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SUMMARY

Natural products have been used to treat desease form thousands of years and they
play an important role in drug discovery and development. Coumarin, the most abundant
family of secondary metabolite, was first isolated from Tonka beans in 1820. They are an
important class of heterocycles containing oxygen widely found in several plant families,
essential oils, microorganisms and a few animal species. Coumarins are considered good
examples of privileged structures with polycyclic heteroatomic systems that are capable to
bind to multiple pharmacological targets, thus providing a viable starting point in the search
for new drugs. The 2H-chromen-2-one nucleus is the structural feature that is responsible
for the privileged pharmacological actions of coumarins. Coumarin and its derivatives
possess a remarkably broad spectrum of biological activities including anticoagulant,
antinerurodegenerative, antioxidant, anticancer and antimicrobial activities.

7-Hidroxy-4methylcoumarin (hymecromone or 4-methylumbelliferone) is a coumarin
derivative which has been use for more than thirty years for the treatment of functional and
obstructive spasms of the biliary tract.

In this work hymecromone was synthesized from resorcinol and ethylacetoacetate
via Pechmann reaction using p-toluenesulfonic acid as catalyst. This method offered several
advantages over conventional method as high vyields, short reaction times, easy handly
reaction conditions and simple work-up.
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1. INTRODUCCION

Las cumarinas son una familia de compuestos de origen natural o sintético
constituidas por una anillo de benceno condensado a un anillo de a-pirona. Se conocen
también como benzopironas y se producen de forma natural en plantas y microorganismos
de los que se han aislado aproximadamente 1300 derivados de mas de 800 especies. Las
cumarinas se han aislado de plantas de la familia de las Angiospermas, tales como Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae y Umbelliferae. El primer representante de esta familia, la cumarina,
fue aislado por August Vogel en el afio 1820 del haba de la Tonka (Dipteryx odorata) [1], [2]
o comunmente, cumaru que es de donde procede el nombre de esta familia de compuestos.
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El esqueleto cumarinico se origina biosinténticamente partiendo de la L-fenilalanina
gue por pérdida de amoniaco da lugar al acido trans-cindmico (Figura 1). Posteriormente una
reaccion de mono o dihidroxilacidn del acido trans-cinamico conduce a la formacion de los
acidos trans-hidroxicindmicos, que se isomerizan a los isémeros E o cis. Posterior ciclacion de
los mismos origina la cumarina o su 7-hidroxi derivado, la umbeliferona [2].
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Figura 1. Esquema de la biosintesis de cumarinas.

Las propiedades bioquimicas, farmacoldgicas y terapéuticas de las cumarinas
dependen en gran medida de la naturaleza de los sustituyentes presentes en el esqueleto
base de benzopirona [3]. Sobre la estructura base de la cumarina se pueden introducir
sustituyentes de distinta naturaleza, lo que lleva a que existan cumarinas que pueden ser
utilizadas con diversas finalidades como aditivos alimentarios, perfumes, cosméticos,
productos agroquimicos o bien como farmacos. A nivel farmacoldgico las cumarinas
presentan interés como anticoagulantes [2], [4], antiinflamatorios [5], antioxidantes [6],
antivirales [7] y antibacterianos [8]. Dos de los farmacos mas representativos son el
acenocumarol (Sintrom®) y la warfarina (Aldocumar) derivados sintéticos de las cumarinas
con accién anticoagulante en patologias con valvulopatias o fibrilacién auricular.

X
® o°
0 O N~

4

Warfarina

Acenocumarol
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La 7-hidroxi-4-metilcumarina o himecromona es un medicamento que posee doble
accion: colerética promoviendo la produccion de bilis por las células del higado y
espasmolitica actuando en las vias biliares. Actualmente se emplea para el tratamiento de
desdrdenes en la piel como eccemas y psoriasis combinada con radiacidn ultravioleta. Sin
embargo es una cumarina que no presenta actividad como anticoagulante.

HO O

7-Hidroxi-4-metilcumarina
(4-Metilumbeliferona o Himecromona)

El aislamiento de las cumarinas como productos naturales no es facil y por eso se han
descrito diversas metodologias para su sintesis. La reaccion de Pechmann es el método mas
utilizado para llevar a cabo la sintesis de cumarinas ya que los materiales de partida son
sencillos (fenoles y B-cetoésteres) y los rendimientos de la reaccién son altos. Sin embargo,
esta metodologia necesita el uso de catalizadores acidos homogéneos como acido sulfurico,
acido trifluoroacético o pentéxido de fésforo, que presentan problemas de corrosion, son de
dificil separacion del medio de reaccién, en ausencia de disolvente se requieren tiempos de
reaccion largos y generan problemas medioambientales. Se hace necesaria la busqueda de
métodos alternativos que permitan reducir el impacto medioambiental y el ahorro
energético.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente Trabajo de Fin de Grado estd orientado a la
optimizacién de un método alternativo para sintetizar la 7-hidroxi-4-metilcumarina, con el
propdsito de poder incorporar la metodologia a la docencia de practicas de laboratorio de la
asignatura de Quimica Farmacéutica Il de tercer curso del Grado en Farmacia.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

- Desarrollo de una metodologia sintética para la preparacion de la 7-hidroxi-4-
metilcumarina o himecromona haciendo uso de la reaccion de Pechman.

- Uso de métodos sintéticos de bajo coste, que reduzcan del impacto
medioambiental y de ahorro energético.

- Desarrollo de procedimientos dptimos para el aislamiento del producto de
reaccion.

- Elucidacidn estructural del producto final, 7-hidroxi-4-metilcumarina.

- Estudio de aquellas cuestiones suscitadas durante el desarrollo de este
Trabajo de Fin de Grado.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Sintesis de la 7-hidroxi-4-metilcumarina catalizada con acido sulfurico

o} o
/©\ ’ )J\/U\ a0 D
—_—
HO oH FO

HO O O

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se colocé acido sulfirico concentrado
(distintas cantidades, ver Tabla 1) y bajo agitacién magnética se enfrié en un bafio de agua-
hielo hasta que la temperatura alcanzé los 5 °C.

En un vial de 10 mL se prepard una disolucién de resorcinol (1,1 g, 10 mmol) en
acetoacetato de etilo (1,3 mL, 10 mmol), calentando en un bafio de agua en caso necesario.
Esta disolucion se afiadid, gota a gota, al 4cido sulfurico, controlando que la temperatura de
la mezcla no superase los 10 °C. Terminada la adicién se continud la agitacion durante 30
minutos mas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se vertié sobre 50 g de hielo
triturado, obteniéndose un sdlido con aspecto de laca correspondiente al 7-hidroxi-4-
metilcumarina que se filtré a presion reducida. El producto se disolvié usando una disolucion
fria de hidréxido sddico 1 N. Seguidamente el pH de esta disolucién se llevé hasta 2 por
adicion de pequefias porciones de acido clorhidrico 6 N. El precipitado de 7-hidroxi-4-
metilcumarina se filtr6 a presion reducida y el producto fue purificado mediante
cristalizacién de etanol caliente.

Tabla 1. Reaccién de resorcinol y acetoacetato de etilo con H,SO,.

Resorcinol Acetoacetato de H,SO, Condiciones Rendimiento
etilo de 7-hidroxi-4-
() (mmol) (mL) (mmol) (mL) (mmol) reaccion metilcumarina
(%)
a
1,1 10,0 1,3 100 | 100 | 1876 T"amb 76,6
30 min
T°amb
1,1 10,0 1,3 10,0 2,0 37,5 am 92,5
30 min

3.2 Sintesis de la 7-hidroxi-4-metilcumarina catalizada con acido p-toluensulfénico

(e}
1
o o —< :}—ﬁ—OH
G = N
_—
HO OH EtO distintas

condiciones HO o) o

En un elernmeyer de 25 mL se preparé una disolucion de resorcinol (1,1 g; 10,0
mmol) y acido p-toluensulfénico (1,9 g; 10,0 mmol) en acetoacetato de etilo (1,3 mL, 10,0
mmol). La mezcla se sometid a diferentes condiciones (ver Tabla 2). Finalizado el tiempo de
reaccion, la mezcla se enfrido a temperatura ambiente y se afiadieron 10 mL de agua. El
precipitado de 7-hidroxi-4-metilcumarina obtenido se filtrd a presién reducida y se purifico
por cristalizacién de etanol caliente.
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Tabla 2. Reaccion de resorcinol y acetoacetato de etilo con acido p-tonuensulfdnico.

Resorcinol Acetoacetato de p-TsOH Condiciones Rendimiento
etilo de 7-hidroxi-4-
(g (mmol) (mL) (mmol) (g) (mmol) reaccion metilcumarina
(%)
0
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Fstufasoec 93,6
30 min
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Ultrasonido 534
10 min
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Microondas 98,0
15 seg
0
1,1 10,0 1,3 10,0 | 0,194 1,0 | Estufasoec 95,6
30 min
1,1 10,0 1,3 100 | 0,194 10 | Microondas 92,7
15 seg
Estufa 90°C
1,1 10,0 1,3 10,0 | 0,038 0,2 stuta s 56,0
30 min
1,1 10,0 1,3 100 | 0,038 0 | Microondas 56,4
15 seg

3.3 Sintesis de la 7-hidroxi-4-metilcumarina catalizada con resinas iénicas (DOWEX®)

(¢}
1]
H—0—-S— Dowe)@

(@] (@] Il
+ )J\/U\ o) X
HO OH EtO microondas

HO (6] 6]

En un vaso de precipitado de 25 mL se prepard una disolucion de resorcinol (1,1 g,
10,0 mmol) en acetoacetato de etilo (1,3 mL, 10,0 mmol). A la disolucién se adicion6 0,2 g
de la resina intercambiadora DOWEX® 50WX8-200 y la mezcla se calentd en el microondas
durante 25 segundos. Seguidamente la mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente
y se anadié 5 ml de acetato de etilo. Se filtro y se concentré en el rotavapor, obteniéndose
0,27 g de 7-hidroxi-4-metilcumarina (Rendimiento=15,3 %).
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7-Hidroxi-4-metilcumarina (himecromona)

Datos fisicos y
espectroscépicos

Punto de fusion :
UV(EtOH) Amiax:

IR(pelicula) vmsy:

188-190 °C 5
CH,
236, 337 nm 4a {
7
3501 (O—H), 3114 (=C—H), 2983 (C—H), HO 8a O
1

1672 (C=0), 1607 (C=C) cm™

Resonancia Magnética Nuclear

RMN 'H
(CD5CN, 500 MHz) 6:

RMN “c
(CD5CN, 125 MHz) 6:

2.39 (3H, d, J=1.2 Hz, Me-8), 6.08 (1H, d, J=1.2 Hz, H-3), 6.76 (1H, d,
J=2.3 Hz, H-8), 6.83 (1H, dd, J =2.3, 8.7 Hz, H-6), 7.58 (1H, d, J =8.7,
Hz, H-5).

17.4 (c, C-9), 102.2 (d, C-8), 110.7 (d, C-3), 112.2 (d, C-6), 112.7 (s,
C-4a), 126.1 (d, C-5), 153.1 (s, C-4), 155.0 (s, C-8a), 160.2 (s, C-7),
160.5 (s, C-2).

Espectrometria
de Masas

EM
(IE) m/z (%):

EM (alta resolucion)
(IE) m/z:

176 [M]" (100), 148 (81), 120 (11), 91 (14)

Calculado para CyoHgO3[M]*: 176.0473, observado 176.0491

— B.0356
—— 5.0836

— 23908
—Zooon
—— 1.9508

CHsy

HO O

T T T T T T T T T
8 ] 4 3 2 [ppm]

Espectro de RMN 'H de la himecromona
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153.1255

1127378

112.1086
4183

17

~— 160.5210

T 1801721
—— 1548753
— 126.1455
— 117 0073
—— 1106680

—— 1021873

-

L

l.ll' o Ld JHQ

T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 0 [ppm]

Espectro de RMN 3¢ de la himecromona

3.4. Técnicas espectroscopicas y espectrométricas
3.4.1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN se realizaron en un espectrofotémetro Bruker Advance 600 (600
MHz para 'H y 150 MHz para *3C). Los productos se disolvieron en cloroformo deuterado
(CDCl3) y acetona deuterada (Acetona-dg) con tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Los valores de desplazamiento quimico (0) se expresan en ppm y las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. En los experimentos de RMN H, la multiplicidad de las sefiales se
indica por las abreviaturas: (s) singlete, (d) doblete y (m) multiplete; y en los experimentos
de *C RMN: (c) CHs, (t) CH,, (d) CHy (s) C.

3.4.2. Espectrometria de masas de baja y alta resolucion (EM y EMAR)

Los espectros de masas, tanto de baja como de alta resolucion, fueron realizados en
un espectréometro LCT Premier XE Micromass Electrospray Spectrometer.

3.4.3. Espectroscopia infrarroja (IR)

El espectro de IR fue registrado en un espectrofotémetro FT-IR Bruker, modelo IFS
55, utilizando disolucién del compuesto en cloroformo seco sobre una pastilla de cloruro de
sodio. Los valores se expresan en cm *.
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3.4.4. Espectroscopia ultravioleta (UV)

El espectro de UV fue registrado en un espectrofotémetro Jasco V-560. El producto
se disolvié en etanol y se colocé en una celda de cuarzo de 1 mL de volumen y con un paso
de luz de 10 mm. Los valores de longitud de onda se expresan en nm.

3.4.5. Punto de fusion

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de la marca Bibby Stuart,
modelo SMP10. Los datos se expresan en grados centigrados.

3.5. Técnicas cromatograficas
3.5.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Las cromatografias en capa fina se realizan sobre cromatofolios (20 x 20 cm) de gel de
silice tipo G de 0,25 mm de espesor, con indicador de fluorescencia a 254 nm, de la empresa
Macherey-Nagel Sil G/UV,s,4. La visualizacidn de los productos sobre las placas se realiza con
luz ultravioleta a 254 y/o 360 nm y pulverizando con dleum (H,0:H,SO4:AcOH, 4:1:20) con
posterior calentamiento a 120 °C.

3.5.2. Cromatografia en columna (CC)

En la realizacidon de columnas cromatograficas (humedas) se emplea gel de silice fina
de 0,063-0,200 mm de diametro, de la empresa Macherey-Nagel. La gel de silice se
suspende en el eluyente y se compacta con una bomba de baja presion. La muestra se puede
aplicar adsorbida en gel de silice de 0,2-0,5 mm de diametro.

3.6. Otras metodologias
3.6.1. Estufa

Las reacciones realizadas mediante calentamiento con estufa se realizaron en un
aparato marca SELECTA, modelo Contern 2000201.

3.6.2. Microondas

Las reacciones realizadas mediante irradiacion de microondas se hicieron en un
aparato marca LG modelo MS-2027C a una potencia de 1200 w.

3.6.3. Ultrasonido

Las reacciones realizadas con ultrasonido fueron hechas en un aparato marca Selecta
Fuse (A):Z de 100 w.

10
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La 7-hidroxi-4-metilcumarina se prepard haciendo uso de la reaccidon de Pechman a
partir del resorcinol y acetoacetato de etilo (Esquema 1).

® _H
OH
o o H'/ Tamb | .
* )J\/U\ _— —_— H X
HO oH  EO -
HO o~ o HO ) HO o0 o

Esquema 1

En primer lugar se realizd la reaccion de Pechman por el método tradicional [9]
usando un catalizador inorgdnico como el acido sulfurico (Esquema 2, Tabla 1).

O ¢}
Q\ ’ )l\/u\ 0 D
—_—
HO oH FEO

HO O o

Esquema 2

Tabla 1. Reaccién de resorcinol y acetoacetato de etilo con H,SO,.

Resorcinol Acetoacetato de H,S0, Condiciones Rendimiento
etilo de 7-hidroxi-4-
(g) (mmol) (mL) (mmol) (mL) (mmol) reaccion metilcumarina
(%)
T°amb
1,1 10,0 13 100 | 100 | 1876 am 76,6
30 min
a
1,1 10,0 1,3 10,0 2,0 37,5 T"amb 92,5
30 min

Seguidamente se llevaron a cabo dos metodologias alternativas al método tradicional
anterior de la reaccién de Pechman. En el primer método se utiliz6 como agente catalizador
un acido organico, acido p-toluensulfénico (p-TsOH). Para intentar optimizar las condiciones
de reaccion ésta se llevd a cabo de dos maneras diferentes: una usando cantidades
estequiométricas de acido p-TsOH y otra con cantidades cataliticas de dicho acido (Esquema
3, Tabla 2). Se consiguen obtener buenos resultados en condiciones mas suaves que cuando
se usa el acido sulfurico como catalizador.
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+ o o p-TsOH N
T —
HO OH EtO)J\/U\ distintas

condiciones  HO O ]

Esquema 3

Tabla 2. Reaccidn de resorcinol y acetoacetato de etilo con acido p-tonuensulfénico.

Resorcinol Acetoacetato de p-TsOH Condiciones Rendimiento
etilo de 7-hidroxi-4-
(g (mmol) (mL) (mmol) (g) (mmol) reaccion metilcumarina
(%)
0
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Estufasosc 93,6
30 min
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Ultrasonido 534
10 min
1,1 10,0 1,3 10,0 1,9 10,0 | Microondas 98,0
15 seg
0
1,1 10,0 1,3 10,0 | 0,194 1,0 | Estufasoec 95,6
30 min
1,1 10,0 1,3 100 | 0,194 10 | Microondas 92,7
15 seg
0
1,1 10,0 1,3 10,0 | 0,038 02 | Fstufadoec 56,0
30 min
1,1 10,0 1,3 10,0 | 0,038 0 | Microondas 56,4
15 seg

En el segundo método alternativo se usaron condiciones de catalisis heterogénea
para llevar a cabo la reaccién de Pechman. Para ello se empled una resina con caracter
acido, Dowex®50WX8—200. Esta resina, de facil manipulacién, tiene como caracteristica
estructural la presencia de un grupo sulfonico capaz de trasferir un protdén y permite realizar
la reaccién en ausencia de disolvente (Esquema 4). Sin embargo el rendimiento de esta
reaccién no fue bueno.

/©\ ’ )Oj\/lcj)\ oonel? >
EtO microondas
HO OH HO

O O

Rendimiento=15,3 %

Esquema 4
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El andlisis de los resultados obtenidos mostré que el primer método alternativo a la
reaccion de Pechman tradicional con acido sulfurico es el mas eficiente por las siguientes
razones:

1. Se obtienen mejores rendimientos.

2. Se consigue sustituir el uso del acido sulfurico por un catalizador acido
organico solido mas facil de manipular.

3. Se simplifica el proceso de aislamiento del producto de reaccion,
himecromona y se consigue eliminar el uso de las disoluciones de sosa y de
acido clorhidrico.

4. De las distintas técnicas empleadas en esta segunda metodologia destacan
los resultados obtenidos cuando se usa calentamiento con microondas o con
estufa.

5. Se logran obtener rendimientos por encima del 90% usando cantidades
cataliticas del catalizador.
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5. CONCLUSIONES
Del desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado podemos concluir lo siguiente:

a. El método 6ptimo para la obtencion de la 7-hidroxi-4-metilcumarina es la reaccidén de
Pechman empleando acido p-TsOH en cantidades cataliticas.

b. La técnica de laboratorio mas efectiva para la obtencién de la 7-hidroxi-4-
metilcumarina fue el calentamiento con horno microondas ya que supone un ahorro
considerable de tiempo y a su vez energético.

¢. Como conclusion final desde el punto de vista practico las metodologias empleadas
permiten la preparacion de la 7-hidroxi-4-metilcumarina con buenos rendimientos,
facilidad en el tratamiento de las mezclas de reaccidn, un bajo coste y la disminucion
de residuos.
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