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ABSTRACT.

The importance of cyclic' peroxides as the
substituted 1,2 4-trioxanes. 1,2.4,5-tetroxanes and
endoperoxides has grown considerably in recent
years ever since the naturally occurring trioxane
artemisinine and some of its derivatives achieved
prominence as potent antimalarial agents.
Physical properties reported for ascaridole, a
cyclic endoperoxide isolated from the vegetal
named Paico and also from synthetic procedures
by  photoxygenation of = c-lerpinene, are
significantly differents. This lead to perform the
preparation of that substance by Schenck’s
method, but working at 0°C and doing its
separation and purification at room temperature
by preparative column chromatography. Excelent
vields of ascaridol were obtained (ca. 80 % GC-
FID) of high degree of purity (>98 %, GC. RP-
HPLC; NMR, 'H, "*C). The thermal stability of
ascaridole in solution is advanced, reporting the
activation parameters values for the unimolecular
decomposition of that substance in isopropyl
alcohol.
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RESUMEN

La importancia de los peroxidos ciclicos como los
1,2.4-trioxanes, 1,2.4.5-tetroxanes  y los
endoperoxides sustittuidos ha crecido
considerablemente en los tltimos afios.

Artemisinina es un trioxano natural y algunos de
sus derivados lograron prominencia como potentes
agentes antimaldricos. Las propiedades fisicas
informadas para ascaridol, un endoperoxido ciclico
aislado del comunmente denominado Paico y del

obtenido sintéticamente por foloxigenacion de -

terpinene, son significativamente diferentes. En este
trabajo se ha realizado la preparacion de esa
substancia por el mélodo de Schenck. pero
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trabajando al 0 °C y haciendo su separacién y
purificacion a  temperatura  ambiente  por
cromatografia  preparativa cn  columna. Se
obtuvieron excelentes rendimientos de ascaridol
(GC-FID ca. 80%) de alto grado de pureza (GC
>98%: RP-HPLC: NMR: 'H. I3C). Se informa
también la lestabilidad térmica de ascaridol en
solucion, estableciéndose los valores de los
pardmetros de activacion de la descomposicion

unimolecular de esa substancia en alcohol
isopropilico.
Palabras Clave. Endoperoxidos-Ascaridol-

Estabilidad térmica-Antimalaricos
* Aulor a quien debe dirigirse la correspondencia.
INTRODUCCION

La importancia de la sintesis, propiedades y
estabilidad [1. 2] en diversos medios de los
peroxidos  ciclicos  sustituidos  (1,2,4-trioxanes,
1,2.4,5-tetroxanos y endoperdxidos) ha crecido
considerablemente desde su descubrimiento y
preparacion cn el siglo pasado, principalmente por
su polencial accidn terapéutica. Artemisinina es
una lactona sesquiterpénica natural, perteneciente
a la familia de los l.2.4-trioxanos triciclicos y
algunos de sus derivados sintéticos han logrado
destacarse como potenles agentes antimalaricos. En
principio, se puede pensar que como estas moléculas
son peroxidos, deberian ser térmicamente
inestables. Al contrario, la mayoria de los mismos
resisten  calentamientos a relativamente altas
temperaturas va sea en cstado sélido como en
solucién de ciertos solventes. Sin embargo, su
descomposicion térmica ¢s muy sensible al tipo de
solvente utilizado o a la presencia de iones
meltalicos presentes en la solucion. De esta manera,
artemisinina puede calentarse a 190 °C en estado

—solido antes de que se descomponga, en cambio, en

solucién de metanol es mucho menos estable, siendo
también catalizada su descomposicion por iones
ferroso [3].
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Ascaridol (I) es un endoperoxido monoterpénico
(1,4-epidioxi-p-menteno.  1.4-peroxido-p-ment-2-
enc. l-metil-4-(1-metilen)-2.3-dioxa-biciclo [2.2.2]
oct-5-eno, C,oH,c0, C:AS number 512-853-6. peso
molecular 168,23 g/mol, que constituye el principal
(60-80%) principio [armacoldgico activo del aceite
volatii  de  Chenopodium  ambrosioides L.,
Chenopodiaceae [4].

(1)

\\

1 tue aislado independientemente por Nelson [3] y
Wallach [6] del vegetal denominado vulgarmente
Paico (“pie de ganso”, “Epazote”, “Aritasou”,
“Yerba de Santa Maria”, “Wormseed”, segin los
paises donde se lo cultiva). Sus infusiones y
decocciones preparadas con difererentes solventes
todavia se contintian aplicando para el tratamiento
popular de varias afecciones parasitarias, aunque
existen discrepancias sobre su cfectividad y grado
de toxicidad [4].

En csle trabajo se ha verificado un método utilizado
para la sintesis quimica de ascaridol. describiéndose
su obtencion mediante la fotoxidacion de «-
terpineno, teniendo como base el método original de
Schenck [7]. Sin embargo, se¢ han modificado la
temperatura a que se lleva a cabo la reaccion vy la
metodologia empleada para la purificacion del
producto. Esto resulta fundamental para el logro de
una sustancia de suficiente pureza. apropiada para

determinar fehacientemente su estabilidad térmica

en solucidn.
PARTE EXPERIMENTAL

Solventes utilizados

Fueron de calidad analitica, convenicntemente
purificados [8] para los ensayos cinéticos que se
realizaron.

Preparacion de 1

Se cfectud a menor temperatura que la indicada
—anteriormente - (40
isopropilico como solvente y suministrando intensa
radiacion solar: o-terpineno (Sigma, T-225, 98%
CGL) 5 g (29.7 mmoles) disuclto cn 200 mL de

°C—[7]):-—utilizando -alcohol— -
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alcohol isopropilico (Baker, p.a), adicionado de 0,1
g de azul de metileno (Fluka, purum) como agente
fotosensibilizante, fueron colocados en un vaso de
precipitados (Pyrex. 300 mL) en el cual, con
agitacion mecanica, también se hizo burbujear una
corricnte de oxigeno. exponiendo la mezcla en
periodos sucesivos a intensa radiacion solar (48 h),
rodeada de un bafio de hielo-NaCl (ca. 0°C).

(1

El progreso de la preparacion de I (ec 1) se controld

--efectuando -analisis TLC sobre-Jaminas de aluminic-

gel de silice (imarca Merck, tipo F 254), eluyéndose
con una mezcla de acetato de etilo (5 % v/v)-n-
hexano. Se pudo constatar durante todo el curso de la
reaccion una unica mancha (TLC, Ry = 0,43) de
color amarillo claro mediante deteccion UV a 254
nm. El ensayo confirmatorio del cardcter peroxidico
de la sustancia se realizé con el revelador que
contiene vainillina [7]. Una vez que no se obscrvaba
un incremento de la intensidad de la mancha
correspondiente a I, la soluciéon se cargdé en una
columna de gel de silice (2.5 cm d.i. X 25 cm de
longitud) previamente actlivada por calentamiento a
120°C. Se procedié a la separacion de I pasando éter
ctilico hasta aparicion de una ligera tonalidad azul
(correspondiente a la presencia de azul de metileno
en las fracciones eluidas). Estos liquidos fueron
evaporados a presion reducida (Rotavapor),

obleniéndose un residuo claro y viscoso a

temperatura-ambiente {p.-congetamicento ¢a 3 °C; it

3 °C [7); RMN, 'H [11]. Se pudo constatar también
la presencia de hidroperoxido de trans-pinocarveylo
(I1. hidroperéxido de 6.6-dimetil-2-metilen- biciclo
[3.1.1] lhepten-3-ilo, C,,H;s0.. CAS Number
129263-38-3 / 22321-84-3, TLC Ry ca 0,20) como
impureza del producto.

0.CH

(I
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Estc analisis (ca 1 %) sc  realizd utilizando
RP-HPLC. mediante la inyeecion del producto de
la rcaccion de fotoxidacion de o-terpineno en
un cromatégrafo liquido marca Pharmacia-LKB
(Bromma), modelo 2249, provisto con una columna
Spherisorb Superpack RP-C18 (2 pm de didmetro
dc particula, 4,0 mm d.i. y 10 cm de longitud)
4. 28 3G,

LV}

La fasc movil en cste caso fuc metanol (75% v/v)-
agua. con un caudal de 0,5 mL/min (presién 11,2
mPa) y las mucstras analizadas se inycctaron (20 uL)
manualmente emplcando un detector diferencial de
indice de refraccion. marca LKB (Bromma). modelo
2142 c integrador de la misma marca modelo 2221
(I. RT ca 3.3 min; I, RT ca 2.2 min).

Determinacion de la estabilidad térmica de I en
alcohol isopropilico

Tubos de Pyrex cerrados en un extremo (8 cmn de
largo x 4 mm d.c.) fueron cargados con ca. 0.3 mL
de la solucidn de 1 (ca. 0.002 M) en propanol-2.

Estas soluciones se degasificaron cn la linca de vacio
(-190 °C) v los tubos que las contenian scllados con
la llama de un soplete. Las ampollas se sumergieron
en un bafio de aceile de silicona termostatizado (%
0.1 °C), extrayéndosc las mismas a tiempos
convenientemente determinados y deteniendo la
descomposicion de I por inmersion en un bafio a 0
°C. La determinacion de sus concentraciones
remanentes se realizd por cromatografia gaseosa
(CG-FID).

Andlisis de los productos de la termélisis de 1

Soluciones de I (ca. 0,02 M) en alcohol isopropilico
se¢ cargaron (2 mL) en ampollas de Pyrex que fucron
sclladas (-190 °C) a la llama y luego calentadas a
160 °C por periodos de 2 horas. El principal
producto organico observado en la termdlisis de I fue
propano, el cual fue identificado comparando el
valor de su retencion cromatografica (CG-FID) con
el dec muestras auténticas. Esto corresponde con lo ya
informado [10] ¢n la pirdlisis de 1. Sin embargo. cs
probable que su formacion involucre intermediarios
de rcaccion. conclusion que resulta al observar los
cromatogramas  obtenidos cn  las  cxpericncias

-~cinéticas- Dado- el caricter-gaseoso de-ese producto

no sc¢ determind cuantitativamente su concentracion
cn la solucion.

Métodos analiticos utilizados en las experiencias
cindticas

Se utilizd una columna smegabore de silice fundida
(10 m de longitud. 540 pm de d.i.) a 70°C, instalada
en un cromatografo gascoso marca Hewlett-Packard,
modelo 5890, Seric 11 Plus. con nitrégeno como gas
portador (VL 30 cm/s). inyector a 90 °C y detector
FID a 250 °C. En cstc andlisis el RT de I
correspondio a ca 11 min.

Mdtodos de caleulo

Los valorcs de las constantes de velocidad de la
reaccion de dcscomposicion térmica de I (kyy)
fucron calculados utilizando una ley cindtica de
primer order, cstimandose la bondad del ajuste per
regresion  lincal por cuadrados minimos. Los
pardmetros de activacion de la reaccién unimolecular
inicial se obtuvieron aplicando el método de la
ccuacion de Arrhenius y los correspondientes limites
de error con un método computacional [12].

LOS RESULTADOS Y SU DISCUSION

La cindtica de la descomposicion térmica de I en
solucion de alcohol isopropilico obedece una ley
cinética de pscudo-primer orden hasta conversiones
de ca 80 % (Figura 1).
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Fig. 1. Tipica representacion grdfica mediante una
ecuacion de primer orden de la termdlisis de
ascaridol en alcohol isopropilico, a 140,0 °C.

Puesto que las concentraciones iniciales utilizadas en
las cxperiencias cinéticas fueron suficicniemente

pcquenias. ¢s razonable suponer que las constanics de
velocidud e reaceion (K,y,) corresponden en realidad
a la descomposicion unimolccular de fa molécula de
I con formacion de un biradical (cc. 2).
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Por lo tanto, el efecto de la temperatura. en el dmbito
120.0 °C-160.0 °C (Fig.2).
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Ligura 2. Representacion de la ecuacion de

Arrhenius  corespondiente  a  la  termilisis
unimolecular de ascaridol en alcohol isopropilico

Sobre la constante de velocidad de la termolisis (cc.
2) permiten establecer los valores de los pardmetros
de activaciéon (AH"= 26.9 + 0.3 kcal.mol™; AS" = -
8.0 £ 0.8 cal.mol” K™': AG"= 30.2 + 0.3 kecal.mol™)
de la clapa determinante de la descomposicion
térmica de I en solucion de alcohol isopropilico.

CONCLUSIONES

La oblencion de ascaridol por fotoxidacion de o-
terpineno a ca. 0 °C v con radiacion solar y su
postcrior elucion de columnas de gel silice con éler
ctilico. resulta ¢l método de clcccion para obtener en
definitiva una sustancia de cxcelente calidad (RP-
HPLC. CG. RMN) adccuada para cstudios cinéticos
y otras aplicaciones. Los pardmetros de activacion
de la termolisis unimolecular de ascaridol obtenidos
en alcohol isopropilico resultan similarcs a los
csperados para la ruptura de su puente
cndoperoxidico 'y corresponden a la  ctapa
deteriminante de la velocidad de reaccion en el
mecanismo de descomposicion’ térmica en solucion.

Es interesante mencionar también que tanto el
ascaridol natural como el producto sintético son

__Opticamente _inactivos, _ain tratdndosc de  una
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molécula quiral constituyendo una mezcla racenuca.
De esta manera s¢ puede suponer quc exisie una
similitud de caminos scguidos cn la formacion dc
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_Chem. Belg.. 64,203 (1955). _

esla sustancia tanto en la naturaleza como en el
laboratorio. suposicidn quc promovid numerosas
investigaciones rcalizadas por distintos grupos de
trabajo para conocer la biosinlcsis de ascaridol | 13].
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