafico de la Concentracién molar del compuesto 54 en
agua vs concentracion molar del compuesto 54 en micela es igual a la constante de
reparto (Ks) multiplicado por la concentracion de micela. Por lo tanto, el valor de la
constante de reparto (Ks) es igual a la pendiente de la recta dividida por la concentracion
de la micela. De acuerdo a lo planteado, se obtuvo el grafico del compuesto 54
encapsulado en Pluronic F-127. En el Gréfico 13 se muestra la curva de reparto del
compuesto 54 en Pluronic F-127. En el eje x se sefiala la concentracion molar del
compuesto 54 en la fase acuosa y el eje y corresponde a la concentracion molar del
compuesto 54 en la micela. De la ecuacion de la recta, se obtiene la pendiente que
representa el valor de Ks*[m], que es igual a 31,856. La concentracion de la micela es

igual a 0,001 [M], por lo tanto, despejando el valor de K; es igual a 3,19x10* [M™].

N
(63}

y = 31.856x
r* = 0.994

N

[C-54] micela, *103, M
P
e

o
o

o

0 2 4 6 8 10 12
[C-54] agua, *10°, M

Grafico 13. Curva de reparto del compuesto 54 en Pluronic F-127.
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4.5 Ensayos de actividad antifungica, in vitro, contra las cepa de Botrytis
cinerea y Phytophthora cinnamomi Rands de geranilfenoles activos, en su
forma encapsulada.

A partir de los resultados obtenidos en la evaluacion de los compuestos
geranilfenoles en su actividad antifingica, in vitro, contra Botrytis cinerea y Phytophthora
cinnamomi Rands en su forma libre (un alto porcentaje de inhibicion micelial) y los
resultados en el rendimiento de la reaccion de Alilacién Friedel-Crafts en la obtencion de
los compuestos sintetizados, se seleccionaron los compuestos para evaluar su actividad
antifingica, in vitro, contra los dos hongos en su forma encapsulada. Los compuestos
seleccionados que presentan actividad antifingica contra ambos hongos son los
compuestos 49, 50, 53, 54, 58, 66, 67 y 68, con porcentajes de inhibicion de crecimiento
micelial sobre un 70% a 250 mg/L. También se selecciond un compuestos que presenta
una baja actividad antifungica, para ver si este compuesto una vez encapsulado pueda
aumentar su actividad, debido a la facultad de la micela de aumentar la solubilidad de los
compuestos apolares, para este caso se eligié el compuesto 46.

En la Tabla 6 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos en el
porcentaje del crecimiento micelial de compuestos geranilfenoles seleccionados sin
encapsular y encapsulados en Pluronic F-127 contra Botrytis cinerea, a tres diferentes

concentraciones (50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculacién de 72 hr.

Tabla 6. Efecto de actividades antifingicas, in vitro, de compuestos geranilfenoles sin encapsular y
encapsulados en Pluronic F-127 contra Botrytis cinerea.

Sin encapsular Encapsulados
Compuesto 50 ppm 150 ppm 250 ppm 50 ppm 150 ppm 250 ppm
46 5+2,0 9+2,0 1210 0+0 55+3,0 85+2,0
49 37+2,2 65+2,5 82+2,3 10+2,0 51+0 76+1,0
50 25+1,5 61+2,1 93+2,4 360 510 760
53 49+3,3 56+2,8 56+2,1 24+2.0 69+0 85+2,0
54 58+2,1 82+3,0 86+1,4 29+2 4 86+1,1 97+0,2
58 29+0 56+3,0 72+2,0 21+2,0 50+2,0 69+1,0
66 49+3,3 59+3,0 79+2,0 360 53+2,0 79+1,0
67 32+2,2 41+1,7 71+3,8 21+2,0 55+3,0 71+0
68 44+2,6 66+2,0 69+0,7 80 50+2,0 76x1,0
C- 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
C+(Captan) 89+1,6 9415 94+1,7 23+1,8 73+2,4 86+2,3
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Para el caso de Botrytis cinerea, el compuesto 46 fue el Unico compuesto que
aument6 significativamente su actividad antifingica al ser encapsulado, para una
concentracion de 150 mg/L de un valor de 9% a 55% inhibicion del crecimiento micelial y
de 12% a 85% de inhibicibn para una concentracion de 250 mg/L. El compuesto 53
aumento su actividad antifungica al ser encapsulado a una concentraciéon de 250 mg/L de
un 56% a un 85% de inhibicion del crecimiento micelial, y el compuesto 54 aumento su
actividad antifingica de un 86% a un 97% de inibicion de crecimiento micelial, a una
concentracion de 250 mg/L Los demas compuestos bajaron levemente su actividad o la
mantuvieron en el mismo rango.

En la Tabla 7 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos en el
porcentaje del crecimiento micelial de compuestos geranilfenoles sin encapsular y
encapsulados en Pluronic F-127 contra Phytophthora cinnamomi Rands, a tres diferentes

concentraciones (50, 150 y 250 mg/L), a un tiempo de inoculacién de 168 hr.

Tabla 7. Efecto de actividades antiflingicas, in vitro, de compuestos geranilfenoles sin encapsular y
encapsulados en Pluronic F-127 contra Phytophthora cinnamomi.

Sin encapsular Encapsulados
Compuesto 50 ppm 150 ppm 250 ppm 50 ppm 150 ppm 250 ppm
46 37+1,7 44+1,8 00 00 0+0 0+0
49 73+£2,9 92+1,9 99+0,6 00 00 00
50 14+1,1 43+3,5 5543,1 00 0+0 0+0
53 42+2,3 64+0 76x1,1 37+1,8 61+2,9 71+0
54 960 1000 100+0 750 84+0 91+0
58 4+0,6 15+1.,8 1+1,9 00 00 00
66 5910 67+1,3 76%1,1 37+1,8 3910 55+2,5
67 5940 63+1,4 71+£3,4 00 00 00
68 55+3,1 640 79+3,3 0+0 0+0 0+0
C- 00 00 00 00 00 00
C+(Metalaxil) 9910 99+0 100+0 100+0 100+0 100+0

Para el caso de P. cinnamomi, los Unicos compuestos que presentaron actividad
antifungica en forma encapsulada fueron los compuestos 53, 54 y 66. EI compuesto 53
mantuvo los valores de porcentaje de inhibicién en el mismo rango, el compuesto 54 bajo

levemente sus porcentajes de inhibicién, en cambio, el compuesto 66 bajo notorariamente
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sus porcentajes de inhibicion a las diferentes concentraciones. Los demas compuestos no
presentaron actividad antifiingica en forma encapsulada contra P. cinnamomi, dando un
porcentaje de inhibicion igual a cero. En la Figura 51 se muestra el efecto de los
geranilfenoles encapsulados sobre el crecimiento micelial, in vitro, (A) contra Botrytis
cinerea para el compuesto 46 y (B) contra Phytophthora cinnamomi para el compuesto 53
encapsulados en Plurinic F-127, a diferentes concentraciones (50, 150 y 250 mg/L) a un

tiempo de inoculacién de 72 hry 168 hr, respectivamente.

C+ C- 50 mg/L 150 mg/L 250 mg/L

Figura 51. Efecto de los geranilfenoles encapsulados sobre el crecimiento micelial, in vitro, (A)
compuesto 46 para B.cinerea, (B) compuesto 53 para P. cinnamomi, a diferentes concentraciones
(50, 150 y 250 mg/L). El control positivo (C+) Captan® para B.cinerea y Metalaxil® para P.cinnamomi.
Control negativo, el medio que contiene sélo PDA 'y 1% de etanol.
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4.6 Célculo de Log P paralos compuestos geranilfenoles.

El coeficiente de reparto de una sustancia es un cociente o proporcién entre las
concentraciones de un compuesto no-ionizado entre los dos disolventes. El logaritmo del
cociente entre las concentraciones del soluto no-ionizado en los disolventes se llama Log
P y se presenta en forma logaritmica porque el rango de valores que puede tomar es muy

amplio, y se representa con la siguiente ecuacion:

[soluto]octanol)

logP =1 (
o8 8 [solutolagua

Se obtuvo el valor de Log P calculado para los geranilfenoles sintetizados
utilizando el Programa ChemDraw Ultra 8.0, donde los resultados se muestran en la Tabla
8.

Tabla 8. Valores de Log P de geranilfenoles sintetizados

N° compuesto Log P N° compuesto Log P
42 4,38 59 4,64
43 4,38 60 4,64
44 75 61 4,64
45 4,38 62 4,64
46 7,5 63 4,28
47 7,5 64 4,51
48 4,86 65 7,63
49 4,86 66 4,51
50 7,98 67 4,51
51 7,98 68 4,51
52 3,99 69 4,51
53 4,25 70 4,39
54 4,38 71 4,39
55 4,64 72 7,39
56 4,64 73 7,51
57 4,64 74 4,39
58 7,76 75 7,51
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Los compuestos que presentaron mayor actividad antifangica in vitro, en forma
libre contra Botrytis cinerea son los compuestos 49, 50, 51, 52, 54, 66, 69, 70, 71y 75,
con porcentajes de inhibicién de crecimiento micelial de un 80%, a una concentracion de
250 mg/L. Estos compuestos presentan en su estructura dos grupo hidroxilos en el anillo
aromatico (49, 50, 51, 52 y 54), y de dos a tres grupos metoxilos en el anillo arématico
(66, 69, 70, 71 y 75). Los compuestos 49, 52, 54, 66, 69, 70 y 71 son compuestos
monoprenilados, con Log P de 4,86; 3,99; 4,38; 4,51; 4,51; 4,39 y 4,39, respectivamente.
Ademas, los compuestos que también presentan una actividad alta son los compuestos
diprenilados, que son los compuestos 50, 51 y 75, con Log P de 7,98, 7,98 y 7,51,
respectivamente. Por lo tanto, el intervalo de Log P de los compuestos activos contra B.
cinerea seria de 3,99 a 7,98.

Para el caso de Phytophthora cinnamomi Rands, los compuestos que presentaron
mayor actividad antifingica, in vitro, en forma libre son los compuestos 42, 43, 45, 48, 49,
52, 54,59, 60, 62 y 68, con porcentajes de inhibicién de crecimiento micelial de un 80%, a
una concentracion de 250 mg/L. De éstos Ultimos, se destacan los compuestos 45, 48, 54
y 62 con porcentajes de inhibicibn de crecimiento micelial sobre un 90%, a una
concentracion de 50 mg/L. Estos compuestos presentan en su estructura dos grupos
hidroxilos en el anillo aroméatico (42, 43, 45, 48, 49, 52 y 54) vy, de un grupo hidroxilo y un
0 dos grupos metoxilo en el anillo arématico (59, 60, 62 y 68). En este caso, todos los
compuestos son monoprenilados, que corresponden a los compuestos 42, 43, 45, 48, 49,
52, 54, 59, 60, 62 y 68, con un intervalo de Log P de 3,99 a 4,64. Desde los resultados
observados se desprende que, los compuestos mas polares seria mas activos en su
forma libre contra Phytophthora cinnamomi, en cambio, los mas apolares (tanto

monoprenilados como diprenilados) serian mas activos contra Botrytis cinerea.
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CAPITULO 5 - CONCLUSIONES

1. En este trabajo se sintetizaron 34 derivados de geranilfenoles (Figura 52), a partir

de los fenoles correspondientes con geraniol, utilizando la reaccién de sustituciéon
electrofilica aromatica catalizada por BF;*OEt,, de los cuales 11 compuestos
corresponden a moléculas nuevas: 44, 46, 47, 52, 58, 68, 69, 72, 73, 74y 75.

OH OH OH OH
HO\©/R HO J\: HOJ@R Rl R R Rj : iFE
R HO R |HO HO HO OH
42 43 44 45 46 47
OH
OH OH OH OH
i :R i R R’;@R R R | HO R
HO OH OH HO OH R [HsCO
OH OH
48 49 50 51 52 53
oH OH OH OH OH
R H3CO. i R OCH,  HsCO. i HO: : :R J\: R
R R [H3CO R H,CO
OH
54 55 56 57 58 59
OH OH OH OH OH OH
R R i H3CO\<>/R H3CO\<:[R
OCH,4 R R
OCHs OCHs O OCHj OCHg
60 61 62 63 64 65
OH OH OH OCH; OH OH
R H3CO. H3CO R [ HiCO R H5CO R H;CO.

HsCO R | HsCO HO H5CO H3CO R
OCHs OCH3 OCHjs OCHs
66 67 68 69 70 71
OH OH OH OH

HsCO OCH3 | HiCO OCHjs R R R

R R R HsCO OCH4| HsCO OCH, R= \)\/\/L
OCH;,3 OCH3 OCHy OCH3
72 73 74 75

Figura 52.Estructura de geranilfenoles obtenidos en este trabajo.
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2.- De los 30 derivados de geranilfenoles, aplicados contra B. cinerea y P. cinnamomi
Rands se determind que los compuestos que presentaron mayor actividad antifangica in
vitro, en forma libre contra Botrytis cinerea son los compuestos 49, 50, 51, 52, 54, 66, 69,
70, 71 y 75, presentando porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial sobre un 78%,
a una concentracion de 250 mg/L. Aquellos compuestos que poseen en su estructura dos
grupos hidroxilos en la posicion 1-3 (49, 50, 51) y posicién 1-4 (52 y 54) en el anillo
arématico, tienen un rango de porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de 78% a
93%; en cambio los compuestos que tienen sélo un grupo hidroxilo y dos a tres grupos
metoxilos (66, 69, 70, 71 y 75) tienen un rango de porcentaje de inhibicién de crecimiento
micelial de 78% a 91%. Estos geranilfenoles son monoprenilados y diprenilados, donde el
intervalo de Log P para estos compuestos es de 3,99 a 7,98.

Para el caso de Phytophthora cinnamomi Rands, los compuestos que presentaron
mayor actividad antifangica in vitro, en forma libre son los compuestos 42, 43, 45, 48, 49,
52, 53, 54, 59, 60, 61, 62 y 68, con porcentajes de inhibicibn de crecimiento micelial
mayor a 76%, a una concentraciéon de 250 mg/L. De éstos Ultimos, se destacan los
compuestos 45, 48, 54 y 62 con porcentajes de inhibicién de crecimiento micelial mayor a
90%, a una concentraciéon de 50 mg/L. Igualmente, los compuestos que en su estructura
presentan dos grupos hidroxilos en la posicién 1-2 (42 y 43); posicion 1-3 (45, 48, 49) y
posicion 1-4 (52, 53, 54) en el anillo aromatico, tienen un rango de porcentaje de
inhibicién de crecimiento micelial entre 76% a 91%; en cambio, los compuestos con un
grupo hidroxilo y uno-dos grupos metoxilos (59, 60, 61, 62, 66 y 68) tienen un rango de
porcentaje de inhibiciébn de crecimiento micelial entre 76% a 92%. En este caso, a
diferencia de lo que sucede frente a B. cinerea, so6lo fueron activos los geranilfenoles
monoprenilados, donde el intervalo de Log P para estos compuestos es de 3,99 a 4,64.

Para la mayoria de los geranilfenoles, al aumentar el nimero de grupos metoxilos
en el anillo aroméatico la actividad antifingica mejora, para el caso de B. cinerea, en
cambio, para P. cinnamomi ocurre lo contrario, es decir disminuye el porcentaje de
inhibiciébn micelial. En forma ascendente de la cantidad de grupos metoxilos en el anillo
aromatico, se obtuvieron los siguientes resultados: B. cinerea: 1-OCH; (59, 60, 61, 62 =
40-64 % |.C.micelial) < 2-OCHj3 (66, 67, 68, 69 = 69-79 % |.C.micelial) < 3-OCH; (70, 71,
72, 73, 75= 66-91 % l.C.micelial). Para P. cinnamomi: 1-OCHjs; (59, 60, 61, 62 = 76-92 %
I.C.micelial) > 2-OCH3; (66, 67, 68, 69 = 67-79 % |.C.micelial) > 3-OCH5; (70, 71, 72, 73,
75=5-36 % I.C.micelial).
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3.- Se verificd la incorporacion del compuesto 54 en la formulacién de la micela con
Pluronic F-127 (PEO;0-PPOss-PEO100; cOpolimeros tribloque) mediante la distribucion del
tamanfo e intensidad de los agregados, donde se utiliz6 el equipo Dynamic light scattering
(DLS) para observar la formacion de las micelas poliméricas con y sin el compuesto 54
(Gréfico 12). Ademas, a través del valor de la constante de reparto del compuesto 54 en
Pluronic F-127 que fue de 3,19*10* [M], se valida el hecho de que se logré encapsular el

compuesto en las micelas poliméricas (Gréfico 13).

4.- Se comprob6 que el encapsulamiento de algunos de los compuestos pertenecientes al
grupo de los geranilfenoles, mejoran la actividad antifingica; para el caso de: Botrytis
cinerea, sélo los compuestos 53 y 54 encapsulados en Pluronic F-127, mejoraron su
actividad antifingica, de un 56% a un 85% de inhibicion del crecimiento micelial para el
compuestos 53, y de un 86% a un 97% de inhibicion del crecimiento micelial para el
compuesto 54, a una concentracién de 250 mg/L. Estos compuestos presentan grupos
hidroxilos en la posicion 1-4 en el anillo aromatico. Sin embargo, donde se logré apreciar
sustancialmente la mejora de la actividad biolégica fue al aplicar el compuesto 46
encapsulado, su actividad antifingica aumentd significativamente de un 12% a un 85% de
inhibicion de crecimiento micelial de B.cinerea, a una concentracion de 250 mg/L, por lo
tanto, efectivamente en este caso, la micela facilita la incorporacion de este compuesto en
el hongo fitopatégeno.

Para el caso de Phytophthora cinnamomi Rands sélo los compuestos 53 y 54
encapsulados inhiben el crecimiento del patégeno, los demas compuestos no presentaron
una significativa actividad antifangica contra el hongo. Para este patdgeno, se podria
inferir que su pared celular deberia ser mas selectiva frente a la accibn de estos
compuestos, ya que permite facilmente el ingreso de éstos, a las células del hongo
cuando se encuentran sin encapsular, en cambio cuando se encuentra en la micela
disminuye su actividad permitiendo que el hongo crezca. Esto probablemente se deba a
gue la micela queda atrapada en la pared celular del hongo y no se produzca la accion
fungicida de los compuestos ya que la micela no liberaria o difundiria el compuesto, por lo
tanto, este no dafiaria la pared celular y tampoco pasaria al espacio citoplasméatico del

hongo.

5.- Se concluy6 que el grupo Il de compuestos, que posee la geranilhidroquinona y sus

derivados, son los que presentaron un mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento
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micelial en ambos hongos patégenos. Sus actividades se han justificado por su capacidad
de sufrir ciclos redox, que involucran la generacion de EROS (Especies Reactivas de
Oxigeno) bajo condiciones aerobias. Los EROS son poderosos agentes oxidantes y
probablemente son los responsables del dafio a las macromoléculas como ADN,

proteinas vy lipidos, provocando estrés oxidativo y apoptosis en las células del hongo*®-
122

6.- Se puede decir que existen compuestos especificos que son mas activos para un
determinado hongo fitopatdgeno, y que esta actividad antifingica, esta relacionada con su
estructura. Sin embargo, también hay compuestos que presenta actividad antifingica
contra los dos hongos fitopatégenos, por lo tanto no son especificos.

Al encapsular los compuestos mas activos, para el caso de B.cinerea, éstos en su
mayoria conservan su actividad antifingica y el compuesto menos activo en forma libre, al
encapsularse mejor6 la actividad antifingica contra el hongo. Para el caso de
P.cinnamomi, sdlo tres compuestos encapsulados presentaron actividad antifiingica y los
demas compuestos no presentaron actividad significativa, con lo que se podria inferir que
los mecanismos de accién y muerte del hongo son totalmente diferentes, ambos estén
conformados estructuralmente de forma distinta (tienen pared celular diferente,
pertenecen a distintos géneros taxondmicos). Se puede mencionar que sélo se han
realizado experimentos del mecanismo de accion del compuesto 54 frente a B. cinerea,
donde se determiné que este compuesto altera la integridad de la membrana plasmética

(Diaz K., Espinoza L., Datos no publicados 2016).

7.- Finalmente el trabajo de investigacién desarrollado en esta tesis, permitié confirmar la
hipétesis planteada, demostrando que estructuras de geranilfenoles lineales sintéticos
conteniendo grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo aroméatico, poseen actividad inhibitoria
del crecimiento sobre patégenos vegetales, y que pueden mejorar su actividad antifiingica

una vez encapsulado en micelas poliméricas.

8.- Como investigacién posterior a este trabajo, se recomienda seguir profundizando en

los siguientes puntos:
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e Encontrar un método sintético que permita aumentar el rendimiento de la reaccion
en la sintesis de geranilfenoles, dado que los rendimientos obtenidos fueron entre
1% a 27%, donde la mayoria no sobrepasa del 10% de rendimiento.

e Realizar un estudio cuantitativo de relacion estructura-actividad (3D-QSAR) de los
geranilfenoles.

e Segquir trabajando en el encapsulamiento de geranilfenoles, tratando con una
variedad de polimeros en la obtencién de micelas, de tal forma de plantear algun
mecanismo de incorporacion y de accion de los compuestos activos sobre los

hongos fitopatogenos.
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ANEXO

Abreviaturas generales

e Ac,O : Anhidrido Acético

e AcCOEt : Acetato de etilo

e AcCOH : Acido acético

e anh, . Anhidro

e agq, : Acuoso

e BF;ELO : Trifloruro de boro etearato
e CC . Cromatografia en columna
e CCF . Cromatografia en capa fina
e CuCN : Cianuro de cobre

e DCM . Diclorometano

e DMAP 4-N,N-dimetil amino piridina
e DMSO : Dimetilsulfoxido

e Et,0 : Eter etilico

e EN : Trietilamina

e EtOH . Etanol

e hex . Hexano

e Me,SO, : Sulfato de dimetilo,

e MesSBr Bromuro de trimetilsulfonio
e MeCN :  Acetonitrilo

e MeOH : Metanol

e N, : Nitrégeno

e Na,S,0, : Hidrosulfito de sodio

e N-BuLi n-butil Litio

e Net,BF; : Tetrafluoroborato de tetraetilamonio
e pp :  Precipitado

e SEAr : Sustitucion Electrofilica Aromatica
e T°amb, : Temperatura ambiente

e THF . Tetrahidrofurano

e TMEDA : Tetrametiletiliendiamina

e 1:9—-8:2. Desde lapolaridad 1:9 hasta polaridad 8:2
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Abreviaturas en resonancia magnetica nuclear

RMN Resonancia Magnética Nuclear

o) desplazamiento quimico

ppm partes por millén

S singlete

d doblete

t triplete

dd doble doblete

dt doble triplete

ddd doblete de doble doblete

m multiplete

J constante de acoplamiento

23 y3 acoplamiento escalar heteronuclear a dos y tres enlaces
respectivamente

DEPT Distortionless Enhacement by Polarization Transfer

NOESY Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Connectivities

1D Espectro mono-dimensional

2D Espectro bidimensional

*H Asignacién intercambiable con otro Hidrogeno marcado con
asterisco

C Asignacion intercambiable con otro Carbono marcado con cruz

™C Asignacién intercambiable con otro Carbono marcado con doble
cruz

*C Asignacion intercambiable con otro Carbono marcado con triple cruz
e Asignacion intercambiable con otro Carbono marcado con cuadruple
cruz
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Abreviaturas en espectroscipia infrarojo
e IR . Espectro Infrarojo

e cmt : Frecuencia en centimetros a la inversa

Abreviaturas en espectroscipia de masas

e EM Espectro de masas de resolucién unitaria
e EMAR : Espectro de masas de alta resolucion

e m/z . Relacién masa versus carga

e M :  Masa ion molecular

e M+H" . Masa ion molecular mas 1

e M+Na" Masa ion molecular mas 23

e M+NH,” : Masaion molecular mas 14

e M-H' : Masa ion molecular menos 1
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Espectros RMN *H, **C, DEPT 135, 2D HSQC, 2D HMBC y 1D NOESY selectivo.
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Espectros RMN *H, *C, DEPT 135, 2D HSQC, 2D HMBC y 1D NOESY selectivo.

COMPUESTO 44

G869'T —
0189'T ——

8£10°Z
91802 /
6670'Z —\

09.02— 7
G¢60'¢ \

180T°¢

9202°€ — _
cozee—

1S02S— 7
1€22°G \

€0ve’S

67,99 —

.

HO
HO
I

£
& —1eqrs

2.0

25

3.0

35

4.0

4.5

5.0

ol
o)

6.0

5.
©

7.0

=
— IVLEET

T
/80€'TT
_

.

€G.9°E

]

cre9'l
T10€C

S
T200¢

Y

62920

— VeI U

o

0000°¢

— VUUv ¢

90°9TT ——

67°02T —
162¢T ——
STYeT—
SYTET

Sz ZeT -
€OVET —
26'SET—

Vel ——

130

ppm

110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

120

140

9T'9T
0L 2T~ -

seee

@m.mm/
thm/
NN.@N%
999z —
B.@N\
w2z

E.om\
66°0€

€168 ——

L6V ——

L09TT —— -

617'0¢T ——
16'CCT ——
9Cver —

125 120 115 110 105 100 95

ppm

40 35 30 25 20

50 45

85 8 75 70 65 60 55

90

Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 44.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 6,68 ppm; b) 3,21 ppm del compuesto 44.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 46.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) & = 3,43 ppm; b) 3,29 ppm del compuesto 46.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 47.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 47.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) d = 5,29 ppm; b) 5,06 ppm del compuesto 47.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 52.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 53.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 53.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 58.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 58.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 8 = 3,26 ppm; b) 3,24 ppm del compuesto 58.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM



HO

HsCO o~

a)

| \ | A L
PPV NIRTOT WA Y SRR R wﬂwm\amﬂwmmuﬂh\hhﬂ; PV,_/mmmw.,,,mm.wmwmwm. wm.mw |t

L\
| |
|
e e
7.¢ 6.5 5.0 5.5 5.0 4.5

4.0 3.5 3

b) \
me%WMWWW o it AR
i | |

-
345 3.0 2.5 2. l 5

Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 3,84 ppm; b) 5,39 ppm del compuesto 58.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 62.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 62.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 3,28 ppm; b) 5,11 ppm del compuesto 62.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo & = 5,29 ppm del compuesto 62.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 63.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 63.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 5,09 ppm; b) 5,49 ppm del compuesto 63.

Programa Doctorado Conjunto en Ciencias mencion Quimica UV-USM



COMPUESTO 64

STVE'S —
v6GE'E—

S6Y.L' € ——
6¥58'C ——

T09¢° L ——

OH

HsCO

OCHj
I
A

6.

n

—0000¢

—9166°¢

j

= .L160°€

089€'T

—22JC v

—/8096°0
—8180'T

—¥Sv6°0
85560

SL6E——

LGS~
1095 —

¢L'96 —

'S0T ——

L6 TCT ——
8Cvel——
8V’ LcT——

OV’ 1€l ——

VG'9ET —
EVLET—

SLOYT ——

G8'¢ST ——

ppm

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

150

ST9T ——
69 LT —

89'6Z —__
€192 ——
zrse—

L6 —

v1'66 —~__
2095 —

¢L'96 —

S7'S0T ——

86'1¢T ——
6CV¢T ——

125 120 115 110 105 100 95

ppm

86 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

90

Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 64.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 64
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 65.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 65.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 3,39 ppm; b) 3,30 ppm del compuesto 65.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 8 = 1,76 ppm; b) 1,65 ppm del compuesto 65.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 68.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 68.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 8 = 3,30 ppm; b) 5,12
ppm del compuesto 68.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 69.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 69.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 8 = 3,27 ppm; b) 5,10
ppm del compuesto 69.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 70.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 70.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 3,30 ppm; b) 5,32
ppm del compuesto 70.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo 6,44
ppm del compuesto 70.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 71.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 71.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 3,27 ppm; b) 5,46
ppm del compuesto 71.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 72.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 72.
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 73.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 73.
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COMPUESTO 74
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 74.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 74.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) & = 3,36 ppm; b) 6,25
ppm del compuesto 74.
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COMPUESTO 75
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Espectros de RMN *H, *C y DEPT 135 del compuesto 75.
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Espectro de RMN 2D HSQC y HMBC del compuesto 75.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo a) 6 = 5,20 ppm; b) 5,06
ppm del compuesto 75.
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Espectros de RMN 1D NOESY de pulso selectivo & = 3,36 ppm del compuesto 75.
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